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1. UVOD

1.1. Imunolo$ko prepoznavanje u upalnim reumatskim bolestima

Imunolosko prepoznavanje raznovrsnih patogena, aktiviranje izvr$nih mehanizama
njihovog unistavanja te zaStita od oSteCenja vlastitih tkiva predstavljaju temeljne
funkcije imunosnog sustava. Otkrivanje klju¢nih nacela aktiviranja prirodenog
imunosnog sustava tj. dokazivanje receptora za prepoznavanje strukturnih ,,predlozaka“
(PRR, engl. patern recognation receptors) izbrisalo je granicu izmedu nespecifi¢ne i
specifiéne imunosti i revolucionarno promijenilo postojece razumijevanje imunosnog
sustava. Naime, receptorsko prepoznavanje molekularnih obrazaca povezanih s
patogenima (PAMP, engl. pathogen associated molecular patterns) prethodi aktivaciji
efektorskih mehanizama prirodene, a posredno 1 steCene imunosti. PAMP-ovi su
molekule neophodne za prezivljavanje patogena koje prepoznaju ograniceni broj
receptora za prepoznavanje patogena (PRP, engl. patogen-recognition receptors) koji se
mogu podijeliti u ekstracelularnu skupinu receptora poput Tollu-sli¢nih receptora (TLR,
engl. Toll-like receptors) 1 intracelularne receptore u koje osim NOD-u sli¢nih receptora
(NLR, engl. Node like receptors) uklju€ujemo 1 receptore za inducirane gene putem
retinoidne kiseline (RLR, engl. Rig like receptors) (1). Spomenute porodice receptora
1zrazene su prvenstveno na povrsini i u citoplazmi stanica prirodene imunosti primjerice
neutrofila, makrofaga i dendritickih stanica. Interakcija receptora i ciljnih struktura
aktivira imunosne stanice da stvaraju razne citokine 1 druge medijatore s ciljem
uklanjanja patogena. Makrofagi 1 dendriticke stanice osim §to su efektorske stanice
prirodene imunosti predstavljaju i predocne stanice jer izrazavaju molekule HLA 1

kostimulacijske molekule koje im omogucuju predocavanje vrlo specificnih struktura

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu
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(antigena) mikroorganizama limfocitima T 1 B te aktivaciju efektorskih mehanizama
steCene imunosti.

Rezultati istrazivanja zadnjeg desetlje¢a sve viSe ukazuju da imunosni sustav moze
prepoznati ne samo egzogene ¢imbenike (PAMP) ili patogene nego i endogene signale
opasnosti ili molekule koje se nazivaju alarmini ili molekule pridruzene ostec¢enju
(DAMP, engl. damage-associated molecular patterns) (2).

Provedena su brojna istrazivanja o ulozi navedenih DAMP molekula u razvoju brojnih
bolesti medu kojima su i upalne reumatske bolesti, no tumacenje rezultata dobivenih
istrazivanjem seruma, sinovijalne tekucine ili sinovije u laboratorijskih Zivotinja,
kompromitirano je vjerodostojnoséu ekstrapolacije rezultata na humanu populaciju.
Osim toga, vecina radova o ulozi alarmina u ljudi obuhvaca relativno mali broj
ispitanika i odnosi se ve¢inom na mjerenja koncentracije alarmina u odraslih dok su
istrazivanja na dje¢joj populaciji vrlo rijetka. Postoji tek nekoliko radova u djece koja
boluju od JIA ¢iji rezultati ukazuju da DAMP molekule ili alarmini imaju mogucéu
ulogu u patogenezi te bolesti. Naime, godinama se smatralo da je poremecaj steCene
imunosti klju¢an u patogenezi JIA 1 istraZivanja su bila usmjerena na mreZu citokina
koja je ukljucena u imunosni odgovor, no danas je poznato da je neravnoteza izmedu
protuupalnih i proupalnih citokina samo dio sloZenog imunosnog poremecaja i sve se
viSe naglasava vaznost prirodene imunosti.

Noviji radovi ukazuju na to da DAMP ili alarmini, kao medijatori prirodene imunosti
(3), doprinose oStecenju sinovijalnog tkiva. Navedene molekule se oslobadaju kao
odgovor na oStec¢enje stanica, infekciju ili upalu te aktiviraju imunosne stanice i
vaskularni endotel putem receptora za prepoznavanje strukturnih ,,predlozaka“ (TLR i

RAGE) koji integriraju signale DAMP ili PAMP (Slika 1).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu
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RECEPTORI KOII PREPOZNAJU
STRUKTURNE , PREDLOSKE*

DAMP
endogeni fimbenici
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e
4 T.reg
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STECENA IMUNOST
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Slika 1. Mehanizmi kojima DAMP molekule doprinose oSte¢enju sinovijalnog tkiva. Kao odgovor na
osteenje stanica, infekciju ili upalu oslobodene DAMP molekule aktiviraju imunosne stanice i
vaskularni endotel putem TLR i RAGE koji predstavljaju receptore za prepoznavanje strukturnih
»predlozaka (PRR, engl. -patern recognation receptors) i integriraju signale DAMP ili PAMP §to moze
objasniti nacin na koji infekcija doprinosi egzacerbaciji artritisa. PRR su izraZeni na fagocitima, antigen
predo¢nim stanicama, T limfocitima, endotelnim stanicama, sinoviocitima, fibroblastima i hondrocitima.
Upalnim procesom zahvacena sinovija obiluje stani¢nim i proteinskim efektorima prirodenog imunosnog
odgovora koji doprinose upali zgloba i destrukciji zglobnih struktura putem oslobadanja MMP-a, ROS ili
citokina. Aktivacija PRR 1 specificna prezentacija antigena T i B limfocitima dovodi do otpustanja
citokina i proizvodnje autoreaktivnih protutijela. Citotoksicni T limfociti takoder doprinose upali.
Prirodena i steCena imunost povezani su s mrezom kemokina i citokina koji ¢esto djeluju paralelno.
Prirodeni imunosni mehanizmi mogu pojacavati i smanjivati upalu putem regulacijskih T limfocita. U
reumatoidnom artritisu pozitivna povratna petlja koja uklju¢uje DAMP potice novacenje leukocita,
dovodi do rasplamsavanja upale i uzrokuje kronicitet bolesti.

Kratice: DAMP, alarmini ili molekule pridruzene ostecenju (engl. damage-associated molecular
patterns); DC, dendriticke stanice (engl. dendritic cells); HSPs, toplinski Sok proteini (engl. heat shock
proteins); MMPs, matriks metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinases); PAMP, molekularni
obrazac povezan s patogenima (engl. pathogen associated molecular pattern); PRR, receptor za
prepoznavanje strukturnih ,predlozaka“ (engl. PRR -patern recognation receptor); ROS , reaktivni
metaboliti kisika (engl. reactive oxygen species); TLRs , Tollu-sli¢ni receptori (engl. TLR - Toll-like
receptors); RAGE, receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije (engl. receptor for advanced
glycation end products) (prilagodeno prema referenci br. 3).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu
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U skladu s navedenim, analiza alarmina, koji se smatraju medijatorima prirodene
imunosti, mogla bi doprinijeti rasvjetljavanju imunosnih karakteristika pojedinih tipova
JIA sto bi doprinjelo optimalnoj klasifikaciji te heterogene bolesti koja se tijekom
godina ve¢ vise puta mijenjala i dopunjavala. Nadalje, razlicite klinicke i laboratorijske
znacajke sistemskog JIA usporedno s oligo/poliartikularnim tipom JIA ukazuju na
razli¢itost imunosnih poremecéaja u razvoju bolesti tj. na razliCitost patogeneze

pojedinih tipova JIA.

1.2 Juvenilni idiopatski artritis (JIA)

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) je skupina sli¢nih bolesti koja se javlja prije navrSene
16. godine zivota, a karakterizirana je upalom jednog ili vise zglobova u trajanju
najmanje 6 tjedana. To je naj¢esc¢a kroni¢na upalna reumatska bolest u djece i znatno se
razlikuje od reumatoidnog artritisa (RA) odraslih. Iako je tofna ucestalost bolesti
nepoznata upravo iz razloga Sto JIA ne predstavlja jedan entitet, nego viSe bolesti,
danas se smatra da incidencija iznosi 10 na 100 000, godiSnje, pri ¢emu sistemski tip
JIA ¢ini 6-20 %. Bolest je dva puta ¢eS¢a u djevojcica, najesce se javlja u predskolskoj
dobi te izmedu prve i tre¢e godine Zivota, a rijetko se javlja prije Sestog mjeseca zivota

4, 5).

Americko reumatolosko drustvo (ACR, engl. American College of Rheumatology) i
Europska liga za borbu protiv reumatizma (EULAR, engl. European League Against
Rheumatism) sedamdesetih godina 20. stoljeca predlozili su dvije razlicite klasifikacije
za kroni¢ni artritis u dje¢joj dobi neovisne o klasifikacijama koje se rabe za odrasle.
Naziv ,,juvenilni reumatoidni artritis prihvatio je godine 1972. ACR, a sama je

klasifikacija jo§ nadopunjavana godine 1976. Bolest je definirana upalom jednog ili viSe

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu
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zglobova koja traje najmanje 6 tjedana, a pocinje prije navrSene 16. godine. Postoje tri
glavna tipa bolesti: sistemski, oligoartikularni (ili pauciartikularni ili monoartikularni) i
poliartikularni. Godine 1977. EULAR predlaze novi naziv ,,juvenilni kroni¢ni artritis*
koji se ponajprije rabi u Europi. Za postavljanje dijagnoze upala jednog ili vise
zglobova mora trajati najmanje 3 mjeseca, a bolest mora poceti prije navrSene 16.
godine zivota. Klasifikacija EULAR u naziv juvenilni kroni¢ni artritis osim tri osnovna
tipa artritisa, koji su prema ACR kriterijima definirani kao juvenilni reumatoidni
artritis, ukljucuje jos$ i juvenilni ankilozantni spondilitis te juvenilni psorijaticni artritis.
Naziv ,,juvenilni reumatoidni artritis* odnosi se samo na IgM artritis s pozitivhim
nalazom reumatoidnog faktora (RF). Zbog navedenih razlika izmedu klasifikacije ACR
i EULAR godine 1994. Medunarodna liga reumatoloskih udruzenja (ILAR, engl.
International League of Association for Rheumatology) predlaze naziv ,,juvenilni
idiopatski artritis* koji obuhvaca sedam bolesti koje pocinju prije navrSene 16. godine,
a upala zgloba traje najmanje 6 tjedana. Kriteriji su nadopunjavani godine 1997. kada je
dodana 1 osma bolest ,,drugi artritisi*, a odnosi se na bolesnike koji se ne mogu uvrstiti

niti u jednu kategoriju ili koji se mogu uvrstiti u vise kategorija (6,7,8,9) (Tablica 1).
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Tablica 1. Klasifikacije artritisa u dje¢joj dobi

Juvenilni reumatoidni Juvenilni kroni¢ni artritis Juvenilni idiopatski artritis
artritis
Sistemski Sistemski Sistemski
Poliartikularni Poliartikularni Poliartikularni tip RF-negativan
Juvenilni reumatoidni artritis Poliartikularni tip RF-pozitivan
Oligoartikularni Oligoartikularni
Oligoartikularni tip
Perzistirajuci
Progireni
Juvenilni psorijati¢ni artritis Psorijati¢ni artritis

Juvenilni ankilozantni spondilitis Entezitisu pridruzeni artritis
Drugi artritisi

ACR (engl. American College of Rheumatology): Americko reumatolosko drustvo, EULAR (engl.
European League Against Rheumatism): Europska liga za borbu protiv reumatizma, ILAR (engl.
International League of Associations for Rheumatology): Medunarodna liga reumatoloskih udruzenja,
RF: reumatoidni faktor (prilagodeno prema referenci br. 10).

o

1.2.1. Klini¢ke i laboratorijske znacajke oligo/poliartikularnog
sistemskog tipa JIA

Pojedini tipovi JIA razlikuju se prema broju upalom zahvacenih zglobova u prvih 6
mjeseci bolesti te prema prisutnosti izvanzglobnih o€itovanja bolesti. Tri najcesc¢a tipa

JIA su oligoartikularni, poliartikularni tip i sistemski JIA (Tablica 2.)
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Tablica 2. Obiljezja bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom ovisno o tipu bolesti

Ucestalost 20-30% 50-60% 10%
Broj zahvaéenih >5 1-4 varijabilan
zglobova
Dob pri postavljanju najcesce predskolska i vrlo rano u djetinjstvu tijekom cijelog
dijagnoze Skolska dob izmedu 1-3 god djetinjstva
Spol (Z:M) 3:1 5:1 1:1
Izvanzglobni simptomi rijetko nisu prisutni glavni simptomi bolesti
(vrucica, osip,
organomegalija,
poliserozitis,
limfadenopatija)
Pojava kroni¢nog 5% 20% rijetko
uveitisa
RF + 10% (povecava se s negativan rijetko
godinama)
ANA + 40-50% 75-85% 10%

" Geséi u djevojéica s uveitisom ANA: antinuklearna protutijela, RF: reumatoidni faktor (prilagodeno
prema referenci br. 10)

1.2.1.1. Oligoartikularni tip JIA

U oligoartikularnom tipu JIA tijekom prvih Sest mjeseci bolesti upalom je zahvac¢eno do
4 zgloba. Razlikuju se dvije podskupine: perzistirajui oligoartikularni tip, u kojeg u
daljnjem tijeku bolest ostaje ogranic¢ena na cCetiri zgloba (u 90-95% bolesnika) i
proSireni oligoartikularni tip, gdje je nakon 6 mjeseci bolesti zahvaceno pet ili vise
zglobova (u 5-10% bolesnika). Oligoartikularni tip javlja se vrlo rano, izmedu prve i
treCe godine zivota. NajceS¢e se olituje nesimetricnom upalom velikih zglobova
osobito donjih ekstremiteta, pri ¢emu su obicno zahvaceni koljeno, gleZzanj ili lakat. U
viSe od polovice djece zahvacen je samo jedan zglob i to najéesce koljeno. U priblizno
60 do 80 % djece pozitivna su antinuklearna protutijela (ANA), a oko 20 do 30%
bolesnika oboli od kroni¢nog iridociklitisa kao ekstraartikularne manifestacije bolesti

(10).
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1.2.1.2. Poliartikularni tip JIA

U poliartikularnom tipu JIA upalom je zahvaceno 5 ili vise zglobova tijekom prvih Sest
mjeseci bolesti. Priblizno 20-30% bolesnika s JIA ima poliartikularni tip bolesti.
Razlikuju se dva osnovna podtipa: poliartikularni tip s negativnim nalazom
reumatoidnog faktora (RF) i poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF, u najmanje
dva uzorka seruma uzeta unutar posljednja tri mjeseca trajanja bolesti. Poliartikularni
tip s negativnim nalazom RF javlja se najcesce u predskolskoj i Skolskoj dobi, ¢esc¢e u
djevojcica. Klinic¢ki se ocituje simetricnom upalom velikih zglobova posebice koljena,
gleznjeva, laktova 1 rucnih zglobova. U priblizno 40% slu€ajeva prisutna su
antinuklearna protutijela (ANA), kroni¢ni iridociklitis se javlja u 5-10 % oboljelih, dok
su atrofija miSica 1 kontrakture zahvac¢enog zgloba katkada prisutni ve¢ pri postavljanju
dijagnoze. Karakteristi¢na je 1 jutarnja ukocenost i slabost muskulature koji se tijekom
dana mogu smanjiti. Bez lijjeCenja bolest ima progresivan tijek. Poliartikularni tip s
pozitivnim nalazom RF javlja se ponajprije u djevojcica i to obi¢no u kasnom
djetinjstvu ili adolescenciji. Bolest ima klinicka obiljeZja vrlo slicna RF pozitivhom
reumatoidnom artritisu odraslih. Tipi¢na je pojava simetricnog poliartritisa s erozivnim
sinovitisom koji zahva¢a male zglobove Saka i stopala. Veliki zglobovi (uglavnom
koljena, gleznjevi, kukovi) takoder mogu biti zahvaceni prilikom nastupa bolesti,
medutim tada su obi¢no zahvacéeni zajedno s malim zglobovima. Zahvacenost zgloba
kuka javlja se priblizno u 50% djece. Nerijetko uzrokuje destrukciju ili poremeceni
razvoj glave femura i acetabuluma Sto je glavni uzrok teZze ometanosti u bolesnika s
JIA. U pocetku bolesti ili tijekom egzacerebracija mogu biti prisutni i izvanzglobni
simptomi kao §to su umjereno poviSena tjelesna temperatura, hepatosplenomegalija 1
limfadenopatija. Ovaj tip bolesti je rjedi od prethodnog, obi¢no je tezi i ¢escée je uzrok

tezoj ometenosti zbog trajnog oste¢enja zglobova (10).
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1.2.1.3. Sistemski tip JIA

Sistemski tip juvenilnog idiopatskog artritisa javlja se podjednako u djevojCica i
djecaka, najcesce izmedu druge i Seste godine zivota. Od ovog tipa JIA boluje priblizno
10 na 100 000 djece. Definiran je artritisom koji je udruzen ili kojemu prethodi
intermitentna vrucica u trajanju od najmanje 2 tjedna te barem jedan od sljedec¢ih
simptoma sistemske upale: mrljasti ili makulopapulozni osip, splenomegalija ili
hepatomegalija, generalizirana limfadenopatija ili serozitis (pleuritis, perikarditis,
peritonitis). Simpotmi se intenziviraju s porastom vrucice i nerijetko su toliko izrazeni
na samom pocetku bolesti da prikriju simptome artritisa. Priblizno 10% bolesnika se
inicijalno prezentira samo sa sustavnim simptomima, a artritis razvija tek naknadno s
intervalom razmaka koji moze trajati nekoliko tjedana, mjeseci pa ¢ak i godina.
Nadalje, navedeni klinicki znaci sistemskog JIA wudruZeni su s promjenama
laboratorijskih pokazatelja kao §to je granulocitoza, trombocitoza i poviSeni reaktanti

akutne faze u perifernoj krvi (10).
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1.3 Patogeneza JIA

Opisane, jasno razli¢ite klinicke i laboratorijske znacajke oligo/poliartikularnog JIA
usporedno sa sistemskim JIA ukazuju na razli¢itost imunosnih poremecaja u razvoju
bolesti tj. razli¢itost patogeneze pojedinih tipova JIA (11). U skladu s navedenim, danas
je sve ve¢i broj dokaza o razlikama u patogenezi oligo/poliartikularnog tipa JIA

usporedno sa sistemskim tipom JIA (Tablica 3.)

Tablica 3. Usporedba patogeneze oligo/poliartikularnog i sistemskog JIA

Autoimunost Stecena Prirodena
. Tlimfociti Fagociti (monociti, makrofazi,
Patogene stanice .
neutrofili)
Neravnoteza izmedu Gubitak kontrole alternativnog puta
autoreaktivnih Th1/Th2 i sekrecije

regulacijskih limfocita

Mehanizam Neprimjerena aktivacija fagocita

Poremecaj tolerancije Tlimfocita
na vlastite antigene Autoinflamatorna bolest

TProupalni citokini IFN-y, IL-17 1 Proupalni citokini IL-1, IL-6, IL-18,
Medijatori prouplni S100 proteini
|Protuupalni citokin IL-10
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1.3.1. Patogeneza oligoartikualrnog/poliartikualrnog tipa JIA

Oligoartikularni 1 poliartikularni tip JIA smatraju se antigenima uzrokovanim,
limfocitima posredovanim autoimunim bolestima s poremecajem steenog imunosnog
sustava. Naime, smatra se da autoantigeni zglobne hrskavice kao $to je agrekan, fibrilin
ili matriks-metaloproteinaza 3 (MMP3) aktiviraju autoreaktivne T limfocite ukljucujuéi
Thl i Th17 limfocite koji produciraju proupalne citokine IFN-y i IL-17. Smatra se da
agrekan kao jedan od glavnih komponenti izvanstanicnog matriksa, ¢iji se razgradni
produkti mogu detektirati u sinovijalnoj tekucini, moze biti meta primarne
autoreaktivnosti (12). Fibrilin, takoder predstavlja dio izvanstanicnog matriksa i moze
se detektirati u sinovijalnoj membrani zdravih i bolesnih zglobova. Matriks-
metaloproteinaze su kljuéni enzimi ukljuceni u remodeliranje ekstracelularnog matriksa
u fizioloSkim 1 patoloSkim stanjima koji mogu regulirati razli¢ita upalna stanja i procese
cijeljenja (13). IzraZeni su u sinovijalnom tkivu JIA 1 njihov izraZaj korelira sa stupnjem
upale (14). U oligo/poliartikularnom JIA navedeni autoantigeni aktiviraju autoreaktivne
CD4+T limfocite (Thl 1 Th17) uzrokujuéi T limfocitnu proliferaciju 1 produkciju
proupalnih citokina (IFN-y i IL-17) (15). S druge strane, inhibicija regulacijskih T
limfocita (Treg) uklju¢uju¢i Foxp3+ T regulacijske limfocite 1 proteinima toplinskog
Soka inducirane T regulacijske limfocite sa smanjenjem protuapalnog citokina IL-10
rezultira gubitkom imune tolerancije (16,17). Neravnoteza izmedu autoraktivnih
Th1/Th17 1 regulacijskih T limfocita dovodi do poremecaja tolerancije T limfocita na
vlastite antigene $to doprinosi upali sinovije u oligo/poliartikularnom JIA. Prema
rezultatima novijih studija regulacijski T limfociti kontroliranjem imunosnog odgovora

na vlastite 1 strane antigene imaju klju¢nu ulogu u regulaciji autoimunosti. Regulacijski
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T limfociti ¢ine samo mali dio, priblizno 6-15% ukupnog broja CD4+ T limfocita (18).
To su CD4+ limfociti koji na povrSini imaju receptor za IL-2 (IL-2R) alfa-lanac (CD
25), a za njihov razvoj i djelovanje neophodan je transkripcijski ¢imbenik Foxp3.
Razina regulacijskih T limfocita je smanjena u bolesnika s tezim tipovima JIA
(prosireni oligoartikularni tip u odnosu na perzistiraju¢i), a poremecena je i njihova
funkcija jer znacajno slabije suprimiraju proliferaciju ostalih T limfocita u odnosu na
zdrave ispitanike (19,20,21). Smatra se da lokalna imunosupresija putem regulacijskih
T limfocita utjeCe na aktivnost bolesti i njezinu daljnju progresiju. Pove¢anjem broja
regulacijskih T limfocita u upalom zahvaéenim zglobovima imunosni sustav pokusava

regulirati autoimunosnu reakciju i upalu u ciljanim organima.

U patogenezi oligoartikularnog 1 poliartikularnog tipa JIA vaznu ulogu ima genetska
predispozicija bolesnika. Heterogena ekspresija bolesti 1 rezultati prvog skeniranja
genoma djece s JIA idu u prilog teoriji da viSe razli¢itih gena i1 njima pridruZenih
genetskih polimorfizama, uklju¢uju¢i barem jedan u HLA regiji, znatno povecavaju
predispoziciju za bolest. U klasi II HLA sustava DR8, DRS, DR6, DPB1*0201 1
odredeni DQ aleli ¢es¢i su u djece s oligoartritisom, dok se prisutnost Dw4, DR1 1 DR4
dovodi u vezu s povecanim rizikom nastanka poliartritisa. Uocena je 1 povezanost
seropozitivnog poliartritisa s DR4. Danas su osim antigena HLA, utvrdeni i drugi geni u

podrucju i izvan podruc¢ja HLA regije koji su ukljuCeni u patogenezu JIA (22,23,24).

Hipoteza o traumi, stresu, odredenim imunodeficijentnim stanjima, virusnim ili
bakterijskim infektivnim agensima (citomegalovirus, rubelavirus, Parvo B19, Ebstein-
Barrov virus, crijevne bakterije) kao moguéim pokretac¢ima kroni¢nog artritisa u
genetski osjetljivog pojedinca vrlo je atraktivna, medutim jos uvijek nije dokazana (25-

28).
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1.3.2. Patogeneza sistemskog JIA

Tijekom posljednjih desetljeca sistemski JIA (sJIA) se zajedno s ostalim tipovima JIA
ubraja u veliku skupinu autoimunih bolesti iako do danas nisu identificirani niti
specificni antigeni, niti autoantitijela ove bolesti. Noviji podaci o patogenezi sJIA
naglaSavaju vaznost neprimjerene kontrole prirodenog imunosnog sustava kao vaznog
mehanizma bolesti 1 time potvrduju da je sJIA viSe autoinflamatorna nego
autoimunosna bolest (29). U skladu s navedenim karakteristike klinicke slike
sistemskog JIA ukazuju na dominantnu ulogu aktivacije prirodenog imunosnog sustava.
Vecina sistemskih i lokalnih obiljezja sJIA kao i sekundarnih komplikacija stalno
aktivne upalne bolesti moze se objasniti aktivacijom mreze citokina otpuStenih iz
aktiviranih fagocita i endotelnih stanica. U usporedbi s oligo/poliartikularnim tipovima
JIA u kojima ¢imbenik tumorske nekroze (TNF, engl. tumor necrosis factor) igra
srediSnju ulogu te se specificna blokada ovog proupalnog citokina pokazala
ucinkovitom u njihovu lijecenju, noviji podaci ukazuju na istaknutu ulogu IL-1 u
bolesnika sa sJIA te na ograniceni odgovor ovog tipa JIA na anti-TNF terapiju (30,31).
Tako, IL-1 kojeg aktivno lu¢i nekoliko tipova upalnih stanica ukljucuju¢i monocite i
makrofage djeluje na koStanu srz 1 stimulira granulocitopoezu rezultirajuci
neutrofilijom u perifernoj krvi. Nadalje, IL-1 receptori u mozgu aktiviraju
termoregulaciju u hipotalamusu i dovode do vrucice. IL-1p takoder aktivira IL-1
receptore na endotelnim stanicama koje mogu uzrokovati kozni osip u sJIA i rezultirati
proizvodnjom IL-6 (30,32). IL-6, s druge strane stimulira stanice jetre i1 potice
proizvodnju viSe proteina akutne faze kao S§to su C-reaktivni protein i serumski amiloid
A. Serumske razine IL-6 znacajno su poviSene u bolesnika sa sJIA i koreliraju sa

sistemskim obiljezjima te bolesti posebice s periodima vrucice i brojem trombocita kao
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1 s tezinom zahvacenosti zglobova (33). U sinovijalnoj tekuéini bolesnika sa sJIA,
koncentracije IL-6 su znacajno vece nego u drugim tipovima JIA (34). Zaustavljen rast,
povecana osteoklastogeneza i smanjena aktivnost osteoblasta moze biti izazvana
kroni¢no pojacanom ekspresijom IL-6 §to je prikazano na IL-6 transgeni¢nim misevima
koji su pokazali skeletne promjene slicne bolesnicima sa sJIA (35).

