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SAZETAK

Antagonisti faktora nekroze tumora a (engl. Tumor necrosis factor, TNF-a) ucinkoviti su u
lijeenju autoimunih reumatoidnih 1 upalnih bolesti crijeva, ali se ¢ak u 30 % bolesnika ne
postize remisija bolesti. Cilj istrazivanja bio je ispitati postoji li razlika u klinickom 1
biokemijskom odgovoru na terapiju anti-TNF-a protutijelima ovisno o polimorfizmima gena

TNF-a na polozajima -238 G/A (rs361525) 1 -308 G/A (rs1800629).

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 112 bolesnika od ¢ega 66 s upalnim bolestima crijeva te 46
bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima. Na terapiji infliksimabom (IFX) bilo je
ukupno je 73 bolesnika, a 39 na terapiji adalimumabom (ADM). Bolesnici su prac¢eni 6 do 12
mjeseci od pocetka bioloske terapije. Svim je bolesnicima odredena koncentracija C reaktivnog
proteina (CRP), lijekova IFX 1 ADM 1 protutijela na te lijekove kao i genotip polimorfizama
rs361525 1 rs1800629 gena TNF-a. Bolesnicima s upalnim bolestima crijeva odredena je 1
koncentracija fekalnog kalprotektina (fKal), dok je onima s autoimunim reumatoidnim

bolestima klini¢ki odgovor prac¢en ocjenama aktivnosti reumatoidnih bolesti.

Ni koncentracije IFX i ADM kao ni pojavnost i koncentracije protutijela na studirane lijekove
nisu se razlikovale ovisno o genotipovima polimorfizama rs361525 1 rs1800629 gena TNF-a.
Koncentracija CRP nakon 12 mjeseci terapije bila je visa u bolesnika s genotipom GG nego u
onih s genotipom GA na polozaju -238 gena TNF-a, dok nije bilo razlike u koncentraciji CRP
kod razli¢itih genotipova na poloZzaju -308 gena TNF-a. Koncentracija fKal nije se razlikovala
ovisno o genotipu polimorfizama rs361525 1 rs1800629 gena TNF-a. Remisija je postignuta
kod 63 % bolesnika, neovisno o genotipu studiranih polimorfizama. Bolesnici s autoimunim
reumatoidnim bolestima genotipa GG u oba ispitivana polimorfizma (rs361525 i rs1800629)
imali su statisticki znacajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na bolesnike s genotipom GA
ili AA. Univarijatnom regresijskom analizom pokazano je da je postizanje terapijske
koncentracije IFX i ADM izglednije kod muskaraca, a pojava protutijela na lijekove manje
izgledna. U bolesnika s RA izglednija je pojava protutijela na lijekove, a manje izgledno je
postizanje terapijske koncentracije lijekova, dok kod ostalih bolesti univarijatnom regresijskom
analizom nisu dobiveni statisticki znacajni omjeri izgleda. Remisiju bolesti moze predvidjeti
koncentracija CRP 6 i1 12 mjeseci nakon terapije, dok se klinicki odgovor na terapiju ne moze

predvidjeti ne temelju genotipa studiranih polimorfizama.



Kljuéne rijeci: adalimumab, infliksimab, polimorfizmi gena TNF-a., protutijela na adalimumab
i infliksimab, autoimune reumatoidne bolesti, upalne bolesti crijeva, C reaktivni protein, fekalni

kalprotektin



SUMMARY

Background: Autoimmune diseases are a subset of inflammatory diseases characterized by
altered activity of the immune system. Autoimmune diseases can be organ-specific and
systemic and are characterized by impaired regulation of the immune system that leads to
inflammation and damage of multiple organs. The most common systemic autoimmune
diseases are rheumatoid arthritis (RA), systemic lupus erythematosus (SLE), Crohn's disease

(CD), ulcerative colitis (UC) and others.

Inflammatory bowel diseases (IBD) (CD, UC) and autoimmune rheumatoid diseases (ARD)
(RA, psoriatic arthritis (PsA), ankylosing spondylitis (AS)) are the results of an interplay of
environmental and endogenous factors. These diseases have a high prevalence and incidence,

especially in recent years.

Therapy of IBD and autoimmune rheumatoid diseases is long-term, whereas biological drugs,
i.e., specific antibodies are recommended as the final step in the treatment. Biological drugs
used in ARD and IBD therapy inhibit the effects of inflammatory cytokines that trigger those
diseases, such as tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL) interferon y (IFN). Due to the
high production of tumor necrosis factor oo (TNF-a) in the IBD and ARD, the biological drugs
that are mostly used are antibodies against TNF-a, especially infliximab (IFX) and adalimumab

(ADM).

Despite the overall effectiveness of anti-TNF-a antibodies, almost 30 % of patients do not

achieve remission due to primary or secondary failure of therapy.

We hypothesized that clinical and biochemical response to the therapy with anti-TNF-a
antibodies depend on the genotype of the positions -238 and -308 in the promoter region of the
T'NF-a gene.

The aim of the study was to examine the association of genotypes of -238 G/A (rs361525) and
-308 G/A (rs1800629) polymorphisms in the TNF-o gene with the clinical (clinical scores for
RA, PsA, and AS and the achievement of remission) and biochemical response (concentration
of IFX, ADM, antibodies to IFX and ADM, C reactive protein (CRP), fecal calprotectin (fCal))
to the therapy. In addition, we aimed to examine whether the determination of these
polymorphisms before the introduction of therapy can contribute to the prediction of therapy’s

effectiveness.



Patients and methods: This study included 112 patients, 66 patients with inflammatory bowel
disease (CD, UC) and 46 patients with autoimmune rheumatoid diseases (RA, PsA, AS). A total
of 73 patients were on IFX therapy and 39 on ADM therapy. Patients were followed for 6 or 12
months from the beginning of the therapy with IFX or ADM.

The concentration of CRP was determined in serum with the immunoturbidimetric method on
analyzer Architect c8000 (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA) at the beginning of the
therapy and after 6 and 12 months. The concentration of the IFX, ADM and antibodies to these
drugs were determined with Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) according to the
manufacturer’s declarations (Ridascreen, R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany). In extracted
feces of patients with IBD, the concentration of fCal was determined with particle enhanced
turbidimetric immunoassay (PETIA) on Architect c8000 (Abbott Laboratories, Abbott Park,
IL, USA) (BUHLMANN fCAL® turbo (BUHLMANN Laboratories AG, Schdnenbuch,

Swiss).

In patients with autoimmune rheumatoid diseases, the clinical response was followed by
rheumatoid scores: disease activity score 28 (DAS28), Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index (BASDAI) and visual analog scale (VAS). Biochemical parameters were

measured repeatedly after at least 6 months.

Genotyping of polymorphisms -238 G/A and -308 G/A of the TNF-o gene was performed for
all patients with real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) on LightCycler 1.5 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s declarations (TIB

MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany).

Categorical data are presented as numbers (N) and ratios. The D'Agostino-Pearson test was
used to determine the normality of the qualitative data distribution. Qualitative data are
presented with medians and interquartile ranges. The age of the subjects was shown with

median and range (minimum to maximum).

The %2 test was used for comparison of categorical data and calculation of Hardy-Weinberg

equilibrium while Fisher’s exact test was used for small groups (<5).

The differences for quantitative data were examined by non-parametric tests: the Mann-
Whitney test for the difference between the two groups and the Kruskal-Wallis test between
three or more groups examined. The Wilcoxon paired test and Friedman test were used to

compare repeated measurements (for 2 and 3 groups, respectively).



Regression analysis was performed in two steps: univariate regression and multivariate

regression with statistically significant predictors.
P value <0.05 was considered significant for all tests.

Statistical analysis was performed in the statistical program MedCalc v11.5.1.0 (Mariakerke,

Belgium).

Results: This study included 54 % females. The median age of all participants was 39 (18-78),
whereas patients with the autoimmune rheumatoid disease were significantly older than IBD
patients (55 (20-78) vs. 31 (18-63), respectively with P<0.001). The remission was achieved in
63 % of patients, without statistically significant differences between IBD and autoimmune
rheumatoid disease or according to the used drug. Concentrations of IFX and ADM after at
least 6 months of therapy did not differ depending on genotypes TNF-a gene polymorphisms -
238 G/A and -308 G/A. The incidence of antibody development, as well as the concentration
of anti-drug antibodies, did not differ depending on tested polymorphisms.

After 12 months of therapy, CRP concentration was higher in patients with GG than in patients
with GA genotype in the -238 position of the TNF-o gene (3.3 (1.2-9.6) vs. 0.7 (0.6-2.1),
respectively; P=0.027). CRP concentration significantly decreased after 6 and 12 months only
in patients with GG genotypes in both positions, -238 and -308 in the 7TNF-a gene (P values
<0.001 for both GG genotypes). fCal concentration did not differ depending on the studied

polymorphisms.

Remission was achieved in 63 % of patients, with no difference depending on the genotypes.
Patients with autoimmune rheumatoid diseases carrying the GG genotypes in both positions, -
238 and -308, had a significantly better response to the therapy according to clinical scores
(DAS28, BASDALI, and VAS) compared to patients with GA or AA genotypes. The univariate
logistic regression analysis has shown that males are more likely to achieve therapeutic levels
of IFX and ADM and less likely to develop antibodies to drugs, while the diagnosis of
rheumatoid arthritis has the opposite effect. The studied polymorphisms were not factors that

can predict the clinical response to the therapy.

Conclusions: The difference in biochemical response to the anti-TNF-o antibody therapy,
remission, or antibody development to the drugs in patients with inflammatory bowel disease
and autoimmune rheumatoid diseases depending on the genotypes of -238 and -308 positions

in the 7NF-a gene promoter region was not found. In patients with autoimmune rheumatoid



diseases, a better clinical response to therapy was found, followed by clinical scores (DAS2S,
BASDAI and VAS) in patients with GG genotypes in both positions -238 and -308 in the 7NF-

a gene, while in carriers of polymorphic alleles no improvement was observed.

