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ISPITIVANJE IMUNOMODULATORNIH EFEKATA ALFAKALCIDOLA
KOD PACIJENATA SA AKTIVNIM REUMATOIDNIM ARTRITISOM

REZIME

Poslednjih godina, otkri¢e ekspresije vitamin-D receptora (VDR) u ¢elijama imunskog
sistema 1 Cinjenica da neke od ovih ¢elija i produkuju D hormon, govore u prilog
postojanja imunomodulatorne uloge vitamina D u organizmu. Sintetski analog
hormona D, alfakalcidol, se koristi u prevenciji i leCenju osteoporoze ali nekoliko
studija ukazalo je na njegov moguci terapijski potencijal i u reumatoidnom artritisu.
U cilju proucavanja delovanja alfakalcidola primenjeni su komplementarni in vivo, in
Vitro i ex vivo pristupi koji su podrazumevali ispitivanje imunomodulatornih efekata
alfakalcidola kod zdravih kontrola i kod bolesnika sa aktivnim reumatoidnim
artritisom (RA). U ispitivanje je, uklju¢eno 16 bolesnika sa RA, oba pola, sa aktivnom
boles¢u (DAS 28 (SE) >3.2, uprkos terapiji lekovima koji menjaju tok bolesti
(LMTB) tokom najmanje mesec dana i 20 zdravih dobrovoljaca (iste distribucije pola
1 godina starosti) - kontrolna grupa zdravih. Bolesnici sa RA su pored svoje redovne
LMTB terapije, dobijali svakodnevno alfakalcidol (2mcg/dan), u trajanju od 12
nedelja. Uzorci periferne krvi su uzimani zdravim kontrolama i bolesnicima pre i
posle 12 nedelja terapije alfakalcidolom. 1z uzoraka periferne krvi zdravih kontrola 1
bolesnika sa RA izolovane su mononuklearne éelije periferne krvi (MCPK) koje su
kultivisane in vitro. U kulturama MCPK zdravih kontrola i bolesnika sa aktivnim RA
pre terapije alfakalcidolom ispitivan je efekat in vitro suplementacije alfakalcidolom,
kalcitriolom, metilprednizolonom 1 istovremeno alfakalcidol/metilprednizolon
suplementacijom na stimulisanu produkciju citokina. Iz supernatanata MCPK ¢elijske
kulture odredivani su nivoi citokina IL-6, IL-17, IL-21, TNF-a, IL-4, IL-10, TGF-B 1
IFN-y ELISA metodom. U kulturama MCPK izolovanih iz periferne krvi bolesnika sa
RA pre i posle dvanaestonedeljne terapije sa alfakalcidolom i zdravih kontrola merena
je stimulisana produkcija citokina ELISA metodom i analizirano prisustvo reaktivnih
kiseoni¢nih jedinjenja i potencijal mitohondrijalne membrane limfocita metodom
protocne citofluorimetrije. U uzorcima periferne krvi odredjivani su: vrednosti
serumskog 25(OH)D metodom elektrohemiluminiscencije, parametri zapaljenja (SE
eritrocita 1 serumska koncentracija C-reaktivnog proteina), parametri aktivnosti
bolesti (kompozitni indeks DAS 28), vrednosti serumskih citokina ELISA metodom,

parametri oksidativnog stresa (aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i GPx



kao 1 nivo MDA u plazmi) spektrofotometrijskom metodom. Fenotipska
karakterizacija limfocita iz periferne krvi pacijenata vrSena je tehnikom direktne i
indirektne imunofluorescencije koris¢enjem protocnog citofluorimetra BD FACS Aria
III™. U obradi podataka koriS¢ene su metode deskriptivne 1 analiticke statistike.
Normalnost raspodele kvantitativnih numerickih obelezja testirana je pomocu
Kolmogorov-Smirnov testa. Studentov T-test je bio koriS¢en za testiranje statisticke
znacajnosti razlika izmedu grupa po kontinuiranim varijablama koje se ponasaju po
tipu normalne raspodele, dok su obelezja koja odstupaju od normalne raspodele
analizirana pomo¢u Mann Whitney-U testa. Za testiranje statisticke znacajnosti
razlika u ucestalosti atributivnih obelezja posmatranja koris¢eni su Pirsonov 2 — test i

FiSerov (exact) test.

Alfakalcidol je pokazao, u in vitro uslovima, znac¢ajno imunomodulatorno dejstvo sa
specificnom inhibicijom Thl-citokina dok je Th2 celijski odgovor bio pojacan.
Suplementacija alfakalcidolom 1 Kkalcitriolom in vitro smanjuje produkciju
proinflamatornih citokina (IL-6, TNF-a, IL-21 i IL-17) i1 indukuju intenzivniju
produkciju antiinflamatornih citokina (IL-4, IL-10, IFN-y i TGF-p) u kulturi MCPK
zdravih kontrola 1 bolesnika sa aktivnim reumatoidnim artritisom — “Th2 switch”.
Nije bilo znacajne razlike u efektima delovanja alfakalcidola 1 kalcitriola.
Suplementacija metilprednizolonom dovodi do statisticki znaajnog porasta
produkcije IL-17, IL-4 i IFN-[J kod zdravih kontrola, dok je zabelezeno znacajno
smanjenje produkcije IL-6, IL-17, TNF-a i IL-4 u grupi bolesnika sa RA. Istovremena
suplementacija alfakalcidolom 1 metilprednizolonom dovodi do dodatnog, jo$
potenciranijeg statisticki znacajnog povecanja produkcije IL-4 1 IFN-[] i smanjenja
produkcije IL-17 i IL-21 kod zdravih kontrola, dok je smanjenja produkcije IL-17 i
TNF-a zabelezeno u grupi bolesnika sa RA. Posle 12 nedelja terapije alfakalcidolom
u kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa reumatoidnim artritisom
dolazi do statisticki veoma znacajnih promena stimulisane produkcije
proinflamatornih i anti-inflamatornih citokina. Produkcija IL-6, IL-17 i TNF-a je
statisticki znacajno niza dok je produkcija IL-10, TGF-B i IFN-[] statisticki znacajno
viSa u odnosu na vrednosti pre terapije. Procenat aktiviranih regulatornih T limfocita
u perifernoj krvi bolesnika sa aktivnim RA je bio nizi u odnosu za kontrolnu grupu
zdravih. Posle 12 nedelja terapije alfakalcidolom dolazi do poveéanja procenta

aktiviranih T regulatornih ¢elija 1 to do nivoa koji je zabelezen u grupi zdravih



kontrola. Oralna terapija alfakalcidolom u toku 12 nedelja dovela je do statisticki
znacajnog smanjenja aktivnosti bolesti merenog DAS28 (SE) skorom (ADAS2S8
>1,5), 1 znacajnog smanjenja nivoa C-reaktivnog proteina. Primena terapije
alfakalcidolom znacajno je modulisala parametre oksidativnog stresa u perifernoj krvi

bolesnika sa aktivnim Reumatoidnim artritisom u pravcu antioksidativne zastite.

Nasi rezultati govore u prilog postojanja znac¢ajnog imunomodulatornog potencijala

alfakalcidola u bolestima posredovanim Th1/Th17 ¢elijskim odgovorom.

Kljuéne reéi: alfakalcidol, imunomodulatorno dejstvo, mononuklearne <¢elije

periferne krvi, citokini, oksidativni stres, regulatorne T celije



IMMUNOMODULATORY EFFECT OF ALFACALCIDOL IN PATIENTS
WITH ACTIVE RHEUMATOID ARTHRITIS

ABSTRACT

The discovery of vitamin D receptor (VDR) expression in the cells of the immune
system and the fact that some of these cells produce D hormone indicate
immunomodulatory role of vitamin D. Hormone D synthetic analog, alfacalcidol, is
used in the prevention and treatment of osteoporosis. Several recent studies pointed to
its possible therapeutic potential in theumatoid arthritis. In order to study alfacalcidol
effects, we applied complementary in vivo, in vitro and ex vivo approach that
included testing the immunomodulatory effects of alfacalcidol in healthy controls and
patients with active rheumatoid arthritis. In sixteen patients with active RA (DAS
28(SE) score >3.2) of both sexes, alphacalcidol (2ug/day) was added to previously
applied therapy (stable dose of methotrexate, without any steroid therapy) during
three months. Twenty healthy volunteers (same distribution gender and age) were
control group. Peripheral blood samples were taken from healthy controls once at the
beginning of the study, and from patients before and after 12 weeks of alphacalcidol
therapy. Patients and healthy controls peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated and cultured in vitro. In PBMC cultures of healthy controls and patients
with active RA, In vitro effects of supplementation with alfacalcidol, calcitriol,
methylprednisolone and cotreatment with alfacalcidol/methylprednisolone were
studied. Stimulated production of cytokines IL-6, IL-17, IL-21, TNF-a, IL-4, IL-10,
TGF-B 1 IFN-y were determined by ELISA. In PBMC cultures isolated from
peripheral blood of patients with RA before and after twelve weeks of treatment with
alfacalcidol and healthy controls, stimulated cytokine production by ELISA was
measured and the presence of reactive oxygen compounds and mitochondrial
membrane potential of lymphocytes were analyzed by flow cytometry. From the
peripheral  blood samples were  determined: serum 25(OH)D by
electrochemiluminiscence method, parameters of inflammation (erythrocyte SE and
serum C-reactive protein), the parameters of disease activity (DAS composite index
28), serum cytokines by ELISA method and the parameters of oxidative stress
(antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx and GSH level in the lysate of erythrocytes
and plasma levels of MDA) by spectrophotometric method. Phenotypic

characterization of cells from the peripheral blood of patients was performed by direct



and indirect immunofluorescence using flow cytofluorimetry BD FACS Aria ™ III.
Methods of descriptive and analytical statistics for data processing were used.
Normality of distribution of quantitative numerical characteristics was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test. Student's t-test was used to test the statistical significance
of differences between groups after continuous variables behave according to the type
of normal distribution. The characteristics that deviate from normal distribution were
analyzed using the Mann-Whitney U test. To test the statistical significance of
differences in the frequency of attributive characteristics of observation Pearson %2 -

test and Fisher (exact) test were used.

Our results showed that alfacalcidol, in vitro, showed a significant
immunomodulatory effect through the specific inhibition of Th1- cytokine production,
while Th2 and the cell response was enhanced. Supplementation with alfacalcidol and
calcitriol in vitro reduces the production of proinflammatory cytokines (IL-6, TNF-a,
IL-21 and IL-17) and induce more intense anti-inflammatory cytokine production (IL-
4, IL-10, IFN-y and TGF-B) in PBMC cultures of healthy controls and patients with
active rheumatoid arthritis - "Th2 switch". There was no significant difference
between the effects of alfacalcidol and calcitriol. Methylprednisolone
supplementation leads to a significant increase of IL-17, IL-4 and IFN-Y in healthy
controls, while there was an significant reduction of the IL-6, IL-17, TNF-a and IL-4
production in the group of patients with RA. Cotreatment with alfacalcidol and
methylprednisolone leads to additional, more statistically significant increase of 1L-4
and IFN-Y, and reduction of IL-17 and IL-21 production in healthy control.
Production of IL-17 and TNF-a was reduced in the group of patients with RA. After
12 weeks of alfacalcidol treatment, our results showed statistically significant change
of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines stimulated production in the
PBMC culture of patients with rheumatoid arthritis. Production of IL-6, IL-17 and
TNF-a was significantly lower and IL-10, TGF-f and IFN-Y production was
statistically significantly higher than before treatment. The percentage of activated
regulatory T lymphocytes in the peripheral blood of patients with active RA was
lower compared to the control group. After 12 weeks of alfacalcidol treatment the
percentage of activated T regulatory cells was increased to a level that was recorded
in a group of healthy controls. Twelve weeks of the oral alfacalcidol therapy resulted

in a statistically significant reduction of disease activity measured by DAS28 (SE)



score (ADAS28> 1.5), and a significant reduction of C-reactive protein plasma levels.
Alfacalcidol therapy significantly modulated parameters of oxidative stress in the
peripheral blood of patients with active rheumatoid arthritis towards antioxidant
protection. Our results indicate the significant immunomodulatory potential of

alfacalcidol in Th1/Th17 cell mediated diseases.

Keywords: alfacalcidol, immunomodulatory effect, peripheral blood mononuclear

cells, cytokines, oxidative stress, T reg
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1UVOD
1.1. AUTOIMUNOST I REGULACIJA IMUNSKOG ODGOVORA

Autoimunost predstavlja reaktivnost prema sopstvenim antigenima. Iako je poznato
da je nizak stepen autoreaktivnosti fizioloSka pojava (Dighiero i sar, 1999) i da,
StaviSe, prezivljavanje naivnih T i B celija na periferiji zahteva njihovo stalno
izlaganje autoantigenima (Goldrath i Bevan, 1999), poremecaj osnovnih mehanizama
odrzavanja autotolerancije moze da dovede do pojave autoimunskih oboljenja.
Razumevanje mehanizama kojim fizioloSka autoimunost postaje patoloska, Sto
uslovljava nastanak autoimunskih oboljenja, predstavlja jedan od klju¢nih zadataka
kako bazicne tako i klinicke imunologije. U osnovi nastanka autoimunskih bolesti
stoje poremecaji u selekciji T i B limfocita, njihovoj regulaciji i smrti potencijalno
autoreaktivnih klonova (Goodnow i sar, 2001; Marrack i sar, 2001). Autoimunske
bolesti nisu redak medicinski fenomen, veé, naprotiv, imaju visok morbiditet i
mortalitet 1 predstavljaju tre¢i klinicki problem u razvijenom svetu, odmah posle
kardiovaskularnih bolesti 1 malignih tumora (Nossal, 2001). Autoimunost moze da
zahvati razlicite organe, uzrokujuéi bolesti koje se kre¢u u rasponu od sistemskih koje
obuhvataju vise sistema i organa (kao $to je reumatoidni artritis ili sistemski eritemski
lupus), pa do onih usmerenih samo na jedan organ, odnosno tkivo (npr. multipla

skleroza ili insulin-zavisni dijabetes melitus).
1.1.1 Regulacija citokinske mreZe

Inflamatorni citokini su aktivno uklju¢eni u patogenezu autoimunskih bolesti, od
kojih mnoge nisu do skoro otkrivene. Ovde, ¢lanovi IL-12 porodice igraju centralnu
ulogu (Kunz i sar, 2009). Dobro je poznato da u prisustvu zajednickog inflamatornog
citokina interferon (IFN)-y , lokalne antigen prezentujuce celije (APC) proizvode
interleukin (IL)-12 dovodeci do diferencijacije CD4+T celija u T helper tip 1 IFN—y
sekretujue (Thl) celije. Nasuprot tome, u prisustvu IL-4, CD4+ T Ccelije se
diferenciraju u Th2 ¢elije koje proizvode IL-4, IL-5, i IL-13. Snazan ali i slabo
regulisan Th1 imunski odgovor je ¢esto prisutan u autoimunskim bolestima. Medutim,
postoje ubedljivi dokazi za tre¢i efektorski CD4 + Th mehanizam u autoimunitetu.
Takozvane Thl7 T C¢elije proizvode IL-17A 1 IL-17F, dva citokina koja se ne
proizvode od strane Thl ni Th2 CD4+T ¢elija (Kikly i sar, 2006). Kombinacija
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transformiSuceg faktor rasta (TGF)-1 i IL-6, zajedno sa IL-23 dovodi do proizvodnje
ove CD4+ T c¢elijske subpopulacije. Nakon IL-23 stimulacije, ovaj novi tip T ¢elija
proizvodi paletu inflamatornih medijatora, ukljucujuéi faktora nekroze tumora (TNF)-

a, IL-6, ¢inilac stimulacije kolonija granulocita- makrofaga (GM - CSF).

Prema nasim dosada$njim saznanjima, smatra se da su T ¢elije koje proizvode IL-17
odgovorne za mnoge inflamatorne i autoimunske odgovore koji se pripisuju Thl
¢elijama. Pokazano je da su od klinickog znacaja TNF-a u RA, CD i psorijazi, i IL-6 /
IL-6R u RA i CD (Fry i Baker, 2007). Nedavno se doslo do novih saznanja o biologiji
IL-21 i njegovoj ulozi u patogenezi autoimunskih bolesti (Brennan i Mclnnes, 2008).
Ispitivanja na animalnim modelima autoimunskih bolesti pokazala su da IL-21 igra
znacajnu ulogu u autoimunosti i ima ulogu zajedni¢kog modulatora adaptivnog
imunskog odgovora prema sopstvenom tkivu u bolestima kao $to su RA, SLE, MS, i

dijabetesa tipa 1.
1.1.2 Regulatorne T celije

Identifikacija regulatornih T ¢elija (Treg) promenila je dihotomiju Th1/ Th2 odgovora
u patogenezi autoimunskih stanja. Pokazalo se da Thl celije imaju Stetnu ulogu u
imunopatogenezi nekih autoimunskih bolesti, dok Th2 ¢elije ispoljavaju protektivno
dejstvo (Jadidi-Niaragh i Mirshafiey, 2011; Vila i Anderson, 2009). Treg suprimiraju
razlicite autoreaktivne odgovore i odrzavaju autotoleranciju u imunskom sistemu. Od
nedavno postoji veliko interesovanje za Treg Ccelije, Sto ih stavlja u centar
imunosupresivnih reakcija, jer razumevanje razvoja i funkcije imunoregulacijskih
¢elija, od kojih su ve¢ina CD4+ T celije, moze osvetliti etiologiju gubitka
autotolerancije (Lan i sar, 2009). Obzirom da osnovnu karakteristiku autoimunskih
bolesti kao Sto je reumatoidni artritis (RA), predstavlja zapaljenje i autoreaktivnost,
identifikovanje precizne funkcije ovih ¢elija u toku bolesti nam moze pomo¢i u
pronalazenju novih terapijskih modaliteta za leCenje RA u buduénosti. Pojam
imunosupresije je prvi put opisan 1970 (Gershon i Kondo). Sakaguchi i sar, 1995.
godine uvode pojam supresora ili Treg sa povec¢anom ekspresijom CD25. Od tada, u
razli¢itim studijama nastojano je da se otkriju karakteristike i1 funkcije ovih celija u
imunskom sistemu i imunopatofiziologiji razli¢itih bolesti kao S§to su kancer i

autoimunske bolesti. Kancer je obi¢no povezan sa povecanjem imunosupresije, dok



kod autoimunskih bolesti, imunosupresija je obicno nefunkcionalna. Pored toga,
odrzavanje autotolerancije, u prevenciji nastanka autoimunskog odgovora je veoma
vazno. Tako Treg su Stetne Celije u patogenezi karcinoma, ali zaStitne celije u
autoimunskim bolestima. Stavie, u infektivnim bolestima Treg sa funkcijom
ograni¢avanja inflamatornog odgovora (posebno kod hroni¢nih infekcija) smanjuju
oste¢enje tkiva (Belkaid, 2007). Pokazalo se da Treg mogu suprimirati imunske
odgovore putem razli¢itih mehanizama, uklju¢uju¢i mehanizme zavisne ili nezavisne
od kontakta sa drugim celijama (Wan i Flavell, 2008). Pokazano je da prirodne
regulatorne T Celije (nTreg) ispoljavaju svoje supresivne efekte kroz ¢elijski-kontak-
zavisne mehanizme preko membranskih molekula dok inducibilne Treg (iTreg) u
osnovi koriste kontakt-nezavisne mehanizme koji se zasnivaju uglavnom na
produkeciji citokina poput IL-10 1 transformiSuceg faktora rasta (TGF)-beta (Jonuleit 1
Schmitt, 2003). Tako Treg obi¢no slabo odgovaraju na antigensku stimulaciju ili
poliklonalnu aktivaciju in vitro, navodi se da mogu da proliferisu in vivo (Walkeret i
sar, 2003). Takodje, smatra se da je mikrosredina u kojoj se nalaze, veoma vazan
faktor u ispoljavanju njihove funkcije. Danas je poznato da postoje razne podgrupe
Treg u imunskom sistemu, ukljucujué¢i nTreg, CD8 + Treg, TR1 regulatorne celije,
Th3 ¢Celije 1 T ¢Celije slicne NK ¢elijama. U drugoj klasifikaciji, Treg su podeljeni u
dve podgrupe, prirodni Treg (nTregs) i indukovani Tregs (iTregs). nTreg se razvijaju
u timusu tokom procesa selekcije, dok se iTregs razvijaju na periferiji iz naivnih (ili u
nekom od stadijuma diferencijacije) T ¢elija nakon antigene stimulaciju u specifi¢nim
uslovima (Mills, 2004).

Kao i druge konvencionalne podgrupe T ¢elija, Treg takode dozivljavaju proces
selekcije u timusu. Njihova selekcija se zasniva na afinitetu TCR prepoznavanja za
autoantigene prezentovane od strane antigen-prezentujucih celija (APC). Visok
afinitet prepoznavanja dovodi do negativne selekcije timocita i1 klonalne destrukcije
pomocu procesa apoptoze, dok slab afinitet prepoznavanja autoantigena dovodi do
pozitivne selekcije ovih timocita i njihovog opstanka. Cini se da Treg takode
dozivljavaju pozitivhu selekciju u timusu, ali jacina njihovog afiniteta za
prepoznavanje autoantigena na antigen-prezentuju¢im celijama je izmedu one koja je
potrebna za pozitivnu i negativnu selekciju drugih konvencionalnih T ¢elija (Jordan i
sar., 2001; Kronenberg i Rudensky, 2005). S druge strane, moguce je da postoji
posebna faza timocita za nastanak Treg linije limfocita, koja je pre procesa selekcije
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pomocu afiniteta za TCR, te je verovatno da je slab afinitet prepoznavanja
autoantigena od strane TCR dovoljan za prezivljavanje Treg (Pennington i sar., 20006).
Pokazano je da 1,25(OH),D3; smanjuje produkciju IL-12 od strane dendritskih ¢elija i
povecava produkciju IL-10, znacajnog u razvoju T regulatornih (Treg) ¢elija (Penna i
Adorini, 2000).

Tregs poticu iz timusa kao CD4 + ¢elija koje eksprimiraju FoxP3+ (engl, forkhead
box P3) i visok nivo CD25. Konvencionalne CD4+ T ¢elije takode poticu iz timusa i
mogu se diferentovati na periferiji u CD25+FoxP3+ celije nakon stimulacije
antigenom. FoxP3 je intracelularni Treg- specifican faktor transkripcije i kontrolise
brojne najbitnijih karakteristika Tregs , ukljucujuéi represiju transkripcije kljucnih
efektorskih molekula poput interleukina-2 (IL- 2) 1 CD127 (Interleukin-7 receptora).
FoxP3 je koristan marker za procenu Cisto¢e regulatornih T ¢elija, ali obzirom da je
intracelularni marker nije pogodan za detekciju u zivim Cd¢elijama. Zna se da
regulatorne T ¢elije eksprimiraju najvisi nivo CD25, tako da se strategija razdvajanja
CD4+CD25+ koristi za identifikaciju i1 sortiranja Treg populacije. Dodavanje drugih
markera moze poboljSati tanost detekcije populacija od interesa. Poznato je da
ekspresija CD127 inverzno koreliSe sa ekspresijom FoxP3. Upotreba
CD4+CD25+CD127"" strategije za izolaciju regulatornih T éelija rezultirala je
viSestrukim porastom cisto¢e i vijabiliteta detektovanih ¢elija. Skorasnje studije su
pokazale da nTregs imaju veci ekspresiju CD45RO u odnosu na iTregs tako da
CD45R0O moze biti koristan kao marker za izolaciju razli¢itih Treg celijskih frakcija

od interesa.
1.1.3 Oksidativni stres

Uloga oksidativnog stresa u hroni¢noj inflamaciji tkiva (Ku i sar, 2009; Pantovic i sar,
2005) i njegovo mesto u patofizioloSkom mehanizmu autoimunskih bolesti (Leitinger,
2008) je odnedavno prepoznata. Smatra se da oksidativni stres igra vaznu ulogu u
patogenezi autoimunskih bolesti. UtiCe na pojaCanje zapaljenja, indukuje apoptozu
¢elija 1 naruSava imunsku toleranciju. Kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom
(RA), sistemskim lupus eritematozusom (SLE) 1 Sjogrenovim sindromom (SS)
dokazano je stanje pojacanog oksidativnog stresa ili smanjenje antioksidantnih

kapaciteta.



Oksidativni stres odrazava neravnotezu izmedu sistemske proizvodnje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) 1 antioksidantne sposobnost organizma da spremno
detoksikuje reaktivne intermedijerne produkte ili da popravi ve¢ nastalo oStecenje.
Postoje ¢vrsti dokazi koji podrzavaju ulogu oksidativnog stresa u zapaljenju kod
bolesnika sa RA i degradaciji hrskavice u eksperimentalnom artritisu (Hassan 1 sar,
2011). Prooksidacijsko okruzenje u RA dovodi do redoks neravnoteze, i posledi¢nog
povecanja proizvodnje reaktivnih kiseonicnih, azotnih i sumpornih jedinjenja (Szabo-
Taylor i sar, 2013). To dovodi do stimulacije zapaljensko-proliferativnog odgovora u
sinoviji (Hassan 1 sar, 2011). Malo je dokaza o antioksidativnim svojstvima hormona
D3 i njegovih analoga, a neki podaci su ¢ak i kontroverzni. (Deng i sar, 2015; Xu i
sar, 2015; Medeiros Cavalcante 1 sar, 2015). Medutim, pokazano je da kod obolelih
od juvenilnog artritisa terapija alfakalcidolom znacajno modulise aktivnost enzima

antioksidativne zastite (Radovic i sar, 2012).

1.2 REUMATOIDNI ARTRITIS
1.2.1 Imunska etio-patogeneza reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢na, progresivna, inflamatorna autoimunska bolest
koja moze imati zglobne, vanzglobne i sistemske efekte. lako neki pacijenti imaju
blagu samoogranicavajucu bolest, ¢esto klinicka slika moze podrazumevati razaranje
zglobova, teSke funkcionalne smetnje 1 udruzene komorbiditete (Plenge RM., 2009).
Stope smrtnosti su viSe nego duplo vece kod bolesnika sa RA nego u opstoj populaciji
(Wolfe i sar, 1994; Gonzalez i sar, 2007), a izgleda da se ova razlika jo§ produbljuje.
Reumatoidni artritis je autoimunsko oboljenje sa veoma kompleksnim patofizioloskim
mehanizmima. Genetski faktori kao 1 faktori spoljasnje sredine igraju vaznu ulogu u
nastanku ovog oboljenja, koje karakteriSe infiltracija sinovije neutrofilima,
makrofagima, T i B limfocitima i dendritskim ¢elijama. Centralnu ulogu u nastanku
ovog oboljenja imaju T ¢elije. Pacijenti koji boluju od RA imaju T limfocite koji su
usmereni protiv sopstvenog tkiva, i koji usmeravaju imunski sistem u smeru nastanka

inflamatorne reakcije u perifernim tkivima.