Navedena zapaZzanja su potvrdena nedavnim iskustvima u lije¢enju bolesnika s kroni¢no
aktivnim sJIA. LijeCenje s antagonistom IL-1 receptora smanjuje klinicke i
laboratorijske znacajke aktivnosti bolesti u bolesnika sa sJIA koji nisu reagirali na
konvencionalno lijecenje ukljucujuci i blokatore TNF (31). Takoder, klini¢ka iskustva s
lijeCenjem antitijelima na IL-6 receptor pokazala su ucinkovitost u kontroliranju
aktivnosti bolesti u sJIA (36).

Dominantna uloga prirodenog imunosnog sustava u sJIA je, nadalje, naglasena visokim
izrazajem 1 serumskom koncentracijom kalcij vezujucih proteina S100A8, S100A9 koji
se luce tijekom aktivacije neutrofilnih granulocita i monocita. Visoke serumske
koncentracije navedenih alarmina u sJIA su usko povezane s aktivno$¢u bolesti (37-39).
ST100A12 ¢ini se da je ¢lan novog upalnog signalnog puta koji inducira ekspresiju
adhezijskih molekula, kao i proupalnih citokina na endotelnim stanicama.

Osim toga, IL-18 pokazuje visoku koncentraciju u sJIA te visoku specificnost za taj tip
JIA u odnosu na druge tipove JIA (40,41).

Nadalje, sve gore navedene molekule (IL-1, SI00A8/S100A9, IL-18) izlucuju se tzv.
alternativnim putem, koji se razlikuje od klasicnog unutarstanicnog transportnog
mehanizma kojeg koriste drugi citokini (putem endoplazmatskog retikuluma i
Golgijevog kompleksa). Ovaj put ukljucuje aktivaciju nukleotidnog receptora P2X7 i
isticanje kalija iz stanica Sto rezultira prilivom iona kalcija, aktivacijom fosfolipaza te

lizosomskom egzocitozom. Aktivacija IL-1 1 IL-18 zapocinje proteolitickim cijepanjem
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neaktivnih  procitokina  multiproteinskim  kompleksom zvanim inflamasom.
Nekontrolirano aktiviranje inflamasoma i cijepanje pro-IL-1 kaspazom-1 pokazalo se
vaznim molekularnim mehanizmom u razli¢itim nasljednim autoimunim sindromima
Sto rezultira spontanim nastupima vrucice (42, 43). Za razliku od IL-1 i IL-18, S100-
proteini nisu pod utjecajem kaspaza-1 prije otpustanja (44). Dakle, gubitak kontrole
alternativnog puta izlu¢ivanja nizvodno od kaspaza 1 ¢ini se da je ukljueno u
otpustanje pro-upalnih proteina dovodeci do upalnog procesa sJIA (Slika 2). U skladu s
navedenim, patogeneza sJIA pokazuje vise slicnosti s autoinflamatornim bolestima

nego s klasi¢nim antigen vodenim autoimunim bolestima.

Nadalje, s razvojem sJIA povezuje se polimorfizam nukleotida u regulacijskom
podru¢ju gena IL-6 na polozaju -174, a polimorfizam nukleotida na polozaju -173
unutar promotorskog podrucja MIP gena dodatno povisuje razinu makrofagnog
inflamatornog proteina u sinovijalnoj tekucéini te pogorSava tijek 1 dugorocni

funkcionalni ishod bolesti (45-48).
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A. Oligo/poliartikularni JIA B. Sistemski JIA
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Slika 2. Razli¢ita patogeneza oligo/poliartikularnog JIA 1 sistemskog JIA. Oligoartikularni i
poliartikularni tip JIA su antigenom vodene, limfocitima posredovane autoimune bolesti karakterizirane
poremecajem steCenog imunosnog sustava. Auto-antigeni hrskavice (agrekan, fibrilin, MMP3) aktiviraju
autoreaktivne T limfocite uklju¢ujuci Thl i Th17 limfocite koji dovode do produkcije proupalnih citokina
INF-y i IL-17. S druge strane, inhibicija T regulatornih limfocita (Treg) ukljucuju¢i Foxp3+ Treg i
proteinima toplinskog Soka (HSP, engl. heat shock protein) inducirane Treg limfocite sa smanjenjem
produkcije protuupalnog citokina IL-10 rezultira gubitkom imune tolerancije. Neravnoteza izmedu
autoreaktivnih Th1/Th17 i regulacijskih T limfocita dovodi do poremecaja tolerancije T limfocita na
vlastite antigene §to doprinosi sinovijalnoj upali oligo/poliartikularnog JIA. Nasuprot tome, sistemski JIA
je autoinflamatorna bolest s poremecajem urodenog imunosnog sustava. Gubitak kontrole alternativnog
puta sekrecije dovodi do poremecaja aktivacije fagocita uklju¢uju¢i monocite, makrofage i neutrofile koji
su ukljuceni u otpustanje proupalnih citokina IL-1,IL-6, IL18 i proupalnih S100 proteina /alarmina §to
doprinosi multisistemskoj upali sistemskog JIA (prilagodeno prema referenci br. 11).

Godinama se smatralo da je poremecaj steCene imunosti kljucan u patogenezi JIA i1
istrazivanja su bila usmjerena na mrezu citokina uklju¢enu u imunosni odgovor (50-56).
Medutim, rezultati novijih istrazivanja sve viSe ukazuju da poremecaj prirodene
imunosti igra vaznu ulogu u patogenezi JIA te da aktivacija stanica prirodene imunosti
uvelike ovisi o skupini molekula koja se naziva alarmini ili molekule pridruZene

ostecenju (DAMP, engl. damage-associated molecular patterns) (2).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12
te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 17

1.4. Alarmini

Alarmini su skupina strukturno razli¢itih, multifunkcionalnih, endogenih molekula koji
se pasivno otpusStaju iz nekroti¢nih stanica nakon infekcije ili oStecenja tkiva ili ih
rapidno izluc¢uju stimulirani leukociti i epitelne stanice. Ukoliko nema ostecenja tkiva ili
infekcije alarmini imaju brojne uloge unutar stanice (Tablica 4). Medutim, nakon §to su
jednom otpusteni u medustani¢ni prostor alarmini djeluju kao citokini 1 aktiviraju
stanice prirodene imunosti te regrutiraju antigen-prezentirajuée stanice putem
prepoznavanja receptora za molekularne obrasce primjerice receptora slicnih Toll-u
(TLR, engl. Toll-like receptors) (1). Kljuna sposobnost alarmina je da pojacavanjem
prirodenog imunosnog odgovora, kroz utjecaj na antigen prezentirajue stanice,
posredno djeluju na steCenu imunost te povezuju prirodeni 1 steCeni krak imunosnog
odgovora (57). Alarmini su mo¢ni medijatori upale koja ¢ini vitalni dio prirodene
obrane domacina. Upala se dogada kao odgovor na infekciju ili neinfektivno oStec¢enje
stanice 1 ukljucuje regrutaciju fagocita koji uklanjaju stani¢ni debris 1 mikroorganizme
nakon Cega slijedi cijeljenje s regrutacijom drugih tipova stanica, uklju¢uju¢i endotelne
stanice, da bi se ponovno uspostavila tkivna homeostaza.

U alarminsku obitelj se ubrajaju brojni ¢lanovi ukljucujuéi: protein visoke pokretljivosti
iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box I protein), proteine iz skupine
S100 koji vezu kalcij (npr. S100A8, S100A9 1 S100A12, engl. calcium-binding
proteins), proteine toplinskog Soka (HSPs, engl. heat-shock proteins), neke citokine

primjerice IL1-a 1 IL- 33, fibrile amiloida-B, hijaluronske fragmente (58).
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Tablica 4. Fizioloske i patoloske uloge alarmina
Podrijetlo

Alarmin

Unutar-
stani¢na
fizioloska
uloga

Izvanstani¢ni
ucinci

Nagcini oslobadanja

Receptori

Ukljucene bolesti

Regenerativni
potencijal

Sve vrste Regulacija Proupalnih (a) Pasivno otpustanje iz TLR2, TLR4, Akutna trauma i sliéna  Sréana regeneracija,
stanica, transkripcije odgovor (kada se nekroti¢nih stanica RAGE stanja: sepsa: revaskularizacija,
ukljucujuéi DNA veze za druge (b) Tijekom apoptoze, ishemijsko ostecenje  cijeljenje rana koze,
imunosne DAMPs npr. HMGBI je oksidiran na mozga: / ishemisjsko  kosti, miSica,
stanice (ne LPS IL-B1, Cys106, Cineci ga reperfuzijsko regeneracija zivaca
histonski DNA, RNA): tolerogenim vise nego ostecenje srca:
nuklearni kemotaksija, proupalnim transplantacija organa
protein) proliferacija i (c) Aktivno izlu¢ivanje
diferencijacija alternativinim putem (ne Kroni¢na stanja:
imunosnih i preko Golgijevog artritisi, SLE, MS,
predo¢nih stanica  aparata): HMGB1 T1DM, epilepsija,
prolazi kroz nekoliko karcinom
oblika post-translacijske
modifikacije, npr.
acetilaciju, fosforilaciju,
metilaciju
S100A8 / Epitelne Regulacija Proupalni (a) Aktivna sekrecijaiz  S100A8/A9: Akutna stanja:sepsa,  Zacjeljivanje rana
S100A9 stanice i kalcija, odgovor: epitelnih stanica i TLR4, RAGE akutne pluéne bolesti, koze: regeneracija
S100A12 fagociti pokretljivosti prianjanje, stanica prirodene S100A12: astma jetre, mi§i¢no-
(nalaze se stanice migracija, imunosti preko RAGE kostanog sustava
samo u otpustanje alternativnog puta (tj.ne Kroni¢na stanja:
Ljudi, neutrofila iz preko klasi¢nog artritisi, giht,
odsutni su kostane srzi, Golgijevog aparata): vaskularna upala,
u misa) otpustanje (b) Pasivno otpustanje iz gigantocelularnog
citokina iz nekroti¢nih ili o$te¢enih arteritis, ateroskleroza,
monocita, stanica bolesti pluca, upalne
endotelnih bolesti miSica,
stanica: zacjeljivanje koznih
antibakterijska i rana
antiparazitska
aktivnost Karcinom
S100B Astrociti, Regulacija Proliferacija, (a) aktivno izlu¢ivanje iz RAGE Neuronska smrt, Zivéana
(S71) oligodendrocit  stani¢ne diferencijacija astrocita putem biomarker za regeneracija
i Shwannove proliferacije i aktivacije mGiuR3: traumatsko i
stanice diferencijacije (b) aktivno izlu¢ivanje iz ishemijsko ostecenje
, homeostaze Schwannovih stanica mozga,
kalcija, putem RAGE aktivacije: neurodegeneracija,
enzimske (c) Pasivna oslobadanje shizofrenia
aktivnosti iz ostec¢enih stanica npr.
u akutnom ostecenju
mozga
HSP60 Sve vrste Molekularni Poticanje Pasivno otpustanje iz TLR2, TLR4, Sepsa Imunizacija s HSP
i HSP70 stanica pratioci u imunoregulacijsk  nekroti¢nih stanica SPAL potice regulacijske
slaganju ih putova za T limfocite u
proteinskih suzbijanje upale: autoimunim
struktura i takoder mogu bolestima (npr. RA,
polipeptidnih vezati i druge TIDM)iu
lanaca ligande, npr. LPS transplantaciji tkiva
i regulirati suzbijajuci bolest i
oslobadanje transplantacijsko
proupalnih odbacivanje
citokina
B-defensini Kerationocti i N/A Izravna Aktivno izlu¢ivanje GPCRs npr. Respiratorne: cisticna  Izravna
epitelne antimikrobna CCR6 fibroza, ARDS, antimikrobna
stanice aktivnost, infekcije aktivnost
pojacavanje Probavne: IBD formiranjem pora u
steCenog stanici
imuniteta mikroorganizma
Katelicidin Kao sto je N/A Izravna Aktivno izlu¢ivanje ili ~ FPRL1 Respiratorne: cistina  Izravna
hCAP18/ gore navedeno antimikrobna degranulacija fibroza, ARDS, antimikrobna
LL-37 + neutrofili, aktivnost, infekcije aktivnost
mastociti, pojacavanje Probavne: IBD formiranjem pora u
monociti / stecenog stanici
makrofazi imuniteta mikroorganizma

FPRLI1, formyl peptide receptor — like 1; GPCR, G protein-coupled receptor; IBD, inflammatory bowel
disease; mGIluR3, metabotropic glutamate receptor 3; T1DM, type 1 diabetes (prilagodeno prema
referenci br. 58).
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Zajednicke karakteristike alarmina jesu:

1)

2)

2)

3)

tijekom ozljede tkiva ili infekcije oni se naglo otpustaju u medustani¢ni prostor
iz citoplazme (npr. S100A12) ili jezgre (npr. HMGB1) stanica koje odumiru
alarmine mogu oslobadati i zive stanice imunosnog sustava koriste¢i posebni
sekretorni sustav ili preko endoplazmatskog retikuluma (ER) - Golgijev put
sekrecije;

alarmini aktiviraju stanice prirodene imunosti: neutrofile, makrofage,
dendriticke stanice, ali takoder posredno ili neposredno aktiviraju i steceni
imunosni odgovor;

alarmini sudjeluju u obnavljanju homeostaze tkiva nakon direktne ozljede ili

sekundarnih uéinaka upalnog procesa na tkivo (59).

Smatra se da alarmini sudjeluju u imunopatogenezi brojnih upalnih reumatskih bolesti

te su opisane poviSene razine alarmina u serumu, sinovijalnoj tekucini ili sinoviji u

reumatoidnom artritisu (60), sistemskom eritemskom lupusu (61-64), Kawasakijevom

vaskulitisu (65), dermatomiozitisu (66) 1 Sjogrenovom sindromu (67), a takoder i1 u

sepsi (68), aterosklerozi (69) te u psorijazi (70).

Alarmini svoje ucinke ostvaraju preko receptora za krajnje produkte uznapredovale

glikozilacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end products) te preko

receptora sli¢nih Toll-u (TLR, engl. Toll-like receptors) ukljucuju¢i TLR2, TLR4 i

TLR9 (71).
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1.4.1. Uloge alarmina u upalnim reumtskim bolestima

1.4.1.1. Uloga alarmina u rasvjetljavanju patogeneze autoimunih i
kroni¢nih upalnih bolesti

Opcenito je prihvacena uloga alarmina u pojacavaju i podrzavanju upalnog procesa.
Alarmini regrutiraju nezrele dendriticne stanice koje prenose antigene do sekundarnih
limfnih organa gdje ih prezentiraju naivnim T limfocitima 1 induciraju ste€eni imunosni
odgovor (72-74). Kontinuirano oslobadanje alarmina uzrokuje izraZzavanje MHC
molekula, prezentaciju antigena i nekontroliranu proliferaciju T limfocita $to dovodi do
rasplamsavanja upale (Slika 3).

Nekroticna  Mijeloidna
stanica stanica

Rasplamsavanje

i :) upale
Migracija — [
prema i
limfnom o
Nezrela sustavu & .
iy Zrela
dendriticna 9, G
. dendriticna "
stanica tanica
§ Th1 limfociti

Slika 3. Reguliranjem ste¢enog imunosnog odgovora alarmini poti¢u kroni¢nu upalu i automunost.
Alarmini regrutiraju nezrele dendriti¢ne stanice i poticu njihovo funkcionalno sazrijevanje, poticu¢i ih da
prihvate antigene i dopreme ih u sekundarne limfne organe gdje e prezentirati antigenske epitope
naivnim T limfocitima i poticati njihovu Thl polarizaciju te izazvati steCeni imunosni odgovor.
Perzistentno oslobadanje alarmina regulira izrazavanje MHC molekule tipa 1 i 2 te prezentaciju antigena,
kao i nekontroliranu proliferaciju T limfocita dovode¢i do rasplamsavanja upale. Kratice:
HMGB 1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box 1-protein);
S100A8/9= proteini koji vezu kalcij S100A8/9 (S100A8/ S100A9, engl. calcium-binding proteins);
MHC=glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility complex);
TCR=receptor T limfocita (TCR, engl. T-Cell Receptor) (prilagodeno prema referenci br. 58).
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Dokazan je pojacan izrazaj alarmina S100A8, S100A9 na fagocitima upalom
zahvacenih zglobova (75,29,37,60). Alarmini aktiviraju endotelne stanice, regrutiraju i
stimuliraju makrofage da produciraju proupalne citokine, primjericeTNF-a i IL-18,

dovodec¢i do razaranja tkiva (37,76,77).

1.4.1.2. Uloga alarmina kao pokazatelja aktivnosti i teZine autoimunih
i kroni¢nih upalnih bolesti

Koncentracija S100 proteina korelira s aktivnoS¢u bolesti u velikom broju upalnih
stanja, slicno laboratorijskim pokazateljima upale CRP i sedimentacije (SE) (78-80)
(Tablica 2). U razli¢itim upalnim artritisima pokazalo se da serumske koncentracije
alarmina S100A8/S100A9 bolje koreliraju s aktivnos$¢éu bolesti i destrukcijom zgloba
nego klasi¢ni pokazatelji upale, vjerojatno zbog njihovog lokalnog izrazavanja 1
otpustanja u izravanom odgovoru na oSteCenje tkiva (81-83). Osim toga, serumski
ST100A8/S100A9 proteini mogu precizno prikazati teZinu bolesti i odgovora na lijecenje
(84) te predvidjeti recidiv bolesti, klinicku 1 radioloSku progresiju (85,86) kao Sto je

razvoj erozivne bolesti (87) 1 progresija oStecenja zglobova (88).

1.4.1.3. Uloga alarmina u lijeCenju autoimunih i kroni¢nih upalnih
bolesti

Neregulirana upala je osnova patofizioloskih procesa mnogih bolesti. Identifikacija
proupalnih citokina posebice TNF-a kao terapijskog cilja 1990-ih godina dovela je do
impresivnog napretka u lijecenju bolesnika oboljelih od RA (89). Nazalost, blokada
citokina se nije pokazala ucinkovitom u svih bolesnika (90), primjerice, nije dala

ocekivane rezultate u lijeCenju bolesnika s akutnim upalnim bolestima kao §to su
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traumom induciran sindrom sistemskog upalnog odgovora (SIRS, engl, systenic
inflammatory response syndrome) ili sepsa (91). Nedavna identifikacija alarmina kao
klju¢nih posrednika upalnih procesa u tim poremecajima i spoznaja da je njihovo
oslobadanje popraceno regulacijom receptora sugerira alarminski signalni put kao

alternativni cilj lijecenja (Slika 4).

Nekroticna Mijeloidna
stanica stanica
- 9| Blokada alarmina,
) o} HMGB1,
o Q@ S100A8/A9
HMGB1 @ @ S100A8/A9
H’J Q\
| Blokada
TLR-2, TLR-4,
RAGE
Leukocit
TNF-ct
ilLL-qﬁi l Blokada
IL-8 | citokina
IFN-y
Upala

Slika 4. Alarminski put kao potencijalna terapijska meta u upalnoj kaskadi prirodene imunosti. Uzvodni
alarminski signalizacijski putevi su potencijalni terapijski ciljevi imunomodulacije u akutnim i kroni¢nim
upalnim bolestima. U Zzivotinjskim modelima alarmini su izravno ciljani protutijelima ili kompetitivnim
inhibitorima npr., domena A (HMGBI1) ili su ciljanji receptori koji prepoznaju molekularne obrasce
(PRR, engl. patern recognation receptors) s antitijelima ili topljivim "decoy" receptorima. Kratice:
HMGB 1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box 1-protein);
S100A8/9= proteini koji vezu kalcij S100A8/9 (S100A8/ S100A9, engl. calcium-binding proteins);
TCR=receptor T limfocita (TCR, engl. T-Cell Receptor); TLR=Tollu-sli¢an receptor (TLR, engl. Toll-
like receptors); RAGE=receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije (RAGE, engl. receptor
for advanced glycation end products); TNF=C¢imbenik nekroze tumora (TNF, engl. tumor necrosis factor);

INF-y =interferon-y (prilagodeno prema referenci br. 58).
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Kao $to je gore navedeno, nizvodna citokinska blokada ukljuc¢uju¢i TNF-a klinicki je
korisna u lije¢enju kroni¢nih upalnih bolesti (primjerice RA) i1 upalnih bolesti crijeva,
ali nije ucinkovita u svih bolesnika. Stoga, strategije koje su usmjerene na proupalna
svojstva S100 proteina mogu pruziti novi pristup za imunoterapiju uzvodno od TNF-a i
NF-KB aktivacije (92). Medutim, za razliku od S100 proteina, ¢ini se da je djelovanje
alarmina HMGBI1 neovisno o TNF-a (93). Naime, anti - TNF-a terapija nije pokazala
utjecaj na HMGBI izrazaj (94), dok su antitijela protiv HMGBI i antagonisti A domene
molekule HMGBI uspjesno inhibirali razvoj sinovijalnoj upale kao i oteklinu zglobova
u zivotinjskim modelima artritisa (93,95,96). Nadalje, vezanje HMGBI1 s drugim
endogenim molekulama poput nukleosoma ponistava imunosnu toleranciju i doprinosi
razvoju autoimune bolesti (61). Stoga su alarmini privlatne mete u lijeCenju RA i
drugih kroni¢nih upalnih bolesti osobito kod pacijenata koji ne reagiraju na anti-TNF-a
terapiju.

Iako trenutno ubrzano raste popis alarmina u literaturi najbolje prouceni u zdravih 1
bolesnih ljudi su HMGBI te proteini iz skupine S100 koji vezu kalcij. U ovom radu

opisani su alarmint HMGBI1 1 S100A 12 te njihov receptor RAGE jer oni do danas imaju

1.4.2. Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1)

Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box 1-
protein) je mali protein od 215 aminokiselina koji je strukturno organiziran u tri
razli¢ite domene: dvije HMG domene (A 1 B) i kiselog C -terminalnog repa dugog 30
aminokiselina. Strukturne jedinice HMG C¢ine tri alfa-uzvojnice koje su konfigurirane u

obliku slova L (97) (Slika 5).
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A domena B domena kiseli rep

2 ?I'Q BIQ 183 186 215

Slika 5. Struktura HMGB1. HMGBI je organiziran u tri razlic¢ite domene, dvije HMG domene (A iB) i
kiselog C -terminalnog repa (prilagodeno prema referenci br. 97)

HMGBI u jezgri predstavlja DNA-vezuci nehistonski protein koji pospjesuje stvaranje
nukleoproteinskih kompleksa (98). Jedinstvena konfiguracija A i B domene igra vaznu
ulogu u nacinu na koji su te domene u interakciji s kromatinom (99). Za razliku od A i
B domene koje su detaljno proucavane za kiseli C-terminalni rep jo$ se uvijek ne zna
prava funkcija. Novija istrazivanja upucuju na to da C-terminalni rep regulira
interakciju HMGB1 s DNA (100,101).

HMGBI1 djeluje kao citokin tek nakon $to dospije u medustani¢ni prostor. Aktivno ili
pasivno mogu ga otpustati brojne oStecene ili nekroti¢ne stanice. Godine 1999. Wang 1
suradnici su prvi opisali otpustanje HMGBI iz stanica koje su stimulirane citokinima
(102). Nakon toga, 2002. godine Scaffidi 1 kolege su prikazali kako HMGB1 otpustaju
nekroti¢ne stanice, ali ne 1 apoptoti¢ne stanice jer je HMGBI tijesno vezan za kromatin
(103). Medutim, Bell i suradnici 2006. godine pokazuju da HMGB1 moze biti
osloboden 1 iz apoptoticnih stanica (104,105) kada pokazuje viSe karakteristike
tolerancije nego li proupalne aktivnosti (106).

HMGBI1 moze biti aktivnho osloboden nakon stimulacije egzogenim patogenim
molekulama, endogenim citokinima ili zbog ishemije (107,108), a pasivho moze biti
otpusten tijekom osSte¢enja stanice (103). Aktivna sekrecija HMGBI1 potaknuta
interakcijom receptora stanicne membrane s izvanstaniénim molekulama ili s
hipoksijom javlja se postepeno (108,109), dok se pasivno oslobadanje potaknuto

nekrozom javlja viSe-manje odmah. Nadalje, aktivno izluc¢ivanje HMGBI
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podrazumijeva otpustanje iz jezgre u citosol ili spreCavanje ulaska u jezgru
novosintetiziranog HMGB1. Nekoliko oblika poslije-translacijske modifikacije, kao $to
je fosforilacija, metilacija i acetilacija rezultira nakupljanjem HMGBI u citosolu (110-
112). Razlicite vrste stanica kao $to su monociti, makrofagi, dendriticke stanice,
endotelne stanice, sinovijalni fibroblasti, trombociti, astrociti i tumorske stanice mogu
aktivno izluc¢ivati HMGBI1, a mehanizmi se mogu razlikovati izmedu pojedinih tipova
stanica. Do danas je najbolje opisano otpustanje HMGBI iz aktiviranih monocita. Ovo
izlu¢ivanje se pojavljuje zajedno s premjestanjem HMGBI iz jezgre u citoplazmu
sekretornih lizosoma, organela koje se takoder koriste za oslobadanje IL-1p. Aktivacija
monocita s LP, TNF , IL-1 ili IFN-y dovodi do acetilacije i fosforilacije HMGBI, koji
se potom nakuplja u citoplazmi jer je njegov ponovni ulazak u jezgru blokiran
(111,112). Citoplazmatski HMGBI1 dolazi u sekretorne lizosome hematopoetiskih
stanica mehanizmima koji su jo$ uvijek nepoznati. Lizosomi koji sadrze HMGB1 zatim
se spajaju sa staninom membranom. Egzocitoza citoplazmatskih organela koje sadrze
HMGBI aktivira se lisofosfatidilholinom (109). Novije studije pokazuju da se vecina
HMGBI otpusta tijekom prvih 18 sati nakon aktivacije, dok je naknadno otpustanje
HMGBI rezultat sinteze novih proteina (102). Nedavne in vitro studije ukazuju da
stani¢na hipoksija potice viSe aktivno nego pasivno izlu¢ivanje HMGBI1 neovisno o
tipu stanica, iako mehanizmi jo§ trebaju biti razjasnjeni. Veza izmedu ishemije i
translokacije HMGBI1 u izvanstani¢ni prostor dodatno je potkrijepljena time $to se u
sinovitisu podru¢ja s maksimalnim patoloSkim pojavljivanjem HMGBI1 poklapaju s
hipoksi¢nim podruc¢jima (108). Nekroza bilo kojeg tipa stanica dovodi do pasivnog
otpustanja. HMGBI1, dok primarna apoptoza minimalno ili nikako ne doprinosi
osobadanju HMGBI1 u izvanstani¢ni prostor. Znatna koli¢ina nuklearnog HMGBI1

¢vrsto je vezana za hipoacetilirani kromatin, koji se generira tijekom programirane
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stani¢ne smrti (103). Medutim, apoptoti¢ne stanice koje nisu ispravno eliminirane mogu
pro¢i sekundarnu nekrozu, $to dovodi do kasnog otpuStanja HMGBI1 (105). Stoga
miSevi kojima nedostaje funkcionalna lizosomska DNA-za tipa II, koja je presudna za
probavljanje DNA u makrofazima apoptotickih stanica, razviju kroni¢ni poliarthritis s
brojnim obiljezjima reumatoidnog artritisa (113).