Genotyping of polymorphisms -238 G/A and -308 G/A in the TNF-o gene before the
introduction of IFX and ADM therapy does not contribute to the prediction of clinical outcomes
monitored by blood concentration of drugs and antibodies to the drugs, or clinical remission of

inflammatory bowel disease or autoimmune rheumatoid disease.

Keywords: adalimumab, infliximab, polymorphisms in 7TNF-a gene, antibodies to adalimumab
and infliximab, autoimmune rheumatoid diseases, inflammatory bowel disease, C reactive

protein, fecal calprotectin.
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1 UVOD

1.1 Autoimune bolesti i imunoloski posredovane upalne bolesti

Autoimunost je mehanizam koji se javlja kada organizam razvija specifi¢ni imunosni odgovor
naspram vlastitog. Autoimune bolesti nastaju kao patoloSki upalni odgovor organizma
uzrokovan pretjeranom ili neprimjerenom aktivacijom limfocita T i B te stvaranjem protutijela
na vlastite antigene. Autoimune bolesti jesu podskupina imunosno posredovanih upalnih bolesti
koje karakterizira povecana aktivnost imunosnog sustava (1). Autotoksi¢ni uc¢inak moze
djelovati sistemski ili organ-specifi¢no na, primjerice, samo odredene organe kao $to su mozak,
pluca, bubrezi, gastrointestinalni trakt, kosti i koza (2). Neke od organ-specifi¢nih autoimunih
bolesti su primarna bilijarna ciroza, gdje imunosni sustav napada jetru, Gravesova bolest u kojoj
se stvaraju protutijela na StitnjaCu te SeCerna bolest tipa 1 u kojoj se stvaraju protutijela na
stanice gusterace. Sistemske autoimune bolesti obuhvacaju Sirok raspon povezanih bolesti, koje
sve karakterizira poremecena regulacija imunosnog sustava $to posljedi¢no dovodi do upale 1
artritis (RA), sistemski eritematozni lupus (SLE), Crohnova bolest (engl. Crohn's disease, CD),

ulcerozni kolitis (engl. ulcerative colitis, UC) 1 druge.

Mehanizmi nastanka imunosno posredovanih upalnih bolesti jo§ uvijek nisu do kraja
razjasnjeni. Pretpostavlja se da ukljucuju zajedni¢ko djelovanje genskih, molekularnih,
stani¢nih, kao i1 okoliSnih ¢imbenika koji dovode do patoloSkog upalnog odgovora kojeg
pokrecu limfocite T specifiéne na auto-antigene. U razvoj autoimunih bolesti mogu biti
uklju¢ena naslijedena ili steCena oSteenja u regulatornim putevima imunosnog sustava,
molekularna slicnost virusnim i bakterijskim proteinima kao i poremecaj uklanjanja apoptozom

nastalog stani¢nog materijala (2).

Molekularna mimikrija je jedan od vode¢ih mehanizama nastanka autoimunih bolesti, a javlja
se zbog slicnosti stranih (infektivnih ili kemijskih) antigena s vlastitim molekulama, najcesce
peptidima $to dovodi do aktivacije autoreaktivnih limfocita T i B. Cetiri su glavna kriterija
potrebna za identifikaciju molekularne mimikrije: homologija u epitopima mikroorganizma i
domacina, detekcija autoprotutijela ili autoreaktivnih limfocita T na vlastite epitope i epitope

mikroorganizama, epidemioloska povezanost izlozenosti okoliSnih ¢imbenika i razvoja



autoimunosti te reproducibilnost razvoja autoimunosti u Zivotinjskom modelu. Molekularna

mimikrija moZe se oCitovati kao istovjetnost proteina, zajednicki ili sli¢ni epitopi te strukturne

sli¢nosti mikroorganizma i domacina (4).

Tablica 1. Okolisni i endogeni ¢imbenici i njihovi mehanizmi koji mogu dovesti do razvoja

autoimunih bolesti (5).

Cimbenici Mehanizam djelovanja (ukratko) Autoimune bolesti

Apoptoza Aktivacija humoralne imunosti, prezentacija antigena, PBC, TID
regulacija sekrecije citokina iz makrofaga.

Cjepiva Stimulacija imunosnog sustava putem transmembranskih ~ AIH, MS, PBC,
toll-like receptora (TLR) povecava rizik od nastanka ili RA, SLE
progresije autoimunih bolesti.

Hormoni Ucinak na urodeni i steCeni imunosni odgovor, utjecuna MS, RA, SLE
signalne puteve.

Jod Povecava afinitet receptora na limfocitima T ili MHC AITD
prezentiraju¢im molekulama.

Pusenje Aktivira steCenu imunost posredovanu dendriti¢kim AIT, PBC, RA,
stanicama, dovodi do porasta broja cirkuliraju¢ih T SLE, SS

Teski metali

Ultraljubic¢asto
zracenje

Virusne i
bakterijske
infekcije

Vitamin D

limfocita, povec¢ava autoreaktivne limfocite B, otpusta
protutijela na vlastite antigene.

Dovode do neravnoteze Thl i Th2 stanica, povecavaju
stvaranje protutijela na vlastite antigene, mijenjaju
citokinsku mrezu, povecavaju T- i B-stani¢ni odgovor.

Uzrokuje oksidativno oStec¢enje DNA i RNA koje dovodi
do apoptoze i stani¢ne smrti, otpuStanje liganda s TLR7 i
TLRO.

Molekularna mimikrija — slicnost sekvenci patogena s
peptidima u organizmu, promjena primarnih epitopa,
aktivacija autoreaktivnih imunosnih stanica, trajna
prisutnost virusnih antigena dovodi do imunosnog
odgovora.

Sudjeluje u stani¢nom rastu, proliferaciji i apoptozi,
prilagodava naslijedeni (dendriticke stanice, makrofagi) i
ste¢eni imunosni odgovor (Th1, Th2, Th17, limfociti B).

AlIH, RA, SLE; SS

MS, RA, SLE,
T1D

AIH, ARF, MS,
PBC, PBC, RA,
SLE, SS, T1D

CD, MS, PBC, RA,
SLE, SS, T1D

AIH, autoimuni hepatitis; AITD, autoimuna bolest Stitnjace; ARF, akutna reumatska groznica; CD,
Crohnova bolest; MS, multipla skleroza; PBC, primarna bilijarna ciroza; RA, reumatoidni artritis; SLE,

sistemski eritematozni lupus; SS, Sjogrenov sindrom; T1D, Se¢erna bolest tipa 1.



Okoli$ni ¢imbenici koji mogu razli¢itim mehanizmima pridonijeti razvoju autoimunih bolesti
su prehrana, poremecaj mikrobiote (disbioza), razliite zarazne bolesti, bakterije, lijekovi,
puSenje, hormoni, ultraljubiCasto zracenje, teSki metali, cjepiva 1 drugo. Tako, primjerice,
pusenje moze dovesti do povecanog broja cirkuliraju¢ih limfocita T te stvaranja protutijela na
vlastite na antigene. Cjepiva mogu aktivirati imunosni sustav §to moze dovesti 1 do stvaranja
protutijela na vlastite antigene. Vitamin D sudjeluje u stanicnom rastu i proliferaciji te modulira
urodeni 1 steCeni imunosni odgovor preko makrofaga i limfocita Th1, Th2, Th17 i B. Ovisno o
mehanizmima djelovanja, dolazi do razvoja razli¢itih autoimunih bolesti od kojih su neke

navedene u tablici (Tablica 1).

1.1.1  Incidencija i prevalencija autoimunih bolesti

Incidencija i prevalencija autoimunih bolesti razlikuju se ovisno o geografskom podrucju, a
mogu ovisiti 1 o socio-ekonomskom stanju nekog podrucja, etnickoj pripadnosti i brojnim
okolisnim ¢imbenicima. Autoimune bolesti mogu se javiti u svim dobnim skupinama, uz

karakteristi¢ne razlike ovisno o tipu bolesti.

NajceS¢e autoimune bolesti ukljuCuju reumatoidni artritis (RA), celijakiju, sistemski
eritematozni lupus (SLE), multiplu sklerozu (MS), Se€ernu bolest tipa 1 (engl. type I diabetes,
T1D), upalne bolesti crijeva, Hashimotovu i Gravesovu bolest Stitnjace te druge. Prevalencija
se definira kao broj slucajeva pojedine bolesti na 100000 stanovnika u odredenom vremenskom
razdoblju. Prevalencija autoimunih bolesti u op¢oj je populaciji od 3 do 5 %, a povecava se
posljednjih nekoliko godina, posebice u industrijskim zemljama. Prema istrazivanju Lernera i
suradnika (6), ukupan porast prevalencije autoimunih bolesti u razdoblju od 1985. do 2015.
godine iznosi ¢ak 19,1 %. U istom istraZivanju najveci porast prevalencije bolesti primijecen je
kod reumatoloskih bolesti (RA, SLE) i iznosi ¢ak 7,1 %. Tijekom godina je uo¢en nesto manji
porast pojavnosti za endokrinoloske (6,3 %) 1 gastrointestinalne (6,2 %) autoimune bolesti, dok
je najmanje porasla prevalencija neuroloskih autoimunih bolesti (multipla skleroza, mijastenija
gravis) te porast iznosi 3,7 % (6). Prevalencija, ali 1 porast pojavnosti autoimunih bolesti
razlikuje se ovisno o vrsti bolesti. Prevalencija za RA iznosi od 0,5-1 % u populaciji, s tim da
se kod Zena javlja i do tri puta ceS¢e nego kod muskaraca (7). Prevalencija psorijaznog artritisa
niska je u op¢oj populaciji te na podrucju Europe iznosi do najvise 0,25 %. Za razliku od opce

populacije, prevalencija psorijaznog artritisa u bolesnika sa psorijazom je znacajno visa te
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iznosi od 6 % do ¢ak 41 % (8). Ankilozantni spondilitis javlja se s prevalencijom od 5 do 6 %
(9). Upalne bolesti crijeva javljaju se s manjom prevalencijom od reumatoidnih te njihova
prevalencija iznosi oko 0,3 % u Europi 1 Sjevernoj Americi za Crohnovu bolest 1 do 0,5 % za

ulcerozni kolitis (10).