Najraniji dogadaj u RA patogenezi je aktivacija urodenog imunskog odgovora, koja
obuhvata aktivaciju dendritskih ¢elija egzogenim materijama i autologim antigenima
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(Smolen i Steiner, 2003). Celije koje prezentuju antigene, ukljutujuéi dendritske
¢elije, makrofage i aktivirane B ¢elije, prezentuju artritogene antigene T celijama.
Istovremeno, CD4+ T Celije koje izlucuju interleukin (IL)- 2 i interferon (IFN)-gama
infiltriSu sinovijalnu membranu (Smolen i sar, 2007). Jedan od pocetnih dogadaja u
ovom mehanizmu je aktivacija antigen-specificnih T ¢elija, koje zapo€inju imunski
odgovor. Ova aktivacija ima visestruke efekte, ukljucujuéi aktiviranje i proliferaciju
endotelnih 1 sinovijalnih celija, regrutovanje i aktiviranje proinflamatornih ¢elija,
sekreciju citokina i proteaza od strane makrofaga i fibroblasta poput sinovijalnih
¢elija i proizvodnju autoantitela (Harris i Schur, 2007). Ranije je smatrano da je ovaj
imunski odgovor isklju¢ivo posredovan Thl ¢elijama (Kiran i Debashish, 2008).
Medutim, otkricem Th17 ¢elija 1 njihove funkcionalne povezanosti sa Thl ¢elijama,
kao 1 visokih koncentracija IL-17 u sinoviji pacijenata obolelih od RA, postavlja se
nova dilema: da li je RA autoimunsko oboljenje posredovano Thl ili Th17 imunskim
odgovorom, ili u patogenezi ucestvuju obe grupe limfocita (Wen i Baker, 2011). B-
¢elije doprinose RA patogenezi ne samo preko prezentacije antigena, ve¢ i kroz
proizvodnju antitela, autoantitela i citokina. Reumatoidni faktor (RF) i anticutrulinska
antitela (ACPA) su uobicajena kod bolesnika sa RA. B limfociti ekprimiraju proteine
na povrsini ¢elije, ukljucujucéi imunoglobuline i antigene diferencijacije poput CD20 i
CD22. Autoantitela mogu formirati ve¢e imunske komplekse koji mogu dodatno
stimulisati proizvodnju proinflamatornih citokina, ukljucuju¢i faktor nekroze tumora
(TNF), preko mehanizma koji podrazumeva aktivaciju Fc-receptora komplementom
(Smolen i sar, 2007). Aktivacija T i B-¢elija uslovljava povecanu produkciju citokina
i hemokina, sto dovodi do povratne sprege i dodatne interakcije T-¢elija, makrofaga i
B-¢elija. Pored prezentacije antigena, makrofagi su ukljuceni u osteoklastogenezu i
predstavljaju glavni izvor citokina, uklju¢ujuéi TNF-a, IL-1 1 IL-6. U okviru
sinovijalne membrane postoji veliki porast broja aktiviranih sinoviocita koji su sli¢ni
fibroblastima, i takode proizvode inflamatorne citokine, prostaglandine i
metaloproteinaze. Ovi sinoviociti doprinose uniStavanju hrskavice 1 kosti kako
stvaranjem metaloproteinaza u sinovijalnoj te€nosti, tako 1 direktnom invazijom ovih
tkiva (Smolen 1 sar, 2003). Jedan od kljuénih momenata u kaskadi zapaljenja
predstavlja pojacanje ekspresije i stvaranja TNF-a (Feldmann i sar, 1996). Na ovaj
nacin dolazi do zapaljenja sinovije 1 do razaranja zglobova. Povecano stvaranje TNF-
a ima nekoliko uzroka, ukljuCujuéi interakciju izmedu T i1 B limfocita, sinovijalnih
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¢elija slicnim fibroblastima i makrofaga. Ovaj proces vodi ka hiperprodukciji mnogih
citokina poput interleukina 6, koji takode uzrokuje dugotrajnu inflamaciju i

posledi¢nu destrukciju zgloba (Choy i sar, 2002).

1.2.2. Klinicke manifestacije i procena aktivnosti RA

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢na zapaljenska i destruktivna bolest zglobova ¢ija
je prevalencija oko 0,5-1% stanovniStva u industrijskom svetu i ¢esto dovodi do
znacajnog invaliditeta 1 smanjenja kvaliteta Zivota (Smolen i Steiner, 2003). Dva do
tri puta je ceSca kod Zena nego kod muskaraca, a moze da poc¢ne u bilo kom dobu
zivota, sa maksimalnom ucestalo$¢u izmedu cCetvrte i Seste decenije zZivota. Pored
otoka i bola zglobova izazvanih inflamatornim procesom, u odmaklim fazama RA

dolazi do destrukcije zgloba.

Pocetak bolesti je obi¢no postepen 1 nespecifican, Zglobne 1 periartikularne
manifestacije ukljucuju otok zglobova i osetljivost na palpaciju , jutarnju ukocenosti i
otezanu pokretljivost zahvacenih zglobova. Klinicka prezentacija RA je razli€ita, ali
pojava bola sa simetri¢nim otokom malih zglobova je najces¢i nalaz. Pocetak RA je
akutan ili subakutan u oko 25 % pacijenata, ali moze da se javi 1 kao kao
palindromska bolest, monoartikularna bolest, da se prezentuje vanzglobnim
sinovitisom (tenosinovitis, bursitis), i opStim simptomima (malaksalost, umor, gubitak
tezine, povisena temperatura). RA se manifestuje kao poliartritis, to jest, zahvata veéi
broj zglobova, iako u ranim stadijumima bolesti, moze biti zahva¢en samo jedan ili
nekoliko zglobova. Prakti¢no, bolest moze zahvatiti sve periferne zglobove. Medutim,
najces¢e zahvaceni zglobovi su zglobovi ruku, stopala i kolena, ali su obi¢no distalni
interfalangealni zglobovi postedeni. Pored toga, RA moze zahvatiti kicmu, i Cesto
atlanto- aksijalni zglob u kasnijim fazama bolesti §to predstavlja direktni uzrok
smrtnosti povezan sa zahvatom zglobova. Vanzglobna progresija bolesti je joS jedna
osobina RA, koja se moze ispoljiti razli¢ito, od prisustva reumatoidnih cvorica,
hematoloskih abnormalnosti, visceralnog zahvata pa do opasnih Zivotno-

ugrozavajucih vaskulitisa. Umor, groznica, gubitak tezine, slabost i malaksalost Cesti



su klini¢ki znaci koji mogu biti povezani sa manifestacijama vanzglobnog
reumatizma. Trenutno vazeéi dijagnosticki kriterijumi za RA su ACR/EULAR iz
2010. Definitivna dijagnoza RA se moZe postaviti kada je ukupni ACR/EULAR zbir
> 6 ((Neogi 1 sar, 2010).

1.3. VITAMIN D - HORMON D

Vitamin D 1 njegovi analozi su u fokusu sve veceg broja studija proteklih godina,
pokazujuci svoju funkciju ne samo u metabolizmu kalcijuma i formiranja kostiju, vec¢
i u interakciji sa imunskim sistemom, §to nije iznenadujuce, jer vitamina D receptor
(VDR) postoji u razli¢itim tkivima, poput mozga, srca, koze, creva, gonada, prostate,
grudi, 1 imunskim ¢elijama, kao i u kostima, bubrezima i1 paratireoidnim zlezdama
(Jones 1 sar, 2008). Nekoliko skorijih studija je pokazalo povezanost nedostatka
vitamina D sa nekim od autoimunskih poremecaja, ukljucujuéi insulin-zavisan
diabetes melitus (IDDM), multiplu sklerozu (MS), inflamatornu bolest creva (IBD),
sistemski lupus eritematozus (SLE) 1 reumatoidni artritis (Kamen i sar, 2006; Lipps,
2004). U svetlu ovih rezultata, smatra se da je vitamin D spolja$n;ji faktor sposoban da
utic¢e na nastanak autoimunskih bolesti (Cantorna i Mahon, 2004).
Dugi niz godina se verovalo da su regulacija homeostaze kalcijuma u organizmu i
pozitivan uticaj na promet kosti jedine ili klju¢ne uloge ovog hormona i razlog zasto
se smatra neophodnim za zdravlje kostiju. Ovo je svakako tacno, ali se sada zna da su
mnoga tkiva, naroCito makrofagi u svim tkivima i raznim epitelima, sposobna da
eksprimiraju la-hidroksilazu i sintetisu aktivni D hormon lokalno (Adams i Hewison,
2010). D hormon sintetisan lokalno u tkivima ili prisutan u krvi deluje na brojne ¢elija
i tkiva u organizmu, endokrino, autokrino i parakrino, i sluzi kao veza izmedu
ekstraéelijskih stimulusa i genomskih odgovora (Mora i sar, 2008). Po pravilu, efekti
D hormona na imunski sistem zapravo predstavljaju promenu urodjenog imuniteta
povezanog sa regulacijom steCenog imuniteta (Adorini i Penna, 2008). Veza izmedu
nedostatka vitamina D i rasprostranjenosti nekih autoimunih bolesti kao §to su IDDM,
MS, RA, SLE i IBD je potvrdjena (Ruiz-Irastorza i sar, 2008). Takodje smatra se da
8



vitamin D i njegovi analozi ne samo spreavaju nastanak autoimunih bolesti, ve¢ se
takode mogu koristiti i u njihovom leenju (Szodoray i sar, 2008). Suplementacija
holekalciferolom (vitaminom D) ili kalcitriolom (D hormon) je pokazala terapeutski
efekat u razli¢itim eksperimentalnim Zivotinjskim modelima, kao Sto su alergijski
encefalomijelitis, kolagenom indukovan artritis, dijabetes melitus 1, inflamatorna
bolest creva, autoimuni tiroiditis, i SLE (Arnson i sar, 2007). Niski nivoi vitamina D u
serumu osim sa nutritivnim statusom, takode mogu biti povezani sa drugim faktorima
kao S§to su smanjenje fizicke sposobnosti, smanjena izloZenost suncu, povecana
ucestalost polimorfizama VDR gena, kao i nezeljena dejstva lekova (Leventis i Patel,

2008; Szodoray 1 sar, 2008).

1.3.1. Vitamin D i reumatoidni artritis

Obrazlozenje za povezanost nedostatka vitamina D i RA zasniva se na dve Cinjenice:
dokazi ukazuju na to da pacijenti sa RA imaju manjak vitamina D i prisustvo 1,25
(OH)2D3 i VDR u makrofazima, hondrocitima, 1 sinovijskim ¢elijama u zglobovima
(Nagpal i Na, 2005; Manolagas i sar, 1986). Odnos izmedu polimorfizama Bsml gena
za VDR i aktivnosti RA pokazan je u studiji u kojoj su pacijenti sa BB ili Bb
genotipovima imali ve¢i HAQ indeks, brzinu sedimentacije eritrocita (ESR),
kumulativnu dozu kortikosteroida, i veci broj lekova koji modifikuju tok bolesti
(DMARD) u odnosu na pacijente sa bb genotipom (Gomez-Vaquero i sar, 2007). U
modelima kolagenom indukovanog artritisa, suplementacija kroz ishranu ili oralno
davanje vitamina D sprecilo je razvoj ili odlozilo progresiju artritisa (Tsuji i sar,
1994). Nedavno je ispitivana udruzenost izmedu izlozenosti UVB zracenju i rizika za
pojavu RA kod Zena u dve velike prospektivne studije The Nurses’ Health Study (NHS)
i NHS II. Studije su potvrdile da je znacajno smanjenje rizika za RA povezano sa duzim
izlaganjem UVB zraenju (Arkema i sar, 2013). Slicno tome, studija na 29.386 Zena je
pokazala da je rizik od razvoja RA obrnuto proporcionalan ve¢em unosu vitamina D
(Merlino 1 Curtis, 2004). Medutim, u drugoj velikoj prospektivnoj studiji koja je
pratila 186,389 Zena od 1980. do 2002. godine, veza izmedu povecanog uzimanja
vitamin D 1 rizika od razvoja RA ili SEL nije pokazana (Costenbader i sar, 2008).
Sli¢no tom rezultatu, studija koja je pratila serumski nivo vitamina D kod 79 davalaca
krvi nije pokazala postojanje razlike izmedu bazalnih nivoa vitamina D kod pacijenata
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koji su kasnije razvili RA i kontrolne grupe (Nielen i sar, 2006). Svi ovi nalazi
pokazuju da je ovo jo§ uvek veoma kontroverzna tema, i nema konsenzusa medu
autorima o definitivnoj vezi izmedu nivoa vitamina D 1 RA. Izgleda takode da postoji
inverzan odnos izmedu aktivnosti bolesti i serumske koncentracije vitamina D kod
pacijenata sa aktivnim artritisom. Pokazana je negativna korelacija izmedu nivoa 25
(OH) D vitamina i broja bolnih zglobova, DAS28 i HAQ. Za svako povecanje za 10
ng/ml nivoa vitamina D u serumu je vrednost DAS28 bila manja za 0.3 1 nivo CRP-a

za 25% (Patel 1 sar, 2007).

1.3.2. FizioloSka regulacija i sinteza D hormona

Hormon D je steroidni hormon ¢ija je glavna funkcija regulisanje homeostaze
kalcijuma kao i formiranje i reapsorpcija kosti, kroz interakciju sa paratiroidnim
zlezdama, bubrezima 1 crevima (Arnson 1 Amital, 2007). Nakon izlaganja
ultraljubiCastom zracenju, prekursor vitamina koji se nalazi u kozi, D,7-
dehidroholesterol, prolazi kroz fotohemijsko razdvajanje $to ga pretvara u previtamin-
D3. Tokom narednih 48 sati, ovaj molekul podvrgava se temperaturno zavisnom
molekularnom rearanzmanu, $to rezultira formiranjem vitamina D3 (holekalciferola).
U jetri u reakciji posredovanoj enzimom koji je sli¢an citohromu P450 (CYP),
vitamin D se hidroksiliSe i konvertuje u 25-hidrokivitamin D [25 (OH) D],
najzastupljeniju formu u cirkulaciji koja je bioloski neaktivna (Bringhurst i sar.,
2008). 25(OH)D forma je stabilni metabolit vitamina D u serumu sa snaznim
afinitetom za vitamin D-vezuju¢i protein (VDBP) i druge proteine iz familije
albumina. Kao takav, nivo 25(OH)D u serumu je najbolji pokazatelj nivoa vitamina
D, bilo sintetisanog u kozi bilo unetog putem ishrane. Ipak, ovaj oblik jo§ uvek nije
hormon; to je prehormonalni oblik prirodnog hormona i nema skoro nikakvu biolosku
aktivnost u telu. Kalcidiol (25(OH)D) se zatim transportuje kroz krvotok do ¢elija
proksimalnog tubula bubrega, gde se dodatnom hidroksilacijom u la poziciji pod
dejstvom enzima 25-hidroksivitamin D-la-hidroksilaze (CYP27B1) hidroksilise i
formira konac¢ni bioloski aktivni oblik D hormona kalcitriol (1a,25(OH),Ds).
Aktivnost ovog enzima povecava paratireoidni hormon (PTH) koga sekretuju
paratireoidna zlezde. On predstavlja kljucni aktivator CYP27B1 enzima u ¢elijama

proksimalnog tubula (Jurutka i sar, 2007). Nakon toga, kalcitriol postaje pravi D
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hormon sa potpunom bioloskom aktivno$¢u koja je slicna drugim steroidnim
hormonima.

Takodje hidroksilacija vitamina D se vrS$i 1 van bubrega, stvaraju¢i hormon D ¢&iji
autokrini 1 parakrini efekti podrazumevaju spreCavanje celijske proliferacije,
promociju diferencijacije ¢elija, 1 imunoregulaciju. Dakle, la-hidroksilaza koja
pretvara 25(OH)D u njegovu aktivnu formu eksprimirana je ne samo u bubregu, vec¢ i
u aktiviranim makrofagima, monocitima, dendritskim ¢elijama, 1 drugim tkivima
(Fritsche 1 sar, 2003; Monkawa i sar, 2000). Aktivnost bubrezne 1-a-hidroksilaze
zavisi od uzimanja kalcijuma i fosfata, cirkuliSuceg nivoa metabolita 1,25(OH),D; i
paratiroidnog hormona (PTH) i fizioloski se smanjuje tokom starenja. S druge strane,
ekstra-renalna regulacija hidroksilaze odredena je lokalnim faktorima, kao Sto su
proizvodnja citokina i faktora rasta, stepen zrelosti dendritskih ¢elija (Hewison i sar,
nedostatka vitamina D.

Da bi se utvrdilo da 1i je adekvatan nivo vitamina D, treba meriti koncentraciju
25(OH)D, glavnog cirkuliSuci oblik ovog vitamina, sa vremenom poluraspada od oko
dve nedelje. Potrebno je naglasiti da je merenje nivoa 25(OH)D (kao jedinog
standardizovanog alata za procenu statusa vitamina D) zapravo samo odraz ravnoteze
izmedu unosa vitamina D hranom 1i/ili suplementacijom i njegovog koriséenja u
lokalnim tkivima kao aktivhog D hormona (posebno imunskim ¢elijama u stanju
hroni¢ne inflamacije). Ovo je verovatno najbolje objaSnjenje za brojne klinicke i
epidemioloske studije koje su pokazale vezu izmedu niskog statusa vitamina D i

brojnih autoimunskih i malignih bolesti (Cutolo i sar, 2011; Bjelakovic i sar, 2011).

1.3.3 Vitamin D receptor (VDR) i mehanizam delovanja hormona D

Steroidni hormoni su medu osnovnim signalnim molekulima u prirodi i odgovorni su
za regulisanje razvoja, metabolizma reprodukcije, 1 odgovora na stimuluse iz okoline
(Margolis 1 Christakos, 2010). Gen za VDR je kloniran i okarakterisan kao nuklearni
receptor za 1a,25(OH),D3, skoro 20 godina posle kloniranja receptora za sve ostale
nuklearne hormone, poput estradiola, testosterona, kortizola i retinoi¢ne kiseline.
Utvrdeno je da ovi receptori (estrogen receptor (ER), receptor progesterona, receptor

androgena (AR), receptor glukokortikoida, tireoidni receptor i VDR) pripadaju istoj
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super familiji ligand-aktiviSu¢ih faktora transkripcije. Signalni put steroidnih hormona
je preko ¢elijskih i1 nuklearnih hormonskih receptora koji odgovaraju hormonima na
osnovu steroidne strukture (Lonard i sar, 2007). To je od sustinskog znacaja jer svi
ovi hormoni uti¢u na formiranje kostiju i imunoregulaciju. Steroidni jedarni receptori,
kada se za njih veZze agonista hormona, vezu se za hromatin preko vitamin D-
reaguju¢ih elemenata i tako utiCu na ekspresiju regulatornih gena, posreduju u
remodelovanju hromatina, epigenetskim modifikacijama, recikliranju receptora, 1
konac¢no ekspresiji gena (Lonard i sar, 2007). Poznato je da samo 1a,25(OH),D; and
VDR agonisti imaju visok afinitet da se vezu za VDR (Eduardo-Canosa i sar, 2010) i,
kada se vezu, grade heterodimer sa X receptorom retinoi¢ne kiseline. Nakon toga,
ovaj kompleks se vezuje za vitamin D-reagujuci element i deluje kao transkripcioni
faktor koji stimuliSe ili blokira transkripciju gena (Norman, 2006). Procenjuje se da je
viSe od 2000 gena direktno ili indirektno kontrolisano od strane ovog transkripcionog

kompleksa (Nagpal i sar, 2005).

Dakle, vitamin D ispoljava svoju biolosku aktivnost vezivanjem za nuklearni receptor,
vitamin D receptor (VDR), koji, slicno receptorima steroidnih hormona, tireoidnoih
hormona 1 retinoida, reguliSe transkripciju DNK u RNK. Ovi receptori su
eksprimirani od strane razliCitih ¢elija, ukljucujuéi epitelne celije tankog creva i
bubreznih tubula, osteoblaste, osteoklaste, hematopoetske celije, limfocite, celije
epiderma, Celije pankreasa, miocite i neurone (Szodoray i sar, 2008). Od nedavno,
poznate su i uloge Vitamina D posredovane VDR, kao Sto su ¢elijska proliferacija 1
diferencijacija, kao 1 imunomodulacija. Vitamin D receptor Siroko je eksprimiran u
vecini imunskih ¢elija, ukljucujuéi monocite, makrofage, dendritske ¢elije, NK ¢elije,
i T 1 B limfocita (Nagpal i Na, 2005). Medutim, njegova ekspresija je veca u nezrelim
imunskim c¢elijama u timusu i1 nezrelim CD8-limfocitima, nezavisno od njihovog
statusa aktivacije. Poznato je da je VDR gen najviSe eksprimiran u metaboli¢kim
tkivima, kao $to su bubrezi, kosti, 1 creva, ali i nisko do umereno eksprimiran u
gotovo svih 250 drugih razli¢itih humanih tkiva. Uloge 1a,25(OH)2D3, kao Sto je
njegova uloga u homeostazi kalcijuma i koStanoj mineralizaciji, ali 1 njegova
regulatorna uloga na nivou ¢elija imuniteta, posredovane su genskim regulatornim
mehanizmima VDR-a (Carlberg i Molnar, 2012). Ovo je glavni mehanizam kojim D

hormon ispoljava endokrine efekte unutar celog organizma. Za razliku od drugih
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nuklearnih receptora za steroidne hormone, postoji samo jedan gen koji kodira VDR
receptor. VDR gen se nalazi na hromozomu 12 (12ql13.11), a pokazano je da
polimorfizmi Bsml, Apal, Taql and Fokl mogu biti povezani sa prisustvom 1i/ili
tezinom mnogih reumatskih oboljenja (Ranganathan, 2009; Maale;j i sar, 2005). Cini
se da sam VDR gen moZe da utice na neke hroni¢ne bolesti a VDR-vezani agonisti
mogu da utiCu na ekspresiju i aktivnost brojnih gena. lako je VDR jedarni
transkripcioni faktor, VDR protein u citosolu je povezan sa sarkoplazmatskim
retikulumom i Ca**-ATPazom u plazmamembrani, §to moZe objasniti neke od brzih,
negenomskih dejstava 1a,25(OH)2D3, kao S§to je preuzimanje kalcijuma
(Huhtakangas i sar, 2004).

Poslednja decenija bi mogla da bude imenovana za epigenetsku eru znanja, jer su
brojne studije pokazale da su epigenetski procesi odgovorni za tkivno-specificnu
gensku ekspresiju tokom diferencijacije i mogu da igraju klju¢nu ulogu u adaptivnim
imunskim mehanizmima. Regulacija gena, pod uticajem VDR- agonist kompleksa, je
modulisana dvostrukom modifikacijom histona, acetilacijom i DNK metilacijom.
implicirajuci na taj nac¢in D hormon i sinteticke agoniste VDR kao mo¢ne genetske i
epigenetske regulatore (Hossein-Nezhad i Holick, 2012). Jedro ¢elije je kompleks
genomske DNK i nukleozoma, naziva se hromatin, i sprecava pristup DNA-vezuju¢ih
proteina, kao sto su faktori transkripcije, njihovim ciljnim mestima u genomu. (Razin,
1998) Ovaj hromatinski potencijal je bitan za dugotrajnu regulaciju, poput terminalne

diferencijacije Celija.

Epigenetski promene sastoje od naslednih modifikacija DNK na osnovu reverzibilne
posttranslacione modifikacije histon proteina, poput acetilacije i metilacije, koje su
uslovljene klasom koregulatornih proteina sa aktivnoscu histon acetiltransferaze,
histon deacetilaze (HDAC), histon metiltransferaze ili demetilaze (Narlikar 1 sar,
2002; Vojinovic and Damjanov, 2011). VDR vezan za njegov ligand (agonist) inicira
stvaranje kompleksa izmedu nuklearnih receptora i koaktivatora gena, $to dovodi do
lokalnog otvaranja hromatina, i indukuje mRNK sintezu ciljnih gena putem proteina
medijatora 1 faktora transkripcije. Naprotiv, ako su samo VDR u kontaktu sa
korepresorima 1 HDAC, oni ¢e lokalno potisnuti hromatin 1 inaktivirati ciljne gene.
(Takeyama i Kato, 2011). Cini se da je to glavni mehanizam kojim D hormon regulige

ekspresiju gena i brojne inflamatorne reakcije u organizmu. Visok epigenetski
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potencijal VDR agonista ¢ini ih pozeljnim terapijskim pristupom u brojnim

inflamatornim i malignim oboljenjima.

1.3.4 “Vitamin D” — steroidni imunomodulatorni hormon

Vezivanjem vitamina D za receptor (VDR), lipid-rastvorljivi aktivni 1,25(OH),D;
reguliSe niz gena, mnoge uklju¢ene u inflamaciju 1 odgovore stecenog i urodenog
imunskog sistema (Arnson 1 Amital, 2007; Cantorna, 2004; Hayes i sar, 2003; Griffin
i sar, 2003). Pokazan je visok nivo eksprimiranosti VDRa se u dendritskim ¢elijama,
T 1 B limfocitima, i makrofazima. Na funkciju ovih ¢éelija veoma uti¢e vezivanje
aktiviranog 1,25(OH),Ds (Jones i sar, 1998; Canning i sar, 2001; Gauzzi i sar, 2005).
Ekspresija VDRa na neaktivnim CD4-T ¢elijama povecava se 5 puta sa aktivacijom
T-¢elija (Mahon 1 sar, 2003). 1,25 (OH) 2D3 inhibira ekspresiju IL-2, vazan faktor
rasta za T limfocite, i potiskuje lu¢enje Thl citokina IL-12, interferon-[1, i TNF,
povecavajuci IL-4, IL-5 1 IL-10, Sto dovodi do razvoja Th2 T-¢elijske populacije
(Penna i Adorini, 2000). Dodavanje 1,25 (OH) 2D3 CD4-T ¢celijama takode inhibira
ekspresiju IL-6, kofaktora stimulacije Th17 ¢elija, vaznih u nastanku autoimunosti
(Stockinger, 2007). Kada se in vitro doda B ¢elijama pacijenata obolelih od
sistemskog eritemskog lupusa (SLE), 1,25(OH),D; inhibira produkciju autoantitela
(Linker-Israeli i sar, 2001). In vitro, 1,25(OH),D; inhibira diferencijaciju monocita u
dendritske celije 1 blokira stimulativne efekte koje T ¢elije imaju na njih (Griffin 1 sar,
2001). Umesto toga, 1,25(OH),D3 promovise diferencijaciju monocita u makrofage,
tako Sto sprecava oslobadanje inflamatornih citokina (Helming i sar, 2005), i smanjuje
njihovu sposobnost da predstave antigene limfocitima nishodnom regulacijom
ekspresije MHC II molekula na povrsini ¢elije (Lemire, 1992).

1,25(0OH),Ds-VDR transkripciona signalizacija takode ispoljava antiinflamatorno
dejstvo preko nishodne regulacije prostaglandinskog puta ciklooksigenaze-2 (Moreno
1 sar, 2005). Takode idukuje toleranciju jer dovodi do diferencijacije CD4+T celija u
T regulatorne ¢elije koje produkuju IL-10, i suprimira proliferaciju responderskih T
¢elija (Unger 1 sar, 2009). 1,25(OH),Ds stupa u interakciju sa VDR receptorima na
osteoblastima, stimuliSuéi ekspresiju liganda receptora aktivatora nuklearnog faktora

kB (27). Nezrele dendritske ¢elije koje su diferencirane iz monocita u prisustvu
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1,25(0OH),D; reaguju neadekvatno na inflamatorne hemokine koji reguliSu sazrevanje
dendritskih ¢elija i njihovu migraciju u limfne ¢vorove (Gauzzi i sar, 2005).

