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IMUNOREAKTIVNOST NA PROTEINE HRANE KOD PACIJENATA SA
RANIM REUMATOIDNIM ARTRITISOM

REZIME

Uloga izmenjene crevne mukoze kao osnove nastanka autoimunosti u reumatoidnom
artritisu (RA) jos uvek nije razjasnjena. Kod bolesnika sa poodmaklim RA se mogu otkriti
antitela na razli¢ite antigene iz hrane. Poseban znacaj pridaje se IgG klasi ovih antitela
jer aktivacija njihovih receptora (CD16/ FcyIlIR) na ¢elijama imunskog sistema moze
imati veoma raznovrsne efekte. Nije poznato zasSto postoji povisena imunoreaktivnost na
antigene hrane kod bolesnika sa RA. Kao jedan od mogucih uzroka poviSene
imunoreaktivnosti na svakodnevne antigene iz hrane spominje se i enzim dipeptidil
peptidaza IV (DPPIV). Ovaj enzim menja aktivnost bioloski aktivnih peptida, a kao jedna
od najvaznijih uloga ove peptidaze navodi se njen doprinos aktivaciji T limfocita i
pokretanje imunskog odgovora. Brojna literatura opisuje serumsku aktivnost i ekspresiju
DPPIV u hroni¢nom reumatoidnom artiritsu, ali nema puno podataka o ulozi ovog enzima

u patogenezi ranog RA.

Rad je imao za cilj da se prou¢i moguca povezanost izmedu humoralne 1 celijske
imunoreaktivnosti na antigene prisutne u namirnicama (glijadin, proteini kravljeg mleka
i fitohemaglutinin) sa aktivno$cu bolesti u obolelih od ranog, nelecenog RA. Dodatno,
cilj je bio i da se odredi serumska aktivnost i ekspresija DPPIV na mononuklearnim
¢elijama krvi kod pacijenata sa RA 1 da se utvrdi njihova mogucéa povezanost sa klinickim
pokazateljima bolesti. Ispitivana je 1 ekspresija IgG receptora na povrSini

imunokompetentnih ¢éelija.

Studija preseka obuhvatila je 50 bolesnika sa ranim, neleCenim RA, kao i 100 osoba u tri
kontrolne grupe. U prvoj kontrolnoj grupi bilo je 30 obolelih od degenerativnih bolesti
zglobova i ki¢me, uskladjenih po polu i po starosti sa obolelima od RA. Drugu kontrolnu
grupu je ¢inilo 40 zdravih ispitanika, a tre¢u 30 bolesnika sa dugotrajnim RA (bolest
trajala duze od 5 god) koja je ucestvovala samo u ispitivanju ekspresije 1 serumske
aktivnosti DPPIV. Sadrzaj antitela na proteine iz hrane odredjivan je ELISA metodom,

stimulacija proliferacije limfocita u prisustvu antigena iz hrane MTT testom, ekspresija



DPPIV ispitivana je metodom protocne citometrije, dok je aktivnost DPPIV u serumu

merena direktnom fotometrijskom metodom.

Znacajno visi nivoi IgG antitela na glijadin uoceni su kod pacijenata sa ranim RA u
odnosu na zdrave osobe (p=0.014). Nivoi IgA i IgM antitela na proteine kravljeg mleka
bili su takodje visi kod pacijenata sa ranim RA u poredjenju sa kontrolnom grupom
zdravih osoba (p=0.0308), dok nije uocena znacajna razlika sa grupom bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova. Stimulacija proliferacije limfocita u prisustvu
glijadina/mleka nije se znacajno razlikovala izmedju ispitivanih grupa pacijenata sa rRA,
zdravih kontrola i bolesnika sa degenerativnim reumatizmom, ali je uo¢ena znacajno niza
stimulacija proliferacije limfocita kod bolesnika sa ranim RA u prisustvu samo PHA (p<
0.0001), ali i u kombinaciji PHA i glijadina/mleka (p< 0.0001/ p< 0.0001) u odnosu na
zdrave kontrole i osobe sa degenerativnim reumatizmom. DAS28 nije pokazao znacajnu
povezanost sa nivoima antitela na proteine iz hrane, ali je nivo anti-glijadinskih IgA
antitela korelirao sa brojem otecenih zglobova i nivoom CRP-a. Gustina receptora za 1gG
na limfocitima i granulocitima je bila povezana sa nivoom IgG antitela na glijadin.
Serumska aktivnost DPPIV je bila znacajno niza kod pacijenata sa ranim RA (p=0.024),
kod hroni¢nih RA (p<0.0001) i kod bolesnika sa degenerativnim reumatskim bolestima
(p< 0.0001) u odnosu na zdrave kontrole. lako je procenat ukupnih CD26+ leukocita bio
znacajno snizen kod bolesnika sa ranim RA, procenat CD26+ limfocita i monocita, kao i
gustina CD26 na ovim ¢elijama kod ovih pacijenata se nisu razlikovali u odnosu na zdrave
osobe. DAS28 nije bio povezan sa ekspresijom ili serumskom aktivnos¢u DPPIV, ali je
uocena znacajna negativna povezanost izmedju duzine bolesti (od pojave prvih simptoma

do uklju¢ivanja u ispitivanje) i serumske aktivnosti DPPIV.

PoviSeni nivoi antitela na glijadin 1 mleko su prisutni kod bolesnika sa ranim RA 1 mogu
imati ulogu u ranoj fazi ove bolesti aktivisu¢i IgG receptore na povrsini
imunokompetentnih celija. Smanjena serumska aktivnost DPPIV, ali ne i njena
ekspresija, upucuju na mogucu ulogu ovog enzima veoma rano u patogenezi RA i kao

takva moze imati klinicki znacaj u ranoj dijagnozi ove bolesti.

Kljuéne reéi: rani reumatoidni artritis, antigeni hrane, glijadin, proteini kravljeg mleka,
CD16, DPPIV/CD26
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IMMUNOREACTIVITY TO FOOD ANTIGENS IN PATIENTS WITH EARLY
RHEUMATOID ARTHRITIS

SUMMARY

The potential role of changed gut mucosa as a basis for development of autoimmunity in
rheumatoid arthritis (RA) has been assessed, but still remains unclear. Antibodies to food
antigens were detected in chronic RA, with the special emphasis on IgG class of
antibodies, because the activation of their receptors (CD16/FcyIlIR) on many different
immune cells can result in various effects. As a potential cause of this immunoreactivity
to food antigens, the enzyme dipeptidyl peptidase IV (DPPIV/CD26) is mentioned.
DPPIV/CD26 changes activity of biologically active peptides, but one of the most
important roles of this enzyme is activation of T lymphocytes and immune regulation.
The majority of published data deals with chronic, established RA disease. However, little
Is known about the possible role of DPPIVV/CD26 in the pathogenesis of early RA.

The aim of this study was to investigate possible relationship between humoral/cellular
immunity to food antigens and disease activity in treatment naive patients with early RA
(eRA). Moreover, the aim of this study was to determine the serum activity of DPPIV, its
expression on peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and to assess possible
correlations with disease activity (DAS28) in untreated patients with eRA. Furthermore,
expression of CD16 on immunocompetent cells of peripheral blood and its possible

relation to food antigens was examined.

Study included 50 patients with early, untreated RA, and 100 persons in three control
groups. First control group consisted of 30 patients with osteoarthritis, matched by age
and gender. Second control group included 40 healthy volunteers and third control group
consisted of 30 patients with chronic RA (tested only for DPPIV serum activity and
expression). ELISA tests were used to determine the levels of IgA, IgG and IgM
antibodies to gliadin and cow’s milk proteins (CMP), MTT test was used for the
determination of the stimulation of lymphocyte proliferation. Determination of
subpopulations (CD16, CD56, CD26) of immunocompetent cells was performed by flow

cytometry. Serum activity of DPPIV was determined by the direct photometric method.



Enhanced levels of 1gG antibodies to gliadin were detected in patients with eRA in
comparison with healthy persons (p=0.014). The levels of IgA and IgM antobodies to
CMP were significantly higher in patients with eRA compared to the group of healthy
volunteers (p=0.0308), but no difference was detected in comparison with osteoarthritis
patients. Stimulation of lymphocyte proliferation in the presence of food antigens with
addition of phytohemagglutinine as mitogen, was significantly lowered in patients’ group
(p< 0.0001 for gliadin and p< 0.0001 for CMP) compared to both healthy volunteers and
osteoarthritis patients. DAS28 did not show correlation with the levels of antibodies to
food antigens, however the number of swollen joints and the concentration of CRP were
positively correlated with the levels of IgA anti-gliadin antibodies. Furhtermore, mean
fluorescence intensity (MFI) of CD16 was directly correlated with the levels of IgG
antibodies to gliadin. Serum activity of DPPIV was lower in patients with eRA (p=0.024),
patients with cRA (p< 0.0001) and in osteoarthritis patients (p< 0.0001) in comparison
with healthy controls. Although, the percentage of overall CD26+ white blood cells was
significantly decreased in eRA patients (p<0.001), the percentage of CD26+ lymphocytes
and monocytes and MFI of CD26 on these cells in eRA patients showed no significant
difference compared to healthy volunteers. DAS28 showed no significant correlation with
CD26 expression or DPPIV serum activity, but significant inverse correlation between
the duration of symptoms and DPPIV serum activity was observed.

Antibodies to food antigens like gliadin and cow’s milk proteins are present in sera of
patients with early RA and could have possible role in the early stages of this disease
through activating 1gG receptors on immunocompetent cells. Decrease of DPPIV serum

activity, but not CD26 expression, is present in an early stage of rheumatoid arthritis.

Keywords: early rheumatoid arthritis, food antigens, gliadin, cow’s milk proteins, CD16,

DPPIV/CD26
Field of research: Medicine
Specific field of research: Molecular medicine (Rheumatology)
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1. UvOD

Reumatoidni artritis je multisistemsko, hroni¢no zapaljenjsko oboljenje koje se
manifestuje kao destruktivni poliartritis uz prisutne seroloske pokazatelje autoimunosti.
KarakteriSe ga hroni¢ni bol i destrukcija zglobova, ve¢i mortalitet u odnosu na zdravu
populaciju, povecéani rizik od invalidnosti sa visokim troskovima lecenja. Prevalencija
ove bolesti u svetu iznosi oko 1% (Gibofsky 2014), u severnoj Americi 0.9-1.1%
(Helmick i sar, 2008; Bernatsky i sar, 2014), u Kini oko 0.35% (Zeng i sar, 2015), u
Japanu izmedju 0.6 i 1% (Yamanaka i sar, 2014), u Evropi 0.31-1.1% (Symmons i sar,
2002; Neovius i sar, 2011; Otsa i sar, 2013; Rossini i sar, 2014). U Srbiji je procenjeno
da zahvata oko 0.35% populacije stanovnika (Zlatkovi¢-Svenda i sar, 2014). Ovo je
najcesce zapaljenjsko oboljenje zglobova i tri puta ¢esée se javlja kod Zena. Prvi simptomi
se mogu javiti u bilo kom dobu, medjutim najveca incidenca bolesti je u periodu od
Cetvrte do Seste decenije Zivota (Abdel-Nasser i sar, 1997). Klini¢ki, reumatoidni artritis
je simetri¢ni poliartritis koga karakteriSe hroni¢na sistemska inflamacija i limfocitna
infiltracija sinovije koji dovode do perzistentnog, progresivnog sinovitisa perifernih

zglobova, uz neretko prisutne i brojne ekstraartikularne manifestacije bolesti.

1.1 Etiologija reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis je oboljenje nepoznate etiologije. Smatra se da je ova bolest
multifaktorijalna, tj. da vaznu ulogu u patogenezi imaju kako genetski tako 1 faktori
spoljnje sredine. Pretpostavlja se da polimorfizmi razlicitih gena rezultuju promenjenom
regulacijom ili smanjenim pragom limfocitne aktivacije, a spoljni faktori iniciraju ili
pojacavaju aktivnost autoreaktivnih limfocita koji su uspeli da umaknu kontroli imunskog

sistema (Rosenblum i sar, 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Faktori koji dovode do autoimunosti. HLA- grupa gena, APC- antigen

prezentujuce Celije (preuzeto i modifikovano prema Rosenblum i sar, 2015)

1.1.1 Genetski faktori

Studije (Silman i sar, 1993; MacGregor i sar, 2000) su pokazale da genetski faktori
ucestvuju u patogenezi reumatoidnog artritisa u oko 50-60% slucajeva, dok su kod ostalih

u pitanju kombinacije genetskih i spoljnih faktora.

Danas su poznati brojni genetski faktori koji su u vezi sa reumatoidnim artritisom.
Najznacajniji medju njima su genski lokusi za HLA gene (HLA-DRB1, HLA-DPB1,
HLA-B) Kkoji imaju i najveéi doprinos u razvoju ove bolesti. Ovi geni se nalaze na
kratkom kraku Sestog hromozoma i kodiraju proteine za beta lanac MHC molekula II
klase koji u€estvuje u prezentaciji antigena pomoc¢nickim CD4+ T celijama. Svakako
najznacajniji polimorfizmi HLA-DRBI su takozvani aleli ,,podeljenih epitopa“ (,,shared
epitopes - SE*) *0401 1 ¥0404 koji kodiraju visoko konzervirane sekvence aminokiselina
unutar vezujuceg dela MHC molekula II klase. Ovi geni su prisutni kod pacijenata sa
pozitivnim antitelima na citrulisane peptide (ACPA) za koje se zna da spadaju u jedan od
losijih prognosti¢kih faktora u reumatoidnom artritisu (Klareskog i sar, 2006). Pored



spomenuta tri gena, tu su i brojni drugi ,,non-HLA* lokusi kakvi su PTPN22, PADI4,
CTLA4,PTPN2, STAT4, CD40, IL2, IL21, IL-6R, GATAS3, CCR6, IL-2R, IL-7R, CD28
geni za koje je pokazano da imaju ulogu u patogenezi reumatoidnog artritisa, a koji
kodiraju proteine koji u¢estvuju u aktivaciji i medjucelijskoj signalizaciji T ¢elija (Plenge
i Pettersson, 2007; Martinez i sar, 2008; Raychaudhuri i sar, 2008; Barton i sar, 2009;
Orozco i sar, 2009; Cobb i sar, 2013). Vaznu ulogu u patogenezi ima gen za tirozin
fosfatazu PTPN22 na hromozomu 1. Misens (missense) supstitucija nukleotida citozina
u timin (C-u-T) na poziciji 1856 dovodi do zamene triptofana za arginin u rezidui 620
proteina koji je produkt ovog gena. Rezultat je pojacana aktivacija T ¢elijskog receptora
tokom selekcije klonova u timusu koja dozvoljava da autoreaktivne T Celije izbegnu

klonalnu deleciju u timusu, stvarajuci tako predispoziciju za autoimunost.

Pored ovih gena, novija istrazivanja su otkrila i genetske varijante vaznih inflamatornih
molekula, citokina i njihovih receptora kakvi su IL-15, receptor za IL4, receptor za IL2,
GZMB, Dkk-1, MMP-9, MMP-3, OPG, PTGER4, TRAF1/C5, rs2833522 SNP (single
nucleotid polymorhism), a koji su povezani sa radiografskom progresijom i destrukcijom
zglobova kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Goulielmos i sar, 2016). Genski
lokus rs12617656 SNP u intronu gena za enzim dipeptidil peptidazu IV koji ima vaznu

funkciju u aktivaciji T Celija, takodje je povezan sa reumatoidnim artritisom.

Pored samih gena, ulogu u patogenezi su pokazale 1 interakcije izmedju gena. Kao vazna
interakcija izdvaja se ona izmedju HLA-DRB1 i PTPN22 gena. Smatra se da ova
kombinacija vodi razvoju ACPA+ reumatoidnog artritisa, ali se ne javlja kod ACPA-

pacijenata koji boluju od ove bolesti (Kallberg i sar, 2007).

1.1.2  Spoljni faktori

Brojni spoljasnji faktori su povezivani sa reumatoidnim artritisom. Pusenje je svakako
najispitivaniji spoljasnji faktor za koji se pokazalo da ima uc¢eS¢a u patogenezi ove bolesti
kod genetski predisponiranih osoba. Rizik od razvoja reumatoidnog artritisa je dozno
zavistan i povecava se sa intenzitetom (HeliOvaara i sar, 1993) i trajanjem pusenja (Stolt
I sar, 2003; Costenbader i sar, 2006). Meta analiza Taylor-a i sar. (Taylor i sar, 2013)

pokazala je da osobe sa polimorfizmom PTPN22 alela koje puse imaju veci rizik za



pojavu ACPA antitela u krvi, a pusaci nosioci gena podeljenih epitopa (,,shared epitopes*)
imaju veci rizik od pojave tri autoantitela u reumatoidnom artritisu: reumatoidnog faktora,
ACPA i antitela na karbamilisane proteine u krvi (Gan i sar, 2015). Ta¢an mehanizam po
kome pusenje utiCe na pojavu reumatoidnog artritisa jo§ uvek nije razjasnjen. Nekoliko
hipoteza o uticaju duvana u patogenezi ove bolesti je predlozeno (Harel-Meir i sar, 2007,
Onozaki 2009; Ruiz-Esquide i Sanmarti, 2012), ali se smatra da duvanski dim preko
slobodnih radikala pospesuje oksidativni stres, zatim utie na apoptozu celija, uti¢e na
citrulinaciju proteina pri ¢emu nastaju ACPA antitela, pa ¢ak uti¢e i na metilaciju DNK

(Chang i sar, 2014).

Uloga mikroorganizama u reumatoidnom artritisu ostaje nerazjasnjena. Ne moze se sa
sigurno$c¢u reci da je neki mikroorganizam pokreta¢ autoimunske reakcije u ovoj bolesti.
Vise mikroorganizama se dovodi u vezu sa reumatoidnim artritisom (Tobdn i sar, 2010),

tabela 1.

Tabela 1. Infektivni agensi koji mogu biti okidaci reumatoidnog artritisa.

Humani parvovirus B19 Borelia burgdorferi Epstein-Barr virus
Rubella virus Mycoplasma Hepatitis B virus

Mycobacterium

Human Retrovirus 5 tuberculosis Proteus mirabilis
Porphyromonas
Alphavirus Escherichia coli gingivalis

Virusna DNK humanog parvovirusa B19 pronadjena je u sinovijskoj te¢nosti i samoj
sinoviji pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Zapazeni su i visoki titri antitela na EBV
u serumu ovih pacijenata (Tobdn i sar, 2010). Novija istraZivanja povezuju reumatoidni
artritis sa parodontopatijom i oralnim infekcijama bakterijom Porfyromonas gingivalis
(Mikuls i sar, 2014). Ova bakterija poseduje enzim peptidil arginin deiminazu koja vrsi

citrulinaciju peptida i tako zapocinje krug stvaranja antitela na citrulisane peptide



(ACPA) (Farquharson i sar, 2012). Pored toga, indukuje i hroni¢nu inflamaciju i erozivnu

destrukciju periodontalne kosti (Rosenstein i sar, 2004).

Vise studija ispitivalo je uticaj kofeina kao jedan od mogucih faktora koji uti¢u na pojavu
reumatoidnog artritisa, mada su rezultati diskrepantni (Heliovaara i sar, 2000; Mikuls i
sar, 2002; Karlson i sar, 2003). Ipak, pokazano je da velike doze kofeina (preko 10 Solja
kafa dnevno) mogu predstavljati poviSen rizik za pojavu reumatoidnog artritisa (Pedersen

i sar, 2006).

Od spoljasnjih faktora koji se pominju kao moguc¢i pokretaci autoimunskog procesa u
reumatoidnom artritisu spominju se mineralna ulja (motorno, hidrauli¢no ulje, asfalt,...)

(Sverdrup i sar, 2005), silicijum (Stolt i sar, 2010), zagadjivaéi vazduha (Hart i sar, 2009).

Razvoj reumatoidnog artritisa se povezuje 1 sa stresnim zivotnim situacijama.
Molekularno objasnjenje za ovaj fenomen se naslucuje iz animalnih modela inflamacije
koji pokazuju povezanost hipotalamus-hipofizno-adrenalne osovine i produkcije citokina
(Capellino i sar, 2010).

Sve viSe paZnje se posvecuje ulozi crevne flore kao mogucéeg pokretaca inflamatornog
procesa u patogenezi reumatoidnog artritisa i ishrane (dijete) kao modulatora crevne flore
(Vieira i sar, 2014).

Pored opisanih genetskih i spoljnih faktora, smatra se i da starost, pol, prisustvo Zenskih
hormona, socio-ekonomski status i etnicka pripadnost mogu imati ulogu u patogenezi

reumatoidnog artritisa (Tobon i sar, 2010).

1.2 Patogeneza reumatoidnog artritisa

Perzistentni sinovitis, sistemska inflamacija i prisustvo nekoliko vrsta auto antitela su
glavne karakteristike reumatoidnog artritisa. Reumatoidni faktor, antitela na citrulisane
peptide (ACPA), anti-keratinska antitela, kao i antitela na karbamilisane proteine mogu
se otkriti u serumu pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Kroese i sar, 2014). Od toga,
reumatoidni faktor i ACPA antitela su svrstani medu klasifikacione kriterijjume koji

pomazu u postavljanju dijagnoze reumatoidnog artritisa.



Smatra se da u patogenezi ove bolesti sloZena interakcija izmedu genetskih i spoljnih
faktora dovodi do aktivacije urodenog i steCenog imunskog sistema, te do sinovitisa,
destrukcije kosti i sistemske inflamacije. PatoloSka aktivacija imunskog sistema ili
Limunoloski pocetak bolesti“ javlja se godinama pre ,klinickog pocetka bolesti®.
Imunoloski pocetak se karakteriSe asimptomatskom, tj. preklinickom fazom bolesti
tokom koje se u krvi obolelih mogu detektovati auto-antitela, ali i poviSene koncentracije
razli¢itih pokazatelja upale (citokina, hemokina, C reaktivnog proteina) (Sokolove i sar,
2012; Hughes-Austin i sar, 2013). Pored toga, sinovitis se u ovoj fazi bolesti histoloski
moze dokazati u klinicki asimptomatskim zglobovima (Vossenaar i sar, 2004). Prisustvo
perioda asimptomatske aktivacije imunskog sistema dugo pre pojave klini¢kih simptoma
upucuje na to da klinicki manifestovana bolest predstavlja ve¢ hronicnu fazu bolesti i da
se podsticaj za nastanak autoimunske reakcije u reumatoidnom artritisu ne nalazi u
zglobovima. Novija istrazivanja pokazuju da bi autoimunost povezana sa reumatoidnim
artritisom mogla poticati iz izmenjene funkcije sluznica — sluznice usta, probavnog
sistema i/ili plu¢a (Demoruelle i sar, 2014). Pored toga, biopsija ingvinalnih limfnih
¢vorova kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom ukazuje na drugo mesto
aktivacije T ¢elija, ne na sinoviju (de Hair i sar, 2012). Smatra se da spoljasnji faktori u
vidu stresora pluéne (puSenje, silicijum) i drugih mukoznih barijera (crevna flora,
parodontopatija) mogu izazvati postranslacione promene (kvantitativne i kvalitativne) u
vidu citrulinacije mukoznih proteina putem enzima peptidil arginin deiminaze tip IV
(PADI4) (Mclnnes i Schett, 2011). U genetski predisponiranih osoba, gubitak tolerancije
na ovakve epitope zapocinje ACPA odgovor (Figura 2).
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Figura 2. Patogeneza reumatoidnog artritisa (preuzeto i modifikovano iz Mclnnes i

Schett, 2011)



1.2.1 Urodjeni imunski sistem u reumatoidnom artritisu

Prirodne barijere 1 ¢elije urodjenog imunskog sistema kao §to su makrofagi/monociti,
dendritske celije 1 polimorfonuklearni leukociti ¢ine prvu liniju odbrane 1 imaju vaznu
ulogu u odrzavanju mukoznog ekvilibrijuma (Abbas 2014). Razli¢iti spoljasnji faktori
(pusenje, bakterije, stres, trauma) mogu dovesti do poremecaja tog ekvilibrijuma, gde
upravo Celije urodjene imunosti reaguju prve tako Sto dolazi do njihove aktivacije.
Aktivirani makrofagi i dendritske ¢elije luce proinflamatorne citokine (TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-21, IL-23) i hemokine. Pored toga, makrofagi su i izvor kiseoni¢nih i azotnih
radikala, produkuju prostanoide i enzime koji razgradjuju matriks, vrse fagocitozu i
prezentuju antigene. Makrofagi pomocu povrSinskih receptora kakvi su Toll-like
Receptor-i (TLR) i nukleotid vezujuéih oligomerizacijskih domena (nucleotid-binding
oligomerization domain - NOD) mogu prepoznati veoma veliki i razli¢it spektar antigena,
kako egzogenih (virusnih, bakterijskih) tako i mogucih endogenih (sopstvenih) antigena.
Aktivacija makrofaga moguca je 1 putem citokina, zatim specificnih interakcija sa T
¢elijama, imunskim kompleksima, lipoproteinskim partikulama (MclInnes i Schett, 2011).
Neutrofili doprinose sinovitisu tako Sto oslobadjaju proteaze, reaktivne kiseoni¢ne
radikale i prostaglandine. Dodatno, ove ¢elije u mukozama oslobadjaju ekstracelularne
zamke (eng. Neutrophil Extracellular Traps - NET) kada dolazi do oslobadjanja razli¢itih
produkata i antigena, a izmedju ostalog i citrulisanih peptida (Khandpur i sar, 2013). Ove
novonastale antigene, denritske ¢elije 1 makrofagi prezentuju ¢elijama ste¢enog imunskog

sistema kada dolazi do specifi¢ne aktivacije T i B ¢elija.