Prevalencija autoimunih bolesti razlikuje se i ovisno o spolu i dobi, pa tako, reumatoidne bolesti
uglavnom zahvacaju zene starije dobi, dok se, primjerice, upalne bolesti crijeva javljaju u
priblizno slicnom omjeru kod muskaraca i Zena, ali uz nesto ¢eS¢u pojavnost kod osoba mladih

od 30 godina (11).

Incidencija bolesti je ucestalost novih slucajeva odredene bolesti u odredenom vremenskom
razdoblju. Uz porast prevalencije u razdoblju od 30 godina (od 1985. do 2015. godine) porasla
je 1 incidencija autoimunih bolesti za ¢ak 12,5 % (6). Incidencije razlicitih autoimunih bolesti

u Europi prikazane su u tablici (Tablica 2).

Tablica 2. Incidencije autoimunih bolesti u Europi, podaci iz 2015. godine (5).

Autoimuna bolest Incidencija na 100000 stanovnika po godini
Addisonova bolest 0,56-6,20
Autoimuni hepatitis 1,07-3,0
Celijakija 1,5-8,7
Crohnova bolest 6,9-20,2
Gravesova bolest 21-50
Multipla skleroza 0,8-8.,7
Primarna bilijarna ciroza 1,4-3,1
Reumatoidni artritis 9-36
Sistemski eritematozni lupus 1,0-5,0
Sjogrenov sindrom 53
Seéerna bolest tipa 1 >20
Ulcerozni kolitis 4,1-16,5




1.1.2 Geneticka osnova autoimunih bolesti

Monogenske autoimune bolesti koje nastaju mutacijama u samo jednom genu su vrlo rijetke.
Neke od monogenskih autoimunih bolesti su: sindrom autoimune poliendokrinopatije tipa I
(engl. Autoimmune Polyendocrinopathy Syndrome, APS) koji nastaje zbog mutacije
transkripcijskog faktora, autoimunog regulatora (AIRE gen), zatim imunodisregulacija,
poliendokrinopatija i enteropatija vezana uz X kromosom (engl. Immunodysregulation,
Polyendocrinopathy, and Enteropathy, X-linked, IPEX) te autoimuni limfoproliferativni
sindrom (engl. Auto-immune Lymphoproliferative Syndrome, ALPS) (12). Osim navedenih i
neki podtipovi sistemskog eritematoznog lupusa takoder nastaju zbog mutacija u samo jednom

genu (13).

Vec¢ina autoimunih bolesti uglavnom nastaje zajednickim djelovanjem viSe gena,

promijenjenom regulacijom imunosnog sustava te okoliSnim ¢imbenicima (Slika 1).

Genetska

/ ~._  predispozicija
/

Autoimune \

bolesti

—

/

Okolisni Poremecaj regulacije
¢imbenici imunog sustava

Slika 1. Mehanizam nastanka autoimunih bolesti (14).

U prethodnim istrazivanjima otkrivena je povezanost nastanka autoimunih bolesti s regijom u
kojoj su smjesteni geni koji kodiraju molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl.
Major Histocompatibility Complex, MHC) odnosno humanih leukocitnih antigena (engl.
Human Leukocyte Antigens, HLA). Pronadena je povezanost HLA-DRB alela s brojnim



autoimunim bolestima, kao $to su SLE, RA, PsA, psorijaza, sistemska skleroza, MS, mijastenija
gravis. Nastanak SLE se povezuje uz polimorfizme gena koji kodira podjedinicu pi receptora
y-aminomaslacne kiseline (engl. Gamma-Aminobutyric Acid Receptor subunit Pi, GABRP
gene) kao 1 polimorfizme gena za modulator ciklickog AMP-a (engl. Cyclic AMP-Responsive
Element Modulator a, CREM-a). Sjégrenova bolest povezana je s genskim varijantama lokusa
MHC kompleksa, dok se autoimuni hepatitis povezuje s polimorfizmima u HLA-DRBI genu,
aliiu genu za IL-13. Primarni sklerozirajuci kolangitis moze nastati zbog poremecaja ekspresije
sulfotransferaze 2A1 (engl. Sulfotransferase Family 24 member 1, SULT2A1), a psorijaza se
povezuje s mutacijama u brojnim genima: CLMN (engl. Calmin), FBXL19 (engl. F-Box and
Leucine Rich Repeat Protein 19), CCL4L (engl. C-C Motif Chemokine Ligand 4 Like 1),
Cl70rf51 (engl. Chromosome 17 open reading frame 51 pseudogene), TYK2 (engl. Tyrosine
Kinase 2), IL-13 (engl. Interleukin 13), SLC2244 (engl. Solute Carrier Family 22 Member 4),
CDKALI (engl. CDK35 regulatory subunit Associated Protein 1 Like 1)1 HLA-B/MICA (engl.
Human Leukocyte Antigen Complex B/Human Major Histocompatibility Complex (MHC) class
I chain-related gene A (MICA)) te PSORS6 (engl. Psoriasis Susceptibility 6), TNF-o (engl.
Tumor Necrosis Factor a), FCGR2A4 (engl. Fc Gamma Receptor Ila), TNFRI (engl. TNF
Receptor Superfamily Member 14), CD226 (engl. CD226 Molecule), HLA-C (engl. Human
Leukocyte Antigen Complex C), TNFAIP3 (engl. TNF Alpha Induced Protein 3), CCHCRI
(engl. Coiled-Coil Alpha-Helical Rod Protein 1) (15). Polimorfizmi u PTPN22 (engl. Protein
Tyrosine Phosphatase Non-Receptor type 22) genu povezani su s vise autoimunih bolesti kao
Sto su Secerna bolest tipa 1, SLE, Gravesova bolest i RA, a mutacije u istom genu mogu

djelovati protektivno kod Behcetove 1 Crohnove bolesti (16).

Unato¢ stalnom istrazivanju povezanosti razli¢itih gena s autoimunim bolestima te provodenju
brojnih cjelogenomskih asocijacijskih studija (engl. Genome-Wide Association Studies, GWAS)
(Tablica 3) (17), najcesce se ipak istrazuje MHC kompleks koji regulira specificnost ste¢enog
imunosnog odgovora, a polimorfizmi se povezuju s RA 1 ve¢inom drugih autoimunih bolesti.
Polimorfizmi u MHC regiji na kromosomu 6 povecavaju rizik od nastanka RA za 30-40 %, od

¢ega vecina rizika od nastanka bolesti otpada na HLA-DRBI varijantu (18).



Tablica 3. Genski lokusi povezani s autoimunim bolestima (17).

Gen Lokacija Funkcija

Autoimune bolesti

Unutarstani¢ne signalne molekule i receptori

PTPN22 1p13.3 signalni putevi preko receptora na limfocitima T 1 B

RA, SLE, AITD, T1D

BANK1 4q22 aktivacija limfocita B SLE
INFAIP3 6423 1%113\111;\/111\;11:11_, Kighibitor signalnih puteva receptora RA, SLE, CD
BLK 8p23 aktivacija limfocita B SLE
PTPN2 8pl1.3 negativni regulator aktivacije limfocita T CD, T1D
TRAF1 9q33 regulacija signalnih puteva receptora TNF/NF-xkB RA
Unutarstani¢ni receptori koji prepoznaju molekulske strukture (PRR)

IFIH] 2q24 receptor za virusnu dsRNA T1D, GD
NOD2/CA 1612 unutarstani¢ni receptor za bakterije, signalni put cD
RDI5 preko NF-«xB

Transkripcijski ¢imbenici

REL 2p13 ¢lan NF-«xB RA
STAT4 2q32.2 regulira [IFN-y put RA, SLE
IRF5 7q32 regulira put IFN tipa 1 SLE
NKX2-3 10q24.2 regulira razvoj intestinalnih i sekundarnih cD

limfoidnih organa

Citokini i citokinski receptori

1L2/1121 4926 regulacija limfocita T

IL23R 1p31.1 homeostaza Th17

IL7RA 5pl3 homeostaza memorijskih limfocita T

IL2RA 10p15.1  homeostaza limfocita T i T regulatornih stanica

IL12B 15q31.1  razvoj ThliThl7

T1D, RA, celijakija
PSA, PSO, CD, AS
MS

MS, T1D, GD

PSO, CD




Gen Lokacija Funkcija Autoimune bolesti

Membranski receptori i kostimulatorne molekule

CTLA4 2q33 inhibitorni kostimulatorni limfociti T T1D, RA
ITGAM 16p11.2  Kklirens imunosnih kompleksa i adhezija leukocita ~ SLE

kostimulacija limfocita T i B, stvaranje IgM,

CD40 20q12 TNF-a, IL-2 preko NF-«B signalnog puta RA
Geni povezani s autofagijom

ATGI6LI  2q37.1 autofagija CD
IRGM 5q33.1 autofagija CD
Enzimi

ARTS1 5ql5 peptidno skrac¢ivanje MHC I AS
PADI4 1p36.13  enzimska citrulinacija peptida RA
Autoantigeni

INS 11p15.5  ciljni autoantigen T1D
TSHR 14931 ciljni autoantigen AITD

AIH, autoimuni hepatitis; AITD, autoimuna bolest Stitnjace; ARF, akutna reumatska groznica; AS,
ankilozantni spondilitis; CD, Crohnova bolest; GD, Gravesova bolest; MS, multipla skleroza; PBC,
primarna bilijarna ciroza; PSA, psorijazni artritis; PSO, psorijaza; RA, reumatoidni artritis; SLE,
sistemski eritematozni lupus; SS, Sjogrenov sindrom; T1D, Se¢erna bolest tipa 1.