Obzirom da dendritske ¢elije imaju centralnu ulogu u odrzavanju kako imuniteta kao
zaStitnog mehanizma tako 1 autotolerancije (Lanzavecchia i Sallusto, 2001), uticaj
vitamina D na njihovo sazrevanje i funkciju moze imati za posledicu razvoj i / ili
progresiju autoimunskih bolesti. Medutim, kako je sama patogeneza autoimunskih
bolesti jo§ uvek nejasna, mnogi putevi koji su ukljuceni ukazuju na potencijalnu ulogu
insuficiencije vitamina D u progresiji bolesti, mada nije jasno koju ulogu igra unos
vitamina D ili njegov nedostatak u aktiviranju autoimunske bolesti. In vivo,
suplementacija sa  1,25(OH),D; prevenira razvoj inflamatornog artritisa,
autoimunskog encephalomijelitisa (model za MS), dijabetesa tipa I i autoimunskog
tiroiditisa u eksperimentalnim animalnim modelima (Lemire i Archer, 1991; Cantorna
i Hayes, 1998; Zella i McCary, 2003; Cantorna i Hayes, 1996). MiSevi sa genetski
modifikovanim nedostatkom Vitamin D receptora (knock-out misevi) razvijaju proliv,
rektalno krvarenje, znacajni gubitak telesne tezine, §to dovodi do letalnog ishoda u
okviru 2 nedelje. Stoga se smatra da vitamin D deficiencija kompromituje mukozne
barijere, povecava osetljivost mukoze na oSte¢enja i povecava potencijalni rizik od
nastanka inflamatorne bolesti creva (Kong i sar, 2008). Navedeni dokazi pokazuju da
vitamin D igra vaznu ulogu u regulaciji imunskog sistema i, verovatno, u modulaciji
imunoloski posredovanih bolesti (Diniz i sar, 2010).

Slicne osobine i mehanizam delovanja pokazuju glikokortikoidi ¢iji su sintetski
analozi najcesc¢e prepisivani lekovi u leCenju inflamatornih stanja i autoimunih bolesti
kao Sto su: reumatoidni arthritis, multipla skleroza, sistemski lupus erytematosus
(Gross 1 Cidlowski 2008).

Glukokortikoidi (GK) spadaju u grupu steroidnih hormona. koje stvara kora
nadbubrezne zlezde. Pored brojnih funkcija u metabolizmu, razvi¢u, funkcijama niza
organa i sistema, glukokortikoidi imaju znacajnu ulogu u regulaciji imunskog
odgovora. Poremecaji u njihovoj produkciji 1 delovanju predstavljaju endokrinu
osnovu brojnih inflamatornih 1 autoimunskih bolesti, pa stoga i njihovi sintetski
analozi imaju veoma Siroku primenu u terapiji inflamatornih i autoimunskih oboljenja
(De Bosscher i Haegeman.2008). Naime, davne 1949 godine, Hench i njegove kolege
su prvi put primenili glukokortikoid kortizon kao lek za reumatoidni artritis (Hench 1
Kendall, 1949) i od tada do danas glukokortikoidi se primenju u le€enju autoimunskih
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i inflamatornih oboljenja kao Sto su: multipla skleroza, astma, reumatoidni artritis,
inflamatorne bolesti creva i druge bolesti uslovljene ili pra¢ene inflamacijom

(Boumpas 1 sar.1993).

Vec¢inu svojih mnogobrojnih antiinflamatornih 1 imunosupresivnih efekata GK
obavljaju vezuju¢i se za citoplazmatski glukokortikoidni receptor (GR). Zahvaljujuci
svojoj lipofilnoj strukturi, glukokortikoidi lako prolaze kroz celijsku plazma
membranu i vezuju se visokim afinitetom za ligand-vezuju¢i domen GR $to rezultira
oslobadanjem samog receptora iz multiproteinskog kompleksa (Almawi i sar,1996).
Nakon translokacije u jedro GR se vezuje za specificne nukleotidne DNK sekvence
nazvane glukokortikoid-odgovaraju¢i elementi (eng. glucocorticoid response
elements, GRE) (Berg, 1989). Sam broj i lokalizacija GRE odreduje nivo
transkripcione indukcije. Kao $to je poznato, transkripcioni faktori su proteini i vezuju
se za regulatorne sekvence odgovarajuciih gena ¢ime povecavaju ili smanjunju nivo
genske transkripcije. Stoga i GR koji je vezao GK predstavlja transkripcioni faktor.
Kao takav, GR ostvaruje transaktivaciju tj. povecanje transkripcije specificnih gena,
bilo direktno stabilizacijom transkripcionih kompleksa ili indirektno, delovanjem na
hromatinske strukture, ¢ime omogucéavaju vezivanje transkripcionih faktora i samu
inicijaciju transkripcije. Pored transaktivacije GK svoje dejstvo ostvaruju i putem
transrepresije. Transrepresija se odnosi na dejstvo GK koje ostvaruju preko negativnih
GRE. Proinflamatorni citokini kao $to su IL-1 i IFN-y su posebno osetljivi na ovaj vid
steroidne inhibicije (Barnes i Adcock. 1993). Naime, GR za koji je ve¢ vezan
glukokortikoid ima moguénost da direktnim ili indirektnim interakcijama inhibira
transaktivacionu funkciju transkripcionih fakora kao §to su aktivacioni protein 1
(AP1) i NFkB. Jedan od nacina je i vezivanje kompleksa GK-GR za vezujucu
subjedinicu transkripcionih faktora i na taj nacin sprecava njihovu asocijaciju za
molekul DNK (Song i sar, 2005; De Bosscher i sar, 2000). Veéinu svojih
antiinflamatornih i imunosupresivnih efekata GK ostvaruju putem ove transrepresivne
aktivnosti koja posledicno dovodi do inhibicije sinteze prostanglandina i
proinflamatornih citokina kao Sto su IL-1, IL-2, TNF, IFN-y i1 drugih proinflamatornih
medijatora (Schicke i sar, 2006). Uprkos tome S§to je poznato da je za inhibiciju
sinteze proinflamatornih citokina i prostaglandina neophodno vreme i da je ona

izrazena tek nakon nekoliko sati, zapazeno je da antiinflamatorna i imunosupresivna
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dejstva mogu nastupiti veoma brzo i tada se ne mogu objasniti genomskim

delovanjem (Croxtall i sar, 2000).

Pored genomskog efekta glukokortikoida danas je sve vise podataka koji ukazuju da
GK svoj efekat mogu da ostvare i mimo genoma. Naime, rezultat ovog negenomskog
efekta je veoma brz 1 ne odigrava se na transkripcionom nivou. Do sada opisana su tri
naCina brzog, ne-genomskog delovanja glukokortikoida: a) Fizicko-hemijske
interakcije na nivou celijske membrane (Buttgereit i Scheffold, 2002), b) Efekat
posredovan citoplazmatskim GR (Croxtall i sar, 2000), c) Efekat posredovan
membranskim GR (Bartholome 1 sar, 2004).

Glukokortikoidi ispoljavaju znacajna antiinflamatorna 1 imunosupresivna dejstva koje
ostvaruju na krvnim sudovima, ¢elijama i medijatorima zapaljenske 1 imunske
reakcije (Barnes, 2006). Glukokortikoidi blokiraju sve tipove zapaljenskih reakcija
tako Sto stabilizuju membrane lizozoma, smanjuju propustljivost kapilara, i inhibiraju
sintezu arahidonske kiseline 1 njenih metabolita (prostaglandina 1 leukotriena), faktora
aktivacije trombocita (PAF), faktora nekroze tumora (TNF), interleukina (IL)-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y kao 1 faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF)
(Rhen i Cidlowski 2005; Barnes, 2006). Svoj imunosupresivni efekat glukokortikoidi
ostavaruju 1 indukcijom apoptoze kako nezrelih T limfocita unutar timusa tako i zrelih

T limfocita na periferiji (Michailowska-Wender i Wender, 2008).

Svi navedeni efekti glukokortikoidnih hormona pruzaju mnogobrojne moguénosti za

njihovu farmakolosku primenu.

1.4. VITAMIN D RECEPTOR (VDR) AGONISTI

Otkrice imunomodulatornnih genetskih i epigenetskih efekata 1 antitumorskih
svojstava D hormona navelo je istrazivace da ispitaju mogucnost njegovog koris¢enja
kao terapeutskog sredstva za razli¢ite autoimunske 1 maligne bolesti (De Luca, 2004;
Andjelkovic i sar, 1999; Antico i sar, 2012). Imunomodulatorna svojstva D hormona
(1,25(0OH),D3) se uglavnom postizu samo ukoliko se koriste vrlo visoke doze,
odnosno , potrebno je da D hormon kao prirodno jedinjenje bude prisutan u visokim

koncentracijama u c¢elijama i u tkivima, §to moze izazvati hiperkalcemiju kao
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nezeljeni efekat. U poslednjih nekoliko godina sprovedena su mnoga istrazivanja sa
ciljem da se sintetiSu 1,25(OH),D; analozi (vitamin D receptor (VDR) agonisti) sa
istom bioloskom aktivnosc¢u 1 ¢ak ja¢im antiinflamatornim potencijalom, ali manjim
kapacitetom za nastanak hiperkalcemije (Adorini, 2002). Do sada je sintetisano vise
od tri hiljade analoga D hormona (agonista), od kojih ve¢ina ima modifikaciju u svom
alifaticnom bo¢nom lancu (Carlberg, 2003). Razvoj agonista se zasniva na
poznavanju specifi¢nosti biohemijskih mehanizama VDR vezivanja sa prirodnim D
hormonom ili njegovim analozima (VDR agonisti). Vezivanje je rezultat specificnih
interakcija D hormona ili njegovih agonista sa ligand-vezuju¢im mestom unutar
ligand-vezuju¢eg domena (LBD) u VDR. LBD je ¢lan familije visoko konzerviranog
proteina DNK-vezujuceg domena (DBD) 1 predstavlja kompleksnu strukturu kada se
veze za VDR. Biohemijskim i biofizickim metodama je dokazano da postoji znacajna
stabilizacija LBD u prisustvu specificnog liganda, ¢ime se postize kompaktnija i

stabilna struktura. (Chawla, 2001)

Prirodni D hormon kao specifi¢ni ligand, vezuje se preko interakcije njegove tri
hidroksilne grupe sa parom aminokiselina unutar tercijarne strukture formiranog
kompleksa sa LBD. U kompleksu VDR-LBD, A-prsten D hormona ili njegovog
agoniste usvaja a-stoliCastu konformaciju sa 1-OH i1 3-OH grupama u ekvatorijalnoj i
aksijalnoj orijentaciji (Bouillon i sar, 1995). Ovo je verovatno razlog S§to VDR
agonisti sa OH grupom u polozaju 1 imaju najvecu specifi¢nost vezivanja za VDR
(Richy 1 sar, 2004). Vec¢ina analoga D hormona (VDR agonisti) ima samo manje
izmene u odnosu na prirodni hormon koji ima istu sekosteroidnu strukturu i formiraju
istu agonist-VDR konformaciju. Ipak, postoji nekoliko razli¢itih grupa analoga koji se
mogu uslovno podeliti na steroidne i nesteroidne (Schacht i Ringe, 2012; Vojinovi¢,

2014).

Alfakalcidol je prvi sintetisan analog D hormona kome za razliku od prirodnog
hormona jedino nedostaje 25(OH) grupa. Inace, alfakalcidol se kao registrovan lek,
decenijama unazad efikasno koristi u sklopu lecenja primarne i glikokortikoidima
indukovane osteoporoze.Pokazani su njegovi pozitivni efekti na aktivnost bolesti i
komponente imunskog odgovora kod bolesnika sa aktivnom reumatoidnim artritisom.
(Yamauchi 1 sar, 1989; Andelkovic i1 sar, 1999; Hein i Oelzner, 2000). Najcesce se
koristi kod pacijenata sa terminalnom bubreznom bolesti, obzirom da osobe sa
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ostecenom bubreznom funkcijom nemaju sposobnost za efikasnu drugu hidroksilaciju

potrebnu za formiranje fizioloski aktivnog oblika hormona D.

Alfacalcidol zaobilazi endogenu regulaciju bubrezne 1-a hidroksilaze te se njegov
farmakokineticki profil zbog toga veoma razlikuje od kalcitriola: posle oralne
ingestije kalcitriola, maksimalna serumska koncentracija 1,25(OH),Ds se postize
unutar 2 sata, dok oralna primena alfacalcidola uzrokuje spor rast nivoa serumskog
kalcitriola sa maksimalnom serumskom koncenracijom posle 8-18 sati. Kalcitriol,
nakon apsorpcije, deluje odmah 1 direktno na VDR u ¢elijama intestinalne sluzokoze
promoviSu¢i apsorpciju kalcijuma 1 dovode¢i do brzog porasta nivoa serumskog
kalcijuma. Nasuprot tome, alfakalcidol ima ograniene efekte na nivou intestinalne
apsorpcije, obzirom da 25-hidroksilaza potrebna za njegov metabolizam u kalcitriol
deluje uglavnom u jetri. U poredenju sa kalcitriolom, alfakalcidol omogucava i duzu i
stabilniju 1 proizvodnju kalcitriola uz manji rizik od hiperkalcemije (Richy i sar,

2004).

Kada se zeli posti¢éi snazan 1 bezbedan efekat VDR agonista, povoljna
farmakokinetika alfakalcidola je svakako preporuka da se ovaj VDR agonist upotrebi
umesto kalcitriola, jer redukuje pojavu nepozeljnih skokova serumskog kalcijuma.
Naime, vreme utroSeno za postizanje maksimalne koncentracije hormona D u plazmi
smanjeno je za 50% i skoro je dva puta duze posle oralne i i.v. primene 1a(OH)D3
nego nakon sli¢ne primene kalcitriola kod zdravih dobrovoljaca. Dokazan je znatno
manji pik koncentracije 1,25(OH),;D3; nakon oralne primene 1a(OH)D3 nego posle
oralne primene sli¢ne doze 1,25(OH),D; (Ohno i sar, 1982; Seino i sar, 1987; Nagant
de Deuxchaisnes i sar, 1991) . Povecanje maksimalne koncentracije 1,25(0OH),D; je
potvrdjeno posle i.v. primene rastu¢ih doza 1a(OH)D3 (Papapoulos i sar, 1988), ali je
dostignuti nivo 1,25(OH),Ds 1 dalje bio znatno nizi, od onog koji je postignut nakon
1.v. primene manjih doza 1,25(OH),D; (Slatopolsky i sar, 1984). Poznato je da se
alfakalcidol, 1a(OH)D3, hidroksilise u 1,25(OH),D; u jetri i u ovim starim
istrazivanjima se smatralo da alfakalcidol ostvaruje svoj efekat samo ukoliko se
transformise u 1,25(0OH),D; . Medjutim, novija istrazivanja su pokazala da sam
alfakalcidol ima visok afinitet vezivanja za VDR ¢ime se mozZe objasniti nizak nivo
1,25(0OH),Ds nakon i.v. ili oralnog davanja jer veliki procenat leka se direktno vezuje
za VDR i ne tranformise u kalcitriol.
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U otvorenoj studiji sa 19 pacijenata obolelih od RA, koji su bili tretirani
tradicionalnim DMARD, uz oralnu dopunu visokim dozama alfakalcidola za tri
meseca je smanjena teZina simptoma kod 89% pacijenata, od kojih je 45% postiglo
kompletnu remisiju 1 44% imalo zadovoljavaju¢e rezultate. Nije primecena veca

ucestalost sporednih efekata, kao $to je hiperkalcemija (Andjelkovic i sar, 1999).

Brojnim eksperimentalnim studijama na Zivotinjskim modelima koje su istrazivale
terapijske moguénosti i1 sigurnost brojnih razli¢itih agonista VDR, dobijeni su
obecavajuci rezultati. Preventivne i terapijske mogucnosti VDR agonista su pokazane
u zivotinjskim modelima sistemskog eritemskog lupusa, u MRL-Ipr / Ipr miSeva,
eksperimentalnog alergijskog encefalomijelitisa, kolagenom indukovanog artritisa,
lajmskog artritisa, IBD, i autoimunskog dijabetesa (T1D). (Larsson. i sar, 1998;
Cantorna i sar, 2000; Casteel i sar, 1998). Tretman sa nisko-kalcemijskim analogom
vitamina D je imao profilakticki kao i terapeutski efekat na miSjem modelu Thl-
kolitisa (Daniel i1 sar, 2006). Administracija 1,25(OH),D; ili njegovih analoga u
misSijem eksperimentalnom modelu dijabetesa moduliSe ekspresiju hemokina i

citokina i sprecava dijabetes (Gysemans i sar, 2005).

Vecina klinickih ispitivanja sa prirodnim D hormonom ili njegovim prirodnim
prekursorima, kao i VDR agonistima (medu kojima i alfakalcidol), je fokusirana na
njihovo delovanje na koStane ili miSi¢noskeletne funkcije, ali je takode pokazan
terapeutski potencijal kod hroni¢nih bolesti, kao Sto su kardiovaskularne i

autoimunske bolesti, kancer, dijabetes, i infekcije.
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2.0 RADNA HIPOTEZA

HO -Tretman alfakalcidolom stimuliSe nastanak regulatornih T ¢elija, smanjuje
sekreciju proinflamatornih molekula kod pacijenata sa aktivnim reumatoidnim
artritisom na standardnoj terapiji lekovima koji menjaju tok bolesti i u in vitro
uslovima ima imunomodulatorno dejstvo na mononuklearne ¢éelije periferne krvi kako

kod pacijenata tako i kod zdravih dobrovoljaca.

H1. Oralna primena 2mcg alfakacidola (vitamin D sintetskog analoga) dnevno ima
pozitivno klinicko terapijsko delovanje i ostvaruje imunomodulatorni efekat na
regulatorne T ¢elije, regulaciju citokinske mreze i oksidativni stres kod pacijenata sa
aktivnim reumatoidnim artritisom na standardnoj terapiji bolest modifikuju¢im

lekovima.

H2. Suplementacija alfakalcidolom, kalcitriolom, metilprednizolonom 1 istovremena
suplementacije alfakalcidolom i metilprednizolonom razli¢ito utice na stimulisanu
produkciju citokina u kulturama mononuklearnih ¢elija zdravih osoba i bolesnika sa

aktivnim Reumatoidnim artritisom.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitivanje ex Vivo i in vitro imunomodulatornih efekata alfakalcidola kod zdravih

kontrola

a) Ispitati u kulturama mononuklearnih ¢elija, zdravih osoba efekat in vitro

suplementacije alfakalcidolom, kalcitriolom, metilprednizolonom i istovremene

suplementacije alfakalcidolom i1 metilprednizolonom na stimulisanu produkciju

citokina.

2. Ispitivanje ex vivo i in vitro imunomodulatornih efekata alfakalcidola kod bolesnika

sa aktivnim reumatoidnim artritisom na standardnoj terapiji bolest modifikuju¢im

lekovima.

a)

b)

Ispitati u kulturama mononuklearnih ¢elija, zdravih osoba i bolesnika sa
aktivnim Reumatoidnim artritisom, efekat in vitro suplementacije
alfakalcidolom, kalcitriolom, metilprednizolonom 1 istovremene
suplementacije  alfakalcidolom 1 metilprednizolonom na stimulisanu

produkciju citokina.

Kod bolesnika sa aktivnim Reumatoidnim artritisom, pre i posle
dvanaestonedeljne primene 2 mcg alfakalcidola dnevno, u kulturama
mononuklearnih ¢elija, ispitati stimulisanu produkciju citokina, analizirati
prisustvo  reaktivnih  kiseoni¢nih  jedinjenja 1 odrediti  potencijal

mitohondrijalne membrane.

Proceniti zastupljenost regulatornih T c¢elija kod bolesnika sa aktivnim
Reumatoidnim artritisom, pre i posle dvanaestonedeljne primene 2 mcg

alfakalcidola dnevno, i kod zdravih osoba.

3. Analiza i uporedivanje klinickih efekata alfakalcidola.

a)

Uporediti aktivnost antioksidativnih enzima, produkciju citokina, nivo
25(0OH)D, C-reaktivnog proteina i sedimentacije kod bolesnika sa aktivnim
Reumatoidnim artritisom, pre i posle dvanaestonedeljne primene 2 mcg

alfakalcidola dnevno i zdravih osoba.
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b) Utvrditi terapijsku klinicku efikasnost dvanaestonedeljne primene 2 mcg
alfakalcidola dnevno kod bolesnika sa aktivnim Reumatoidnim artritisom i

uporediti sa rezultatima dobijenim u eksperimentalnim uslovima.
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4. MATERIJAL I METODE

Eksperimenti koji su u sklopu doktorske disertacije uradeni su u laboratorijama
Instituta za reumatologiju i Instituta za medicinsku 1 klinicku biohemiju Medicinskog

Fakulteta u Beogradu.

Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, prema preporukama od
strane Internacionalne konferencije za harmonizaciju i standardima dobre klinicke
prakse (ICH-GCP). Odobrena je od strane Etickog komiteta Instituta za reumatologiju
i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Takodje,
evaluirana je i odobrena od strane Agencije za lekove 1 pomoc¢na lekovita sredstva

Republike Srbije.

4.1. DIZAJN STUDIJE

U ispitivanje je uklju¢ena grupa od 20 zdravih dobrovoljaca (zaposleni na Institutu za
reumatologiju kod kojih je iskljueno postojanje metabolickih, autoimunskih ili nekih
drugih hroni¢nih oboljenja) i koja je odgovarala grupi pacijenata obolelih od RA

prema polu i godinama starosti, kao i godiSnjem dobu u kome su skupljani uzorci.

Takode, u ispitivanje je uklju¢eno 16 bolesnika sa aktivnim reumatoidnim artritisom
(RA) koji su se lecili na Institutu za reumatologiju od juna 2012. do juna 2015.
godine. Pacijenti su bili na standardnoj terapiji metotreksatom (MTX, stabilna doza
10-25mg/nedeljno) tokom najmanje tri meseca i sa aktivnom boles¢u tokom najmanje
mesec dana. Dijagnoza RA je bila postavljena prema ACR kriterijumima (Neogi i sar,
2010) najmanje Sest meseci pre ukljucenja u istraZivanje.

Aktivnost bolest je definisana prema indeksu aktivnosti bolesti DAS28. Indeks
aktivnosti bolesti DAS28 je kombinovani indeks za procenu aktivnosti RA koji
obuhvata procenu bola i otoka na 28 zglobova (ramena, laktovi, ru¢ja, MCP, PIP i
kolena), vrednost SE 1 opSte zdravstveno stanje bolesnika procenjeno na VAS skali.
Bolest je definisana kao aktivna, ukoliko je za pacijenta indeks aktivnosti bolesti
DAS28 bio veéi od 3,2 (DAS 28 (SE) >3,2.) tokom najmanje mesec dana uprkos
terapiji lekovima koji modifikuju tok bolesti (LMB). Ukoliko su pacijenti uzimali
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nesteroidne antiinflamatorne lekove (NSAIL), morali su biti na stabilnoj dozi ovih
lekova najmanje Cetiri nedelje pre ukljucenja u studiju.

Glikokortikoidna terapija (sistemska ili lokalna) nije mogla biti koris§¢ena minimum
mesec dana pre ukljucenja u studiju.

Ukoliko je bio ispunjen bilo koji od kriterijuma za isklju¢ivanje, pacijenti su bili
iskljuceni iz studije.

4.1.1. Kriterijumi za iskljucivanje: bilo kakva aktivna infekcija; prethodna istorija
poremecaja metabolizma kalcijuma ili prisustvo bubreznih kamenaca i kamenaca
mokraéne besike ili poremec¢aj metabolizma kalcijuma tokom studije; psihijatrijska
oboljenja i/ili socijalno stanje koje moze ograniciti ili onemoguciti sprovodjenje
ispitivanja prema utvrdenom protokolu; simptomi teSke, progresivne ili
nekontrolisane bolesti nekog drugog organskog sistema; nasledna metabolicka bolest;
prisustvo maligne bolesti ili postojanje istorije maligne bolesti u prethodnih 10

godina.

4.1.2. Informisani Pristanak

Svi pacijenti 1 zdravi dobrovoljci su pre ukljuenja u studiju potpisali obrasce
informisanog pristanka. Detaljno im je objaSnjena priroda studije, njen cilj i znacaj,
kao 1 sve procedure u koje su bili ukljuceni. Takode, objasnjeni su im i moguc¢i rizici

tokom ucestvovanja u studiji.

4.2. STUDIJSKI PROTOKOL

Bolesnicima koji su bili ukljuceni u studiju, nakon potpisivanja Informisanog
pristanka, periferna krv je uzeta dva puta: jedanput na pocetku studije, i drugi put
nakon tri meseca od pocetka tretmana alfakalcidolom. Alfakalcidol je bolesnicima
administriran u vidu tvrdih Zelatinoznih kapsula za oralnu primenu u dozi od 2mcg
dnevno (Alfa D3, kapsule 0.5mcg, Zdravlje A.D. u saradnji sa TEVA Pharmaceutical

Industries) uz ostalu nepromenjenu terapiju.

Zdravim kontrolama je periferna krv uzeta jedanput, nakon potpisivanja Informisanog

pristanka.
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Uzorci perfirene krvi koriS¢eni su, nakon predhodne laboratorijsker obrade za sledeca

ispitivanja:

1.

U kulturama mononuklearnih ¢elija izolovanih iz periferne krvi zdravih i1
bolesnika sa aktivnim RA pre terapije alfakalcidolom ispitivan je efekat in
vitro tretmana alfakalcidolom, Kkalcitriolom, metilprednizolonom i
kombinacijom alfakalcidol/metilprednizolon na stimulisanu produkciju
citokina. Za tretman ¢elija u kulturi, alfakalcidol 1 kalcitriol su bili rastvarani u
apsolutnom etanolu u skladu sa njihovom rastvorljivo$¢u u ovom rastvaracu,
vode¢i racuna da konacna koncentracija etanola u ¢elijskoj kulturi ne prelazi
dozvoljenu koncentraciju od 1%. S obzirom da su rastvori nestabilni, ¢uvani

su na -80°C, dok su suve supstance ¢uvane na -20°C.

U kulturama mononuklearnih ¢elija izolovanih iz periferne krvi bolesnika sa
RA pre i posle dvanaestonedeljne terapije sa alfakalcidolom 1 zdravih kontrola
merena je stimulisana produkcija citokina, analizirano prisustvo reaktivnih

kiseoni¢nih jedinjenja i odredivan potencijal mitohondrijalne membrane.

Aktivnost antioksidativnih enzima merena je u eritrocitima izdvojenim iz
periferne krvi bolesnika sa RA pre i posle dvanaestonedeljne terapije sa

alfakalcidolom i zdravih kontrola.

Koncentracija malondialdehida, citokina, 25(OH)D3 i1 C-reaktivnog proteina
odredivana je iz seruma izdvojenih iz periferne krvi bolesnika sa RA pre 1

posle dvanaestonedeljne terapije sa alfakalcidolom i zdravih kontrola.