Toll-like receptori (TLR) su povrsinski proteini na makrofagima, dendritskim ¢éelijama i
mast Celijama u mukozama koji imaju veoma vaznu ulogu u prepoznavanju visoko
konzerviranih  sekvenci mikroorganizama (kakvi su npr lipopolisaharid-LPS,
peptidoglikani, nemetilisani CpG motivi u DNK bakterija, jednolan¢anu i dvolan¢anu
RNK virusa i dr.). Na monocitima, makrofagima i dendritskim ¢elijama u reumatoidnom
artritisu uocena je znacajno veca ekspresija ovih receptora nego kod zdravih osoba
(Gierut i sar, 2010). Ovi receptori su prisutni i na B limfocitima, te aktivacija ovih
receptora nekim od antigena moZze rezultovati produkcijom antitela u niskom titru, niske

specifi¢nosti, koja je nezavisna od T ¢elija (Catrina i sar, 2016).



1.2.2 Steceni imunski sistem u reumatoidnom artritisu

T pomoc¢nicki (CD4+, eng. helper) limfociti ¢ine vise od 50% celija prisutnih u
inflamiranoj sinoviji (Ankit Saxena i Raychaudhuri, 2014) i imaju klju¢nu ulogu u
indukciji i efektorskoj fazi imunskog odgovora. Smatra se da je reumatoidni artritis bolest
Th1 tipa (posredovana Thl limfocitima), medjutim novija istrazivanja ukazuju na Th17
¢elije (Lubberts 2010), podgrupu helper limfocita koji produkuju I1L-17, 21 i 22, TNF-a.
Citokini TGF-B, IL-1, 6, 21 i 23 koje lu¢e aktivirane dendritske ¢elije i makrofagi ¢ine
milje koji podsti¢e diferencijaciju naivnih T-limfocita upravo u pravcu Thl7 ¢elija i
deluju supresivno na T-regulatorne ¢elije koje su vazne za imunsku toleranciju. Na taj
nacin dolazi do pomeranja T-Celijske homeostaze u pravcu inflamacije. ZapaZeno je da
je funkcija T-regulatornih (Treg) ¢elija u sinoviji pacijenata sa reumatoidnim artritisom
smanjena, $to se moze objasniti time da prisustvo TNF-a blokira njihovu funkeiju, ali i
pospesuje diferenciju u korist Th17 ¢éelija (Nadkarni i sar, 2007). Th17 limfociti i 1L-17
posreduju u indukciji 1L-6 i IL-8 za koje se zna da podsti¢u inflamaciju u sinoviji i

ucestvuju u aktivaciji sinovijalnih fibroblasta i hondrocita.

Pored aktivacije T limfocita, dolazi i do aktivacije B limfocita koji se diferenciraju u
plazma celije koje luCe antitela. Veci broj antitela je zapazen u reumatoidnom artritisu:
reumatoidni faktor, antitela na citrulisane peptide, antitela na karbamilisane peptide,
antikeratinska antitela, antitela na kolagen tip 1, antitela na glukozo 6-fosfat izomerazu.
Istrazivanja su pokazala da se pored nabrojenih, u krvi pacijenata sa reumatoidnim
artritisom mogu detektovati i antitela na glijadin, proteine kravljeg mleka (a- i B-
laktaloumin, kazein), na proteine iz svinjskog mesa, te na ovalbumin iz kokosijih jaja
(Hvatum i sar, 2006). Posebna paznja daje se IgG klasi auto-antitela i njihovom vezivanju
za Fcy receptore (FcyR). Kako su ovi receptori prisutni na povrsSini razlicitih celija
imunskog sistema, efekti ovog vezivanja su vrlo raznoliki i ukljuuju fagocitozu,
prezentovanje antigena, destrukciju Celija, ¢elijsku aktivaciju, oslobadjanje medijatora

inflamacije.

Reumatoidni faktor (RF) je jedno od prvih detektovanih antitela u RA i zajedno sa
antitelima na citrulisane peptide predstavlja jedan od klasifikacionih kriterijuma za
reumatoidni artritis. Ovo antitelo je imunoglobulin najceS¢e IgM klase, usmereno na Fc

fragment sopstvenog IgG molekula, tj svrstava se u grupu anti-imunoglobulinskih



antitela. RF moze biti i molekul IgG klase i tada je specifi¢an samo za reumatoidni artritis
1 povezuje se sa aktivnijim oblicima bolesti i tezom klinickom slikom. Pored ovih,
zapazen je 1 RF u IgA klasi u vidu dimera. Reumatoidni faktor se vezuje za Fc fragment
IgG molekula i formira imunski kompleks koji dovodi do aktivacije sistema komplementa
klasi¢nim putem. Tako nastaje niz zapaljenjskih fenomena koji doprinose zapaljenju

zgloba.

Antitela na citrulisane peptide (ACPA) se nalaze kod 60-80% pacijenata sa reumatoidnim
artritisom i visoko su specifiéna za ovu bolest. Mogu se detektovati u vrlo ranoj,
preklinickoj fazi bolesti. Usmerena su protiv citrulisanih peptida kakvi su vimentin,
filagrin, fibronektin, fibrinigen, ali i brojni drugi peptidi. Ovi peptidi nastaju procesom
citrulinacije koji podrazumeva enzimsku konverziju (deiminaciju) peptida pomocu
enzima peptidil arginil deiminaza (PAD). Proces citrulinacije se normalno javlja tokom
inflamacije, apoptoze i keratinizacije. Medjutim, kod nosioca alela za HLA-DRB1 sa tzv.
,podeljenim epitopom** (shared epitope) dolazi do olak$anog autoimunskog odgovora na
citrulisane peptide, tj pokazano je da su ovi aleli faktori rizika za ACPA pozitivan
reumatoidni artritis. Prisustvo ACPA ima prediktivni znac¢aj i pacijenti sa ovim antitelima

razvijaju teze radiografske promene (Bongi i sar, 2004).

1.2.3 Inflamacija u zglobovima

Oticanje zglobova je posledica zapaljenja koje se odigrava u sinoviji zglobova. Ovo
zapaljenje se karakteriSe nakupljanjem 1 infiltracijom aktiviranih imunskih celija u
sinoviji: monocita, dendritskih celija, mast celija, Thl-limfocita, Th17-limfocita, B-
¢elija, plazmablasta i plazma-celija. Formira se i veoma kompleksni citokinski milje u
kome vodecu ulogu imaju TNF-a, IL-6 i verovatno granulocitno-monocitni faktor rasta
(GM-CSF) (Feldmann i Maini, 2008), koji aktiviraju endotelne celije, sinovijske
fibroblaste, hondrocite i osteoklaste. Posledica ove aktivacije su formiranje novih krvnih
sudova, aktivacija matriksnih metaloproteinaza koje unistavaju hrskavicu, razvoj lokalne
osteoporoze. Inflamacijom izmenjena sinovija sa hipertrofijom krvnih sudova i
sinoviocita, nagomilavanjem imunsko-inflamacijskih celija iz krvi se pretvara u
granulaciono tkivo poznato kao panus. Ovo tkivo nastaje na spoju sinovijskog tkiva,

hrskavice i kosti i upravo tu pokazuje invazivne razgradjujuce efekte putem lucenja
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matriksnih metaloproteinaza i obilja proinflamatornih citokina. Kao rezultat nastaju

ostecenja hrskavice i erozije na zglobnim okrajcima kostiju.

1.2.4 Sistemska inflamacija u reumatoidnom artritisu

Reumatoidni artritis se povezuje za povecanim rizikom za kardiovaskularne bolesti (oko
1.5 puta veéi rizik nego kod zdravih osoba), ukljuujuéi infarkt miokarda,
cerebrovaskularne dogadjaje i popustanje srca (Pieringer i Pichler, 2011) (Figura 3). Ovaj
povecan rizik se ne objaSnjava tradicionalnim faktorima rizika, upotrebom
glukokortikoida ili nesteroidnih antiinflamatornih lekova, genetskom predispozicijom,
ve¢ se smatra da su inflamatorni mehanizmi koji ukljucuju citokine (IL-6 i TNF-a),
reaktante akutne faze, imunske komplekse i izmenjene lipidne partikule (npr HDL bogat
amiloidom A) ti koji povecavaju aktivaciju endotela i mogu destabilizovati ateromatozni
plak. Dodatno, pokazano je da je vaskularni rizik povecan veé¢ u ranoj fazi bolesti,

oslikavajuci tako supklini¢ku inflamaciju u preartikularnoj fazi (Nielen i sar, 2004).

Citokini podsti¢u 1 insulinsku rezistenciju u miSi¢ima 1 masnom tkivu $to rezultuje
ninflamatornim‘ metabolickim sindromom. Lipidni metabolizam je takodje povezan sa
inflamacijom, pa su tako u serumu bolesnika sa reumatoidnim artritisom prisutni snizeni
nivoi ukupnog HDL i LDL holesterola, mada je primeceno da postoji paradoksalni skok

koncentracija ovih supstanci tokom efektivne terapije (Choy i Sattar, 2009).

Inflamacija u reumatoidnom artritisu utice i na centralni nervni sistem (umor i smanjena
kognitivna funkcija), jetru (poviSene koncentracije reaktanata akutne faze i anemija
hroni¢nih bolesti), plu¢a (inflamatorna i fibrozna bolest), na egzokrine Zlezde (sekundarni

Sjogren sindrom), misice (sarkopenija) i kosti (osteoporoza).

Rizik od limfoma je povecan kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom i povezan je sa
aktivno$¢u inflamatorne bolesti (Simon 1 sar, 2015). Klonalna selekcija B-celija,
poremecena imunska kontrola usled loSe funkcije regulatornih T-limfocita i losa funkcija
prirodnih ¢elija ubica (eng. Natural-killer cells, NK) su mogu¢i mehanizmi za razvoj

limfoma kod ovih bolesnika.

11



Jetra Ilzmenjene lipidne partikule
Proinflamatorni HDL fenotip
Ukupni holesterol snizen

LDL snizen '

Krvni sudovi

Reaktantni akutne faze (CRP)

Redistribiiciia sva7dia

\ Komplement, imunski Aterogeneza
kompleksi Infarkt miokarda
MozZdani udar
Interleukin-6
& )
Masno tkivo
.
TNF-a . TNF-o
leeont Interleukin-6
leukin-1

Slob. masne kiseline
Adipocitokini
@ p

-

>,

£ Depresija
Niska tolerancija na stres

A

Niska kostana gustina
Prelomi

Insulinska rezistenciia L

\

Figura 3. Sistemske manifestacije u reumatoidnom artritisu (preuzeto i modifikovano
prema Mclnnes i Schett, 2011)

Veca ucestalost raka pluca je takodje zapazena kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom
1 moze se samo delimi¢no objasniti povezanoscu pusenja i reumatoidnog artritisa. Sama

inflamacija, nezavisno od pusenja, predstavlja faktor rizika za rak pluca, verovatno zbog
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dobro poznatih ekstraartikularnin efekata reumatoidnog artrtisa na fibrozno

remodelovanje intersticijuma pluca.

1.2.5 Uloga ishrane u patogenezi reumatoidnog artritisa

Oboleli od reumatoidnog artritisa ¢esto navode kako im odredena hrana pogorSava
simptome bolesti. ViSe ispitivanja je posveceno dejstvu raznih restrikcionih dijeta na
aktivnost reumatoidnog artritisa, uglavnom su to bile dijete bez mesa i glutena (Kjeldsen-
Kragh i sar, 1991; Nenonen i sar, 1998; Hafstrom i sar, 2001), bez alergena, aditiva,
prezervativa i azo-boja (van de Laar i van der Korst, 1992), mediteranska dijeta
(Skoldstam i sar, 2003). Ove studije su pratile mahom klini¢ke i laboratorijske pokazatelje
bolesti tokom primene dijete, sa veoma razli¢itim rezultatima: kod nekih je doslo do
poboljsanja samo subjektivnih tegoba pacijenata (Nenonen i sar, 1998), dok je kod drugih
doslo i do povlacenja bolnih i otecenih zglobova i drugih klinickih pokazatelja aktivnosti
bolesti (Kjeldsen-Kragh i sar, 1991; van de Laar i van der Korst, 1992). Medju prvim
radovima koji su ispitivali prisustvo antitela na proteine iz hrane, naslo se istraZivanje
O’Farrelly-ja i saradnika (O'Farrelly i sar, 1988) koji su pokazali da u serumu obolelih od
reumatoidnog artritisa mogu biti prisutna antitela na glijadin, sastojak glutena iz
pSeni¢nog brasna. Ova antitela su uglavnom bila IgG i1 IgA klase, a antitela iz IgG klase
su bila povezana sa atrofijom resica sluznice jejunuma. Pored antitela na glijadin, uo¢eni
su i poviseni nivoi antitela na proteine iz svinjskog mesa, ovalbumin iz kokosijih jaja, kao
i na proteine iz kravljeg mleka (a- u B- laktaloumin, kazein) (Hvatum i sar, 2006).
Hafstrom je sa saradnicima (Hafstrom i sar, 2001) pokazao da vegetarijanska dijeta bez
glutena moze dovesti do smanjivanja nivoa anti-glijadinskih i antitela na -laktalbumin
uz ispunjavanje ACR20 kriterijuma za poboljSanje, naglasavajuci tako mogucu ulogu
izmenjene funkcije sluznica u nastanku i razvoju reumatoidnog artritisa. Novije
istrazivanje Li-ja i saradnika (Li i sar, 2016) pokazalo je da je kod eksperimentalno
1zazvanog artritisa kod pacova povecano lucenje proinflamatornih citokina TNF-a, 1L-1,
IL-6 i IL-17, uz znacajno povisene vrednosti imunskih kompleksa i antitela na mleko i
jaja, ¢ime upucuju na povezanost izmedju ishrane i patogeneze reumatoidnog artritisa.
Iako se ve¢ dugo sumnja na ovu povezanost, istrazivanja koja su ispitivala ovu temu nisu

razjasnila direktni mehanizam i vezu izmedju reumatoidnog artritisa i ishrane.
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Pored humoralnog imunskog odgovora na proteine iz hrane, malo se zna o celularnom
imunskom odgovoru na ove antigene kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.
Literatura o celularnom imunitetu u ovoj bolesti i imunoreaktivnosti na namirnice je
veoma oskudna. Medutim, pokazano je da kod osoba koje su preosetljive na kravlje
mleko, ovaj antigen (proteini iz kravljeg mleka) stimuliSe proliferaciju limfocita i
stvaranje TNF-a (Motrich i sar, 2003). Pored toga, kod obolelih od celijacne bolesti
glijadin moze da pokrene umnozavanje T limfocita i stvaranje IFN-y, IL-2, IL-6 i IL-10
(O'Keeffe i sar, 1999). Ovakav proinflamatorni citokinski milje i umnozavanje T
limfocita su takode prisutni u reumatoidnom artritisu, te bi se moglo pretpostaviti da

antigeni iz hrane mogu izazvati isti efekat i kod pacijenata sa ovim oboljenjem.

Mogu¢éi patogenetski mehanizam i1 uloga ishrane u reumatoidnom artritisu moze se
pretpostaviti na osnovu vec ispitivanih i razjaSnjenih modela sli¢nih imunski
posredovanih oboljenja u kojima se javljaju antitela na proteine iz hrane, kakva je
celijacna bolest. U ovom oboljenju, ingestija glutena kod predisponiranih osoba nosioca
HLA DQ2/DQS8 alela, dovodi do aktivacije T ¢elijskog odgovora i posledi¢nog stvaranja
anti-glijadinskih antitela i/ili antitela na tkivnu transaminazu 2 (Green i sar, 2015). Ono
Sto je zajedniCko za oba oboljenja je njihova povezanost sa HLA alelima — u celijakiji su
to DQ2 i DQ8, u reumatoidnom artritisu su to DR podeljeni epitopi (Koning i sar, 2015).
Dalje, obe bolesti u osnovi predstavljaju reakciju imunskog sistema na postranslaciono
modifikovane proteine — deamidovani gluten u celijakiji, citrulisani vimentin, fibronektin,
kolagen, a-enolaza u reumatoidnom artritisu (Sakkas i sar, 2014; Green i sar, 2015).
Konacno, klju¢nu ulogu u patogenezi obe bolesti ima kooperacija izmedju T i1 B ¢elija
(Koning 2015). Medjutim, ono Sto idalje ostaje nepoznanica u reumatoidnom artritisu
jeste priroda antigena koji pokrece T Celijski odgovor, iako skoraSnja istrazivanja upucuju
na sluznice pluca, probavnog trakta i usta (Brusca i sar, 2014), ali i na unakrsnu
reaktivnost izmedju mikrobnih i sopstvenih antigena kakav je vinkulin (van Heemst i sar,
2015), zbog prisutne identi¢ne zajednicke sekvence aminokiselina DERAA u epitopu koji

prepoznaju T Celijje.
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1.2.6 Uloga dipeptidil peptidaze IV u patogenezi reumatoidnog artritisa

Dipeptidil peptidaza IV (DPPIV/CD26; EC.3.4.14.5) je transmembranski glikoprotein tip
2 molekulske mase 110 kD, koji se mozZe nac¢i na povrSini epitelnih ¢elija mnogih tkiva,
na povrsini limfocita, monocita i makrofaga, ali i na endotelnim ¢éelijama krvnih sudova
(Fox i sar, 1984; Ohnuma i sar, 2008). DPPIV je izgraden od 766 aminokiselina, Koji
pripada serin proteaznoj familiji i poseduje citoplazmatski domen od 6 aminokiselina

(Tanaka i sar, 1992), prikazan na Figuri 4.

Citoplazmatski domen

Ekstracelularni domen

(AK 1-6)

I

(AK 29-766)
1

1
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\_'_l

Transmembranski domen
(AK 7-29)

l

ADA

i

Fibronektin

\_!_l

DPPIV kataliticko mesto

Figura 4. Sematski prikaz humanog DPPIV/CD26 molekula. ADA- adenozin deaminaza,
Gly(G)-Trp(W)-Ser(S)630-Tyr(Y)-Gly(G)- redosled aminokiselina (AK). Preuzeto i
modifikovano od Ohnuma i sar, 2008.

DPPIV u svom ekstracelijskom domenu ima serin proteaznu aktivnost koja vrsi odsecanje
dipeptida koji imaju L-alanin ili L-prolin na drugoj poziciji aminoterminalnog kraja lanca
(Hosono i sar, 2003; Lambeir i sar, 2003). Na ovaj na¢in DPPIV aktivira, inaktivira ili
menja aktivnost svog supstrata, a to su razli¢iti bioaktivni peptidi, mnogobrojni hemokini,
integrini i neuropeptidi. Pokazano je da na ovaj na¢in, modifikacijom hemokina od strane
DPPIV, moze do¢i do aktivacije neutrofila i makrofaga, kao i do privla¢enja pomo¢nickih
T-limfocita na mesto modifikacije (Boonacker i Van Noorden, 2003). Pored toga, DPPIV
svojom enzimskom aktivno$¢u obelezava proteine za proteoliticku degradaciju, a moze i
da stupi u interakciju sa proteinima kakvi su kolagen, fibronektin, ekstracelularne
matriksne proteaze, adenozin deaminaza, hemokinski receptor CXCR4, plazminogen tip
2 i drugi (Cordero i sar, 2009). U ovoj interakciji sa proteinima ekstracelijskog matriksa,
kolagenom i fibronektinom, DPPIV se ponasa kao funkcionalni receptor i ima sposobnost

da ih razgraduje, te tako olaksa prolazak celija kroz ekstracelijski matriks. Interakcija sa
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kolagenom se zapravo odigrava preko regiona DPPIV koji nema kataliticku funkciju, ali
je bogat cisteinom (Loster i sar, 1995). Havre i saradnici (Havre i sar, 2008) su pokazali
da je interakcija fibronektina i DPPIV od velike vaznosti za adheziju ¢elija. Veoma dobro
je ispitana uloga ovog enzima u metabolizmu Secera, a inhibitori ovog enzima koriste se

u lecenju diabetes mellitusa tip 2 (R6hrborn i sar, 2015).

Poznata su dva oblika ovog enzima: postoji kao solubilna forma, ali javlja se i kao
povrsinski receptor na razli¢itim ¢elijama u organizmu (endotelne celije, limfociti,

monociti, makrofagi i druge).

Solubilna forma CD26 se moze naci U serumu, plazmi, sinovijskoj te¢nosti, urinu i
cerebrospinalnoj tecnosti, te kao takva ne sadrzi intracelijski 1 transmembranski domen
(Durinx i sar, 2000; Yu i sar, 2011). Smatra se da su glavni izvor solubilne forme DPPIV
hepatociti i limfociti (Iwaki-Egawa i sar, 1998; Gorrell i sar, 2001). Pokazano je da se
solubilna forma CD26 procesom proteolitickog odsecanja odvaja sa povrsine ¢elija koje
eksprimiraju CD26 i koje su u kontaktu sa krvlju (Cordero i sar, 2009). Do sada su
identifikovane tri bioloSke funkcije ove forme enzima: uloga u aktivaciji, 0dnosno
deaktivaciji odredjenih hemokina (Metzemaekers i sar, 2016) i u autoimunskim
procesima (Hosono i sar, 2003), uloga u inaktivaciji bioloski aktivnih supstrata u krvi kao
Sto su faktori rasta ili hormoni (Drucker i Nauck, 2006; Baggio i Drucker, 2007), uloga u
¢elijskoj adheziji koja ima znacajnu ulogu tokom neoplasti¢ne transformacije (Martin 1
sar, 1995; Hashikawa i sar, 2004). Pokazano je da se povisen nivo solubilnog CD26 javlja
kod infektivnih i inflamatornih bolesti, bolesti jetre i nekih tipova hematoloskih
maligniteta, dok je nizak nivo uocen u bolestima sa oslabljenim imunskim sistemom,

ukljucujuéi pojedine hematoloske i solidne malignitete (Cordero i sar, 2009).

Kao povrsinski oblik, CD26 je receptor za adenozin deaminazu (ADA), a intereaguje i sa
transmembranskom tirozin fosfatazom CD45, hemokinskim receptorom CXCR4,
manoza-6-fosfat/insulinu slican faktor rasta II receptorom (MG6P/IGFIIR), fibroblast
aktivacionim proteinom - alfa (FAP-a) i plazminogenom-2 (Pg2) (Havre i sar, 2008).

Jedna od vaznijih uloga DPPIV enzima jeste aktivacija T Celija i imunska regulacija koja
se ostvaruje putem direktnog vezivanja CD26 za enzim adenozin deaminazu (ADA) koja
ima glavnu ulogu u metabolizmu purina, ali 1 u aktivaciji ¢elija imunskog sistema. Ovo

direktno vezivanje povrSinskog ADA i CD26 molekula dovodi do deaminacije
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ekstracelularnog adenozina i 2’-deoksiadenozina do inozina i 2’-deoksiinozina S$to
rezultuje aktivacijom T ¢elija (Hosono i sar, 2003). ADA je prisutan u citosolu svih éelija
sisara, ali se moze uociti i na povrSini B- i T-limfocita. Ekspresija ADA na povr$ini T i B
limfocita povecana je kod aktiviranih ¢elija (Boonacker i Van Noorden, 2003). Adenozin
1 deoksiadenozin su snazni inhibitori T 1 B limfocita, te kod nedostatka ADA enzima
dolazi do pojave snazne imunodeficijencije (Pro i Dang, 2004). S druge strane, ¢elije koje
na svojoj povrsini imaju kompleks ADA-CD26 mogu da redukuju lokalnu koncentraciju
adenozina i tako pokazu vecu otpornost na inhibiciju posredovanu adenozinom. Dakle,
ADA je u interakciji sa CD26 uklju¢ena u regulaciju imunskog odgovora (Dong i sar,
1997; Boonacker i Van Noorden, 2003).

CD26 ima kostimulatornu ulogu pri interakciji sa CD45 tirozin fosfatazom, receptorom
na T limfocitima koji ima klju¢nu ulogu u sprovodjenju signala sa povrsine celije
(Ohnuma i sar, 2008). CD45 tirozin fosfataza je na povrsini limfocita neaktivna u formi
dimera, a CD26 dovodi do povecanja aktivnosti ove fosfataze indukovanjem
monomerizacije, pa na taj nacin stimuliSe signalizaciju putem T ¢elijskog receptora (engl.

T Cell Receptor, TCR), odnosno TCR signalizaciju.

