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Apstrakt

Uvod/Cilj. Eksperimentna istraZivanja in vitro i in vivo
na misjem modelu potvrdila su da citokini, tumor nekrozis
fakor-alfa (TNF-alfa), interleukini IL.-12, IL-15 i IL-18
ucestvuju u patogenezi erozivnog inflamacijskog artritisa.
Clilj istrazivanja bio je da se utvrdi klinicki znacaj koncen-
tracija citokina u proceni aktivnosti reumatoidnog artritisa
(RA). Metode. U cetvorogodisnjem periodu pratili smo 64
bolesnika sa RA, novonastalim ili u fazi pogorsanja bolesti.
Pratili smo klinicke manifestacije bolesti na osnovu kojih
smo bolesnike podelili u tri grupe: bolesnici sa visokoakti-
vnim RA, bolesnici sa umereno aktivnim RA i bolesnici sa
blago aktivnim RA. Kontrolnu grupu (25 bolesnika) cinili
su bolesnici sa osteoartrozom i artritisom kolena. Svim
bolesnicima je u uzorcima odredivana koncentracija cito-
kina, TNF-alfa, IL-12, 11.-15 i IL-18 imunoenzimskim
metodama koris¢enjem kitova za humane intetleukine.
Rezultati. Poredenjem koncentracija citokina kod 30 bo-
lesnika sa visoko, 14 sa umereno i 20 bolesnika sa blago
aktivnim RA utvrdeno je da bolesnici sa visokim stepenom
aktivnosti oboljenja imaju znacajno vece koncentracije is-
pitivanih citokina u krvi i sinovijskoj te¢nosti u odnosu na
bolesnike sa umereno i blago aktivnim oboljenjem (p <
0,01; p < 0,05) i da postoji povezanost (p < 0,01) koncen-
tracija citokina u krvi i sinovijskoj te¢nosti sa vrednostima
skora aktivnosti bolesti (Disease Activity Score) 28. Zaklju-
cak. Koncentracije citokina mogu biti korisni pokazatelji
stepena opste aktivnosti RA. Rad moze pruziti doprinos
razja$njenju nedovoljno poznate uloge i znacaja odrediva-
nja IL-18, I1.-15, IL.-12 i TNF-alfa u patogenezi RA.

Kljuéne redi:

artritis, reumatoidni; bolest, indeks teZine; citokini;
interleukini; faktor nekroze tumora-alfa; sinovijalna
te¢nost.

Abstract

Bacground/Aim. Expetimental in vitro and in vivo investiga-
tions in a mouse model have proved that TNF-alpha, 1112, TI-
15 and IL-18 participate in the pathogenesis of erosive inflam-
matory arthritis. The aim of this research was to determine the
clinical significance of cytokines in the evaluation of the activity
of rheumatoid arthritis (RA). Methods. Inside a 4-year period
we followed-up 64 patients with RA as newly ocurred or in the
phase of worsening. We observed the clinical manifestation of
the disease upon wluch we divided the patients in to 3 groups:
the patients with low active RA, patients with moderate active
RA, and the patients with wild active RA. The control group (n
= 25 patients) included the patients with osteoarthrosis (OA),
and arthritis of the knee. In the samples of serum of all of the
patients the concentratin of cytokines TNF-alpha, 11.-12, I1.-15,
and I1-18 were determined using the immunoenzymatic meth-
ods in mice for human interleukines. By comparing the concen-
trations in 30 patients with the high, 14 patiens with moderate,
and 20 patiens with the mild activity of RA it was determined
that the patients with the high degtree of the disease activity, had
significantly high (p < 0.01; p < 0.05) concentrations of the ex-
amined cytokines in blood and synovial fluid as compared to the
patients with the moderate and mild active disease. There was a
relationship (p < 0.01) between the concentrations of cytokines
in blood and synovial fluid with the quantity of the Disease Ac-
tivity Score in 28 joints. Conclusions. Cytokines concentrations
could be good indicators of the degree of the general activity of
RA. This research could contribute to the interpretation of insuf-
ficiently well known views of the pathogenesis role and signifi-
cance of citokines in an active disease.
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Uvod