Iz uzoraka pune krvi bolesnika sa RA pre i posle dvanaestonedeljne terapije sa
alfakalcidolom i zdravih kontrola odredivane su regulatorne T celije i brzina

sedimentacije eritrocita.

4.3. CELIJSKE KULTURE

4.3.1.

Izolacija mononuklearnih ¢elija (engl. periferal blood mononuclear cells,

PBMC) iz periferne krvi
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Za in vitro tretmane koris¢eni su PBMC periferne krvi bolesnika i zdravih kontrola.
Za izolaciju PMBC iz pune krvi koris¢ene su epruvete sa gradijentom gustine za
izolaciju mononuklearnih ¢elija BD Vacutainer, prema protokolu prizvodjaca. Celije
su zatim taloZene centrifugiranjem (500g, Sminuta) i resuspendovane u medijumu. Iz
¢elijskih suspenzija, deo ¢elija je resuspendovan u fosfatnom puferu (PBS-u) sa 0,1%
tripan-plavog (BDSL, V. Britanija) i broj ¢elija je odredivan brojanjem pod
mikroskopom u komori po Biirker-Tiirk-u, pri ¢emu mrtve ¢elije (obojene u plavo
usled naruSene grade membrane) nisu brojane. Potom su celijske suspenzije

podesavane do Zeljene gustine za odgovarajuci eksperiment.

4.3.2. Priprema medijuma za kultivisanje Celija

Za pripremu celijskih suspenzija 1 kultivisanje ¢elija koris¢en je medijum RPMI-1640
(Sigma, SAD) u koji su dodavane slede¢e supstance: 20 mM pufer HEPES (Flow
Laboratories, V. Britanija), 50 pM 2-merkaptoetanol (Fluka, Nemacka), 2 mM
Lglutamin (US Biochemical Corp., SAD), 10 mM natrijum-piruvat (Sigma),
antibiotik- antimikotik mikstura (1%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Fetalni tele¢i
serum (FCS, PAA laboratories, Austrija) koji je prethodno inkubiran 30 minuta na 56
°C, u cilju inaktivisanja komponenti komplementa, je dodavan medijumu u

koncentraciji od 10 % za kultivisanje ¢elija.

4.3.3. Kultivisanje Celija

Celijska kultura humanih PBMC je kultivisana u plo¢ama za kultivaciju sa 24 ili 96
bazenci¢a ravnog dna (Sarstedt, Nemacka) u odgovaraju¢em medijumu (RPMI 1640
puferovan HEPES-om) u inkubatoru sa vlaznom atmosferom (New Brunswick
Scientific Innova CO2 inkubator), na temperaturi od 37 °C 1 pri koncentraciji CO2 od
5%. Vreme inkubacije i tretman ¢elija je varirao u zavisnosti od eksperimenta. Celije
u kulturi su bile stimulisane forbol 12-miristat 13-acetatom (PMA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) u finalnoj koncentraciji od 10ng/ml i jonomicinom (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) u finalnoj koncentraciji od 1.25uM. Za merenje produkcije citokina,
¢elije su kultivisane u ploc¢ama za kultivaciju sa 24 bazencica (Sarstedt, Niimbrecht,

Germany) (1x10°/1000pl/bazengi¢) tokom 48 h. Za merenje produkcije superoksidnih
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anjona i odredivanje potencijala mitohondrijalne membrane ¢elije su zasejavane u

koncentraciji 0.5x10%1000ul/bazenéic.

4.3.4. Ispitivanje uticaja alfakalcidola i kalcitriola na vijabilitet ¢elija

Citotoksicnost alfakalcidola i1 kalcitriola je odredivana kolorimetrijskom metodom
zasnovanom na merenju aktivnosti kisele fosfataze nakon 24 h tretmana
mononuklearnih ¢elija periferne krvi desetostruko opadaju¢im koncentracijama

ispitivanih jedinjenja (1000 — 0.1 nM).

Test merenja aktivnosti lizozomalnog enzima kisele fosfataze je primenjen sa ciljem
utvrdivanja broja zivih ¢elija po proceduri Yang i sar. (1996). Princip testa je da u
zivim Celijama kisela fosfataza hidrolizuje p-nitrofenil fosfat pri ¢emu nastaje p-
nitrofenol. Ukratko, po isteku tretmana (24 h, 48h i 72h) u svaki bunar (osim u bunare
u prvoj koloni) je dodavano po 50 pul sveze pripremljenog supstrata za kiselu fosfatazu
(10 mM p-nitrofenil fosfata u 0.3 M natrijum acetatu, pH 5.5, sa 0,3% Triton X-100).
Nakon dvocasovne inkubacije na 37 °C, reakcija je prekidana dodavanjem 1,3 M
NaOH, u koli¢ini od 50 pl/bunaru. Apsorbance su merene na talasnoj duzini od 405
nm na citatu za mikrotitar ploce (Sunrise; Tecan, Dorset, UK) i rezultati su
predstavljeni u procentima (%) apsorbanci u odnosu na netretirane (kontrolne) celije
Ciji je vijabilitet arbitarno preracunat na 100%. Na osnovu dobijenih rezultata

odredena je koncentracija alfakalcidola i kalcitriola i vreme inkubacije za dalje

eksperimente.

4.4. TRETMAN CELIJA U KULTURI

Kulture mononuklearnih ¢elija ispitivane su nakon razliCitih tretmana tj.
suplementacije medijuma jednom od ispitivanih supstanci: alfakalcidol, kalcitriol,

metil-prednisolon ili istovremeno alfakalcidolom i metil-prednisolonom.
Suplementacija alfakalcidolom

Odmah nakon uspostavljanja kulture PBMC, ¢elije (postavljene u ploce sa 24

bazenéica, gustine 10° ¢éelija u finalnoj zapremini od 1ml) su bile tretirane rastvorom
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alfakalcidola (rastvor aktivne supstance (TEVA Pharmaceuticals Ltd) u apsolutnom

etanolu) u finalnoj koncentraciji od 10nM. Celije su nakon toga inkubirane 48h.
Seplementacija kalcitriolom

Odmah nakon uspostavljanja kulture PBMC, ¢elije (postavljene u ploce sa 24 bunara,
gustine 10° celija u finalnoj zapremini od 1ml) su bile tretirane rastvorom kalcitriola
(rastvor aktivne supstance (TEVA Pharmaceuticals Ltd) u apsolutnom etanolu) u

finalnoj koncentraciji od 10nM. Celije su nakon toga inkubirane 48h.
Suplementacija metilprednizolonom

Odmah nakon uspostavljanja kulture PBMC, ¢elije (postavljene u ploce sa 24 bunara,
gustine 10° celija u finalnoj zapremini od 1ml) su bile tretirane rastvorom
metilprednizolona (Nirypan 40mg/ml, Hemofarm, VrSac, Srbija) u finalnoj

koncentraciji od 400nM i 800nM. Celije su nakon toga inkubirane 48h.
Istovremena suplementacija alfakalcidolom i metilprednizolonom

Odmah nakon uspostavljanja kulture PBMC, ¢elije (postavljene u ploce sa 24 bunara,
gustine 10° celija u finalnoj zapremini od 1ml) su bile tretirane rastvorom
alfakalcidola u finalnoj koncentraciji 10nM i metilprednizolonom (Nirypan 40mg/ml,
Hemofarm, Vriac, Srbija) u finalnoj koncentraciji od 400nM i 800nM. Celije su

nakon toga inkubirane 48h.

4.5. ANALIZA KARAKTERISTIKA CELIJA U KULTURI PRIMENOM
PROTOCNE CITOMETRIJE (FACS ANALIZA)

Proto¢na citometrija je tehnologija koja omogucava istovremeno odredivanje vise
karakteristika pojedinacnih Cestica (odnosno ¢elija), dok ih struja tecnosti nosi ispred
zraka usmerene monohromatske svetlosti. Karakteristike Cestica (¢elija) koje se mogu
odredivati proto¢nom citometrijom su relativna veliina Cestice, njena unutrasnja
slozenost (granuliranost), kao i relativni intenzitet fluorescence. Znacajna prednost
ove metode je Sto se merenja vrSe pojedinacno, za svaku Cesticu u suspenziji (svaka
pojedinacna ¢elija je poseban uzorak), tako da se analizom ovako dobijenih podataka

dobijaju statisticki relevantni podaci koji se odnose na sveukupnu populaciju ¢elija.
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Za potrebe ovog istrazivanja ispitivan je stepen oksidativnog stresa, prisustvo
superoksidnog anjona i stepen depolarizacije mitohondrija, u kulturi stimulisanih
éelija. Celije su zasejavane u ploce za kultivaciju ¢elija sa 24 bazenéi¢a (500.000
¢elija u finalnoj zapremini od 1 ml), a zatim koriS¢ene za FACS analize. Parametri
oksidativnog stresa su analizirani na aparatu FACSCalibur (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany). Svaka analiza je obuhvatila 10 000 dogadaja tj. ¢elija po
pojedinaénom uzorku za tretmane koji su radeni u duplikatu ili triplikatu. Dobijeni

podaci su analizirani kori§¢enjem kompjuterskog programa BD Cell Quest Pro

4.5.1. Analiza prisustva reaktivnih Kiseoni¢nih jedinjenja u ¢elijama proto¢nom

citometrijom

Produkcija superoksidnih anjona u mitohondrijama tretiranih ¢elija je analizirana
proto¢nom citometrijom merenjem intenziteta crvene fluorscence (FL2) koju emituje
fluorohrom dihidroetidijum, koji se specificno vezuje za superoksidni anjon (DHE;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Njime su c¢elije bojene prema instrukcijama
proizvodaca. Ukratko, DHE je po isteku tretmana dodavan celijama u finalnoj
koncentraciji od 20 pM. Nakon 30 min inkubacije na 37 °C i prebacivanja u
odgovarajuce epruvete, ¢elije su 2x centrifugirane, 500g/5min/22°C, i izmedu toga
oprane 1x1 ml PBS da bi finalno bile resuspendovane u 500 ul PBS i analizirane na
proto¢nom citometru. Rezultati su prikazani u obliku histograma raspodele intenziteta
fluorescence, pri ¢emu pomeraj krive raspodele intenziteta fluorescence udesno u
odnosu na krivu raspodele intenziteta fluorescence u kontrolnim (netretiranim)
¢elijama, odgovara povecéanju intenziteta crvene fluorescence (FL2) tj. indirektno
ukazuje na povecanu produkciju superoksidnog anjona u odredenom tretmanu za koga

se DHE boja vezuje.

Potencijal mitohondrijalne membrane odredivan je uz pomo¢ lipofilne katjonske
boje JC1 (R&D Systems, Minneapolis, MN), koja pri hiperpolarizaciji unutrasnje
membrane mitohondrija stvara agregate fluorescentne crvene boje (FL2). Medutim,
pri depolarizaciji membrane mitohondrija ne dolazi do stvaranja agregata molekula
boje 1 ona ostaje u svojoj fluorescentno zelenoj monomernoj formi (FL1). Dakle, pri

analizi rezultata meren je intenzitet FL1 1 FL2 fluorescenci tj. analiziran je njihov
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odnos (FL1/FL2). U tom smislu, ako tretman dovodi do depolarizacije unutrasnje
membrane mitohondrija, dolazi do porasta odnosa zelene i crvene fluorescence
(FL1/FL2). Ukratko, ¢elije su po isteku tretmana bojene u skladu sa instrukcijama
proizvodaca. Nakon centrifugiranja i pranja, talog ¢elija je resuspendovan u 300 pl
10x razblazenog pufera za DePsipher u koga je dodata boja (finalno razblaZzenje
1/1000). Nakon inkubacije (37°C, 30 min) ¢elije su centrifugirane, oprane 1x1 ml
PBS 1 finalno resuspendovane u 500 pl PBS. Fluorescenca zelenih monomera ili
crvenih agregata je merena proto¢nim citometrom i prezentovana kao odnos crvene i
zelene fluorescence (FL2/FL1) koji korelira sa vredno$¢u potencijala mitohondrijalne

membrane (AY).

4.6. ODREDIVANJE PRODUKCIJE CITOKINA

Produkcija citokina u supernatantima celijskih kultura i serumima odredivana je
ELISA (od engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) metodom. U tu svrhu
koris¢ene su ploCe za mikrotitraciju (Nunc, Danska) i1 komercijalni kompleti
monoklonskih antitela za merenje odgovarajucih citokina i to: IFN-y, IL-17, TNF-q,
IL-6, IL-10, IL-4, IL-21 i TGF-beta (BD Biosciences Pharmingen, SAD).
Supernatanti kultura su sakupljani posle inkubacije od 48 h i odvajani od celija
centrifugiranjem (1200g, 5 minuta). Supernatanti i serumi su zamrzavani na -80°C i
cuvani do analize. Sam postupak izvodenja ELISA metode obavljan je sa reagensima
1 rastvorima i prema protokolima obezbedenim od strane proizvodaca. Tipican
protokol se sastojao iz slede¢ih faza: oblaganje ploc¢e sa primarnim antitelom (50
ul/bazenci¢, preko noci na 4° C), ispiranje (5 x 300 pl/bazenci¢), blokiranje (200
ul/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x, 300 pl/bazenci¢), inkubacija
uzoraka (50 pl/bazenci¢, 2 h uz mecanje na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x 300
ul/bazenci€), inkubacija sa sekundarnim antitelom obelezenim biotinom (50
ul/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x 300 pl/bazencic¢), inkubacija sa
avidin-enzimskim kompleksom (peroksidaza) (50 pl/bazenci¢, 30 minuta na sobnoj
temperaturi), ispiranje (7 x 300 pl/bazenci¢), inkubacija sa supstratom
(tetrametilbenzidin, TMB) (50 pl/bazenci¢, do 30 minuta na sobnoj temperaturi u

mraku), zaustavljanje reakcije sa 50 pul 1M HCI ili H2SO4 i ocitavanje apsorbancije
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pomocu spektrofotometra (RT-2100C Microplate Reader) koriS¢enjem filtra za 450
nm. Svaki uzorak je raden u duplikatu, a za pojedine citokine (IFN-y, TNF-a, IL-6 i
IL-10), supernatanti su razblazivani pre analize (4, 10 ili 50 puta). Koli€ina citokina (u
pg/ml) odredivana je koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu vrednosti
apsorbancije standarda - rekombinantnog citokina definisane koncentracije koji je
prethodno serijski razblazen (dvostruko opadajuca razblazenja u rasponu od 10000

pg/ml do 15,6 pg/ml).

4.7. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDATIVNIH ENZIMA

Aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT i GPx kao i1 nivo GSH) odrdivana je u
lizatu eritrocita spektrofotometrijskom metodom, a nivo hemoglobina na
hematoloskom analizatoru (Beckman Coulter AcT diff). Koncentracija
malondialdehida (MDA) u serumu odredivana je takode spektrofotometrijski.
Vrednosti ispitivanih parametara izraZavane su kao mmol/g Hb za GSH, U/g Hb za

SOD, CAT i GPx, i nmol/ml za MDA.

Superoksid-dismutaza (SOD)

Superoksid dizmutaza je enzim koji kataliSe reakciju:
02.-+ 02.- - H202+ 02

Odredivana je metodom koja se zasniva na njenoj sposobnosti da inhibira spontanu
autooksidaciju adrenalina, odnosno da inhibira stvaranje adrenohroma u toku
spontane oksidacije adrenalina u baznoj sredini, na pH 10.2. Aktivnost ukupne SOD
odredena je kineticki, pracenjem brzine stvaranja adrenohroma uz pomo¢
spektrofotometra, kao promena ekstinkcije u vremenu (10 min) na talasnoj duzini od

480nm (Sun and Zigman,1978).
Katalaza (CAT)
Katalaza (E.C 1.11.1.6 ) razlaze vodonik peroksid na vodu i molekul kiseonika.

Nerazlozeni vodonik peroksid (supstrat) sa amonijum molibdatom, gradi Zuto
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obojeno, kompleksno jedinjenje, €iji se intenzitet odreduje spektofotometrijski pri

A=405 nm (L. Goth, 1991).

Redukovani Glutation (GSH)

Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH), odredivan je Ellman-ovom metodom, koja se
zasniva na reakciji 5,5’-ditiobis-2,2’-nitrobenzoeve kiseline (DTNB) tzv. Ellman-
ovog reagensa sa alifaticnim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini pH 8.0, pri cemu
se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona po molu tiola. Obzirom da je ovaj anjon u
baznoj sredini jako Zuto prebojen, intenzitet boje se koristi za merenje koncentracije

GSH, ocitavanjem ekstinkcije na spektrofotometru pri 412nm (Ellman, 1959).

Glutation peroksidaza (GPx)

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx ) se odredjuje na osnovu pracenja oksidacije
redukovanog GSH od strane GPx koristeci NADPH, reakcijom u koju katalizuje
enzim glutation reduktaza. Smanjenje apsorbancije na 340 nm je rezultat iskoriscenog
NADPH i predstavlja meru GPx aktivnosti u reakciji koju katalizuje enzim glutation

reduktaza ( Gunzler i sar ., 1974 ).

Malondialdehid (MDA)

Lipidna peroksidacija, koja se izrazava kao koncentracija malondialdehida (MDA), je
odredjivana spektrofotometrijski u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom. Tiobarbiturna
kiselina reaguje sa MDA poreklom iz polinezasicenih masnih kiselina koje ulaze u
sastav fosfolipida plazma membrane ostecenih dejstvom ROS-a, formirajuci Zuti
kompleks ¢ija apsorbanca je merena na 533nm (trihlorsircetna kiselina, Sigma; 2-

tiobarbiturna kiselina, Sigma) (S. Rehncrona, 1980).

4.8. ODREPIVANJE REGULATORNIH T CELIJA

U cilju odredivanja ukupnih 1 aktiviranih regulatornih T limfocita vrSena je fenotipska

karakterizacija limfocita iz periferne krvi bolesnika pre i posle terapije alfakalcidolom
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i zdravih tehnikom direktne i indirektne imunofluorescencije koriS¢enjem protocnog
citofluorimetra BD FACS Aria III™ (Beckton Dickinson, San Jose, SAD).

U cilju odredivanja ciste populacije regulatornih T-Celija detektovana ekspresija
slede¢ih povrSinskih markera: CD3 (marker T limfocita), CD4 (marker Th ¢elija),
CD25 (marker T regulatornih ¢elija), CCR4 (marker cirkuliSu¢ih memorijskih CD4+
limfocita), CDI127 (povrSinski celijski marker makrofagno/monocitne loze za
identifikaciju CD4+FoxP3 T ¢elija,), CD45 (univerzalni marker leukocita,), CD45RO
(marker memorijskih T ¢elija), HLA-DR (marker aktiviranih T reg celija).

KoriS¢ena monoklonska i poliklonska antitela i njihove koncentracije/razblaZenja
navedeni su u Tabeli 1. Po uzimanju periferne krvi od pacijenata, zapremina od 100l
pune krvi je prebacivana u plastiCne epruvete. Zatim su dodavana odgovarajuca
antitela u 100 pl PBS-a sa 2 % FCS-a i ¢elije su inkubirane 30 do 45 minuta u mraku
na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacionog perioda c¢elije su lizirane primenom
rastvora FACS Lysing Buffer (BD Biosciencies) i nakon energicnog meSanja
inkubirane u mraku na sobnoj temperaturi dodatnih 10 minuta. Centrifugirane su 5
min na 400g a zatim oprane dva puta u 2ml PBS-a. Potom su resuspendovane u 500

ul PBS-a i analizirane na proto¢nom citofluorimetru.

Tabela 1. Antitela koriS§¢ena za fenotipsku karakterizaciju cCelija

Antitelo Proizvodjac Razblazenje Obelezivac

CD4 BD 1:120 PerCp-Cy5.5
Biosciences

CD25 BD 1:30 PE
Biosciences

CCR 4 BD 1:60 PE-Cy7
Biosciences

CD127 BD 1:10 APC
Biosciences

CD45 BioLegend 1:300 AF700

CD45RO BD 1:60 APC-H7
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Biosciences

CD3 BD 1:60 V450
Biosciences

HLA-DR BD 1:60 V500
Biosciences

* od engl. Streptavidin/Peridinin Chlorophyll protein (Sav/PerCP) Conjugate
Antitela koja su konjugovana sa biotinom su kasnije obeleZena sa SAv-FITC
FITC — (fluorescein isothiocyanate) fluorescein izotiocijanat,

PE — (R-phycoerythrin) fikoeritrin

PE-Cy7 — (R-phycoerythrin) fikoeritrin cijanin 7

APC — (allophycocyanin) alofikocijanin

AF700 — Alexa Fluor 700

APC-H7 - (allophycocyanin-H7) alofikocijanin

V450 — (violet-excitable dye 450) violet 450nm

V500 - (violet-excitable dye 500) violet 500nm

4.9. MERENJE NIVOA VITAMINA D

Serumi pacijenata su sakupljani na prvoj viziti 1 nakon 12 nedelja studijskog
protokola i odvajani od c¢elija centrifugiranjem (300g, 15 minuta). Potom su
zamrzavani i ¢uvani na -80°C do analize. Koncentracija 25(OH)D3 odredivana je
metodom elektrohemiluminiscencije na automatskom analizatoru (Elecsys 2010

Roche).

4.10. ODREDIVANJE PARAMETARA AKTIVNOSTI BOLESTI

Pre i posle terapije alfakalcidolom bolesnicima je merena koncentracija C-reaktivnog
proteina u serumu imunoturbidimetrijskim metodom na biohemijskom analizatoru
(ILAB 300 plus) i odredivan DAS28 indeks koji ukljucuje brzinu sedimentacije

radenu po Westergreen metodi.

4.11. STATISTICKA ANALIZA
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U obradi podataka koriS¢ene su metode deskriptivne i analiticke statistike. U
cilju deskripcije podataka, kvantitativna obelezja posmatranja predstavljena su
merama centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana) i merama varijabiliteta
(standardna devijacija, interkvartilni opseg), dok su kvalitativna obelezja posmatranja
predstavljena apsolutnim i relativnim brojevima (procentima). Normalnost raspodele
kvantitativnih numerickih obelezja testirana je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov testa.
Logaritamska transformacija koriS¢ena je u svrhu normalizacije kontinuiranih
varijabli koje nisu pokazale normalnu raspodelu. Studentov T-test je bio koris¢en za
testiranje statisticke znacajnosti razlika izmedu grupa po kontinuiranim varijablama
koje se ponaSaju po tipu normalne raspodele, dok su obelezja koja odstupaju od
normalne raspodele analizirana pomo¢u Mann Whitney-U testa. Za testiranje
statistiCke znacajnosti razlika u ucestalosti atributivnih obelezja posmatranja koriséeni

su Pirsonov y2 — test i1 FiSerov (exact) test.

Razlike u produkciji citokina u grupi kontrola i/ili pacijenata pre i nakon 12
nedelja tretmana poredene su pomocu t testa za zavisne uzorke ili Wilcoxon signed-
rank testa. Razlike u stimulisanim nivoima citokina izmedu pacijenata i kontrola
nakon odredenog tretmana vrSene su pomoéu ANCOVA testa kontroliSu¢i razlike u
bazalnim vrednostima. Razlike u koncentraciji serumskog 25(OH)D, serumski
parametri zapaljenja (SE 1 CRP), razlike u indeksu aktivnosti bolesti (DAS 28),
razlike u aktivnosti antioksidativnih enzima, nivoa glutationa i plazma koncentracija
MDA i razlika u procentu aktiviranih regulatornih T celija poredene su pomocu t testa

za zavisne uzorke ili Wilcoxon signed-rank testa

Statisticka obrada podataka vrSena je pomocu SPSS-20.0 programskog
statistickog paketa (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). KoriS¢en je nivo statisticke
znacajnosti p < 0,05 1 p<0.01.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) za
podatke sa normalnom Gausovom raspodelom, ili za podatke koji nisu imali normalnu
raspodelu kao Median (IQR, interquartile range). Vrednost p<0,05 je smatrana

statisticki znac¢ajnom.
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5. REZULTATI

5.1. UTICAJ ALFAKALCIDOLA I KALCITRIOLA NA VIJABILITET
MONONUKLEARNIH CELIJA PERIFERNE KRVI U KULTURI

Rezultati testa odredivanja aktivnosti lizozomalnog enzima kisele fosfataze
primenjenog sa ciljem utvrdivanja broja zivih mononuklearnih ¢éelija periferne krvi
(MCPK) nakon dvadestecetvoro¢asovnog tretmana ispitivanim jedinjenjima prikazani

su na slici 1.
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Slika 1. Vijabilitet humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi nakon

tretmana alfakalcidolom i Kkalcitriolom tokom 24h. Celije su inkubirane sa desetostruko
opadajuc¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja u toku 24 h, a broj zivih Celija je odreden testom
aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao aritmeticka sredina
+ standardna devijacija, a svaki tretman je raden najmanje u triplikatu.

Cetrdesetosmo¢asovni tretman humanih mononuklearnih éelija periferne krvi
ispitivanim jedinjenjima je rezultovao aktivnos¢u lizozomalne kisele fosfataze koja je

prikazana na slici 2.
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Slika 2. Vijabilitet humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi nakon

tretmana alfakalcidolom i kalcitriolom tokom 48h. Celije su inkubirane sa desetostruko
opadajuc¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja u toku 48 h, a broj zivih ¢elija je odreden testom
aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao aritmeticka sredina
+ standardna devijacija, a svaki tretman je raden najmanje u triplikatu.

Rezultati testa aktivnosti kisele fosfataze, prikazani na slikama 1 1 2, ukazuju da je u
svim ispitivanim  koncentracijama alfakalcidola 1 kalcitriola, vijabilitet

mononuklearnih ¢elija periferne krvi nakon 24h i 48h bio nepromenjen.

Rezultati testa aktivnosti kisele fosfataze na humanim mononuklearnim c¢elijama
periferne krvi nakon sedamdesetdvocasovne ekspozicije delovanju alfakalcidola i

kalcitriola, prikazani su na slici 3.
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Slika 3. Vijabilitet humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi nakon

tretmana alfakalcidolom i kalcitriolom tokom 72h. Celije su inkubirane sa desetostruko
opadaju¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja u toku 72 h, a broj zivih ¢elija je odreden testom
aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao aritmeticka sredina
+ standardna devijacija, a svaki tretman je raden najmanje u triplikatu.

Nakon tretmana u trajanju od 72h doslo je do znacajnog smanjenja vijabiliteta
mononuklearnih celija periferne krvi sa oba tretmana i to pri koris¢enju veéih
koncentracija alfakalcidola 1 kalcitriola. Sa tretmanom od 10nM alfakalcidola
vijabilitet mononuklearnih ¢elija periferne krvi iznosio je 73,3+8,1%, tretman od
100nM smanjivao je vijabilitet na 61,8+1,2% a tretman u koncentraciji od 1000nM
25,040,6%.