Ucinci HMGBI su brojni 1 ponajviSe vezani za prirodenu granu imunosnog odgovora.
On aktivira neutrofile i makrofage te poti¢e njihovo izlu¢ivanje proupalnih citokina kao
Sto su IL-1, IL-6 i TNF-a (114-116). Nadalje, HMGBI stimulira adheziju i migratorna
svojstva tih stanica (117,118). Zauzvrat, TNF, interferon, IFN-y i IL-1 stimuliraju
makrofage da izlu¢uju HMGBI1 (119) tako stvarajuéi pozitivnu povratnu informacijsku
petlju. Osim djelovanja na neutrofile i makrofage HMGBI1 stimulira dendriticne stanice
i poti¢e njihovo sazrijevanje (120,121).

Navedene ucinke izvanstanicni HMGBI1 iskazuje kroz brojne receptore. Prvi opisan
receptor za HMGBI1 bio je RAGE (122). HMGBI se takoder moze vezati za tri ¢lana iz

obitelji Tollu-sli¢nih receptora 1 to TLR2, TLR4 1 TLRO (123,124).
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1.4.3. Protein koji veze kalcij S100A12

S100A12 u ljudi je jedan od 25 ¢lanova obitelji S100 proteina koji vezu kalcij, a niske
su molekularne tezine (9-14 kDa) (125). Ime S100 je izvedeno iz Cinjenice da su ti
proteini 100% topivi u amonijak sulfatu. Prvi S100 protein identificirao je Moore 1965.
godine (126) nakon ¢ega su identificirani ostali ¢lanovi ove obitelji. Vecina tih proteina
kodirana je genima unutar usko definiranog podrucja 1g21 (127). Svi S100 proteini

sadrze dva EF-hand motiva odvojena spajaju¢om regijom (127) (Slika 6).

EF-hand | EF-hand Il

linker

Slika 6. Struktura SI00A proteina. S100 protein sadrzi dva EF-hand motiva odvojena spajaju¢om regijom
(prilagodeno prema referenci br. 59 ).

Vezanjem kalcija na ovaj dio proteina dolazi do promjena konformacije S100 proteina
koje rezultiraju konkavnom hidrofobnom povrSinom u C-terminalnoj domeni $to
omogucuje selektivne interakcije s brojnim proteinima ili peptidima. S100 proteini se
nalaze u razli¢itim oblicima, uklju¢uju¢i homodimere, heterodimere 1 tetramere koji
imaju utjecaj na njihovu funkciju. Na primjer, heterodimer kojeg ¢ine molekule
S100A8 1 S100A9 (poznat kao kalprotektin) ima drugacije aktivnosti nego svaki
pojedini protein (126). Vecina S100 proteina ima funkcije unutar stanice. Medutim, za
S100A12 (zajedno s ¢lanovima obitelji SIO0A8 1 SI00A9) prepoznate su i aktivnosti

izvan stanice.
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S100A12, takoder poznat kao Calgranulin C ili izvanstani¢ni novoidentificirani receptor
za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije (EN RAGE, engl. extracellular newly
identified receptor for advanced glycation endproducts) je kalcij-vezujuéi proupalni
protein kojeg uglavnom izlucuju granulociti (128). Guignard i kolege su ga prvi puta
opisali u ljudi 1995. godine (129), a naknadno je identificiran i u drugih sisavaca
ukljucujuéi svinje, pse i krave (130,132).

S100A12 gen je oko 4,1 kbp dug i sastoji se od tri eksona koji su podijeljeni s dva
introna od 900 i 400 bp. Prvi ekson obuhvaca 48 nukleotida. Klasi¢cna TATA box
(TATAAA) nalazi se 30 nukleotida uzvodno od mjesta inicijacije transkripcije. Protein
je kodiran sekvencom u eksonu 2 (138 nukleotida) i 3 (138 nukleotida). Ilg i njegovi
suradnici su 1996. godine sekvencionirali strukturu amino-kiselina S100A12 (133).
Pojavnost S100A12 gena u ljudi gotovo je potpuno ogranicena na neutrofilne
granulocite, iako je prikazana pojavnost S100A12 gena i na monocitima (129). U
zdravih osoba, S100A12 se mogu na¢i u tkivima 1 organima gdje su neutrofili i
monociti / makrofagi uobicajni, primjerice u slezeni 1 plu¢ima. S100A12 se nalazi
pretezno u citosolu granulocita, dok se translokacija na membranu 1 citoskeletnu
komponentu dogada nakon interakcije s kalcijem. Kada je izlu€ena u izvanstani¢ni
prostor S100A12 molekula pridonosi prirodenom imunosnom odgovoru. Tijekom
posljednjih 15 godina sve se vise ispituje funkcija ovog proteina. Pokazalo se da
djelovanje alarmina S100A 12 ukljucuje kemotaksiju i aktivaciju unutarstani¢ne kaskade
signala koji vode do produkcije citokina i indukcije oksidativnog stresa (134,135).
Rezultati nedavnih radova pokazuju vaznost S100A12 u razli¢itim kroni¢nim upalnim
bolestima kao S§to je Behcetova bolest (136), obiteljska mediteranska vruc¢ica (MEFV,
engl. Familial Mediterranean fever) (137), Kawasakijev vaskulitis (65,84,138),

glomerulonefritisi (139), upalne bolesti crijeva (140-142), reumatoidni i psorijati¢ni
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artritis (143). Objavljeno je nekoliko radova u kojima je opisana vaznost SI00A12 u
JIA, ali su potrebna dodatna klinicka istrazivanja koja bi u upotpunila spoznaju o ulozi

S100A12 u navedenim stanjima.

S100A12 i RAGE

Najpoznatiji receptor SI00A12 je RAGE (RAGE, engl. receptor for advanced glycation
endproducts) (144). Vezanjem S100A12 sa RAGE aktivira se unutarstani¢na kaskada
signala (kao Sto je MAP-kinaza i nuklearni faktor (NF) - kB) dovode¢i do proizvodnje
proupalnih citokina (ukljucujuci ¢imbenik nekroze tumora (TNF)-a i interleukin (IL)-
1B) i povecane pojavnosti adhezijskih molekula kao $to su medustani¢na adhezijska
molekula (ICAM, engl. intracellular adhesion molecule) i1 vaskularna stani¢na
adhezijska molekula (engl. vascular cell adhesion molecule, VCAM). Konacni ucinak
svih tih odgovora je posredovanje proupalnih ucinaka na limfocitima, endotelnima

stanicama, neutrofilima 1 mononuklearnim fagocitima (134).

1.4.4. Receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije
(RAGE)

U skladu s rastu¢im brojem dokaza iz svjetske znanstvene literature, RAGE (engl.
receptor for advanced glycation end — products) je jos$ jedan €lan u alarminskoj obitelji
koji moze imati vaznu ulogu u upalnim reumatskim bolestima (145-150).

RAGE je multi-ligandni receptor, ¢lan imunoglobulinske obitelji koji se sastoji od 404
aminokiseline, molekularne mase 55 kDa (151,152). Gen humanog RAGE-a nalazi se
na kromosomu 6 u MHC klasa III regiji (153). RAGE ¢ini unutar stani¢na domena,

kratka transmembranska domena 1 izvanstanicna domena koja se sastoji od tri
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imunoglobulinima sli¢ne regije, jednog ,,V* tipa kojeg slijede dva ,,C* tipa. ,,V* tip je
neophodan za vezivanje liganada (154).

Najbolje opisan RAGE ligand je krajnji produkt uznapredovale glikozilacije (AGE,
engl. advanced glycation end products) koji koji nastaje kao rezultat ne-enzimske
reakcije izmedu Secera i1 slobodnih amino kiselina. Poveéano stvaranje i nakupljanje
AGE zabiljezeno je u nekoliko patofizioloskih stanja kao Sto su dijabetes, zatajenje
bubrega, Alzheimerova bolest, starenje i1 upala (155,156). Razinu AGE-a in vivo
odrazava ne samo njihovo endogeno stvaranje nego i njihovo nakupljanje iz egzogenih
izvora ukljuc¢ujuéi konzumiranje hrane bogate AGE-om i pusenje (157).

U posljednje vrijeme identificirani su, osim AGE ostali RAGE ligandi: brojni ¢lanovi
S100/kalgranulinske obitelji, citokinima slicni proupalni medijatori, protein visoke
pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI/amphoterin) i vlakna amiloida. Zajednicko
obiljezje tih liganada je njihova povezanost i ko-akumulacija s RAGE u upalnim
stanjima (158). U normalnim tkivima 1 krvnim Zilama izrazena je niska razina RAGE
dok je viSa razina RAGE prisutna u mjestima gdje su akumulirani njegovi proupalni
ligandi (154). RAGE je izraZen na membrani razliitih stanica (magrofaga, leukocita,
endotela), a takoder se nalazi i u topljivom obliku (SRAGE) kada djeluje kao ,,mamac*
receptor sa zaStitnom ulogom (159,160). Nakon vezivanja liganada, RAGE dovodi do
aktivacije transkripcijskog faktora zvanog nuklearni faktor (NF)-kapa B te do
proizvodnje upalnih citokina (161). RAGE djeluje i kao adhezivna molekula (162),
mobilizira dendriticke stanice k limfnim ¢vorovima (163), a posreduje aktivaciju
dendritickih stanica 1 B limfocita (124). Nadalje, RAGE je ukljucen u sazrijevanje T

limfocita (164) i promovira aktivaciju T limfocita i Th1+ polarizaciju (165).
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1.4.4.1. Topljivi RAGE (sRAGE)

Utvrdeno je da topljivi tip RAGE-a (sSRAGE) postoji u cirkulaciji ljudi i odgovara
izvanstanicnoj domeni RAGE-a (bez unutarstani¢ne 1 transmembranske domene
membranskog RAGE-a). Topljivi SRAGE ima istu specifi¢nost za vezanje liganada kao
RAGE (sadrzi N-terminalni ,,V* dio izvanstani¢ne domene) te moze djelovati kao
»mamac* vezu¢i proupalne liganade 1 sprjecavajuc¢i njihovo vezivanje na membranski
RAGE. Postoji niz mehanizama proizvodnje sRAGE koji ukljuCuju alternativno
spajanje 1 uklanjanje transmembranske regije proteolitickim cijepanjem s povrSine
stanice. Smatra se da je primarni mehanizam proizvodnje SRAGE alternativno spajanje
introna 9/egzona 10 RAGE gena. Ova varijanta nazvana ,,RAGE v1* bila je utvrdena
kao varijanta primarne proizvodnje sRAGE 1 ranije se nazivala endogeno izluc¢en
RAGE (esRAGE, engl. endogenous secretory RAGE) (156-157). Drugi mehanizam
odgovoran za proizvodnju cirkulirajuéeg SRAGE je proteoliticko odvajanje membranski
vezanog RAGE (fIRAGE engl. full-length RAGE). Ovaj izvanstani¢ni oblik RAGE
nazvan je cRAGE (cRAGE, engl. cleaved RAGE). Oba esRAGE i cRAGE su
funkcionalno ekvivalentna i u interakciji su s istim RAGE ligandima (Slika 7).
Pokazalo se da odvajanje RAGE moze biti inhibirano s metaloproteaza inhibitorima S§to
promovira HMGBI, jedan od RAGE liganada (152).

Razine sSRAGE su smanjene u razli¢itim autoimunim bolestima, kao §to su sistemski
lupus (SLE) 1 Kawasaki bolest (159,65). Nasuprot tome, SRAGE je poviSen u jednoj

studiji bolesnika s upalnom bolesti crijeva (160).
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Slika 7. Mehanizam proizvodnje topljiva receptora SRAGE. Membranski RAGE se sastoji od
unutarstaniéne domene, kratke transmembranske domene i izvanstaniéne domene koja sadrzi tri
imunoglobulinu sli¢ne regije (jedne varijabilne ,,V* regije koju slijede dvije konstantne ,,C* regije). ,,V*
regija je neophodna za vezivanje liganda. Topljivi SRAGE odgovara izvanstani¢noj domeni RAGE
(nedostaje mu unutarastani¢na i transmembranska domena). SRAGE mozZe biti proizveden alternativnim
spajanjem RAGE mRNA (esRAGE/RAGEv1) ili proteolitickim cijepanjem RAGE s povrsine stanice
(cRAGE). Kratice: esRAGE=endogeno izlucen RAGE (esRAGE, engl. endogenous secretory RAGE);
cRAGE=RAGE nastao proteolitickim cjepanjem (cRAGE, engl. cleaved RAGE);sRAGE= topljivi
RAGE (sRAGE, engl. soluble RAGE) (prilagodeno prema referenci br. 158).

1.4.4.2. Povratna sprega izmedu RAGE liganada, RAGE i SRAGE

Ravnoteza izmedu razina RAGE liganada, RAGE i sRAGE predstavlja dinamic¢an
sustav. Dokazano je da brojna patofizioloSka stanja, ukljucujuéi Secernu bolest,
zatajenje bubrega, starenje 1 pusSenje pospjesuju izrazavanje RAGE i njegovih liganada.
Upala povecava proizvodnju 1 akumulaciju AGE, HMGBI1, S100 proteina i depozita
amiloidnih vlakana (151,154,155), a potom dovodi do povecane aktivacije RAGE

(161). Odnos izmedu regulacije RAGE / RAGE liganada i razine ,,zastitnog* sRAGE je

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12
te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 33

od velikog klini¢kog znacenja. Slicno tome, pozitivna korelacija izmedu serumskog
AGE 1 razine sSRAGE u ispitanika bez Secerne bolesti sugerira da interakcija RAGE i
njegovih liganada pospjesuje sintezu SRAGE (162). Medutim, pokazala se negativna
povratna veza izmedu sSRAGE 1 interakcije RAGE i njegovih liganada. Stoga se ¢ini da
su sSRAGE, RAGE i njegovi ligandi tri elementa u ravnoteZzi s pozitivnim i negativnim

povratnim vezama koje bi mogle biti izmijenjene patofizioloskih situacijama (Slika 8).
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Inflammation
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Slika 8. Mehanizam povratne sprege RAGE liganada / RAGE / sRAGE sustava

Upala i druga patofizioloSka stanja pospjesuju izrazavanje RAGE i njegovih liganada, Sto rezultira
povecanim stvaranjem sSRAGE kao negativne povratne sprege s RAGE ligandima. Kratice:
esRAGE=endogeno izlu¢en RAGE (esRAGE, engl. endogenous secretory RAGE); cRAGE=RAGE
nastao proteolitickim cjepanjem (cRAGE, engl. cleaved RAGE);sRAGE= topljivi RAGE (sRAGE, engl.
soluble RAGE) (prilagodeno prema referenci br. 158); IRAGE=RAGE nastao proteolitickim odvajanjem
membranski vezanog RAGE (fIRAGE engl. full-length RAGE); AGE= (AGE, engl. advanced glycation
end product); HMGB 1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI1, engl. high mobility group
box 1-protein); SI00A= proteini koji vezu kalcij (S100, engl. calcium-binding proteins); RAGE=receptor
za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end
products);

(prilagodeno prema referenci br. 158).
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To¢ni mehanizmi odgovorni za finu ravnotezu izmedu RAGE vezanog na povrsini

stanice 1 njegovog izlucenog/odcjepljenjog topivog oblika su za sada nepoznati i

njihovo daljnje razjas$njenje predstavlja vazno biolosko pitanje.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada jest da visoka razina HMGBI1 1 SI00A12 te niska razina sSRAGE u

bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom oznacava aktivnu bolest.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Ispitati genski izrazaj i razinu HMGBI1, S100A12 i RAGE u serumu djece s JIA

neovisno o tipu bolesti 1 usporediti je s nalazom u kontrolnoj skupini.

3.2. Specificni ciljevi:

1.

ispitati genski izrazaj i razinu proteina HMGBI1, S100A12 i RAGE u serumu
bolesnika s oligoartikularnim, poliartikularnim i sistemskim tipom JIA (ovisno o

tipu bolesti) i usporediti s kontrolnom skupinom;

usporediti genski izrazaj i razinu proteina HMGB1, S100A12 i RAGE u serumu
ispitanika sa sistemskim tipom JIA u odnosu na artikularne tipove JIA

(oligoartikularni, poliartikularni);

ispitati odnos serumske razine proteina i genskog izrazaja HMGBI1, S100A12 i
RAGE u bolesnika s JIA neovisno o tipu bolesti u odnosu na rutinske
laboratorijske nalaze za ocjenu upalne aktivnosti bolesti (SE, CRP, anemiju,

leukocitozu, trombocitozu i disproteinemiju);

ispitati odnos serumske razine 1 genskog izrazaja HMGBI1, S100A12 1 RAGE u
bolesnika s JIA ovisno o tipu bolesti u odnosu na rutinske laboratorijske nalaze
za ocjenu upalne aktivnosti bolesti (SE, CRP, anemiju, leukocitozu,

trombocitozu i disproteinemiju).
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4. ISPITANICI Il METODE RADA

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 112 djece oboljele od JIA koja su bila podjeljena u 4
skupine. Dijagnoza juvenilnog idiopatskog artritisa je postavljena na temelju revidiranih

ILAR kriterija (International League of Associations for Rheumatology) (8).

Bolesnici - djeca pri postavljanju dijagnoze JIA (prije zapocCetog medikamentoznog
lijeCenja), podjeljena u tri skupine ovisno o tri najcesca tipa juvenilnog idiopatskog
artritisa:
1) oligoartikularni tip JIA (artritis do 4 zgloba)
2) poliartikularni tip JIA (artritis 5 ili viSe zglobova)
3) sistemski tip JIA (artritis kombiniran s dnevnim fazama vrudice tijekom
najmanje dva tjedna 1 praéen s jednim/viSe sljede¢ih simptoma:
makulopapuloznim osipom na koZi, generaliziranom limfadenopatijom,

hepatomegalijom, splenomegalijom ili serozitisom)

Kontrolna skupina — djeca koja nisu imala klini¢ko-laboratorijskih znakove upale, a
kojima se zbog drugih (ne-upalnih) bolesti uzela venska krv, po dobi i spolu se nisu

razlikovala od djece s JIA.

U sve djece bilo je uzeto 6 ml periferne venske krvi pri postavljanju dijagnoze te je bila

ucinjena analiza razine proteina i genskog izrazaja HMGB1, S100A12 i RAGE.

Klini¢ki dio rada provoden je u Zavodu za klinicku imunologiju, reumatologiju,
respiracijske i alergoloSke bolesti Klinike za pedijatriju, Klinickog bolnickog centara u
Zagrebu (doc.dr.sc. Marija Jelusi¢-Drazi¢), a laboratorijski dio proveden je u
Laboratoriju za molekularnu imunologiju, Hrvatskog instituta za istraZzivanje mozga
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu (prof.dr.sc. Danka Gréevi¢, doc.dr.sc. Natasa

Kovacic).
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4.2. Metode rada

4.2.1. Analiza op¢€ih i imunosnih laboratorijskih pokazatelja

U svih bolesnika uzeta je venska krv pri postavljanju dijagnoze i analizirani su sljedeci
laboratorijski pokazatelji: brzina sedimentacije eritrocita, hematokrit, hemoglobin, broj
trombocita i leukocita u perifernoj krvi, elektroforeza serumskih protein, serumska
razina imunoglobulinskih razreda (IgG, IgA 1 IgM), serumska razina C-reaktivnog
proteina (turbidimetrijski), serumska razina reumatoidnog faktora (turbidimetrijski),
titar anti-nuklearnih protutijela (ANA) (indirektnom imunofluorescencijom), te genski

izrazaj alarmina i njihova koncentracija u serumu.

4.2.2. Analiza alarmina u serumu

Venska krv vadena je u epruvete za vadenje krvi (vacutainere) koje su kao
antikoagulans sadrzavale natrijev EDTA, uvijek izmedu 9 i1 10 sati prije podne.
Alikovot periferne krvi bio je centrifugiran na 3500 okretaja u minuti tijekom 5 minuta
na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je nadtalog (plazma) aspiriran i pohranjen u kriotube
(Nunc, Danska) za pohranu na —70°C. Koncentracije alarmina HMGBI1 i SI00A12 te
njihova receptora RAGE u uzorcima plazme izmjerene su pomocu enzimskog
imunotesta (ELISA): RAGE (tvrtka R&D Systems, Minneapolis (MN), USA);
S100A12/EN-RAGE (tvrtka CycLex Co., Nagano, Japan); HMGBI1 (tvrtka Shino-Test
Corporation, Tokyo, Japan). Osjetljivost testa ELISA za HMGBI bila je 1 ng/ml, za
S100 56 pg/ml, a za RAGE 4.12 pg/ml.

4.2.3. Analiza genskog izrazaja alarmina

Izrazaj gena je odreden u mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika 1
kontrolnih ispitanika, izdvojenim na gradijentu fikola (Histopaque-1077, Sigma,
St.Louis, SAD), koje su 2 x isprane medijem RPMI1640 (centrifugiranjem/5 min na
500xg) te konacno resuspendirane u kompletan medij RPMI11640 (10% FCS, 100 U/mL

penicilina 1 0,1 mg/mL streptomicina) (Sigma). Ukratko, nakon dodavanja otopine za
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izolaciju RNA (TRI-Reagent; Molecular Research Center, Cincinnati (OH), SAD,
uzorci su se inkubirali na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta i potom centrifugirali
brzinom od 12000 g tijekom 30 minuta na +4 °C. Potom se na uzorke dodalo 0,2 mL
kloroforma, inkubiralo 2 minute na +4 °C i centrifugiralo na 10000 g tijekom 15 minuta
na +4 °C. Gornja, vodena faza prenesena je u novu epruvetu, na nju je dodano 0,5 mL
izopropanola 1 inkubiralo tijekom 60 minuta na —20 ‘C. Ponovnim centrifugiranjem
12000 g tijekom 15 minuta na +4 °C dobiven je precipitat na dnu epruvete, koji je
potom opran 75%-tnim etanolom i centrifugiran brzinom od 7500 rpm tijekom 5 minuta
na +4 °C. Talog je otopljen u destiliranoj vodi, a koncentracija i €istoc¢a izolirane RNA
provjerena je pomoc¢u UV-VIS spektrofotometra za mjerenje malih uzoraka (NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc.,Wilmington (DE), SAD)
mjerenjem apsorbancija pri 260 nm i 280 nm te odredivanjem njihovog omjera.
Izoliranu stani¢énu RNA potom se umnozilo postupkom RT-PCR. Najprije je 2 pg
izolirane RNA po uzorku prepisano u cDNA postupkom reverzne transkripcije
upotrebom seta kemikalija High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, u svaki uzorak RNA (u
ukupnom volumenu 9 pl) dodano je 10 pl 2X RT pufera i 1 pl 20X mjeSavine enzima
reverzne transkriptaze i inkubirano na 37 °C kroz 60 minuta. Reakcija je zaustavljena
grijanjem tijekom 5 minuta na 95 °C. Dobivena cDNA kvantitativno je umnoZena
postupkom gqRT-PCR pomocu uredaja ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Analiziran je izrazaj gena za HMGBI i S100A12 te njihova
topljiva receptora (SRAGE) s pomocu komercijalnog seta kemikalija TagMan Assay
(Applied Biosystems) i TagMan Gene Expression Master mix (Applied Biosystems)
prema uputama proizvodaca. TagMan Assay sastoji se od para specificnih zaCetnika 1
probe koja na 5' kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3' kraju hvatac
fluorescencije (NFQ, prema engl. nonfluorescent quencher). Svaka reakcija odvijala se
u duplikatu, u reakcijskom volumenu 25 pL. Smjesa je sadrzavala: 0,25 uL. cDNA; 0,25
U wuracil N-glikozilaze (AmpErase; Applied Biosystems); po 200 nM zacetnika 5’ 1
zacetnika 3'; 250 nM TagMan probe 1 0.625 U DNA polimeraze (AmpliTaq Gold DNA
polymerase). Uzorci su prvo bili inkubirani tijekom 2 minute na +50 °C kako bi se
aktivirao enzim uracil N-glikozilaza, a potom 10 minuta na +95 °C da bi se uracil N-
glikozilaza inaktivirala, a aktivirala DNA polimeraza. Potom je uslijedilo 40 ciklusa

tijekom kojih su uzorci inkubirani na: +95 °C 15 s 1 60 °C 60 s. Za svaki uzorak
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izraCunala se relativna koli¢ina ¢cDNA uporabom standardne krivulje. Standardna
krivulja oblikovala se na temelju 5 serijskih razrjedenja uzorka za kalibraciju (cDNA

mononukleara periferne krvi kontrolnog ispitanika).

4.2.4. Statisticke metode

Veli¢ina uzorka odredena je temeljem analize snage testa za jednosmjernu analizu
varijance razlika izmedu 4 ispitivane skupine pri ¢emu je procijenjena najmanja
veli¢ina ukupnog uzorka 112 ispitanika (minimalno 28 ispitanika po skupini) (snaga
testa od 0,90, a razina znacajnosti od 0,05, u¢inak veli¢ine od 0,3). Usporedba grupi
numerickih varijabli radena je pomo¢u Mann-Whitney testa. Korekcije P vrijednosti
ucinjene su prema metodi Bonferonni. Korelacije su procijenjene Spearmanovim
koeficijentom korelacije. Distribucije su prikazane tabli¢no i graficki. Razina statisticke
znacajnosti izabrana je na 0=0.05. Za obradu podataka koriSten je programski paket

STATA/IC ver. 11.02.
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S. REZULTATI

5.1. Prikaz osnovnih podataka o ispitanicima

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 130 djece, 85 djevojcica i 45 djecaka
prosjec¢ne dobi 12,5 godina. Skupinu ispitanika ¢inilo je 102 djece (55 djevojcica i 47
djecaka) prosjec¢ne dobi 13 godina u inicijalnoj fazi JIA koja su bila podijeljena u 3
skupine prema najceséim tipovima JIA: 28 djece (28/102, 27,45%) imalo je sistemski
tip, 39 oligoartikularni tip (39/102, 38,24%) i 35 poliartikularni tip JIA (35/102,
34,31%). Kontrolnu skupinu ¢inilo je 28 djece (8 djecaka i 20 djevojcica), prosjecne

dobi 9 godina bez znakova upale (Tablica 5).

Tablica 5. Osnovni podaci u 102 djece s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) ovisno

o tipu JIA te u 28 djece kontrolne skupine

JIA Kontrolna
sistemski oligoartikularni  poliartikularni skupina
(n=28) (n=39) (n=35) (n=28)
Spol (M/Z) 21/7 8/31 8/27 8/20
Dob 15 6 13 9
(godine) (7-16) (2-106) (1-16) (3-16)

Podaci su prikazani medijanom i rasponom.

Dijagnoza juvenilnog idiopatskog artritisa u svih bolesnika postavljena je u Zavodu za
klini¢ku imunologiju, reumatologiju, respiracijske i1 alergoloSke bolesti Klinike za
pedijatriju, Klinickog bolnickog centara u Zagrebu na temelju revidiranih ILAR
kriterija (International League of Associations for Rheumatology) (8). U svih bolesnika
radilo se o novonastalom i prethodno nelijeCenom juvenilnom idiopatskom artritisu Sto

znaci da niti jedno bolesno dijete nije lijeCeno bolest modificiraju¢im lijekovima
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(DMARDs, engl. disease-modifying antirheumatic drugs) niti imunosupresivnom

terapijom. Bila je dopuStena jedino primjena nesteroidnih antireumatika (NSAR).