Drugi receptor koji moZze stupiti u interakciju sa CD26 je hemokin CXCR4. Kada dodje
do formiranja CXCR4-CD26 kompleksa, on dalje vezuje drugi hemokin CXCL12 koji se
jo$ naziva i SDF-1a (eng. Stomal derived factor 1 alpha). Ovaj hemokin pokazuje efekte
na hematopoetske ¢elije i ima funkciju hemoatraktanta, te indukuje antivirusnu aktivaciju
limfocita (Broxmeyer i sar, 2016). Ovo vezivanje dovodi do internalizacije receptorskog
kompleksa, menjajuci tako aktivnost CXCLI12 i uticu¢i na aktivnost antivirusnih

limfocita.

Vezivanje plazminogena 2 za CD26 je prvi put uoc¢eno kod sinovijalnih fibroblasta u
reumatoidnom artritisu (Gonzalez-Gronow i sar, 1994), a pokazano je da kod celija
tumora prostate ovo vezivanje indukuje ekspresiju i sekreciju matriksne
metaloproteinaze-9 (Gonzalez-Gronow i sar, 2001), sto bi moglo objasniti invazivnost

pojedinih malignih tumora (Havre i sar, 2008).

Jos jedan molekul koji se vezuje za povrSinski CD26 i ima ulogu u aktivaciji T-¢elija je
receptor za manoza 6-fosfat/insulinu sli¢an faktor rasta II (eng. mannose 6-

phosphate/insulin-like growth factor Il receptor, M6P/IGFIIR), gde nakon vezivanja ova
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dva molekula, dolazi do internalizacije CD26 i posledi¢éne CD26-posredovane aktivacije
T Celija (Hosono i sar, 2003). Interakcija CD26 sa M6P/IGFIIR ostvaruje se preko
manoza-6-fosfatnih ostataka na molekulu CD26, i neophodna je za DPPIV posredovanu
aktivaciju i migraciju T-limfocita koja je zavisna od enzimske aktivnosti DPPIV (Havre
i sar, 2008).

Pored navedenih, pokazano je i da kaveolin-1 na povrSini antigen prezentujucih Celija
moze da se veze za CD26. Izmedju kaveolina-1 i CD26 na aktiviranim T ¢elijama
uspostavlja se direktna veza koja dovodi do pojacane ekspresije molekula CD86 na
antigen prezentujuéim ¢elijama. Dalje, CD86 intereaguje sa CD28 molekulom na T

¢elijama i indukuje njihovu aktivaciju (Ohnuma i sar, 2008).

DPPIV ima veoma znacajnu ulogu u fiziologiji T-limfocita i spominje se kao pokretac¢
umnozavanja T-limfocita i regulacije imunskog odgovora (Morimoto i Schlossman,
1998). Ekspresija CD26 povecana je nakon njihove aktivacije, pa je upravo ovaj molekul
marker aktivacije T-limfocita, na prvom mestu memorijskih CD4+ T limfocita. Zapazeno
je i da CD4+ limfociti kojima nedostaje CD26 nisu sposobni da se aktiviraju i obavljaju
funkcije pomo¢nickih ¢elija, ali imaju sposobnost da odgovore na mitogene i aloantigene.
Pored CD4+ limfocita, CD26 je prisutan i na povrSini aktiviranih CD8+ limfocita, kao
kostimulatorni molekul ucestvuje u T ¢éelijskoj signalnoj transdukciji (Pro i Dang, 2004),
u indukciji proliferacije T ¢elija i sekrecije limfokina posredovane CD3/TCR (Morimoto
i Schlossman, 1998). Za proces T ¢elijske stimulacije putem CD26 veoma je vazna njena

enzimska aktivnost, pokazano je na in vitro modelima (Tanaka i sar, 1993).

Izmenjena aktivnost, koncentracija u serumu i ekspresija DPPIV na razli¢itim ¢elijama je
uocena u velikom broju oboljenja ukljucujuci maligne (Kajiyama i sar, 2003; Mati¢ i sar,
2013), autoimunske i inflamatorne bolesti (Bank i sar, 2008). Brojne studije su pokazale
da je nivo enzimske aktivnosti DPPIV u serumu povisen kod bolesnika sa osteoporozom
(Gotoh i sar, 1988), holestazom (Perner i sar, 1999), karcinomom jetre (Kojima i sar,
1979), hepatitisom i drugim oboljenjima jetre (Lakatos i sar, 1999; Andrieu i sar, 2003),
kao 1 kod bolesnika sa poremecajima ishrane kao S§to su anoreksija ili bulimija
(Hildebrandt i sar, 1999). Snizena aktivnost DPPIV zapazena je kolorektalnom
karcinomu (Ayude i sar, 2003-2004), sistemskom eritemskom lupusu (Kobayashi i sar,
2002; Cordero i sar, 2009) i sistemskoj sklerozi (Sinnathurai i Spencer, 2016). Takode
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nizak nivo aktivnosti DPPIV uocen je kod inflamatorne bolesti creva (Hildebrandt i sar,
2001), zdravih pusaca (Van Der Velden i sar, 1999), zatim trudnica (Krepela i sar, 1983),
osoba sa dijabetesom tipa Il (Mannucci i sar, 2005), alkoholicara i osoba koje pate od
depresije (Maes i sar, 1997; Maes i sar, 1999).

Uloga ovog enzima u patogenezi reumatoidnog artritisa nije u potpunosti razja$njena. Ima
mnogo radova Kkoji su ispitivali promene u serumskoj aktivnosti, ekspresiji ili serumskoj
koncentraciji ovog enzima u reumatoidnom artritisu. Pa tako je poznato da je kod
bolesnika sa dugogodis$njim reumatoidnim artritisom, aktivnost DPPIV u serumu sniZena
(Cordero i sar, 2001), dok je ekspresija na perifernim T-¢elijama povisena (Ulusoy i sar,
2012). Znacajno niza ekspresija i membranska aktivnost CD26 zabelezena je na
mononuklearnim ¢elijama sinovije i sinovijske te¢nosti (Sromova i sar, 2010). Dodatno,
inhibicija aktivnosti DPPIV vodi povecanom oS$tec¢enju hrskavice (Ospelt i sar, 2010;
Herlihy i sar, 2015), §to upucuje na to da DPPIV deluje kao protektivni faktor za zglobnu

hrskavicu.

Najveci deo do sada publikovanih rezultata je ispitivao hroni¢ni reumatoidni artritis, a
malo se zna o ulozi ovog enzima u patogenezi ranog reumatoidnog artritisa. Kako novija
saznanja pokazuju, u ranom reumatoidnom artritisu klju¢nu ulogu imaju Th17 limfociti,
IL-17 i IL-23 (Miossec i sar, 2009; Cascdo i sar, 2010; Mclnnes i Schett, 2011), te u
takvom drugacijem celijskom i citokinskom miljeu malo se zna o ulozi DPPIV u

patogenezi ranog reumatoidnog artritisa.

1.3 Klini¢ka slika reumatoidnog artritisa

Prve tegobe u vidu bolova 1 otoka sitnih zglobova Saka 1 stopala, kao 1 jutarnje ukocenosti
najcesce se javljaju postepeno, tokom nekoliko nedelja, najces¢e kod zena srednjeg
zivotnog doba. Cesto se pre oticanja zglobova javlja i prodromalni period koji moze trajati
nedeljama i mesecima u vidu stalnog umora, malaksalosti, gubitka u telesnoj masi,
subfebrilnosti. Pored ovakvog pocetka bolesti, redje se prvi znaci bolesti javljaju u vidu
palindromskog reumatizma koji mesecima ili godinama prethodi pocetku hroni¢nog
oboljenja. Bolest moZe poceti i akutno sa zahvatanjem vise zglobova, dok je akutni

monoartikularni pocetak veoma redak. Tipi¢no u reumatoidnom artritisu govorimo o
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simetriénom poliartikularnom (vie od 10 zglobova) zahvatanju zglobova. Cesto
dominantna strana tela bude teze oStecena, a distalni interfalangealni zglobovi (DIP)
nikada nisu zahvaceni inflamatornim procesom u reumatoidnom artritisu. U pocetku
bolesti moze nedostajati simetricnost zahvatanja, a ista se moze uociti 1 kod
hemipareti¢nih bolesnika, kod kojih pareti¢na strana obi¢no bude manje zahva¢ena. Mada
svaki sinovijski zglob moze biti pogodjen reumatoidnim artritisom, najces¢e zahvaceni
zglobovi su na prstima Saka — metakarpofalangealni i proksimalni interfalangealni (40%),
stopala (20%), ramena (20%) 1 ruc¢ja (15%), skocni zglobovi, kolena, kukovi, laktovi
(Stupar 2000).

1.3.1 Zglobne promene

Zglobne manifestacije se mogu podeliti u dve grupe: reverzibilne simptome i znake i

ireverzibilna strukturna ostecenja.

U reverzibilne promene spada jutarnja ukocenost 1 znaci sinovijske inflamacije. Jutarnja
ukoCenost je vazan simptom koji nastaje zbog sinovijske inflamacije. lzazvana je
edemom sinovije i periartikularnih struktura, a delimi¢no i redistribucijom intersticijske
teCnosti tokom spavanja. Zavisi od duZine imobilizacije (nakon duzeg mirovanja
zglobova) i pokazuje cirkadijalni ritam — najizrazenija je ujutru. Ukocenost u
reumatoidnom artritisu je dugotrajna, obi¢no traje duze od dva sata i pri pregledu se
manifestuje ograni¢enjem pokreta zglobova koji variraju tokom dana (za razliku od
fiksirane ograniCenosti pokreta koja mozZe biti uzrokovana ankilozom ili oStecenjem

okolozglobnih struktura).

Inflamacija sinovije se klinicki ispoljava bolom, ali i znacima kao §to su crvenilo, otok 1
toplota u zahva¢enom zglobu. Ovakva klini¢ka slika se naj¢es¢e sre¢e u ranom stadijumu
bolesti. Kako bolest prelazi u hroni¢ni stadijum, tako se i menjaju klinicki znaci.
Vremenom dolazi do smanjenja vaskularizacije sinovije i zamene granulacionim i
fibroznim tkivom, pa su tako crvenilo, toplota 1 otok zglobova sve manje izrazeni, te se

kod dugogodisnjih bolesnika zapaza fenomen ,,isuSenog RA*.

Ireverzibilne promene u vidu gubitka hrskavice i erozija periartikularne kosti su

strukturalne promene karakteristicne za reumatoidni artritis. Kao posledica ovih
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ireverzibilnih promena dolazi do anatomskih ostecenja zgloba i funkcijske nesposobnosti.
Procena oStecenja zgloba vrsi se nekom od vizuelizacionih tehnika kakve su radiografije

zglobova, ultrasonografski pregled i pregled magnetnom rezonancom.

1.3.2 Sistemske manifestacije reumatoidnog artritisa

Sistemske manifestacije su znacajni, integralni i Cest deo reumatoloskog patoloskog
procesa. Javljaju se u oko 40% bolesnika sa reumatoidnim artritisom i tada su povezane
sa tri puta ve¢im mortalitetom u odnosu na bolesnike bez ovih manifestacija. U osnovi
sistemskih manifestacija stoje imunski fenomeni i moze biti zahvacen skoro svaki od

organskih sistema, tabela 2.

Tabela 2. Sistemske manifestacije reumatoidnog artritisa

Hematoloske Okularne Neuroloske

Anemija kseroftalmija kompresivne neuropatije
neutrofilija skleritis mononeuritis multiplex
trombocitoza episkleritis periferne neuropatije

Felty-jev sindrom

Kutane Kardioloske Ostale
reumatoidni ¢vori¢i  perikarditis suvoca ustiju
periferni vaskulitis koronarni vaskulitis osteoporoza
ulkusi potkolenica atrofija misica
alopecija Pluéne

intersticijalna fibroza

obliteriSué¢i bronhiolitis

1.3.2.1 Reumatoidni ¢vorici

Cvoriéi su histoloski karakteristiéna manifestacija bolesti i ima ih oko 25% bolesnika
(Tehlirian i Bathon, 2008). Javljaju se obi¢no na mestima pritiska (laktovima, Ahilovim
tetivama, prstima) i skoro isklju¢ivo kod seropozitivnih pacijenata. Histoloski izgled

reumatoidnih ¢vori¢a pokazuje centralnu zonu nekroze sa palisadno poredjanim

21



fibroblastima, histiocitima i makrofagima koji stvaraju kolagenaze i proteaze ¢ime se
objasnjava pojava zone centralne nekroze. Razlikuju se povr$ni i duboki ¢voriéi.
Nodulusi su naj¢esce potkozni, ali mogu se naci i subperiostno, u kozi, tetivama, burzama,
kao 1u unutras$njim organima. Obic¢no su bezbolni, ali mogu egzulcerisati kod nepokretnih
bolesnika i stvarati hroni¢ne fistule. Mogu dovesti i do oSteCenja funkcije ako su
lokalizovani u tetivnim omota¢ima ili unutrasnjim organima. Nije uocena povezanost

izmedju aktivnosti artritisa i pojave ¢vorica.

1.3.2.2 Reumatoidni vaskulitis

Manifestacije reumatoidnog vaskulitisa su veoma raznolike i zavise od veli¢ine
zahvacenog krvnog suda. Vaskulitis kapilara se klinicki ispoljava kao tackasta
hemoragija u rubu nokatne plo¢e. Ukoliko se radi o leukocitoklastickom vaskulitisu
postoji palpabilna purpura, a ako su zahvaéene vece arterije mogu nastati i bolne kozne
ulceracije. U patogenezi ovog vaskulitisa najverovatnije stoje imunski kompleksi sa 19G
i IgM reumatoidnim faktorom. Kao i kod nodulusa, ni aktivnost vaskulitisa nije povezana

sa aktivno$¢u sinovitisa.

1.3.2.3 Specificne promene u organima

Perikarditis je naj¢eSc¢a sr€ana sistemska manifestacija reumatoidnog artritisa, incidencija
se krece od 1-20%. Moze se naci u bilo kom stadijumu bolesti, a naro¢ito u ranom, kada
moze biti i poCetna manifestacija bolesti. Patohistoloske promene u perikardu pokazuju
razli¢ite stepene inflamacije, slicne onim u sinoviji: proliferacija seroznih c¢elija sa
intenzivnom infiltracijom limfocita 1 plazma celija. Ishod akutnog reumatskog
perikarditisa je povoljan i uspe$no se le¢i primenom glukokortikoida. U okviru
endokarditisa, najes¢e se radi o zahvacenosti aortnih valvula, tj o nespecificnom
valvulitisu koji moze biti asimptomatski, ali 1 regurgitacijski, veoma retko dolazi do

stenoze valvula. Miokarditis je veoma redak, a vidjena je i fokalna miokardna fibroza.

Zahvatanje pluca je takodje jedna od ¢eSc¢ih sistemskih manifestacija reumatske bolesti.
Pleuritis se srece kod seropozitivnih bolesnika, ¢esto u nodulusnom reumatoidnom

artritisu. MozZe se javiti u bilo kojem stadijumu RA i Cesto je asimptomatski. Kada se
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klini¢ki ispolji, moze biti i prva manifestacija ove bolesti. Kao pluéna manifestacija, moze
se javiti Kaplanov sindrom koji se definiSe prisustvom pluénih ¢voric¢a kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom i pneumokoniozom. Sindrom je uslovljen izmenjenim tkivnim
odgovorom na inhaliranu praSinu koja predstavlja antigeni stimulus za respiratornu
sluzokozu. Pored navedenih, opisane su i difuzna intersticijumska fibroza i obliterativni

bronhiolitis.

Neuromuskularne manifestacije su ¢este i mogu biti posledica nestabilnosti vratne ki¢me,
kompresije perifernih nerava i vaskulitisa. Kompresivne neuropatije nervusa medijanusa
u karpalnom tunelu, nervusa ulnarisa u Guyonovom kanalu, nervusa tibialis posterior u
tarzalnom kanalu se najéesce vidjaju kod RA bolesnika. Mononeuritis multiplex nastaje
iznenada, moze zahvatati nekoliko perzistentnih, klinicki nezavisnih perifernih

mononeuropatija i posledica je reumatoidnog vaskulitisa.

Ostecenja bubrega su posledica amiloidoze, vaskulitisa, ali mogu biti izazvana i lekovima

koji se koriste u leCenju reumatoidnog artritisa.

Splenomegalija, neutropenija i reumatoidni artritis su trijas karakteristican za Felty-ev
sindrom. Pacijenti sa ovim sindromom u 80% slu¢ajeva imaju pozitivna ANA antitela,
90% bolesnika ima pozitivan reuma faktor, a uoceno je prisustvo i krioglobulinskih

imunskih kompleksa i relativna hipokomplementemija.

Oc¢ne manifestacije su retke, javljaju se episkleritis, skleritis koji je karakteristiCan za
reumatoidni artritis 1 histoloski ima nalaz tipi¢cnog reumatoidnog ¢vori¢a, a moze do¢i 1
do nekroze zahvacene sklere, destrukcijom i ulceracijom ¢vori¢a kada se radi o

scleromalacia perforans.

1.4 Dijagnoza reumatoidnog artritisa

Klinicka slika pacijenta sa simetricnim poliartritisom lokalizovanim na Sakama i
stopalima, sa dugotrajnom jutarnjom ukocenoS$¢u, uz uocene povisene vrednosti C-
reaktivnog protiena i ubrzanom sedimentacijom eritrocita upucuju na reumatoidni artritis.
Nazalost, ovakva prezentacija bolesti nije specifi¢na samo za ovu bolest, ve¢ bi trebalo
razmotriti 1 druge mogucénosti (psorijazni, infektivni, reaktivni artritis, Lajmsku bolest,

druge sistemske bolesti, degenerativna oboljenja zglobova). Zapravo, nema
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dijagnostickih kriterijuma za reumatoidni artritis. Koriste se klasifikacioni kriterijumi koji
sluze kao smernica za dijagnozu. Americko i evropsko drustvo reumatologa (American
College of Rheumatology ACR, European League against Rheumatism EULAR) su
2010. godine osmislili nove Klasifikacione kriterijume koji se danas koriste u praksi
(Aletaha 1 sar, 2010), prikazani u Tabeli 3. Kriterijumi obuhvataju 4 grupe: broj

zahvacenih zglobova, seroloske analize, nivo reaktanata akutne faze i trajanje simptoma.

Tabela 3. Klasifikacioni kriterijumi u reumatoidnom artritisu

A. Zahvacenost zglobova

1 veliki zglob 0
2-10 velikih zglobova 1
1-3 mala zgloba (sa ili bez zahvatanja velikih zglobova) 2

4-10 malih zglobova (sa ili bez zahvatanja velikih

zglobova) 3
vie od 10 zglobova 5
B. Serologija

Negativan RF i negativna ACPA 0
nisko pozitivan RF ili nisko pozitivna ACPA 2
visoko pozitivan RF ili visoko pozitivna ACPA 3
C. Reaktanti akutne faze

Normalan CRP i normalna SE 0
Abnormalan CRP ili abnormalna SE 1

D. Trajanje simptoma
manje od 6 nedelja 0

viSe od 6 nedelja 1

Zbir od 6 ili vise poena potvrdjuje dijagnozu reumatoidnog artritisa.

1.5 Lecenje reumatoidnog artritisa

Lecenje bolesnika sa reumatoidnim artritisom je slozeno i dugotrajno, ¢esto doZivotno.

Cilj terapije je zaustavljanje progresije bolesti 1 ireverzibilnih oSte¢enja zglobova. S
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obzirom da inflamacija stoji u osnovi ovog oboljenja i ona je srz klini¢kog ispoljavanja
bolesti, njeno suzbijanje je osnovni cilj leCenja. Stoga, strategija leCenja zahteva dobro
osmisljen pristup koji ¢e kroz redovno pracenje aktivnosti bolesti 1 adaptaciju terapije
omoguciti bolesniku kvalitetan 1 funkcionalan Zivot 1 rad (princip ,,treat to target®)

(Smolen i sar, 2016).

Za procenu aktivnosti bolesti koriste se razli¢iti indeksi kakvi su kompozitni Disease
Activity Score 28 (DAS28), Cinical Disease Activity Index (CDAI), Simplefied Disease
Activity Index (SDAI). Skorovi aktivnosti bolesti se ra¢unaju na osnovu pokazatelja
kakvi su broj bolnih zglobova, broj otecenih zglobova, procena aktivnosti bolesti od
strane bolesnika, procena aktivnosti bolesti od strane lekara, vrednosti sedimentacije
eritrocita, koncentracija C-reaktivnog proteina, prema ta¢no utvrdjenoj formuli. Ovi
indeksi mogu klasifikovati stanje aktivnosti bolesti u Cetiri grupe: visoka, umerena, niska

aktivnost bolesti i remisija. Cilj lecenja je postic¢i remisiju ili nisku aktivnost bolesti.

Pored aktivnosti bolesti, vazno je proceniti i progresiju strukturnih promena na
zglobovima. Le¢enje reumatoidnog artrtisa bi trebalo da prevenira ili zaustavi anatomske
promene i time smanji ili povrati funkcionalnost bolesniku. Pracenje strukturnih promena

se vr$i pomoc¢u radiografija, magnetne rezonance, ehosonografskim pregledima.

Savremeni nacin le¢enja podrazumeva ranu dijagnozu i ranu agresivnu terapiju sa
identifikacijom faktora dobre i1 loSe prognoze. Dijagnoza reumatoidnog artritisa se
postavlja prose¢no posle 9 meseci trajanja bolesti (od 4 nedelje do 10 i vise godina). S
obzirom da se najveca i naj¢esc¢a oStec¢enja zglobova javljaju rano u pocetku bolesti, ovo
namece neophodnost rane dijagnoze 1 brze 1 agresivne terapije radi supresije inflamacije
pre definitivnog oSteCenja zglobova. LeCenje se obavlja medikamentoznom terapijom,

rehabilitacijom i hirur§kim putem.

1.5.1 Medikamentozna terapija
Sledece grupe lekova se koriste u terapiji reumatoidnog artritisa:

a) Lekovi koji modifikuju tok bolesti (LMTB)
b) Glikokortikoidi
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c) Simptomatska terapija: nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NASIL) i
paracetamol

1.5.1.1 Lekovi koji modifikuju tok bolesti (LMTB)

Lekovi iz ove grupe uticu na inflamaciju razli¢itim mehanizmima i tako deluju i

usporavaju patogenetske mehanizme bolesti. Mogu se podeliti u dve velike grupe:

I.  Sintetski LMTB (sLMTB) koji mogu biti
i.  Konvencionalni sintetski LMTB
ii.  Ciljani sintetski LMTB
Il. Bioloski LMTB koji deluju visoko selektivno na specifi¢ne tipove Celija i
molekule citokina, glavne ucesnike u imunskom odgovoru i imunski
posredovanoj inflamaciji. Ovi lekovi prekidaju lanac imunskog procesa u fazi
indukcije, a ne u njegovoj efektorskoj fazi.

1.5.1.1.1 Sintetski lekovi koji modifikuju tok bolesti

Najcesce korisceni lekovi iz grupe konvencionalnih sSLMBT su metotreksat, sulfasalazin,
antimalarici, leflunomid, azatioprin. Ranije su kori$¢eni i soli zlata i D-penicilamin. Od

ciljanih sLMTB koriste se inhibitori JAK kinaza kakav je tofacitinib.

Metotreksat je antagonist folne kiseline, koristi se unazad viSe od 30 godina 1 danas
predstavlja ,,zlatni standard* u le€enju reumatoidnog artritisa. On je prva linija, lek izbora,
pri zapo€injanju leenja ove bolesti. Osnovni mehanizam delovanja metotreksata je
kompetitivna inhibicija enzima dihidrifolat reduktaze koja katalizuje pretvaranje folne i
hidrofolne kiseline u tetrafolnu. Nedostatak redukovanih folata sprecava sintezu
timidilata, inozinske kiseline 1 drugih purinskih metabolita, §to prekida deobni ciklus
¢elija u fazi G1. Dodatno, u toku intracelijskog metabolizma metotreksata nastaju
produkti koji pored dihdrofolat reduktaze, deluju inhibitorno i na druge enzime zavisne
od folata (npr 5-aminoimidazol-karboksamid-ribonukleotid-transformilaza, AICAR
transformilaza) koji su neophodni za sintezu purina. Kao rezultat, nastaje inhibicija

funkcije neutrofila, monocita i limfocita. Antiinflamatorni efekti metotreksata uslovljeni
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su i smanjenom produkcijom IL-1 i IL-6, normalizacijom smanjenih nivoa IL-2 i
smanjenom sintezom reuma faktora. Ovaj lek se koristi jednom nedeljeno, moze se dati
oralno ili parenteralno. Najucestalije nezZeljene pojave javljaju se na gastrointestinalnom
traktu, hematopoeznom sistemu, jetri i plu¢ima. Kako bi se sprecile, obavlja se nadoknada
folnom kiselinom 24h posle doze metotreksata, ¢ime se postize nepromenjena efikasnost,

a broj nezeljenih desjtava se smanjuje za 50%.