1.1.3  Uloga vitamina D u autoimunim bolestima

Klju¢na uloga vitamina D je u regulaciji homeostaze kalcija 1 odrZzavanja zdravih kostiju. Osim
toga, vitamin D je neophodan u modulaciji 1 regulaciji prirodenog i steCenog imunosnog
odgovora organizma. Sazrijevanje, diferencijaciju imunosnih stanica kao 1 proizvodnju citokina
1 kemokina te prezentaciju antigena regulira 1,25-dihidroksi-vitamin D (1,25(OH).D). Dodatno,
1,25(OH)2D inhibira upalu supresijom ekspresije Toll-like receptora (TLR) te smanjuje
stvaranje upalnih citokina interleukina 1 i 6 te faktora nekroze tumora (TNF-a) koji imaju

kljucnu ulogu u nastanku autoimunih bolesti. Uz navedeno, 1,25(OH).D utjece na aktivaciju



limfocita B, tako da suprimira diferencijaciju u plazma stanice te stvaranje imunoglobulina i

protutijela.

Niske koncentracije vitamina D povezuju se s povecanim rizikom pojave autoimunih bolesti i
vece aktivnosti bolesti. U nekim istrazivanjima pokazana je povezanost razine estrogena i
vitamina D te njihovo zajedni¢ko djelovanje na nastanak autoimunih bolesti kao $to su multipla
skleroza, reumatoidni artritis i sistemski eritematozni lupus (19). Vitamin D ima ulogu i u zastiti
epitelne barijere crijeva, regulira upalni odgovor inhibicijom razvoja limfocita Th17 te
jednostavnijim stvaranjem regulatornih limfocita Treg, otpuStanjem IL-10 i supresijom sinteze
IgE. Osim navedenog, vitamin D inhibira ekspresiju molekula na dendriti¢kim stanicama ¢ime

se blokira aktivacija limfocita Th i stvaranje citokina (20).

U prethodnim istraZivanjima uocena je visoka prevalencija (30-40 %) niske koncentracije
vitamina D kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva. Niske koncentracije vitamina D povezane
su s vecom aktivnos$éu upalnih bolesti crijeva, upalama te relapsom bolesti (21). Unato¢ svim
dobrobitima vitamina D i njegovim ulogama u upalama i smanjenju upalnih stanja, nije

dokazana konac¢na uloga vitamina D u lije¢enju autoimunih bolesti.

1.1.4  Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory Bowel Diseases, IBD) su kroni¢ne upalne bolesti
tkiva u gastrointestinalnom traktu koje karakteriziraju ucestale upale crijevne sluznice.
Najcesc¢e upalne bolesti crijeva su Crohnova bolest 1 ulcerozni kolitis. Obje bolesti mogu imati
sli¢ne klinicke karakteristike, ali 1 vrlo razli¢ite simptome. Patogeneza nastanka upalnih bolesti

crijeva jo$ uvijek nije potpuno poznata.

Cjelogenomskim asocijacijskim studijama (engl. Genome-Wide Association Studies, GWAS)
kao 1 drugim geneti¢kim istrazivanjima, otkriveno je preko 240 genskih lokusa koji mogu biti

povezani s upalnim bolestima crijeva (22).

Osim genetickih ¢imbenika, do bolesti moze dovesti i poremec¢aj imunog odgovora na crijevnu
mikrobiotu zbog raznih dijeta, poremecaja u prehrani uz velik unos Secera i masti, uzimanja

antibiotika, probiotika te drugi ¢imbenici kao Sto su pusenje, stres ili neki lijekovi (23).



Upalne bolesti crijeva karakterizirane su poremecajem u regulaciji imunosnog odgovora,
ostecenjem epitela te povecanim stvaranjem sluzi. Limfociti T i B, makrofagi, dendriticke
stanice 1 neutrofili infiltriraju u laminu propriju te dovode do poremecaja u regulaciji upalnog
odgovora. Zbog aktivacije sluznice, stanice lamine proprije pojacano stvaraju proupalne

citokine, TNF-q, interleukin 12 (IL-12), interferon y (IFN- v) i druge (24).

U bolesnika s upalnim bolestima crijeva koncentracija TNF-a je poviSena u sluznici crijeva,
stolici 1 krvi (25). PoviSena koncentracija TNF-a povecava propusnost intestinalne epitelne
barijere induciranjem apoptoze epitela cime se omogucava prolaz bakterija i proteina u lumen

crijeva §to dodatno dovodi do oStec¢enja crijevnog epitela (26).

Prevalencija upalnih bolesti crijeva izrazito ovisi o socio-ekonomskim karakteristikama
podrucja. Urbani dijelovi imaju vecu prevalenciju bolesti od ruralnih. Jedna od teorija kojom
se moze objasniti veca incidencija upalnih bolesti crijeva u gradovima je manja izloZenost
enterobakterijama tijekom djetinjstva. Zbog veceg stupnja higijene kod djece u urbanim
podru¢jima moze do¢i do razvoja neprimjerenog imunosnog odgovora prilikom izlozenosti
novim antigenima, odnosno gastrointestinalnim infekcijama kasnije tijekom zivota. Osim toga,
veca je izlozenost drugim okoliSnim ¢imbenicima kao S§to su puSenje, zagadenost zraka,
smanjena izloZenost parazitima te ucestalije koriStenje antibiotika. Dodatno, zanimanja kojim
se ljudi bave u gradovima, ukljucuju sjedilacki nacin zivota te manje kretanja. Svi navedeni
¢imbenici mogu utjecati na razvoj autoimunih bolesti, a posebice na razvoj upalnih bolesti
crijeva (27). S druge strane, u ruralnim je podruc¢jima, zbog nacina prehrane 1 fizicki aktivnijeg
zivota, uz manje stresa, prevalencija upalnih bolesti crijeva manja, ali je takoder primije¢en
porast prevalencije od ¢ak 30 % tijekom 10 godina (28, 29). Upalne bolesti crijeva javljaju se
u podjednakom omjeru kod muskaraca i zena, s tim da su u mladoj dobi ¢esc¢e kod muskaraca,

a u starijoj kod Zena.

Ovisno o geografskim podru¢jima, cak i1 klini¢ka prezentacija bolesti moze biti razlicita,
odnosno bolesnik moZe imati zahvacene razliCite organe izvan gastrointestinalnog trakta.
Unato¢ brojnim razlikama u prezentaciji bolesti, najces¢i simptomi su povezani s upalnim
oStec¢enjima probavnog trakta koji dovode do ucestalih proljeva, krvavih ili sluzavih stolica,
konstipacije 1/ili opstipacije, boli 1 krvarenja u rektumu, abdominalnih gréeva, a kod Crohnove
bolesti, moguce su mucnine i povracanje te rjede poviSena tjelesna temperatura, gubitak teka i

tezine (30).
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Dijagnoza upalnih bolesti crijeva se, osim fizickim pregledom i uzimanjem anamneze od
bolesnika, postavlja i laboratorijskim testovima. Od posebnog su znacaja pregled stolice na
parazite i bakterije te okultno krvarenje, kao i odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina
u stolici kojim je moguce mjeriti aktivnost bolesti. Osim navedenih, odreduje se i koncentracija
upalnog biokemijskog parametra C-reaktivnog proteina u krvi, kompletna krvna slika,
koncentracija feritina i drugi biokemijski parametri. Za konac¢nu dijagnozu potrebne su i

slikovne tehnike (radiografija) te endoskopija (kolonoskopija i gastroskopija) i biopsija (31).

1.1.5 Autoimune reumatoidne bolesti

Autoimune reumatoidne bolesti najéeS¢e su kroni¢ne bolesti miSiéno-kostanog sustava. Do
danasnjih dana patogeneza bolesti nije u potpunosti razjasnjena, a najvjerojatnije, kao 1 druge
autoimune bolesti, nastaje zajednickim djelovanjem genetickih i okolisnih ¢cimbenika. Najcesce
imunosno posredovane reumatoidne bolesti su reumatoidni artritis, ankilozantni spondilitis te

psorijazni artritis.

Reumatoidni artritis najc¢esca je kroni¢na sistemska upalna bolest koja napada zglobove ruku,
Saka 1 koljena 1 to viSe simetri¢nih zglobova istovremeno. Prevalencija RA u sjevernoj Europi
1 Americi je 0,5 — 1 % s prosje¢nom godisnjom incidencijom od 0,02 - 0,05 %. RA se 3-4 puta
cesce javlja kod zena nego kod muskaraca. Socio-ekonomski ¢imbenici utjecu na tijek i ishod
bolesti viSe nego na njezin razvoj. U brojnim istrazivanjima pokazana je povezanost
prevalencije RA s alelima na HLA-DRBI1 lokusu te se HLA geni smatraju jednim od vaznijih
genetickih ¢imbenika za razvoj bolesti. Dijagnoza reumatoidnog artritisa postavlja se na
temelju zbroja bodova koje donose pojedini klini¢ki simptomi. Kod procjene klinickog stanja
bolesnika u obzir se uzima broj uklju¢enih bolnih (BBZ) i otec¢enih zglobova (BOZ) od ukupno
28 zglobova koji su uklju¢eni u DAS28 (engl. Disease Activity Score), pozitivni seroloski
testovi od kojih su najces¢i reumatoidni faktor i protutijela na citrulinirani cirkuliraju¢i peptid,
koncentracija C reaktivnog proteina (CRP) ili vrijednosti sedimentacije eritrocita te trajanje

simptoma i slikovne tehnike (32).
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Ankilozantni spondilitis Cesta je spondiloartropatija koja zahvaca uglavnom kraljeznicu te
uzrokuje teSku kroni¢nu bol. NajceS¢e zahva¢a muskarce mlade od 45 godina, a prevalencija

bolesti iznosi 0,04 do 0,1 %. Pojava bolesti povezana je s polimorfizmima gena HLA-B27 (33).