Reumatoidni artritis (RA) je idiopatsko hroni¢no obo-
ljenje u ¢ijoj osnovi je perzistentni, progresivni i destruktivni
sinovitis autoimunske prirode, koji tokom vremena dovodi
do ireverzibilnog anatomskog oStecenja zglobova, deforma-
cija i ankiloze, &ija posledica je invaliditet . Veéina epide-
mioloskih, patofizioloskih, imunoloskih i genetickih aspe-
kata bolesti je dobro poznata, ali pokreta¢ i faktori koji odr-
zavaju proces inflamacije jo$ uvek nisu definisani. Zbog toga
nije neobi¢na tvrdnja da je RA bolest sa mnogo uzroka ili vi-
Se bolesti sa jednim uzrokom °. Osteéenje sinovije zgloba
delovanjem infektivnog agensa ili delovanjem drugih meha-
nizama predstavlja pocetak inflamacijskog odgovora. Glavni
uzrocnici rane imunske reakcije u RA su T-limfociti, poseb-
no CD4+ ¢elije koje indukuju pomo¢ (TH) i pokrecu Citav
niz daljih dogadanja *. U prvoj fazi imunske reakcije odvija
se prepoznavanje i prezentacija nepoznatog antigena T-
¢elijama. Tokom druge faze nastaje proliferacija autoreakti-
vnih klonova T i B limfocita, migracije inflamacijskih ¢elija
u zglob i angiogeneza. U trecoj, imunskoj fazi bolesti celij-
ske komponente zgloba reaguju na oStecenje promenom fun-
kcionalnog profila, deSavaju se promene u endotelu malih
krvnih sudova i hiperplasticka reakcija sinovije. U Cetvrtoj
fazi oboljenja formira se panus, metabolicki aktivno i auto-
nomno tkivo zgloba. Citokini koje produkuju makrofag i ak-
tivisani T-limfociti, na prvom mestu interleukin-1 (IL-1),
tumor nekrozis fakor-alfa (TNF-alfa), interferon-gama (IFN-
gama) i mnogi drugi, stimuliSu sinovijske ¢elije da stvaraju
hidroliticke enzime. Metaloproteinaze ucestvuju u degrada-
ciji i remodelovanju ekstracelularnog matriksa menjajuci u
njemu ravnotezu izmedu proizvodnje i degradacije. U petoj
fazi imunske reakcije nastaje destrukcija zglobne hrskavice,
kosti i okolnih struktura *.

Citokini ucestvuju u svim etapama inflamacijskog pro-
cesa ukljucuju¢i adheziju i migraciju celija; aktivaciju, dif-
erencijaciju i proliferaciju; angiogenezu u sinoviji; destruk-
ciju i oporavak tkiva i periartkularnu resorpciju kosti °. U in-
flamiranom tkivu citokini su u interakciji medusobno i sa os-
talim rastvorljivim medijatorima sa kojima formiraju regula-
tornu mrezu medijatora unutar sinovije. Ravnoteza citokina
regulisana je mehanizmom povratne sprege i njihovim sup-
rotnim efektima. Odrzavanje inflamacije i njen ishod zavisi
od neravnoteze proinflamacijskih i antiinflamacijskih medi-
jatora °. TNF-alfa i IL-1 su glavni proinflamacijski citokini
koji imaju uticaj na sve aspekte RA " ®. Najnovija istraziva-
nja bazirana na eksperimentnim rezultatima in vitro na hu-
manom sinovijskom tkivu i in vivo na mi§jem modelu artriti-
sa koji je indukovan kolagenom, pokazala su znacajnu ulogu
nekoliko novih citokina, IL-12, IL-15 i IL-18 u nastanku
erozivnog inflamacijskog artritisa °"''. TNF-alfa indukuje
sintezu IL-12 i IL-18, dva citokina koja podsti¢u stvaranje
IFN-gama. Na taj nac¢in TNF-alfa direktno i posredno sti-
mulacijom IL-12 i IL-18 pojacava reakciju TH1, povecava-
juci aktivaciju CD4+ T-¢elija i sintezu IFN-gama. Ovo do-
vodi do povecane proizvodnje TNF-alfa u makrofagima i do
aktivisanja inflamacijske reakcije. Mnoga dosadasnja istrazi-
vanja pokazala su da IL-12 ima presudnu ulogu u diferenci-