Sa tretmanom od 10nM kalcitriola vijabilitet je iznosio 80,0+0,2%, tretman od 100nM
smanjivao je vijabilitet na 73,0+12,1% a tretman u koncentraciji od 1000nM imao je

vijabilitet mononuklearnih celija periferne krvi od 28,4+1,2%.
U skladu sa tim, za sve naredne eksperimente, izabrana je kultura mononuklearnih

celija periferne krvi od 48h u kojoj pri finalnoj koncentraciji alfakalcidola i kalcitriola

od 10nM nije dolazilo do promene vijabiliteta celija.
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5.2. EFEKAT RAZLICITIH IN VITRO TRETMANA NA PRODUKCIJU
CITOKINA U STIMULISANOJ KULTURI MONONUKLEARNIH CELIJA
PERIFERNE KRVI ZDRAVIH OSOBA

5.2.1. Koncentracija citokina u stimulisanoj kulturi mononuklearnih Ccelija

periferne krvi zdravih kontrola pod dejstvom razli¢ite suplementacije

Mononuklearne ¢elije periferne krvi zdravih kontrola su kultivisane 48h u kulturi,
stimulisane PMA 1 jonomicinom i suplementirane jednom od ispitivanih supstanci
predviodenih studijsakim protokolom: alfakalcidol finalne koncentracije 10nM ili
kalcitriol finalne koncentracije 10nM ili metilprednizolon finalne koncentracije
400nM ili 10nM alfakalcidola i 400nM metilprednizolona zajedno. Vrednosti
koncentracija ispitivanih interleukina odredene ELISA metodom prikazane su u

tabelama 1 do 4.

Tabela 1. Produkcija citokina u kulturi MCPK zdravih kontrola tretiranoj sa 10nM rastvorom
alfakalcidola

Citokin 0 Srednja vrednost (pg/ml) + SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 20 4753 + 4582 297,7 (661,2) 7,0-1684.4
IL 17 20 309,0 + 196,4 350 (339,3) 4,7-597,5
IL 21 20 1891,3 +2302,0 1366,5 (1798,5) 22,6-10484.4
TNF o 20 4190,2 + 1396,2 4202,5 (2049,5) 1479,6-6679,9
IFN y 20 665,5 + 1224 669.,6 (241,4) 1566,0-2808,0

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 2. Produkcija citokina u kulturi MCPK zdravih kontrola tretiranoj sa 10nM rastvorom
kalcitriola

Citokin  n  Srednja vrednost (pg/ml) + SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 20 611,0 +437,2 661,5 (658,3) 45.2-1407,0
IL 17 20 295,1 +201,4 285.,6 (361,4) 0,1-615,5
IL 21 20 4966,4 + 2650,6 1011,4 (1531,9) 57,2-8548.2
TNFa 20 4182,5 +1201,8 4310,6 (1750,7) 1543,9-6238.8
IFN y 20 654,6 + 92,7 655,7 (139,6) 506,5-799,5

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
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Tabela 3. Produkcija citokina u kulturi MCPK zdravih kontrola tretiranoj sa 400nM rastvorom
metilprednizolona

Citokin n Srednja vrednost (pg/ml) + SD Medijana (IQR) Min-Max

IL 4 20 207,9 +270,3 139,5 (158,1) 6,2-1136,4
IL 17 20 2031,8 +963,5 2159,5 (1619,3) 310,0-3276,0
IL 21 20 8315,0 + 46629 8771,2 (10056,2) 1736,0-15979,6
IFN y 20 1820,8 + 539,5 1775,0 (788,3) 747,0-2726,0

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 4. Produkcija citokina u kulturi MCPK zdravih kontrola tretiranoj sa 10nM
rastvorom alfakalcidola i 400nM rastvorom metilprednizolona zajedno

Citokin n Srednja vrednost (pg/ml) + SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 20 398,1 +372,1 183.4 (666,8) 2,6-1106,4
IL 17 20 1575,7 + 9794 1532,0 (1731,0) 158,0-3111,0
IL 21 20 1741,3 + 1465,0 1742,6 (2187,0) 39,4-6109,8
IFN y 20 2200,6 + 334,6 2159,0 (514,0) 1588,0-2827,0

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

5.2.2. Efekat razlifite in vitro suplementacije na produkciju IL-4 u kulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi zdravih kontrola.

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim tretmanima, dovela je do
statisticki znacajne promene stimulisane produkcije IL-4 u kontrolnoj grupi zdravih.
U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
4 iznosila je 134.6 (142,5) pg/ml. U kulturi mononuklearnih celija periferne krvi koja
je suplementisana alfakalcidolom doslo je do visoko statisti¢ki znac¢ajnog povecanja
produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (134.6 vs 297.7, p<0.0001).
Produkcija IL-4 u celijama tretiranim kalcitriolom doslo je, takode, do visoko
statisticki znacajnog povecanja produkcije ovog citkokina u odnosu na kontrolni
tretman (134.6 vs 661.5, p<0.0001) ali i u odnosu i na tretman alfakalcidolom 297.7
vs 661.5, p<0.0001). Nakon tretmana metilprednizolonom, doslo je do statisticki
znacajnog povecanja produkcije IL-4 u odnosu na kontrolni tretman (p=0.015) dok je

produkcija bila visoko statisticki znac¢ajno niza u odnosu na tretman alfakalcidolom.
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Takodje, istovremeni tretman alfakalcidolom i metilprednizolonom, doveo je do
visoko statisticki znacajnog porasta produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni
tretman (134.6 vs 183.4, p=0.002), kao i do povecanja produkcije IL-4 u odnosu na

tretman samo metilprednizolonom.
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Grafik 4. Produkcija IL-4 u suplementiranim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
zdravih Kkontrola u Kkulturi u odnosu na bazalnu stimulisanu produkciju.
PMA+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc
— tretman rastvorom kalcitriola finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona
finalne koncentracije 400nM; alfa+M1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona
(400nM) zajedno. Vrednosti su predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa
tretmanom alfakalcidol (10nM).

5.2.3. Efekat razlicite in vitro suplementacije na produkciju IL-17 u Kulturi

mononuklearnih ¢elija periferne krvi zdravih kontrola.
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In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim tretmanima dovela je do
statisticki  znaCajne promene stimulisane produkcije IL-17 u kulturama
mononukleranih ¢elija zdravih osoba. Produkcija IL-17 u kulturi mononukearnih
¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-17() iznosila je 462,0
(304.7) pg/ml. U kulturi mononuklearnih celija periferne krvi grupe koja je
suplementisana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znaCajnog smanjenja
produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (462 vs 350, p<0.0001).
Slican efekat na produkciju IL-17 primeéen je u Celijama suplementisanim
kalcitriolom gde je doslo do, takodje, visoko statisticki znacajnog smanjenja
produkcije ovog citkokina u odnosu na kontrolni tretman (462 vs 285.6, p<0.0001)
dok u odnosu na tretman alfakalcidolom nije bilo znacajne razlike. Nakon tretmana
metilprednizolonom, doslo je do statisticki znacajnog povecanja produkcije IL-17 u
odnosu na kontrolni tretman (462 vs 2159.5, p<0.0001) dok je rezultat bio statisticki
znacajno visi u odnosu na efekte tretmana alfakalcidolom (350 vs 2159.5; p<0.01).
Takodje, istovremeni tretman alfakalcidolom 1 metilprednizolonom, doveo je do nesto
nize produkcije IL-17 u odnosu na suplementaciju samim metilprednizolonom, dok je
zabeleZen statisticki znacajan porast produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni
tretman (462 vs 1532, p<0.0001). Suplementacija metilprednizolonom i zajedno
metilprednizolonom 1 alfakalcidolom, dovela je do statisticki znacajno vece

produkcije IL-17 u odnosu na tretman alfakalcidolom (p<0.0001).
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Grafik 5. Produkcija IL-17 u suplementiranim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
zdravih kontrola u kulturi u odnosu na bazalnu stimulisanu produkciju.

PMA-+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, kalc
— tretman rastvorom kalcitriola finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona
finalne koncentracije 400nM; alfa+M1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona
(400nM) zajedno Vrednosti su predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa
tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.2.4. Efekat razlidite in vitro suplementacije na produkciju IL-21 u kulturi

mononuklearnih ¢elija periferne krvi zdravih kontrola.

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim tretmanima dovela je do
statisticki  znaCajne promene stimulisane produkcije IL-21 u kulturama
mononukleranih ¢elijja zdravih osoba. Produkcija IL-21 u kulturi mononukearnih
¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) iznosila je 7817.8 (6603.5) pg/ml. U
kulturi mononuklearnih celija periferne krvi grupe koja suplementirana
alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znacajnog smanjenja produkcije ovog
citokina u odnosu na kontrolni tretman (7817.8 vs 1366.5, p<0.0001). Slican efekat na

produkciju IL-21 primecen je u ¢elijama suplementiranim kalcitriolom gde je doslo
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do, takodje, visoko statistiCki znacajnog smanjenja produkcije ovog citkokina u
odnosu na kontrolni tretman (7817.8 vs 1011.4, p<0.0001) dok je u odnosu na tretman
alfakalcidolom takodje postojala statisticka znacajnost (p<0.01). Nakon tretmana
metilprednizolonom, doslo je do blagog povecanja produkcije IL-21 u odnosu na
kontrolni tretman (7817.8 vs 8771.2, p>0.05) dok je rezultat u odnosu na efekte u
tretmanu alfakalcidolom bio statisticki znacajno veéi (1366.5 vs 8771.2). Istovremena
suplementacija alfakalcidolom 1 metilprednizolonom, dovela je do znaajno nize
produkcije IL-21 u odnosu na tretman samim metilprednizolonom, dok je zabelezen
statisticki znacajan pad produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman
(7817.8 vs 1742.1, p<0.0001), tako da je produkcija IL-21 bila sli¢na sa tretmanom
alfakalcidolom (p>0.05).
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Grafik 6. Produkcija IL-21 u suplementiranim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
zdravih kontrola u kulturi u odnosu na bazalnu stimulisanu produkciju. PMA-+jonomicin
— stimulacija; alfa — tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman
rastvorom kalcitriola finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne
koncentracije 400nM; alfa+M1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM)
zajedno. Vrednosti su predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju;
** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa
tretmanom alfakalcidol (10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom
alfakalcidol (10nM)
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5.2.5. Efekat razliCite in vitro suplementacije na produkciju TNF-o u kulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi zdravih kontrola.

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim tretmanima dovela je do
statisticki  znaCajne promene stimulisane produkcije TNF-a u kulturama
mononuklearnih ¢elija zdravih osoba. Produkcija TNF-o u kulturi mononukearnih
¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) iznosila je 4966.4 (2650.6) pg/ml. U
kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi koja je bila suplementirana
alfakalcidolom doslo je do statisticki znacajnog smanjenja produkcije ovog citokina u
odnosu na kontrolni tretman (4966.4 vs 4202.5, p<0.05). Slican efekat na produkciju
TNF-a primecen je u ¢elijama suplementiranim kalcitriolom gde je doSlo do, takodje,
statisticki znaCajnog smanjenja produkcije ovog citkoina u odnosu na kontrolni
tretman (4966.4 vs 4310.6, p<0.05). Nije bilo statisticki znacajne razlike u nivou

produkcije TNF-a izmedju ova dva tretmana.
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Grafik 7. Produkcija TNF-a u suplementiranim mononuklearnim éelijama periferne
krvi zdravih kontrola u Kulturi u odnosu na bazalnu stimulisanu produkciju.
PMA-+ionomicin — stimulacija; alfa — tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, kalc
— tretman rastvorom kalcitriola finalne koncentracije 10nM; Vrednosti su predstavljene kao Median
(IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju; #
p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)
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5.2.6. Efekat razliite in vitro suplementacije na produkciju IFN-[| u kulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi zdravih kontrola.

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim tretmanima dovela je do
statisticki  znacajne promene stimulisane produkcije IFN-[1 u kulturama
mononuklearnih ¢elija zdravih osoba. Produkcija IFN-[J u kulturi mononukearnih
¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) iznosila je 568.4 (299.4) pg/ml. U
kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi koja je bila suplementisana
alfakalcidolom doslo je do statisticki znacajnog poveéanja produkcije ovog citokina u
odnosu na kontrolni tretman (568.4 vs 669.6, p=0.019). Sli¢an efekat na produkciju
IFN-[] primecen je u ¢elijama suplementiranim kalcitriolom gde je doslo do, takodje,
statisticki znaCajnog povecanja produkcije ovog citkoina u odnosu na kontrolni
tretman (568.4 vs 655.7, p<0.05) dok u odnosu na tretman alfakalcidolom nije bilo
znacajne razlike. Nakon suplementacije metilprednizolonom, doSlo je do visoko
statisticki znacajnog povecanja produkcije IFN-[] u odnosu na kontrolni tretman
(568.4 vs 1775, p<0.0001), kao i u odnosu na tretman alfakalcidolom (1775 vs 669.6,
p<0.01). Takodje, istovremena suplementacija alfakalcidolom i metilprednizolonom
potencirala je ovaj efekat, u smislu povecanja produkcije IFN-[] u odnosu na
suplementaciju samim metilprednizolonom, dok je produkcija ovog citokina u odnosu
na kontrolni tretman bila statisti¢ki znacajno visa (2159 vs 669.6, p<0.01). I u odnosu
na tretman alfakalcidolom produkcija je bila na statisticki znacajno viSem nivou

(p<0.01).
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Grafik 8. Produkcija IFN-T] u suplementiranim mononuklearnim ¢elijama periferne
krvi zdravih kontrola u Kkulturi u odnosu na bazalnu stimulisanu produkciju.
PMA-+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc
— tretman rastvorom kalcitriola finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona
finalne koncentracije 400nM; alfa+M1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona
(400nM) zajedno. Vrednosti su predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu
produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa
tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.3. EFEKAT RAZLICITE IN VITRO SUPLEMENTACIJE NA PRODUKCIJU
CITOKINA U STIMULISANOJ KULTURI MONONUKLEARNIH CELIJA
PERIFERNE KRVI BOLESNIKA SA AKTIVNIM RA

5.3.1. Koncentracija citokina u stimulisanoj kulturi mononuklearnih ¢elija

periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

Mononuklearne celije periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA su kultivisane 48h u
kulturi (stimulisanoj sa PMA 1 jonomicinom) i suplementirane rastvorima:
alfakalcidola finalne koncentracije 10nM ili kalcitriola finalne koncentracije 10nM, ili
metilprednizolona finalne koncentracije 400nM ili metilprednizolona finalne

koncentracije 800nM,ili istovremeno 10nM alfakalcidola i 400nM metilprednizolona
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ili istovremeno 10nM alfakalcidola i 800nM metilprednizolona. Izmerene vrednosti

koncentracija ispitivanih interleukina prikazane su u tabelama 5-10.

Tabela 5. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA tretiranoj sa
10nM rastvorom alfakalcidola

Srednja vrednost

Citokin n (pg/ml) = SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 99,2 + 118,6 32,6 (158,5) 3,3-366,3
IL 6 16 2078,0 = 3003,0 445.0 (3529,8) 102,4-11530,2
IL 10 16 416,8 + 490,7 174,9 (757,4) 7,6-1401,8
IL 17 16 39,4 + 60,4 15,1 (53,1) 1,4-232,1
IL 21 16 60,5+ 91,6 26,3 (22,7) 15,0-359,2
TNF a 16 2572,1 +4818,5 453,6 (3405,3) 37,8-16747,6
IFN y 16 15622,2 +19931,4 7940,0 (18644,7)  500,7-60972,5
TGF B 16 1769,7 + 883,3 1729.9 (824,4) 190,4-3756,6

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 6. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA tretiranoj sa 10nM
rastvorom Kkalcitriola

Srednja vrednost

Citokin n (pg/ml) = SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 1053+ 115,0 46,8 (150,4) 2,5-355,1
IL 6 16 2048,7 +2953,8 408,3 (3592,6) 86,0-11272,6
IL 10 16 422,12 +517,9 221,7 (800,1) 5,6-1493,6
IL 17 16 29,0 + 48,8 10,7 (31,8) 0,4-196,7
IL 21 16 36,2 + 48,0 19,7 (14,7) 10,2-198,9
TNF a 16 1887,8 + 3699,8 374,5 (2300,5) 21,4-14208,5
TGF B 16 1341,9 + 1043,7 1087,4 (923,8) 211,0-4421,0
IFN vy 16 12103,0 + 16394,8 6701,3 (16429,2) 421,6-58503,7

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
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Tabela 7. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA suplementiranoj sa
400nM rastvorom metilprednizolona

Citokin N Srednja vrednost + SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 25,9 +28,3 14,0 (20,1) 1,6-104,5
IL 6 16 1272,1 +2057,5 351,8 (1452,9) 112,9-8501,9
IL 10 16 324,5 +390,6 180.6 (553.4) 2,41232,2
IL 17 16 55,0 + 76,2 19,7 (64,9) 1,7-225,7
IL 21 16 703,6 + 787,7 4433 (1165,2) 12,8-2821,7
TNF o 16 249.7 +263.,9 224.9 (300,8) 12,8-984,0
TGF B 16 1193,0 + 871,8 918,4 (1624,9) 211,0-2776,2
IFN y 16 15463,5 £ 17452,6 9144.,4 (14895,3) 603,2-52677,2

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 8. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA suplementiranoj
sa 10nM rastvorom alfakalcidola i 400nM rastvorom metilprednizolona zajedno

n Srednja vrednost

Citokin (pg/ml) = SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 49,4 + 70,4 23,3 (38,2) 4,2-273,3
IL 6 16 1873,6 +2432.6 360,1 (2893,2) 68,4-9619,5
IL 10 16 358,6 +412.,2 237,7 (251,7) 8,1-1355,4
IL 17 16 14,6 + 18,1 6,9 (18,0) 0,7-65,9
IL 21 16 65,9 £ 52,0 53,7 (66,4) 10,2-205,5
TNF o 16 343,7 + 835,9 131,9 (187.3) 15,6-3431,4
TGF B 16 1504,2 +1119,2 1156,4 (1716,3) 256,2-4561,9
IFN vy 16 9056,2 + 16449,5 2953.4 (9087,7) 374,9-64903,1

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 9. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA suplementiranoj sa
800nM rastvorom metilprednizolona

Citokin n Srednja vrednost (pg/ml) = SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 2324234 13,4 (25,3) 2,6-77,7

IL 6 16 1437,5 + 2432,7 360,2 (1625,0) 81,5-9394,1
IL 10 16 343,0 + 460,9 153,3 (291,2) 9,2-1375,4
IL 17 16 46,9 + 67,5 16,4 (60,2) 1,7-206,3
IL 21 16 1003,1 + 962,0 822,2 (2111,1) 22,5-2514.,6
TNF o 16 481,5 +950,0 244.4 (456.2) 20,9-3840,8
TGF B 16 1508,4 + 1026,1 1398.4 (839,0) 80,5-4351,5
IFN y 16 12871,4 + 17728,4 2766,1 (18781,7) 607.,5-62500,0

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
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Tabela 10. Produkcija citokina u kulturi MCPK bolesnika sa aktivnim RA suplementiranoj
sa 10nM rastvorom alfakalcidola i 800nM rastvorom metilprednizolona zajedno

n Srednja vrednost (pg/ml)

Citokin + SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 423+433 28,2 (39,5) 5,2-139,5
IL 6 16 1462,9 + 2608, 1 325,7 (2087,2) 68,4-9619,5
IL 10 16 428.5 £ 477,6 300,6 (577,2) 7,9-1399,6
IL 17 16 14,8 + 18,9 5,5 (20,6) 1,5-61,0

IL 21 16 1049+ 111,7 474 (97,4) 18,9-423 4
TNF o 16 169,2 + 1979 102,3(178,4) 18,5-713,1
TGF B 16 1452,8 + 948.6 1488.9 (1168,2) 211,0-3884,2
IFN y 16 8348.,0 + 184838 1336,2 (7420,5) 435,9-70771,0

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

5.3.2. Efekat razlicitie in vitro suplementacije na produkciju IL-4 u kulturi

mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije IL-4 u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
4 iznosila je 19.3(66.4) pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢éelija periferne krvi koja je
suplementirana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znacajnog povecanja
produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (19.3 vs 32.6, p<0.0001). U
¢elijama suplementiranim kalcitriolom doslo je, takodje, do visoko statisticki
znaajnog povecanja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (19.3 vs
46.8, p<0.0001) ali u odnosu na suplementaciju alfakalcidolom nije bilo statisticke
znacajnosti (p>0.05). Nakon suplementacije metilprednizolonom, u obe koncentracije,
doslo je do statisticki znacajnog smanjenja produkcije IL-4 u odnosu na kontrolni
tretman (19.3 vs 14, p=0.017 i 19.3 vs 13.4, p=0.002), dok je rezultat u oba slucaja
bio statisticki znacajno nizi u odnosu na suplementaciju alfakalcidolom. Takodje,
istovremeni tretman alfakalcidolom i1 metilprednizolonom, u obe koncentracije, doveo
je do porasta produkcije ovog citokina ali bez statisticke znacajnosti, u odnosu na
kontrolni tretman (19.3 vs 23.3, p=0.3 1 19.3 vs 28.2, p=0.8), dok je u odnosu na ¢elije

suplementirane alfakalcidolom postojala statisticka znacajnost (p<<0.05).
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Grafik 9. Produkcija IL-4 u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman
rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola finalne
koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao ili Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu
na stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.3.3. Efekat razli¢ite in vitro suplementacije na produkciju IL-6 u kulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije IL-6 u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
6 iznosila je 469.6 (2353.5) pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi

suplementiranih alfakalcidolom doSlo je do smanjenja produkcije ovog citokina u
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odnosu na kontrolni tretman (469.6 vs 445, p=0.4). Produkcija IL-6 u celijama
suplementiranim kalcitriolom je, takodje, smanjena u odnosu na kontrolni tretman
(469.6 vs 408.3 p=0.4). Nije zabelezena statisticka znaCajnost u poredjenju sa
efektima suplementacije alfakalcidolom. Nakon suplementacije metilprednizolonom,
doslo je do statisticki znacajnog smanjenja produkcije IL-6 u odnosu na kontrolni
tretman (469.6 vs 351.8, p=0.002 1 469.6 vs 360.2, p=0.001) i rezultat je bio statisticki
znacajno razli¢it od tretmana alfakalcidolom (p<0.05). Takodje, istovremeni tretman
alfakalcidolom 1 metilprednizolonom, doveo je do pada produkcije ovog citokina u
odnosu na kontrolni tretman (469.6 vs 360.1, p=0.12 i 469.6 vs 325.7 p=0.011).
Istovremeni tretman alfakalcidolom i metilprednizolonom je, isto tako, doveo do

znacajno nize produkcije od suplementacije samo alfakalcidolom (p<0.05).
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Grafik 10. Produkcija IL-6 u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim celijama
periferne Kkrvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman
rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola finalne
koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM; alfa+M1
- tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. Vrednosti su
predstavljene kao Median (IQR); * p<<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)
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5.3.4. Efekat in vitro suplementacije na produkciju IL-10 u Kkulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim, dovela je do statisticki

znacajne promene stimulisane produkcije IL-10 u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
10 iznosila je 150.3 (302.0) pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi
koja je suplementirana alfakalcidolom doslo je do povecanja produkcije ovog citokina
u odnosu na kontrolni tretman (150.3 vs 174.9, p=0.09). Produkcija IL-10 u ¢elijama
suplementiranim kalcitriolom bila je znacajno veca od produkcije ovog citokina u
odnosu na kontrolni tretman (150.3 vs 221.7, p=0.03). Nakon suplementacije
metilprednizolonom, nije doslo do statisticki znacajnog povecanja produkcije IL-10 u
odnosu na kontrolni tretman (150.3 vs 180.6 p=0.535) ali je razlika dostigla
znacajnost u odnosu na tretman alfakalcidolom (p<0.05). Takode, istovremeni tretman
alfakalcidolom 1 metilprednizolonom, doveo je do porasta produkcije ovog citokina u

odnosu na kontrolni tretman (150.3 vs 237.7, p=0.134 1 150.3 vs 300.6, p=0.272).
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Grafik 11. Produkcija IL-10 u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim ¢éelijama
periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi.. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman
rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, kalc — tretman rastvorom kalcitriola finalne
koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
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alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.3.5. Efekat razlidite in vitro suplementacije na produkciju IL-17 u kulturi

mononuklearnih Celija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma sa razli¢itim, dovela je do statisticki

znacajne promene stimulisane produkcije IL-17 u grupi bolesnih sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
17 iznosila je 56 (227.2)pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi grupe
koja je suplementirana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znacajnog
smanjenja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (56 vs 15.1,
p=0.001). Produkcija IL-17 u ¢elijama suplementiranim kalcitriolom bila je, takodje,
visoko statisti¢ki znacajnog manja u odnosu na kontrolni tretman (56 vs 10.7,
p<0.0001) ali i u odnosu na tretman alfakalcidolom (p<0.05). Nakon suplementacije
metilprednizolonom u obe koncentracije, doslo je do statisticki znacajnog smanjenja
produkcije IL-17 u odnosu na kontrolni tretman (56 vs 19.7, p=0.0001 1 56 vs 16.4,
p=0.001). Takodje, istovremeni tretman alfakalcidolom i metilprednizolonom, u obe
koncentracije, doveo je do dodatnog statisticki znacajnog smanjenja produkcije ovog
citokina u odnosu na kontrolni tretman (56 vs 6.9, p=0.0001 i 56 vs 5.5, p=0.0001).
Efekti istovremenog tretmana alfakalcidolom i metilprednizolonom su, isto tako,

pokazali zna¢ajno nizu produkciju od tretmana samo alfakalcidolom (p<0.05)
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Grafik 12. Produkcija IL-17 u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+ionomicin — stimulacija; alfa — tretman
rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, kalc — tretman rastvorom kalcitriola finalne
koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.3.6. Efekat razlicite in vitro stimulacije na produkciju IL-21 u Kkulturi

mononuklearnih Celija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije IL-21 u grupi bolesnih sa RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija IL-
21 iznosila je 396.2 (1439.6) pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi
koja je suplementirana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znacajnog
smanjenja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (396.2 vs 26.3,
p=0.001). Produkcija IL-21 u ¢elijama suplementiranim kalcitriolom doslo je, takodje,

do statisticki znacajnog smanjenja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni
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tretman (396.2 vs 19.7, p=0.001) i u odnosu na tretman alfakalcidolom (p<0.05).
Nakon suplementacije metilprednizolonom, u obe koncentracije, doSlo je do
povecanja produkcije IL-21 u odnosu na kontrolni tretman (396.2 vs 443.3, p=0.877 1
396.2 vs 822.2, p=0.087) dok je produkcija bila statisticki znacajno veca od tretmana
alfakalcidolom (p<0.05). Medjutim, istovremeni tretman alfakalcidolom i
metilprednizolonom, u obe koncentracije, doveo je do statisticki znacajnog smanjenja
produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (396.2 vs 53.7, p=0.001 i
396.2 vs 47.4, p=0.006). Takodje, efekti istovremenog tretmana alfakalcidolom i
metilprednizolonom u vecoj koncentraciji su bili znacajno drugaciji u odnosu na

tretman samim alfakalcidolom (p<0.05).
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Grafik 13. Produkcija IL-21 u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa — tretman
rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola finalne
koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)
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5.3.7. Efekat razliCite in vitro stimulacije na produkciju TNF-o u kulturi

mononuklearnih €elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma, dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije TNF-a u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija
TNF-a iznosila je 5795.9 (23342.1) pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne
krvi koja je suplementirana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki znacajnog
smanjenja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (5795.9 vs 453.6,
p=0.002). U c¢elijama suplementiranim kalcitriolom doslo je, takodje, do visoko
statisticki znaCajnog smanjenja produkcije TNF-a u odnosu na kontrolni tretman
(5795.9 vs 374.5, p=0.003). Nakon suplementacije metilprednizolonom, sa obe
koncentracije, doslo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja produkcije TNF-o u odnosu
na kontrolni tretman (5795.9 vs 224.3 p=0.0001 i 5795.9 vs 244.4, p=0.001 ) a
rezultat je bio 1 statisticki znacajno nizi od suplementacije alfakalcidolom (p<0.05).
Takodje, istovremeni tretman alfakalcidolom 1 metilprednizolonom, sa obe
koncentracije, doveo je do statisticki znacajnog smanjenja produkcije ovog citokina u
odnosu na kontrolni tretman (5795.9 vs 131.4, p<0.0001 i 5795.9 vs 102.3,
p=0.0001). Snizenje u produkciji TNF-a, bilo je znafajno izraZenije kada je
primenjen istovremeni tretman, alfakalcidola sa obe koncentracije metilprednizolona,

u odnosu na efekte samog alfakalcidola u kulturi stimulisanih ¢elija (p<0.05).
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Grafik 14. Produkcija TNF-o u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim
¢elijama periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa —
tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola
finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM).