5.2. Analiza laboratorijskih pokazatelja u djece s JIA i kontrolne

skupine

Usporedbom brzine sedimentacije eritrocita u djece sa sistemskim,
oligoartikularnim i poliartikularnim JIA prema djeci kontrolne skupine pokazalo se da
je sedimentacija eritrocita bila statisticki znacajno ubrzana (p < 0.05) u djece sa
sistemskim 1 poliartikularnim tipom JIA (Tablica 6, Slike 9,101 11).
U djece sa sistemskim tipom JIA nadena je statisticki znacajno visa razina serumskog
C-reaktivnog proteina (prosjecna vrijednost iznosila je 106,95 mg/L; medijan 91, uz
raspon od 6,9 do 227) te a-2 globulina (prosjecno 15.92 g/L; medijan 15.45, raspon od
11,20 do 22,30) prema djeci kontrolne skupine (P < 0.05). U skupini bolesnika naden je
statisticki znacajno visi (P < 0.05) broj trombocita (prosjecna vrijednost iznosila je
385,89 xlOlz; medijan 406,50, raspon od 125 do 563) 1 snizena razina hemoglobina
(prosjecna vrijednost hemoglobina iznosila je 110, 54 g/L; medijan 111,50, raspon od
93 do 128) u odnosu na djecu kontrolne skupine.
Prosjec¢na vrijednost C-reaktivnog proteina u poliartikularnom tipu bila je statisticki
znacajno visa (P < 0.05) u odnosu na kontrolnu skupinu 1 iznosila je 43,52 (medijan
23,50 raspon od 0,10 do 156), dok je u oligoartikularnom tipu iznosila tek 6,48
(medijan 2.40, raspon od 0,20 do 46) 1 nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na
djecu kontrolne skupine. U djece kontrolne skupine razina C-reaktivnog proteina bila je
unutar referentnog intervala §to govori da su djeca bila bez upalne aktivnosti.
Blago povisene vrijednosti a-2 globulina u serumu djece oligoartikularnog tipa JIA
(prosjek 10,50 g/L; medijan 10,30, raspon od 5,20 do 16,90) i poliartikularnog tipa JIA

(prosjek 12,93 g/L; medijan 13,50, raspon od 5,40 do 19,20) ukazale su na poznate
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laboratorijske karakteristike pojedinih skupina JIA-a. Za kontrolnu skupinu a-2
globulin prosjec¢no je iznosio 7,72 g/L (medijan 7.15, raspon od 4,90 do 14,30) (Tablica
6, Slike 9,101 11).

U 102 djece oboljele od JIA (neovisno o tipu bolesti) nadena je ubrzana
sedimentacija eritrocita (prosje¢no 48,29 mm/h; medijan 35 raspon od 5 do 140), visa
razina C- reaktivnog proteina (prosje¢no 46.77 mg/L; medijan 18,25 raspon od 0,10 do
227) te visa razina a-2 globulina (prosjec¢no 12,82 g/L; medijan 13,40 raspon od 5,20 do
22,30) u odnosu na kontrolnu skupinu, dok su razina hemoglobina i broj eritrocita bili
nizi u odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez statisticke znacajnosti (Tablica 6, Slike 9,10

i11).
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Tablica 6. Osnovna laboratorijska obiljezja u djece sa sistemskim, oligoartikularnim i

poliartikularnim tipom JIA i u kontrolnoj skupini

JIA Svi bolesnici Kontrolna
sistemski  oligoartikularni poliartikularni s JIA skupina
(n=28) (n=39) (n=35) (n=102) (n=28)

Sedimentacija 86,0* 17,0 40,0%* 35,00 7,5
mm/h (34,0-128,0)  (5,0-41,0) (50— 140,0)  (5,0-140,0) (2,0 -36,0)
C-reaktivni

rotein 91,0%* 2,4 23,5% 18,25 2,5
p (6,9-227,0)  (1,2-46,0) (12-156,0) (0,1 -227,0) (0,1 —31,0)
mg/L
Hemoglobin 111,5% 123,0 115,0 115,50 124,0
g/L (93,0-128,0) (99,0 144,0) (75,0 140,0) (75,0 — 144,0) (110,0 — 145,0)
Trombociti 406,5% 375,0 363.,0 350 321,5
x10'%/L (125,0 - 563,0) (180,0-651,0) (131,0—1038,0) (240—560)  (176,0 —414,0)
Eritrociti 4,2 4,5 4,3 4,1 4,6
x10'%/L (3,7-5,0) (3,5-53) (3,6-5,9) (3,6—4.8) (4,1-502)
Leukociti 9,7 8,5 8,5 4,41 7,4
x10°/L (6,4 —29,9) (4,0-17,1) (3,5-27,0)  (3,54-5,88) (2,5-9,7)
v globulin 17,2 14,1 21,8 8,80 13,9
g/L (7,8 - 39,0) (7,9 - 21,5) (10,0-32,1) (3,50-29,93)  (6,8—19,2)
a-2 globulin 15,5% 10,3 13,5 16,85 7.2
g/L (11,2-22,3) (5,2 -16,9) (54-192)  (7,8-39,0) (4,9 - 14,3)

Rezultati su izrazeni medijanom i rasponom, P < 0,05, *=statisti¢ki znacajne vrijednosti.
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Slika 9. Prikaz vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita (SE) u djece pojedinih skupina

JIA usporedno prema djeci kontrolne skupine

Na slici 9. prikazane su usporedbe distribucija sedimentacije u djece sa sistemskim,
oligoartikularnim 1 poliartikularnim tipom JIA u odnosu na djecu kontrolne skupine.
Vidljiva je ubrzana sedimentacija eritrocita u svim skupinama bolesne djece, a posebice
u djece sa sistemskim tipom JIA u odnosu prema djeci kontrolne skupine; razlika je bila

statisticki znacajna (P < 0,05) za sistemski i poliartikularni tip JIA.
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Slika 10. Prikaz vrijednosti C-reaktivnog proteina (CRP) u djece pojedinih skupina JIA

usporedno s djecom kontrolne skupne

Na slici 10. vidljivo je da prosjecna vrijednost C-reaktivnog proteina za sistemski tip JIA
iznosi 106,95 mg/L (medijan 91, raspon 6,9-227), §to upucuje na visoku aktivnost
bolesti, dok za oligoartikularni tip JIA prosjecna vrijednost C-reaktivnog proteina iznosi
6,48 mg/L (medijan 2,4, raspon 0,2-46), a za poliartikularni tip JIA 43,5 (medijan 23,5,
raspon 0,1-156). Usporedbom sistemskog 1 artikularnih tipova JIA u odnosu na kontrolnu
skupinu statisticki znacajno viSa razina C-reaktivnog proteina bila je u djece sa

sistemskim i poliartikularnim tipom JIA (P <0,05).
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Slika 11. Vrijednosti a-2 globulina u djece pojedinih skupina JIA usporedno s djecom

kontrolne skupne

Za sistemski tip JIA vrijednost a-2 globulina prosje¢no je iznosila 15,92 g/L (medijan
15,45, raspon 11,2-22,3), dok je za oligoartikularni tip JIA prosjecna vrijednost a-2
globulina iznosila 10,5 g/L (medijan 10.3, raspon 5.2-16.9), a za poliartikularni tip JIA
12,9 g/L (medijan 13,5, raspon 5,4-19,2) Sto ukazuje na poznate laboratorijske
karakteristike pojedinih skupina JIA. Usporedbom sistemskog i artikularnih tipova JIA
prema kontrolnoj skupini statisti¢ki znacajno viSa razina a-2 globulina bila je u djece sa

sistemskim tipom JIA (P < 0,05).
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5.3. Analiza razine proteina i genskog izrazaja HMGBI1 u bolesnika s
oligoartikularnim, poliartikularnim i sistemskim tipom JIA

U sistemskom tipu JIA utvrdene su statisticki znacajno vise serumske razine
HMGBI1 u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,032), dok razina istog alarmina u
serumu bolesnika s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA nije bila statisticki
znacajno povisena u odnosu na djecu kontrolne skupine. Nije nadena statisticki
znaCajna razlika genskog izrazaja analiziranih tipova JIA prema kontrolnoj skupini

(Tablica 7, Slike 12-19).

Tablica 7. Serumska razina proteina HMGB1 1 genski izrazaj HMGBI u

mononuklearima periferne krvi u djece s pojedinim tipovima JIA 1 u djece kontrolne

skupine
HMGB1
Skupine Protein u serumu Genski izrazaj u MNK
[pg/mL] (arbitrarne jedinice)

Kontrolna skupina 12171,87 121,00
(n=28) 108,89 — 42374,54 25,44 — 463,67
Oligoartikularni tip JIA 4326,56 131,88
(n=39) 108,89 —20047,52 38,20 — 1323,68
Poliartikularni tip JIA 4374,04 75,23
(n=5) 273,50 — 93493,88 0,00 — 543,40

. . _ 16253,70* 47,68
Sistemski tip JIA (n=28) 444938 — 80844,98 10,25 161,8

*P<0.05 (Mann-Whitney test); HMGB I=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; MNK=mononukleari.
Podaci su izrazeni medijanom i rasponom.
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grupa: sistemski JIA
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Slika 12. Prikaz serumske razine proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1) u

djece sa sistemskim tipom JIA (n=28)

Prosjec¢na vrijednost HMGBI1 u djece sa sistemskim tipom JIA iznosila je 19412,92

pg/mL (medijan 16253,70, raspon od 4449,38 do 80844,98) (Tablica 7).
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Slika 13. Prikaz serumske razine proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1) u

djece s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosje¢na vrijednost HMGBI1 u djece s JIA iznosila je 6003,09 pg/mL (medijan

4326,56, raspon od 108,89 do 20047,52) (Tablica 7).
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grupa: poliartikularni JIA
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Slika 14. Prikaz serumske razine proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1) u

djece s poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosje¢na vrijednost HMGBI1 u djece s poliartikularnim tipom JIA iznosila je 15399,51

pg/mL (medijan 4374,04, raspon od 273,5 do 93493,88) (Tablica 7).
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grupa: kontrolna grupa
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Slika 15. Serumske razine proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1) u djece

kontrolne skupine (n=28)

Prosjecna vrijednost HMGBI1 u djece kontrolne skupine iznosila je 13302.92 pg/mL

(medijan 12171,87, raspon od 108,89 do 42374,54) (Tablica 7).
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grupa: sistemski tip JIA
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Slika 16. Prikaz genskog izrazaja HMGB1 u mononuklearnim stanicama krvi djece sa

sistemskim JIA (n=28)

Prosje¢na vrijednost izrazaja gena HMGB1 u mononuklearnim stanicama periferne krvi
djece sa sistemskim JIA iznosila je 55,34 arbitrarnih jedinica (medijan 47,68, raspon od

10,25 do 161,85) (Tablica 7).
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Slika 17. Prikaz genskog izrazaja HMGBI1 u mononuklearnim stanicama krvi u serumu

djece s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosjecna vrijednost izrazaja gena HMGBI u djece s JIA iznosila je 173,63 arbitrarnih

jedinica (medijan 131,88, raspon od 38,20 do 1323,68) (Tablica 7).
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Slika 18. Prikaz genskog izrazaja HMGB1 u mononuklearnim stanicama krvi djece s

poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosjecna vrijednost izrazaja gena HMGBI u djece s JIA iznosila je 112,05 arbitrarnih

jedinica (medijan 75,23, raspon od 0,00 do 543,40) (Tablica 7).
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Slika 19. Izrazaj gena HMGB1 u mononuklearnim stanicama periferne krvi u

kontrolnih ispitanika (n=28)

Vidljivo je da je genski izrazaj HMGB1 u mononuklearnim stanicama periferne krvi
kontrolne skupine iznosio 148,95 arbitrarnih jedinica (medijan 121, raspon od 25,44 do

463,67) (Tablica 7).
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5.4. Analiza razine proteina i genskog izrazaja S100A12 u bolesnika
s oligoartikularnim, poliartikularnim i sistemskim tipom JIA

U sistemskom tipu JIA utvrden je statisticki znacajno viSi genski izrazaj
S100A12 prema kontrolnoj skupini (P < 0,001), dok je serumska razina proteina
S100A12 u navedenim skupinama bila podjednaka.

Usporedujuci razinu proteina S100A12 u kontrolnoj skupini i u oligoartikularnom te
poliartikularnom tipu JIA poviSena razina proteina S100A12 bila je dokazana u
poliartikularnom JIA (P < 0,002).

Genski izrazaj SI00A12 u djece oboljele od poliartikualarnog tipa JIA bilo je statisticki

znacajno visi u odnosu na djecu kontrolne skupine (P < 0,002) (Tablica 8, Slike 20-26).

Tablica 8. Serumska razina i genski izrazaj SI00A12 u djece s JIA i djece kontrolne

skupine
S100A12
Skupine Protein u serumu Genski izrazaj u MNK
[pg/mL] (arbitrarne jedinice)
o 1643.27 79,58

Kontrolna skupina (n=28) 732,13 - 2774.12 21.91 - 854,73
Oligoartikularni tip JIA 144522 157,73
(n=39) 556,70 — 2379,94 62,51 —778.72
Poliartikularni tip JIA 241225+ 182.35*
(n=35) 1105.97 — 18793,42 0,00 — 6793.62

. . B 1610.48 203.29%
Sistemski tip JIA (n=28) 1034.88 — 382097 58.02 — 2260.62

*P < 0.05 (Mann-Whitney test); SI00A12 = protein koji veze kalcij SI00A12; MNK = mononukleari.
Podaci su izrazeni medijanom i rasponom.
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Slika 20. Vrijednosti serumske razine proteina S100A12 koji veze kalcij u djece

kontrolne skupine (n=28)

Prosje¢na vrijednost serumske razine proteina S100A12 u djece sistemskog tipa JIA

iznosila je 1728,31 pg/mL (medijan 1610,48, raspon od 1034,88 do 3820,97) (Tablica

8).
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Slika 21. Vrijednosti serumske razine proteina SI00A12 koji veze kalcij u serumu djece

s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosje¢na vrijednost serumske razine proteina SI00A12 u djece s oligoartikularnim

tipom JIA iznosila je 1351,35 pg/mL (medijan 1445,22, raspon od 556,70 do 2379,94)

(Tablica 8).
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Slika 22. Vrijednosti serumske razine proteina S100A12 koji veze kalcij u serumu djece

s poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosje¢na vrijednost serumske razine proteina SI00A12 u djece s poliartikularnim

tipom JIA iznosila je 3696,39 pg/mL (medijan 2412,25, raspon od 1105,97 do

18793,42) (Tablica 8).
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Slika 23. Vrijednosti serumske razine proteina SI00A12 koji veze kalcij u serumu djece

kontrolne skupine (n=28)

Prosjec¢na vrijednost serumske razine proteina SIO0A12 u djece kontrolne skupine

iznosila je 1677,72 pg/mL (medijan 1643,27, raspon od 732,13 do 2774,12) (Tablica 8).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12
te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 62

grupa: sistemski tip JIA

Mean =336 03
Std. Dev. =415 853
M =28

Frekvencija

1T N\

—

T T ]
0,00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00 2500,00

S100A12 (pg/mL)

Slika 24. Genski izraZzaj alarmina S100A12 koji veZe kalcij u mononuklearnim

stanicama periferne krvi djece sa sistemskim JIA (n=28)

Prosje¢na vrijednost izrazaja gena S100A12 u djece sa sistemskim JIA iznosila je

336,03 arbitrarnih jedinica (medijan 203,29, raspon od 58,02 do 2260,62) (Tablica 8).
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Slika 25. Genski izraZzaj alarmina S100A12 koji veZe kalcij u mononuklearnim

stanicama periferne krvi djece s poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosje¢na vrijednost gena SI00A12 u djece s JIA iznosila je 483,85 arbitralnih jedinica

(medijan 182,35 uz raspon od 0,00 do 6793,62) (Tablica 8).
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Slika 26. Genski izraZzaj alarmina S100A12 koji veZe kalcij u mononuklearnim

stanicama periferne krvi djece s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosje¢na vrijednost izrazaja gena SI00A12 u djece s oligoartikularnim JIA iznosila je

194,82 arbitralnih jedinica (medijan 157,73, raspon od 62,51 do 778,72) (Tablica 8).
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5.5. Analiza razine proteina i genskog izrazaja SRAGE bolesnika s
oligoartikularnim, poliartikularnim i sistemskim tipom JIA

Usporedbom serumske razine SRAGE djece oboljele od sistemskog tipa JIA 1
kontrolne skupine nadena je statisticki znacajno niZa razina proteina (P < 0,036) kao i
nizi genski izrazaj SRAGE (P < 0,007) u bolesne djece. U djece s poliartikularim tipom
JIA serumske razine proteina (P < 0,50) i genski izrazaj sSRAGE (P < 0,024) bile su nize
u odnosu na djecu kontrolne skupine pri ¢emu su rezultati bili statisticki znacajni.
Takoder, razine topljiva sSRAGE u djece oboljele od oligoartikularnog tipa JIA (P <
0,306) te izrazaj gena za RAGE (P < 0,914) bili su sniZzeni u odnosu na kontrolnu

skupinu, ali podaci nisu bili statisticki zna¢ajni (Tablica 9, Slike 27-34).

Tablica 9. Serumska razina te genski izraZzaj SRAGE u djece s JIA te u djece kontrolne

skupine
SRAGE
Skupine Protein u serumu Genski izrazaj u MNK
[pg/mL] (arbitrarne jedinice)
. B 2275,80 4726

Kontrolna skupina (n=28) 162,37 — 9206,38 0,00 — 397,13
Oligoartikularni tip JIA 1885,44 41,49
(n=39) 225,60 —5137,92 0,00 —2589,15
Poliartikularni tip JIA 1757,76%* 19,80*
(n=35) 230,40 —4730,88 0,00 — 298,70

) .. . 1290,24%* 19,84*
Sistemski tip JIA (n=28) 90,61 — 6634 42 1,15— 161,86

*P < 0.05 (Mann-Whitney test); sRAGE topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; MNK mononukleari. Podaci su izrazeni medijanom i rasponom.
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Slika 27. Vrijednosti serumske razine receptora za krajnje produkte uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) u djece kontrolne skupine (n=28)

Prosje¢na vrijednost SRAGE u serumu djece kontrolne skupine iznosila je 2669,66

pg/mL (medijan 2275,80, raspon od 162,37 do 9206,38) (Tablica 9).
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Slika 28. Vrijednosti serumske razine receptora za krajnje produkte uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) u serumu djece sa sistemskim tipom JIA (n=28)

Prosje¢na vrijednost SRAGE u serumu djece sa sistemskim tipom JIA iznosila je

1793,89 pg/mL (medijan 1290,24, raspon od 90,61 do 6634,42 ) (Tablica 9).
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Slika 29. Vrijednosti serumske razine receptora za krajnje produkte uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) u serumu djece s poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosjecna vrijednost SRAGE u djece s poliartikularnim JIA iznosila je 1816,91 pg/mL

(medijan 1757,76, raspon od 230,40 do 4730,88) (Tablica 9).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12
te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 69

grupa: oligoartikularni JIA

1 MMean =2220 32

Std. Dev. =1212,678
M =39

5

\
)
L

Frekvencija

e
1

/

%
\\"‘--.

I
0,00 1000,00 2000,00 3000,00 400000 500000 000,00
sRAGE (pg/mL)

Slika 30. Vrijednosti serumske razine receptora za krajnje produkte uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) u serumu djece s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosje¢na vrijednost SRAGE u djece s oligoartikularnim tipom JIA iznosila je 2220,32

pg/mL (medijan 1885,44, raspon od 225,60 do 5137,92) (Tablica 9).
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Slika 31. Izrazaj gena RAGE (arbitrarne jedinice) u mononuklearnim stanicama

periferne krvi kontrolnih ispitanika (n=28)

Genski izrazaj RAGE u mononuklearnim stanicama periferne krvi kontrolne skupine
iznosio je 78,06 arbitralnih jedinica (medijan 47,26, raspon od 0,00 do 397,13) (Tablica

9).
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Slika 32. Izrazaj gena RAGE (arbitrarne jedinice) u mononuklearnim stanicama

periferne krvi djece sa sistemskim JIA (n=28)

Prosjecna vrijednost genskog izrazaja RAGE u djece sa sistemskim JIA iznosi 33,61

arbitrarnih jedinica (medijan 19,84, raspon od 1,15 do 161,86 ) (Tablica 9).
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Slika 33. Izrazaj gena RAGE (arbitrarne jedinice) u mononuklearnim stanicama

periferne krvi djece s oligoartikularnim tipom JIA (n=39)

Prosjec¢na vrijednost genskog izraZzaja RAGE u djece s oligoartikularnim JIA iznosila je

158,81 arbitrarnih jedinica (medijan 41,49, raspon od 0,00 do 2589,15) (Tablica 9).
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Slika 34. lIzrazaj gena RAGE (arbitrarne jedinice) u mononuklearnim stanicama

periferne krvi djece s poliartikularnim tipom JIA (n=35)

Prosje¢na vrijednost genskog izrazaja RAGE u djece s poliartikularnim tipom JIA
iznosila je 42,53 arbitrarnih jedinica (medijan 19,80, raspon od 0,00 do 298,70)

(Tablica 9).
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5.6. Usporedba razine proteina i genskog izrazaja HMGBI1, S100A12
i RAGE u ispitanika sa sistemskim tipom JIA i djece kontrolne
skupine
U sistemskom tipu JIA serumska razina kao i genski izrazaj proupalnog

alarmina HMGBI bile su statisti¢ki znacajno vise u odnosu na kontrolnu skupinu, dok

su za alarmin S100A12 dobivene statisticki znacajne razlike samo u poviSenoj razini

genskog izrazaja. Serumska razina, genski izrazaj sSRAGE bili su statisticki znacajno

snizeni u sistemskom tipu JIA (Tablica 10, Slike 35-37).

Tablica 10. Usporedba serumskih vrijednosti alarmina i njihova genskog izrazaja

izmedu kontrolne skupine i djece sa sistemskim JIA

Med (Kontrola) Med (sistemski Mann-Whitney P vrijednost

JIA) test

HMGBI1 12171,87 16253,70% 2610 0,032
(pg/mL)

S100A12 164327 161048 387.5 0.941
(pg/mL)

SRAGE 2275 80 1290,24* 264.0 0.036
(pg/mL)

HMGBI

(arb. 1od) 47,68 121,00 93.0 0.001
S100A12 79,58 203.29% 134.0 0.001
(arb. jed.)

SRAGE 47,26 19,84* 227.0 0,007
(arb. jed.)

*P < 0.05 (Mann-Whitney test); Med=medijan, HMGB l=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1;
S100A12=protein koji veze kalcij SI00A12; sSRAGE=topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb.jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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Slika 35. Serumska razina proteina HMGBI1 u djece sa sistemskim tipom JIA u odnosu

na djecu kontrolne skupine

Na slici 35. su prikazane usporedbe distribucija serumskog proteina HMGB1 u djece sa
sistemskim JIA u odnosu na djecu kontrolne skupine. Vidljivo je da je serumska razina
alarmina HMGBI1 viSa u djece sa sistemskim JIA (medijan 16253,70 pg/mL) u odnosu
na djecu kontrolne skupine (medijan 12171,87 pg/mL). Rezultati su bili statisticki

znacajni (P < 0,032) (Tablica 10).
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Slika 36. Prikaz serumske razine topljiva receptora za produkte uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) u djece sa sistemskim JIA u odnosu na djecu kontrolne skupine

Serumska razina topljivog receptora sSRAGE statisticki znacajno je bila niza u djece
oboljele od sistemskog JIA usporedno s kontrolnom skupinom (P < 0,036). Medijan
vrijednosti serumske razine topljiva receptora za produkte uznapredovale glikozilacije
SRAGE u djece sa sistemskim JIA iznosio je 1290,24 pg/mL, dok je u kontrolnoj

skupini iznosio 2275,80 pg/mL (Tablica 10).
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Slika 37. Prikaz razine genskog izraZaja receptora za produkte uznapredovale
glikozilacije (RAGE) u mononuklearnim stanicama periferne krvi djece sa sistemskim

tipom JIA i u kontrolnih ispitanika

Na slici 37. je prikazana usporedba distribucija genskog izraZzaja RAGE u djece sa
sistemskim JIA prema djeci kontrolne skupine. Vidljivo je da je genski izraZaj nizi u
djece sa sistemskim JIA (medijan 19,84 arbitrarnih jedinica) u odnosu na kontrolnu

skupinu (medijan 47,26 arbitrarnih jedinica) (P < 0,007) (Tablica 10).
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5.7. Usporedba razine proteina i genskog izrazaja HMGBI1, S100A12
i RAGE u ispitanika sa sistemskim tipom JIA u odnosu na djecu
oboljelu od artikularnih tipova JIA

Usporeduju¢i razine alarmina HMGBI1 1 S100A12 u serumu ispitanika sa
sistemskim tipom JIA u odnosu na razinu alarmina u djece s artikularnim tipovima JIA,
pokazalo se da su razine proteina HMGBI1 (P < 0,001) i SI00A12 (P < 0,024) bile
statisti¢ki znacajno viSe u sistemskom nego u oligoartikularnom tipu JIA (Tablica 11,
Slike 38 1 39). Za njihov topljivi receptor SRAGE dokazana je snizena serumska razina
u djece sa sistemskim tipom JIA u odnosu na djecu s oligoartikularnim JIA Sto se
takoder pokazalo statisti¢ki znacajnim (P < 0,023) (Tablica 11, Slika 40). Genski izrazaj
RAGE bio je zna€ajno nizi u sistemskom u odnosu prema oligoartikularnom tipu JIA (P
< 0,013), dok statisticki znacajna razlika genskog izrazaja za alarmine HMGBI te

S100A12 izmedu navedenih skupina nije nadena (Tablica 11, Slika 43).

Tablica 11. Serumska razina i genska ekspresija HMGB1, SI00A12 i sSRAGE u djece sa

sistemskim 1 oligoartikularnim JIA

Serumska razina Genski izrazaj u MNK
[pg/mL] [arbitrarne jedinice]
. Sistemski Oligoartikularni . . Oligoartikularni
Alarmin JIA(n=28) JIA (n=39) Sistemski JIA JIA
16253,70* 4326,56 47,68 131,88
HMGB1 444938 — 80844,98 108,89 —20047,52 10,25 -161,85 38,20 — 1323,68
S100A12 1610,48* 1445,22 203,29 157,73
1034,88 — 3820,97 556,70 —2379,94 58,02 —2260,62 62,51 -778,72
1290,24* 1885,44 19,84%* 41,49
SRAGE -90,61 —6634,42 225,60 —5137,92 1,15-161,86 0,00 —2589,15

*P < 0.05 (Mann-Whitney test); HMGB 1protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; SI00A12 protein koji
veze kalcij S100A12; sRAGE topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije; MNK
monoonukleari. Podaci su izrazeni medijanom i rasponom.
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Usporedbom vrijednosti alarmina izmedu djece sa sistemskim i poliartikularnim tipom
JIA utvrdene su statisticki znacajne razlike u serumskoj razini proteina HMGBI i
S100A12 pri ¢emu je u sistemskom tipu bila poviSena razina HMGBI1 alarmina (P <
0,002), dok se u poliartikularnom tipu (P < 0,003) pokazala poviSena razina alarmina
S100A12 (Tablica 12, Slika 41).