Sulfasalazin je kombinacija dve aktivne supstance: sulfapiridina i 5-aminosalicilne
kiseline. Terapijski efekti sulfasalazina su visestruki: deluje na bakterijsku floru crevnog
trakta (Koristi se u le¢enju inflamatorne bolesti creva), deluje na ¢éelije i njihove produkte
koji ucestvuju u procesu zapaljenja (inhibiSe lipooksigenazu $to smanjuje sintezu
leukotrijena B4, inhibiSe ciklooksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline, deluje
inhibitorno na dihrofolat reduktazu, ali u manjoj meri nego metotreksat) i ima
imunomodulatorno dejstvo (inhibiSe oslobadjanje IL-2 i IFNy iz T ¢elija, inhibise
oslobadjanje TNF-a, IL-1 i IL-6 iz aktivisanih makrofaga i sprecava aktivaciju B ¢elija i
sintezu imunoglobulina). Ovaj lek se primenjuje oralnim putem, najée$¢e neZeljene
pojave su gastrointestinalne prirode, glavobolja, vrtogalvica, temperatura, moze izazvati
citopenije, porast transaminaza, ali i sterilitet kod muskaraca jer smanjuje motilitet i broj

spermatozoida.

Antimalarici (hlorokvin 1 hidroksihlorokvin) su lekovi €iji se imunomodulatorni efekat
pripisuje hemijskoj strukturi diprotske baze. U neutralnoj sredini seruma diprotska baza
ne ispoljava jonski naboj i slobodno prolazi kroz ¢elijske membrane. Medjutim u Kiseloj
sredini kakve su vezikule lizozomnog sistema citoplazme makrofaga, limfocita,
neutrolfila i drugih, lek dobija pozitivni naboj i kao takav nije sposoban da izadje iz
vezikule. Ovo vodi u dalje nagomilavanje leka i do porasta Kiselosti §to utice na prolaz
drugih molekula kroz membrane ¢elija i menja njihovu ekspresiju na povrsini. Ovi lekovi
se intenzivno nagomilavaju u tkivima, leukocitima i eritrocitima, ali i jetri i
pigmentovanim tkivima. Efikasni su u leCenju bolesnika sa ranim, blagim do umerenim

reumatoidnim artritisom, a mogu se davati i u kombinaciji sa drugim sSLMTB.

Leflunomid je inhibitor de novo sinteze pirimidina putem inhibicije mitohondrijalnog
enzima dihidroorotat dehidrigenaze (DHODH) $to vodi do nemoguénosti ¢elija da iz G1

faze predju u S fazu ciklusa. Ovo pogadja najvise ¢elije koje se brzo dele, a pogotovo
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limfocite. Leflunomid smanjuje aktivaciju i diferencijaciju B ¢elija, produkciju antitela,
ali deluje i na T ¢elije, inhibiSuci njihovu proliferaciju i smanjuje lué¢enje inflamatornih
citokina putem stimulacije antiinflamatornog TGF-p (Mehta i sar, 2009). Moze se davati
kao monoterapija, ali i u kombinaciji sa drugim LMTB. Gastricna nepodnosljivost,
hepatotoksi¢nost, alopecija su retke nezeljene pojave, ¢eS¢e kada se ovaj lek daje u
kombinaciji.

Azatioprin je 6-merkaptopurin, analog hipoksantina, koji inhibicijom sinteze purinskih
baza precava sintezu DNK. Ovaj lek suprimira produkciju antitela, ¢elijsku citotoksi¢nost
zavisnu od antitela (ADCC), aktivnost NK ¢elija i odgovor posredovan T limfocitima.
Daje se oralnim putem, a komplikacije zbog toksi¢nog efekta na kostnu srz i moguénost
nastanka limfoma su retke komplikacije. Preporuc¢uje se kod bolesnika koji imaju

refraktarnost ili kontraindikaciju na druge LMTB.

Tofacitinib je inhibitor JAK3 kinaze, spada u grupu ciljanih sSLMTB. Grupa enzima Janus
kinaza obuhvata cCetiri Clana, JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2. JAK3 kinaza se nalazi na
povrsini hematopoeznih ¢elija 1 ima kljuénu ulogu u signalnom putu za interleukine kakvi
sulL-2,3,7,9, 15121 koji su vazni za razvoj i prezivljavanje limfocita. Tofacitinib je u
klinickim studijama pokazao veoma dobru efikasnost u leCenju reumatoidnog artritisa, uz
retke nezeljene dogadjaje medju kojima se izdvajaju neutropenija, anemija,

hiperholesterolemija, infekcije (Yamaoka 2016).

15.1.1.2 Bioloski lekovi

Noviji lekovi u le€enju reumatoidnog artritisa koji su pokazali visoku efikasnost jesu
bioloski agensi koji deluju na razne komponente imunskog odgovora: neki ometaju
antigensku prezentaciju blokadom MHC molekula, drugi se vezuju za specifi¢ne
receptore na povrSini T limfocita 1 sprecavaju aktivaciju Celija i interakciju sa drugim
¢elijama, tre¢i ometaju funkcije citokina vezivanjem za citokinske receptore. Ova
biofarmaceutska sredstva obuhvataju monoklonska antitela i imunokonjugate. Aktuelno
odobreni bioloski lekovi u leCenju reumatoidnog artritisa se mogu svrstati u Cetiri grupe

prema menahizmu desjtva:
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a. TNF inhibitori: etanercept, adalimumab, golimumab, certolizumab-pegol
i infliksimab

b. Inhibitori IL-6 receptora: tocilizumab

c. Blokatori T ¢elijske stimulacije: abatacept

d. Depletori B ¢elija: rituksimab

TNF inhibitori su grupa lekova koja specificno blokira efekte TNF-a koji je klju¢ni
medijator inflamacije u reumatoidnom artritisu. Etanercept je solubilni fuzioni protein
koji se vezuje za solubilni TNF, neutraliSuéi tako njegovu biolosku aktivnost. Infliksimab
je himeri¢no monoklonsko antitelo koje se vezuje i za solubolnu i za povrSinsku formu
TNF, dok je adalimumab humano monoklonsko antitelo sa slicnim karakteristikama
vezivanja za TNF kao i infliksimab. Ovi lekovi su pokazali izuzetnu efikasnost u
poredjenju sa sSLMTB, ne samo u pogledu povlacenja simptoma i znakova bolesti, ve¢ i
u usporavanju progresije strukturnih oSte¢enja zglobova. Etanercept, adalimumab i
golimumab se daju potkozno, dok se infliksimab primenjuje u vidu intravenske infuzije.
Nezeljeni dogadjaji su retki i obuhvataju reakcije na mestu davanja leka, infuzijske
reakcije, ozbiljne infekcije i reaktivacije latentnih infekcija (tuberkuloza, herpes zoster),
limfome, demijelinizirajuce bolesti i lekom izazvan sistemski eritemski lupus (Oliver i

Claire, 2008).

Tocilizumab je humanizovano monoklonsko antitelo koje blokira IL-6 tako $to se vezuje
za njegov receptor na povrsini Celija, a takodje se vezuje i za solubilnu formu IL-6R.
Dobro je poznato da IL-6 ima vaznu ulogu u regulaciji imunskog odgovora i inflamacije,
hematopoezi, stimulaciji produkcije reaktanata akutne faze u jetri. Pored toga, ovaj
citokin stimuli$e adherenciju neutrofila, maturaciju i aktivaciju osteoklasta, sinovijalnu
proliferaciju, §to su sve vazni elementi u formiranju sinovijskog panusa 1 destrukcije kosti
koja je zapaZena u reumatoidnom artritisu. Ucestvuje u diferencijaciji T celija,
ukljucujuéi Th17 limfocite i regulatorne T celije (Kasama i sar, 2016). Tocilizumab je
veoma efikasan lek, daje se intravenski, kao monoterapija ili u kombinaciji sa
metotreksatom. Zbog svog povoljnog delovanja na lipidni metabolizam, ovaj lek je
posebno pogodan kod pacijenata sa aterosklerozom i kardiovaskularnim
komorbiditetima. Najces¢i nezeljeni dogadjaji koji se javljaju pri primeni ovog leka su

respiratorne infekcije.
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Abatacept je fuzioni protein koji se sastoji iz Fc fragmenta 1gG imunoglobulina i
ekstracelularnog domena molekula CTLA-4. Abatacept se vezuje za povrSinski CD80
molekul na membrani T ¢elija i1 tako onemogucuje sekundarni kostimulatorni signal za
njihovu aktivaciju. Moze se primenjivati intravenski ili subkutano, a pogodan je kod
pacijenata kod kojih primena sintetskin LMTB i TNF antagonista nije dala Zeljene

rezultate.

Rituksimab je himericno monoklonsko antitelo usmereno protiv povrsnog markera CD20
na B celijama. Fc fragment rituksimaba posreduje u celijskoj citotoksicnosti
posredovanoj antitelima (ADCC), aktivaciji komplementa i apoptozi CD20 pozitivnih
¢elija. Interesantno je da je od dostupnih anti CD20 agenasa, samo rituksimab efikasan u
reumatoidnom artiritisu. Ovaj lek se primenjuje intravenski, kao mono ili kombinacija sa
drugim LMTB. Sigurnosni profil rituksimaba je slican kao i kod drugih bioloskih lekova

koji se primenjuju intravenski.

1.5.1.2 Glikokortikoidi

Glikokortikoidi imaju snazno antiinflamatorno i imunosupresivno dejstvo, pri ¢emu
ispoljavaju brz i dobar simptomatski efekat, ali dugotrajna primena ovih lekova je
povezana sa ozbiljnim neZeljenim dogadjajima. Glikokortikoidne receptore poseduju
gotovo sve Celije, a njihova aktivacija podrazumeva kaskadu dogadjaja koji rezultiraju
povecanom ili smanjenom transkripcijom gena sa sledstvenom sintezom odgovarajuc¢ih
funkcionalnih proteina. Ovi lekovi snazno uti¢u na T ¢Celije, pogotovo na pomocénicke T
limfocite, zatim na nezrele B ¢elije 1 NK ¢elije. Snazni su inhibitori produkcije citokina
IL-1, TNF-a, IFNy. Terapijske doze izazivaju prolaznu limfocitopeniju, a povecavaju
cirkuliSu¢i broj neutrofila. Visoke doze inhibiSu proliferaciju fibroblasta, sintezu
kolagena tip I 1 11, a deluju inhibitorno 1 na umnozavanje osteoblasta, uzrokuju¢i tako
osteoporozu. Gustina glikokortikoidnih receptora veca je u masnom tkivu omentuma,
nego u potkoZnom masnom tkivu, pa otuda i karakteristi¢an tip gojaznosti kod primene
ovih lekova. Deluju na metabolizam kataboliticki, doprinose¢i razvoju hiperglikemije u
toku lecenja. Za kontrolu zglobnih manifestacija u reumatoidnom artritisu potrebne su
male doze u krac¢em vremenskom periodu sa brzim snizenjem doze do potpunog

isklju€ivanja. Vrlo su korisni u fazama pogorSanja bolesti, ali i tokom premoscenja

30



vremenskog perioda u kome LMTB jo§ nisu ispoljili svoj efekat. Spektar nezeljenih

efekata je veliki i raznolik, te upotrebu ovih lekova treba pazljivo uzeti u obzir.

1.5.1.3 Simptomatska terapija

U svrhu kupiranja simptoma bolesti - bolova, otoka i jutarnje ukoCenosti, koriste
nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL) i/ili paracetamol. Ovi lekovi ne zaustavljaju
inflamaciju 1 oSte¢enje zglobova izazvano upalom, pa ne spadaju u grupu lekova koji
modifikuju tok bolesti. Mogu se primenjivati periodi¢no ili kontinuirano kroz duzi
vremenski period. Medjutim, zbog profila nezeljenih efekata, ove lekove pazljivo treba

davati bolesnicima.

1.5.2 Rehabilitacija

Rehabilitacija je vazan deo lecenja bolesnika sa reumatoidnim artritisom jer znacajno

smanjuje funkcijsko oStecenje zglobova.

1.5.3 Hirursko lecenje

Specifi¢ni problemi u reumatoidnom artritisu koji bi mogli zahtevati hirur§ko lecenje su
¢vorici koji su izrazito bolni ili inflamirani. U Felty-jevom sindromu, splenektomija moZze
pomoci pri rekurentnim infekcijama. Perikarditis moZe zahtevati perikardiocentezu zbog
tamponade, a u retkim slucajevima perikardiektomija reSava konstriktivni perikarditis.
Ortopedska hirurgija je od velikog znacaja kod bolesnika sa trajnim i velikim oStecenjima
zlobova: od resekcije ligamenata, dekompresije nerava, reparacije tetivnih ruptura, do
totalne zglobne artroplastike.
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2. CILJ RADA

Ovaj rad imao je za cilj da se:

1. Odredi sadrzaj antitela klase IgA, IgG 1 IgM na glijadin 1 na ukupne proteine

kravljeg mleka u krvi osoba sa ranim reumatoidnim artritisom;

2. Ispita da li postoji povecana ekspresija receptora za IgG (FcyRII/CD16) na
leukocitima i da li je povezana sa koncentracijom antitela specifi¢nih za pomenute

proteine hrane;

3. Odredi proliferativni odgovor mononuklearnih ¢elija periferne krvi na glijadin,

proteine kravljeg mleka i fitohemaglutinin;

4. Odredi serumska aktivnost i ekspresija dipeptidil peptidaze 4 (DPPIV/CD26) na

mononuklearnim ¢elijama periferne krvi,

5. Ispita povezanost pokazatelja imunoreaktivnosti na proteine iz hrane sa

pokazateljima aktivnosti bolesti;

6. Ispita povezanost pokazatelja aktivnosti i ekspresije DPPIV/CD26 sa parametrima
aktivnosti bolesti.
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3. BOLESNICI | METODE

3.1 Tip studije

Ispitivanje predstavlja studiju preseka u kojoj je ispitivano prisustvo specificnih antitela
na proteine iz hrane, proliferativni odgovor perifernih ¢elija krvi na antigene iz hrane, kao
i serumska aktivnost i ekspresija dipeptidil peptidaze IV kao moguéeg pokretaca
imunoreaktivnosti kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom ¢iji odgovor
imunskog sistema nije bio modifikovan terapijom. Istrazivanje je bilo sprovedeno u
skladu sa Kodeksom dobre nau¢ne prakse Medicinskog fakulteta u Beogradu, a odobreno
od strane Etickog odbora Instituta za reumatologiju i Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. IstraZivanja na ovom polju su deo projekta 175011

Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije.

3.2 Mesto i period istraZzivanja

Studija je sprovedena na Institutu za reumatologiju i Institutu za onkologiju i radiologiju

Srbije u Beogradu, u periodu od januara 2013. do decembra 2016.godine.

3.3 Izbor ispitanika

U ovom istrazivanju ucestvovalo je 120 ispitanika koji su bili podeljeni u tri grupe:
studijsku grupu bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (n=50), kontrolnu grupu
bolesnika sa degenerativnim oboljenjima lokomotornog sistema (n=30) i kontrolnu grupu
zdravih ispitanika (n=40). U studiji je uCestvovalo 1 trideset pacijenata sa hroni¢nim,
dugogodis$njim reumatoidnim artritisom, koji su ukljuceni kao dodatna kontrolna grupa

za ispitivanje pokazatelja serumske aktivnosti i ekspresije dipeptidil peptidaze 1V.

3.3.1  Ukljucujuci i iskljucujuéi kriterijumi u istrazivanju

U grupu pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom ukljuceno je 50 pacijenata oba pola,

starosti 22-81 godinu, sa novopostavljenom dijagnozom reumatoidnog artritisa koji se
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lece na Institutu za reumatologiju. Iskljucujuéi kriterijumi za ulazak u studiju za ove

pacijente su bili:
a) primena glikokortikoidne terapije i terapije bolest modifikuju¢im lekovima,

b) postojanje strukturnih promena (erozija) na standardnim radiografijama Saka

i stopala,
c) postojanje neke od sistemskih bolesti vezivnog tkiva,
d) oboleli od celijakije,

e) nepristajanje pacijenta da ucestvuje u studiji.

U kontrolnu grupu pacijenata sa degenerativnim reumatizmom uslo je trideset pacijenata
(starosti 21-81 godinu, 22 Zene i 8 muskaraca) koji se lee na Institutu za reumatologiju
(lumbalni i cervikalni sindrom, lumboiSijalgija, cervikalgija, osteoartritisi kolena,
kukova, Saka...), uparenih po polu i starosti (+/- 3 godine) sa grupom pacijenata sa ranim

reumatoidnim artritisom. Iskljucujuéi kriterijumi za ove osobe su bili:
a) prisustvo reumatoidnog artritisa i drugih sistemskih bolesti vezivnog tkiva,
b) prisustvo autoimunskih bolesti,
C) prisustvo celija¢ne bolesti,

d) nepristajanje pacijenta da uéestvuje u studiji.

Kontrolnu grupu zdravih dobrovoljaca ¢inilo je Cetrdeset osoba (starosti 23-62 godine, 26
Zena i 14 muskaraca) zaposlenih na Institutu za reumatologiju i na Institutu za onkologiju

i radiologiju Srbije, a kod kojih je iskljuceno prisustvo:
a) reumatoidnog artritisa i drugih sistemskih bolesti vezivnog tkiva,
b) metabolickih i autoimunskih bolesti,
C) celijacne bolesti,

d) degenerativnih oboljenja ki¢me i zglobova,

34



e) odbijanje ucestvovanja u istrazivanju.

Dodatnu, Cetvrtu grupu bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom cinilo je 30
osoba, uparenih po polu i starosti (+/-3 godine) sa pacijentima sa ranim reumatoidnim

artritisom. Iskljucujuci kriterijumi za ove bolesnike su bili:
a) trajanje reumatoidnog artritisa manje od 5 godina,
b) prisustvo celijane bolesti,
C) nepristajanje pacijenta da u¢estvuje u studiji.

Dugogodisnji pacijenti sa reumatoidnim artritisom su bili le¢eni razli¢itim terapijskim
rezimima: njih 26-0ro je koristilo metotreksat kao monoterapiju ili u kombinaciji sa
drugim lekovima koji menjaju tok bolesti, bioloskim agensom ili kortikosteroidnom

terapijom, dvoje je leCeno anti-TNF agensima i dvoje su leCeni anti IL-6 terapijom.

3.4 Studijski protokol

Po postavljanju dijagnoze ranog reumatoidnog artritisa ili degenerativnog oboljenja, uz
pisanu saglasnost svakog ispitanika, za uzorak za ispitivanje uzeto je 10ml krvi bez
antikoagulansa 1 10ml krvi sa 0.3ml heparina iz kubitalne vene pomocu vakutajnera.
Uzorak se uzimao pre pocetka lecenja glukokortikoidima 1/ili lekovima koji menjaju tok
bolesti. Uzorci su analizirani u Laboratoriji za modifikatore bioloskog odgovora

Odeljenja za eksperimentalnu onkologiju Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije.

Aktivnost reumatoidnog artritisa procenjivana je kompozitnim indeksom DAS28 koji
obuhvata broj bolnih i broj otecenih zglobova, bolesnikovu procenu aktivnosti bolesti i
vrednost sedimentacije eritrocita. Pored demografskih karakteristika (pol, starost), pratila
se 1 duzina trajanja tegoba, vrednost C reaktivnog proteina u krvi, prisustvo RF i ACPA

antitela u krvi.
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3.5 Metode

3.5.1 ELISA testovi za odredjivanje nivoa antitela IgA, 1gG i IgM klase na glijadin

i proteine kravljeg mleka

Odredjivanje serumske IgA, 1gG i IgM imunoreaktivnosti na glijadin (frakcija glutena) i
ukupne proteine kravljeg mleka vrsilo se ,,Home-made*“ ELISA testovima kako je

opisano od strane Besu | i saradnika (Besu i sar, 2009).

Proteini kravljeg mleka (0,1mg/ml) se rastvaraju u 0.05M karbonatnom puferu pH 9.6, a
glijadin (Img/ml) u 1% rastvoru SDS-a, i ti se rastvori (po 100uL) nalivaju u otvore
mikrotitar ploca sa 96 rupica (polistirenske mikrotitarske plo¢e sa 96 bunaric¢a, F96
MaxiSorp Thermo ScientificTM NuncTM, Danska). Inkubacija ploca sa rastvorom
proteina kravljeg mleka se vr$i na +4C, a ploc¢a sa rastvorom glijadina na sobnoj
temperaturi. Nakon 24h inkubacije, plo¢a sa rastvorom proteina mleka se ispira TTBS
puferom (0.05% Tween-20 u 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl, pH 7.5) da bi se uklonio
karbonat, pa se potom u sve otvore ploc¢a (i mleko 1 glijadin) naliva 1% BSA (goved;i
serumski albumin, engl. bovine serum albumin, BSA) u TTBS-u u svojstvu blokera za
blokiranje nespecifi¢nih mesta vezivanja i inkubira tokom 1h. Nakon toga, ploce se isperu
3 puta u rastvoru PBS-a (engl. phosphate buffered saline, PBS) sa 0,05% Tween 20
deterdzentom, pa se u svaku rupicu dodaje po 50ul 1% humanog seruma u 1% rastvoru
BSA uTTBS-u 1 sve se inkubira 1h. Nakon inkubacije, ploce se ispiraju rastvorom TTBS-
a tri puta, a potom se dodaju rastvori antihumanog ovcijeg IgA, IgG ili IgM,
konjugovanog sa HRP (eng. Horseradish peroxidase, HRP). Po isteku 60min, plo¢e se
ispiraju 5 puta rastvorom TTBS-a i dodaje se 100uL 0.7mg/ml ortofenildiamina u 0.15M
citratnom puferu pH 5.5 sa 1pl/ml 12% H,O.. Razvoj boje se zaustavlja 15 minuta kasnije
dodavanjem 50ul sumporne kiseline. Apsorbancija se oc€itava na talasnoj duzini od 450

nm na ¢itacu Multiskan EX Thermo Labsystems u roku od 15 minuta.

IzraCunavanje nivoa imunoreaktivnosti za ispitivane antigene se vrsi tako §to se od
srednje vrednosti apsorbance uzoraka (triplikat), u kojima je antigen prvo inkubiran sa
albuminom govedjeg seruma (BSA) kao blokerom, a zatim sa humanim serumom u
prisustvu pufera (TTBS), a potom sa sekundarnim antitelom obeleZenim HRP, oduzmu
srednje vrednosti apsorbanci odgovaraju¢e dve slepe probe. Prva slepa proba je

apsorbanca uzorka u kome je odgovarajuc¢i humani serum inkubiran sa puferom u kome
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se nalazi bloker. Druga slepa proba predstavlja srednju vrednost apsorbanci uzoraka u
kojima je antigen tretiran puferom (TTBS sa blokerom) i sekundarnim antitelom

obeleZzenim sa HRP.

Za ispitivanje imunoreaktivnosti prema proteinima kravljeg mleka i glijadina koriste se
laboratorijske pozitivne kontrole, normirane u odnosu na standarde; to su tri razlicita
seruma sa visokim nivoom IgA, 1gG odnosno IgM imunoreaktivnosti prema proteinima
kravljeg mleka, odnosno prema glijadinu. Rezultati za imunoreaktivnost prema
proteinima kravljeg mleka/glijadina su izrazeni arbitrarnim jedinicama (AU/ml), a
dobijaju se sa prethodno napravljene kalibracione krive A=f(AU/ml). Kao kontrolne
serume, svaki eksperiment je sadrzao jedan pozitivni kontrolni serum i jedan serum

zdrave kontrole. Koeficijent varijacije izmedju testova je iznosio do 10%.

Grani¢na vrednost prema ispitivanim antigenima je odredjena na osnovu humoralne
imunoreaktivnosti zdravih kontrolnih osoba. Graniéne vrednosti za svaki test su
odredjivane kao srednja vrednost za ispitivane kontrolne osobe uvecana za 2 standardne
devijacije (Xsr+2SD). Neproteinski rastvori nisu pokazali reaktivnost u ELISA testu (bila

je 0), Sto znaci da nije doslo do nespecifi¢nog vezivanja.

3.5.2 Test stimulacije proliferacije celija na antigene hrane

In vitro stimulacija mononuklearnih ¢elija periferne krvi antigenima hrane ispitana je
testom stimulacije proliferacije, pri ¢emu se proliferativni odgovor merio MTT (3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) proliferacionim testom. Ova metoda
opisana je od strane Mosmann-a (Mosmann 1983), a potom modifikovana od strane
Ohno-a i Abe-a (Ohno i Abe, 1991).