5.3.8. Efekat razli¢itih in vitro tretmana na produkciju TGF-f u Kkulturi

mononuklearnih Celija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma, dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije TGF- u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija
TGF-B iznosila je 1144.7 (1456.3)pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne
krvi koja je pored suplementirana alfakalcidolom doslo je do visoko statisticki
znacajnog povecanja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman (1144.7
vs 1729.9, p<0.0001). U celijama suplementiranim kalcitriolom nije doslo do
znacajne promene produkcije ovog citkoina u odnosu na kontrolni tretman (1144.7 vs
1087.4, p=0.535). Nije bilo znacajne razlike u produkciji TGF-f nakon

suplementacije metilprednizolonom u obe koncentracije, bez (1144.7 vs 9184,
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p=0.959; 1144.7 vs 1389.4, p=0.496) ili sa (1144.7 vs 1156.4, p=0.173 i 1144.7 vs
1488.9, p=0.552) alfakalcidolom.
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Grafik 15. Produkcija TGF-f u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim
¢elijama periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa —
tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola
finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)

5.3.9. Efekat razlicite in vitro stimulacije na produkciju IFN-[] u Kulturi

mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA

In vitro suplementacija kultivacionog medijuma, dovela je do statisticki znacajne

promene stimulisane produkcije IFN-[] u grupi bolesnika sa aktivnim RA.

U kulturi mononukearnih ¢elija bez suplementacije (kontrolni tretman) produkcija
IFN-[1] iznosila je 4014.7 (19906.7)pg/ml. U kulturi mononuklearnih ¢elija periferne
krvi koja je suplementirana alfakalcidolom doslo je do povecanja produkcije ovog

citokina u odnosu na kontrolni tretman sto je bilo na granici statisticke znacajnosti
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(4014.7 vs 7940, p=0.056). U c¢elijama suplementiranim kalcitriolom doslo je,
takodje, do blagog povecanja produkcije ovog citokina u odnosu na kontrolni tretman
(4014.7 vs 6701.3, p=0.469). Nakon suplementacije metilprednizolonom nize
koncentracije, doslo je do povecanja produkcije IFN-[] u odnosu na kontrolni tretman
(4014.7 vs 9144.4, p=0.163) dok je nakon suplementacije metilprednizolonom vece
koncentracije, produkcija imala vrednost veoma slicnu stimulisanoj produkciji bez
tretmana (4014.7 vs 2766, p=0.307). Istovremeni tretman alfakalcidolom 1
metilprednizolonom, doveo je do smanjenja produkcije ovog citokina u odnosu na
kontrolni tretman (4014.7 vs 2953.4, p=0.569; 4014.7 vs 1336.2, p=0.594), s tim da je
u odnosu na tretman alfakalcidolom produkcija IFN-[] bila znac¢ajno niza u kulturi sa

nizom koncentracijom metilprednizolona (p=0.015).
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Grafik 16. Produkcija IFN-[! u suplementiranim stimulisanim mononuklearnim
¢elijama periferne krvi bolesnika sa RA u kulturi. PMA+jonomicin — stimulacija; alfa —
tretman rastvorom alfakalcidola finalne koncentracije 10nM, calc — tretman rastvorom kalcitriola
finalne koncentracije 10nM; M1 - tretman rastvorom metilprednizolona finalne koncentracije 400nM;
alfatM1 - tretman rastvorom alfakalcidola (10nM) i metilprednizolona (400nM) zajedno. vrednosti
predstavljene kao Median (IQR); * p<<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju; ** p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol
(10nM) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju sa tretmanom alfakalcidol (10nM)
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5.4. PRODUKCIJA CITOKINA U KULTURI MONONUKLEARNIH CELIJA
PERIFERNE KRVI BOLESNIKA SA AKTIVNIM RA PRE 1 POSLE
TERAPIJE ALFAKALCIDOLOM

Kako je vec prethodno objaSnjeno, ispitivanje produkcije citokina mononuklearnih
celija periferne krvi vrSeno je ELISA metodom u svih bolesnika sa aktivnim
reumatoidnim artritisom pre zapocinjanja terapijskog protokola alfakalcidolom kao i
nakon 12 nedelja oralne primene alfakacidola u dnevnoj dozi od 2 mcg.
Mononuklearne ¢elije periferne krvi kontrolnih zdravih osoba 1 bolesnika sa aktivnim
RA su kultivisane 48h, sa PMA-jonomicin stimulacijom. Izmerene vrednosti
stimulisane produkcije proinflamatornih i antiinflamatornih citokina prikazane su u

tabelama 11-15.

Tabela 11. Stimulisana produkcija citokina MCPK bolesnika sa RA u kulturi pre terapije

Srednja vrednost

n (pg/ml) £ SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 58,4+ 84,8 19,3 (66,4) 2,7-284.,8
IL 6 16 2146,6 + 3289,8 469,6 (2353,5) 160,1-12753,6
IL 10 16 319,4 +£476,9 150,3 (302,0) 4,0-1795,5
IL 17 16 111,6 £117,6 56,0 (227,2) 3,3-296,7
IL 21 16 737,2+918,4 396,2 (1439,6) 10,5-2647,0
TNF a 16 11592,5 + 15488,8 5795,9 (23342,1) 44,6-47376,7
TGF B 16 1229,0 £ 754,6 1144,7 (1456,3) 200,5-2424,6
IFN y 16 11007,7 + 14591,5 4014,7 (19906,7) 152,6-50410.4

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 12. Stimulisana produkcija citokina MCPK zdravih kontrola u kulturi

Citokin n Srednja vrednost

(pg/ml) £ SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 20 264,4 + 3523 134,6 (142,5) 39,6-1466,0
IL 17 20 433,3+203,4 462,0 (304,7) 2,6-684,3
IL 21 20 7575,4 + 48933 7817,8 (6603,5) 1043,4-17794,8
TNF o 20 4925,5 + 1409,0 4966,4 (2650,6) 3013,4-7462.,9
IFN y 20 559.4 + 157,4 568,4 (299,4) 301,2-814,2

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
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Nakon 12 nedelje svakodnevne primene alfakalcidola u dozi od 2 mcg dnevno, doslo
je do veoma znacajnih promena stimulisane produkcije pojedinih citokina u kulturama
mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa aktivnim RA. Rezultati su prikazani

u tabeli 13.

Tabela 13. Stimulisana produkcija citokina MCPK bolesnika sa RA u kulturi nakon 12
nedelja terapije alfakalcidolom -W12
Srednja vrednost

Citokin n (pg/ml) £ SD Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 94,2+97,5 61,9 (129,3) 2,0-362,8
IL 6 16 2016,0 +3410,3 309,4 (2607,1) 33,0-12638,2
IL 10 16 589,1 +£479,1 617,7 (898,1) 4,7-1313,1
IL 17 16 64,1 + 86,7 19,0 (120,5) 1,0-266,5
IL 21 16 1260,8 + 1814,8 497,0 (1575,9) 9,9-7021,2
TNFa 16 5173,1 + 6806,3 2501,3 (6283,2) 39,5-24704,1
IFN y 16 23975,9 +£24963,2 17806,8 (436959,6) 178,9-69461,5
TGFB 16 1604,3 + 11452 1613,4 (2169,2) 153,0-3756,6

SD, Standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
Stimulisana produkcija citokina u kulturi bolesnika sa aktivnim RA znacajno se

razlikovala u odnosu na stimulisanu produkciju citokina kontrolne grupe zdravih.

Tabela 14. Odnos stimulisane produkcije citokina u kulturi MCPK ¢elija bolesnika sa RA pre
terapije alfakalcidolom i kontrola

Citokin Pacijenti Kontrole P vrednost
IL 4 19,3 (66,4) 134,6 (142,5) <0,0001
IL 17 56,0 (227,3) 462,0 (304,7) <0,0001
IL 21 396,2 (1439,6) 7817,8 (6603,5) <0,0001
TNF o 5796,0 (23342.1) 4966,4 (2650,6) 0,863
IFN y 4014,7 (19906.7) 568,4 (299,4) 0,012

Vrednosti prikazane kao medijana (IQR).

Nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom doslo je do znaCajne promene u stimulisanoj

produkciji proinflamatornih i antiinflamatornih citokina u kulturi bolesnika sa RA.

Tabela 15. Stimulisana produkcija citokina u kulturi MCPK ¢elija bolesnika sa RA pre i nakon 12
nedelja uzimanja alfakalcidiola

Citokin  N* Pre Posle Razlika** P vrednost
IL 4 16/16 19,3 (66,4) 61,9 (129,3) -32,4+112,9 0,156
IL 6 16/ 16  469.6 (2353,5) 309,4 (2607,1) 176,9 +195,1 0,001
IL10  16/16 150,3 (302,0) 617,7 (898,1) -251,0 + 466,7 0,031
IL17  16/16 56,0 (227,3) 19,0 (120,5) 47,5 £ 62,8 <0,0001
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IL 21 16/16  396,2 (1439,6) 497,0 (1575,89) -477,1 £ 1583.9 0,156

TNFo 16/16  5796,0 (23342,1) 2501,3 (6283,2) 7175,8 +11330,6 0,015
TGEB 16/16  1144,7 (1456,3) 1613,4 (2169,2) -322,8 £ 644,8 0,048
IFNy  16/16  4014,7(19906,7)  17806,8 (436959,6) -13897.8 +17495,5 0,001

*Broj parova/broj pacijenata
**Srednja vrednost £ SD razlika u odnosu na koncentracije pre alfakalcidiola.
5.4.1. Poredjenje in vitro stimulisane produkcije citokina wu Kkulturi

mononuklearnih ¢elija periferne krvi zdravih kontrola i bolesnika sa RA pre i

posle terapije alfakalcidolom

Stimulisana produkcija proinflamatornog citokina IL-6 u grupi pacijenata pre terapije
iznosila je 2146.6x3289.8 pg/ml, dok je nakon terapije alfakalcidolom doslo do
statisticki veoma znacajnog pada koncentracije ovog citokina na 2016+£3410.3

(p=0.001).
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Grafik 17. Produkcija IL-6 u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi bolesnika
sa RA u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti predstavljene
kao srednja vrednost = SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; ** p<0.01 u
odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju pre
terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju pre terapije
alfakalcidolom (2pg/dnevno).

U kontrolnoj grupi zdravih osoba produkcija drugog proinflamatornog i veoma

vaznog citokina IL-17 iznosila je 433.3+203.4 a u grupi bolesnika sa aktivnim RA
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bila je statisticki znacajno niza 111.6£117.6, (p<0.0001). Nakon terapije
alfakalcidolom doslo je do statisticki znac¢ajnog pada produkcije ovog citokina do

vrednosti od 64.1+86.7 (p<0.0001).
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Grafik 18. Produkcija IL-17 u stimulisanim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost £+ SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

Takodje, sli¢ni rezultati su dobijeni i kada je u pitanju TNF-a. Stimulisana produkcija
TNF-a u kulturi grupe zdravih osoba bila je 4925.5+1409.0, a kod bolesnika sa RA
11592+15488.8 ova razlika nije bila statisticki znaCajna (p=0.863). Nakon
dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom, produkcija ovog proinflamatornog
citokina u kulturi bolesnika bila je statisti¢ki znacajno niza u odnosu na vrednosti pre
terapije 1 iznosila je 5173.1£6806.3 (p=0.015), sto je bilo blisko vrednostima

dobijenim u grupi zdravih kontrola.
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Grafik 19. Produkcija TNF-o u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi
bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost + SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkeciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

Koncentracija IL-21 u kontrolnoj grupi zdravih je iznosila 7575.4+4893.3, dok je u
grupi bolesnika bila statistiCki znacajno manja 737.2+918.4 (p<0.0001). Nakon
studijskog tretmana dosSlo je do povecanja stimulisane produkcije ovog citokina

(1260.8+1814.8) ali ova razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti (p=0.156).
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Grafik 20. Produkcija IL-21 u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi kontrola
i bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost + SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

Rezultati su pokazali izuzetno vazne efekte terapije alfakalcidolom na produkciju

antiinflamatornih citokina.

Produkcija IL-4 u kontrolnoj grupi zdravih iznosila je 264.4+£352.3 dok je u grupi
bolesnika pre tretmana alfakalcidolom bila statisticki znacajno niza (58,4+84.8,
p<0.0001). Nakon dvanaestonedeljne terapije alfaklcidolom dosSlo je do blagog
porasta nivoa produkcije IL-4, ali ovaj rezultat nije dostigao statisticku znacajnost.

(94.2497.5, p=0.156).
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Grafik 21. Produkcija IL-4 u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi kontrola
i bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost + SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

U grupi bolesnika sa RA, IL-10 produkcija iznosila je 319.4+476.9 pre terapije

alfakalcidolom. Nakon terapije alfakalcidolom doslo je do statisticki znacajnog
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porasta produkcije antiinflamatornog citokina IL-10 na vrednost 589.1+479.1
(p=0.031).
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Grafik 22. Produkcija IL-10 u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi
bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost £+ SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

Sli¢no je bilo i sa produkcijom TGF-B. Naime, nakon terapije alfakalcidolom, doslo je

do statisticki znacajnog porasta produkcije ovog citokina (1229.0 vs 1604.3£1145.2,
p=0.048).
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Grafik 23. Produkcija TGF-B u stimulisanim mononuklearnim celijama periferne krvi
bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Vrednosti
predstavljene kao srednja vrednost + SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih
kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na stimulisanu
produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).

Produkcija IFN-g je u kontrolnoj grupi zdravih iznosila 559.4+157.4. U grupi
bolesnika sa aktivhom boleS¢u ova produkcija je bila statisticki znacajno visa
(11007.7+£14591.5; p=0.012), dok je studijski tretman alfakalcidolom doveo do jo$
statisticki znacajno vece stimulisane produkcije ovog citokina u kulturi u odnosu na

vrednosti pre terapije (23975.9424963.2, p=0.001).
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Grafik 24. Produkcija IFN-[J u stimulisanim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
kontrola i bolesnika u kulturi pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom.
Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + SD; * p<0.05 u odnosu na stimulisanu produkciju
zdravih kontrola; ** p<0.01 u odnosu na stimulisanu produkciju zdravih kontrola; # p<0.05 u odnosu
na stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno) ; ## p<0.01 u odnosu na
stimulisanu produkciju pre terapije alfakalcidolom (2pg/dnevno).
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5.5. KONCENTRACIJA CITOKINA U SERUMU BOLESNIKA SA RA PRE I
POSLE TERAPIJE ALFAKALCIDOLOM

Vrednosti serumskih citokina odredjivane su kod svih ispitanika na pocetku

studijskog protokola a rezultati su prikazani u tabeli 18.

Tabela 18. Koncentracije serumskih citokina bolesnika sa RA pre terapije
alfakalcidiolom

Srednja vrednost £ SD

Citokin n (pg/ml) Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 50+2,8 3,9 (5,3) 1,7-10,2
IL 6 16 123,4 £238,4 38,5 (86,7) 11,2-955,5
IL 10 16 16,6 + 41,0 4,1 (4,3) 1,8-167,5
IL 17 16 57+2,1 53 (3,8) 3,1-9,2
IL 21 16 136,5+311,9 51,8 (38,5) 22,2-1302,4
TNF o 16 3,5+2,9 2,5(2,4) 1,2-13,4
IFN y 16 17,2+ 9,6 13,1 (14,9) 4,3-37,3

SD, standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Vrednosti serumskih citokina odredjivane su kod svih ispitanika nakon
dvanaestonedeljnog tretmana alfakalcidolom (V12) a rezultati su prikazani u tabeli

19.

Tabela 19. Koncentracije serumskih citokina bolesnika sa RA nakon 12 nedelja uzimanja
alfakalcidiola

Citokin n Srednja vrednost +£ SD

(pg/ml) Medijana (IQR) Min-Max
IL 4 16 5,8+3,1 4,8 (4,9) 2,3-12,0
IL 6 16 75,4 +176,1 31,7 (30,1) 9,8-732,9
IL 10 16 30,0 + 76,0 3,9 (6,2) 0,7-289,3
IL 17 16 15,7+20,0 6,6 (13,2) 3,1-74,0
IL 21 16 133,3+211,5 77,2 (60,1) 3,1-882,6
TNF a 16 3,7+3,1 2,7(1,6) 0,9-14,5
IFN y 16 20,2 +152 17,5 (16,2) 3,8-62,6

SD, standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.
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Tabela 20. Koncentracije serumskih citokina bolesnika sa RA pre i nakon 12 nedelja terapije
alfakalcidiolom

Citokin n* Pre(pg/ml) Posle(pg/ml) Razlika** P vrednost
IL 4 16/16 3,9(5,3) 4,8 (4,9) -0,8+3.4 0,245
IL 6 16/16 38,5 (86,7) 31,7 (30,1) 47,9 +94,9 0,121
IL 10 16/16 4,1 (4,3) 3,9(6,2) -13,4 £38,2 0,569
IL 17 16/16 5,3(3.,8) 6,6 (13,2) -10,0 + 19,4 0,004
IL 21 16/16 51,8 (38.5) 77,2 (60,1) 3,2+389,8 0,733
TNF o 16/16 2,5(2,4) 2,7 (1,6) -0,1+1,6 0,761
IFN vy 16/16 13,1 (14,9) 17,5 (16,2) 3,0+ 11,7 0,845

*broj parova/broj pacijenata

**srednja vrednost £ SD razlika u odnosu na koncentraciju citokina pre
terapije

Poredenjem vrednosti koncentracije serumskih citokina pacijenata pre i nakon
studijskog protokola koji je podrazumevao dvanaestonedeljnu terapiju alfakalcidolom
pokazano je da je jedino koncentracija IL-17 nakon tretmana alfakalcidolom bila
statisticki znaCajno viSa u odnosu na pocetne vrednosti gde je vrednost sa 5.31£3.8
pg/ml porasla na 6.6£13.2 pg/ml (visoka statisticka znacajnost p=0,004).
Koncentracija proinflamatornog citokina IL-6 je bila niza nakon tretmana
alfakalcidolom u odnosu na koncentraciju ovog citokina pre terapije (31.7 vs 38.5
pg/ml) ali ova razlika nije bila statisticki znacajna. Takode, nisu opazene ni znacajne

razlike u koncentraciji ostalih citokina u serumu pre i posle terapije alfakalcidolom.
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5.6. REGULATORNI T LIMFOCITI PERIFERNE KRVI BOLESNIKA SA RA
PRE I POSLE TERAPIJE ALFAKALCIDOLOM

Analizom Treg limfocita u perifernoj krvi pacijenata sa aktivnim RA primecen je
manji procenat aktiviranih Treg c¢elija (HLA-DR+ u odnosu na ukupne T-reg
limfocite) u odnosu na kontrolnu grupu zdravih $to je blizu granice statisticke
znacajnosti (4.76% vs 6.5%, p=0.07). Nasuprot tome, procenat ukupnih Treg celija
(Treg u odnosu na ukupne CD4+) je bio nesto visi kod bolesnika u odnosu na grupu
zdravih kontrola (7.6% vs. 5.85%, p=0.129). Nakon dvanaestonedeljnog tretmana
alfakalcidolom kod bolesnika sa RA doslo je do povecanja procenta aktiviranih Treg
¢elija (HLA-DR+ u odnosu na ukupne T-reg limfocite) u odnosu na vrednosti
detektovane na pocetku studije, i to do nivoa koji je zabelezen u grupi zdravih

kontrola (6.13% vs 4.76%., p=0.219).

Tabela 21. Terapija alfacalcidolom dovodi do znaajnog povecanja procenta aktiviranih

Treg limfocita kod pacijenata sa aktivnim RA.
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zdrave kontrole 6.54 0.37 5.85
RA pacijenti VO 4.77 0.31 7.60
RA pacijenti V12 6.13 0.34 7.06

Procenat ukupnih i aktiviranih Treg limfocita odredjen je u kontrolnoj grupi, i grupi

pacijenata pre i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. HLA-DR+ (t-regs)- procenat

aktiviranih Treg limfocita u odnosu na ukupne Treg limfocite; HLA-DR-+(CD4+)- procenat aktiviranih Treg
limfocita u odnosu na ukupne CD4+ limfocite; Treg (CD4+)- procenat ukupnih Treg limfocita u odnosu na ukupne

CD4+ limfocite.
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Grafik 25. Terapija alfacalcidolom dovodi do zna¢ajnog povecanja procenta aktiviranih
Treg limfocita kod pacijenata sa aktivnim RA. Procenat ukupnih i aktiviranih Treg
limfocita odredjen je u kontrolnoj grupi, i grupi pacijenata pre i nakon dvanaestonedeljne

terapije alfakalcidolom. HLA-DR+ (t-regs)- procenat aktiviranih Treg limfocita u odnosu na ukupne Treg
limfocite; HLA-DR+(CD4+)- procenat aktiviranih Treg limfocita u odnosu na ukupne CD4+ limfocite; Treg
(CD4+)- procenat ukupnih Treg limfocita u odnosu na ukupne CD4+ limfocite.

5.7. PARAMETRI OKSIDATIVNOG STRESA PRE I POSLE TERAPIJE
ALFAKALCIDOLOM

U cilju objasnjenja patofizioloskog mehanizma nastanka reumatoidnog artritisa kao 1
dejstva alfakalcidola na pojedine vrste ¢elija u organizmu, pre zapocinjanja studijskog
tretmana kao i po zavrSetku, u lizatima opranih eritrocita bolesnika i kontrola
odredjivana je aktivnost antioksidativnih enzima kao i koncentracija glutationa, a
koncentracija malondialdehida odredivana je u serumu. Rezultati su prikazani u

tabelama 161 17.

Parametri aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, CAT, GPx), nivo GSH u
eritrocitima kao i1 koncentracija MDA u plazmi, pacijenata sa aktivnim RA pre (VO0) i
posle 12 nedelja (V12) tretmana alfakalcidolom, kao i kontrolne grupe (K) prikazani

su u tabeli 16.

Tretman alfacalcidolom je znafajno smanjio aktivnost SOD (VO/V12; p = 0,04) i

CAT (VO/V12; p = 0,001) u eritrocitima RA pacijenata. Dok je aktivnost SOD
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svedena na nivo vrednosti dobijenih u zdravoj kontrolnoj grupi, aktivnost CAT nakon
tretmana alfakalcidolom je smanjena na nivo jo§ znatno nizi nego u kontrolnoj grupi
(p = 0,000). Medutim, nije primeCena znacajna razlika u CAT aktivnosti u
eritrocitima RA pacijenata pre terapije (V0) u odnosu na kontrolnu grupu (VO/K, p =
0.37). Aktivnost GPx je bila znac¢ajno niza u eritrocitima RA pacijenata pre tretmana
(VO0) u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,04). U skladu sa nizim vrednostima
GPx, nivoi GSH su bili znacajno ve¢i u eritrocitima RA pacijenata na pocetku studije

(V0) u poredenju sa kontrolnom grupom (p = 0,03).

lako je dvanaestonedeljna terapija alfacalcidolom vratila aktivnost GPx u eritrocitima
na nivo kontrolne grupe, nije postojala znacajna razlika izmedu vrednosti dobijenih
pre i nakon terapijskog tretmanana (VO vs V12, p>0,05). Sa druge strane,
dvanaestonedeljna terapija alfackalcidolom dovela je do visoko statisticki znacajnog

smanjenja nivoa GSH (p = 0,01).

Pored nivoa glutationa i aktivnosti antioksidativnih enzima, oksidativni stres je
dodatno evaluiran merenjem nivoa malondialdehida (MDA), proizvoda peroksidacije
lipida indukovane od strane ROS. U ovoj studiji, iako je pokazano da tretman
alfakalcidolom smanjuje nivo MDA u grupi pacijenata, ta razlika nije postigla
statisticku znacajnost (VO/V12, p= 0.19). Medutim, nivo MDA u grupi pacijenata na
pocetku studijskog protokola (VO0), bio je statisticki znacajno poviSen u odnosu na
kontrolnu grupu (VO/Ctrl p=0,01), Sto ukazuje na prisustvo oksidativnog stresa kod

bolesnika sa aktivnom bolescu.

Tabela 21. Aktivnost antioksidativnih enzima (SOD , CAT i GPx), nivo glutationa (GSH) u
eritrocitima i koncentracija MDA u plazmi pacijenata sa aktivnim RA pre i posle dvanaest
nedelja terapije alfakalcidolom i kontrolne grupe.

SOD CAT GPx GSH MDA
(U / gHb) (U / gHb) (U / gHb) (umol / gHb)  (nmol/ml)
Kontrole 450 + 110 1300 + 600 5.2+1.8 4.7+1.2 106 £57
RA pacijenti
VO 510+100* 1500800  3.7+16*  6.0x2.1%*  163+30%
V12 470+130 258 (302)" 3.9(0.8) 3.7+12 149 £42

SOD - superoksid dismutaza; CAT — katalaza; GPx — Glutation peroksidaza; GSH — glutation; MDA —
malondialdehid; U — intenacionalna jedinica enzimske aktivnosti; Hb — hemoglobin; RA — reumatoidni
artritis; WO- pre terapije; W12- nakon 12 nedelja terapije; vrednosti predstavljene kao srednja vrednost
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+ sd ili Median (IQR); * p<0.05 u odnosu na W12; ** p<0.01 u odnosu na W12; # p<0.05 u odnosu na
kontrolu; ## p<0.01 u odnosu na kontrolu.

Da bi se dobio dodatni uvid u efekat dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom,
meren je intenzitet proizvodnje superoksidnog anjona (O;) 1 potencijal
mitohondrijalne membrane u stimulisanim PBMC kontrola i pacijenata (VO 1 V12).
Dobijeni rezultati su pokazali da stimulacija uzrokuje povecanje DHE intenziteta
fluorescence u kontrolnoj PMBC sto ukazuje na O, proizvodnju (Tabela 17) . Osim
toga, u PBMC pacijenata na pocetku studije (V0), proizvodnja superoksidnog anjona
je bila veca u odnosu na zdrave kontrole, ali ta razlika nije dostigla statisticku
znacajnost (VO/CTRL, p = 0.09). Takode, FL1/FL2 odnos povec¢an je u stimulisanim
kontrolama kao i kod bolesnika (V0), sugeriSu¢i sposobnost stimulacije da izazove

depolarizaciju unutrasnje mitohondrijalne membrane (Tabela 17).