Psorijazni artritis (PsA) je imunosno posredovana reumatoidna upalna bolest. Zahvaca aksijalne
kosti, ali 1 nokte te uzrokuje upalu vezivnog tkiva. Zbog razlicite klinicke prezentacije teze se
dijagnosticira od ostalih reumatoidnih bolesti (34). Prevalencija psorijaze iznosi oko 2 % u
svjetskoj populaciji, a iako se moze javiti u svim Zivotnim dobima, naj¢esce se javlja izmedu
15 1 20 godina te u kasnijoj dobi, izmedu 55 i1 60 godine. Prevalencija psorijaznog artritisa
znacajno raste kod oboljelih od psorijaze te se kre¢e od 6 do ¢ak 42 %. PsA ceS¢e zahvaca

muskarce (33).
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1.2 LijecCenje autoimunih i imunosno posredovanih upalnih bolesti

Upalne bolesti crijeva 1 autoimune reumatoidne bolesti zahtijevaju dugotrajno lijeCenje u
nekoliko etapa. Kod obje vrste bolesti cilj lijeCenja je poboljSati ope stanje bolesnika te

umanjiti simptome, uz $to duza razdoblja bez kortikosteroidne terapije.

Kod upalnih bolesti crijeva najceS¢e se provodi kombinirana terapija. U prvom redu to su
protuupalni lijekovi: 5-aminosalicilna kiselina (engl. 5-Aminosalicylic Acid, 5-ASA),
sulfasalazin, budesonid, koji se koriste za smanjenje akutnih upala kao i za indukciju remisije.
Tiopurini 1 kortikosteroidi znac¢ajno smanjuju upalu i olakSavaju simptome te se koriste u

odrzavanju remisije, ali ne sluze trajnom odrzavanju remisije.

Metotreksat (MTX) moze inducirati remisiju ili odrzavati stanje remisije do kojeg su doveli
kortikosteroidi. Kod agresivnijih oblika bolesti prvi lijek izbora su antagonisti TNF-a. Za tezi
oblik CD bez odgovaraju¢eg odgovora na prethodnu terapiju, koriste se antagonisti TNF-a:

infliksimab, adalimumab 1 certolizumab.

Osim antagonista TNF-a, u posljednje vrijeme koristi se i vedolizumab koji je protutijelo na
a4P7 integrin. Integrini su transmembranski glikoproteini koji omogucéavaju adheziju stanica s
izvanstani¢énim matriksom. a4f}7 integrin vecinom je eksprimiran na limfocitima B i T te u
instestinalnoj sluznici dolazi do medudjelovanja s adhezijskim molekulama, mukoznim
adresinima (engl. Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule 1, MAdCAM-1) (35).
Vedolizumab ima manje nuspojava od antagonista TNF-a. Krajnji korak u lijeCenju bolesnika
s upalnim bolestima crijeva kirurSko je odstranjivanje zahvacenih dijelova crijeva i to kod ¢ak
do 75 % bolesnika s Crohnovom bolesc¢u i do 30 % bolesnika s ulceroznim kolitisom (30, 36,

37).

Svaka bolest ovisno o svojim simptomima na pocetku bolesti, trajanju bolesti kao 1 uspjehu
odnosno neuspjehu terapije, ima algoritme lijeenja koje su preporuke svjetskih, europskih ili

hrvatskih stru¢nih drustava.

Na slikama su prikazani algoritmi lijeCenja Crohnove bolesti (Slika 2) (38) 1 ulceroznog kolitisa

(Slika 3) (39).
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Slika 2. Algoritam lijecenja Crohnove bolesti (prilagodeno prema 38). 5-4S4 — 5-aminosalicilna
kiselina;, 6-MP — 6-merkaptopurin, anti-TNF-a — protutijela na faktor nekroze tumora,; At —
protutijela; AZA — azatioprin, MTX— metotreksat.
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Slika 3. Algoritam lije¢enja ulceroznog kolitisa (prilagodeno prema 39). 5-4S4 — 5-aminosalicilna
kiselina; anti-TNF-o. — protutijela na faktor nekroze tumora o; AZA — azatioprin; konc. —
koncentracija.
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Lijecenje autoimunih reumatoidnih bolesti zapocinje konvencionalnim sintetskim lijekovima
koji modificiraju tijek bolesti (engl. conventional synthetic Disease-Modifying Antirheumatic
Drugs, csDMARD), najcesc¢e s metotreksatom (MTX) kako bi se postigla remisija bolesti. Ako
je MTX kontraindiciran ili se razvije intolerancija, umjesto njega se koriste imunosupresivni
lijekovi leflunomid ili sulfasalazin. Bez postignute remisije unutar 3 mjeseca, sljedeci lijekovi
izbora su bioloski DMARD lijekovi (- DMARD) odnosno antagonisti TNF-a i to najcesce
infliksimab (IFX), adalimumab (ADM) ili etanercept. Ako se primjenom prvog bioloskog lijeka
ne postigne remisija, preporuka je zamijeniti lijek drugim antagonistom TNF-a do
odgovaraju¢eg odgovora na terapiju, odnosno remisije bolesti (40). LijeCenje ankilozantnog
spondilitisa 1 psorijaznog artritisa zapocinje nesteroidnim protuupalnim lijekovima 1
glukokortikoidima, takoder uz prijelaz na bioloske lijekove kod neodgovarajuceg odgovora na

takvu terapiju (41,42).

Na slici (Slika 4) prikazan je algoritam lijecenja za RA (40).
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Slika 4. Algoritam lije¢enja reumatoidnog artritisa (prilagodeno prema 40). anti-TNF-o —
protutijela na faktor nekroze tumora o, csDMARD — konvencionalni sintetski lijekovi koji modificiraju
tijek bolesti; JAK inhibitor — inhibitor Janus kinaza.
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1.2.1  Bioloski lijekovi

Prema preporukama gastroenteroloskih i reumatoidnih drustava, ako se lije¢enjem imunosno
posredovanih upalnih bolesti crijeva (CD, UC) 1 reumatoidnih bolesti (RA, AS, PsA) ne
postigne ocekivana remisija bolesti s protuupalnim lijekovima, metotreksatom i
glukokortikoidima, sljede¢a razina lijecenja ukljucuje bioloske lijekove. Bioloski lijekovi
djeluju specificno na pojedine komponente imunosnog sustava kao §to su, primjerice, limfociti
T 1 B te upalni citokini. Cilj bioloskih lijekova je inhibirati samo te komponente koje, ukoliko
im se narus$i homeostaza u organizmu, dovode do razvoja autoimunih bolesti, bez utjecaja na
imunosni sustav opcenito (43). Bioloski lijekovi koji se koriste u terapiji autoimunih
reumatoidnih bolesti i upalnih bolesti crijeva inhibiraju upalne citokine ukljucene u patogenezu
bolesti, kao §to su faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF), pojedini

interleukini (IL) interferon y (IFN) ili drugi (44).
Prema mehanizmu djelovanja razlikuje se nekoliko vrsta bioloskih lijekova:

e antagonisti TNF-a: infliksimab, adalimumab, certolizumab, golimumab, etanercept;
e antagonist transmembranskih glikoproteina, 047 integrina: vedolizumab;
e antagonist [L-17A: secukinumab;

e antagonist [L-12/23 p40: ustekinumab.

1.2.2  Faktor nekroze tumora (TNF-a)

TNF-a je pleiotropni proupalni citokin koji pripada superporodici TNF-a (engl. TNF
superfamily member 2, TNFSF2). Uz TNF-a, superporodici TNF-a pripada i TNF-B koji se jo$
naziva i limfotoksin a (LT-a). LT-a je strukturno sli¢an TNF-a te ima i slicnu biolosku funkciju,

a pokazano je njihovo zajednic¢ko djelovanje u nekim fizioloSkim procesima (45).

Transmembranski TNF-a (engl. transmembrane TNF-a, tmTNF-a) je prekursor topljivog TNF-
a (engl. soluble TNF-a, sTNF-a). Transmembranski TNF-a eksprimiran je na povrSini
aktiviranih makrofaga i limfocita, a sastoji se od 233 aminokiselinska ostatka 1 veli¢ine je 26
kDa. Transmembranski TNF-a djeluje kao ligand koji se veZe na TNF-a receptore na ciljnim

stanicama te prenosi signale u stanice koje stvaraju TNF-oa. Metaloproteinaza TNF-a
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konvertiraju¢i enzim (engl. TNF-o. Converting Enzyme, TACE) kida transmembranski TNF-a
i nastaje sSTNF-a koji se sastoji od 157 aminokiselinskih ostataka i veli¢ine je 17 kDa. Topljivi
TNF-a je homotrimer, koji se moze kidati do monomera, dok tmTNF-a ostaje u obliku
homotrimera. Transmembranski 1 topljivi TNF-a vezu se za receptore TNF-a tipa 112 (TNFR1

1 TNFR2) i na taj nacin se aktivira njihova bioloSka funkcija (46).

TNF-o ima znacajnu ulogu u regulaciji imunosnog odgovora, stani¢ne proliferacije, fizioloskim
1 patofizioloskim funkcijama organizma te sudjeluje u mrezi regulacije stani¢nih funkcija.
Djeluje vezanjem na dva transmembranska receptora: TNFR1 1 TNFR2. TNFRI1 je eksprimiran
u vedini tkiva kod sisavaca dok je TNFR2 eksprimiran u stanicama imunosnog sustava. TNF-a
stvaraju u razli¢ite stanice, primjerice limfociti B, NK stanice, endotelne i miSi¢ne stanice,
fibroblasti 1 osteoklasti, a najviSe makrofagi. Vrlo se brzo otpusta nakon traume ili izloZenosti
lipopolisaharidima iz bakterija. Glavna funkcija TNF-a je regulacija stvaranja proupalnih
citokina te ima srediSnju ulogu u aktivaciji stanica prilikom upale (47). TNF-a pokrece
prezivljavanje stanice te aktivira proupalni transkripcijski faktor NF-xB i te aktivira MAP
kinaze, aktivira fagocite koji uklanjaju uzro¢nike infekcije te povecava ekspresiju adhezijskih
molekula na vaskularnom endotelu koje omogucavaju neutrofilima i makrofagima prolaz do
oste¢enih tkiva i1 upale. Uloga TNF-a vrlo je raznolika i kontradiktorna, a stvaranje TNF-a
povezuje se s polimorfizmom u promotorskoj regiji gena TNF-o na polozaju -308, iako jo$

uvijek to¢an mehanizam nije u potpunosti razjasnjen (48).