Iz pune heparizirane krvi se izoluju plazma i mononuklearne celije periferne krvi (eng.
Peripheral blood mononuclear cells, PBMC) centrifugiranjem u gradijentu gustine
pomocu Lymphoprep-a (Nycomed, Oslo, Norway). PBMC sa interfaze se isperu tri puta
Haemaccel-om (vodeni rastvor 145 mM Na+, 5.1 mM K+, 6.2 mM Ca2+, 145mM CI" i
35 g/l polimera zelatina, pH 7.4), izbroje i resuspenduju u hranljivom medijumu (RPMI-
1640, bez boje fenol crveno, pH 7.2, 10% autologe plazme, 3mM L-glutamina, 100 pg/ml
streptomicina, 100 1U/ml penicilina i 25mM Hepes). Suspenzija PBMC u navedenoj
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podlozi (150 000 ¢el/po otvoru) se postavi u mikrotitar ploce sa 96 otvora. PBMC se
zatim inkubiraju u finalnoj zapremini od 150ul hranljivog medijuma, a u prisustvu
antigena, proteina kravljeg mleka (333ug/ml) (ICN pharmaceuticals), glijadina (50ug/ml)
(SIGMA), mitogena fitohemaglutinina (5ug/ml) (PHA- INEP, Beograd, Srbija) i u
kombinaciji PHA sa proteinima kravljeg mleka, ili glijadinom. Sledi inkubacija od 72h,
nakon Cega se prezivljavanje ¢elija odredjuje MTT testom: u svaki otvor plo¢e dodaje se
10pL MTT rastvora (3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid), potom se
nastavlja inkubacija jo$ Cetiri sata, kada se dodaje 100ul 10% SDS-a. Apsorbancija se

meri sledec¢eg dana na 570nm.

Stimulacija proliferacije se odredjivala kao odnos izmedju absorbancije uzorka sa
antigenima i absorbancije uzorka koji je inkubiran samo sa hranljivom podlogom. Kako
je broj celija proporcionalan absorbanciji ¢elija tretiranih MTT-jem, stimulacija

proliferacije G (%) je raunata kao:
G (%) = (A—Ao0) x100/A0

gde je A apsorbancija PBMC koje su inkubirane sa antigenima hrane, a Ao je apsorbancija
kontrolnih ¢elija koje su inkubirane samo sa hranljivim medijumom. Podrazumeva se da
je za dobijanje A, odnosno Ao, apsorbancija slepe probe (apsorbancija podloge sa
odgovarajucim antigenom, ali bez ¢elija) uvek oduzimana od odgovarajuce apsorbancije

uzorka sa ¢elijama.

Grani¢na vrednost prema ispitivanim antigenima je odredjena na osnovu podataka
dobijenih analizom proliferacije PBMC zdravih kontrolnih osoba. Grani¢ne vrednosti za
svaki test su odredjivane kao srednja vrednost za ispitivane kontrolne osobe uvecana za

2 standardne devijacije (Xsr+2SD).

3.5.3 Ekspresija receptora za IgG na leukocitima i ekspresija CD26 na povrsini

perifernih mononuklearnih celija

Ekspresija receptora za IgG (FcyRIII/CD16), CD16/CD56 1 povrSinskog CD26 na
leukocitima ispitana je metodom protocne citometrije. KoriS¢ena su odgovarajuca
monoklonska antitela 1 to: monoklonsko antitelo specificno za CD16 1 CD26 su

fikoeritrinom bojena (PE), a antitelo specifiéno za CD56 je bilo obelezeno fluorescein
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izotiocijanatom (FITC), sva koriS¢ena monoklonska antitela su od proizvodjaca Becton
Dickinson Immunocytometry Systems. Ekspresija CD16 i CD56 molekula je odredjivana
na limfocitima i granulocitima (koji su fizi¢ki gejtovani), dok je ekspresija CD26
odredjivana na mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (limfociti 1 monociti, fizicko
gejtovanje). Grani¢ne vrednosti pokazatelja dobijene analizom uzoraka zdravih osoba

odredjivane su kao Xsr+SD.

Ukratko, u 50ul pune krvi se doda 2,5 pl (0.05mg/ml) rastvora monoklonskog antitela,
potom vorteksuje i inkubira u mraku tokom 15min. Nakon toga, 800 pl rastvora za
liziranje (FACS Lysing solution, BD Biosciences) rastvora se naliva, vorteksuje i tokom
10 min inkubira u mraku, potom centrifugira na 1600 obrt/min, 5 minuta. Uzorak se zatim
ispere dva puta cell wash-om i na kraju se doda po 200 pL cell fix rastvora za fiksaciju
(CellFIX, BD Biosciences).

Ekspresija ispitivanih molekula se odredivala pomoc¢u FACSCalibur protocnog citometra
(BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). 1z svakog uzorka je ispitivano 10000 ¢elija
periferne krvi, odnosno leukocita, a prikupljeni podaci su analizirani CELLQuest
softverom (BD Biosciences).

3.5.4 Aktivnost dipeptidil peptidase 4 (DPPIV/CD26) u serumu

Serumska aktivnost DPPIV merena je pomocu direktne fotometrijske metode
prilagodjene plo¢ama sa 96 otvora, opisane od strane Jarmolowska 1 sar. (Jarmotowska B

2007), ali delimi¢no izmenjena (Eri¢-Nikoli¢ i sar, 2011; Mati¢ i sar, 2012)

Doda se 50 pl 0.3M Gly/NaOH pufera (pH 8.7), 20 uL 1.5 mM Gly-Pro-p-nitroanilid p-
toluensulfonata (DPPIV substrat; Sigma G2901) i 50 ul destilovane vode u uzorke seruma
i njihove slepe probe. Standardni uzorci sadrze 20 pl 1.5 mM p-nitroanilina (Sigma
N2128) umesto supstrata, dok slepe probe sadrze 20 pl vode. Nakon inkubacije od 30min
na 37C, dodaje se 50 pl hladnog (4C) 1M acetatnog pufera (pH 4.2) slepim probama
seruma kako bi se sprecila enzimska reakcija. Potom, 10 pl seruma se dodaje uzorcima i
njihovim slepim probama, dok se standardnim uzorcima i njihovim slepim probama
dodaje 10 pl vode. Ploce se inkubiraju tokom 30min na 37C, a enzimska reakcija se u

uzorcima sa serumom zaustavlja dodavanjem 50 ul hladnog (4C) 1M acetatnog pufera
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(pH 4.2). Standardni uzorci i njinove slepe probe sadrze istu zapreminu acetatnog pufera.
Apsorbancija se meri na 405nm. Nakon obrade podataka, pristupa se izraCunavanju

aktivnosti enzima.
DPPIV aktivnost u serumu se izracunavala putem sledece formule:

Enzimska aktivnost = (Auzorka seruma — Aslepe probe seruma/ A standardni uzorak - A

slepa proba standarda) x 100
Enzimska aktivnost: [U/L = 1 uM/min/L seruma.

Svi eksperimenti radjeni su u triplikatu. Kao kontrolne serume, svaki eksperiment je
sadrzao jedan pozitivni kontrolni serum i jedan serum zdrave kontrole. Koeficijent
varijacije izmedju testova je iznosio do 10%. Grani¢ne vrednosti su racunate kao

Xsr+ SD.

3.5.5 Statisticka obrada podataka

Po zavrSenom prikupljanju i1 obradi uzoraka, pristupilo se statistickoj obradi podataka.
Najpre je proverena normalnost distribucije dobijenih rezultata pomo¢u Kolmogorov
Smirnov-ovog testa. Kori$éeni su parametarski testovi (Student-ov t-test i one way
Anova) za varijable sa normalnom distribucijom podataka, a neparametarske testove
(Mann-Whitney, Kruskal-Wallis test) za varijable sa neparametarskom distribucijom
podataka. Za ispitivanje povezanosti izmedju ispitivanih pokazatelja kori§¢eni su
parametarski i neparametarski testovi (Pirsonov ili Spirmanov koeficijent korelacije), u
skladu sa distribucijama varijabli.

Kako bismo ocenili dijagnosticki kvalitet varijabli za serumsku aktivnost 1 ekspresiju
DPPIV, koristili smo ROC (eng. The Receiver Operating Characteristic) analizu koja je
kontrolisana putem povrsine ispod krive (eng. Area Under the Curve, AUC) sa manuelno
izabranim najboljim grani¢nim vrednostima za grupu pacijenata. Nivo znacajnosti za sve
analize je bio 0.05. Statisti¢ka analiza je uradjena pomoc¢u programskog paketa SPSS 15.0
za Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Za graficki prikaz podataka koriS¢en je
GraphPad Prismb.
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4. REZULTATI

Prosecna starost pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA) iznosila je 49.1£15.7
godina (od 22-81 godinu), medju njima je bilo 41 Zena i 9 muskaraca. Od pedesetoro
pacijenata sa rRA koji su uéestvovali u studiji, 29 (58%) pacijenata je imalo simptome
manje od 3 meseca pre nego Sto ima je dijagnostikovan reumatoidni artritis — ova grupa
pacijenata je oznacena kao veoma rani reumatoidni artirits (viRA). Dalja analiza podataka
pokazala je da su dva pacijenta imala nisku aktivnost bolesti, njih 18 je bilo u zoni
umerene aktivnosti bolesti, a ¢ak 30 pacijenata (60%) je imalo visoko aktivnu bolest.
Klinicke karakteristike pacijenata sa ranim i hroni¢nim reumatoidnim artritisom su

prikazane u tabeli 4.

Tabela 4. Karakteristike bolesnika sa ranim i hroniénim reumatoidnim artritisom.

rani RA hroni¢ni RA
Starost 49.1+15.7 godina 48.6+15.9
Pol 41 Zena 19 muskaraca 25 Zena i 5 muskaraca
Trajanje simptoma 5.5+7.1 meseci 11.1+5.5 godina
Sedimentacija eritrocita 3626 mm/sat 17+13 mm/sat
CRP? 22.5+28.9 mg/L NR®
Imunoserologija 70% RF pozitivnih, 55% RF pozitivnih,
78% ACPA pozitivnih  69% ACPA pozitivnih
Osetljivi zglobovi 11+8 4+3
Oteceni zglobovi 9+6 242
Pacijentova procena aktivnosti 47.2+18.9 33+18
bolesti VAS (0-100)
DAS28 skor 5.5+1.3 3.5+1.7

3 C-reaktivni protein, ° nije uradjeno

Kontrolnu grupu bolesnika sa hroni¢nim artritisom c¢inilo je 30 bolesnika, prosecne
starosti 48.6+15.9 godina (21-81 godina), koji su bili na razli¢itim terapijskim rezimima.
Ova grupa se po polu i starosti nije statisticki razlikovala od ispitivane grupe sa rRA

(p>0.99 za pol, p=0.8807 za starost). U remisiji je bilo 8 pacijenata sa hRA, ¢etvoro je
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imalo nisku aktivnost bolesti, njih 15 je bilo u zoni umerene aktivnosti bolesti, a troje je
bilo sa visoko aktivnom boles¢u.

Kontrolnu grupu bolesnika sa degenerativnim oboljenjima lokomotornog sistema (D)
¢inilo je 30 ispitanika, uparenih po polu i po starosti sa grupom bolesnika sa rRA
(p=0.4049 za pol, p=0.08 za starost). Prosecna starost ovih bolesnika je bila 55.3+15.2
godine, grupu je Cinilo 22 zene i 8§ muskaraca.

Kontrolnu grupu zdravih ispitanika ¢inilo je 40 osoba, prosecne starosti 38.5+10.7 godina

(23-62 godine), 26 Zena i 14 musSkaraca.

4.1 Odredivanje nivoa antitela IgG, IgA i IgM klase na proteine iz hrane u

serumu

4.1.1 Antitela na glijadin

Serumski nivoi antitela na glijadin IgG, IgA i IgM klase odredivani su kod 50 pacijenata
sa ranim RA, 30 pacijenata sa degenerativnim oboljenjima zglobova i kod 37 zdravih

kontrola. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Nivoi anti-glijadinskih IgA, 1gG i IgM antitela kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), bolesnicima sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D)
i kod zdravih osoba (K)

Nivo anti- Nivo anti- Nivo anti-
Grupa glijadinskih glijadinskih glijadinskih
ispitanika IgA antitela IgG antitela IgM antitela
rRA 2,13+4,23 5,93+6,02* 36,67+19,42
D 3,21+2,81** 6,97+12,48 27,38+21,80
K 1,13+1,34 3,08+4,57 38,15+26,67

*p=0.014 u odnosu na zdrave ispitanike, ** p=0.0006 u odnosu

na zdrave ispitanike i bolesnike sa degenerativnim reumatizmom
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Rezultati ELISA testova pokazali su da kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom
postoji znacajno poveéan nivo IgG antitela na glijadin u odnosu na grupu zdravih
ispitanika (p=0.014). Nije primec¢ena razlika u imunoreaktivnosti antitela klase IgG na
glijadin izmedju grupe bolesnika sa rRA i degenerativnim reumatizmom (p=0.67), kao ni
izmedju kontrolne grupe zdravih ispitanika i bolesnika sa degenerativnim reumatizmom
(p=0.11).

Nivo antitela na glijadin iz IgA klase nije pokazao znaCajnu razliku izmedju grupe
bolesnika sa rRA i zdravim ispitanicima (p=0.12), ali je zato u grupi bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova nivo ovih antitela bio znac¢ajno visi u odnosu na
zdrave ispitanike (p=0.0006), ali i u odnosu na bolesnike sa rRA (p=0.0006).

Analiza nivoa anti-glijadinskih antitela IgM klase nije pokazala statisticki znacajne
razlike izmedju ispitivanih grupa (p=0.1144).

Distribucija anti-glijadinskih IgA, 1gG i IgM klase antitela u serumu bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom, bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova i kod

zdravih kontrola prikazana je na graficima 1.1., 1.2. i 1.3.

glijadin IgA

35 - p=0.0006
p=0.0006

30+ o
25-
20+
15+ A

AU/mI

Grafik 1.1. Nivoi anti-glijadinskih IgA antitela u serumu pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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Grafik 1.2. Nivoi anti-glijadinskih 1gG antitela u serumu pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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Grafik 1.3. Nivoi anti-glijadinskih IgM antitela u serumu pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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4.1.2 Antitela na proteine iz kravljeg mleka

Serumski nivoi antitela na proteine kravljeg mleka IgG, IgA i IgM klase odredivani su
kod 50 pacijenata sa ranim RA, 30 pacijenata sa degenerativnim oboljenjima zglobova i

kod 37 zdravih kontrola. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 6.

Tabela 6. Nivoi antitela IgA, IgG i IgM klase na proteine kravljeg mleka kod bolesnika
sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), bolesnicima sa degenerativhim oboljenjima
zglobova (D) i kod zdravih osoba (K)

Nivo IgA antitela  Nivo IgG antitela  Nivo IgM antitela

Grupa na proteine na proteine na proteine
ispitanika kravljeg mleka kravljeg mleka kravljeg mleka
rRA 35,09+65,09* 19,05+25,95 134,2+109,6**
D 26,33+26,60 43,82+68,37****  138,3+152,9***
K 10,88+36,77 14,12+18,26 39,59+57,9

* p=0.0308 u odnosu na zdrave ispitanike, **p<0.0001 u odnosu na
zdrave ispitanike, *** p=0.0019 u odnosu na zdrave ispitanike, ****
p=0.027 u odnosu na zdrave ispitanike

Znacajno visi nivoi IgA antitela na proteine iz kravljeg mleka uoceni su u serumu
pacijenata sa rRA u odnosu na zdrave kontrole (p=0.0308). Nije detektovana znacajna
razlika u imunoreaktivnosti IgA antitela na proteine iz kravljeg mleka izmedju grupe
degenerativnih oboljenja zglobova i bolesnika sa rRA (p=0.4033), kao i sa grupom
zdravih ispitanika (p=0.0505).

IgM antitela na proteine iz kravljeg mleka pokazala su znacajni visi titar kod bolesnika
sa TRA nego kod zdravih osoba (p<0.0001). Nije bilo znacajne razlike u nivou ovih
antitela izmedju grupe obolelih od rRA 1 grupe sa degenerativnim reumatizmom, a uocen
je 1 znatno vedi titar ovih antitela kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova
nego kod zdravih osoba (p=0.0019).

Nije bilo razlike u nivou IgG antitela na proteine kravljeg mleka izmedju grupa
(p=0.0982), osim Sto su pacijenti sa degenerativnim reumatskim bolestima imali visi titar

ovih antitela u odnosu na zdrave kontrole (p=0.027).
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Distribucija antitela na proteine kravljeg mleka IgA, 1gG i IgM klase u serumu bolesnika
sa ranim reumatoidnim artritisom, bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova i

kod zdravih kontrola prikazana je na graficima 2.1., 2.2. i 2.3.
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Grafik 2.1. Nivoi antitela na proteine iz kravljeg mleka IgA klase u serumu pacijenata sa
ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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Grafik 2.2. Nivoi antitela na proteine iz kravljeg mleka 1gG klase u serumu pacijenata sa
ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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mleko IgM
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Grafik 2.3. Nivoi antitela na proteine iz kravljeg mleka IgM klase u serumu pacijenata
sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa

degenerativnim bolestima zglobova (D).

Vrednosti nivoa IgA antitela prema proteinima kravljeg mleka iznad graniénih (koje su
dobijene analizom uzoraka zdravih osoba), uocene su kod 7 od 50 pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom, zatim vrednosti IgG klase ovih antitela iznad grani¢nih
primecene su kod 6 od 50 pacijenata sarRA, au IgM klasi 18 pacijenata je imalo poviSene
vrednosti antitela u krvi. PoviSeni titar antitela na glijadin u IgA klasi detektovan je kod
4 od 50 pacijenata, dok je u IgG klasi Sestoro pacijenata imalo vrednosti iznad grani¢nih.
Ukratko, 25 od 50 analiziranih bolesnika sa rRA imalo je neki vid poviSene

imunoreaktivnosti na neki od antigena iz hrane.

4.2 Stimulacija proliferacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi antigenima

hrane

Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu glijadina ispitivana je kod 48 pacijenata
sa ranim reumatoidnim artiritsom, 30 osoba sa degenerativnim oboljenjima zglobova i

kod 38 zdravih osoba. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 7.
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Tabela 7. Stimulacija proliferacije limfocita u prisustvu glijadina, mleka i
fitohemaglutinina (PHA) kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA),

bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i kod zdravih kontrola.

Grupa ispitanika glijadin mleko PHA

rRA 113,9+47,33 113,4+47,39 120,6+39,72*
D 103+14 100,1+15,38 174,1+£35,9

K 113,9440,74 114,3+43,59 174,6+45,85

* p< 0.0001 u odnosu na zdrave osobe i bolesnike sa degenerativnim

reumatizmom

Stimulacija proliferacije limfocita u prisustvu glijadina nije se znacajno razlikovala
izmedju ispitivanih grupa pacijenata sa rRA, zdravih kontrola i1 bolesnika sa
degenerativnim reumatizmom (p=0.2459, p=0.7264, p=0.1064, respektivno). U prisustvu
proteina kravljeg mleka, takodje nije uocena znacajna razlika izmedju ispitivanih grupa
(p=0.3459, p=0.0715, p=0.0684, respektivno). Stimulacija proliferacije limfocita u
prisustvu samo fitohemaglutinina je bila smanjena kod pacijenata sa rRA u odnosu na
druge dve kontrolne grupe (p< 0.0001, p< 0.0001, respektivno).

Distribucija stimulacije proliferacije limfocita u prisustvu glijadina, mleka i
fitohemaglutinina kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom, bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova i kod zdravih kontrola prikazana je na graficima
3.1,32.i33.
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Grafik 3.1. Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu glijadina kod pacijenata sa
ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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Grafik 3.2. Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu mleka kod pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim

bolestima zglobova (D).
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Grafik 3.3. Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu fitohemaglutinina (PHA) kod
pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i bolesnika sa

degenerativnim bolestima zglobova (D).

Uz fitohemaglutinin kao mitogen, limfocitna stimulacija u prisustvu glijadina i mleka bila
je znacajno niza kod pacijenata sa rRA nego kod zdravih osoba (p< 0.0001) i nego kod

osoba sa degenerativnim reumatizmom (p< 0.0001), podaci prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Stimulacija proliferacije limfocita u prisustvu kombinacije glijadina/mleka i
fitohemaglutinina (PHA) kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA),

bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i kod zdravih kontrola.

Grupa ispitanika glijadin+PHA mleko+PHA
rRA 141,2+67,87* 143,4+47,39**
D 174,5+£39,83 171,3+44,03
K 187,9+68,37 203,7+84,52

* p< 0.0001 u odnosu na zdrave osobe i bolesnike sa
degenerativnim reumatizmom, ** p< 0.0001 u odnosu na zdrave

osobe i bolesnike sa degenerativnim reumatizmom

Distribucija stimulacije proliferacije limfocita u prisustvu glijadina, mleka i

fitohemaglutinina kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom, bolesnika sa
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degenerativnim oboljenjima zglobova i kod zdravih kontrola prikazana je na graficima
4.1.14.2.
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Grafik 4.1. Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu kombinacije glijadina i
fitohemaglutinina (PHA) kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih
kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim bolestima zglobova (D).
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Grafik 4.2. Stimulacija limfocitne proliferacije u prisustvu kombinacije mleka i
fitohemaglutinina (PHA) kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih
kontrola (K) i bolesnika sa degenerativnim bolestima zglobova (D).
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4.3 Ekspresija IgG receptora na efektorskim ¢elijama imunog sistema

4.3.1 UCcestalost i ekspresija CD16 na limfocitima

Odredivanje ekspresije CD16 antigena (FcylIl receptora) na povrSini membrane limfocita
1 granulocita, kao i CD56 antigena na povrSini membrane limfocita, odnosno ispitivanje
procentualne zastupljenosti CD16+ limfocita i granulocita, kao i CD16+CD56+ limfocita
vr$ena je na uzorcima pune krvi bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom, bolesnika
sa degenerativnim oboljenjima zglobova i zdravih osoba. Procentualna zastupljenost
specifi¢nih subpopulacija imunskih ¢éelija odredivana je u odnosu na populaciju ukupnih
leukocita (engl. total, t), i u odnosu na odredenu tj. ,,gejtovanu® (engl. gated, g) populaciju
leukocita (populacija limfocita ili populacija granulocita). Referentne vrednosti odredene
su kao Xav + SD, na osnovu rezultata analize zdravih osoba.

Ucestalost CD16+ limfocita u populaciji leukocita (t) i u populaciji limfocita (g) i
vrednosti srednjeg intenziteta fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity, MFI) na

povrsini ovih ¢elija, u navedenim grupama ispitanika prikazana je u tabeli 9.

Tabela 9. Ucestalost i ekspresija CD16+ limfocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim

artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova

(D).

Grupe ispitanika % CD16+ Ly (t) % CD16+ Ly (Q) MFI CD16
rRA 1,74+1,49° 12,3+1,4° 665,5+68,9°
K 2,95+1,45 19,1+1,1 384,9+64,5
D 2,99+2,16 18,6+1,9 1144+121,9¢

& p=0.0003 u odnosu na zdrave osobe, p=0.0110 u odnosu na bolesnike sa
degenerativnim reumatizmom,

b p=0.0005 u odnosu na zdrave kontrole, p=0.0019 u odnosu na bolesnike sa
degenerativnim reumatizmom,

¢ p=0.0039 u odnosu na zdrave kontrole, p=0.0013 u odnosu na bolesnike iz grupe
degenerativnih oboljenja zglobova

4 p< 0.0001 u odnosu na zdrave kontrole
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Znacajno nizi procenat CD16 pozitivnih limfocita zapaZen je kod pacijenata sa ranim RA
u odnosu na kontrolnu grupu zdravih osoba (p=0.0003) i u odnosu na grupu bolesnika sa
degenerativnim reumatizmom (p=0.0110). Pored toga, zdrave kontrole i bolesnici iz
grupe degenerativnih oboljenja imali su znacajno visi procenat CD16+ ¢elija u ukupnoj
populaciji leukocita u odnosu na pacijente sa ranim reumatoidnim artritisom (p=0,0005 i
p=0.0019). Uoceno je i da je ekspresija ovog molekula (FcylIll receptora) na povrsini
limfocita (MFI) znacajno veca kod pacijenata sa rRA nego kod zdravih osoba (p=
0.0039), ali 1 znacajno niza nego kod bolesnika iz grupe degenerativnih oboljenja
zglobova (p=0.0013). Pored toga, bolesnici iz grupe D imali su znacajno visu ekspresiju
CD16 molekula na povrsini limfocita u odnosu na zdrave kontrole (p< 0.0001).

Distribucija u€estalosti CD16+ limfocita u populaciji leukocita (t) 1 u populaciji limfocita
(9), kao i ekspresija CD16 na limfocitima kod bolesnika sa ranim reumatoidnim
artritisom, zdravim dobrovoljcima i osobama sa degenerativnim oboljenjem zglobova

prikazana je na graficima 5.1, 5.215.3.
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Grafik 5.1. Ucestalost CD16+ limfocita u populaciji leukocita kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim
oboljenjima zglobova (D).
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Grafik 5.2. Ucestalost CD16+ limfocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom

(rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D).
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Grafik 5.3. Ekspresija CD16+ limfocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom

(rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D).
4.3.2 Ucestalost CDI16+CD56+ celija
Ucestalost limofocita koji na svojoj povrSini eksprimiraju 1 CD16 i CD56 antigen u

populaciji limfocita (g), kao i u populaciji ukupnih leukocita (t) u grupama ispitanika

predstavljena je u tabeli 10.
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Tabela 10. U¢estalost CD16+CD56+ limfocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim
artritisom (rRA), kontrolne grupe zdravih (K) i bolesnika sa degenerativnim

reumatizmom (D).