Serumska razina proteina SRAGE bila je niza u sistemskom tipu u odnosu na
pliartikualrni tip JIA, ali bez statisti¢ke znacajnosti (P < 0,213) (Tablica 12, Slika 42).
Nije dokazana statisticki znacajna razlika genskog izrazaja alarmina HMGBI i
S100A12 te njihova topljiva receptora SRAGE izmedu sistemskog i1 poliartikularnog

tipa JIA (Tablica 12, Slika 43).

Tablica 12. Serumska razina i genski izrazaj alarmina HMGB1 i S1I00A12 te njihova

topljiva receptora SRAGE u djece sa sistemskim i djece s poliartikularnim tipom JIA u

inicijalnoj fazi bolesti

Serumska razina Genski izrazaj na MNK
[pg/mL] [arbitrarne jedinice]
. Sistemski JIA Poliartikularnim . . Poliartikularnim
Alarmin (n=28) JIA (n=35) Sistemski JIA JIA
16253,70* 4374,04 47,68 75,23
HMGB1 4449,38 — 80844,98 273,50 —93493,88 10,25 -161,85 0,00 — 543,40
S100A12 1610,48 2412,25% 203,29 182,35
1034,88 — 3820,97 1105,97 — 18793,42 58,02 — 2260,62 0,00 — 6793,62
RAGE 1290,24 1757,76 19,84 19,80
-90,61 — 6634,42 230,40 —4730,88 1,15-161,86 0,00 — 298,70

*P < 0.05 (Mann-Whitney test) HMGB 1= protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; SI00A12 = protein
koji veze kalcij SI00A12; sRAGE = topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije,
MNK = mononukleari. Podaci su izrazeni medijanom i rasponom.
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Slika 38. Prikaz serumske razine proteina HMGBI1 u djece sa sistemskim tipom JIA u

odnosu na serumsku razinu proteina HMGB1 u djece s oligoartikularnim tipom JIA

Na slici 38. prikazane su usporedbe distribucija HMGBI1 u djece sa sistemskim tipom
JIA 1 djece s oligoartikularnim tipom JIA. Vidljivo je da je razina alarmina HMGB1
viSa u serumu djece sa sistemskim JIA (medijan 16253,70 pg/mL) u onosu na djecu
oboljelu od oligoartikularnog tipa JIA (medijan 4326,56 pg/mL). (P < 0,000) (Tablica

11).
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Slika 39. Vrijednosti razine proteina SI00A12 u serumu djece sa sistemskim JIA u

odnosu na skupinu djece oboljele od oligoartikularnog tipa JIA

Na slici 39. prikazane su usporedbe distribucija SI00A12 u djece sa sistemskim tipom
JIA 1 djece s oligoartikularnim tipom JIA. Serumska razina alarmina SI00A12 viSa je u
djece oboljele od sistemskog JIA (medijan 1610,48 pg/mL) u odnosu na djecu s

oligoartikularnim tipom JIA (medijan 1445,22 pg/mL) (P < 0,024) (Tablica 11).
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Slika 40. Prikaz serumske razine topljiva receptora za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije (SRAGE) u djece sa sistemskim JIA u odnosu na djecu s oligoartikularnim

tipom bolesti

1z slike 40. vidljivo je da je razina topljivog SRAGE u serumu djece sa sistemskim JIA
niza (medijan 1290,24 pg/mL) u odnosu na djecu s oligoartikularnim tipom JIA

(medijan 1885,44 pg/mL). (P <0,023) (Tablica 11).
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Slika 41. Usporedba sistemskog, oligoartikularnog 1 poliartikularnog tipa JIA prema

razini proteina HMGBI1

1z slike 41. je vidljivo da je viSa razina proteina HMGBI1 bila prisutna u krvi bolesnika
sa sistemskim JIA (medijan 16253,70 pg/mL) u odnosu na skupinu djece s
oligoartikularnim tipom JIA (medijan 4326,56 pg/mL) i djece s poliartikularnim tipom

JIA (medijan 4374,04 pg/mL) (Tablica 11 1 12).
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Slika 42. Usporedba sistemskog, oligoartikularnog i poliartikularnog tipa JIA prema

serumskoj razini receptora za produkte uznapredovale glikozilacije (SRAGE)

1z slike 42. je vidljivo da je najniza serumska razina topljiva receptora SRAGE bila u
serumu bolesnika sa sistemskim JIA. Medijan vrijednosti SRAGE u djece sa sistemskim
JIA iznosio je 1290,24 pg/mL, u djece s poliartikularnim tipom JIA 1757,76 pg/mL (P
< 0,05), dok je u skupini djece s oligoartikularnim tipom JIA iznosio 1885,44 pg/mL

(Tablica 111 12).
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Slika 43. Usporedba sistemskog, oligoartikularnog i poliartikularnog tipa JIA prema

genskom izrazaju za topljivi receptor SRAGE

Iz slike 43. vidljivo je da je pojavnost gena za topljivi receptor SRAGE, bila najniza u
djece sa sistemskim tipom JIA (medijan 19,84 arbitrarnih jedinica), potom u djece s
poliartikualrnim tipom JIA (medijan 19,80 arbitrarnih jedinica) te u serumu djece s

oligoartikularnim tipom JIA (medijan 41,49 arbitrarnih jedinica) (Tablice 11 1 12).
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5.8. Analiza serumske razine proteina i genskog izrazaja HMGBI,
S100A12 i njihova topljiva receptora sSRAGE u djece s JIA
neovisno o tipu bolesti

U skupini ispitanika s JIA bilo je 55 ispitanika zenskog i 47 ispitanika muskog
spola. Medijan dobi bio je 13 godina (minimum 1, maksimum 16 godina).
U kontrolnoj skupini bilo je 20 ispitanika Zenskog 1 8 ispitanika muskog spola. Medijan
dobi bio je 9 godina (minimum 3, maksimum 16 godina).
Nasuprot razli¢itoj razini alarmina HMGB1 1 S100A12 te njihova receptora sSRAGE u
pojedinim tipovima JIA u odnosu na kontrolnu skupinu, nije dokazana znacajna razlika
u serumskoj razini navedenih alarmina te njihova topljiva receptora izmedu JIA

bolesnika neovisno o tipu bolesti i kontrolne skupine (Tablica 13).

Tablica 13. Serumska razina i genski izrazaj alarmina HMGBI1 1 SI00A12 te njihova

topljiva receptora SRAGE u djece kontrolne skupine

x| Med ) Min Max 25% 75%
HMGBI
13302,92  12171.87 9232.65 108,80 4237454 871201 1529338
(pg/mL)
ST00A12 167772 164327 50349 732,13 277412 124586 204715
(pg/mL)
SRAGE 2669.66 227580 191926 16237 920638  1262.63  3675.09
(pg/mL)
HMGE1 14895  121.00  98.61 2544  463.67  85.68 171.29
(arb. jed.)
S100A12 13334 7958 20632 2191 85473 5422 111,11
(arb. jed.)
RAGE 78.06 4726 9328 0,00 39713 2228 85.19
(arb. jed.)

* _ aritmeti¢ka sredina; Med—medijan; SD-standardna devijacija; Min-minimum; Max-maksimum; 25% -
donji kvartil; 75%-gornji kvartil; HMGB 1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; SI00A12=protein
koji veze kalcij S100A12; SRAGE=topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije, arb.
jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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Tablica 14. Serumska razina alarmina HMGBI1 i S100A12 te njihova topljiva receptora

sRAGE u kontrolne skupine neovisno o tipovima JIA

x| Med SD Min Max 25% 75%

HMGBI1

12908,48 7888,34 17057,70 108,89 93493,88 3006,25  16643,22
(pg/mL)
S100A12 2259,50 1618,08 249251 556,70 18793,42 125047 2090,77
(pg/mL)
SRAGE 1964,84 173632  1356,54 90,61 663442 104745 2616,85
(pg/mL)
HMGBI 120,71 85,61 155,79 0,00 1323,68 4322 147,20
(arb. jed.)
S100A12 319,91 176,83 736,38 0,00  6793,62 112,99 308,82
(arb. jed.)
RAGE 88.12 2907 27684 000 258915 13,06 66.45
(arb. jed.)
7

- aritmeticka sredina; Med-medijan; SD-standardna devijacija; Min- minimum; Max- maksimum; 25%-

donji kvartil; 75%-gornji kvartil; HMGB1= protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; S100A12=protein
koji veze kalcij; sRAGE=topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije, arb.
jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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5.9. Analiza povezanosti izmedu serumske razine i genskog izrazaja

alarmina HMGB1 i S100A12 te njihova topljivog receptora

SRAGE u bolesnika s JIA neovisno o tipu bolesti u odnosu na
rutinske laboratorijske nalaze za ocjenu upalne aktivnosti
bolesti

U ovom radu nije nadena povezanost izmedu serumske razine i genskog izrazaja

alarmina HMGBI1, S100A12 i njihova receptora sSRAGE s reaktantima akutne faze te

razinom hemoglobina, y-globulina, brojem trombocita, eritrocita i leukocita, osim

statisticki znaCajne povezanosti koja je utvrdena izmedu serumske razine proteina

HMGBI i razine hematokrita (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,48; P < 0,011)

(Tablica 15).

Tablica 15. Korelacije rutinskih laboratorijskih pokazatelja aktivnosti bolesti i alarmina

u bolesnika s JIA
HMGBI1 S100A12 sRAGE HMGBI1 S100A12 RAGE
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (arb. jed.) (arb. jed.) (arb. jed.)
SE Koef korelacije -,146 -,206 -,269 -, 178 ,108 -,094
P vrijednost ,459 ,294 ,167 ,366 ,586 ,634
CRP Koef korelacije ,012 ,046 ,002 -,38% ,094 -,031
P vrijednost 951 ,816 ,992 ,044 ,636 ,876
Hb Koef korelacije ,245 ,210 ,190 ,354 -,015 -,003
P vrijednost ,208 ,283 ,333 ,064 ,941 ,989
He Koef korelacije 476% ,102 ,083 ,204 -,177 ,071
P vrijednost ,011 ,606 ,674 ,298 ,368 , 721
Tre Koef korelacije -,087 -,220 -,067 -,079 -, 178 -,012
P vrijednost ,659 ,262 , 736 ,601 ,364 953
E Koef korelacije ,303 ,178 ,284 ,204 -,004 -,088
P vrijednost 117 ,366 ,143 ,297 ,985 ,657
L Koef korelacije ,007 ,234 -,138 ,109 -,037 -,100
P vrijednost 972 ,231 ,485 ,583 ,851 ,614
y-globulin Koef korelacije -,205 ,039 -, 121 -,048 -,195 ,089
g/L P vrijednost ,294 ,845 ,540 ,808 ,321 ,651
o-2globulin Koef korelacije -,100 -,068 -,296 ,012 ,284 ,339
g/L P vrijednost ,613 , 732 ,127 ,950 ,143 ,078

* statisticki znacajne korelacije procijenjene Spearmanovim koeficijentom korelacije; SE=Sedimentacija
mm/h; CRP=C-reaktivni protein mg/L; Hb=Hemoglobin g/L; Htc=Hematokrit; Trc=Trombociti xlOlz/l; E
=Eritrociti x10'%/L; L=Leukociti x10°/L; HMGBI=protein visoke pokretljivosti iz  skupinel;
S100A12=protein koji veze kalcij SI00A12; sSRAGE=topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb. jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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5.10. Analiza povezanosti serumske razine i genskog izrazaja
alarmina HMGB1, S100A12 i SRAGE u djece kontrolne skupine
i klasi¢nih laboratorijskih nalaza

Ispitivanjem povezanosti izmedu serumske razine proteina i genskog izrazaja
alarmina HMGBI1 i1 S100A12 te njihova topljiva receptora SRAGE u djece kontrolne
skupine 1 klasi¢nih laboratorijskih nalaza za pracenje aktivnosti bolesti (brzine
sedimentacije eritrocita, razine C-reaktivnog proteina, anemije, trombocitoze,
disproteinemije s poviSenom razinom a-globulina i a-2 globulina) nadena je samo
povezanost proteina HMGB1 1 razinoe o-2 globulina (Spearmanov koeficijent
korelacije = 0,38; P < 0,045) te povezanost genskog izrazaja za S100A12 i razine

hemoglobina (Spearmanov koeficijent korelacije; r = 0,52; P < 0,005) (Tablica 16).

Tablica 16. Korelacije izmedu rutinskih laboratorijskih pokazatelja aktivnosti bolesti i

alarmina u djece kontrolne skupine

HMGB1 S100A12 sRAGE HMGB1 S100A12 RAGE
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (arb. jed.) (arb. jed.) (arb. jed.)

SE Koef.korelacije -,288 -,119 ,142 -,252 -292 232
P vrijednost ,137 ,547 471 ,196 ,132 ,235

CRP Koef.korelacije ,052 ,008 ,124 ,062 238 ,116
P vrijednost ,793 ,967 ,530 , 756 222 ,558

Hb Koef korelacije -,224 ,066 -,003 -,138 S515% -,224
P vrijednost ,251 ,740 ,987 ,483 ,005 ,253

Hte Koef.korelacije -,016 -, 182 ,191 -,125 ,258 -,026
P vrijednost ,935 ,353 ,329 ,525 ,185 ,894

Tre Koef.korelacije ,133 255 ,024 ,190 ,203 ,166
P vrijednost ,500 ,191 ,903 ,332 ,301 ,399

E Koef.korelacije ,337 ,103 ,338 ,109 ,102 -,047
P vrijednost ,079 ,601 ,078 ,582 ,604 811

L Koef.korelacije ,110 -, 179 =223 -,024 ,350 -,044
P vrijednost ,578 ,361 ,255 ,903 ,068 ,824

v-globulin  Koef.korelacije ,219 -, 121 ,002 ,003 ,070 ,281
_g/L P vrijednost ,264 ,541 ,990 ,987 724 ,148
a-2 globulin Koef.korelacije -,38% -,163 =219 -,228 -,256 -,154
g/L P vrijednost ,045 ,406 ,263 ,244 ,189 ,435

* statistiCki znacajne korelacije procijenjene Spearmanovim koeficijentom korelacije; SE=Sedimentacija
mm/h; CRP=C-reaktivni protein mg/L; Hb=Hemoglobin g/L; Htc=Hematokrit; Trc =Trombociti xlOlz/L;
E=Eritrociti x10'%/L; L=Leukociti x10°/L; HMGBI=protein visoke pokretljivosti iz skupinel;
S100A12=protein koji veze kalcij SI00A12; sSRAGE=topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb. jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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5.11. Analiza povezanosti serumske razine i genskog izrazaja
alarmina HMGB1 i S100A12 te njihova topljivog receptora
SRAGE u bolesnika s JIA ovisno o tipu bolesti u odnosu na
rutinske laboratorijske nalaze za ocjenu upalne aktivnosti
bolesti

Skupina bolesnika sa sistemskim tipom JIA

Razina proteina HMGBI1 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom JIA bila je

proporcionalna brzini sedimentacije eritrocita (Spearmanov koeficijent korelacije =

0,51; P < 0,001), razini C-reaktivnog proteina (Spearmanov koeficijent korelacije =
0,52; P <0,000), broju eritrocita (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,23; P < 0,02) i
razini a-2 globulina (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,50; P < 0,001) (Slike 44-
46), dok je bila obrnuto proporcionalna koncentraciji hemoglobina (Spearmanov
koeficijent korelacije = -0,30; P < 0,002) i koncentraciji hematokrita (Spearmanov
koeficijent korelacije = -0,27; P = 0,006) (Tablica 17).

Genski izrazaj HMGB1 bio je proporcionalan s brzinom sedimentacije eritrocita
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,43; P < 0,000), koncentracijom hemoglobina
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,38; P < 0,001), hematokritom (Spearmanov
koeficijent korelacije = 0,31; P < 0,002), brojem eritrocita (Spearmanov koeficijent
korelacije = 0,31; P < 0,003), a obrnuto proporcionalan s razinom C-reaktivnog proteina
(Spearmanov koeficijent korelacije = -0,49; P < 0,000) te s razinom a-2 globulina
(Spearmanov koeficijent korelacije =-0,25; P <0,013) (Tablica 17).

Nije nadena povezanost izmedu razine HMGBI1 1 razine y-globulina (Spearmanov
koeficijent korelacije = 0.10; P = 0,340), broja trombocita (Spearmanov koeficijent
korelacije = 0,12; P < 0,145), 1 broja leukocita (Spearmanov koeficijent korelacije = -

0,11; P < 0,284) (Tablica 17).
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Za protein S100A12 utvrdena je statisticki znaCajna povezanost s a-2 globulinom
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,25; P <0,011).

Za protein RAGE naden je obrnuto proporcionalni odnos s brzinom sedimentacije
eritrocita (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,31; P < 0,002), razinom C-reaktivnog
proteina (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,27; P < 0,006), i razinom a-2 globulina
(Spearmanov koeficijent korelacije = -0,24; P < 0,012) (Slike 47-49).

Za genski izrazaj S100A12 naden je proporcionalni odnos s razinom a-2 globulina
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,23; P < 0,028), dok je obrnuto proporcionalan
bio odnos s hematokritom (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,23; P < 0,023).
Genski izrazaj topljiva sSRAGE bio je proporcionalan s hemoglobinom (Spearmanov
koeficijent korelacije = 0,26; P < 0,010) 1 hematokritom (Spearmanov koeficijent
korelacije = 0,30; P < 0,003), a obrnuto proporcionalan s brzinom sedimentacije
eritrocita (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,26; P < 0,010). 1 razinom C-

reaktivnog proteina (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,26; P < 0,010) (Tablica 17)
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Tablica 17. Povezanost vrijednosti rutinskih laboratorijskih pokazatelja aktivnosti JIA i
alarmina HMGB1 i S100A12 te njihova topljiva receptora SRAGE u bolesnika sa

sistemskim tipom JIA

HMGBI1 S100A12 sRAGE HMGBI1 S100A12 RAGE
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (arb. jed.) (arb. jed.) (arb. jed.)
Koef.korelacije ,S512% ,175 -31%* -,43% ,171 -,264*
SE P vrijednost ,001 ,079 ,002 ,000 ,099 ,010
Koef korelacije ,S518% 177 - 27* -,49%* ,180 -,26%*
CRP b iriednost 1000 075 006 000 083 010
Hb Koef korelacije -,30%* -,057 ,153 ,337* -,165 ,264%
P vrijednost ,002 571 ,124 ,001 ,111 ,010
Koef korelacije -27* -,054 ,131 ,313* -,23% ,302*
Hte P vrijednost ,006 ,588 ,190 ,002 ,023 ,003
Tre Koef korelacije ,145 ,018 -, 151 -, 115 -,028 -,178
P vrijednost ,145 ,854 ,129 ,270 ,792 ,086
E Koef korelacije ,232% -,131 ,007 ,307* -,134 ,190
P vrijednost ,019 ,188 ,941 ,003 ,198 ,066
L Koef korelacije ,107 ,126 -,091 -,145 -,028 -,106
P vrijednost ,284 ,206 ,364 ,164 ,792 ,310
y-globulin Koef korelacije ,095 ,163 -,080 -,184 ,049 -,147
g/L P vrijednost ,340 ,102 ,426 ,076 ,636 ,157
a-2globulin Koef.korelacije ,500% ,252% -,24%* -,25% ,226* -,065
g/L P vrijednost ,001 ,011 ,012 ,013 ,028 ,533

* statisticki znaCajne korelacije procijenjene Spearmanovim koeficijentom; SE= Sedimentacija mm/h;
CRP=C-reaktivni protein mg/L; Hb=Hemoglobin g/L; Htc=Hematokrit; Trc=Trombociti x1012/L;
E=Eritrociti x1012/L; L=Leukociti x109/L; HMGB 1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; SI00A12
=protein koji veze kalcij S100A12; sRAGE=opljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb. jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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Serumska razina topljiva receptora SRAGE u bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA

bila je obrnuto proporcionalna s brzinom sedimentacije eritrocita (Spearmanov

koeficijent korelacije = -39; P < 0,014), kao Sto je i za genski izrazaj istog receptora

sRAGE dokazana negativna korelacija s trombocitima (Spearmanov koeficijent

korelacije = -429; P < 0,006). Ostali alarmini nisu pokazali povezanost s reaktantima

akutne faze oligoartikularnog tipa JIA (Tablica 18).

Tablica 18. Korelacije vrijednosti rutinskih laboratorijskih pokazatelja aktivnosti bolesti

i alarmina u svih bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA

HMGBI1 S100A12 sRAGE HMGBI1 S100A12 RAGE
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (arb. jed.)  (arb. jed.) (arb. jed.)
SE Koef korelacije ,122 ,086 -,39* ,046 -,267 -,303
P vrijednost ,458 ,602 ,014 ,780 ,100 ,061
CRP Koef korelacije ,053 -,200 -,131 -,175 -,194 -,289
P vrijednost ,750 ,222 426 ,287 ,236 ,075
Hb Koef korelacije -110 -,024 ,200 ,160 ,016 ,262
P vrijednost ,503 ,886 ,221 ,330 921 ,107
Hite Koef korelacije -,198 ,053 ,264 ,269 ,013 ,300
P vrijednost ,227 , 747 ,104 ,098 ,939 ,064
Tre Koef korelacije ,026 ,099 -,179 -,302 -,198 -,429%
P vrijednost ,876 ,548 ,275 ,061 ,228 ,006
E Koef.korelacije -,138 -,123 -,238 ,104 -,006 ,247
P vrijednost ,402 ,458 ,144 ,530 972 ,129
L Koef.korelacije -,027 ,018 -, 157 -,080 -,227 -,133
P vrijednost ,871 913 ,338 ,628 ,165 ,420
y-globulin  Koefkorelacije ,138 -,167 ,071 ,192 -,065 -, 186
g/L P vrijednost ,401 ,308 ,667 ,242 ,696 ,256
a-2globulin_Koef.korelacije ,316 ,378%* -,255 ,049 -,274 -316*
g/L P vrijednost ,050 ,018 ,118 ,766 ,091 ,050

* statisticki znacajne korelacije procijenjene Spearmanovim koeficijentom; SE= Sedimentacija mm/h;
CRP=C-reaktivni protein mg/L; Hb=Hemoglobin g/L; Htc=Hematokrit; Trc=Trombociti xlOlz/L; E=
Eritrociti x10'%/L; L=Leukociti x10°/1; HMGB I=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; S100A12=
protein koji veze kalcij S100A12; sRAGE=opljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb. jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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Skupina bolesnika s poliartikularnim tipom JIA

Razina proteina HMGBI u serumu bolesnika bila je proporcionalna brzini
sedimentacije eritrocita (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,35; P < 0,038), razini C-
reaktivnog proteina (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,38; P < 0,025) i razini a-2
globulina (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,34; P < 0,044). Genski izrazaji za
S100A12 (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,55; P < 0,003) i SRAGE (Spearmanov
koeficijent korelacije = 0,34; P < 0,039) bili su povezani s razinom a-2 globulina

(Tablica 19).

Tablica 19. Povezanost izmedu vrijednosti rutinskih laboratorijskih pokazatelja

aktivnosti bolesti i alarmina u bolesnika s poliartikularnim tipom JIA

HMGB1 S100A12 sRAGE HMGBI1 S100A12 RAGE

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (arb.jed.) (arb.jed.) (arb. jed.)
SE Koef korelacije ,352% -,091 -,139 -,090 ,267 ,094
P vrijednost ,038 ,603 425 ,656 ,179 ,642
CRP Koef korelacije ,379% -,002 -,239 ,009 215 ,219
P vrijednost ,025 ,990 ,167 ,965 ,282 ,272
Hb Koef korelacije -,299 ,025 ,001 ,139 -,283 ,236
P vrijednost ,081 ,885 ,994 ,489 ,152 ,236
Hte Koef korelacije -,323 -,064 -,038 ,133 -,296 ,281
P vrijednost ,058 ,717 ,829 ,507 ,133 ,156
Tre Koef korelacije 211 -,032 -,113 ,066 ,239 ,029
P vrijednost ,224 ,855 ,517 ,744 ,229 ,885
E Koef korelacije -,290 -,046 -,210 ,072 -,225 ,080
P vrijednost ,001 ,794 ,226 ,720 ,260 ,690
L Koef korelacije ,004 ,291 ,203 -,040 -,016 ,034
P vrijednost ,982 ,090 ,243 ,844 ,937 ,865
y-globulin  Koefkorelacije -,143 -,300 ,043 -,076 ,242 ,143
g/L P vrijednost 414 ,079 ,808 ,706 ,224 ,A78
o-2globulin Koef.korelacije ,343* ,055 -,048 ,144 ,545%* ,399*
g/L P vrijednost ,044 , 755 , 782 474 ,003 ,039

* statisticki znaCajne korelacije procijenjene Spearmanovim koeficijentom korelacije; SE= Sedimentacija
mm/h; CRP=C-reaktivni protein mg/L; Hb = Hemoglobin g/L; Htc= Hematokrit; Trc=Trombociti xlOlz/L;
E=Eritrociti x10'%/L; L=Leukociti x10°/L; HMGBI=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1;
S100A12=protein koji veze kalcij S100A12; sSRAGE = topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale
glikozilacije; arb. jed.=genski izrazaj u arbitrarnim jednicama.
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Slika 44. Povezanost serumske vrijednosti proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1

(HMGBI1) 1 brzine sedimentacije eritrocita (SE) u bolesnika sa sistemskim tipom JIA

Utvrdena je pozitivna 1 statisticki znafajna podudarnost izmedu serumske razine
HMGBI 1 brzine sedimentacije eritrocita §to ukazuje na vrijednost oba laboratorijska
nalaza u utvrdivanju 1 pracenju aktivnosti JIA. Podudarnost je procijenjena

Spearmanovim koeficijentom korelacije koji je iznosio 0,512 (Slika 44).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12

te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 96
100000,00
Q o
80000,00 o
o
— 60000,00
-
E o
£
=1}
=
-
o
O 40000,00-
= o
=]
o
Qo
o o
aooooo0- g 99 g? © 8 @ 9 s
géb o o] < O
O 8]
o o o o @ o
© 9 o o UDO
5% <o
0,00 o
T T T T T T
00 50,0 1000 150,0 2000 2500
CRP (mg/L)

Slika 45. Povezanost serumske vrijednosti proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1

(HMGBI1) i C reaktivnog proteina (CRP) u bolesnika sa sistemskim tipom JIA

Utvrdena je pozitivna i statisticki znafajna povezanost izmedu razina HMGBI1 1 C
reaktivnog proteina Sto ukazuje na vrijednost oba laboratorijska nalaza u utvrdivanju i
pracenju aktivnosti JIA. Korelacija je procijenjena Spearmanovim koeficijentom koji je

iznosio 0,518 (Slika 45).