Od nedavno je TNF-a prepoznat i kao adipokin te je otkrivena njegova pojacana proizvodnja u

adipoznom tkivu kod pretilih osoba i osoba s drugim metabolickim bolestima (49).

Ako dode do neravnoteze u proizvodnji TNF-a, zbog endogenih ¢imbenika ili stimulacije
mikroorganizmima, dolazi do povecanog stvaranja citokina (IL-1, IL-6, IL-17) 1 kemokina (IL-
8, MCP, RANTES) sto posljedicno dovodi do jos veceg stvaranja TNF-a. Kaskada stani¢nih
odgovora uzrokuje razvoj kroni¢nih i autoimunih upalnih bolesti, najc¢eS¢e reumatoidnog
artritisa, upalnih bolesti crijeva, psorijaznog artritisa, ankilozantnog spondilitisa, ateroskleroze
i sepse (50). S obzirom na to da ima klju¢nu ulogu u patofiziologiji brojnih bolesti, blokiranje

stvaranja TNF-a vazan je terapijski pristup, posebice kod autoimunih bolesti (51).

Premda ima znacajnu ulogu u patofiziologiji upalnih bolesti crijeva i imunosno posredovanih

reumatoidnih bolesti, TNF se ne moZze koristiti kao biljeg aktivnosti ili remisije navedenih
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bolesti. Jedan od razloga je Sto koncentracija TNF-o moZe biti poviSena kod brojnih drugih
upalnih stanja, ali moZe biti i sniZzena zbog uzimanja nekih lijekova. Isto tako, koncentracija

TNF-a ne mora biti poviSena u autoimunim bolestima (52).

1.2.3  Polimorfizmi gena TNF-a

Gen koji kodira TNF-a nalazi se na kromosomu 6 (6p21.33). Gen TNF-a ima 2772 parova baza
14 kodirajuce sekvence (eksona) veli¢ine 363, 45, 47 1 1220 bp s tim da se najveci eksoni nalaze
na pocetku i na kraju gena. Gen se nalazi u regiji MHC kompleksa klase III izmedu gena HLA-
B i HLA-DR (Slika 5). Gen TNF-a je eksprimiran u razliitim stanicama, najvise u
makrofagima, ali i limfocitima T i B, NK stanicama, mastocitima, dendritickim stanicama i
fibroblastima (53). Unutar promotorske regije gena TNF-o postoji nekoliko polimorfizama koji
se povezuju s promijenjenom proizvodnjom 1 u¢inkom TNF-a: -1031 T/C (rs1799964), -863
C/A (rs1800630), -857 C/A (1s1799724), -308 G/A (rs1800629) 1 -238 G/A (1s361525). (54).

MHC Klasa | Klasa Il Klasa Il
HLA G A C B TNF HSP || C2,4 DR DQ DP
Kromosom 6
LT-a TNF-a LT-B ‘
eksoni ._I 'I. l_l I . . I I I
-308 -238

Slika 5. PoloZaj gena za TNF-o na kromosomu 6p21.31 i polimorfizmi u promotorskoj regiji
gena TNF-a na poloZajima -238 i -308 (prilagodeno prema 48, 55). LT-a — limfotoksin o, LT-f5 —
limfotoksin f; MHC — glavni sustav tkivne podudarnosti; TNF-a — faktor nekroze tumora o.

Od navedenih polimorfizama jedini za koji je pokazano da direktno utjece na ekspresiju TNF-a
nalazi se na polozaju -308 u promotorskoj regiji gena TNF-a. Genotip AA na tom polozaju
povezan je s pove¢anom spontanom ili stimuliranom proizvodnjom TNF-a u in vitro i in vivo

uvjetima (56). Osim direktnog utjecaja, polimorfizmi u promotorskoj regiji gena TNF-o dovode
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do promijenjene ekspresije TNF-a te posljedi¢no do poveéanja koncentracije i/ili aktivacije

drugih molekula koje imaju direktan ili indirektan u¢inak na stvaranje TNF-o.

U prethodnim istrazivanjima pronadena je povezanost alela -238 G, =863 A 1-1031 C s visokom
razinom ekspresije gena TNF-a u bolesnika s multiplom sklerozom i1 kod zdravih ispitanika (57,
58). U kasnijem istrazivanju Kaluza i suradnici su pokazali smanjenu transkripcijsku aktivnost
gena TNF-a s alelom -238 A u bolesnika sa psorijazom (59). Osim u navedenim genima,
ekspresija TNF-a mijenja se 1 ovisno o polimorfizmima gena TNF-a ili u drugim genima (60).
Polimorfizmi na polozajima -238 i -308 u promotorskoj regiji gena TNF-a povezani su i s
ve¢om podloznoscéu razvoju autoimunim bolestima uz razlicite, ¢esto i kontradiktorne rezultate
u raznim istrazivanjima. Tako je, primjerice, u istrazivanju Mosaada i suradnika pokazano da
su osobe nositelji alela -308 A u genu TNF-o podloznije razvoju RA (61), dok Hadinedoushana
1 suradnika. u svom istrazivanju nisu potvrdili povezanost bolesti s genotipovima GA ili AA na

polozaju -238 u genu TNF-o (62).

Kontradiktorni su rezultati dobiveni u studijama povezanosti polimorfizama na polozajima
-2381-308 u promotorskoj regiji gena TNF-a s povecanim odnosno smanjenim rizikom razvoja
psorijaznog artritisa, pa su tako Li 1 suradnici pokazali da bolesnici s genotipovima GA 1 AA
na poloZaju -238 gena TNF-a imaju povecani rizik od razvoja ove bolesti, dok genotipovi GA

1 AA na polozaju -308 gena TNF-o smanjuju rizik od bolesti (63).

Za razliku od reumatoidnih, kod upalnih bolesti crijeva, rezultati su malo ujednaceniji. U
prethodno objavljenom istrazivanju pronadena je povezanost s polimorfizmom na poloZaju
-308 gena TNF-a s podlozno$¢u ulceroznom kolitisu, odnosno utvrdena je veca frekvencija A
alela kod oboljelih. U istom istrazivanju veca frekvencija genotipa GA na polozajima -238
1-308 gena TNF-a zabiljezena je 1 kod oboljelih od ulceroznog kolitisa u odnosu na kontrolnu

skupinu (64).

Osim vecoj podloznosti razvoju autoimunih reumatoidnih bolesti i upalnih bolesti crijeva,
polimorfizmi gena TNF-o. mogu dovesti i do primarnog izostanka odgovora na terapiju. Cak do
20 % bolesnika s Crohnovom boles¢u ne odgovara na anti-TNF terapiju, prema nekim
istrazivanjima 1 zbog polimorfizama u promotorskoj regiji TNF-o (65, 66, 67). Kod
reumatoidnog artritisa postotak bolesnika koji ne odgovaraju na terapiju penje se i preko 30 %.

U meta-analizi koju su proveli Bek i suradnici, pronadeni su brojni polimorfizmi primjerice, u
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genima CTCNS (engl. Circulating Tumor Cells), NUBPL (engl. NUBP I[ron-Sulfur Cluster
Assembly Factor, Mitochondrial), EYA4 (engl. EYA Transcriptional Coactivator and
Phosphatase 4), PTPRC (engl. Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type C), TRAF1/C5
(engl. TNF Receptor Associated Factor 1/Complement 5), NFKBIB (engl. NFKB Inhibitor
Beta), FCGR2A (engl. Fc Gamma Receptor Ila) i IRAK3 (engl. Interleukin 1 Receptor
Associated Kinase 3) koji mogu utjecati na odgovor na terapiju kod RA (68). U istrazivanju
Songa i1 suradnika pronadena je povezanost divljih genotipova -308 GG, -238 GG 1 -857 CC
gena TNF-a s boljim odgovorom na terapiju antagonistima TNF-a u bolesnika s Crohnovom
boles¢u, spondiloartropatijama i psorijazom (69). Pallio i suradnici sli¢no su pokazali kod RA
odnosno pokazali su povezanost genotipa -308 GG gena TNF-a i boljeg odgovora na terapiju

infliksimabom, adalimumabom 1 etanerceptom (70).

1.2.4  Antagonisti TNF-a

Antagonisti TNF-a su najéeS¢e monoklonska protutijela koji suprimiraju odgovor organizma
na upalni citokin TNF-a. Vecéina antagonista TNF-a sastavljena je od 2 teSka i 2 laka lanca
povezana disulfidnim vezama. Svaki monomer ima varijabilnu regiju specificnu za antigen
(engl. Fragment antigen-binding, Fab) i1 konstantnu regiju (engl. Fragment constant, Fc).
Konstantna regija je humanog podrijetla kako bi se osigurala farmakokinetika lijeka dok Fab
regija moze biti mi§jeg ili humanog podrijetla. Infliksimab, adalimumab i1 golimumab su
bivalentna IgG monoklonska protutijela. Infliksimab je kimerni protein koji sadrzi oko 25 %
misjih aminokiselina, dok je kod adalimumaba i golimumaba sastav protutijela iskljucivo
humanog podrijetla. Certolizumab je monovalentni isjecak Fab na koji su kovalentno vezane
dvije molekule polietilen-glikola (PEG) kako bi mu se povecala topljivost. Etanercept je
geneticki stvoren fuzijski protein koji sadrzi Fc isjeCak humanog IgG1l vezan na dimer
izvanstani¢nog dijela humanog TNF receptora 2. Za razliku od ostalih, etanercept kompetitivno
inhibira vezanje TNF-a za receptore. Na slici (Slika 6) prikazana je molekularna struktura svih

navedenih antagonista TNF-a .
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Slika 6. Prikaz molekularne strukture antagonista TNF-a: IFX, ADM, golimumaba,
certolizumaba i etanercepta. F'ab — varijabilna regija specificna za antigen, Fcyl — konstantna
regija IgG1; Fv — varijabilna regija; TNF-o — faktor nekroze tumora o, LT — limfotoksin, PEG —

polietilenglikol; TNFR2 — receptor TNF-a tipa 2.