Grupe ispitanika % CD16+CD56+ Ly (t) % CD16+CD56+ Ly (g)
rRA 0,66+0,82* 4,8+0,8**
K 1,84+1,48 10.9+1,0
D 1,96+1,76 11,8+1,5

* p<0.0001 u odnosu na zdrave osobe, p<0.0001 u odnosu na bolesnike sa
degenerativnim reumatizmom
** p < 0.0001 u odnosu na zdrave osobe, p= 0.0002 u odnosu na bolesnike sa

degenerativnim reumatizmom

Bolesnici sa ranim reumatoidnim artritisom imali su statisticki znac¢ajno nizi procenat
CD16+CD56+ limfocita u populaciji leukocita u odnosu na zdrave osobe (p<0,0001), ali
i u odnosu na bolesnike sa degenerativnim reumatizmom (p<0,0001). Procenat
CD16+CD56+ limfocita u populaciji limfocita je bio zna¢ajno sniZzen kod pacijenata sa
ranim RA u odnosu na zdrave kontrole i bolesnike sa degenerativnim reumatizmom (p <
0.0001, p= 0.0002). Nije bilo razlike u ucestalosti ovih ¢elija izmedju grupe kontrolnih
osoba i bolesnika sa degenerativnim reumatizmom.

Relativna ucestalost CD16+CD56+ limfocita u ukupnoj populaciji leukocita (t) i u
populaciji limfocita (g) kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom, bolesnicima sa

degenerativnim oboljenjem zglobova i zdravih osoba, prikazana je na graficima 5.4 5.5.
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Grafik 5.4. Ucestalost CD16+CD56 limfocita u ukupnoj populaciji leukocita (t) kod
bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa

degenerativnim oboljenjima zglobova (D).
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Grafik 5.5. Ucestalost CD16+CD56+ limfocita u populaciji limfocita (g) kod bolesnika
sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D).
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4.3.3 Ucestalost i ekspresija CD16 na granulocitima

Ucestalost CD16+ granulocita u populaciji leukocita (t) i populaciji granulocita (g), kao

i ekspresija CD16 na povrsini ovih ¢elija u grupama ispitanika prikazana je u tabeli 11.

Tabela 11. Ucestalost i ekspresija CD16+ granulocita kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D).

Grupe ispitanika % CD16+ Gra (t) % CD16+ Gra(g) MFICD16 Gra

rRA 36,26+32,03 57,6+7,3 338,2+51,8*
K 38,89+34,26 52,2+7,1 103,0+15,6
D 49,52+34,34 64,4+8,1 259,1+46,4**

* p < 0.0001 u odnosu na zdrave kontrole

** p=0.0030 u odnosu na zdrave kontrole

Procenat CD16+ granulocita u populaciji granulocita (g) i u populaciji leukocita (t) se
nije razlikovao izmedju ispitivanih grupa (p=0.5347, p=0.2418), ali je zato ekspresija
ovog molekula na povrsini granulocita (mean fluorescence intensity - MFI) bila znacajno
veca kod pacijenata sa ranim RA u odnosu na zdrave kontrole (p < 0.0001) i nije se
razlikovala od vrednosti pronadjene kod bolesnika iz grupe degenerativnih oboljenja
(p=0.2594). MFI CD16 na granulocitima bolesnika iz grupe D bio je znacajno visi nego
kod zdravih kontrola (p=0.0030).

Distribucija procenta CD16+ granulocita u populaciji leukocita (t) i u populaciji
granulocita (g), kao i ekspresija CD16 na povrsini granulocita (MFI) kod bolesnika sa
ranim reumatoidnim artritisom, bolesnicima sa degenerativnim promenama i zdravih

osoba, prikazana je na graficima 5.6, 5.7 1 5.8.
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Grafik 5.6. Ucestalost CD16+ granulocita u populaciji leukocita kod bolesnika sa ranim

reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D).
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Grafik 5.7. Ucestalost CD16+ granulocita u populaciji granulocita kod bolesnika sa

ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D).

58



MFI CD16 na granulocitima

1750 g P00 X p=0003 ,
1500 1
1250+ . A
1000+ ®

600 . 2.

5001 bt o . A

°
3007 o ee” m BAapnt X_+SD
200'_%::-0“. .'.l.l'. AARN KA
100] cosest  RUSNSE abfls
0 == Sapde X,rSD

rRA K D

Grafik 5.7. Ekspresija CD16 na povrsini granulocita u populaciji granulocita kod

bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa

degenerativnim oboljenjima zglobova (D).

4.3.4 Ucestalost limfocita i granulocita u populaciji leukocita

Ucestalost limfocita 1 granulocita u populaciji leukocita kod bolesnika sa ranim

reumatoidnim artritisom, bolesnicima sa degenerativnim reumatizmom i zdravih osoba

prikazana je u tabeli 12.

Tabela 12. Procenat limfocita i granulocita kod pacijenata sa ranim reumatoidnim

artritisom (rRA), zdravih kontrola (K) i kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima

zglobova (D).

Grupe ispitanika % Ly % Gra
rRA 15,1+1,1* 72,617
K 20,6+1,3 68,6+1,7
D 18,2+1,0 76,1+1,1**

* p=0.0023 u odnosu na zdrave osobe, p= 0.0451 u
odnosu na bolesnike sa degenerativnim reumatizmom

** p=0.0004 u odnosu na zdrave ispitanike
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Procenat granulocita se nije razlikovao izmedju grupe bolesnika sa rRA i zdravih osoba
(p=0.095), kao i sa bolesnicima grupe D (p=0.0844), ali je postojala znacajna razlika
izmedju procenta granulocita izmedju kontrolne grupe zdravih osoba i bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova (p= 0.0004). Zapazen je i znacajno niZi procenat
limfocita kod pacijenata sa ranim RA u odnosu na zdrave kontrole (p= 0.0023), ali i na
bolesnike iz grupe D (p= 0.0451) i to moze biti razlog smanjenog procenta CD16+ i
CD16+CD56+ ¢elija u krvi bolesnika sa rRA.

Distribucija procenta limfocita i granulocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim
artritisom, bolesnicima sa degenerativnim reumatizmom i zdravih osoba prikazana je na

graficima 5.815.9.
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Grafik 5.8. Ucestalost limfocita u populaciji leukocita kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K), bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D) 1 bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).

60



granulociti

1 00 - | 0=0.0004 ]
90- & . AAAD
704 Appal
60 ® 1A nt b0

. '_' .-.-..—. . Xsr'SD
® 504 e
L ]

40 - "
30+

20
10
0

Grafik 5.9. Ucestalost granulocita u populaciji leukocita kod bolesnika sa ranim

rRA K D

reumatoidnim artritisom (rRA), zdravih osoba (K) i bolesnika sa degenerativnim

oboljenjima zglobova (D).

U 14 od 40 analiziranih bolesnika sa ranim RA, uocen je smanjeni procenat limfocita.
Poviseni nivoi IgA antitela na antigene iz hrane uoceni su kod 5 od 14 pacijenata sa
snizenim procentom limfocita, poviseni nivoi IgG antitela na analizirane proteine iz hrane
uoceni su kod 5 pacijenata, a kod 4 pacijenta od etrnaestoro koji su imali sniZeni procenat
limfocita, prisutni su bili poviSeni nivoi IgM antitela na neki od ispitivanih antigena iz
hrane. Medju pacijentima sa smanjenim procentom limfocita, devetoro je imalo IgG i/ili

IgA i/ili IgM imunoreaktivnost na antigene hrane.

4.4 Ekspresija dipeptidil peptidaze IV na povrSini mononuklearnih delija

periferne krvi

4.4.1 Ekspresija CD26 antigena na limfocitima

Ucestalost CD26+ limfocita u populaciji leukocita (t) i populaciji limfocita (g) i vrednosti

ekspresije CD26 na limfocitima u grupama ispitanika prikazani su u tabeli 13.
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Tabela 13. Ucestalost CD26+ limfocita u populaciji leukocita (t) i populaciji limfocita
(9) 1 srednji intenzitet fluorescencije ekspresije CD26 na povrsini limfocita kod bolesnika
sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravim kontrolama (K), kod bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i1 kod bolesnika sa hronicnim reumatoidnim

artritisom (hRA).

Grupe ispitanika CD26+ Ly () CD26+ Ly (9) MFI CD26 Ly

rRA 6.6+3.42 46.6+11.9 328.6+298.7
K 11.345.3 50.3+11.9 278.4+138.8
D 9,8+0,6° 50,9+2,1 325,0+58,3

hRA 6.943.5° 52.8+13.4¢ 161.0+59.9°

4p < 0.001 u odnosu na zdrave osobe

b p=0.0002 u odnosu na pacijente sa ranim RA
¢p < 0.001 u odnosu na zdrave osobe

4 p=0.046 u odnosu na pacijente sa ranim RA

¢ p<0.0001 u odnosu na pacijente sa rRA, p=0.0003 u odnosu nha zdrave osobe,
p=0.0005 u odnosu na bolesnike sa degenerativnim reumatizmom

Analiza ekspresije DPPIV/CD26 molekula na povrsini limfocita pokazala je znacajno nizi
procenat CD26+ limfocita u populaciji leukocita kod pacijenata sa ranim i hroni¢nim
reumatoidnim artritisom u odnosu na zdrave osobe (p < 0.001, p < 0.001, respektivno),
podaci prikazani u Tabeli 13. Nije uocena razlika u procentu ovih ¢elija izmedju
pacijenata sa ranim i hroni¢nim reumatoidnim artritisom (p=0.8166), ali je razlika bila
statisticki znac¢ajna izmedju grupe pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom 1
bolesnika sa degenerativnim reumatizmom (p=0.0002). Kontrolne grupe zdravih osoba i
osoba sa degenerativnim oboljenjima zglobova nisu se znacajno razlikovale u
vrednostima ispitivanog parametra (p=0.1897). Donja grani¢na vrednost ovog
pokazatelja je dobijena na osnovu vrednosti zdravih kontrola kao Xsr-SD (6%). Podaci
na grafiku 5.10 pokazuju da je 20 pacijenata sa ranim RA imalo vrednosti CD26+
limfocita u populaciji leukocita ispod donje grani¢ne vrednosti, dok je samo 9 od 40

zdravih osoba imalo snizene vrednosti ispod donje granice.
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Distribucija ucestalosti CD26+ limfocita u populaciji leukocita (t) i populaciji limfocita
(g), kao 1 srednji intenzitet fluorescencije ekspresije CD26 na povrsini limfocita kod

ispitivanih grupa prikazani su na graficima 5.10, 5.11 i 5.12.
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Grafik 5.10. Ucestalost CD26+ limfocita u populaciji leukocita (t) kod bolesnika sa
ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravim kontrolama (K), kod bolesnika sa

degenerativnim oboljenjima zglobova (D) 1 kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim

artritisom (hRA).
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Grafik 5.11. U¢estalost CD26+ limfocita u populaciji limfocita (t) kod bolesnika sa ranim

reumatoidnim artritisom (rRA), zdravim kontrolama (K), kod bolesnika sa
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degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim

artritisom (hRA).
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Grafik 5.12. Srednji intenzitet fluorescencije (MFI) ekspresije CD26 na povrSini
limfocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), zdravim kontrolama
(K), kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i kod bolesnika sa

hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).

Prose¢ne vrednosti procenta CD26+ limfocita kod pacijenata sa ranim RA bile su nize u
odnosu na prosecne vrednosti zdravih kontrola, ali ova razlika nije bila znacajna
(p=0.162). Dalje, procenat CD26+ limfocita kod pacijenata sa hroni¢nim RA je bio
znacajno veci u odnosu na grupu ranog reumatoidnog artritisa (p=0.046), a nije uocena
razlika izmedju grupe pacijenata sa hroni¢nim RA 1 zdravih kontrola, kao ni sa grupom
bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova. Procenat CD26+ limfocita se nije
razlikovao ni izmedju grupe bolesnika sa ranim RA i grupe degenerativnog reumatizma.
Ekspresija CD26 molekula (MFI) na povrSini limfocita kod pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom se nije znacajno razlikovala od ekspresije ovog molekula kod
zdravih kontrola (p=0.338). Medjutim, MFI CD26 na limfocitima kod pacijenata sa
hroni¢nim reumatoidnim artritisom je bila znacajno niza u poredjenju sa vrednoS¢u ovog
pokazatelja kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom, zdravih kontrola i kod
bolesnika sa degenerativnim reumatizmom (p<0.0001, p=0.0003, p=0.0005,
respektivno).
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Analiza procenta limfocita pokazala je da pacijenti sa ranim RA i hroni¢nim RA imaju
znacajno nizi procenat ovih ¢elija u krvi u odnosu na zdrave osobe (p=0.002, p=0.0001,
respektivno), ali i u odnosu na grupu bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova
(p=0.0072, p=0.0011). Upravo ovaj snizeni procenat limfocita bi mogao biti razlog

smanjenog procenta CD26+ ¢elija u ukupnoj populaciji leukocita.

4.4.2 Ekspresija CD26 antigena na monocitima

Ucestalost CD26+ monocita u populaciji monocita i vrednosti ekspresije CD26 na

monocitima u grupama ispitanika prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Ucestalost CD26+ monocita u populaciji monocita i srednji intenzitet
fluorescencije ekspresije CD26 na povrSini monocita kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), kod zdravih kontrola (K), kod bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i1 kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim

artritisom (hRA).

Grupe ispitanika CD26+ Mo MFI CD26 Mo Mo %

rRA 46.6+11.9 353.4+816.1 2.0+1.9
K 50.3+11.9 345.4+785.5 1.8+1.4
D 50.9+2.1 398.4+254.2 1.7+0.1
hRA 52.8+13.4* 52.4+30.9** 24+1.4

* p< 0.0001 u odnosu na pacijente sa rRA, p< 0.0001 u odnosu na
zdrave osobe

**p<0.0001 u odnosu na pacijente sa ranim RA, p<0.0001 u odnosu
na zdrave osobe, p=0.039 u odnosu na pacijente sa degenerativnim

reumatizmom

Nisu uocene znacajne razlike u procentu CD26+ monocita izmedju grupe bolesnika sa
ranim RA i grupe zdravih osoba (p=0.904). Medjutim, zna¢ajno veci procenat CD26+
monocita zabeleZen je kod osoba sa degenerativnim reumatizmom i kod bolesnika sa

hroni¢nim RA u odnosu na pacijente sa ranim RA (p< 0.0001, p< 0.0001, respektivno).
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Razlika u ispitivanom pokazatelju je bila znacajna i izmedju grupe hroni¢nog RA i
degenerativne grupe obolelih (p< 0.0001), ali i izmedju kontrolnih grupa zdravih i

obolelih od degenerativnog reumatizma (p< 0.0001). Podaci prikazani na grafikonu 5.13.
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Grafik 5.13. Ucestalost CD26+ monocita u populaciji monocita kod bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom (rRA), kod zdravih kontrola (K), kod bolesnika sa

degenerativnim oboljenjima zglobova (D) 1 kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim

artritisom (hRA).
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Grafik 5.14. Srednji intenzitet fluorescencije (MFI) ekspresije CD26 na povrSini

monocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA), kod zdravih kontrola
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(K), kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i kod bolesnika sa

hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).

Analiza ekspresije DPPIV/CD26 molekula na povrSini monocita nije pokazala znacajnu
razliku izmedju pacijenata sa ranim RA i zdravih dobrovoljaca. Dalje, MFI CD26
ekspresije na monocitima bio je znacajno nizi kod pacijenata sa hronicnim RA u odnosu
na grupu pacijenata sa ranim RA (p<0.0001), ali i u odnosu na grupu zdravih osoba
(p<0.0001) 1 osoba sa degenerativnim reumatizmom (p=0.039). Nije uocena znacajna
razlika u ekspresiji CD26 na monocitima izmedju ispitanika sa ranim RA i ispitanika iz
grupe degenerativnih oboljenja zglobova (p=0.8751).

Procenat monocita ispitanika u svim studijskim grupama nije bio znacajno razli¢it

(p=0.09), podaci prikazani na grafiku 5.15.
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Grafik 5.15. Ucestalost monocita kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom (rRA),
kod zdravih kontrola (K), kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova (D) i

kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).
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4.5 Enzimska aktivnost DPPIV u serumu

Rezultati odredivanja enzimske aktivnosti DPPIV u serumu u ispitivanim grupama

prikazani su u tabeli 15. Aktivnost DPPIV izrazena je u IU/L.

Tabela 15. Enzimska aktivnost DPPIV u serumu bolesnika sa ranim reumatodnim
artritisom (rRA), kod bolesnika sa degenerativnim promenama u zglobovima (D), kod

zdravih osoba (K) i kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).

Grupe ispitanika aktivnost DPPIV
rRA? 23.7£6.5
K 27.0+£7.0
Db 21,3+0,8
hRA® 20.1+3.8

4 p=0.024 u odnosu na zdrave ispitanike
b n< 0.0001 u odnosu na zdrave ispitanike

¢ p< 0.0001 u odnosu na zdrave ispitanike

Merenje aktivnosti DPPIV u serumu ispitanika pokazalo je znacajno nizu serumsku
aktivnost ovog enzima kod pacijenata sa ranim RA, hroni¢nim RA, ali 1 kod bolesnika sa
degenerativnim oboljenjima zglobova u odnosu na zdrave ispitanike (p=0.024 za rani RA,
p< 0.0001 za hroni¢ni RA 1 p< 0.0001 za obolele od degenerativnhog reumatizma).
Smanjena DPPIV aktivnost u serumu uoc¢ena je kod 12 pacijenata sa ranim reumatoidnim
artritisom, kod 17 osoba sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom i kod 12 bolesnika sa
degenerativnim reumatizmom. U kontrolnoj grupi zdravih ispitanika smanjenu serumsku
aktivnost DPPIV imalo je samo 6 osoba (donja grani¢na vrednost dobijena od zdravih
kontrola kao Xsr-SD je bila 20.03 1U/L).

Distribucija vrednosti za enzimsku aktivnost DPPIV u serumu bolesnika sa ranim
reumatoidnim artritisom, kod bolesnika sa degenerativnim promenama u zglobovima,
kod zdravih osoba i kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom prikazana je na

grafiku 5.16.
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Grafik 5.16. Enzimska aktivnost DPPIV u serumu kod bolesnika sa ranim reumatoidnim
artritisom (rRA), kod zdravih kontrola (K), kod bolesnika sa degenerativnim oboljenjima

zglobova (D) i kod bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom (hRA).

Povisena serumska aktivnost ovog enzima uocena je kod 7 zdravih dobrovoljaca i kod 4
pacijenta sa ranim reumatoidnim artritisom (gornja grani¢na vrednost je bila 34.03 TU/L,
Xsr+SD). Nijedan ispitanik iz grupe hroni¢nog reumatoidnog artritisa 1 grupe

degenerativnih oboljenja zglobova nije imao povisenu serumsku aktivnost DPPIV.

Kako bismo ocenili dijagnosticki kvalitet varijabli za serumsku aktivnost 1 ekspresiju
DPPIV, koristili smo ROC (The Receiver Operating Characteristic) analizu koja je
kontrolisana putem povrsine ispod krive (AUC) sa manuelno izabranim najboljim
grani¢nim vrednostima za grupu pacijenata. Ova analiza je pokazala da je optimalna
grani¢na vrednost za serumsku aktivnost DPPIV (p=0.023, AUC 0.668) ona od 25 IU/L
koja ima senzitivnost od 65% i specifi¢nost od 60%. Drugi pokazatelj ekspresije CD26
koji je pokazao znacajnost je procenat CD26+ limfocita u populaciji leukocita (p=0.01,
AUC 0.750), sa optimalnom granicnom vrednos¢u (9.7%) koja je odgovarala

senzitivnosti od 85.4% 1 specifi¢nosti od 57.5%.
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Grafik 5.17. ROC kriva i najbolja grani¢na vrednost enzimske aktivnosti DPPIV u
serumu i CD26+ limfocita u populaciji leukocita (t) u odnosu na postojanje ranog

reumatoidnog artritisa.

5.5.1 Pacijenti sa ranim RA vs pacijenti sa veoma ranim RA

Pacijenti sa ranim RA koji nisu bili u grupi vrlo ranog reumatoidnog artritisa (ne-vrRA)
su imali zna¢ajno nizu serumsku aktivnost DPPIV u odnosu na pacijente iz grupe veoma
ranog RA (vrRA) (p=0.032, srednja vrednost DPPIV aktivnosti 21.7 1U/L vs 25.5 1U/L,
respektivno). U pogledu ekspresije CD26 na mononuklearnim ¢elijama periferne krvi,
nije uocena znacajna razlika izmedju ove dve grupe pacijenata. Dodatno, serumska
aktivnost i ekspresija CD26 na limfocitima se nije razlikovala kod bolesnika sa niskom/

umerenim 1 visokom aktivnos¢u bolesti.

4.6 Povezanost Kklini¢kih Kkarakterstika ranog reumatoidnog artirtisa sa

ispitivanim pokazateljima

4.6.1 Povezanost klinickih karakterstika bolesti i imunoreaktivnosti na proteine iz
hrane

Aktivnost bolesti (DAS28) nije bila povezana ni sa humoralnim ni sa celularnim

imunitetom na proteine hrane. Medjutim, broj otecenih zglobova (komponenta DAS28

skora) je pokazao direktnu povezanost sa nivoom IgA i IgM antitela na glijadin (p=0.028,
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p=0.311 za IgA i p=0.020, p=0.329 za IgM antitela). Druga komponenta DAS28 skora,
pacijentova procena aktivnosti bolesti — VAS, bila je grani¢ne povezanosti sa procentom
CD16+ limfocita (p=0.056, p=0.308). Dalje, koncentracija C reaktivnog proteina bila je
znacajno povezana sa nivoom anti-glijadinskih IgA antitela (p=0.012, p=0.374), dok je
trajanje simptoma bolesti bilo u granicno znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa procentom
CD16+ granulocita.

Ispitivana korelacija izmedju antitela na proteine hrane pokazala je da postoji direktna
povezanost antitela IgA klase na mleko sa antitelima IgG i IgM klase na ovaj antigen
(p<0.0001, p=0.493 za IgG i p<0.0001, p=0.479 za IgM). Dodatno, ova antitela su
korelirala i sa anti-glijadinskim antitelima IgA i IgM klase (p=0.043, p=0.288 i p=0.015,
p=0.341, respektivno). Uocena je pozitivna povezanost IgA antitela na proteine iz
kravljeg mleka sa sitmulacijom limfocita u prisustvu ovog antigena (p=0.019, p=0.336).
Antitela IgA klase na glijadin su korelirala sa nivoom anti-glijadinskih antitela u IgG klasi
(p=0.036, p=0.297), dok su IgG antitela na glijadin pokazala direktnu povezanost sa
procentom CD16+ limfocita (p=0.025, p=0.360), ali i sa ekspresijom CD16 molekula na
povrsini granulocita (p=0.023, p=0.363). Ekspresija CD16 molekula na NK ¢elijama
(CD16+CD56+) nije bila povezana sa ispitivanim pokazateljima humoralne i celularne

imunoreaktivnosti na proteine hrane.

4.6.2 Povezanost klinickih karakterstika bolesti i serumske aktivnosti i ekspresije

DPPIV/CD26 kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom

Analiza korelacije podataka je pokazala da postoji znaCajna negativna povezanost
izmedju trajanja simptoma 1 serumske aktivnosti DPPIV, §to je duZe trajanje simptoma
to je serumska aktivnost ovog enzima manja (p=0.02, p =-0.308). Aktivnost bolesti nije
pokazala znacajnu povezanost sa ekspresijom CD26 na mononuklearnim ¢elijama krvi,
niti sa serumskom aktivno§¢u DPPIV. Medjutim, grani¢na povezanost je uo¢ena izmedju
koncentracije C reaktivnog proteina i serumske aktivnosti DPPIV (p=0.057, p =-0.268).
U celoj grupi pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom nije zapazena povezanost
CD26 ekspresije i DPPIV aktivnosti u serumu sa RF/ACPA antitelima. Ali, u grupi RF
pozitivnih pacijenata uocena je direktna korelacija izmedju titra RF 1 aktivnosti DPPIV u

serumu (p=0.03, p = 0.367). Dodatno, kod RF pozitivnih pacijenata znacajno povezani su
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bili trajanje simptoma bolesti i ekspresija CD26 molekula na monocitima (p=0.03, p =
0.406). Pacijenti sa prisutnim ACPA antitelima nisu pokazali povezanost ovih antitela sa
ekspresijom CD26 molekula, niti sa serumskom aktivno$¢u DPPIV enzima, ali jaka
negativha povezanost je primeéena izmedju procenta CD26+ limfocita u populaciji
leukocita i broja otecenih zglobova (p= 0.03, p = —0.821). Nizak titar ACPA antitela i
procenat CD26+ limfocita u populaciji leukocita je pokazao jaku negativnu korelaciju
(p=0.01, p =-0.883).