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu



Bobek, D. (2014.) Znacenje alarmina HMGB1 i S100A12

te njihova receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom artritisu 97
100000,00
Q o
B0000,00- =
o}
—~ 60000,00]
- \
E o
[=1}
2
-
g 40000,00]
0
z
o
o o °
o o
20000,00- °© o 0°%29% 4o
o o © o o o
o, D o
J 06%0 8o ° g 8 ° o
o0 [e]
o © & % 8 o°° o
gpo{ © Fo 00 ¢ "o 5 o
T T T T T
50 10,0 15,0 20,0 250

a-2 globulin (g/L)
Slika 46. Povezanost vrijednosti proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1) i

a-2 globulina u bolesnika sa sistemskim tipom JIA

Utvrdena je pozitivna i statisticki znac¢ajna povezanost izmedu HMGBI 1 a-2 globulina
Sto ukazuje na vrijednost oba laboratorijska nalaza u utvrdivanju i prac¢enju aktivnosti
JIA. Korelacija je procijenjena Spearmanovim koeficijentom koji je iznosio 0,500

(Slika 46).
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Slika 47. Povezanost izmedu serumske vrijednosti receptora produkta uznapredovale
glikozilacije (SRAGE) 1 brzine sedimentacije eritrocita (SE) u bolesnika sa sistemskim

tipom JIA

Utvrdena je statisticki znac¢ajna negativna povezanost izmedu serumske razine SRAGE 1
brzine sedimentacije eritrocita Sto ukazuje da je aktivnost bolesti to veca §to je veca
vrijednost brzine sedimentacije eritrocita 1 manja razina sRAGE. Korelacija je

procijenjena Spearmanovim koeficijentom koji je iznosio -0,31 (Slika 47).
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Slika 48. Povezanost izmedu serumske razine topiva receptora produkta uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) 1 C reaktivnog proteina (CRP) u bolesnika sa sistemskim tipom

JIA

Utvrdena je statisticki znac¢ajna negativna povezanost izmedu serumske razine SRAGE 1

C reaktivnog proteina §to ukazuje na vrijednost oba laboratorijska nalaza u utvrdivanju 1

pracenju aktivnosti JIA. Negativna korelacija znaci da je aktivnost bolesti to veca sto je

veca vrijednost C-reaktivnog proteina i niza vrijednost receptora SRAGE. Korelacija je

procijenjena Spearmanovim koeficijentom koji je iznosio -0,27 (Slika 48).
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Slika 49. Povezanost serumske razine topiva receptora produkta uznapredovale

glikozilacije (SRAGE) i a-2 globulina u bolesnika sa sistemskim tipom JIA

Utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu serumske razine sRAGE i
a-2 globulina Sto ukazuje na vrijednost oba laboratorijska nalaza u utvrdivanju i
pracenju aktivnosti JIA. Negativna korelacija znaci da je aktivnost bolesti to veca §to je
veca vrijednost a-2 globulina i niZza vrijednost receptora sRAGE. Korelacija je

procijenjena Spearmanovim koeficijentom koji je iznosio -0,24 (Slika 49).
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6. RASPRAVA

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) je bolest ili skupina sli¢nih bolesti karakterizirana
upalom jednog ili vise zglobova ¢ija imunopatogeneza joS uvijek nije u potpunosti
razjaSnjena. Godinama se smatralo da je poremecaj steCene imunosti kljucan u
imunopatogenezi JIA 1 istrazivanja su bila usmjerena na mrezu citokina koja je
ukljuena u steceni imunosni odgovor (50,51,34,52-56). Medutim, rezultati novijih
istrazivanja sve viSe ukazuju da poremecaj prirodene imunosti igra vaznu ulogu u
patogenezi juvenilnog idiopatskog artritisa te da aktivacija stanica prirodene imunosti
uvelike ovisi o alarminima ili molekulama pridruzenim oSte¢enju iz ¢ega proizlazi da bi
isti mogli sudjelovati u imunopatogenezi bolesti te ujedno koristiti i kao njihovi biljezi
(29,2,163).

U ovo istrazivanje bilo je uvrsteno ukupno 130 ispitanika od kojih 102 djece s JIA
prilikom postavljanja dijagnoze, a prije zapocCetog medikamentoznog lijeCenja.
Bolesnici su bili podijeljeni u tri skupine prema najce$¢im oblicima JIA —
oligoartikularnim (39 djece), poliartikularnim (35 djece) i sistemskim tipom (28 djece).
Kontrolnu skupinu ¢inilo je 28 djece iste dobne 1 spolne strukture, ali bez znakova
upale. Svim ispitanicima odredena je serumska razina alarmina HMGB1 1 SI00A12 te
njihovog topljivog receptora SRAGE testom ELISA, dok su izrazaji gena za navedene
alarmine 1 receptor odredeni u mononuklearnim stanicama periferne krvi postupkom
kvantitativnog PCR-a.

Prema dobivenim rezultatima, utvrdena je znaCajno viSa serumska razina proteina
HMGBI u djece sa sistemskim tipom JIA u odnosu na oligoartikularni 1 poliartikularni
tip JIA 1 u odnosu na kontrolnu skupinu. Nije nadena viSa razina alarmina HMGBI u
bolesnika s oligoartikularnim 1 poliartikularnim tipom JIA u odnosu na kontrolnu

skupinu. U skladu s navedenim, razliita razina alarmina u sistemskom u odnosu na
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ostale oblike JIA moze ukazivati na razliCitost patogeneze pojedinih tipova JIA,
odnosno, sve navedeno dokazuje da proupalni alarmin HMGB1 kao medijator
prirodenog imunosnog odgovora moze biti ukljuen u imunopatogenezu sistemskog
tipa JIA u kojem je prema rezultatima ovog rada dokazana poviSena serumska razina
navedenog alarmina u odnosu na artikularne tipove JIA. Na taj nacin dobiveni rezultati
doprinose glediStu da prirodeni imunosni sustav ima dominantnu ulogu u
imunopatogenetskom mehanizmu sistemskog JIA te da se navedeni tip JIA moze
smatrati viSe autoinflamatornim nego autoimunim poremecéajem (30).

Naime, danas je sve veci broj dokaza o razli¢itoj imunopatogenezi sistemskog tipa JIA
u odnosu na oligoartikularni i1 poliartikularni tip JIA. Opcenito je prihvaceno da
poremecaj steCenog imunosnog sustava dovodi do razvoja oligoartikularnog i
poliartikularnog tipa JIA gdje je osnova bolesti autoimuna reakcja potaknuta
¢imbenicima okoliSa u genetski predisponirane osobe (165-170). Nasuprot tome, smatra
se da do razvoja sistemskog JIA moZe dovesti poremecaj prirodene imunosti gdje do
sada nepoznati ,trigger- faktori (okidac¢i) i signalni mehanizmi aktiviraju stanice
prirodenog imunosnog sustava-fagocite (monocite, makrofage 1 neutrofile).
Dominantnu ulogu aktivacije prirodenog imunog sustava u sistemskom JIA potvrduju
znacajke klinicke slike navedenog tipa JIA. Vecina sistemskih i lokalnih obiljezja
sistemskog JIA kao i sekundarnih komplikacija stalno aktivne upalne bolesti moze se
objasniti aktivacijom mreze citokina otpusStenih iz aktiviranih fagocita i endotelnih
stanica, posebice IL1, IL1P, IL6 i1 IL18. Ta zapaZanja su potvrdena nedavnim
iskustvima u lije¢enju bolesnika s kroni¢no aktivnim sistemskim tipom JIA. Lijecenje s
antagonistom IL-1 receptora smanjuje klinicke i laboratorijske znakove aktivnosti
bolesti u bolesnika sa sistemskim JIA koji nisu reagirali na konvencionalno lijecenje,

ukljucujudi i blokatore TNF (23). Takoder, klinicka iskustva s lijeCenjem antitijelima na
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IL-6 receptor pokazala su ucinkovitost u kontroliranju aktivnosti bolesti u sistemskom
JIA (171,36).

Osim $to upucuju na razli¢itost imunopatogeneze medu tipovima JIA, iz rezultata ovog
rada moze se zakljuciti da se u sistemskom tipu juvenilnog idiopatskog artritisa
HMGBI1 proizvodi sustavno, a ne u upalom zahvac¢enom zglobu.

Sistemsku ulogu tog alarmina naglasili su i Goldstein i njegovog tim (2007) koji su
dokazali znacajno poviSenu razinu HMGBI1 u serumu bolesnika s reumatoidnim
artritisom u usporedbi s kontrolnom skupinom (172). Za razliku od navedenog, druga
skupina autora dokazala je viSu razinu HMGBI u sinovijalnoj tekuc¢ini bolesnika s
reumatoidnim artritisom u odnosu na razinu istog alarmina u sinovijalnoj tekucini
bolesnika s osteoartritisom, dok su razine HMGBI1 u plazmi bile usporedive u obje
skupine ukazujuéi na njegovu lokalnu ulogu (173).

Znacajan doprinos potvrdivanju uloge HMGBI u upalnim reumatskim bolestima
postignut je nedavnim istraZzivanjem Ciji su rezultati pokazali da je HMGBI1 ukljucen u
patogenezu sistemskog eritemskog lupusa (SLE) te da bi navedeni alarmin mogao
predstavljati biljeg ove bolesti 1 novu metu u lijeCenju iste (174,175,61,176-180).
Naime pogorSanje simptoma bolesti u SLE karakterizirano je snaZznom aktivacijom
imunosnog sustava i ekstenzivnim odumiranjem stanica Sto izaziva oslobadanje
HMGBI u izvanstani¢ni prostor. PoviSena razina HMGBI1 u izvanstanicnom prostoru
dovodi do povisene sistemske razine proteina HMGBI1 za koji se smatra da je u skladu s
aktivnoS¢u bolesti. Medutim, pokazalo se da konvencionalni nacin odredivanja razine
alarmina ELISA testom moZe dati lazno negativne rezultate u SLE bolesnika zbog
stvaranja brojnih protutijela u sklopu osnovne bolesti (181,182) te Andersson i Rauvala
u svom recentnom radu predlazu odredivanje HMGBI tehnikom ELISA i western blot

tehnikom (183).
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Nadalje, jo$ uvijek nije jasno djeluju 1i HMGBI1 protutijela zastitno ili Stetno za
bolesnika koji boluju od SLE. Naime, vec¢ina stanica odumire zbog primarne nekroze,
dok stanice koje odumiru programiranom smréu prolaze kroz sekundarnu nekrozu i
tako oslobadaju nuklearni HMGBI. Nadalje, Urbonaviciute i Voll u svom recentnom
radu opisali su kako HMGBI1-nukleosom kompleks inhibira toleranciju na nuklearne
komponente ukljuc¢ujué¢i dsDNA u bolesnika sa SLE, dok Yanai i suradnici HMGB1
smatraju direktno uklju¢enim u regulaciju produkcije INF-a koji se smatra centralnim
citokinom u patogenezi SLE (174,61,186). Treba napomenuti da se veéina autora slaze
kako je proupalna aktivnost HMGB1 u SLE uvjetovana redoks - statusom
aminokiseline cisteina na poziciji 106 dok ¢e oksidacija istog eliminirati proupalni
uc¢inak HMGBI $to je klju¢na tema novih istrazivanja (106,187,188).

S druge strane, iako ve¢ postoje brojni radovi o ulozi HMGBI1 u imunopatogenezi
upalnih reumatskih bolesti, posebice iz istraZivanja na Zivotinjama, izvjestaji o HMGBI1
u djece s JIA su jo$ uvijek izuzetno rijetki 1 odnose se na analizu protutijela protiv
molekule HMGI1 ¢ija uloga nije razjasnjena (189-192). U skladu s navedenim je rad
Wittemanna 1 suradnika iz 1990. godine u kojem su dokazana antt HMG1 protutijela
klase IgG u serumu 49 od 126 bolesnika s juvenilnim reumatoidnim artritisom (JRA),
(kako je u to vrijeme JIA bio nazivan), koji su bili ANA-pozitivni. Bolesnici su
klasificirani prema klinickoj dijagnozi u dvije glavne skupine i to 105 bolesnika s
oligoartikularnim-nastupom JRA 1 21 s poliartikularnim-nastupom JRA. Anti-HMG-1
1/ili anti-HMG-2 antitijela su pronadena u 8 od 32 JRA bolesnika s oligoartikularnim -
nastupom i s uveitisom i kod 34 od 73 bolesnika bez uveitisa, dok su anti-HMG-1 /ili
anti-HMG-2 antitijela pronadena u Cetiri od 17 djece s poliartikularnim-nastupom JRA
bez uveitisa. Medu 53 seruma ANA-negativnih bolesnika s JRA, 3 bolesnika je bilo

pozitivno na anti-HMG-1 1/ili anti-HMG-2 protutijela, dok je nereagiranje na protein
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HMG-1 ili HMG-2 zabiljezeno u 48 djece podudarne dobi s ne reumatskom bolesti
(190). U radu Junga i njegovog tima iz 1997. godine takoder je dokazana prisutnost
protutijela na HMG molekulu u djece sa JIA (191). Nadalje, Rosenberg i suradnici su
2000. godine usporedili ucestalost pojavnosti antitijela na proteine visoke mobilnosti
skupina 1 1 2 (HMG-1, HMG-2) u serumu 60 djecaka i djevojCica s juvenilnim
idiopatskim artritisom (JIA) koji su bili ANA-pozitivni te utvrdili ¢eS¢e pojavljivanje
navedenih protutijela u djevojcica (189). Zajednic¢ko je za sva 3 prethodno navedena
istrazivanja da su ciljnu skupinu ¢inila djeca oboljela od JIA, proucavana su protutijela
protiv nuklearnog HMG 1 i 2 no njihova uloga nije istrazivana niti definirana. Drugim
rijeima, njihova potencijalno neutralizirajuca uloga ili uloga u patogenezi nije bila
razjas$njena. Jedan od razloga $to dokazana protutijela nisu definirana je da navedeni
radovi datiraju iz vremena kada jos nije bila poznata uloga izvanstanicnog HMGBI.

Istrazivanja novijeg datuma, uglavnom u razli¢itim eksperimentalnim modelima
upalnih stanja, prikazuju izvanstanicni HMGB1 moc¢nim inicijatorom upalnog procesa,
a najbolji dokaz ove tvrdnje temelji se na tri razli¢ita anti-HMGB1 monoklonska
protutijela koja su terapijski u¢inkovita u predklinickim modelima sepse, moZdanog
udara ili acetaminofenom inducirane nekroze jetre (193-195). Nadalje, poliklonska
HMGBI1-protutijela, kao §to je HMGB1 A domena, djeluju kao HMGBI1-specifi¢ni
antagonisti (196) posredujuéi korisne ucinke u eksperimentalnom artritisu, sepsi,
mozdanom udaru, ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi, pankreatitisu i1 respiratornim
bolestima (95,108,196-209). Medutim, jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno kako
HMGBI vrsi svoju izvanstani¢nu ulogu. Pitanje je mozZe 1i HMGBI posredovati upalu
samostalno (102,210) ili mora biti u kompleksu s drugim proupalnim molekulama
(211). Vise radova ukazuje na to de je uvjet proupalnog djelovanja HMGBI1 stvaranje

kompleksa navedene molekule HMGBI1 s drugim molekulama (61,124,212-214).
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Naime, danas je dobro utvrdena Cinjenica da HMGBI1 ima vrlo izraZzenu sposobnost
stvaranja kompleksa s drugim proupalnim molekulama, a time i moguénost poticanja
upalne reakcije na sinergisti¢ki nacin (211). Do sada, najbolje prouceni primjeri u vezi
tih molekularnih suradnji odnose se na slozene HMGBI1 komplekse s egzogenim
¢imbenicima kao S§to su LPS ili bakterijske DNK (124,213,215) i s endogenim
¢imbenicima poput kemokina CXCLI12, citokina IL- 1B ili nukleosoma (214,216).
Argumenti za ispitivanje izravne proupalne uloge proizvedenog ¢istog HMGBI temelje
se na najnovijim istrazivanjima vrlo proc¢is¢enog rekombinantnog ili nativnog HMGBI1
koji samostalno ne moze potaknuti makrofage na produkciju citokina. Naime, dokazano
je da je HMGBI vrlo osjetljiv na brojne posttranslacijske modifikacije (111-113) tako
primjerice oksidacija cisteinskog ostatka u poziciji 106 smanjuje njegovu sposobnost
indukcije citokina (106), a dokazano je i da vrlo procis¢eni HMGBI1 preparati u
testovima odrazavaju RAGE-posredovane aktivnosti kao S$to su motilitet stanice,
proliferacija 1 kemotaksija, ali ne indukcija sinteze citokina. Nadalje, razlike u
aktivnosti HMGBI1 koje se navode u literaturi mogu se objasniti i time da se HMGB1-
posredovane funkcije provode kroz viSe receptora (kao $to su RAGE 1 nekoliko ¢lanova
obitelji TLR) (122,212,217) te se smatra se da se vezanje na razliite receptore odvija
preko odvojenih sekvenci HMGBI1 molekule (124,218-221), a da opsezne in vitro
manipulacije s HMGB1 mogu selektivno ostetiti domene HMGB1 molekule potrebne
za odredene, ali ne 1 sve interakcije s receptorom.

Naime, iako je razina alarmina HMGBI1 u naSem radu bila znacajno visa u sistemskom
tipu JIA, ipak je izmjerena manja razina istog alarmina u oligoartikularnom i1 u
poliartikularnom tipu JIA $to ukazuje da se HMGB1 moZe izlucivati ne samo sustavno

nego i lokalno, na razini ciljnog organa, tj. upalom zahvacéenog zgloba.
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Navedena hipoteza moze se potkrijepiti brojnim radovima na eksperimentalnim
zivotinjama koje su pokazale povezanost HMGBI1 s razvojem artritisa. Primjerice,
Rendon-Mitchell 1 sur. (2003.) pokazali su da HMGBI intraartikularno apliciran
zdravim miSevima uzrokuje artritis (122). Druga klju¢na zapazanja koja povezuju
HMGBI s artritisom su da se HMGBI1 oslobada unutar upalom zahvacenog zgloba
(108,173,222) te da blokiranje HMGBI1 sprijeCava progresiju artritisa u zivotinja
(24,95,108,223).

Prototip modela za eksperimentalni artritis koji se koristi u proucavanju novih
terapijskih pristupa je artritis potaknut kolagenom tipa II (CIA, engl. collagen type II
induced arthritis) u glodavaca. Imunohistokemijsko bojenje CIA sinovitisom
zahvacéenog tkiva pokazuje znacajno povisen izrazaj HMGBI1 kako u izvanstanicnom
prostoru tako i u citoplazmi makrofaga, sinoviocita, fibroblasta i vaskularnih endotelnih
stanica. Ovaj obrazac se znatno razlikuje od strogo nuklearnog HMGB1 prouc¢avanog u
zglobovima zdravih ispitanika, $to moZe biti objasnjenje poviSene razine navedenog
alarmina u zdravih ispitanika u ovom istrazivanju i zahtjeva dodatna istrazivanja za
dokazivanje istog. S druge strane, HMGBI, TNF 1 IL-1B su dokazani u izobilju u
regijama s destrukcijom tkiva gdje proliferacijsko sinovijalno tkivo (panus) oStecuje
hrskavicu 1 kost (224). Smatra se da pojacano pojavljivanje izvanstanicnog HMGBI1 u
panusu moze biti uzrokovano tkivnom ishemijom, aktiviranim komplementom i
proupalnim ¢imbenicima kao §to su TNF i IL-1 te imunohistokemijske studije CIA
sinovitisa pokazuju hipoksiju tkiva kao istaknuti uzrok oslobadanja HMGBI1 (108).
Izvanstanicni HMGBI1 u panusu moze eventualno biti mehanic¢ki uklju¢en u procese
razaranja hrskavice i1 kosti, budu¢i da protein poboljSava aktivnost aktivatora tkivnog
plazminogena i metaloproteinaza (225). Takoder je nedavno pokazano da HMGBI igra

vaznu ulogu u osteoklastogenezi i kapacitetu tih stanica da proizvode TNF (226-230). U
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prilog navedenom govore rezultati novijih radova koji su pokazali kako izravna
intraartikularna mikroinjekcija proteina HMGB1 u koljena miSa uzrokuje upalnu
reakciju i sinovitis koji traje najmanje 4 tjedna. Incidencija i ozbiljnost zglobne upale
variraju izmedu razli¢itth sojeva miseva. Upalni odgovor induciran s HMGBI1
pojavljuje se zajedno s regrutacijom i aktivacijom makrofaga i T limfocita. Artritis
induciran s HMGBI ovisi o aktivnosti IL-1 receptora, te se isti artritis ne razvija nakon
mikroinjekcije HMGBI u zglobove zivotinja koji su liSeni funkcionalnih IL-1 receptora
genetskom tehnikom izbacivanja gena (,,knock-out®) (231). Kao $to je ve¢ spomenuto,
objavljene studije pokazuju da IL-1B formira komplekse s HMGBI1 te navedeni
kompleksi sinergisticki pojacavaju upalu oba faktora (214,215). Rezultati recentnih
radova pokazuju da HMGBI1/IL-1p kompleksi generiraju metaloproteinaze i citokine u
kulturama humanih sinovijalnih fibroblasta bolesnika s RA, dok HMGBI ili IL-1B
dodani odvojeno nisu imali navedene ucinke.

Noviji radovi ukazuju da alarmini ili DAMP molekule, kao medijatori prirodene
imunosti, nakon $to se oslobode kao odgovor na oStec¢enje stanica, infekciju ili upalu
aktiviraju imunosne stanice 1 vaskularni endotel putem receptora za prepoznavanje
strukturnih ,,predloZzaka®“ (TLR 1 RAGE) koji integriraju signale DAMP ili PAMP
(Slika 1). Otkrivanje klju¢nih nacela aktiviranja prirodenog imunosnog sustava tj.
dokazivanje receptora za prepoznavanje strukturnih ,,predlozaka“ (PRR, engl. - patern
recognation receptors), medu kojima se najvise istrazuju Tollu, NOD-u i RIG-u sli¢ni
receptori (TLR, NLR, RLR) izbrisalo je granicu izmedu nespecificne i specifi¢ne
imunosti 1 u potpunosti promijenilo postojece razumijevanje imunosnog sustava (1).
Poznato je da HMGBI1 posreduje upalne reakcije putem vrlo konzerviranih receptora
ukljucuju¢i TLR2, TLR4, TLR9, RAGE i B2 - integrin Mac -1 (118,122,124,212,217,

232). To su multiligandni receptori sposobni reagirati s egzogenim i endogenim
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molekulama. RAGE ligandi kao S$to HMGBI1 ¢e aktivirati razliCite puteve
unutarstani¢ne kaskade signala. Jedan put ¢e ukljucivanjem mDia-1 aktivirati Rac-1 i
Cdc42 te tako regulirati stani¢nu migraciju. Drugi put ovisi o MAP-kinazama koji
posreduju NF - kB aktivaciju (233). HMGBI1 posredovano signaliziranje putem TLR2,
TLR4 ili TLRY odvija se preko MyD88 ovisnog puta ukljucuju¢i MAP kinaze i NF - kB
aktivaciju §to rezultira produkcijom citokina (217,234). U literaturi se isti¢e postojanje
djelomi¢nog preklapanja izmedu RAGE i TLR2/TLR4 signalnih putova (235). TLR4
signalizacija se takoder moze odvijati preko MyDS88 - neovisnog puta, ali relevantnost
ovog puta u vezi HMGBI biologije danas se ne zna.

Zbog svega navedenog tj. sve veceg broja radova koji ukazuju na postojanje i vaznost
odredenog broja receptora u prirodenoj imunosti smatrali smo vaznim istovremeno s
odredivanjem pojedinih alarmina istraziti pojavnost tj razinu jednog od njihovih
receptora. U ovom radu je dokazana znafajno sniZena razina topljivog receptora
sRAGE u serumu djece oboljele od sistemskog, poliartikularnog i oligoartikularnog tipa
JIA u odnosu na kontrolnu skupinu. Navedeni rezultati u skladu su s dosadas$njim
istrazivanjima koja opisuju sniZenu razinu navedenog oblika sSRAGE u drugim upalnim
reumatskim bolestima. Tako je primjerice nekoliko radova dokazalo pojavnost
navedenog alarmina i njegovog receptora RAGE u bolesnika s reumatoidnim artritisom
(222,231,236,237). Reumatoidni artritis predstavlja kroni¢ni upalni sinovitis te je na
mnogim stanicama koje sudjeluju u razvoju upale sinovije u navedenih bolesnika
dokazana pojavnost membranskog RAGE (236). Jedan od wupalnih liganda
membranskog RAGE koji snazno povecava razinu pro-upalnih citokina u sinoviji
bolesnika s reumatoidnim artritisom je HMGB1 (222). Rezultati istrazivanja Pulleritisa
i njegovog tima pokazali su da bolesnici s reumatoidnim artritisom imaju zna¢ajno nizu

serumsku razinu topljivog SRAGE u usporedbi s kontrolnom skupinom i bolesnicima s
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neupalnim bolestima zglobova. U istom radu autori navode da niska razina sSRAGE
moze, barem djelomicno, objasniti artritis zbog nedostatka blokade HMGBI1-RAGE
interakcije od strane SRAGE (237). Osim toga, serumska razina topljivog sRAGE u
bolesnika s navedenom dijagnozom bila je dva puta manja nego u odgovaraju¢im
uzorcima kontrolne krvi. Usporedbom nelijeenih i lijeCenih bolesnika s RA, razina
sRAGE u sinoviji bolesnika s RA koji su lije¢eni metotreksatom bila je visa. Razina
SRAGE u krvi i sinoviji bolesnika s RA nije povezana s dobi, trajanjem bolesti,
erozivnom bolesti ili razinom CRP-a. Sveukupno, navedeni podaci ukazuju na to da
bolesnici s RA imaju nizu razinu SRAGE u krvi i sinoviji od kontrolne skupine i da
metotreksat moze povisiti razinu SRAGE. Nije utvrdeno je li niska razina sSRAGE
posljedica ili dodatni ¢imbenik koji doprinosi razvoju reumatoidnog artritisa (158).