jaciji THI1 Celijskog odgovora stimulisuci diferencijaciju
prekursora T-éelija (THO) u TH1 fenotip . Interleukin-15
aktivise T-cCelije i stimuliSe njihov meducelijski kontakt sa
makrofagima, ¢ime posredno indukuje sintezu TNF-alfa i
ostalih citokina makrofaga. Pomocu IL-15 aktivisane sino-
vijske T-éelije lute direktno TNF-alfa ™. Otkri¢e novog
proinflamacijskog citokina IL-18, dopunilo je listu medijato-
ra koji stimuliSu aktivnost i razvoj TH1 ¢elijskog odgovora
sposobnos¢u da indukuje proizvodnju IFN-gama u T-
éelijama ' . Sinergijski efekat sa IL-12 i IL-15 u indukciji
IFN-gama definiSe ga kao ¢lana porodice citokina koji indu-
kuju TH1 (IFN-gama, IL-2, IL-12 i IL-15) '®*.

Cilj istrazivanja bio je da se utvrdi klinicki znacaj odre-
divanja koncentracija TNF-alfa, IL-18, IL-15 i IL-12 za pro-
cenu aktivnosti reumatoidnog artritisa. Do sada uradena ispi-
tivanja na eksperimentnim modelima potvrdila su da ovi ci-
tokini ucestvuju u patogenezi RA, ali prema dostupnoj lite-
raturi nije sproveden veliki broj istrazivanja in vivo na hu-
manoj populaciji, niti su radene studije u kojima su istovre-
meno odredivane koncentracije sva Cetiri citokina kod boles-
nika koji su imali razli¢itu aktivnost RA. Uloga IL-12, IL-15,
IL-18 i TNF-alfa u klini¢kom ispoljavanju RA nije do danas
dovoljno ispitana. Nije poznato da li njihov nivo u sinovij-
skoj te¢nosti (ST) i/ili krvi moze odrazavati stepen aktivnost
RA i koji je od navedenih citokina najbolji pokazatelj visoke
aktivnosti bolesti.

Metode

U cEetvorogodi$njem periodu analizirano je 64 bolesnika
sa RA, novonastalim ili u fazi pogorSanja bolesti. Kod svih
bolesnika dijagnoza je postavljena prema revidiranim kriteri-
jumima za klasifikaciju i dijagnozu RA — American Rheuma-
tism  Association/American  College of Rheumatology
(ARA/ACR, 1987. god.) *. Analizirali smo klini¢ke mani-
festacije bolesnika i grupisali ih u odnosu na aktivnost bole-
sti u tri grupe: bolesnici sa visoko aktivnim RA (VA) — 30
bolesnika i bolesnici sa umereno aktivnim RA (UA) — 14
bolesnika; bolesnici sa blago aktivnim RA (BA) — 20 boles-
nika. Kontrolnu grupu ¢inilo je 25 bolesnika sa osteoartriti-
som (OA) i artritisom kolena za koje smo pretpostavili da
nemaju poremecene imunske parametre u krvi i ST (tabela
1). Ukupna ocena aktivnosti reumatoidnog artritisa odredena
je na osnovu zbira broja otecenih i zbira broja bolno osetlji-
vih zglobova, vrednosti vizuelne analogne skale (VAS) bola
i brzine sedimentacije eritrocita (SE) pomocu kojih je racu-

Tabela 1
OpSte karakteristike ispitanika
. Grupa
Karakteristike Kontrolna Bolesnici
Broj bolesnika o N
(% od ukupnog broja spitanika) 25 (28%) 64 (72%)
Starost (godine) 59,2 57,8
Zene 15 45
Muskarci 10 19
Trajanje bolesti (meseci) 45,2 74,4
Trajanje sada$njih tegoba 54 6.0

(meseci)
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nat skor aktivnosti bolesti (SAB 28 indeks) (Disease Activity
Score 28) — numericki pokazatelj stepena aktivnosti boles-
ti 2. Visoku aktivnost bolesti predstavljale su dobijene vred-
nosti SAB > 5,1, umerenu > 3,2, a blagu aktivnost bolesti
davale su dobijene vrednosti SAB > 2,6. U obe grupe urade-
na je analiza uzoraka seruma (S) i ST i odredivane su kon-
centracije (pg/ml) citokina TNF-alfa, IL-12, IL-15 i IL-18
imunoenzimskim (ELISA) metodama kori§¢enjem kitova za
humane interleukine (R & D, SAD).