Procenat CD26+ limfocita u populaciji leukocita direktno je korelirao sa procentom
CD26+ limfocita (p < 0.001, p = 0.445), ali i sa ekspresijom ovog molekula na
limfocitima (p=0.046, p = 0.213), a pogotovo jaku pozitivhu povezanost pokazao je sa
procentom ukupnih limfocita (p <0.001, p =0.811). Procenat ukupnih limfocita nije bio

povezan sa aktivnoséu DPPIV u serumu.

4.6.3 Povezanost pokazatelja imunoreaktivnosti na proteine hrane sa serumskom
aktivnoséu i ekspresijom DPPIV/CD26 kod pacijenata sa ranim

reumatoidnim artritisom

Ekspresija CD26 molekula na povrSini limfocita pokazala je znaCajnu pozitivhu
povezanost sa nivoom IgA i IgG antitela na mleko (p=0.030, p=-0.344 za IgA, p=0.037,
p=-0.330 za IgG)., dok su IgM antitela na ovaj antigen bila direktno povezana sa sa
procentom CD26+ monocita (p=0.024, p= 0.347).

Izmedju nivoa anti-glijadinskih antitela IgA klase i procenta CD26+ limfocita uocena je
negativna povezanost (p=0.011, p=-0.399), dok su IgG antitela na ovaj antigen bila u
korelaciji sa CD26+ limfocitima u populaciji leukocita (p=0.05, p=-0.312).

Primecena je znacajna povezanost izmedju ekspresije CD16 molekula na povrSini

limfocita sa ekspresijom CD26 na limfocitima (p=0.027, p= 0.355).
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5. DISKUSIJA

Mukoza gastrointestinalnog trakta je stalno izlozena ogromnom broju egzogenih antigena
kakvi su hrana, metaboliti, patogene bakterije, normalna flora intestinalnog trakta. Kako
bi se odvojili nutrijenti od potencijalno oSte¢ujucih antigena, brojne strukturne i
imunoloske determinante su ukljucene u proces koji se naziva oralna tolerancija (Vickery
I sar, 2011). Strukturne komponente ovog procesa odnose se na postojanje tzv. mukoznog
stita (eng. mucosal firewall) koga ¢ine epitelne ¢elije creva, mukus 1 antimikrobni peptidi
koje one lu¢e i imunoglobulin IgA (Macpherson i sar, 2009). Mukus predstavlja fizi¢ku
barijeru na luminalnoj strani crevnog epitela, te tako onemogucava direktan kontakt
stranih antigena sa sluznicom creva. Antimikrobni peptidi kakvi su a-defensini koji se
konstitutivno luce od strane epitela ili kao Sto je lektin Regllly koji ima direktni
baktericidni efekat na Gram - pozitivne bakterije (Cash i sar, 2006; Brandl i sar, 2008;
Mukherjee i sar, 2009; Ismail i sar, 2011), doprinose odrzavanju distance izmedju crevnog
epitela i komensalnih bakterija crevnog trakta, tzv “demilitarizovane zone” (Vaishnava i
sar, 2011). IgA imunoglobulin poti¢e od B ¢elija koje se nalaze u Peyerovim plo¢ama
submukoze creva, a kojima epitelne dendritske Celije prezentuju prepoznate antigene iz
lumena creva (Macpherson i Uhr, 2004). Karakteristika ovakvog odgovora je da nema
nastanka memorijskih klonova imunskih c¢elija, Sto omogu¢ava mukoznom imunom
sistemu da odgovori na veoma promenljive antigene iz lumena creva (Hapfelmeier i sar,
2010). Imunoloske komponente oralne tolerancije odnose se na prisustvo imunskih ¢elija
u lamini proprii crevne sluznice koje imaju vaznu ulogu u razdvajanju korisnih od
opasnih antigena. Tu su najpre makrofagi i epitelne dendritske ¢elije, koje su prva linija
odbrane. Makrogafi direktno eliminiSu strani sadrzaj, dok dendritske celije fagocituju
antigen i prezentuju ga T i B ¢elijama u lamini proprii sluzokoze creva, ali i limfocitima
u regionalnom limfnom ¢voru (Belkaid i Hand, 2014). Nakon prezentacije dolazi do
diferencijacije T Celija u regulatorne T ¢elije (T regs) ili u proinflamatorno orjentisane
Th17 ¢elije. U kom ¢e pravcu i¢i ova ravnoteZa, zavisi od lokalnih ¢inilaca kakvi su

metaboliti, citokini, hormoni i od odgovora lokalnih imunskih celija.

Novija istrazivanja ukazuju da mikroflora creva ima jednu od vaznijih uloga u

oblikovanju imunskog odgovora ve¢ u ranom detinjstvu (Kau i sar, 2011), a u adultnom
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dobu moze uticati na regulaciju imunskog odogovora (Feng i Elson, 2011). Crevna
mikroflora predstavlja najveéu mikrobnu zajednicu sa preko 10 bakterija, medju kojima
se izdvajaju dva roda: Bacteroides spp (Gram negativne bakterije) i Firmicutes spp (Gram
pozitivni organizmi), mada u nekih individua rodovi Actinobacteria spp i Protobacteria
spp mogu biti dominantni sojevi u crevima (Eckburg i sar, 2005; Zoetendal i sar, 2006;
Louis i sar, 2007). Ljudska crevna mikroflora poseduje vise gena nego humani genom, a
zajedno se smatraju “super-organizmom” (Ley i sar, 2006). Intestinalana mikroflora
znacCajno pomaze prezivljavanju ljudskog organizma: razlaze kompleksne ugljene hidrate
kakvi su skrob ili biljna vlakna, kao i razliite proteine do jednostavnih ugljenih hidrata,
masnih kiselina kratkih lanaca, aminokiselina, etanola i gasova, olakSavajuéi tako
apsorciju hranljivih materija. Pored toga, produkuje vitamine (vitamin B12, piridoksal
fosfat — aktivnu formu vitamina B6, vitamin B5, vitamin B3, biotin, tetrahidrofolat,
vitamin K) i konvertuje polifenole u aktivne metabolite (Macfarlane i Macfarlane, 2003;
Falony i sar, 2006). Dodatno, pokazano je da koriS¢enje prebiotika (oligofruktoza)
povecava broj intestinalnih bakterija, pogotovo bifidobakterija, pojacavajuéi tako
integritet epitelijalne barijere putem povecéane ekspresije tzv. bliskih veza (eng. “tight
junctions”) (Cani i sar, 2008). Na taj nacin, crevna mikroflora spre¢ava proboj patogenih
bakterija u submukozu (Bosscher i sar, 2009).

Veoma vaZzna uloga komensalnih bakterija crevnog trakta jeste indukcija i odrzavanje
oralne tolerancije. Crevna sluznica je svakodnevno izloZzena ogromnom broju antigena
porekla crevne mikroflore, hrane, metabolita 1 patogena. Kako bi se odrzala tkivna
homeostaza, potrebna je veoma sloZzena mreza regulatornih puteva. Komensali crevne
flore su kljuéni i aktivni induktori ovih regulatornih odgovora. Naime, pokazano je da
uspostavljanje imunske tolerancije (aktivne supresije inflamatornih odgovora na hranu i
druge oralno unesene antigene) nije moguce u odsustvu signala iz crevne flore (Kiyono i
sar, 1982; Sudo i sar, 1997; Weiner i sar, 2011). Poslednjih godina velika paznja
posvecena je Foxp3+ regulatornim T ¢elijama (eng. Forkhead box P3, Foxp3+) koje su
preuzele glavnu ulogu u odrzavanju imunske tolerancije. Ove Celije odrzavaju 1 perifernu
I mukoznu homeostazu i njen prekid moze rezultovati gubitkom oralne tolerancije i
razvojem abnormalnog efektorskog odgovora u crevima (Worbs i sar, 2006; Mucida i sar,
2007; Josefowicz i sar, 2012). Iako ove T regulatorne ¢elije nastaju i diferenciraju se u

timusu, gastrointestinalni trakt predstavlja mesto nastanka indukovanih T regulatornih
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¢elija kao odgovor na oralne antigene (Coombes i sar, 2007; Mucida i sar, 2007; Sun i
sar, 2007). Smatra se da optimalno odrzavanje tolerancije na komensalne bakterije i
antigene spoljne sredine zahteva udruzeno delovanje T regulatornih Celija iz timusa i iz
gastrointestinalnog trakta (Lathrop i sar, 2011; Josefowicz i sar, 2012; Cebula i sar, 2013).
Ova mogucénost crevne sluznice da indukuje T regulatorne ¢elije moze se delom objasniti
I prisustvom posebnih populacija antigen-prezentujucih ¢elija kakve su CD103+CD11b+
dendritske ¢elije, koje imaju spospobnost da proizvode TGF-B i retinoi¢nu kiselinu

(metabolit vitamina A) ¢ime indukuju nastanak T regulatornih ¢elija (Coombes 1 sar,

2007; Mucida i sar, 2007; Sun i sar, 2007).

Sve je veci broj radova koji ukazuje da sastav i1 funkcija komensalnih bakterija u crevima
utice delom na nutricionu vrednost hrane, ali 1 obrnuto, da hrana koju svakodnevno
unosimo moze oblikovati crevni mikrobiom (Goodman i sar, 2011; Muegge i sar, 2011).
Veza izmedju metabolizma nutrijenata i imunskog sistema opisana je na vise nivoa,
pocevsi od endokrine signalizacije do direktnog detektovanja prisustva nutrijenata od
strane imunskih ¢elija (Kau i sar, 2011). Tako leptin, plejotropni citokin koji regulise
apetit, moze da indukuje predominanto odgovor Thl ¢elija u odnosu na Th2 ¢elije (La
Cava i Matarese, 2004), istovremeno inhibisuéi proliferaciju T regulatornih ¢elija (De
Rosa i sar, 2007). Niski nivoi leptina u periodima nutritivne deprivacije (dijete) moze biti
odgovoran za smanjeni celularni imunitet (Lord i sar, 1998). Ovaj citokin utice i na ¢elije
urodjenog imuniteta, od aktivacije neutrofila i njihove migracije, do aktivacije monocita
I makrofaga (La Cava i Matarese, 2004). Nutrijenti kao §to su glukoza i aminokiseline
(triptofan, arginin, glutamin i cistein) direktno uti¢u na metabolicke potrebe T ¢elija, tako
delujudi 1 na njihovu aktivaciju i funkciju. Poznato je da stimulacija T ¢elijskog receptora
(TCR) u odsustvu kostimulatornog signala vodi T ¢eliju u anergiju, a upravo ta
nemogucnost kostimulacije se dovodi u vezu sa smanjenim preuzimanjem aminokiselina
1 gvozda od strane T ¢elija 1 posledicnim poremecajem celijskog metabolizma u samoj
¢eliji (Fox i sar, 2005; Michalek i Rathmell, 2010). Masne kiseline kratkih lanaca i njihov
uticaj na crevnu mikrofloru su jedan od bolje ispitivanih primera kako ishrana i
mikrobiom uticu na oblikovanje imunskog odgovora. Masne kiseline kratkih lanaca
(butirat, acetat) su krajnji produkt razgradnje biljnih polisaharida koje ljudski organizam
nije u stanju da razlozi, jer humani genom ne kodira hidrolaze i polisaharidne lijaze

potrebne za presecanje glikozidnih veza prisutnih u ovim glikanima. Ove enzime
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produkuju crevne bakterije. Koncentracija masnih kiselina kratkih lanaca u lumenu creva
zavisi od koli¢ine unetih vlakana putem ishrane, a to utie dalje na sastav crevne
mikroflore (Lupton 2004). Pored toga $to predstavljaju izvor energije za domacina, masne
kiseline kratkih lanaca uti¢u znacajno i na imunski odgovor domacina. Niski nivoi
butirata mogu modifikovati profil produkcije citokina od strane Th ¢elija u submukozi
creva (Bird 1 sar, 1998) i pomo¢i u oCuvanju integriteta epitelne barijere (Peng i sar,
2007). Produkcija acetata od strane crevnog mikrobioma putem direktne aktivacije
receptora vezanog za G-protein GPR43 smanjuje intestinalnu inflamaciju (Maslowski i
sar, 2009). Istrazivanje Fukude i sar. je pokazalo vaznu ulogu acetata u prevenciji
infekcije enteropatogenom Escherichia coli (0157:H7), putem sposobnosti acetata da
odrzi stabilnu funkciju epitelne barijere (Fukuda i sar, 2011). Vitamin A se u crevima
metaboliSe u svoj aktivni oblik retinoi¢nu kiselinu koja putem Toll like Receptor 2 (TLR2)
receptora moze da aktivira dendritske celije u crevnoj mukozi i indukuje diferencijaciju
T regulatornih ¢elija (Agace i Persson, 2012). Sa druge strane, retinoi¢na kiselina inhibira
polarizaciju u praveu Thl7 ¢elija 1 tako odrzava ravnotezu izmedju regulatornih i

efektornih ¢elija u mukozi creva (Wohlfert i Belkaid, 2010).

Poznato je da celije urodjene imunosti mogu prepoznati posebne sekvence
mikroorganizama, tzv MAMP (eng. microbe-associated molecular patterns) putem
receptora na povrsini ovih ¢elija (TLR4, mTOR, AHR). Novija istraZivanja ukazuju na
mogucnost ovih celija da putem istih receptora prepoznaju 1 prisustvo razliitih
nutrijenata u lumenu creva. Toll-like Receptor 4 (TLR4) moze detektovati prisustvo
slobodnih masnih kiselina (Nguyen i sar, 2007), a adenozin tri-fosfat (ATP) predstavlja
vazni aktivator inflamazoma (Mariathasan i sar, 2006). Serin/treonin kinaza mTOR (eng.
mammalian target of rapamycin) utice i na urodjeni i na steCeni imunski sistem: deluje
na maturaciju 1 efektorsku aktivnost dendritskih celija, inhibiSe razvoj T regulatornih
¢elija, promovise diferencijaciju Thl 1 Th17 ¢Celija, reguliSe funkciju CD8+ T celija 1
inhibira stvaranje memorijskih T ¢elija (Thomson i sar, 2009; Araki i sar, 2010). Aril
hidrokarbon receptor (AHR) menja diferencijaciju dendritskih ¢elija (Platzer i sar, 2009),
usmerava diferencijaciju Th17 i T regulatornih ¢elija i menja njihovu aktivnost (Quintana

i sar, 2008; Veldhoen i sar, 2008).

Pored uticaja nutrijenata, i sama crevna flora moze menjati imunski odgovor. Dobro je

poznat uticaj Bacteroides fragilis-a, bakterije koja je Cest stanovnik intestinalne flore, na
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inhibiciju Th17 diferencijacije. Polisaharid A ove bakterije putem TLR2 receptora
direktno uti¢e na dendritske celije, koje preko IL-10 uticu na inhibiciju Th17 ¢elija
(Round i Mazmanian, 2010). Laktobacili (Agace i Persson, 2012) i bifidobakterije mogu
usmeriti diferencijaciju dendritskih celija ka manje zrelom, nediferenciranom fenotipu
(Davies i sar, 2009). Druge intestinalne bakterije mogu inhibirati singalni NF-KB put
preko stalne stimulacije TLR receptora i povecane produkcije defensina (Zeng i sar,
2006). Sa druge strane, segmentirane filamentozne bakterije su u stanju da u murinim
modelima autoimunog artritisa izazovu aktivaciju Th17 ¢elija, putem IL-23 porekla
dendritskih celija (Ivanov i sar, 2009). Dodatno, ove bakterije mogu stimulisati
produkciju IgA imunoglobulina u crevima murinih modela autoimunskog artritisa
(Macpherson i sar, 2012).

Prekid ili oSteCenje oralne tolerancije moze rezultovati aktivacijom imunskog odgovora
u crevima koje potom, vodi u oboljenje. Jedan od nacdina prekida tolerancije jeste
posttranslaciona modifikacija proteina koja se javlja pri razlic¢itim ¢elijskim odgovorima
kakvi su starenje, inflamacija, trauma i nekroza (Doyle i Mamula, 2012). Ovako
izmenjene proteine mogu da fagocituju i obrade antigen prezentujuce ¢éelije koje potom
novonastale modifikovane antigene prezentuju T i B limfocitima. Kao rezultat ove
aktivacije dolazi do infiltracije tkiva autoreaktivnim éelijama gde modifikovani antigen
doprinosi daljoj amplifikaciji imunskog odgovora, §to dovodi do nastanka autoimunosti.
Danas su poznate brojne autoimunske bolesti kod kojih je autoantigen zapravo
posttranslaciono modifikovani protein: fosforilisani aB - kristalin i citrulisani MBP
protein u multiploj sklerozi, oksidovani 2 - glikoprotein 1 u antifosfolipidnom sindromu,
citrulisani vimentin, filagrin, fibrin, kolagen u reumatoidnom artritisu, oksidisani o - lanac
insulina u dijabetes melitusu tip 1, modifikovani Pso27 u psorijazi, kolagen tip 1V u
Goodpasteur-ovoj bolesti (Doyle i Mamula, 2012). Jedna od bolje ispitanih
postranslacionih modifikacija proteina sa prekidom oralne tolerancije jeste deamidacija
glutena putem tkivne transglutaminaze 2 u celijacnoj bolesti. Gluten je protein dugackog
lanca sa brojnim delovima bogatim prolinom. Zahvaljujuéi tome, gluten je visoko
rezistentan na delovanje crevnih proteolitickih enzima, te se dobar deo unetog glutena u
vidu velikih polipeptidnih lanaca dugo resorbuje u crevima (Shan i sar, 2005). Raniji
stavovi su bili da se gluten najve¢im delom transportuje kroz epitelnu membranu

paracelularnim putevima, kroz oSteCene paracelularne bliske veze (,.tight junctions®)
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izmedju c¢elija crevnog epitela (Schulzke i sar, 1998). Medjutim, novija istrazivanja su
pokazala da se ovaj transport odigrava transcelularno i to pomocéu solubilnog IgA
(Lebreton i sar, 2012), gde se glutenski peptidi najpre vezuju za sekretorni IgA molekul i
kao takav kompleks, preko povrsinskog CD71 molekula na luminalnoj strani enterocita,
transportuju kroz celije epitela creva u submukozu (Schumann i sar, 2017). Nakon
transporta, enzim tkivna transglutaminaza 2 (TTG2) koja je u crevima veoma aktivna,
prepoznaje prolinske sekvence u glutenu i procesom deamidacije formira rezidue
glutamata u glutenskom peptidu. Upravo ove rezidue predstavljaju epitop koji ¢e se vezati
zaHLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 i HLA-DQ8. (u sklopu MHC molekula II klase) na povrsini
antigen prezentujucih ¢elija (Bergseng i sar, 2008) kakve su dendritske ¢elije, makrofagi
ali 1 intraepitelijjalni B limfociti. Ovako prezentovan deamidovani gluten specifi¢no
aktivira CD4+ T limfocite koji po¢inju da lu¢e IFN-y i IL-21 (Ebert 2009) koji aktiviraju
citotoksi¢ne intraepitelijalne limfocite zasluzne za osSteCenje epitela i atrofiju vilusa.
Pored toga, ove aktivirane T ¢elije indukuju i aktivaciju B ¢éelija (Stamnaes i Sollid, 2015)
koje zatim sekretuju anti-glijadinska antitela i antitela na tkivnu transglutaminazu (koja
se koriste kao visoko senzitivno dijagnosticko sredstvo u celijaénoj bolesti). Dobro je
ispitana reakcija B ¢elija u celijacnoj bolesti koja se odnosi na produkciju IgA antitela na
glijadin i/ili na tkivnu transaminazu (Heap i van Heel, 2009). Sli¢no celijacnoj bolesti, u
reumatoidnom artritisu dokazana je reakcija imunskog sistema na modifikovane proteine
(antitela na peptide izmenjene citrulinacijom), kao i znacajna povezanost sa alelima HLA
sistema (HLA-DR) (Koning i sar, 2015). Sli¢no celijakiji, i u reumatoidnom artritisu
aktivacija T celija B Celijskom prezentacijom antigena moze imati vaznu ulogu u

patogenezi (Koning 2015).

Pored celijacne bolesti, Shor i saradnici su 2012. godine (Shor i sar, 2012) pokazali da su
IgG antitela na glijadin prisutna kod bolesnika sa Kronovom boles¢u, koja je autoimunsko
oboljenje Th1/Thl7 tipa (kao i rani reumatoidni artritis). U ovoj bolesti povecana
produkcija IFN- vy od strane CD4 ¢elija i aktiviranih makrofaga koji lu¢e TNF-a 1 IL-12
imaju ulogu u hroni¢noj intestinalnoj inflamaciji (Di Sabatino i sar, 2013). Manji broj
radova je analizirao prisustvo antitela na glijadin u reumatoidnom artirtisu. Hvatum i
saradnici (Hvatum i sar, 2006) su pokazali da su IgM antitela na glijadin u serumu
znacajno poviseni kod pacijenata sa RA u odnosu na zdrave kontrole. Novija studija (Li

I sar, 2016) je pokazala da su i nivoi IgG antitela na kravlje mleko znac¢ajno poviseni kod
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pacijenata sa RA. Rezultati u nasoj studiji su pokazali da su poviseni nivoi IgG antitela
na glijadin, ali i IgA i IgM antitela na proteine kravljeg mleka prisutni kod pacijenata sa
ranim reumatoidnim artirtisom. Dodatno, uoc¢eni su i poviSeni nivoi IgG antitela na ovaj
antigen kod pacijenata sa veoma ranim reumatoidnim artritisom. Ovi podaci se slazu sa
prethodno publikovanim radovima o povisenoj imunoreaktivnosti na glijadin i na kravlje

mleko (O'Farrelly i sar, 1988; Paimela i sar, 1995).

Antitela u 1gG klasi imaju posebno mesto u patogenezi reumatoidnog artritisa (ACPA su
u najvecem procentu upravo ove klase imunoglobulina). IgG antitela mogu imati veoma
raznovrsne efekte, medju najznacajnijima su opsonizacija i fagocitoza, aktivacija
komplementa, neutralizacija toksina, uloga u antitelima posredovanoj celijskoj
citotoksi¢nosti (ADCC), ali i u transkripciji gena za citokine i oslobadjanje zapaljenjskih
medijatora (Dijstelbloem i sar, 2001). Ova antitela ostvaruju svoj efekat putem vezivanja
za 1gG receptore, tzv. FcyR receptore. Postoje tri klase ovih receptora: FcyIR (CD64),
FcyRIl (CD32) i FcyRINl (CD16). Receptori FcyRIl i FcyRIN mogu se naéi u vidu
izoformi: a, b i ¢ za FcyRII, a FcyRIII u obliku a i b izoforme. FcyRI je visoko afinitetni
receptor koji prevashodno vezuje monomerne molekule 1gG, dok su FcyRIl i FcyRIII
receptori niskog afiniteta koja vezuju IgG molekule u imunskim kompleksima (Hulett i
Hogarth, 1994). Svi FcyR receptori vr$e aktivaciju, osim FcyRIIb. Receptori za 19gG
antitela se nalaze na povrSini brojnih Celija imunskog sistema: na monocitima,
makrofagima, dendritskim ¢elijama, neutrofilima, prirodnim ubica ¢elijama (eng. Natural
killer cells, NK) i na B limfocitima (Parren i sar, 1992; van de Winkel i Capel, 1993;
Boruchov i sar, 2005; Dhodapkar i sar, 2005). Koriste¢i animalne modele, pokazano je
da FcyR, a pogotovo FcyRIII (CD16) imaju kljuénu ulogu u indukciji artritisa kod miseva,
dok FcyRIIb receptori imaju protektivno dejstvo na zglobove (Kleinau i sar, 2000; van
Lent i sar, 2000; Diaz de Stahl i sar, 2002). Magnusson je sa svojom grupom saradnika
(Magnusson i sar, 2014) utvrdila da nivo ACPA antitela IgG klase korelise sa ekspresijom
FcyRIII receptora na monocitima pacijenata sa reumatoidnim artritisom, kao i da
monociti na svojoj povrSini imaju znacajno vise vezanog IgG u odnosu na zdrave

kontrole.

Vazno je istaci da se odredeni polimorfizmi gena koji kodiraju receptore za IgG znacajno
¢esce javljaju kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom nego kod zdravih kontrola.

Morgan i saradnici su pokazali da Britanci, Pakistanci i Indijci nosioci polimorfizma
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158V/F gena za FcyRIIla imaju povecan rizik za razvoj reumatoidnog artritisa nego osobe
koje nisu nosioci ovog alela (Morgan i sar, 2000; Morgan i sar, 2006). Isti autori su uocili
1 da je tezina bolesti povezana sa pomenutim alelom kod Britanaca. Polimorfizam
FcyRIIla 158V/F prisutan je i u kohorti Spanskih bolesnika sa reumatoidnim artritisom
(Nieto i sar, 2000), polimorfizam FcyRIlla 158VV u kohorti $vedskih bolesnika
(Kastbom i sar, 2005). U Japanu, nosioci ,,podeljenog epitopa“ (eng. Shared epitope, SE)
HLA-DRBL1 i polimorfizma 176 F/F gena za FcyRIlla imaju povecan rizik za nastanak
reumatoidnog artritisa (Kyogoku i sar, 2002). Meta analiza Lee-ja i saradnika je
polimorfizam FcyRlla i FcyRIlla dovela u vezu sa pojavom reumatoidnog artritisa, dok

nisu potvrdili povezanost ove bolesti sa FcyRIlIb polimorfizmom (Lee i sar, 2015).