Postojanje obrnute veze izmedu aktivacije RAGE-a i stupnja zahvacenosti upale zgloba
pokazao je Tarkowski i1 njegov tim (237). Bolesnici oboljeli od reumatoidnog artritisa
imaju znacajno niZu razinu SRAGE-a u serumu 1 zglobovima u usporedbi s bolesnicima
s neupalnim bolestima zglobova 1 kontrolnom skupinom (237). Nadalje, prisutnost
protutijela anti-RAGE u zglobovima bolesnika s reumatoidnim artritisom bilo je
povezano s manje agresivnim, ne-erozivnim oblikom artritisa (238). U oba slucaja
aktivacije puta RAGE-a bila je zakoc¢ena: u prvom sa sekvestracijom RAGE-liganada
od strane sSRAGE, a u drugom s direktnom blokadom receptora. Nadalje, niza razina
SRAGE utvrdena je u bolesnika sa sistemskom sklerozom (SS), kroni¢nom upalnom
autoimunom bolesti koju karakterizira limfocitna infiltracija suznih Zlijezda i slinovnica
(239). Pojavnost RAGE je dokazana u Zzlijezdama slinovnicama bolesnika sa SS i u
zdravih ljudi, ali €ini se da je izrazeniji u tkivu bolesnika sa SS (240). Razina sSRAGE u
uzorcima krvi bolesnika s primarnim i sekundarnim SS i u bolesnika s pozitivnim

ANA-titrom (241) pokazuje nize vrijednosti u skupini bolesnika s primarnim SS u
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usporedbi s druge dvije skupine, bez ikakve razlike izmedu zadnje dvije skupine. Na
temelju tih podataka autori zakljuc¢uju da sustav RAGE moze biti ukljucen u patogenezu
primarnog SS. Zanimljivo je navesti i istrazivanje Nienhuisovog tima koji su, da bi
utvrdili utjecaj AGE i1 sSRAGE u sistemskom eritemskom lupusu, u istrazivanje ukljucili
uzorke seruma i koze 10 bolesnika sa SLE u mirnoj i aktivnoj fazi bolesti (159) i
usporedili s nalazom u 10 zdravih po dobi i spolu podudarnih kontrola. Autori su
utvrdili poviSenu razinu akumuliranog AGE u kozi te podjednaku razinu iste molekule
u serumu SLE bolesnika. Nadalje, pokazali su povisenu razinu SRAGE u SLE bolesnika
u usporedbi s kontrolnom skupinom. U usporedbi s mirnom fazom SLE, serumska
razina SRAGE znacajno se povecala tijekom aktivne bolesti. Iz navedenog je
postavljena hipoteza da povecana razina SRAGE u SLE ima zastitnu ulogu. Rezultati
ovog rada su u suprotnosti s ranijim studijama koje pokazuju da su niske razine SRAGE
povezane s aktivnim upalnim bolestima poput RA, SS ili KD. Sve navedeno ukazuje na
potrebu za daljnjim istrazivanjima zbog rasvjetljavanja uloge navedenih molekula u
bolesnika sa SLE, posebice zbog malog broja ispitanika ukljucenih u istraZzivanja. S
druge strane, rezultati navedenih studija pokazuju da je niska serumska razina SRAGE
povezana s aterosklerozom koja se smatra upalnom boles¢u te budu¢i da se RAGE
izrazava u velikoj mjeri na monocitima/makrofazima i endotelnim stanicama smatra se
da je osovina RAGE-ligand uklju¢ena u preuranjenu aterosklerozu kakva se moze
vidjeli u klasi¢énim upalnih stanjima poput SLE ili RA. Medutim, iako je objavljen niz
studija o ulozi SRAGE u aterosklerozi u razliitim Zzivotinjskim modelima (242),
bioloska vaznost SRAGE unutar osovine RAGE-ligand jo$ uvijek u ljudi nije jasna.

U zakljucku, serumska razina sRAGE sniZzena je u bolesnika s kroni¢nim upalnim
bolestima, ukljucujuéi aterosklerozu u usporedbi sa zdravim ispitanicima. Izuzetak je

nedavno istrazivanje u kojem su u 10 bolesnika sa SLE pronadene viSe razine sSRAGE u
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usporedbi s kontrolnom skupinom (159). Medutim, potrebno je napomenuti da su neki
od SLE bolesnika u toj studiji (3/10) koristili ACE-inhibitor koji povecava razinu
sRAGE.

Pored analize serumske razine topljivog sSRAGE proteina, u ovom je radu utvrden
snizen genski izrazaj za istu molekulu u sistemskom, oligoartikularnom i
poliartikularnom tipu JIA u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje, usporedujuci razinu
topljivog SRAGE u sistemskom tipu JIA u odnosu na oligoartikularni i1 poliartikularni
tip bolesti, utvrdena je niza razina sRAGE u sistemskom tipu. Dokazana snizena
serumska razina topljivog receptora RAGE moze biti posljedica ,.troSenja“ buduéi da
membranski RAGE 1 topljivi SRAGE imaju istu specifi¢nost za vezivanje liganada te
sRAGE djeluje kao ,,mamac® blokirajuéi interakciju membranskog RAGE i njegovih
pro-upalnih liganada kao Sto je proupalni HMGBI ¢ija je razina u ovom radu bila
povisSena. Naime, dokazano je da sSRAGE nastaje ili alternativnim spajanjem (esRAGE)
ili proteolitickim razdvajanjem pomocu metaloproteinaze od fIRAGE vezanog na
membranu (cCRAGE) (243). RAGE 1 sRAGE imaju istu specificnost za vezivanje
liganada S$to je razlog da sRAGE djeluje kao mamac blokiraju¢i interakciju
membranskog fIRAGE i njegovih pro-upalnih liganada.

Medutim, iako rezultati novijih radova potvrduju da topljivi SRAGE mozZe djelovati kao
receptor ,,mamac® i sprijeCiti interakciju membranskog RAGE s proinflamatornim
ligandima, nije jasno jesu li niske razine SRAGE povezane s visokom osjetljivos¢éu na
pro-upalne u¢inke HMGBI ili je poviSena razina HMGBI1 povezana sa smanjenjem
sRAGE eliminacijom sSRAGE-HMGBI kompleksa. Jo$ uvijek su nerazjasnjena i neka
druga pitanja vezana za sRAGE. Na primjer, ostaje nejasno postoji li individualna
varijabilnost SRAGE razine tijekom duzeg razdoblja? Jeli razina sSRAGE pod utjecajem

prehrane, infekcije, stresa ili umora? Konac¢no, ako RAGE-ligandi, RAGE i sSRAGE
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predstavljaju dinamicki sustav s pozitivnom i negativnom povratnom spregom, treba li
u obzir uzeti omjere SRAGE: RAGE ili RAGE ligande viSe nego samo izdvojenu razinu
sRAGE? 1z svega navedenog proizlazi da specifi¢na uloga razine topljivog sSRAGE u
upalnim bolestima tek treba biti razjaSnjena.

Jedno od misljenja jest da u nekih pojedinaca postoji prirodeno niska razina sRAGE.
Tako su primjeice mjerene razine SRAGE u zdravih stogodi$njaka, zatim u bolesnika
mladih od 40 godina koji su dozivjeli akutni infarkt miokarda (AIM), a nisu bolovali od
dijabetesa kao i u zdravih osoba mladih od 40 godina (244). Zdravi stogodis$njaci imali
su znatno visu razinu sSRAGE nego zdravi ispitanici mladi od 40 godina, dok su
ispitanici koji su preboljeli AIM imali nizu razinu SRAGE nego zdrave osobe mlade od
40 godina. Kako se smatra da se razina sRAGE smanjuje s dobi (245), navedeni
rezultati sugeriraju da zdravi stogodis$njaci imaju 'urodeno' visoku razinu sSRAGE. To
ujedno sugerira da bi SRAGE mogao biti faktor dugovjec¢nosti, a niska razina SRAGE u
plazmi mogla bi biti faktor rizika za upalne bolesti i AIM. Medutim, trenutni dokazi
djelotvornosti osovine RAGE-ligand znacajniji su u aterosklerozi ili vaskularnim
komplikacijama nego u klasicnim upalnim bolestima poput RA ili SLE. Da bi se
potvrdilo je li niska razina SRAGE ¢imbenik koji doprinosi razvoju upalnih bolesti bilo
bi potrebno provesti prospektivna istrazivanja. Ako se utvrdi da je niska razina SRAGE
faktor rizika za upalu, biti ¢e zanimljivo definirati populaciju visokog rizika zbog
moguénosti dugorocnog povecanja razine SRAGE specificnim tretmanima. Postoji
nekoliko moguénosti za moduliranje RAGE-ligand/RAGE /sRAGE sustava, kao $to su
anti-RAGE antitijela koja bi mogla blokirati interakciju izmedu RAGE i njegovih
liganada, a time i razvoj upale.

Budu¢i da je u ovom radu analizirana uloga proupalnog proteina HMGBI1 koji se

smatra jednim od liganada receptora RAGE, istrazivanje je krenulo u smjeru daljnjeg
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razjasSnjenja uloge SRAGE 1 HMGBI1 kao pokazatelja aktivnosti bolesti pri ¢emu su
razine navedenog alarmina i njegova receptora usporedene s razinama klasi¢nih
laboratorijskih pokazatelja aktivnosti JIA.

Prema rezultatima ovog istrazivanja utvrdena je pozitivna i statisticki znacajna
povezanost, izmedu serumske razine proteina HMGBI1 i klasi¢nih laboratorijskih
pokazatelja akutne bolesti tj. ubrzane sedimentacije eritrocita, poviSene razine C-
reaktivnog proteina, povisene razinom o-2 globulina u svih bolesnika s JIA neovisno o
tipu bolesti. Sto moZe znaditi da analiza alarmina HMGBI u bolesnika s JIA moze biti
korisni pokazatelj aktivnosti bolesti, a time i vazan prognosticki ¢imbenik. Znac¢ajna, ali
negativna povezanost utvrdena je izmedu serumske razine proteina HMGBI1 i anemije.
Nadalje, utvrdena je staticki znacajna povezanost izmedu genskog izrazaja alarmina
HMGBI1 i ubrzane sedimentacije eritrocita, poviSene razine C-reaktivnog proteina,
poviSene razine a-2 globulina, hemoglobina, hematokrita te broja eritrocita. u svih
bolesnika s JIA neovisno o tipu bolesti. Takoder je dokazana statisticki znacajna, ali
negativna korelacija izmedu serumske razine proteina topljivog sRAGE 1 ubrzane
sedimentacije eritrocita, poviSene razine C-reaktivnog proteina te poviSene razine o-2
globulina u svih bolesnika s JIA neovisno o tipu bolesti. To ukazuje da je aktivnost
bolesti to veca S§to je ubrzanija sedimentacija eritrocita, viSa razina C-reaktivnog
proteina te viSa razina o-2 globulina, a niza razina serumskog sRAGE. Statisticki
znacajna 1 negativna povezanost utvrdena je izmedu genskog izrazaja za sRAGE i
ubrzane sedimentacije eritrocita, poviSene razine C-reaktivnog proteina te pozitivna
korelacija s razinom hemoglobina i hematokrita.

Iz navedenih rezultata ovog rada moze se zakljuciti da je odredivanje razine HMGBI
moze biti korisno u postavljanju dijagnoze i1 posebice diferencijalne dijagnoze izmedu

sistemskog JIA 1 ozbiljnih sistemskih infekcija i drugih upala ili malignih bolesti koje u
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inicijalnoj fazi imaju povisene klasicne pokazatelje upale. Ipak, navedeni zakljucak
svakako bi trebalo potvrditi daljnjim istrazivanjima. To je posebice vazno, za sistemski
tip JIA kao prototipa autoinflamatorne bolesti, za kojeg joS uvijek nema specifi¢nog
laboratorijskog nalaza niti klinickog znaka koji bi bio patognomonican za dijagnozu.
Obicno se sistemski JIA inicijalno prezentira nalazom poviSenih vrijednosti reaktanata
akutne faze i klinickim tijekom koji nalikuje sepsi, dok se artritis Cesto razvije tek
kasnije u tijeku bolesti. Time se izgubi vrijeme na inicijalnu dijagnosticku obradu $to
onemogucuje rano zapocinjanje odgovarajuc¢eg protuupalnog lijeCenja. Zbog navedenog
bi postojanje biljega za prepoznavanje sistemskog JIA, u ovom slucaju serumskog
HMGBI u navedenu svrhu bilo vrlo korisno.

S druge strane, unato¢ brojnim istrazivanjima uloge HMGBI1 u razvoju upalnih
reumatskih bolesti, razumijevanje i usvajanje rezultata ovih istrazivanja praceno je
objektivnim ograni¢enjima. Tumacenje rezultata dobivenih ispitivanjem seruma,
sinovijalne tekucine ili sinovije u laboratorijskih Zzivotinja kompromitirano je
vjerodostojnoscu ekstrapolacije rezultata na humanu populaciju (118-120,247,248).
Vecina radova koja proucava ulogu HMGBI u ljudi obuhvacda relativno mali broj
ispitanika 1 ve¢inom se odnosi na mjerenja koncentracije HMGBI1 u odraslih, dok su
istrazivanja na djec¢joj populaciji malobrojna (37,38,189,246). Dodatni razlog
nedovoljnog razumijevanja odnosa ekspresije HMGBI1 na tijek upalnih reumatskih
bolesti, a posebice JIA, proizlazi iz malog broja studija koje uklju¢uju usporedno
istrazivanje pojedinih tipova JIA. U skladu s navedenim, u ovom je radu osim analize
alarmina HMGBI, analizirana i razina SI00A12 u pojedinim tipovima JIA te se na taj
nacin pokuSalo doprinijeti rasvjetljavanju i potpunijem razumijevanju ove sloZene
pedijatrijsko-reumatoloske problematike u pogledu utvrdivanja i pracenja aktivnosti

bolesti te moguénosti lijecenja.
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Utvrden je znacajno visi genski izrazaj SI00A12 u djece sa sistemskim tipom JIA U
odnosu na zdravu kontrolu te podjednaka serumska razina proteina S100A12 medu
navedenim skupinama. Usporedujuci razinu proteina SI00A12 u kontrolne skupine i u
oligoartikularnom i poliartikularnom tipu JIA, poviSena razina SI00A 12 proteina bila je
dokazana u poliartikularnom JIA, dok je genski izrazaj bio poviSen u oba tipa JIA u
odnosu na kontrolu. Usporeduju¢i razine alarmina medu pojedinim tipovima JIA
pokazalo se da je razina proteina SI00A12 visa u sistemskom nego u oligoartikularnom
tipu JIA, dok je obrnut odnos pokazan izmedu sistemskog i poliartikularnog tipa JIA.
Nadalje, u bolesnika sa sistemskim tipom JIA utvrdena je pozitivna i statisticki
znacajna korelacija izmedu HMGBI1 i SE, CRP-a te a-2 globulina. Istovremeno,
korelacija izmedu sRAGE i navedenih laboratorijskih parametara bila je statisticki
znacajna, ali negativna u istoj skupini.

Navedeni rezultati poviSenog genskog izrazaja S100A12 alarmina u sistemskom tipu
JIA govore u prilog rezultata istrazivanja prema kojima je dominantna uloga prirodenog
imunosnog sustava u sistemskom JIA naglasena visokim izrazajem 1 serumskom
koncentracijom proteina koji vezuju kalcij S1I00A8 1 S100A9. Navedeni proteini
spadaju u skupinu alarmina, mo¢nih medijatora upale koji primarno doprinose aktivaciji
prirodenog imunosnog sustava, a luce se tijekom aktivacije neutrofilnih granulocita i
monocita. Nedavni radovi pokazuju usku povezanost izmedu visoke serumske
koncentracije alarmina u sistemskom JIA 1 aktivnosti te bolesti (37-39). Osim toga,
S100A8 i S100A9 pokazuju proupalne uc¢inke na leukocitima i endotelnim stanicama te
su stoga vjerojatno izravno ukljuéeni u upalni proces sistemskog JIA (253,255).
S100A12 se ¢ini ¢lanom novog upalnog signalnog puta koji ukljucuje RAGE, receptor
transdukcijskih proupalnih signala endotelnih stanica i fagocita (249-256). Djelovanje

S100A12 na endotel in vitro rezultira pove¢anom pojavnos¢u mRNA za VCAM-I,
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ICAM-1 te IL-8 u humanim mikrovaskularnim endotelnim stanicama (257). Osim toga,
upalni odgovor u mis§jim modelima upale moze biti blokiran s anti-SI00A12 ili anti-
RAGE antitijelima (249). Medutim, jo$ uvijek nije jasno je li izlu¢ivanje IL-18, IL-6 i
S100-proteina primarni ili sekundarni korak uzro¢no-posljedicnog lanca u sistemskom
JIA.

U nedavnim istrazivanjima opisana je povisena serumska koncentracija i genski izrazaj
proteina koji veze kalcij S100A12 u mononuklearima periferne krvi bolesnika s
reumatoidnim artritisom (146,258,259,260,261). Osim studija koje dokazuju sistemsku
ulogu proteina S100A12, imunohistokemijske analize pokazale su povecanje
sinovijalnog izrazaja proteina S100A12 u zglobovima pogodenim reumatoidnim ili
psorijaticnim artritisom (146,261). U suprotnosti prema relativno zakaSnjelom
otpuStanju HMGBI, rana prisutnost proteina S100 na upalnim mjestima objaSnjava
njihovu ukljucenost u ranim upalnim dogadajima (173,260,262). Razina istog alarmina,
osim u RA 1 PsA odredivana je u upalnim crijevnim bolestima, vaskulitisima 1 nadena
je povisena u odnosu na zdravu kontrolu (140,142,143).

Jedno od istrazivanja alarmina SI00A12 u djecjoj populaciji proveli su 2008. godine
Wittkowski 1 suradnici evaluiraju¢i vrijednost navedenog alarmina kao molekularnog
biljega u postavljanju diferencijalne dijagnoze izmedu sistemskog JIA i drugih uzroka
vru¢ice nepoznatog podrijetla (FUO, engl. fever of unknown origin) (263).
Diferencijalna dijagnoza FUO ukljucuje sistemski JIA, autoinflamatorni sindrom
udruzen s aktivacijom fagocitnih stanica, sistemske infekcije te maligne bolesti. Cilj
studije bio je istraziti moze li odredivanje serumske koncentracije fagocitnog
proupalnog proteina SI00A12 pomo¢i u izboru lijeka za bolesnike s FUO, trebalo bi

lijeciti antibioticima ili imunosupresivima.
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Rezultati studije pokazali su vrlo visoku razinu alarmina S100A12 u bolesnika sa
sistemskim JIA u odnosu na druge dijagnoze (autoinflamatorne bolesti, leukemiju i
infekcije), kao i kontrolnu skupinu. U istom radu podjednaku razinu S100A12 imala je
skupina od 17 djece s obiteljskom mediteranskom vruéicom pa je razlikovanje
navedenih bolesti putem S100A12 bilo nemoguce. Medutim, niti nije neophodno
koristiti ovaj biljeg za postavljanje dijagnoze obiteljske mediteranske vrucice jer se ista
moze dijagnosticirati temeljem genskog testiranja i pozitivne obiteljske anamneze. Ipak,
prisutnost visoke razine S100A12 alarmina ukazuje na zajedni¢ki mehanizam
patogeneze sJIA i FMF koji nije prisutan u drugih autoinflamatornih bolesti.
Istrazivanje je proSireno mjerenjem razine S100A12 u djece s akutnom leukemijom u
kojih je kao i u gore navedenim bolestima utvrdena znacajno niza razina nego u
bolesnika sa sistemskim JIA. Iz navedenih rezultata autori su zakljucili da odredivanje
razine S100A12 moze koristiti u postavljanju dijagnoze, tj. diferencijalne dijagnoze
1izmedu sJIA 1 sistemskih infekcija 1 drugih upala ili malignih bolesti koje u inicijalnoj
fazi imaju poviSene klasicne pokazatelje upale kao $to su SE, CRP 1 alfa-globulin.
Razina S100A12 u serumu bolesnika s JIA u istom radu bila je puno visa u odnosu na
izmjerenu razinu u ovom radu. Ipak, iako je razlika u serumskoj razini S100A12
proteina velika, mora se imati na umu da dobna struktura izmedu razli¢itih skupina nije
homogena, posebice zbog ukljucenja odredenog broja odraslih ispitanika. S druge
strane, u navedenoj je studiji bio ukljuen veci broj ispitanika sa sistemskim JIA, a
poznato je da je analiziranje skupina bolesnika s rijetkim bolestima (sistemski JIA je
najrjedi oblik JIA) povezano s ogranicenjima u svezi s tumacenjem podataka zbog
relativno niskog broja bolesnika.

Nadalje, za razliku od citiranog rada u kojem nije odredivan genski izrazaj za SI00A12,

nego je razina proteina S100A 12 koriStena kao serumski biljeg razlikovanja sistemskog
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JIA od drugih bolesti, u ovom istrazivanju je prikazana razlika pojedinih tipova JIA
odredivanjem genskog izrazaja. Dokazana je znaCajno visa razina genskog izrazaja
S100A12 u djece sa sistemskim JIA u odnosu na zdravu kontrolu (203,29 pg/ml prema
79,58 pg/ml). Takoder, pokazalo se da je izrazaj gena S100A12, osim u sistemskom
tipu, znacajno povisen i u poliartikularnom tipu JIA (182,35 pg/ml prema 79,58 pg/ml)
usporedno s kontrolnom skupinom. Takoder, razina gena S100A12 bila je poviSena u
sistemskom tipu JIA u odnosu na poliartikularni (203 pg/ml prema 182 pg/ml) i
oligoartikularni (79,58 pg/ml prema 157,73 pg/ml) tip JIA.

Gene izrazene u mononuklearima periferne krvi u bolesnika sa sistemskim JIA pokazali
su 2007. godine Ogilvie i1 suradnici iz ¢ega se mogla uvidjeti specificna regulacija
genske transkripcije. Prema njoj se razlikuju bolesnici s aktivnim sistemskim JIA od
onih s inaktivnom bolesti i drugim upalnim stanjima, pri ¢emu je gen S100A12 bio
medu ostalim genima znatno dobro reguliran (264). Allantaz i suradnici su koristeci istu
tehniku prikazali 12 bolesnika sa sistemskim JIA usporedno s drugim febrilnim
stanjima ukljucujuci infekcije (265).

Ipak, prednosti odredivanja razine proteina pojedinog alarmina u odnosu na odredivanje
pojavnosti gena su bolja dostupnost, nizi troskovi 1 prakticnost uzimanja uzoraka.
Takoder, u ovom radu su usporedene serumske razine proteina S100A12 izmedu
pojedinih tipova JIA. Razina serumskog proteina S100A12 pokazala se viSom u
novootkrivenom sistemskom tipu JIA (1610,48 pg/ml) u odnosu na razinu istog
alarmina u oligoartikualrnom tipu (1445,22 pg/ml), ali ne i u poliartikularnom tipu JIA
(2412,25 pg/ml), $to ukazuje na dodatni izvor alarmina iz upalom zahvacenih zglobova.
Navedeno je u skladu s nedavnim istrazivanjem u bolesnika s RA u kojih je
imunohistokemijski dokazano povecanje sinovijalnog izrazaja S100A12 u zglobovima

pogodenim reumatoidnim ili psorijaticnim artritisom (146,261). U serumu bolesnika s
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RA takoder je dokazana poveéana razina proteina SI00A12 te pojacan izrazaj gena
S100A12 u mononuklearima periferne krvi (258). Nadalje, u istom je radu utvrdena
visoka razlika u senzitivnosti i specificnosti S100A12 izmedu sistemskog JIA i
infekcije te je istrazivana specifi¢nost i senzitivnost SI00A12 alarmina usporedno s C-
reaktivnim proteinom.

Za razliku od citiranog rada u ovom istrazivanju proucavano je vise laboratorijskih
parametara kao i viSe alarmina istovremeno zajedno s njihovim topljivim receptorom
sRAGE. Utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu reaktanata akutne
faze upale (SE, CRP, alfa2-globulina) i alarmina HMGBI te statisticki znacajna, ali
negativna korelacija navedenih klasi¢nih pokazatelja upale i SRAGE, §to ukazuje na
vrijednost oba laboratorijska nalaza u utvrdivanju i praéenju aktivnosti JIA.

Sli¢ni rezultati poviSene razine alarmina i sniZzene razine solubilnog receptora RAGE
dobiveni su u istrazivanju odnosa S100A12 1 RAGE u djece s Kawasakijevom bolesti
(65). Kawasakijeva bolest (KD) je sistemski vaskulitis malih 1 srednje velikih arterija
koja se javlja u djetinjstvu. Etiologija 1 patogeneza bolesti nije poznata, ali rezultati
istrazivanja pokazuju da je S100A12 ukljuc¢en u upalni proces u KD (266). Kako bi se
ispitao odnos izmedu S100A12 i Srage, usporedene su razine S100A12 i sSRAGE u
djece s KD (model akutne upale), s djece s JIA (jedni sa sistemskim nastupom JIA kao
tipom akutne upale i1 drugi sa zglobnim nastupom JIA kao tipom kroni¢ne upale) i
zdrave kontrole (65). U usporedbi s kontrolnom skupinom, uoceno je da su razine
sRAGE nize u KD i sistemskom JIA i viSe u zglobnom tipu JIA. Razine S100A12 su
veée u KD 1 JIA nego u kontrolama i omjer SI00A12/sRAGE znacajno visi u djece s
KD ili JIA. Nakon lijeCenja, u bolesnika s KD, omjer SI00A12/sRAGE bio je u istom
rasponu kao u kontrole. Ovi rezultati naglasavaju da je razina sSRAGE smanjena u

akutnoj upali, ali moze biti povetana u kronic¢noj upali, moguce kao rezultat
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protuupalnog povratnog mehanizma. Poviseni omjer S100A12/sRAGE omjera moze
biti normaliziran nakon rjeSavanja upale, Sto sugerira da je praéenje ovog omjera
korisnije od pracenja pojedinih parametara.

Na posljetku, ostaje nejasno jesu li niske razine sRAGE povezane s visokom
osjetljivosc¢u na proupalne uc¢inke S100A 12 ili je povisena razina S100A 12 povezana sa
smanjenjem sRAGE eliminacijom kompleksa sRAGE-S100A12. Navedenu dilemu
pokusala je rijesiti skupina autora koji su odredivali razinu SI00A12 i sSRAGE u serumu
te sluznici crijeva u djece s novodijagnosticiranom upalnom bolesti crijeva (IBD, engl.
inflammatory bowel diseases) poput Crohnove bolesti (CB) i ulceroznog kolitisa (UC) u
usporedbi s djecom oboljelom od celijakije i kontrolne skupine s neupalnom bolesti
crijeva (160). U usporedbi s celijakijom i djecom oboljelom od neupalnih bolesti
crijeva, serumska razina S100A12 bila je povisena u djece oboljele od IBD, dok je
razina S100A12 u sluznici djece oboljele od IBD 1 celijakije bila veca nego u djece
oboljele od neupalnih bolesti crijeva. Prema rezultatima ove studije nije bilo razlike u
serumskoj razini SRAGE i1zmedu ovih skupina 1 nije dokazana prisutnost SRAGE u
crijevnoj sluznici. Utvrdena je neravnoteza izmedu visoke serumske razine S100A12 1
niske razine SRAGE u sluznice djece s IBD ¢ime ova studija sugerira da serumska
razina SRAGE ne mozZe biti biljeg upale u IBD. Medutim, rezultati ukazuju na to da
nedostatak antagonista, kao $to je topljivi sSRAGE, moze omoguditi ve¢u aktivaciju
RAGE preko vezivanja S100 proteina Sto je vidljivo u upalom promijenjenoj sluznici

djece oboljele od IBD-a. (158)

Moguéa klinicka primjena alarmina u JIA

Prethodna diskusija ohrabruje na daljnja istraZzivanja mogucénosti farmakoloske

intervencije u mrezi alarmina kao novog bioloskog tretmana djecjeg artritisa. Naime,
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usprkos tome S$to zadnjih godina dolazi do sve veceg napretka u razumijevanju
imunopatogeneze i u mogucnostima lije¢enja JIA, ipak jos uvijek nema jedinstvenog
niti optimalnog nacina lijecenja ove djec¢je bolesti.