Za procenu statisticke znacajnosti razlike izmedu poje-
dinih obeleZja posmatranja medu grupama ispitanika i boles-
nika sa razliCitim stepenom aktivnosti RA Koristili smo
Mann-Whitneyev U test i Kruskal-Wallisov test. Za procenu
povezanosti kvantitativnih parametara sa pojedinim obelez-
jima posmatranja uradena je korelaciona analiza pri ¢emu je
koris¢en test jednostruke linearne korelacije po Pearsonu.
Nivo znacajnosti u svim primenjenim metodama bio je u
granici od 0,05.

Rezultati

Opste karakteristike bolesnika prikazane su u tabeli 1.
Najvecéi broj bolesnika, 47% (30/64), imao je visoko aktivnu
bolest, umerenu 22% bolesnika (14/64), a blagu aktivnost
bolesti imalo je 31% bolesnika (20/64). Prose¢na vrednost
SAB indeksa kod bolesnika sa RA iznosila je 6,7. Najveca
vrednost SAB bila je u grupi VA (10,1), dok su bolesnici u
grupi UA (4,7) i BA (2,9) imali znacajno nize vrednosti.
Bolesnici sa RA, podeljeni prema stepenu aktivnosti bolesti
koja je merena vrednostima indeksa SAB, znacajno su se ra-
zlikovali prema tezini klinickih manifestacija oboljenja (p <

0,01). Od 64 bolesnika 26 (41%) je leCeno u prethodnom pe-
riodu, dok veéi broj obolelih, njih 38 (59%), nije dobijao
imunomodulatornu terapiju. Prisustvo antiimunoglobulinskih
antitela IgM klase u krvi (reuma faktor-RF ,,seropozitivan®)
utvrdeno je kod 57 od 64 bolesnika (89%) sa inflamacijskim
artritisom.

Poredenje srednjih vrednosti TNF-alfa, IL-18, IL-15,
IL-12 pokazalo je da su vrednosti citokina znacajno vece (p
<0,01) u uzorcima seruma i ST bolesnika sa RA u odnosu na
uzorke kontrolne grupe (tabela 2 i 3).

Poredenje prosecnih vrednosti citokina kod bolesnika sa
RA prema aktivnosti oboljenja pokazuje da kod svih posmat-
ranih parametara postoje visoko statisticki znacajne razlike
(» <0,01), koje nastaju zato §to su prose¢ne koncentracije ci-
tokina uvek bile veée u grupi VA u odnosu na UA i BA. Je-
dino za koncentracije IL-12 u sinovijskoj te¢nosti razlika je
bila statisticki znacajna (p < 0,05). Poredenja izmedu tri gru-
pe prema aktivnosti bolesti unutar grupe bolesnika sa RA,
pokazala su postojanje statisticki znacajne razlike kod svih
bolesnika i uvek su koncentracije citokina u serumu i sino-
vijskoj te€nosti bile najveée u VA, a najmanje u BA. Jedine
situacije kada razlike izmedu grupa nisu bile znacajne (p >
0,05) je kod TNF-alfa u serumu izmedu VA i UA, IL-12 i u
serumu i ST gde razlika nije bila znacajna izmedu UA i BA
(tabela 4).

Povezanost vrednosti SAB sa koncentracijama TNF-alfa,
IL-18, IL-15 1 IL-12 u serumu i ST kod bolesnika sa aktivnim
RA pokazuje da je za sve analizirane parametre nadena visoko
znacajna povezanost pozitivnog smera sa SAB, §to znaci da je
porast koncentracija citokina u serumu i ST bolesnika sa RA
znacajno povezan sa porastom vrednosti SAB i obrnuto (slike

Tabela 2

Koncentracije citokina u uzorcima seruma kontrolne
i grupe bolesnika sa RA

Grupa TNF-a IL-18 IL-15 IL-12
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Bolesnici 5,6 £3,5 156,7+ 90,4 1,8 £3,0 11,8 +8,9
Kontrolna 2,3 £0,8 89,7+ 17,2 0,6 £0,2 4,9 £21
p* 0,00 0,00 0,00 0,00
p*<0,01
Tabela 3