S druge strane , tretman alfakalcidolom promenio je odgovor PBMC pacijenata (V12)
na stimulaciju, gde je pokazalno smanjenje proizvodnje superoksidnog anjona
(VO/V12; p=0.10) 1 odsustvo depolarizacije unutrasnje mitohondrijalne membrane
(VO/V12; p=0.001) sugeriSuci zastitni uticaj alfakalcidola na osetljivost PBMC na

oksidativni stres indukovan PMA-jonomicin stimulacijom u in vitro uslovima.

Tabela 22. Proizvodnja superoksidnog anjona (O”) i promene potencijala mitohondrijalne
membrane u stimulisanim PBMC kontrola i bolesnika sa RA pre, i nakon dvanaest nedelja
terapije alfakalcidolom

DHE JC1
Kontrole 1.7x05 1.4x0.2
RA pacijenti
VO 2.2+0.6 1.3+ 0.2*
V12 1.5+05 0.8+0.2

DHE - dihidroethidium; JC1 — lipofilni katjon; PBMC - peripheral blood mononuclear cells
mononuklearne celije periferne krvi); VO0- pre terapije; V12- nakon 12 nedelja terapije; vrednosti
prikazane kao srednja vrednost + sd; * p<0.05 u odnosu na W12; ** p<0.01 u odnosu na W12; #
p<0.05 u odnosu na kontrolu; ## p<0.01 u odnosu na kontrolu.
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5.8. SERUMSKA KONCENTRACIJA VITAMINA D

Vrednosti serumskog 25(OH)D odredjivane su kod svih ispitanika na pocetku
studijskog protokola (V0) i nakon dvanaestonedeljnog tretmana alfakalcidolom
(V12). Pre zapocinjanja studije srednja vrednost koncentracije vitamina D u serumu
bolesnika sa RA iznosila je 29,9+10,1ng/ml a po zavrSetku terapijskog protokola
alfakalcidiolom iznosila je 31,0+12,5ng/ml tj. nije bilo statisticki znaCajne promene.
(Tabela 21, Grafik ). Time je pokazano da alfakalcidol nije doveo do znacajne
promene koncentracije 25(OH)D u krvi pacijenata sto je bilo i o¢ekivano, obzirom na
to da je 25(OH)D u metaboli¢kom putu vitamina D, prethodnik aktivnog hormona D

(kalcitriola) ¢iji je sintetski analog alfakalcidol.

Tabela 23. Vitamin D pre i nakon 12 nedelja terapije alfakalcidolom

n* Pre Posle Razlika** P vrednost

VitaminD  16/16 29,8+ 10,8 30,7+ 13,2 -0,9 0,781

Vrednosti prikazane kao srednja vrednost + SD.
*Broj parova/broj pacijenata
**Srednja vrednost + SD razlika izmedju VO i V12.
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Grafik 26. Koncentracija vitamina D u serumu pacijenata pre zapocinjanja
studijskog tretmana i nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom. Rezultati
su izrazeni u (ng/ml) a prikazani su kao srednja vrednost + standardna devijacija
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5.9. UTICAJ TERAPIJSKE PRIMENE ALFAKALCIDOLA NA
PARAMETERE AKTIVNOSTI REUMATOIDNOG ARTRITISA

5.9.1. Markeri zapaljenja

Sedimentacija eritrocita u grupi bolesnika sa aktivnim reumatoidnim artritisom pre
terapijske primene alfakalcidiola iznosila je 41,6%25,4mm. Po zavrSenoj terapiji,
doslo je do statisticki znacajnog pada sedimentacije na 31,4 £ 17.7mm (p<0,05 t-test i
Mann-Whitney test).

Koncentracija C-reaktivnog proteina u grupi bolesnika sa aktivnim reumatoidnim
artritisom pre terapijske primene alfakalcidiola iznosila je 31,9 + 28,5mg/l. Posle 12
nedelja terapije alfakalcidolom doslo je do statisticki znacajnog pada koncentracija C-

reaktivnog proteina 11,0 £ 12,1 (p=0,018).

Tabela 24. Parametri zapaljenja pacijenata pre uzimanja alfakalcidiola

Parametar N Srednja vrednost £ SD  Medijana (IQR) Min-Max

CRP 16 31,9 £28,5 19,9 (39,8) 0,5-97,8

SE 16 41,6 £254 32,5 (39,0) 5,0-90,0
SD, standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 25. Parametri zapaljenja pacijenata nakon 12 nedelja uzimanja alfakalcidiola

Parametar N Srednja vrednost = SD Medijana (IQR) Min-Max
CRP 16 11,0+ 12,1 6,2 (19,3) 0,1-37,4
SE 16 31,4+£17,5 30,0 (18.,5) 5,0-80,0

SD, standardna devijacija; IQR, Interkvartilni opseg.

Tabela 26. Koncentracije parametara zapaljenja pacijenata pre i nakon 12 nedelja
uzimanja alfakalcidiola

Parametar n* Pre Posle Razlika** P vrednost
CRP 16/16 19,9 (39,8) 6,2 (19,3) 22,6 0,018
SE 16/16 32,5 (39,0) 30,0 (18,5) 10,2 0,009

Vrednosti prikazane kao medijana (interkvartilini opseg).
*Broj parova/broj pacijenata
**Srednja vrednost + SD razlika izmedu V0 i V12

Primeéena je znaGajna pozitivna korelacija (r’=0,64, p=0,02) izmedu promene

aktivnosti CAT (ACAT ) i promene nivoa CRP (ACRP ), (Grafik 2).
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Grafik 27. Korelacija izmedu promene u CAT aktivnosti (ACAT) i nivoa CRP (ACRP).
kod blesnika sa RA tretiranih alfakalcidolom

5.9.2. Indeks aktivnosti reumatoidnog artritisa (DAS 28 (SE))

Indeks aktivnosti RA DAS 28 iznosio je na pocetku studije 5.8+0.9, da bi nakon
sprovedenog terapijskog protokola doclo do statisti¢ki znac¢ajnog snizenja vrednosti

ovog indeksa na 4.3+1.0 (p<0,0001).

Tabela 27. Aktivnost bolesti pre 1 nakon 12 nedelja terapije alfakalcidiolom

n* Pre (V0) Posle (V12)  Razlika** P vrednost
DAS 1,5
28 16/16 5,8+£0,9 43+1,0 <0,0001
Vrednosti prikazane kao srednja vrednost + SD.
*Broj parova/broj pacijenata
**Srednja vrednost + SD razlika izmedju VO i V12

Takode, znaCajno se promenila i distribucija pacijenata prema nivou aktivnosti
bolesti. Na pocetku studije (V0), najveci broj pacijenata (84 %) je bio u grupi visoke
aktivnosti bolesti (DAS 28 > 5.1) dok je 16 % pacijenata bilo u grupi umerene
aktivnosti bolesti (3.2 <DAS 28 < 5.1). Nije bilo pacijenata sa niskom aktivnoscu
bolesti (DAS 28 < 3.2). Posle tretmana (V12) , samo 16 % pacijenata je ostalo u grupi
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visoko aktivne bolesti, njih 68% je imalo umerenu aktivnosti bolesti, a 16% pacijenata

je imalo nisku aktivnosti bolesti (DAS 28 < 3.2) (Grafik ).
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Grafik 28. Uticaj terapije alfakalcidolom na stepen aktivnosti RA
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6. DISKUSIJA

Reumatoidni artritis je hroni¢na zapaljenska bolest koja predominantno zahvata
zglobove. Brojni citokini su funkcionalno aktivni u sinovijskom tkivu i ukljuceni su u
patogenezu ove bolesti. Smatra se da je TNF-alfa glavni citokin u patogenezi RA.
Poslednjih godina, terapija koja blokira TNF-alfa je deo standardnog tretmana
bolesnika sa reumatoidnim artritisom i dovodi do pozitivnog klinickog odgovora kod
ve¢ine bolesnika sa RA (Gartlehner i sar, 2006). Pored toga, inhibicija produkcije
TNF-a sprecava periartikularni i generalizovani gubitak kostanog tkiva kod obolelih
(Marotte 1 sar, 2007). Za kalcitriol je od ranije poznato da inhibira produkciju TNF-
alfa u mononuklearnim ¢elijama koje su stimulisana ili sa IFN-gama ili forbolskim
estrima ali da nema uticaja na produkciju IL1-alfa i IL1-beta (Brennan i Mclnnes,
2008). Nedavno je pokazano i da kalcitriol in vitro inhibira ne samo produkciju TNF-
alfa ve¢ 1 nivo RANKL S§to ukazuje i da moze delovati na smanjenje oStecenja
hrskavice 1 kostiju kod obolelih od RA (Zhang i sar, 2013). Interesantno je da nije
pokazan efekat 1,25(OH),;D; na proizvodnju TNF-a od strane CD4+ T ¢elija kod
pacijenata obolelih od Kronove bolesti (Bartels i sar 2007). U studiji De Antonia i sar
(2002) pokazano je da 1,25(OH),Ds moze i1 da stimuliSe i da inhibira produkciju
TNF-a zavisno od toga na koju podgrupu T ¢elija deluje. U in vitro eksperimentima u
nasoj studiji koris¢ene su sve mononuklearne celije periferne krvi §to omogucéava
procenu zbirnog imunomodulatornog efekta alfakalcidola. Prva studija koja je
pokazala da i alfakalcidol ima imunomodularni efekat u RA objavljena je 1999.god
(Andjelkovic 1 sar, 1999). U podgrupi bolesnika sa visoko aktivnim RA i pove¢anom
proliferacijom limfocita indukovanom mitogenom, in vitro dodat alfakalcidol,
znacajno je smanjio kapacitet proliferacije limfocita. Rezultati nase studije, pokazali
su da alfakalcidol in vitro znacajno smanjuje produkciju TNF-alfa u kulturi
monuklearnih ¢elija periferne krvi kontrola. Vecéi stepen smanjenja produkcije ovog
citokina dobijen je kod bolesnika sa aktivnim RA, kod kojih je produkcije TNF-alfa
smanjena za vise od 10 puta u odnosu na vrednost pre tretmana alfakalcidolom.
Ostvareni efekti alfakalcidola na produkciju TNF-alfa nisu se znacajno razlikovali od
efekata kalcitriola koga smo primenjivali pod istim eksperimentalnim uslovima.

I interleukin 17 je proinflamatorni citokin koji je ukljuen u patogenezu mnogih

autoimunskih bolesti ukljucujuéi reumatoidni artritis, psorijazu i multiplu sklerozu
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(Roeleveld 1 Koendres, 2015) Prepoznavanje vaznosti IL-23/IL-17 puta u razli¢itim
modelima autoimunosti dovelo je do otkrica Th17 ¢elija (Harrington i sar, 2005).
Ove celije su subset T celija, koje osim IL-17 sekretuju brojne druge citokine kao §to
su IL-21, IL-22 i faktor nekroze tumora. Diferencijacija naivnih T ¢elija u Th17 ¢elije
je regulisana kombinacijom TGF-beta, koji je takode neophodan za razvoj anti-
inflamatornih T ¢elija, i najmanje jednog od slede¢ih citokina IL-6, IL-21, IL-1b i IL-
23 (Manel N i sar, 2008). IL-17 uglavnom produkuju CD4 + Th17 ¢celije , ali ga
takode mogu stvarati CD8 + T ¢celije, NK T ¢elije, neutrofili i ¢elije limfnog tkiva.
IL-17 povecava proizvodnju matriks metaloproteinaza (MMP) 1 i 3, kao i nekih pro -
inflamatornih citokina kao §to TNF-a , IL-1B , IL-6 1 IL-8 (Agarwal i sar, 2008) .
Takode povecava oStecenje kosti uzrokujuéi povecanje sekrecije iNOS od strane
RANK i M - CSF stimulisanih osteoklasta (Adamopoulos i sar, 2010) . Ovaj citokin
stimuliSe proizvodnju odredenih hemokina kao $to su C - X - C hemokin 5 iC-X-C
hemokin 12 1 na taj nacin povecava infiltraciju imunskih ¢elija u sinovijum (Kim i
sar, 2007). Osim toga, dovodi do neovaskularizacije promovisanjem rasta krvnih
sudova 1 migracije endotelnih ¢elija i VEGF u sinovijum procesom hemotakse
(Honorati i sar, 2006) . Poveéan nivo IL - 17 je pronaden u serumu i sinovijalnoj
teCnosti bolesnika sa RA (Sarah LG, 2010). Neutralizacija IL -17 bilo sa rastvorljivim
IL-17R 1ili sa anti inflamatornim agensima dovodi do poboljsanja u artritisu (Sarah
LG, 2010). Inhibicijom IL - 17 dolazi do smanjena zapaljenja i razaranja kosti u
animalnim modelima artritisa (Koenders i sar, 2005; Sarkar i sar, 2009). U studiji
Colin 1 sar (2010) pokazano je da suplementacija sa 1,25(OH)2D3 u kulturi
mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa ranim artritisom, inhibira, u dozno-
zavisnom rezimu, produkciju IL-17. Nasi rezultati su bili u skladu sa ovim nalazom,
jer je pokazano veoma znacajno inhibitorno dejstvo alfakalcidola in vitro i u kulturi
PMBC zdravih i u kulturi PBMC bolesnika sa aktivnim RA na produkciju IL-17. U
poredenju sa alfakalcidolom, kalcitriol je u istim eksperimentalnim uslovima u vecoj
meri suprimirao produkciju IL-17 u PBMC obolelih, dok nije bilo razlike kod
zdravih. Takode u kineskoj studiji iz 2015. godine (Xiaoying, 2015) pokazano je da
1,25(OH)2D3 suprimira produkciju citokina Th17 tipa u kulturi mononuklearnih
celija periferne krvi bolesnika sa ranim RA. Za razliku od nasSeg istrazivanja u ovoj

studiji ¢elije su bile stimulisane sa anti-CD3/anti-CD28 antitelima.
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Interleukin - 21 je deo Th-17 citokinskog profila ali ga mogu produkovati i Thl , Th2
i NK ¢elije (Ettinger i sar, 2008). Po svojoj strukturi sli¢an je IL-2 , IL- 4 i IL-15.
Receptor za IL- 21 (IL21R) ima konzerviran ekstracelularni citokin-vezujuci region.
Vezivanje IL - 21 sa svojim receptorom dovodi do dimerizacije receptora sa
zajednickim gama lancem koji zauzvrat posreduje u prenosenju signala preko JAK3 i
STATS signalnog puta (Richard i Shiva, 2013). Ovaj interleukin je detektovan u
sinovijalnom tkivu 1 serumu bolesnika sa RA u koncentracijama koje su znatno vise
nego u sinovijalnom tkivu i serumu bolesnika sa osteoartritisom (Niu i sar, 2010).
Utvrdeno je da promoviSe infiltraciju ¢elija u sinovijalnom tkivu i time diprinosi
strukturnom os$te¢enju zglobova. Nasi rezultati su pokazali da je in vitro tretman
alfakalcidolom kulturi PBMC zdravih doveo do visoko statisticki znacajnog
smanjenja produkcije IL-21. Isti efekat pokazan je i u kulturi PMBC bolesnika sa
aktivnim RA gde je in vitro tretman alfakalcidolom doveo do visoko statisticki
znacajnog smanjenja produkcije IL-21. Rezultati su u skladu sa prethodno navedenim
nalazima za IL-17 $to je ocekivano imajuéi u vidu da su ova dva citokina deo istog
citokinskog puta. In vitro tretman kalcitriolom imao je takode inhibitorni efekat na
produkciju IL-21 u kulturama i u odnosu na tretman alfakalcidolom ova inhibicija je
bila snaznija.

Interleukin-6 je 22-29 KD glikoprotein. Proizvode ga razliite ¢elije kao Sto su B
¢elije, T celije, fibroblasti, endotelijalne c¢elije, monociti, makrofagi, keratinociti,
hondrociti i neke tumorske celije. IL- 6 receptor (IL6-R) ima dva lanca , IL-6-
specificni receptor (IL - 6RA) 1 gp130 signalni protein. Obe subjedinice postoje i u
solubilnoj formi. U klasi¢nom signalnom putu, IL- 6 se vezuje za transmembranski
IL-6R 1 nakon toga ovaj kompleks se udruzuje sa signalnim molekulom, gp130, koji
indukuje aktivaciju signalnih dogadaja u ciljnim ¢elijama preko proteina Janus kinaze.
Transmembranski IL - 6R je eksprimiran na samo nekim ¢elijama poput hepatocita i
nekih leukocita, dok je gp130 eksprimiran na svim ¢elijama (Stefan i sar, 2012).
Trans-signalni put se aktivira preko solubilne forme IL-6R koja nema
transmembranski 1 citoplazmatski region 1 vezuje se za membransku gpl30
subjedinicu. Visok nivo IL- 6 je pronaden u krvi i sinovijalnoj te¢nosti bolesnika sa
RA. IL-6 izaziva inflamaciju i razaranje zglobova deluju¢i na neutrofile koji stvaraju
reaktivna kiseoni¢na jedinjenja i proteoliticke enzime (Dayer i Choy, 2010).
Pospesuje diferencijaciju osteoklasta preko receptora aktivatora NF - kappa B
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zavisnih liganda (RANKL) ili preko RANKL nezavisnih mehanizama (Yuji i Toshio,
2014). On takode pokazuje sinergizam sa IL - 1b i TNF-a u proizvodnji vaskularnog
endotelijalnog faktora rasta (VEGF), koji je kljucni citokin u stvaranju i odrzavanje
panusa koji predstavlja zapaljensko vaskularno tkivo u zglobu (Dayer i Choy, 2010).
Neki od laboratorijskih nalaza kod bolesnika sa RA kao $to su povecan nivo C -
reaktivnog proteina (CRP), hipoalbuminemija i hiperkoagulabilnost posredovani su IL
- 6. Pokazano je da je povecanje nivoa IL - 6 povezano sa pove¢anom verovatno¢om
nastanka infarkta miokarda (Yuji i Toshio, 2014). U nasem istraZivanju pokazali smo
da nakon in vitro tretmana alfakalcidolom kao i kalcitriolom u kulturi PBMC
bolesnika sa aktivnim RA, dolazi do smanjenja produkcije ovog citokina, ali za
razliku od efekata drugih proinflamacijskih citokina koje smo ispitivali (TNF-alfa, IL-
17 1 IL-21) postignuto smanjenje nije bilo znacajno. Interesentno je da iako se IL-6 u
najve¢oj meri smatra proinflamatornim citokinom ovaj citokin ima i1 mnoga
regenerativna i anti-inflamatorna svojstva. Smatra se da trans-signalni tip aktivacije
IL-6R  ima proinflamacijski efekat dok se anti-inflamacijska dejstva ostvaruju
klasi¢nom signalizacijom (Scheller J, 2011).

Citokin ¢ija uloga u patogenezi RA je joS uvek kontroverzna je interferon gama (Lin i
Young, 2013). Ovaj citokin pripada Thl proinflamatornom citokinskom profilu.
Medutim, IFN-gama nije prisutan ili se detektuje u vrlo niskom nivou u sinovijskoj
membrani obolelih od RA 1 retko se detektuje u sinovijskoj tecnosti (Mc Iness, 2007).
Na zivotinjskom modelu artritisa indukovanog kolagenom pokazano je da davanje
IFN-gama ublazava bolest. Utvrdeno je i da IFN-gama inhibira produkciju MMP
indukovanu interleukinom 1 beta u kulturi sinovijalnih fibroblasta obolelih od RA kao
1 da ispoljava snaznu negativnu regulatornu funkciju na privla¢enje neutrofila u
artritisu (Page 1 sar, 2010; Alvaro Gracia i1 sar, 1990) su pokazali da u kuturi
sinoviocita koji su sli¢ni fibroblastima postoji antagonizam izmedu TNF-alfa i IFN-
gama. TNF-alfa je inhibirao HLA-DR ekspresiju indukovanu IFN-gama a sa druge
strane IFN-gama je inhibirao efekte TNF-alfa u kulturi - proliferaciju sinoviocita i
produkciju koagenaze 1 GM-CSF. [ u naSem istraZivanju primec¢eno je da je primena
alfakalcidola in vitro imala razli¢it efekat na produkciju IFN-gama u odnosu na TNF-
alfa. Naime ovaj tretman je doveo do povecanja produkcije IFN-y u kulturi PBMC
zdravih 1 bolesnika sa RA, za razliku od opazenog veoma znacajnog smanjenja
produkcije TNF-a u istim eksperimentalnim uslovima. Kalcitriol primenjen in vitro je
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takodje imao stimulatorni efekat na produkciju IFN-y i u kulturi PMBC zdravih
kontrola i bolesnika sa RA. Za razliku od naSeg istrazivanja u studiji
Jirapongsananuruk i sar, (2000) pokazano je da 1,25(OH)2D3 ima inhibitorni efekat
na produkciju IFN-gama u kulturi PBMC zdravih, medutim u ovoj studiji su za

stimulaciju PMBC kori$¢ena anti-CD3 antitela koja deluju samo na zrele T ¢elije.

Nase istrazivanje je obuhvatilo 1 ispitivanje citokina Th2 tipa koji se u osnovi
smatraju anti-inflamatornim (IL-4 1 IL-10). U animalnom modelu artritisa
indukovanog kolagenom, pokazano je da povecana ekspresija IL - 4 lokalno sprecava
nastanak erozije kosti i hrskavice. Analiza kostanog tkiva pacijenata sa artritisom
pokazala je konzistentnu supresiju tipa I kolagena, a da pod dejstvom IL - 4 dolazi do
poboljSanja sinteze prokolagena tipa I, $to sugeriSe ulogu IL- 4 u oporavku tkiva (
Lubberts i sar, 2000 ). Kod pacijenata sa ranim RA, proizvodnja IL - 4 u sinovijalnim
membranama je veca u poredenju sa zdravim kontrolama (Raza i sar, 2005). U studiji
Collin 1 sar (2010) pokazano je da je produkcija IL-4 od strane PBMC pacijenata sa
ranim artritisom bila gotovo upola manja od produkcije u zdravim kontrolama.
Prisustvo 1,25(0OH)2D3, je povecalo, na dozno zavisni nacin, produkciju IL-4 u grupi
pacijenata sa ranim artritisom, te je produkcija IL-4 gotovo dostigla vrednosti
dobijene kod zdravih. I u nasoj studiji, in vitro tretman alfakalcidolom je u kulturi
PBMC zdravih doveo je do znacajnog povecanja produkcije IL-4. Isti efekat dobijen
je 1 u kulturi PBMC bolesnika sa aktivnim RA. In vitro tretman kalcitriolom imao je
isti efekat u kulturi PMBC bolesnika sa aktivnim RA, dok je porast produkcije IL-4 u
PBMC zdravih bio znacajno visi ne samo u odnosu na vrednost pre tretmana ve¢ i u
odnosu na tretman alfakalcidolom.
Interleukin-10 je antiinflamatorni citokin koga produkuju monociti, makrofagi i T- i
B- limfociti. Ovaj citokin smanjuje sintezu proinflamatornih citokina kao S$to su
TNFa, IL-1a, IL-1b, IL- 6, IL- 8 , IL-12 i GM - CSF (Pia i Juha, 1997) . Osim toga,
inhibira ekspresiju HLA - DR i B7 molekula §to posledi¢no sprecava prezentaciju
antigena od strane makrofaga sinovijske tecnosti i periferne krvi bolesnika sa RA.
(Mottonen 1 sar, 1998). Pokazano je i da inhibira produkciju MMP i stimuliSe
stvaranje tkivnog inhibitora metaloproteinaze - 1 (TIMP-1) od strane monocita.
Interleukin-10 moze i da inhibira proizvodnju prostaglandina E2 indukovanu sa TNF-
alfa u kulturi sinovijalnih fibroblasta (Joel i sar, 2001).
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Na misijem modelu artritisa indukovanog kolagenom pokazano je da ubrizgavanje IL-
10 suprimira bolest (Joel i sar, 2001). Pozitivni efekti IL-10 ogledaju se u smanjenju
produkcije IgG2a , IL - 1b, IL-2 1 inhibiciji aktivnosti limfocita specifi¢nih za koagen
(Apparailly i sar, 1998). U naSoj studiji, pokazali smo da je in vitro tretman
alfakalcidolom u kulturi PBMC bolesnika sa aktivnim RA doveo do blagog povecanja
produkcije IL-10. In vitro tretman kalcitriolom doveo je do izrazenijeg statisticki
znacajnog povecanja nivoa produkcije IL-10 u kulturi PBMC bolesnika sa aktivnim
RA. I Heine i saradnici (Heine i sar, 2008) su pokazali da kalcitriol promovise
produkciju IL-10 ali na modelu B ¢elija zdravih stimulisanih kao i u nasoj studiji
PMA i jonomicinom.

TransformiSu¢i faktor rasta (TGF)-beta je zajednicki naziv za familiju
molekula koji ispoljavaju i proinflamatorni i anti-inflamatorni efekat na imunski
odgovor. Do sada su identifikovana tri ¢lana ove familije TGF-1, TGF-B2 and TGF-
B3. lako i TGF-B1 i TGF-B3 imaju imunoregulatorne funkcije smatra se da balans
izmedu profibroticnog TGF-B1 1 anti-fibroticnog TGF-B3 odreduju sudbinu funkcije
organa posle inflamacije (Fujio, 2016, in press). Efekti TGF-B u autoimunskim
inflamatornim bolestima su kompleksni i teSko predvidivi, Sto ogranicava klinicku
primenu njegovih inhibitora ( Smolen i sar, 2007; Sebastien i sar, 2013). Pokazano je
da se genetski nedostatak TGF-B1, najpotentnije TGF-B izoforme, dovodi do teSke
multi - organske inflamacije i autoimunosti (Arvikar i sar, 2013) . Uloga TGF- u RA
patogenezi ostaje kontroverzna, i postoje razli¢iti podaci iz in vitro eksperimenata sa
humanim reumatoidnim sinovijalnim ¢elijama (Firestein , 2009; Wan i Flavell, 2008).
TGF-B eksprimira vecina ¢elijskih komponenata u sinoviji bolesnika sa RA, pretezno
makrofagi i T limfociti (Stockinger i Veldhoen, 2007; Firestein ,2009) . U animalnom
modelu artritisa, intraperitonealno davanje TGF - bl moze spreciti ili ublaziti
simptome artritisa (Bettelli 1 sar, 2006). Takodje ubrizgavanje TGF - BI $titi od
razvoja artritisa u animalnom modelu artritisa (Zhou 1 sar, 2008). Medutim,
intraartikularna primena TGF - bl izaziva upale i1 oStecenja zglobova kod zdravih
pacova (Vasanthi i sar, 2007).