Svi antagonisti TNF-a vezu topljivi (STNF-a) 1 transmembranski TNF-a (tmTNF-a), dok samo
etanercept veze 1 limfotoksin (LT) odnosno TNF-B. Antagonisti TNF-a djeluju tako da liziraju
stanice aktivacijom citotoksi¢nosti ovisnoj o komplementu (engl. Complement-Dependent
Cytotoxicity, CDC) ili stani¢ne citotoksicnosti ovisne o protutijelima (engl. antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC). Vezanjem na tmTNF-a aktiviraju kaskadu citokina
na taj nac¢in dovode do apoptoze (51). Antagonisti TNF-a neutraliziraju bioloSku funkciju TNF-
a 1 kompetitivnim mehanizmom inhibiraju vezanje TNF-a na receptore, ali s razli¢itom
klini¢kom djelotvorno$¢u kod razli¢itih autoimunih bolesti. Smatra se da su razli¢ite varijante

polimorfizama gena za TNF povezane s nastankom razli¢itih bolesti (71, 72).
Antagonisti TNF-a djeluju na vise nacina, a neki mehanizmi su (73):

e neutralizacija topljivog i membranskog TNF-q,

e prijenos signala usmjeren izvana prema unutrasnjosti stanice (engl. outside-to-inside-
signalling),

e apoptoza (direktna, indirektna i ovisna o Fc komponenti),

e aktivacija imunosnog sustava, stvaranje protuupalnih citokina.
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1.2.5 Nacin primjene, doziranje, farmakokinetika i indikacije antagonista TNF-a

Ovisno o vrsti antagonista TNF-a, razlikuje se nacin i u€estalost primjene terapije te koli¢ina
lijeka koja se unosi u organizam (Tablica 4) (74). Ucestalost terapije, osim o lijeku, ovisi i 0
bolesti koja se lijeCi te ucinkovitosti terapije odnosno postizanju remisije bolesti. Ako se
remisija ne postigne u ocekivanom vremenu, razdoblje izmedu dviju doza lijeka moze se
smanjiti, a vrijedi i obrnuto, kod postignute remisije bolesti doza se moze smanjiti ili se moze
povecati razdoblje do uzimanja sljede¢e doze lijeka. Zbog mogucih promjena u dozi primljenog
lijeka kao 1 u€estalosti uzimanja, potrebno je pratiti koncentraciju lijeka. Koncentraciju lijeka u
krvi najbolje je odredivati netom prije primjene sljede¢e doze lijeka (engl. trough
concentration) jer je tada koncentracija najniza, a ako je preniska, postoji indikacija za

povecanje doze ili promjenu vrste terapije (75).

Tablica 4. Nacin primjene, doza i farmakokinetika antagonista TNF-a.

Infliksimab  Adalimumab Certolizumab  Golimumab Etanercept

Na.cu.l Intravenski Supkutano Supkutano Supkutano Supkutano
primjene
lgzgzjecna 3-10 mg/kg 40 mg 100-400 mg 50-100 mg 25-50 mg
Ucestalost
primjene 4-8 tjedana 1-2 tjedna 4 tjedna 2-4 tjedna 1-2x tjedno
terapije

Vrijeme

v 8-10 dana 10-20 dana oko 14 dana 7-20 dana 4 dana
poluzivota

S obzirom na razli¢ito razdoblje primjene lijekova, svaki lijek postize maksimum koncentracije
nakon razli¢itog vremenskog razdoblja (Slika 7). Ovisno o vremenu poluzivota i dozi lijeka,
ravnotezna koncentracija lijekova se razlikuje. Infliksimab se u indukcijskoj fazi odnosno
pocetnom razdoblju daje 2 i1 6 tjedana nakon prve doze, a zatim slijedi faza odrzavanja kada se
lijek primjenjuje svakih 8 tjedana (76). Infliksimab postiZe ravnoteznu koncentraciju nakon 14

tjedana terapije. U bolesnika na terapiji adalimumabom maksimalna koncentracija lijeka
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postize se nakon otprilike 9 dana, a ravnotezna koncentracija, odnosno koncentracija kojom se
postize najbolji klinicki odgovor (mjeren CRP-om i DAS28) postize se nakon 20 tjedana od
pocetka primjene lijeka (Slika 7). Kod primjene vecih doza adalimumaba (80 ili 160 mg)

ravnotezna koncentracija se moze postici i ve¢ nakon 2-3 doze (77).

Koncentracija
lijeka pg/mL

| I |
4 8 12 16 20 24 28 32

Vrijeme
(tjedni)

Slika 7. RavnoteZna koncentracija infliksimaba (IFX) i adalimumaba (ADM) i promjene
koncentracije lijeka ovisno o vremenu i ucestalosti primjene .

Ucinkovitost odredenih antagonista pokazana je samo za neke autoimune bolesti, dok kod
drugih nema ucinka, a najcesce indikacije za svaki lijek prikazane su u tablici (Tablica 5) (71,

78).

Tablica 5. Indikacije za upotrebu antagonista TNF-a

Lijek Indikacije

Infliksimab RA, CD (odrasli i djeca), UC (odrasli i djeca), AS, PsA, psorijaza
Adalimumab RA (odrasli i djeca), CD

Certolizumab RA

Golimumab RA, AS, PsA

Etanercept RA (odrasli i djeca), AS, PsA, psorijaza (odrasli i djeca)

AS, ankilozantni spondilitis; CD, Crohnova bolest; PsA, psorijazni artritis; RA, reumatoidni artritis;
UC, ulcerozni kolitis.
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Prema izvjes¢éu HALMED-a o najprodavanijim lijekovima prema financijskoj potrosnji u
kunama za 2020. godinu, adalimumab i infliksimab se nalaze na 25. i 28. mjestu s ukupnom
godisnjom potroSnjom preko 100 milijuna kuna. Oba lijeka registrirana su za lijeCenje upalnih
bolesti crijeva i autoimunih reumatoidnih bolesti. Ostali antagonisti TNF-a ne nalaze se na listi

50 najprodavanijih lijekova (79).

1.2.6 Imunogenic¢nost antagonista TNF-a

Unato¢ velikom uspjehu terapije autoimunih bolesti antagonistima TNF-a, kod pojedinih
bolesnika ucinak terapije se s vriemenom smanjuje ili bolesnici razviju razne nuspojave. Obje

pojave mogu biti uzrokovane razvojem protutijela na antagoniste TNF-a.

Stvaranje protutijela na antagoniste TNF-a smanjuje ucinkovitost lijekova na dva nacina.
Neutraliziraju¢a protutijela na antagoniste TNF-a blokiraju vezanje lijeka na ciljne molekule.
Vezanje neutralizirajuih 1 ne-neutraliziraju¢ih protutijela na lijek dovodi do stvaranja
imunosnih kompleksa koji se uklanjanju cirkulacijom §to u konacnici dovodi do smanjenja

vremena poluzivota lijeka (80).

Premda je u prosjeku kod 13 % bolesnika primije€en razvoj protutijela na antagoniste TNF-a,
postoci razvoja protutijela jako variraju ovisno o bolesti i1 upotrijebljenom lijeku. Tako se,
primjerice u bolesnika na terapiji infliksimabom protutijela razvijaju u oko 25 % sluc¢ajeva, kod
adalimumaba u oko 14 %, dok su za certolizumab, golimumab i etanercept postoci manji od 10

% 11znose oko 7 %, 4 % 11 % (81).

Imunosupresivni lijekovi kao metotreksat, azatioprin 1 6-merkaptupurin mogu smanyjiti
imunogeni¢nost antagonista TNF-a te usporiti razvoj protutijela i pojacati ucinak lijeka.
Koncentracija protutijela na lijek moZe se mijenjati tijekom terapije te nije nuzno da protutijela
ostanu u krvi jednom kad se razviju. Kod nastavka terapije ili promjenom u drugi lijek koji je
antagonist TNF-a ili drugog citokina, moze se posti¢i remisija bolesti, uz nestanak protutijela

na prethodno upotrebljavani lijek (82).

Infliksimab je zbog svog sastava dijelova protutijela koji su mi§jeg podrijetla

.....
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porijekla. Protutijela na antagoniste TNF-a razvijaju se ¢es¢e u bolesnika s upalnim bolestima
crijeva (16 %) nego u bolesnika s reumatoidnim artritisom (12 %). Ako se razviju protutijela

na lijekove, klini¢ki odgovor na terapiju moze biti i za 67 % manji (83).
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2 HIPOTEZA I CILJEVI

2.1 Hipoteza

Visoka cijena bioloSke terapije te ucestalo koriStenje infliksimaba i adalimumaba u lijecenju
autoimunih 1 imunosno posredovanih bolesti (79), zahtijeva personalizirani pristup lijeCenju te

mogucnost predvidanja ucinkovitosti terapije u bolesnika s navedenim bolestima (84, 85).

Hipoteza ovog istrazivanja je da postoji razlika u klini¢kom 1 biokemijskom odgovoru na
terapiju antagonistima TNF-o u bolesnika s upalnim bolestima crijeva 1 autoimunim
reumatoidnim bolestima ovisno o polimorfizmima na polozajima -238 1 -308 u proksimalnoj
promotorskoj regiji gena TNF-o. Za ocekivati je da postoji povezanost mutiranih genotipova
(GA 1/ili AA) s loSijim odgovorom na terapiju, ¢eS¢im razvojem protutijela na lijek te tezim
postizanjem i odrzavanjem remisije bolesti. Uz to, bilo je ocekivano da ¢e se ovisno o genotipu
ili kombinaciji haplotipova oba polimorfizma moci procijeniti izgled od neuspjeha terapije

odnosno izostanka postizanja remisije tijekom lijeCenja infliksimabom 1 adalimumabom.
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2.2 Ciljevi

Ciljevi ovog rada su:

1.