Koncentracije citokina u uzorcima sinovijske te¢nosti kontrolne
i grupe bolesnika sa RA

Grupa TNF-a IL-18 IL-15 IL-12
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Bolesnici 14,0 +19,4 281,14+317,2 10,4 £9,8 10,5 +£7,6
Kontrolna 3,5+£1,2 112,2+ 84,8 3,3£1,2 6,1 £2,1
p* 0,00 0,00 0,00 0,00
p*<0,01
Tabela 4
Poredenje srednjih vrednosti citokina u uzorcima seruma i sinovijske te¢nosti u grupama bolesnika
sa razli¢itim stepenom aktivnosti RA
TNF-a (pg/ml) IL-18 (pg/ml) IL-15 (pg/ml) IL-12 (pg/ml)
oviisk Covisk ovisk oviisk
Grupa Broj Serum Slmzvus a Serum S]]’l(le_]S a Serum S]]’l(le_]S a Serum Slmzvgs a
tecnost teCnost teCnost tecnost
VA 30 7,5£3,9%  23,0424,8% 209,7+99,2* 465,4 £376,1% 3,0+4,1% 15,8+11,5% 16,0+ 9,6* 13,0+ 9,6*
UA 14 5,8+1,9% 7,7+ 1,9% 115,7+18,6% 146,2 £ 33,6% 0,8+ 0,2% 7,1+ 1,8% 8,8+ 4,6 7,6£3,7
BA 20 2,6£0,8 3,7+ 1,6 94,6+24,8 82,5+ 31,6 0,6 0,1 3.8+1,5 7,9+3,9 8,7+4,5
*p < 0,01

Petrovié-Rackov Lj. Vojnosanit Pregl 2006; 63(1): 21-26.



Strana 24

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 63, Broj 1

1-8). Vrednosti koeficijenata korelacije u ST za sve ispitivane
citokine bile su vece nego u serumu, $to ukazuje na jacu pove-
zanost posmatranih parametara u ST.
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SAB kod bolesnika sa RA
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SI. 2 — Odnos koncentracija IL-18 u serumu i vrednosti SAB
kod bolesnika sa RA
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SL. 3 — Odnos koncentracija IL-15 u serumu i vrednosti SAB
kod bolesnika sa RA
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SI. 5 — Odnos koncentracija TNF-alfa u sinovijskoj te¢nosti i
vrednosti SAB kod bolesnika sa RA
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SI. 6 — Odnos koncentracija IL-18 u sinovijskoj tecnosti i
vrednosti SAB kod bolesnika sa RA
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Sl. 7 — Odnos koncentracija IL-15 u sinovijskoj te¢nosti i
vrednosti SAB kod bolesnika sa RA
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Sl. 8 — Odnos koncentracija IL-12 u sinovijskoj tecnosti i
vrednosti SAB kod bolesnika sa RA

Diskusija

U naSem ispitivanju uporedivane su prosecne koncen-
tracije TNF-alfa, IL-18, IL-15 i IL-12 u uzorcima seruma i
ST izmedu bolesnika sa RA i OA kao kontrolnom grupom i
izmedu grupa bolesnika podeljenih prema stepenu aktivno-
sti bolesti unutar grupe bolesnika sa RA. Prose¢ne koncen-
tracije TNF-alfa, IL-18, IL-15 i IL-12 su se visoko statisti-
¢ki znacajno razlikovale izmedu kontrolne i grupe bolesni-
ka sa RA. Bolesnici sa erozivnim artritisom imali su vece
prosecne vrednosti ispitivanih citokina i u krvi i u zglobnoj
teCnosti u odnosu na ispitanike sa OA. To pokazuje da su
patofizioloski mehanizam i stepen inflamacijske reakcije
razli¢iti u RA i OA. Zakljuéeno je da TNF-alfa, IL-18, IL-
15 i IL-12 imaju znacajnu ulogu u patogenezi reumatoid-
nog sinovitisa, §to je u skladu sa nalazima drugih autora '"
16, 19