Nekoliko studija je pokazalo prisustvo TGF-B1 u sinovijalnom tkivu i sinovijalnoj
teCnosti bolesnika sa RA (Finnegan i sar, 1999) i vecu ekspresiju TGF- receptora tipa
I (TGF bRII) u sinovijalnim fibroblastima u reumatoidnom artritisu odnosu na

osteoartritis (Joosten i sar, 1997).

oV



Nasi rezultati su pokazali da je in vitro tretman alfakalcidolom je u kulturi PBMC
bolesnika sa aktivnim RA doveo do znacajnog povecanja produkcije TGF-f. Isti ali
ne tako ubedljiv efekat ostvario je i in vitro tretman kalcitriolom.

Za in vitro tretmana PBMC zdravih 1 kontrola osim alfakalcidola i kalcitriola
koristili smo 1 metilprednizolon sam ili zajedno sa alfakalcidolom. Kortikosteroidi u
malim dozama se primenjuju u RA zbog njihovog antiinflamatornog dejstva.
Inhibicija inflamacije moze da spreci progresiju oSte¢enja kostiju i hrskavice u RA ali
ne u potpunosti. U naSem istraZivanju je pokazano da metilprednizolon u kulturi
PBMC bolesnika sa aktivnim RA ima inhibitorni efekat na produkciju citokina Th1
tipa (TNF-a 1 IL-6), Th17 tipa (IL-17) 1 ne ispoljava stimulatorni efekat na produkciju
Th2 tipa citokina (IL-4 i1 IL-10), Sto je u skladu sa nalazima studije Collin i sar.
(2010). Medutim, u kulturi PBMC zdravih tretiranih metilprednizolonom nije opazen
pad produkcije Thl7 tipa citokina, posebno IL-17. Moguce je da tip stimulacije koji
smo koristili (PMA-+jonomicin) pospesuje skretanje Thl u Th17 kod zdravih 1 znatno
povecava produkciju Th17 tipa citokina. U eksperimentalnoj studiji  Miljkovi¢ 1 sar
(J of Neuroinflammation) opaZeno je da je u celijama ki¢mene mozdine pacova
stimulisanim PMA+ jonomicin i tretiranim metilprednizolonom proporcija IFN-gama
produkujucih ¢elija je bila redukovana ali ne 1 IL-17 produkujuéih ¢elija.

Od posebnog znafaja su 1 naSi rezultati zajednickog dejstva alfakalcidola i
metilprednizolona na produkciju citokina. Pokazali smo da postoji sinergisticko
dejstvo alfakalcidola i metilprednizolona na produkciju proinflamatornih citokina,
posebno TNF-alfa i IL-17 u kulturi PBMC bolesnika sa aktivnim RA. Sli¢ni rezultati
prikazani su u studiji Collina 1 sar. koji su pokazali da 1,25(OH)2D3 ima povoljan
efekat na Th1/Th17 1 Th2 profil PBMC bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom
visokog stepena aktivnosti 1 potencira efekte deksametazona na produkciju Th1/Th17
citokina. Autori smatraju da 1,25(OH)2D3 1 njegovi analozi mogu da potenciiraju
inhibitorni efekat deksametazona na aktivnost osteoklasta i da na taj na¢in mogu da
imaju dodatnu ulogu kada se kombinuju sa kortikosteroidima u prevenciji fokalnih
kostanih erozija u RA. Takode, isti¢u da primena 1,25(OH)2D3 moze da se razmotri 1
u prevenciji Thl a specijalno Th2 polarizacije u veoma ranom stadijumu RA S§to bi
moglo da dovede do usporavanja ili sprecavanja dalje progresije bolesti. Takode,
Studija Jirapongsananuruk i sar. (2000) je pokazala da kombinacija 1,25-OH,D;3 sa

kortikosteroidima znacajno poveéava imunosupresivni efekat kortikosteroida u Thl-
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posredovanom odgovoru i stoga moze da omoguci Stedljivu upotrebu kortikosteroida
u lecenju autoimunskih bolesti ili spreCavanju odbacivanja grafta nakon
transplantacije. Pokazano je da nema aditivnog imunosupresivnog efekta 1,25-OH,D;
1 kortikosteroida na Th2 proizvodnju citokina ve¢ da ovaj hormon stimuliSe
produkciju Th2 citokina i inhibira steroidima posredovanu supresiju ovih citokina, §to
je u skladu sa rezultatima nase studije. U naSem istrazivanju opazili smo i vece
povecanje produkcije anti-inflamatornog citokina, interleukina-10 kada je primenjen
kombinovani tretman. U skladu sa ovim nalazom su rezultati Baretta i sar (2002) koji
su pokazali da kombinacija deksametazona i vitamina D3 indukuje diferencijaciju
IL-10. Kombinovana terapija kortikosteroida i analoga vitamina D se ve¢ koristi za
lokalni tretman psorijaze (2014). U studiji Hidalgo i sar. 2010, pokazano je da
kalcitriol u kombinaciji sa glukokortikoidom deksametazonom poveéava nivo vitamin
D receptora (VDR) i vezivanje liganda u ¢elijama skvamocelularnog karcinoma.
Interesanatno je i da ukoliko se u kulturu osteoblasta koja je suplementisana
metotreksatom doda 1,25-OH;D; (Journal of Bone and Mineral Research 2009)
dodatno se povecava inhibitorni efekat metotreksata na proliferaciju osteoblasta.
Studija Ikuo i sar. (2006) pokazala je da vitamin D analozi inhibiraju
diferencijaciju dendritickih ¢elija kostne srzi, Tcl 1 Thl ¢elija, koje igraju
najznacajniju ulogu u imunskom odgovoru tipa 1. Rezultati nasih in vitro ispitivanja
su pokazali da alfakalcidol, kao sintetski analog kalcitriola, moze imati vaznu ulogu u
lecenju RA jer ispoljava efekte koji se ogledaju u modulaciji imunskog odgovora na
nivou Th1/Th17 i Th2 citokinske ravnoteze. U skladu s tim naSe istrazivanja je
obuhvatilo 1 ispitivanje efekata dvanaestonedeljne primene 2mcg alfakalcidolom kod
bolesnika sa aktivnim RA na produkciju citokina in vitro i in vivo, profil regulatornih
T ¢elija, parametre oksidativnog stresa i zapaljenja. Tokom prethodnih decenija jo$
nekoliko studija je potvrdilo terapeutski potencijal alfakalcidola u hroni¢nim
artritisima (Yamauchi 1989; Andelkovi¢ 1 sar, 1999; Gaal J i sar 2009). Rezultati
studije iz Srbije (Andelkovi¢ i sar, 1999), pokazali su da je kod bolesnika sa RA, na
bazicnoj terapiji, terapija alfakalcidolom u dozi od 2pg/dan alfakalcidola tokom tri
meseca, dovela do znacajnog klinickog poboljSanja koje je bilo u jakoj korelaciji sa in

vitro imunomodulatornim efektima.
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U nasoj studiji je pokazano da je produkcija proinflamatornih citokina Th1/Th17 tipa
(TNF-a, IL-6, IL-17) u kulturi stimulisanih PBMC posle 12 nedelja terapije
alfakalcidolom bila znacajno niza u odnosu na vrednosti pre terapije. Opazeno je i
znacajno povecanje produkcije anti-inflamatornih citokina IL-10, TGF-B i IFN-y. [ u
studiji Zold 1 sar (2011) primenjivana je terapija alfakalcidolom ali kod bolesnika sa
nedifrentovanom boles¢u vezivnog tkiva i to u dozama 0.5 pug, 1.0 ug i 1.5 pg dnevno
tokom 5 nedelja. Pokazano je da terapija sa 1.0 pg alfakalcidola dnevno inhibira i
Thl 1 Th 17 ¢elije 1 preusmerava imunski odgovor u pravcu predominacije
reguatornog citokina IL-10 S$to je u skladu sa nasSim rezultatima. Za razliku od nalaza
(Zold 1 sar.) koji su pokazali da terapija alfakalcidolom dovodi do znacajnog sniZenja
IL-17, IL-6, 1L-23 i IFN-gama i povecanja IL-10 u nasoj studiji nije bilo znacajne
promene u nivou serumskih citokina posle terapije, ¢ak je primecen i1 porast IL-17.
Ovo je najverovatnije posledica razli¢itog cirkadijalnog ritma produkcije citokina kod
ispitivanih bolesnika (Zhou K, 2010), $to nije od znacaja kada se ispituje stimulisana
produkcija u kulturi PBMC. Napominjemo i da je u studiji Zold i sar. broj bolenika po
grupama bio mali (sedam).

U nekoliko studija na animalnim modelima, pokazano je da regulatorne T
¢elije (T reg) imaju predominantno proinflamatornu ulogu u patofizioloskim
procesima nekih oboljenja, dok rezultati drugih studija dokazuju njihovu ulogu u
inflamatornim procesima u zglobovima. Uzevsi sve u obzir, smatra se da zapravo
funkcionalna blokada Treg celija igra najvazniju ulogu u imunopatogenezi RA,
najverovatnije zbog inhibicije njihove funkcije proinflamatornim citokinima, zbog
povecanja broja aktiviranih efektorskih T celija ili mozda zbog Cinjenice da neke
potpuno diferentovane T reg celije mogu biti veoma nestabilne (Bayry 1 sar, 2007;
Han 1 sar, 2008; Van Amelsfort i sar, 2007). Zaiss i sar u svojoj studiji su pokazali da
povecanje aktivnosti i broja Treg celija ima veoma dobre efekte u leCenju
inflamacijom-indukovanog gubitka kostane mase kod bolesnika sa RA, kao i u
poboljsanju klinickih znakova artritisa. Takode, rezultati nekoliko studija u kojima je
dokazana mogucénost Treg celija da suprimiraju inflamatorni odgovor kako u
bolesnika tako i u animalnim modelima artritisa, ucinili su ih interesantnim u lecenju
RA. Analizom Treg limfocita u perifernoj krvi bolesnika sa aktivnim RA koji su bili
ukljuceni u nas istrazivacki protokol, prime¢en je manji procenat aktiviranih Treg

¢elija (HLA-DR+ u odnosu na ukupne T-reg limfocite) u odnosu na kontrolnu grupu
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zdravih. Nasuprot tome, procenat ukupnih Treg celija (Treg u odnosu na ukupne
CD4+) je bio nesto visi kod bolesnika u odnosu na grupu zdravih kontrola. Nakon
dvanaestonedeljnog tretmana alfakalcidolom, u grupi bolesnika sa RA doslo je do
povecanja procenta aktiviranih Treg celija (HLA-DR+ u odnosu na ukupne T-reg
limfocite) u odnosu na vrednosti detektovane na pocetku studije, i to do nivoa koji je

zabelezen u grupi zdravih kontrola.

Slicno nasim rezultatima, analiza T reg u perifernoj krvi netretiranih HIVom
inficiranih pacijenata otkrila je poveéanje ucestalosti T reg (T reg prema ukupnim
CD4 T c¢elije) pri ¢emu se njihov apsolutni broj (Treg po mikrolitru krvi) nije
razlikovao od zdravih kontrola. Ali za razliku od dejstva terapije alfakalcidolom u
nasoj studiji, kod tretiranih HIV - inficiranih pacijenata, apsolutni broj kao i u€estalost
T reg ¢elija su bili nizi u odnosu na vrednosti pre tretmana, i nisu bili znacajno
razli¢iti od onih nadenih u zdravih kontrola ( Epple i sar, 2006). Poznato je da TGF-f
igra kljuénu ulogu u diferencijaciji i funkciji regulatornih T ¢elija (Treg) u miSijem
modelu indukujuci ekspresiju FoxP3 in vivo i in vitro (Kerstin 1 Steffen, 2015).
Signalizacija preko TGF-B stiti T reg celija od apoptoze (Petrovic-Rackov, N.
Pejnovic, 2006). Pokazano je da T reg celije imaju zaStitnu ulogu u artritisu
indukovanom kolagenom (En-Yin i sar, 2015). U naSem istrazivanju je opazeno da
posle suplementacije in vitro i dvanaestnedeljne terapije alfakalcidolom dolazi do
znafajnog povecanja produkcije TGF-beta citokina $to je moglo da doprinese

povecanju aktiviranih T reg.

Smatra se da je superoksidni anjon (O;) jedan od inicijatora slobodno
radikalskih reakcija. SOD je enzim odgovoran za konverziju O, vaznog ROS, u
vodonik peroksid (H,O,). U ovoj studiji, tretman alfakalcidolom (12 nedelja),
znaajno smanjuje aktivnost SOD u eritrocitima pacijenata sa aktivnim RA do nivoa
dobijenih u zdravoj kontrolnoj grupi. Sli¢ni rezultati su pokazani u studiji Radovici et
al.(), gde je pokazano da dvanaestonedeljni tretman alfakalcidolom kod bolesnika sa
juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), smanjuje aktivnost SOD do nivoa ¢ak nizeg
nego u kontrolnoj grupi zdravih, potvrdujuci time ulogu vitamina D u regulaciji
redoks sistema ¢elije.

Jedno objasnjenje moze biti ¢injenica da je proizvodnja SOD stimulisana kroz Thl

¢elijski 1 humoralni imunitet, koji su suprimirani tretmanom alfakalcidolom. Sli¢no, u
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studiji Cimen 1 sar. primeceni su vi$i nivoi SOD kod pacijenata sa RA nego u
kontrolnoj grupi, ukazujuéi na to da bi prekomerna produkcija slobodnih radikala
mogla biti pre kroz ksantin - ksantin oksidaza sistem nego kao posledica poremecaja
antioksidantnog sistema. Isto tako, Vijaikumar i sar. u svojoj studiji pokazali su
povecanje nivoa SOD 1 GPx koji mogu biti prisutni zbog dismutacije viska
superoksidnih radikala koji se generi$u i difunduju sa mesta zapaljenja i zbog cega
dolazi do povecane ekspresije antioksidativnog sistema odbrane RA pacijenata.
Medutim Akiol 1 sar. 1 Ozkan 1 sar. nisu prijavili nikakve promene u nivou aktivnosti
SOD izmedu pacijenata sa RA i kontrola.

Medutim nasi nalazi su u suprotnosti sa nalazima Chandankhede i sar. i Desai i sar.
koji su pokazali smanjenu aktivnost antioksidantnih enzima SOD kod pacijenata sa

RA u odnosu na kontrole, ali pacijenti u studijama nisu bili u aktivnoj fazi bolesti.

Osim toga, nasi rezultati su pokazali da je dvanaestonedeljni tretman alfakalcidolom
promenio odgovor PBMC pacijenata sa aktivnim RA na stimulaciju, spre¢avajuci
proizvodnju Oy 1 depolarizaciju mitohondrijalne membrane, sto podrzava rezultat
smanjene SOD aktivnosti u eritrocitima posle 12 nedelja tretmana kod pacijenata sa
RA. S obzirom da je vitamin D membranski antioksidans koji je u stanju da inhibira
gvozde-zavisnu lipozomalnu peroksidaciju membranskih lipida stabilizacijom ¢elijske
membrane 34, ovaj rezultat pokazuje moguci zastitni uticaj alfakalcidola na PBMC

osetljivost na indukovani oksidativni stres nakon stimulacije.

Ovo bi moglo biti znacajno jer je u nasim eksperimentima stimulacija dovela do
povecanja proizvodnje O, i podsticanja depolarizacije mitohondrijalne membrane, ne
samo kod pacijenata pre tretmana, sto je u skladu sa rezultatima Bulua i sar . ve¢ i u

PMBC zdravih kontrola.

CAT 1 GPx su enzimi ukljuceni u neutralizaciju H,O,. Dok se reakcijom koju
katalizuje CAT proizvodi kiseonik i H,O,, GPx koristi GSH koji se oksidiSe tokom
reakcije koja proizvodi vodu iz H>O,. U ovoj studiji aktivnost CAT bila je veca u
eritrocitima RA pacijenata pre tretmana u poredenju sa kontrolama. Pored zasStite
¢elija od oStecenja izazvanog ROS, pokazano je da ekspresija CAT in vitro 1 in vivo
utice na ekspresiju gena odgovornih za zapaljenje (Benhamou i sar, 1998).

Zanimljivo, samo za CAT smo pokazali da dvanaestonedeljna terapija alfakalcidolom
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vrlo znacajno smanjuje aktivnost ovog enzima do nivoa znacajno nizeg u poredenju sa
zdravim kontrolama. Ovaj nalaz snazno podrzava mogucnost upotrebe alfacalcidola
kao dodatne terapije u RA, jer je CAT zapravo enzim koji pokazuje vodecu ulogu u
detoksikaciji H,O, unutar eritrocita, iako je pokazano je da je ovaj enzim snazno
povisen u sinovijskoj te¢nosti u RA (Biemond i sar, 1994) Na$ nalaz postojanja
znaCajne korelacije izmedu promene CAT aktivnosti i nivoa CRP u ukazuju na

znacajnu ulogu aktivnosti CAT u patogenezi RA.

Pokazano je da u uslovima jakog oksidativnog stresa GPx moze biti inaktiviran jer
02- moze inhibirati funkciju peroksida. (Neupane 2008) Ovo bi moglo objasniti nas
nalaz smanjene aktivnosti GPx u eritrocitima pacijenata sa aktivnim RA pre tretmana
u poredenju sa kontrolama. Takode, Cimen i sar utvrdili su da GPx verovatno ne
moze da igra vaznu ulogu u reumatskim bolestima. Afinitet GPx za H,O, je veci nego
afinitet katalaze, $to cini GPx efikasnijom u uslovima niske koncentracije H,O,.

Smanjena aktivnost GPx uslovila je smanjeno koriS¢enje GSH u eritrocitima, cime se
moze objasniti povec¢ana koncentracija GSH u eritrocitima. Pokazano smanjenje GSH
u eritrocitima posle terapije alfakalcidolom pokazuje da pacijenti pokuSavaju da vrate

normalne nivoe GSH kako se njihovo stanje poboljsava.

Pored nivoa glutationa i aktivnosti antioksidativnih enzima takode smo procenjivali
prisustvo lipidne peroksidacije merenjem nivoa MDA. Nasi rezultati su pokazali da su
kod pacijenata, nivoi MDA znacajno poviSeni u poredenju sa kontrolama, ali posle
terapije alfacalcidolom pacijenata nivoi MDA u plazmi su bili nizi, sto je u skladu sa
nalazima drugih studija (Radovic i sar 2012; Bao 1 sar 2008) koje govore u prilog

postojanja zastitne uloge alfacalcidola u pro-oksidativnim uslovima.

Nakon dvanaestonedeljne terapije alfakalcidolom, kod nasih pacijenata doslo je do
znacajnog smanjenja parametara zapaljenje (SE, CRP) i klinickog poboljsanja
procenjenog na osnovu DAS 28 indeksa. Nakon terapije, znacajno se promenila i
distribucija pacijenata prema nivou aktivnosti bolesti. Na pocetku studije, najveci broj
pacijenata je bio u grupi visoke aktivnosti bolesti dok je svega 16 % pacijenata bilo u
grupi umerene aktivnosti bolesti. Nije bilo pacijenata sa niskom aktivnos¢u bolesti.
Posle terapije alfakalcidolom, samo 16 % pacijenata je ostalo u grupi visoko aktivne
bolesti, dok su svi ostali imali umereno aktivnu bolest i nisku aktivnost bolesti.
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Nijedan bolesnik nije iskljucen iz ispitivanja zbog nezeljenih efekata. Nasi rezultati su
u skladu sa rezultatima studije Andelkovi¢ i sar . u kojoj je pokazano da je kod 89%
bolenika sa RA nakon tri meseca terapije alfakalcidolom doslo do pada aktivnost
bolesti procenjene Ritchi indeksom, a kod 45% obolelih je doSlo i do kompletne
remisije bolesti. Tokom tri meseca ovog ispitivanja otvorenog tipa, ni kod jednog od
19 RA bolesnika, nisu uoceni znacajni nezeljeni efekti. Nivoi serumskog kalcijuma i
jonizovanog kalcijuma ostali su u fizioloSkom opsegu. U studiji Gaal i1 sar. koja je
sprovedena na bolesnicima sa psorijaznim artritisom pokazano je da terapija
alfakalcidolom dovodi do smanjenja aktivnosti bolesti kao i do supresije Thl
imunskog odgovora.

Poznato je da upotreba alfakalcidola umesto 1,25(OH).Ds; omogucava koriS¢enje
vecih doza sa manjim rizikom od hiperkalcemije, $to povecava njegov potencijal kao
terapeutskog agensa (Lau i Baylink, 1999).

U nasoj studiji pracena je i koncentracija 250HD3 posle terapije alfakalcidolom.
Forma 25(OH)D ima najve¢u koncentraciju u humanom serumu i najstabilniji je
metabolit vitamina D, sa visokim afinitetom se vezuje za serumski vitamin D vezujuéi
protein u krvi kao i za druge proteine iz superfamilije albumina. Kao takav, 25(OH)D
u serumu je najbolji pokazatelj dostupnog vitamina D u domacina, nastalog ili
sintezom u kozi ili unosom putem ishrane. Ipak, ovaj oblik jos§ uvek nije hormon; on
je zapravo prehormon prirodnog hormona i1 skoro da ne vrsi bilo kakvu biolosku
ulogu u organizmu ( Nuti 1 sar, 2006). Kao rezultat negativne povratne sprege kojom
se kontrolise poslednji korak aktivacije 25(OH)D u aktivnu formu 1,25(0OH)2D3 u
bubrezima, suplementacija obi¢nim vitaminom D nikada ne¢e dovesti do poveéanja
nivoa hormona D do nivoa koji moze imati imunomodulatorne i/ili antioksidativne
efekte. 46,44 (Nordin 1 sar. 1999; Lau 1 Baylink, 1999). U nasoj studiji smo pokazali
da nema znacajne promene u nivou 25(OH)D kod pacijenata sa aktivnim RA pre i
posle dvanaestonedeljnog tretmana alfakalcidolom. U skladu sa tim, znacajno je
naglasiti da merenje 25(OH)D nivoa, kao jedinog standardizovanog pokazatelja stanja
vitamina D u organizmu, zapravo predstavlja samo odraz ravnoteze izmedu njegovog
unosa hranom i/ili suplementacije vitaminom D i njegovog koriS¢enja u lokalnim
tkivima kao aktivnog hormona D (Cutolo i Pizzorni, 2011) Sto ne odrazava nivo

aktivnog hormona D.
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Uprkos ranijim uverenjima, nedavno je pokazano da alfakalcidol, in vitro, deluje
direktno na produkciju proinflamatornih i antiinflamatornih citokina bez potrebe da

bude dodatno hidroksilisan na poziciji 25 (Vojinovic 1 sar, 2012).
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7. ZAKLJUCCI

1. Alfakalcidol na isti nacin kao 1 kalcitriol moduliSe produkciju citokina u kulturama

mononuklearnih ¢elija periferne krvi zdravih osoba i obolelih od Reumatoidnog artritisa.

2. Kod zdravih osoba u kulturama stimulisanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi:

Suplementacija  alfakalcidolom dovodi do statisticki znacajnog smanjenja
produkcije proinflamatornih citokina IL-17, IL-21 i TNF-o. i znacajnog porasta
produkcije anti-inflamatornih citokina IL-4 1 IFN-[7J;

Suplementacija metilprednizolonom dovodi do statisti¢ki znacajnog porasta
produkcije IL-17, IL-4 i IFN-[1, dok blago poveéanje produkcije IL-21 nije
dostiglo nivo statisticke znacajnosti;

Istovremena suplementacija alfakalcidolom i metilprednizolonom dovodi do
dodatnog, jo$ potenciranijeg statisticki znacajnog povecanja produkcije 1L-4 i

IFN-[], i smanjenja produkcije IL-17 1 IL-21.

3. Stimulisane kulture mononuklearnih ¢elija periferne krvi, bez suplementacije, bolesnika

sa Reumatoidnim artritisom imaju znacajno vecu produkcij TNF-a i IFN-y u odnosu na

kulture zdravih osoba.

4. Kod bolesnika sa Reumatoidnim artritisom u kulturama stimulisanih mononuklearnih

¢elija periferne krvi:

Suplementacija alfakalcidolom dovodi do statisticki veoma zna¢ajnog smanjenja
produkcije proinflamatornih citokina IL-17, IL-21 i TNF-a, s tim da smanjenje IL-
6 nije dostiglo statisticku znaCajnost §to je praceno znacajanim porastom
produkcije anti-inflamatornih citokina IL-4, TGF-f i IFN-[] s tim da porast
produkcije IL-10 nije dostigao statistiCku znacajnost;

Suplementacija kalcitriolom dovodi do uporedive (bez statisticki znacajne razlike)
modulacije citokina u odnosu na tretman alfakalcidolom, osim produkcije TGF-f3
koja je bila smanjena;

Suplementacija metilprednizolonom dovodi do znacajnog smanjenja produkcije
IL-6, IL-17, TNF-a i IL-4, dok povecanje produkcije IL-21, IL-10 1 IFN-[] nije

bilo znacajno;
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o Istovremena suplementacija alfakalcidolom i1 metilprednizolonom dovodi do

dodatnog, jo§ izraZenijeg smanjenja produkcije IL-17 1 TNF-a.

Kod bolesnika sa Reumatoidnim artritisom oralna terapija sa 2mcg alfakalcidola dnevno u
toku 12 nedelja dovela je do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti bolesti merenog
DAS28 (SE) skorom (ADAS28 >1,5), i znaajnog smanjenja nivoa C-reaktivnog proteina.
Posle 12 nedelja terapije alfakalcidolom u kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi
bolesnika sa Reumatoidnim artritisom dolazi do statisticki veoma znacajnih promena
stimulisane produkcije proinflamatornih i anti-inflamatornih citokina. Produkcija IL-6,
IL-17 1 TNF-a je statisticki znacajno niza dok je produkcija IL-10, TGF-B i IFN-[]
statisticki znacajno visa u odnosu na vrednosti pre terapije.

Procenat aktiviranih regulatornih T limfocita u perifernoj krvi bolesnika sa aktivnim RA
je bio nizi u odnosu za kontrolnu grupu zdravih. Posle 12 nedelja terapije alfakalcidolom
dolazi do povecanja procenta aktiviranih T regulatornih ¢elija i to do nivoa koji je
zabelezen u grupi zdravih kontrola.

Primena terapije alfakalcidolom u toku 12 nedelja znacajno je modulisala parametre
oksidativnog stresa u perifernoj krvi bolesnika sa aktivnim Reumatoidnim artritisom u
pravcu antioksidativne zastite

e Primena terapije alfakalcidolom u toku 12 nedelja znacajno je modulisala
aktivnost enzima antioksidativne zastite u eritrocitima bolesnika sa Reumatoidnim
artritisom, dovode¢i do smanjenja aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze i
nivoa glutationa. Uz to, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
promene aktivnosti katalaze i promene nivoa CRP-a pre i posle tretmana alfakalcidolom.

e Nakon dvanaest nedelja oralne terapije sa 2mcg alfakalcidola dnevno doslo je do
znacajnog smanjenja proizvodnje superoksidnog anjona i odsustva depolarizacije
unutraSnje mitohondrijalne membrane mononuklernih ¢elija priferne krvi
bolesnika sa Reumatoidnim artritisom.

e Bolesnici sa aktivnim Reumatoidnim artritisom imaju statisticki znacajno visi
nivo malon-dialdehida u plazmi u poredenju sa kontrolnim zdravim osobama.
Terapija oralnim alfakalcidolom u dozi 2 mcg na dan dovela je do statisticki

znacajnog snizenja nivoa malon-dialdehida.
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