Da bolest nije benigna govori podatak kako znatan broj bolesne djece ulazi u odraslu
dob s perzistentno aktivhom bolescu, a velik dio razvije teski tjelesni invaliditet. Zbog
svega navedenog s velikim zanimanjem se iScekuju rezultati studija o primjeni
bioloskih agensa za koje se smatra da ¢e dovest do iznijeti dugorocne remisije JIA.
Danas se u lijecenju poliartikularnog i oligoartikularnog prosSirenog tipa JIA Kkoriste
lijekovi koji blokiraju djelovanje TNF-a, dok se u sistemskom tipu JIA nalaze znacajno
povisene razine IL-1 i IL-6 te je lijeCenje usmjereno na blokadu tih interleukina.
Nazalost, blokada citokina nije se pokazala u¢inkovitom u svih bolesnika s JIA.

Novije studije ukazuju da bi uzvodni alarminski signalizacijski putovi mogli biti
potencijalna terapijska meta u upalnoj kaskadi prirodene imunosti kao klju¢nog
imunopatogenetskog mehanizma sistemskog tipa JIA. Stoga bi strategije lijeCenja koje
su usmjerene na proupalna svojstva proteina S100 mogle pruziti novi pristup
imunoterapiji uzvodno od TNF-a aktivacije, a to se jo$ visSe odnosi na HMGBI1 koji se
¢ini neovisnim o TNF-a (93). Naime,pokazano je da anti-TNF-a terapija ne utjeCe na
pojavnost proteina HMGBI1 (94) te da HMGBI1 antitijela i antagonist domene A
uspjeSno inhibiraju razvoj sinovijalne upale i oteklinu zglobova na zivotinjskim
modelima artritisa (93,95,96). Na primjer, studija Sundbera i suradnika (2008.)
pokazala je da sistemska blokada TNF-a infliksimabom ne utjec¢e na sinovijalni izrazaj
HMGBI1 u bolesnika s reumatoidnim artritisom (94) Sto govori u prilog hipoteze da bi
navedeni bolesnici vjerojatno imali koristi od pristupa kojem se cilja HMGBI1. Stoga
HMGBI1 moze biti privlacna meta, osobito u bolesnika koji ne reagiraju na anti-TNF-a

terapiju.
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Iako jo$ uvijek nema klinickih studija o specificnom lijeenju kojemu je meta HMGBI,
postoje studije ¢iji rezultati upucuju na utjecaj lijekova koji se primjenjuju u lijecenju
pojedinih upalnih reumatskih bolesti na HMGBI1. Utvrdena je smanjena pojavnost
izvanstani¢nog sinovijalnog HMGBI1 u bolesnika s RA nakon intraartikularne injekcije
kortikosteroida (226). Takoder, dokazan je smanjen izrazaj HMGBI1 u miSi¢ima
bolesnika s kroni¢nim miozitisom nakon sistemske primjene kortikosteroida (66).
Andersson i sur. (2010.) pokazali su da lijecenje solima zlata, tradicionalnom terapijom
za reumatoidni artritis, inhibira HMGBI1, ali ne i otpustanje TNF iz aktiviranih
makrofaga (196). Mala studija sistemske blokade TNF infuzijama infliksimaba u
bolesnika s RA nije pokazala nikakve promjene u pojavljivanju HMGBI u sinoviji. To
moze ukazivati da TNF nije glavni pokreta¢ izvanstanicnog HMGBI1 tijekom
reumatoidnog sinovitisa (94). Najjace indicije koje govore o vaznosti uloge HMGB1 u
patogenezi artritisa temelje se na rezultatima dobivenim na Zivotinjskim modelima koji
koriste niz razli¢itih eksperimentalnih strategija kako bi smanjili upalu posredovanu
HMGBI1. Mnogi odvojeni terapijski modaliteti koji neutraliziraju aktivnost
izvanstanicnog HMGBI ili njegovih receptora ili otpuStanja izvanstanicnog HMGBI1 su
uspjesno primijenjeni u razli¢itim modelima artritisa.

Nadalje, rezultati Kokkole i sur. (2003.) sugeriraju da intervencija neutraliziraju¢im
poliklonskim anti-HMGBI1 protutijelima sprjecava napredovanje postojeceg CIA u
glodavaca, smanjujuc¢i klinicke znakove artritisa i gubitak tjelesne tezine (95,267).
Vazno je napomenuti da se neutraliziranjem HMGBI1 takoder stjeCe znacajna zastita
hrskavice 1 kosti zgloba od destrukcije koja je glavni uzrok kroni¢nog invaliditeta u te
bolesti (223,226,229,249). Lije¢enje smanjuje pojavnost TNF i IL-1B i histoloske
znakove upale. Vazno pitanje u procesu proizvodnje monoklonskog protutijela na

HMGBI jest kako smanjiti oslobadanje endogenog HMGBI1 iz hibridnih stanica koji bi
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mogao blokirati vezna mjesta za protutijela. Naime, u uvjetima kulture sa stresom,
hipoksijom ili nekrozom hibridoma, stanice ¢e otpustati HMGBI1 kojeg ¢e prepoznati
anti-HMGB1 monoklonska antitijela i time smanjiti njithovu u¢inkovitosti lijecenja.

Jo$ jedan uspjesan nacin inhibiranja aktivnosti HMGB1 u CIA-modelu temelji se na
primjeni tkz. A-domene rekombinantnog proteina HMGBI1. Analize strukture i funkcije
molekule HMGBI1 pokazale su da DNA-vezuju¢a B-domena posreduje proupalne
u¢inke HMGBI1, dok je DNA-vezuju¢a A-domena protuupalna molekula. Domena A
inhibira ove aktivnosti premjestanjem membranskog HMGBI1 receptora na stanicama
(68). Sistemska primjena HMGB1 A-domene u CIA znacajno poboljSava artritis
»score', smanjuje gubitak tjelesne tezine uzrokovan boles¢u i popravlja histoloski nalaz
u miseva i Stakora (95). Pojavnost IL-1P u sinoviji i destrukcija zglobne hrskavice je
takoder znacajno smanjena u zivotinja tretiranih s A-domenom.

Trombomodulin (TM) je endotelni antikoagulantni kofaktor koji promice stvaranje
aktiviranog proteina C posredovano trombinom, aktivhost HMGBI1 neutralizirana je
vezivanjem na N-terminalni lektinsku domenu TM-a, dijela molekule koji ne sudjeluje
u procesima zgrusavanja (199). Nadalje, miSevi kojima nedostaje lektinu-nalik domena
TM-a razvijaju tezi oblik artritisa i artritis s brzim nastupom nego divlji kontrolni tip
miSeva.

U slijedu istrazivanja koja se bave proucavanjem novijih metoda lijecenja ciljanjem
alarmina istice se RAGE kao transmembranski protein imunoglobulinske obitelji koji
djeluje kao multiligandski receptor sposoban za vezanje HMGBI1, proteina S100A12,
AGE 1 amiloid beta-peptida (268). Njegov izotip, topljivi sRAGE, nema
transmembransku domenu i cirkulira u plazmi. Kompeticijom za vezivanje liganada,
topljivi SRAGE moze djelovati kao ,,mamac* receptor koji uklanja cirkuliraju¢ée RAGE-

ligande (269). U skladu s ulogom RAGE kao HMGBI-receptora, sustavno lijecenje
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topljivim sRAGE proteinom moze ublaziti upalu, a djelomi¢no i ublaziti strukturno
ostecenje u CIA (270).

S druge strane, nekoliko pristupa koji dovode do intranuklearnog zadrzavanja HMGB1
pruzilo je odli¢ne terapijske rezultate u eksperimentalnim artritisima. HMGB1 se ¢vrsto
veze na promijenjenu DNA, a protutumorski spoj oksaliplatina generira kovalentne
DNK te tako izolira nuklearni HMGBI. Terapijska primjena oksaliplatine u CIA
smanjuje upalu 1 strukturno oSteéenje Sto je povezano s niskom razinom
ekstracelularnog HMGBI1. Prekid lijecenja oksaliplatinom dovodi do masivnog
otpustanja HMGBI1 i do pogorsanja bolesti (223).

Budu¢i je HMGBI strukturno identican u 99 % sisavaca, jaz izmedu pretklini¢kih i
klinickih studija mogao bi biti manji nego Sto je uobicajeno. Domena A
rekombinantnog proteina HMGBI i tri razli¢ita anti-HMGB1 specificna monoklonska
protutijela do sada su se, u eksperimentalnim modelima, pokazali kao najuspjesniji
specificni antagonisti HMGBI. Lije€enje koje se temelji na A-domeni rekombinantnog
proteina HMGBI1 postiglo je vrlo dobre rezultate u Sirokom spektru pretklini¢kih
poremecaja. Medutim, ovaj protein sastavljen od oko 80 aminokiselinskih ostataka ima
kratki vijek prezivljavanja u cirkulaciji, a moZe se izmijeniti kako bi se produZila
bioloSku raspolozivost. Sva tri anti-HMGB1 monoklonska protutitijela koja su
ucinkovita u Zivotinjskim modelima miSjeg su podrijetla i treba ih humanizirati.
Koncept inhibiranja aktivnog izlu¢ivanja nuklearnog HMGBI1 takoder je vrlo
obecavaju¢. Nedavno izvjes¢e o netoksi¢noj, niskoj dozi cisplatine u lijecenju
eksperimentalne sepse pokazuje odli¢ne rezultate (271). Drugi pristup u djlovanju na
HMGBI1 u svrhu lije¢enja jest primjena etilnog piruvata, jako mo¢nog inhibitora
sekrecije HMGBI. Lijecenje s etil piruvatom poboljSalo je prezivljavanje i/ili

poboljsava klinicki status u brojnim Zivotinjskim modelima ukljucujuéi sepsu, akutni
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pankreatitis 1 mozdani udar (116,272), ali se jo$ uvijek Cekaju rezultati zivotinjskih
modela artritisa. Daljnja opcija temelji se na Cinjenici da n. vagus moze inhibirati
izlu¢ivanje proupalnih citokina (116). Identifikacija tog puta omogucila je veliki
napredak u dizajniranju novih lijekova, ponajvise u lijeCenju sepse (273-275). U
kontekstu upalnih reumatskih bolesti, studija na bolesnicima s reumatoidnim artritisom
pokazala je vezu izmedu smanjene aktivnosti n. vagusa i poviSene serumske razine
HMGBI1 (172) sto navodi na zaklju¢ak kako manipulacija anti-upalnog kolinergi¢nog
puta takoder, moze, biti upotrijebljena u lije¢enju JIA.

S druge strane, primjena farmakoloskih sredstava koja bi mogla utjecati na aktivnost
¢lanova obitelji S100 otezana je Ccinjenicom da navedeni geni ne postoje u
laboratorijskih glodavaca (250). Drugi problem kojeg treba rijesiti proizlazi iz svojstva
¢lanova obitelji S100 da oblikuju homo i heterokomplekse. Prethodno je spomenuta
proupalna aktivnost SI00A8/9 kompleksa, no trebalo bi napomenuti da su Hsu i
suradnici (2005.) pokazali da bi SI00A8 mogao imati protuupalna svojstva, moguce
neovisno od hetero kompleksa sa SI00A9 (276).

Cinjenica da HMGBI1 i S100A12 ostvaruju, svoje u¢inke barem djelomiéno, kroz
RAGE otvara moguénost da se djeluju¢i na RAGE moze utjecati na oba navedena
proupalna alarmina. Naime, za razliku od suvremenih istraZivanja u kojima se SRAGE
prikazuje kao potencijalni biljeg u ljudi, u studijama starijeg datum primjena
rekombinantnog sSRAGE je bila koriStena kao sredstvo lijecenja u upalnim misjim
modelima. Eksperimentalno izazvan odgodeni tip hipersenzitivnosti (DTH, engl.
delayed-type hypersensitivity) kao model akutne upale bio je induciran u miSeva
senzibiliziranih s metiliranim BSA (mBSA) s jakim upalnim odgovorom kod
ubrizgavanja u nogu miSa (249). Primjena mis$jeg sRAGE intraperitonealno prije i

poslije lokalne injekcije mBSA rezultirala je suzbijanjem upale §to je objektivizirano
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histoloski i klinicki. Nadalje, u mi§jem modelu s upalnom bolesti crijeva, ve¢ina miseva
tretiranih sa SRAGE nije kroz 6 tjedana pokazala upalu pri pregledu rektosigmoidnog
dijela debelog crijeva (249). Znacajno smanjen izrazaj NF-kB u jezgrinim ekstraktima
pripremljenim od tkiva kolona miSeva tretiranih sa sSRAGE, povezan je s 8,7 puta
smanjenom razinom TNF-alfa u plazmi podupiruéi protuupalna svojstva SRAGE. U
usporedbi s kontrolnim miSevima, miSevi s kolagen-induciranim artritisom tretirani sa
sRAGE pokazali su histoloski znatno nizi stupanj sinovijalne hiperplazije/hipertrofije
kao 1 znatno nizu destrukciju hrskavice i kosti (270).

U novije vrijeme potvrdeno je da intraperitonealna injekcija SRAGE S§titi miSeve od
HMGBI1-induciranog artritisa (277). Da bi utvrdili mehanizam djelovanja sRAGE,
sRAGE 1 HMGBI su bili istovremeno ubrizgani intraartikularno, ali protuupalni u¢inci
nisu bili primijeceni sugeriraju¢i da izravno vezanje HMGBI1 sa sSRAGE ne blokira pro-
upalne aktivnostt HMGBI1 in vivo. Paradoksalno, pokazalo se da intrartikularno
ubrizgavanje samo SRAGE uzrokuje sinovitis! Nadalje, SRAGE moze imati proupalne
ucinke preusmjeravanjem upalnog odgovora iz perifernih organa na mjesto uboda (npr.
peritoneum). U skladu s navedenim, ispitivan je peritonealni lavat u miSeva tretiranih
intraperitonealnom injekcijom SRAGE te je zabiljezena povecana ekstravazacija
leukocita.

Eksperimentalni autoimuni encefalitis (EAE, engl. experimental autoimmune
encephalitis)  odgovara miS§jem modelu multiple skleroze, razarajuceg
neuroinflamatornog i autoimunog poremecaja CNS-a (278). Dnevno intraperitonealno
ubrizgavanje SRAGE ima jak zastitni ucinak protiv induciranog EAE. Tretirani miSevi
pokazuju nizi klini¢ki skor teZine bolesti, a histoloSka analiza tkiva ledne mozdine ne

pokazuje upalnu infiltraciju (279).
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Osim toga, primjena sRAGE wusporava aterosklerozu i stabilizirala postojece
aterosklerotske plakove u dijabetickih miSeva s nedostatkom apolipoproteina E
(242,280). Svi ovi rezultati ukazuju na to da uporaba sSRAGE kao sredstva lijecenja
moze sprijeciti neke upalne i/ili autoimune bolesti u zivotinjskim modelima, te stoga
naglasavaju primjenu sRAGE ili V-domene vezanja liganda kao potencijalne terapijske
mete za upalne bolesti.

S druge strane, niti jedna klini¢ka studija nije istrazila posljedice injiciranja topljivog
SRAGE u ljudi, ali se u nekoliko studija pisalo o modulaciji razine topljivog sSRAGE
razli¢itim tretmanima. U bolesnika s tipom 1 Secerne bolesti proucavane su pocetne
razine AGE i sRAGE u plazmi i razine nakon 24 mjeseca, pri cemu su bolesnici bili
randomizirani na placebo, perinodopril (inhibitor angiotenzin-konvertaza enzima, ACE
inhibitor) ili nifedipin (antagonist kalcija). U usporedbi s netretiranim i nifedipinom
tretiranim grupama, bolesnici tretirani s perindoprilom su znatno smanjili razine AGE 1
povecali razine SRAGE u krvi (281). Autori pretpostavljaju da bi povecanje razine
sRAGE moglo uzrokovati preusmjeravanja vezanja AGE s membranskog oblika RAGE
(fIRAGE) na solubilni RAGE koji djeluje kao mamac (,,decoy* receptor ) jer zbog
skracenog oblika nema sposobnost nizvodne signalizacije.

Takoder je procjenjivana modulacija sSRAGE-a s lijekovima za dijabetes 1 statinima
(282,283). Razine sSRAGE u plazmi izmjerene su u bolesnika s hiperkolesterolemijom
koji nisu lijeceni, u bolesnika s hiperkolesterolemijom lije¢enih sa statinima (CVD)
kroz 3 mjeseca 1 zdravih kontrolnih ispitanika. Bolesnici s nelijeCenom
hiperkolesterolemijom imali su niZe razine SRAGE nego bolesnici druge dvije skupine.
Kako bi se utvrdilo mogu li statini utjecati na SRAGE izmjerene su razine SRAGE u

skupini bolesnika s hiperkolesterolemijom nakon 8 tjedana lijecenja s atrovastatinom ili
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pravastatinom. Bolesnici lijeCeni atorvastatinom imali su znaajno povecanu razinu
sRAGE (282).

Serumske razine SRAGE i1 esRAGE odredene su u bolesnika s dijabetesom tipa 2 prije i
nakon lije¢enja [dodatno lijeCenje-roziglitazonom (skupina tiazolinedina) ili
sulfonilureje (oralni hipoglikemik) kroz Sest mjeseci]. Bolesnici lijeeni roziglitazonom
imali su znacajno povecanu razinu sRAGE i esRAGE. Nadalje, bolesnici lijeceni s
roziglitazonom u dozi od 8 mg/dan imali su viSe razine SRAGE i esRAGE od onih
ljeCenih s 4mg dnevno (282). Ovi rezultati pokazuju da razliciti lijekovi, osobito iz
kardiovaskularnog podrucja, mogu utjecati na razinu sSRAGE, ali potrebne su dugoro¢ne
prospektivne studije za procjenu mogucnosti da moduliranje razine sSRAGE moze
sprijeciti ili odgoditi komplikacije upale.

Zaklju¢no, jasna je potreba za novim istrazivanjima na tom podrucju, ali opcée je
vjerovanje da ¢e se usmjeravanje interesa na alarmine pokazati korisnim. Oc¢ekuje se, da
¢e uvodenje novih strategija lijeCenja, kao S$to je blokada proteina HMGBI1 pokazati

alarmine terapeutskim metama koje ¢e omoguciti dugoro¢nu remisiju u bolesnika s JIA.
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7. ZAKLJUCCI

1. U sistemskom tipu JIA serumska razina proupalnog alarmina HMGBI statisticki je
znacajno poviSena u odnosu na oligoartikularni i1 poliartikularni tip JIA 1 kontrolnu
skupinu. To ukazuje na razli¢itost imunopatogeneze pojedinih tipova JIA, odnosno
govori u prilog tome da HMGBI1 kao medijator prirodene imunosti moze biti
ukljucen u imunopatogenezu sistemskog tipa JIA. Navedeno doprinosi misljenju da
prirodeni imunosni sustav ima dominantnu ulogu u imunopatogenetskom
mehanizmu sistemskog JIA koji se moze smatrati viSe autoinflamatornim nego
autoimunosnim poremecajem za razliku od artikularnih tipova JIA.

2. Serumska razina proupalnog alarmina HMGBI1 u akutnoj fazi sistemskog tipa JIA
statisticki je znacajno povezana s klasicnim laboratorijskim pokazateljima akutne
bolesti (ubrzanom sedimentacijom eritrocita, poviSenom razinom C-reaktivnog
proteina i poviSenom razinom a-2 globulina) Sto ukazuje da odredivanje alarmina
HMGBI1 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA moZe biti koristan parametar za
utvrdivanje aktivnosti bolesti.

3. Genski izrazaj alarmina HMGBI statisticki je znacajno povezan s ubrzanom
sedimentacijom eritrocita, poviSenom razinom C-reaktivnog proteina, poviSenom
razinom a-2 globulina te razinom hemoglobina, hematokrita i broja eritrocita u
bolesnika sa sistemskim tipom JIA.

4. Serumska razina topljiva SRAGE kao i genski izrazaj istog receptora u sistemskom,
oligoartikularnom 1 poliartikularnom tipu JIA su nizi u odnosu na kontrolnu
skupinu §to moze biti posljedica ,,troSenja“ buduc¢i da membranski receptor RAGE
1 topljivi SRAGE imaju istu specifi¢nost za vezivanje liganada. Prema tom modelu

sRAGE djeluje kao ,mamac* blokiraju¢i interakciju membranskog RAGE i
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njegovih pro-upalnih liganada kao npr. proupalnog HMGBI ¢ija je razina poviSena
u aktivnoj bolesti. Usporedujuci razinu topljiva SRAGE u sistemskom tipu JIA u
odnosu na oligoartikularni i poliartikularni tip utvrdena je niza razina u sistemskom
tipu.

5. U bolesnika sa sistemskim tipom JIA utvrdena je statisticki znacajna, ali negativna
korelacija izmedu serumske razine topljivog sRAGE i ubrzane sedimentacije
eritrocita, poviSene razine C-reaktivnog proteina te povisSene razine a-2 globulina
Sto ukazuje na to da je aktivnost bolesti veca Sto je ubrzanija sedimentacija
eritrocita, visa razina C-reaktivnog proteina te viSa razina o-2 globulina, a niza
razina serumskog sSRAGE. Statisticki znacajna i negativna povezanost utvrdena je
izmedu genskog izrazaja SRAGE i ubrzane sedimentacije eritrocita, povisene razine
C-reaktivnog proteina te pozitivna korelacija s razinom hemoglobina i hematokrita.

6. Odredivanje razine HMGB1 1 sRAGE moglo bi biti korisno u procjenjivanju
aktivnosti bolesti pri ¢emu bi visoka razina HMGBI1 1 niska razina sRAGE
oznacavala aktivnu bolest. S druge strane, odredivanje istih molekula moglo bi se
koristiti u diferencijalnoj dijagnostici sistemskog JIA prema ozbiljnim sistemskim
infekcijama 1 drugim upalnim stanjima ili malignim bolestima koje u inicijalnoj
fazi imaju povisene klasi¢ne pokazatelje upale kao $to su SE, CRP 1 a-2 globulin.

7. Serumska razina alarmina S100A12 kao i njegov genski izraZaj u mononuklearima
periferne krvi statisti¢ki su zna€ajno visi u djece s poliartikularnim tipom JIA u
odnosu na kontrolnu skupinu §to bi moglo znaciti da su makrofagi u ciljnom tkivu,
odnosno u upalom zahvaéenom zglobu, glavni izvor S100A12 u poliartikularnom
tipu JIA.

8. U djece s poliartikularnim tipom JIA znacajno je povezana serumska razina i

genski izrazaj alarmina SI00A12 s poviSenom razinom a-2 globulina, dok u djece
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sa sistemskim tipom JIA nema povezanosti serumske razine niti genskog izrazaja
S100A12 s laboratorijskim nalazima aktivne bolesti, iako je genski izrazaj
navedenog alarmina u sistemskom tipu JIA statistaicki znacajno visi u odnosu na

kontrolu.

9. Nema znacajne razlike u serumskoj razini alarmina HMGB1 i S100A12 te njihova
topljiva receptora SRAGE izmedu JIA bolesnika (neovisno o tipu bolesti) i
kontrolne skupine, $to potvrduje poremecenu ravnotezu i razlic¢itu ulogu alarmina u

pojedinim tipovima JIA.
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8. SAZETAK

Znacenje alarmina HMGBI1 i S100A12 te njihova receptora RAGE u
juvenilnom idiopatskom artritisu
Razumijevanje imunopatogeneze juvenilnog idiopatskog artritisa (JIA) jo$ uvijek je
nepotpuno. Cilj ovog rada bio je utvrditi znacenje proteina visoke pokretljivosti iz
skupine 1 (HMGBI1,engl. high mobility group box 1), proteina koji veze kalcij
S100A12 (S100A12, engl. calcium-binding protein S100A12) i njihova topljiva
receptora za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije sRAGE (engl. soluble
receptor for advanced glycation end products) u JIA. Ukljuceno je 102 djece sa JIA 128
djece kontrolne skupine kojima je izvadena periferna krv prije zapocetog lijeCenja.
Serumska razina alarmina analizirana je ELISA testom, dok je izrazaj gena odreden u
mononuklearima periferne krvi kvantitativnim PCR-om. U sistemskom tipu JIA (sJIA)
utvrdene su znacajno vise serumske razine HMGBI1 u odnosu na oligoartikularni (P <
0,000) 1 poliartikularni (P < 0,002) tip JIA te kontrolnu skupinu (P < 0,032).
Istovremeno, serumska razina (P < 0,036) kao 1 genski izrazaji (P < 0,007) sSRAGE bili
su statistiCki znac¢ajno nizi u sJIA u odnosu na kontrolu. K tome, serumski HMGB1 u
sJIA djece bio je statisticki znacajno povezan s ubrzanom sedimentacijom eritrocita (r =
0,51; P < 0,001), povisSenom razinom C-reaktivnog proteina (r=0,52; P < 0,000) 1
povisSenom razinom o2-globulina (r= 0,50; P < 0,001), dok je sRAGE 1 pokazao
znacCajnu, ali negativnu korelaciju sa istim proteinima akutne faze. Navedeno ukazuje
na to da HMGBJ1, kao medijator prirodene imunosti, u interakciji sa SRAGE sudjeluje u
imunopatogenezi sJIA te moze sluziti kao biomarker za odredivanje aktivnosti 1

moguca meta u lijecenju sJIA.
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9. SUMMARY

The significance of alarmins HMGB1 and S100A12 and their receptor RAGE
in juvenile idiopathic arthritis
Dubravka Bobek 2014.

Our understanding of the imunopathogenesis of juvenile idiopathic arthritis (JIA) is
still incomplete. The aim of this study was to determine the significance of high
mobility group box 1 (HMGBI1), calcium-binding protein S100A12 and their
soluble receptor for advanced glycation end products (SRAGE) in JIA. We included
102 children with JIA (28 childen with systemic-onset JIA, 39 children with
oligoarticular-onset JIA, and 35 children with polyarticular-onset JIA) and 28
children as control group and harvested peripheral blood before any therapy was
introduced. The serum levels of the alarmins were determined by ELISA, while
gene expression in mononuclears was assessed by quantitative PCR. The level of
the HMGBI protein was significantly higher in the group of children with systemic
JIA (sJTA), as compared to the olygoarticular (P < 0,000) or polyarticular (P <
0,002) subtype of JIA and control group (P < 0,032). The children with sJIA had a
significant reduction of SRAGE protein in the serum (P < 0.036) and the gene
expression (P < 0,007) of SRAGE. Additionally, serum HMGBI1 in sJIA children
was positively correlated with ESR (r = 0,51; P < 0,001), C-reactive protein
(r=0,52; P < 0,000) levels and a2 globulin (r= 0,50; P < 0,001), while sSRAGE
serum level showed significantly close but inverse relationship with the same
proteins of acute phase. These data indicate that HMGBI1, a mediator of innate
immunity, through interactions with sSRAGE contributes to imunopathogenesis of
sJIA. Furthermore, HMGBI1 may serve as a biomarker for determining disease

activity and a potential target of therapy in systemic JIA patients.
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