Uporedujuci rezultate bolesnika sa razli¢itim stepenom
aktivnosti RA dobijena je znacajna razlika. Prose¢ne koncen-
tracije TNF-alfa, IL-18, IL-151 IL-12 i u serumu i u ST su se
visoko i statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa boles-
nika sa visoko, umereno i blago aktivnim RA. Bolesnici sa
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visoko aktivnim RA imali su veCe prosecne koncentracije
svih ispitivanih citokina u serumu i ST u odnosu na bolesni-
ke sa umereno i blago aktivnim RA. Kada su u pitanju pore-
denja izmedu grupa izmedu grupa bolesnika UA i BA, utvr-
dene su znacajne razlike u koncentracijama citokina, osim za
prosec¢ne vrednosti IL-12 u serumu (p = 0,62) i ST (p =
0,43). Koncentracije TNF-alfa u serumu bolesnika VA i UA
takode su bile priblizno jednake (p = 0,11). Uporedujuci sre-
dnje vrednosti koncentracija citokina izmedu grupa VA i BA
dobijene su visoko i statisticki znacajne razlike. Vece kon-
centracije citokina u tezim oblicima bolesti i njihove nize
vrednosti u bolesti manjeg stepena aktivnosti pokazuju da
nivoi TNF-alfa, IL-18, IL-15 1 IL-12 u serumu i ST uti¢u na
klini¢ke manifestacije i mogu biti dobri pokazatelji opste ak-
tivnosti reumatoidnog artritisa.

Ispitivanje povezanosti koncentracija citokina u serumu
i sinovijskoj te¢nosti sa stepenom aktivnosti RA pokazalo je
da postoji povezanost tezine bolesti merene SAB indeksom i
koncentracija citokina i u krvi i u zglobnoj te¢nosti *'. Koefi-
cijenti linearne korelacije veéi su bili za vrednosti u ST u od-
nosu na serum, osim za IL-12 ¢ije su serumske koncentracije
viSe povezane sa vrednostima SAB od koncentracija u ST.
To znaci da se kod porasta koncentracija citokina, odnosno
nalaza njihovih visokih vrednosti u sinovijskoj te¢nosti ili se-
rumu bolesnika sa RA, moze oc¢ekivati porast ili visoka vre-
dnost SAB i veci stepen aktivnosti bolesti i obrnuto. Kod
bolesnika sa aktivnim RA mozemo ocekivati visoke vredno-
sti citokina u serumu i ST. Korelacionim ispitivanjem, na
drugi naéin smo potvrdili da su koncentracije citokina u krvi
i zglobnoj te¢nosti koristan pokazatelj opSte aktivnosti bole-
sti i da mogu veoma pouzdano ukazati na ve¢u aktivnost RA.
Koncentracije citokina TNF-alfa, IL-18 i IL-15 u sinovijskoj
teCnosti bolje odrazavaju stepen opste aktivnosti bolesti u po-
redenju sa koncentracijama u serumu, a koncentracije IL-12
u krvi bolji su pokazatelj aktivnosti RA od njegovih koncen-
tracija u ST. U daljem toku istrazivanja zeleli smo da utvr-
dimo koji je od ispitivanih citokina najbolji pokazatelj aktiv-
nosti reumatoidnog artritisa. Dokazali smo da je povezanost
koncentracija TNF-alfa i u serumu i u ST sa vrednostima
SAB veca nego veza ostalih citokina, osim IL-18. Jedino
koncentracije IL-18 u ST mogu bolje od TNF-alfa predvideti
visokoaktivni oblik bolesti. Najbolji pokazatelji opste aktiv-
nosti RA su TNF-alfa i IL-18.

Zakljucak

Nas rad ukazao je na znacaj odredivanja koncentracija
pojedinih citokina u krvi i ST kod bolesnika sa aktivnim
RA i moze pruziti doprinos razjasnjenju nedovoljno pozna-
tih sta-vova o patogenetskoj ulozi i znacaju ispitivanih ci-
tokina u aktivnoj bolesti. Ovim istrazivanjem je potvrdeno
da ispitivani citokini, TNF-alfa, IL-12, IL-15 i posebno IL-
18, mogu biti pokazatelji stepena aktivnosti RA vecée vred-
nosti i specifi¢nosti u odnosu na do sada koris¢ene standar-
dne biohemijske parametre. Koncentracije citokina mogu
biti korisne za ranu procenu aktivnosti bolesti. Istrazivanje
moze posluziti kao osnova za dalje studije i procenu efekta
primenjene terapije.
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