U naSem istraZivanju uocen je sniZzeni procenat CD16+ limfocita 1 NK celija
(CD16+CD56+) kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom. Takodje, ekspresija
ovih povrsinskih molekula na limfocitima je bila pove¢ana kod pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom u odnosu na kontrolnu grupu zdravih. Ovi rezultati su delimi¢no
u saglasnosti sa ranije objavljenom studijom Aramakija i saradnika (Aramaki i sar, 2009),
koji su pokazali da kod pacijenata sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom postoji snizen
procenat limfocita i NK ¢elija, ali i snizena ekspresija CD16 molekula na povrsini NK
¢elija. Ukoliko se uzme u obzir da je ispitivana grupa pacijenata u nasem istrazivanju bila
sa ranim reumatoidnim artritisom, uoCena poviSena ekspresija CD16 molekula na
limfocitima 1 NK ¢elijama moze biti deo ranih dogadjaja u patogenezi reumatoidnog
artritisa. Interesantno je da se procenat CD16+ limfocita kod bolesnika sa degenerativnim
oboljenjima zglobova nije razlikovao u odnosu na kontrolnu grupu zdravih dobrovoljaca,
ali je gustina CD16 molekula na limfocitima bila znac¢ajno visa nego kod zdravih osoba.
Nasi rezultati potvrdjuju ranije publikovani stav Stock-a i sar., da aktivacija IgG receptora

nema ulogu u oSte¢enju hrskavice kod eksperimentalne osteoartroze (Stock i sar, 2015).

Procenat CD16+ granulocita se nije razlikovao izmedju ispitivanih grupa u nasoj studiji,
ali su pacijenti sa ranim reumatoidnim artritisom imali znac¢ajno vecu ekspresiju CD16
molekula na granulocitima u odnosu na kontrolnu grupu zdravih osoba. Sli¢ne rezultate

publikovani su i ranije (Paoliello-Paschoalato i sar, 2014).

Korelaciona analiza pokazateljaa imunoreaktivnosti na proteine iz hrane u nasem

istrazivanju pokazala je pozitivnu povezanost izmedju IgG antitela na glijadin 1 procenta
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CD16+ limfocita, ali i direktnu povezanost sa ekspresijom ovog molekula na povrsini
granulocita. Ovo je prva studija koja je ispitivala mogucu povezanost ovih antitela i
receptora za IgG (Fcylll receptor) na belim ¢elijama krvi. Mora se ista¢i da ovo ispitivanje
nije ukljucilo specifi¢ne podgrupe limfocita i granulocita. Ovaj rezultat bi mogao ukazati
na to da IgG antitela na glijadin mogu imati ulogu u aktivaciji efektorskih ¢elija imunog
sistema putem vezivanja za upravo IgG (Fcylll) receptor. Kao posledica ovog vezivanja
moze do¢i do produkcije proinflamatornih citokina kao §to je TNF-a, ali i do pokretanja
antitelom posredovane celijske citotoksi¢nosti (ADCC) (Clemenceau i sar, 2008). Sa
druge strane, imunski kompleksi putem FcyR receptora aktiviraju neutrofile i zapoc€inju
oslobadjanje reaktivnih kiseoni¢nih radikala i proteaza, kao i produkciju hemokina i
citokina (Fairhurst i sar, 2007). Na taj na¢in, neutrofili regrutuju i menjaju funkciju drugih
¢elija kao $to su monociti, dendritske celije, NK celije 1 limfociti, ¢ineéi tako vezu
izmedju urodjene i steCene imunosti (Mantovani i sar, 2011; Pitzalis i sar, 2014). Dodatno,
pokazano je da IgG frakcija antitela specificnih u reumatoidnom artritisu povecava
formiranje neutrofilnih ekstracelularnih zamki (eng. neutrophil extracellular traps,
NETs) (Khandpur i sar, 2013), fenomen u kome neutrofili doprinose stvaranju
posttranslaciono izmenjenih proteina, autoantigena i imunostimulatornih molekula.
Proces stvaranja NETova pracen je oslobadjanjem enzima peptidil arginin deiminaze 2 i
4 (Spengler i sar, 2015), koji mogu izvrsiti proces citrulinacije ekstracelularnih peptida.
Ovako nastali citrulisani peptidi bi mogli biti izvor autoantitela na citrulisane peptide
(ACPA) za koje se zna da imaju znaCajnu ulogu pogotovo u ranom stadijumu
reumatoidnog artritisa (Corsiero i sar, 2016). Korelacija izmedju 1gG anti-glijadinskih
antitela 1 ekspresije CD16 molekula na povrSini granulocita uocena u nasoj studiji,
sugeriSe da bi upravo ova antitela mogla biti okida¢ za aktivaciju granulocita (a medju

njima i neutrofila) i mogla zapoceti formiranje neutrofilnih zamki.

Nema puno podataka u literaturi o efektima antigena iz hrane na limfocitnu proliferaciju
kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Uoceno je da kod pacijenata sa reumatoidnim
artritisom, fitohemaglutinin dovodi do poremecaja regulacije limfocitne proliferacije,
medjutim sa kontroverznim zaklju€cima: sniZena stimulacija proliferacije limfocita
pokazana je od strane Percy-ja i saradnika (Percy i sar, 1978), dok je Ponchel sa
saradnicima pokazao pozitivne efekte fitohemaglutinina na stimulaciju atipi¢nih

podgrupa T ¢elija (Ponchel i sar, 2002). Uticaj glijadina na proliferaciju limfocita kod

81



pacijenata sa reumatoidnim artritisom nije dovoljno ispitan. Najveéi deo podataka o
uticaju glijadina na proliferaciju imunskih celija dobijen je na osnovu istrazivanja
celijacne bolesti. O’Keeffe je sa saradnicama pokazao da kod pacijenata sa celijakijom,
glijadin moze da indukuje produkciju IL-2, IL-6 i IFN-y (O'Keeffe i sar, 1999). Medjutim,
veoma su zanimljivi podaci o uticaju glijadina na proliferaciju limfocita bolesnika sa
dijabetes melitusom tip 1 (Mojibian i sar, 2009) koji su pokazali da postoji poveéana
proliferacija mononuklearnih c¢elija periferne krvi u prisustvu glijadina, uz lucenje
citokina koji odgovaraju Th1/Th17 profilu (IFN-y, IL-6, TNF-a i IL-17a), i to uglavnom
kod bolesnika nosioca HLA-DR4 gena. Podaci o uticaju proteina iz kravljeg mleka na
stimulaciju proliferacije limfocita kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom gotovo da
nema. Medjutim, kod pacijenata sa hipersenzitivno$¢u na proteine kravljeg mleka, uocen
je pozitivni proliferativni efekat na limfocitni odgovor na ovaj antigen (Motrich i sar,
2003). Znacajno snizenje stimulacije limfocitne proliferacije u prisustvu
fitohemaglutinina i u prisustvu kombinacije fitohemaglutinina i glijadina/ proteina
kravljeg mleka je uocena kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom. Razlog
smanjene proliferacije limfocita u prisustvu antigena iz hrane koja je primeéena u nasoj
studiji se moze objasniti razli¢itom (imunoloSki viSe supresivhom) prezentacijom
imunogenih epitopa glijadina/proteina kravljeg mleka i fitohemaglutinina kada su

eksprimirani u kombinaciji nego kada su eksprimirani sami.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bila su usmerena i na odredivanje
ekspresije CD26/DPPIV antigena na povrsini limfocita i monocita, kao i na odredivanje
enzimske aktivnosti DPPIV u serumu kod bolesnika sa ranim reumatoidnim artritisom,
bolesnika sa degenerativnim oboljenjima zglobova i zdravih osoba, a u cilju
rasvetljavanja moguce uloge CD26/DPPIV u razvoju reumatoidnog artritisa.
CD26/DPPIV je multifunkcionalni protein, koji ima znacajnu regulatornu ulogu u
brojnim fiziolo§kim procesima zavisno od tipa celija i uslova u kojima se nalazi
(Boonacker i Van Noorden, 2003). Uloga dipeptidil peptidaze 1V (CD26) u patogenezi
reumatoidnog artritisa jo§ uvek nije rasvetljena, uprkos sve vecem broju istrazivanja i
literature na tu temu. Poznato je da DPPIV/CD26 ima vaznu ulogu u razvoju, sazrevanju,
aktivaciji i diferencijaciji T ¢elija, kao i da uti¢e na njihovu funkciju u imunskom sistemu
(Fan i sar, 2003). Povrsinski CD26 molekul na T ¢elijama sluzi kao kostimulatorni

molekul u antigen-stimulisanoj aktivaciji T limfocita (Ohnuma i sar, 2008), i kao receptor
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za adenozin deaminazu (ADA), moZze imati vaznu ulogu u regulaciji imunskog odgovora
(Dong i sar, 1997). Promene u aktivnosti ovog molekula pronadjene su i u drugim
bolestima. Niski nivoi DPPIV aktivnosti ili solubilnog CD26, uoceni su u
imunosupresivnim stanjima, uklju¢ujuci neke tumore, dok su visoki nivoi pronadjeni kod
drugih tumora, nekih infekcija, zapaljenjskih bolesti i oboljenja jetre (Cordero i sar,
2009). Pokazano je da DPPIV kod nekih tipova malignih tumora moze imati tumor-
suprimirajucu ulogu, ali i suprotno, tumor-promovisucu ulogu kod drugih tipova malignih
tumora. Smatra se da tumor-promovisuc¢a, odnosno tumor-suprimiraju¢a uloga ovog
multifunkcionalnog proteina zavisi od nivoa ekspresije DPPIV, kao i interakcija sa
specificnim biomolekulima uklju¢enim u inicijaciju, razvoj i progresiju malignih tumora
(Havre i sar, 2008; Cordero i sar, 2009). Sli¢ne kvalitativne ili kvantitativhe promene
mogu biti vazne u patogenezi reumatoidnog artritisa, poSto DPPIV reguliSe hemotakticke
odgovore na inflamatorne hemokine kakvi su CCL3-5, 11 i 22, CXCL2, 9-12
(Cuchacovich i sar, 2001), ukljuc¢uju¢i SDF-1 (Proost i sar, 2004; Narducci i sar, 2006).
Dodatno, DPPIV reguliSe i druge bioloski aktivne peptide kakvi su neuropeptid Y (NPY)
i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), za koje je skoro pokazano da imaju ulogu i u

reumatoidnom artritisu (Buljevic i sar, 2013).

Ekspresija DPPIV/CD26 na T c¢elijama u perifernoj krvi i sinovijalnoj tecnosti je
povecana kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Mizokami i sar, 1996). Kod
pacijenata sa hroni¢nim, dugogodiSnjim reumatoidnim artritisom, CD26+ T celije
indukuju inflamaciju 1 oStecenje tkiva tako $to migriraju u sinoviju zglobova, gde postaju
aktivne. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da se procenat CD26+ limfocita kod
pacijenata sa ranim nelecenim reumatoidnim artritisom nije razlikovao od procenta ovih
¢elija kod zdravih osoba, dok je procenat CD26+ limfocita bio znacajno visi u grupi
bolesnika sa hroni¢nim reumatoidnim artiritsom nego kod pacijenata sa ranim RA, ali se
nije razlikovao od zdravih osoba. Ovi nalazi delimi¢no su u kontrastu sa do sada
publikovanim rezultatima gde je uocen poviSen procenat CD26+ T limfocita kod
pacijenata sa dugogodi$njim reumatoidnim artritisom (Sedo i sar, 2005). Mora se istaci
da ova studija nije ukljucila specificne podgrupe T limfocita. Dalje, znacajno nizi
procenat CD26+ limfocita u populaciji ukupnih leukocita kod ranog i hroni¢nog
reumatoidnog artritisa koji je detektovan u ovom ispitivanju moze biti posledica

smanjenog procenta limfocita u ukupnoj populaciji belih ¢elija krvi (koja je uocena i u
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jos jednoj kohorti pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Cordero i sar, 2015)). Uoceno
sniZzenje procenta limfocita, koji predstavljaju jedan od najznacajnijih izvora solubilne
forme DPPIV u serumu, moglo bi da bude uzrokovano promenama u ,,homing“-u
limfocita (engl. lymphocyte homing, proces u kome pojedine subklase limfocita
selektivno naseljavaju pojedina tkiva) indukovanim promenama u gradijentu hemokina
(Comerford i sar, 2014). Ovo je prva studija 0 CD26 ekspresiji na limfocitima u ukupnoj
populaciji leukocita kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artiritsom. Ova bolest se
smatra da ima razliCit ¢elijski i citokinski profil, pre svega ukljucuju¢i Th17 limfocite,
IL-17 i IL-23 (Cascéo i sar, 2010). Bengsch sa saradnicima (Bengsch i sar, 2012) je
pokazao da se subpopulacije Th-17 diferenciranih ¢elija fenotipski karakteris§u povisenom
ekspresijom CD26 molekula. Povecéanje Thl populacije, koje takodje ima poviSenu
ekspresiju CD26 molekula, je uo¢eno i u drugim autoimunskim poremecaljima Th1/Th17
tipa, kakva je, na primer, multipla skleroza ili Kronova bolest (Hildebrandt i sar, 2001;
Tejera-Alhambra i sar, 2014). Medjutim, ovi rezultati potvrdjuju skorasnje ispitivanje
(Cordero i sar, 2015) koje upuéuje da su ovi porasti u ekspresiji najpre posledica
umanjenja CD4+CD26- podgrupe limfocita rano u patogenezi, a ne poveéanja podgrupa
Th1/Th17 limfocita sa pove¢anom ekspresijom CD26. Imajuéi na umu da je ispitivana
grupa bolesnika imala rani, neleceni reumatoidni artritis, ovi rezultati bi mogli upucivati
na to da je povecanje CD26+ limfocita najverovatnije kasniji dogadjaj u imunskom

odgovoru kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

Premda je uocena povecana ekspresija CD26 molekula na povr§ini mononuklearnih ¢elija
periferne krvi kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom, ova razlika nije bila
znacajna u poredjenju sa zdravim osobama. Ovi rezultati su delom u kontrastu sa
publikovanim istrazivanjem Ellingsen-a (Ellingsen i sar, 2012), koji je detektovao
povecanu ekspresiju CD26 na monocitima, ali bez razlike u ekspresiji CD26 molekula na
CD4+ T limfocitima kod pacijenata sa ranim RA u odnosu na zdrave kontrole. Ekspresija
CD26 na limfocitima i monocitima pacijenata sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom u
na$oj studiji pokazala je znacajno nizu gustinu CD26 molekula na ovim ¢elijama kod
pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom nego kod zdravih kontrola. Ovakav rezultat
se moze delimi¢no objasniti koriS¢enjem lekova koji menjaju tok bolesti, pogotovo
metotreksata Ciji su efekti na CD26 gustinu molekula od ranije poznati (Ellingsen i sar,
2007; Cordero i sar, 2015).
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Uocena je znacajno snizena serumska enzimska aktivnost DPPIV kod pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom. Ovo je prva studija koja je publikovala ove promene serumske
aktivnosti u ranom stadijumu reumatoidnog artritisa. Dodatno, grupa pacijenata sa
hroni¢nim reumatoidnim artritisom je takodje imala sniZenu aktivnost DPPIV u serumu
u odnosu na grupu pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom, ali i u odnosu na grupu
zdravih ispitanika. Podaci iz literature za referentne vrednosti za enzimsku aktivnost
DPPIV u serumu se znaCajno razlikuju u pojedinim studijama Sto zavisi od
eksperimentalne procedure, kao i od broja zdravih osoba koji su u¢estvovali u studiji, dok
su referentne vrednosti za aktivnost DPPIV u serumu dobijene u ovom istrazivanju u
skladu sa sa nekim od objavljenih radova (Scharpé i sar, 1988; Durinx i sar, 2000;
Mannucci i sar, 2005). Nasi rezultati govore u prilog tome da je DPPIV uklju¢ena u rane
dogadjaje kompleksne patogeneze reumatoidnog artritisa, ne samo u hroni¢nom
stadijumu bolesti kako je ranije objavljeno (Cuchacovich i sar, 2001). Dalje, pozitivna
korelacija izmedju duZzine trajanja simptoma i enzimske aktivnosti DPPIV u serumu
dodatno potvrdjuje ove rezultate. Medjutim, serumska aktivnost ovog enzima je pokazala
samo ograni¢enu upotrebljivost u dijagnozi bolesti, nizu nego §to je ona za ekspresiju
CD26 u celoj populaciji leukocita. Optimalna grani¢na vrednost za CD26+ limfocite u
ukunoj populaciji leukocita koja je odredjena u nasoj studiji, moze biti pocetni korak ka
ispitivanju potencijalnih markera za rano otkrivanje reumatoidnog artritisa, pogotovo za

ekspresiju CD26 molekula na razli¢itim subpopulacijama Th limfocita.

Osim povezanosti trajanja simptoma 1 serumske aktivnosti DPPIV, nije uo¢ena zna¢ajna
povezanost klini¢kih i laboratorijskih pokazatelja ranog reumatoidnog artritisa i
ekspresije CD26 na limfocitima, niti sa serumskom aktivno$¢éu ovog enzima. Granicna,
negativna povezanost izmedju koncentracije C-reaktivnog proteina i aktivnosti DPPIV je
bila prisutna kod pacijenata sa ranim RA. Sli¢ne povezanosti serumske aktivnosti DPPIV
sa C-reaktivnim proteinom, brojem otecenih zglobova i sa DAS28 skorom, uocena je kod
pacijenata sa hroni¢nim reumatoidnim artritisom (Kullertz i Boigk, 1986; Cordero i sar,
2001; Sedo i sar, 2005). Jo$ uvek ostaje nerazjaSnjeno u kom trenutku rani reumatoidni

artritis postaje hroni¢na bolest.

Podaci u litaraturi koji opisuju ACPA/RF status i njihov odnos sa ekspresijom i
serumskom aktivno§¢u DPPIV su veoma Sturi. Ellingsen i saradnici (Ellingsen i sar,

2012) su pronasli da je poveéana gustina CD26 na cirkuliSsu¢im monocitima povezana sa
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radiografskom progresijom bolesti kod ACPA pozitivnih pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom. Rezultati u ovoj studiji pokazuju da postoji negativna korelacija
izmedju procenta CD26+ limfocita u ukupnoj populaciji leukocita i broja ote¢enih
zglobova kod ACPA negativnih pacijenata. Pored toga, uoCena je i jaka negativna
korelacija izmedju niskog titra ACPA i ukupnih CD26+ leukocita kod ovih pacijenata.
Znacaj ovakvih nalaza bi trebalo vrlo oprezno interpretirati zbog malog broja ACPA
negativnih pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom. Moguée objasnjenje za ove
rezultate bi moglo biti da neki drugi, nezavisni faktor, kakva su antitela na CD26, utice 1
menja ekspresiju i serumsku aktivnost DPPIV. Anti-CD26 antitela mogu biti odgovorna
I za niske vrednosti DPPIV enzima u serumu pacijenata sa reumatoidnim artritisom
(Cuchacovich i sar, 2001), upucujuci tako na CD26 kao jedan od autoantigena. Takode,
trebalo bi uzeti u obzir jos i ranije opisani bioloski fenomen koji moze promeniti aktivnost
enzima DPPIV bez uticaja na nivo samog enzima. Naime, pokazano je da prisustvo
odredjenih cirkuliSué¢ih molekula moze imati sposobnost da menja enzimsku aktivnost

DPPIV (Nazarian i sar, 2014).

Prisustvo antitela na glijadin i na proteine iz kravljeg mleka u serumu pacijenata sa ranim
nelecenim reumatoidnim artritisom u odnosu na zdrave ispitanike upuéuje na njihovu
mogucu ulogu u patogenezi ove bolesti. Ova imunoreaktivnost se ne moze pripisati
oSte¢enoj sluznici creva od strane nesteroidnih antiinflamatornih lekova i pove¢anom
permeabilnosc¢u za antigene iz hrane (Bjarnason i Peters, 1996; Hvatum i sar, 2006), ali
moze biti deo ,,modela sa multiplim uzrocima® u nastanku bolesti (van Gaalen i sar,
2005). Pri tome, imunski poremecaji koji stoje u osnovi oboljenja ukljucuju i smanjenu
aktivnost T regulatornih celija (Ehrenstein i sar, 2004) i izmenjenu ranu B ¢elijsku
toleranciju (Samuels i sar, 2005). Dodatno, izmenjena enzimska aktivnost DPPIV i njena
ekspresija na mononuklearnim cCelijama krvi je prisutna veoma rano u patogenezi
reumatoidnog artritisa. Ovaj enzim ima vaznu ulogu u aktivaciji T ¢éelijskog imunskog
odgovora, a nasi rezultati pokazuju da moze biti potencijalan dijagnosticki pokazatelj pri
ranom otkrivanju bolesti. Ova studija nije potvrdila povezanost izmedju nivoa ovih
antitela u krvi 1 klinickih parametara aktivnosti bolesti, te se ne moze zakljuciti da postoji
direktan uticaj ishrane na aktivnost bolesti. Medjutim, uocena povezanost izmedju IgG
antitela na glijadin 1 poviSene ekspresije receptora za IgG na limfocitima i granulocitima

pacijenata sa ranim reumatodinim artritisom govori u prilog mogucoj ulozi antitela na
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ispitivane proteine hrane u aktivaciji ovih éelija i pokretanju imunskog odgovora.
Rezultati ove teze upucuju na to da antigeni hrane koji se svakodnevno unose u organizam
mogu indukovati odgovor imunskog sistema, te doprineti pojavi hroni¢ne imunske
stimulacije i nastanku autoreaktivnih klonova. Ova imunoreaktivnost na proteine iz hrane
kakvi su glijadin, kravlje mleko i fitohemaglutinin, upucuje na sluznicu creva kao mogucéi
izvor autoimunskih fenomena u reumatoidnom artritisu. Stoga treba imati na umu da bi
kod ovih pacijenata hroni¢na stimulacija ¢elija imunskog odgovora uzrokovana nekim od
stalno prisutnih proteina hrane mogla doprineti brzoj progresiji bolesti, ali i smanjenju
efikasnosti primenjene terapije. Posmatrano sa terapijskog aspekta, uvodenje dijete sa
restrikcijom unosa identifikovanog aktivirajuéeg antigena hrane, uz redovnu
konvencionalnu terapiju, bi moglo doprineti brzem smirenju inflamatornog procesa, te

smanjenju destrukcije zglobova i odrzavanju duze remisije ili niske aktivnosti bolesti.
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ZAKLJUCCI

U serumu pacijenata obolelih od ranog reumatoidnog artritisa prisutna su antitela

na glijadin i na proteine kravljeg mleka, i to:
a. znacajno visi nivoi IgG anitela na glijadin u odnosu na kontrole

b. znacajno visi nivoi IgA i IgM antitela na proteine kravljeg mleka u odnosu

na zdrave kontrole

Stimulacija proliferacije limfocita je kod pacijenata sa ranim reumatoidnim
artritisom znacajno snizena u prisustvu fitohemaglutinina, ali i u prisustvu

kombinacije glijadina/ mleka i fitohemaglutinina u odnosu na kontrole
Bolesnici sa ranim reumatoidnim artritisom imaju:

a. snizeni procenat limfocita koji na svojoj povrsini imaju receptor za IgG
(FeyIlI/CD16), ali je gustina ovih receptora znatno povecana u odnosu na

kontrolnu grupu zdravih

b. povecanu gustinu receptora za IgG (FcyIII/CD16) na povrsini granulocita

u odnosu na kontrolne grupe

Uoceno prisustvo IgG antitela na glijadin 1 njihova direktna povezanost sa
ekspresijom receptora za IgG (FcyIII) na povrsini limfocita i granulocita moze biti
razlog aktivacije imunokompetentnih ¢elija 1 pokretanja imunskog odgovora u

ranom stadijumu reumatoidne bolesti

Serumska aktivnost DPPIV kod pacijenata sa ranim reumatoidnim artritisom je
znacajno snizena u odnosu na kontrolnu grupu zdravih, ali je viSa nego kod
pacijenata sa degenerativnim oboljenjima zglobova i kod bolesnika sa hroni¢nim

reumatoidnim artiritsom

Ekspresija CD26 molekula na limfocitima i monocitima kod pacijenata sa ranim
reumatoidnim artritisom ne pokazuje razlike u odnosu na zdrave ispitanike, ali je
znacajno veca u odnosu na bolesnike sa hroni¢nim oblikom bolesti, §to upucuje

na veoma ranu disregulaciju funkcije DPPIV/CD26 u patogenezi ove bolesti
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7. Povezanost parametara aktivnosti i ekspresije DPPIV/CD26 sa klinickim i
biohemijskim pokazateljima bolesti ukazuje na ulogu ovog enzima veoma rano u

patogenezi reumatoidnog artritisa

8. Ekspresija DPPIV/CD26 na ukupnim leukocitima moze biti pocetna tacka u

ispitivanju mogucéih biomarkera za rani reumatoidni artritis.
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