Ispitati povezanost polimorfizama -308 G/A (rs1800629) 1 -238 G/A (rs361525) gena TNF-

a s odgovorom na terapiju iskazanim kroz:

a) koncentraciju lijeka (infliksimaba i adalimumaba) u krvi;

b) koncentraciju protutijela na infliksimab i1 adalimumab u krvi;

¢) koncentraciju biokemijskih upalnih pokazatelja: fekalnog kalprotektina kod upalnih
bolesti crijeva te CRP-a kod ispitivanih autoimunih i imunosno posredovanih bolesti,

d) pracenjem klinickog odgovora u bolesnika s upalnim bolestima crijeva i autoimunim
reumatoidnim bolestima prema odgovaraju¢im smjernicama (86, 87, 88, 89);

Ispitati moze 1i odredivanje polimorfizama prije uvodenja terapije bioloskim lijekovima

pridonijeti boljoj procjeni uc¢inkovitosti terapije te pojavi protutijela na lijek.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Ustroj istraZivanja

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od 2015. do 2020. godine u suradnji Klinickog zavoda za
kemiju, Klinike za reumatologiju, fizikalnu medicinu 1 rehabilitaciju 1 Zavoda za
gastroenterologiju i hepatologiju Klinike za unutarnje bolesti Klini¢kog bolnickog centra Sestre
milosrdnice te Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku i Zavoda za klinicku

imunologiju i reumatologiju Klini¢ke bolnice Dubrava.

Istrazivanje su odobrila eticka povjerenstva Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice,
Klini¢ke bolnice Dubrava i1 Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Svi

ukljuceni bolesnici potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

3.2 Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni uzastopni bolesnici s upalnim reumatskim bolestima i upalnim
bolestima crijeva na terapiji bioloskim lijekovima, antagonistima TNF-o infliksimabom i
gastroenterologije koji su postavljali dijagnozu i procjenjivali klini¢ko stanje bolesnika prema
odgovaraju¢im smjernicama. Dijagnoze reumatoidnih autoimunih bolesti postavljene su prema

preporukama Hrvatskog reumatoloskog drustva:

e Prijedlog preporuka Hrvatskoga reumatoloSkog druStva za lijeCenje bolesnika s
reumatoidnim artritisom bioloskim i ciljanim sintetskim lijekovima, 2017. (90).

e Prijedlog preporuka Hrvatskoga reumatoloSkog drustva za lijecenje odraslih bolesnika
s aksijalnim spondiloartritisom i psorijaznim artritisom bioloSkim lijekovima i ciljanim

sintetskim molekulama, 2017. (91).
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Dijagnoze wupalnih bolesti crijeva postavljene su prema preporukama Hrvatskog

gastroenteroloskog drustva i Europske organizacije za Crohnovu bolest i kolitis:

e Hrvatski konsenzus o lijecenju upalnih bolesti crijeva bioloSkom terapijom (92),
e ECCO-ESGAR smjernica za dijagnosticku procjenu IBD (87, 88),
e ECCO smjernice za dijagnozu Crohnove bolesti (93, 94).

Svim bolesnicima uzeti su i osnovni demografski podaci: spol i dob te podaci o vrsti bolesti,

trajanju bolesti prije pocetka terapije bioloskim lijekovima, vrsti i dozi lijeka.
Kriteriji uklju¢ivanja bolesnika bili su:

e Dbolesnici stariji od 18 godina,

e terapija antagonistima TNF-a, infliksimabom ili adalimumabom,

e Dbolesnici s autoimunim reumatoidnim bolestima: reumatoidnim artritisom (RA),
psorijaznim artritisom (PsA) ili ankilozantnim spondilitisom (AS),

e Dbolesnici s upalnim bolestima crijeva, Crohnovom boles¢u (CD) ili ulceroznim

kolitisom (UC).
Kriteriji iskljuc¢enja bolesnika:

e Dbolesnici s oStecenom funkcijom jetre 1 bubrega;

e Dbolesnici na terapiji drugim bioloskim lijekovima (antagonisti interleukina, integrina i
drugi);

e Dbolesnici koji su tijekom terapije razvili neki od nezeljenih u¢inaka (primjerice, virusne
infekcije, glavobolju, mucninu, alergijsku reakciju ili druge) zbog cega im je lijecnik

specijalist odluc¢io promijeniti terapiju.

Svi bolesnici ukljuceni u istrazivanje praceni su najmanje 6 mjeseci od pocetka terapije
antagonistima TNF-a. Lijecnici specijalisti su procjenjivali kriterije za uklju€ivanje ispitanika
u istrazivanje prema aktivnosti bolesti, odnosno temeljem razliCitih biokemijskim i klinickim

pokazateljima.
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3.3 Klinic¢ki pokazatelji za procjenu aktivnosti bolesti i remisije

Za procjenu aktivnosti bolesti autoimunih reumatoidnih bolesti i upalnih bolesti crijeva

koriSteni su klinicki alati i ocjene prema najnovijim klini¢kim smjernicama (90, 91, 92).

3.3.1 Procjena aktivnosti bolesti u bolesnika autoimunim reumatoidnim bolestima

3.3.1.1 OCJENA AKTIVNOSTI BOLESTI NA 28 ZGLOBOVA

Ocjena aktivnosti bolesti na 28 zglobova (engl. Disease Activity Score, DAS28) u bolesnika s
RA 1 PsA koja kombinira broj bolnih zglobova (BBZ) i broj otecenih zglobova (BOZ) od
ukupno 28 mogucih zahvacenih zglobova s globalnom bolesnikovom procjenom (engl.
Patient's Global Assessment, PGA) 1 koncentracijom reaktanta akutne faze (CRP). DAS28

racuna se prema sljedecoj jednadzbi:
DAS28-CRP=0,56*V(BBZ28) +0,28*\(BOZ28)+0,014*VAS+0,36*In(CRP+1)+0,96

Dobivena vrijednost moze iznositi od 0 do 10, gdje 10 oznacava najvecu aktivnost bolesti, a 0
najmanju aktivnost. Prema vrijednostima DAS28 ocjene, mogucée je procijeniti aktivnost
bolesti, odgovor na terapiju i remisiju bolesti (Tablica 6). PoboljSanjem bolesti odnosno
smanjenjem aktivnosti bolesti smatra se pad vrijednosti DAS28 najmanje za 1,2 od pocetne

procjene (95).

Tablica 6. Procjena aktivnosti bolesti prema vrijednostima DAS28 ocjene.

Vrijednosti DAS28 Tumacenje rezultata

>5,1 Visoka aktivnost bolesti
3,3-5,1 Umjerena aktivnost bolesti
2,6-3,2 Niska aktivnost bolesti
<2,6 Remisija
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3.3.1.2 INDEKS AKTIVNOSTI ANKILOZANTNOG SPONDILITISA

Indeks aktivnosti ankilozantnog spondilitisa (engl. Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index, BASDAI) sadrzi 6 razlicitih pitanja u kojima se procjenjuju osnovni simptomi
bolesti: umor, bol u kraljeznici, bolni 1 oteCeni zglobovi, osjetljivost enteza (spojeva misica i
ligamenata) te intenzitet i trajanje zakocCenosti (96). BASDAI indeks ve¢i od 4 definira aktivnu

bolest.

3.3.1.3 FUNKCIONALNI INDEKS ZA ANKILOZANTNI SPONDILITIS

Funkcionalni indeks za ankilozantni spondilitis (engl. Bath Ankylosing Spondylitis Functional
Indeks, BASFI) ima 10 pitanja, a procjenjuje ogranicenja u svakodnevnim strukturnim

lokomotornim ili ukupnim aktivnostima bolesnika (97).

3.3.1.4 PROCJENA AKTIVNOSTI BOLESTI VIZUALNOM ANALOGNOM
SKALOM (VAS)

Vizualna analogna skala (engl. Visual Analog Scale, VAS) je milimetarska skala na kojoj
bolesnici krizicem obiljezavaju razinu boli. Na VAS skali 0 oznacava stanje bez boli, dok 10

oznacava najvec¢u mogucu bol (Slika 8).

ee® oo oo ')
U ~ = =

Bez bolova Blagi bolovi Umjereni bolovi Jaki bolovi Najjaci moguéi bolovi

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

HIIIIII,

Slika 8. Vizualna analogna skala.

3.3.2  Procjena aktivnosti bolesti u bolesnika upalnim bolestima crijeva

Aktivnost upalnih bolesti crijeva procjenjivala se prema smjernicama Hrvatskog
gastroenteroloskog drustva, a u ovisnosti o klinickoj slici (broju proljevastih stolica i/ili krvavih

stolica dnevno, endoskopskim nalazima i dr.) te koncentraciji C-reaktivnog proteina (92).
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3.4 Uzorci

34.1 Uzorci krvi

Prilikom ukljucivanja bolesnika u istrazivanje, uzorkovana su dva uzorka venske krvi: uzorak
pune krvi s KsEDTA (engl. Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid, etilendiamin tetraoctena
kiselina) antikoagulansom za izolaciju DNA 1 uzorak seruma za biokemijske pretrage u
epruvetu bez antikoagulansa, s aktivatorom zgrusavanja. Kod kontrolnih pregleda cija je
ucestalost ovisila o vrsti bolesti 1 klinickom stanju bolesnika uzorkovan je samo serum.
Koristene su epruvete s podtlakom (Greiner BioOne GmbH, Kremstmiinster, Austrija),

volumena 4 mL za uzorkovanje seruma i 3 mL za epruvete s K3EDTA antikoagulansom.

Uzorci seruma uzorkovani su netom prije primjene sljede¢e doze lijeka. Uzorci su nakon
venepunkcije ostavljeni najmanje 30 minuta na sobnoj temperaturi da se spontano zgrusaju, a
zatim su centrifugirani na 4141 x g 7 minuta. Koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP),
odredena je odmah nakon centrifugiranja uzorka, nakon ¢ega su uzorci seruma alikvotirani 1
zamrznuti na -20 °C do odredivanja koncentracije lijeka i protutijela na lijek, najduze u trajanju

do 6 mjeseci.

Uzorci s K3EDTA antikoagulansom pohranjeni su u hladnjak do izolacije DNA najduze do 6

mjeseci, a nakon izolacije, izolirana DNA je pohranjena u hladnjak na 2-8 °C do genotipizacije.

3.4.2 Uzorci stolice

Bolesnicima s upalnim bolestima crijeva (CD 1 UC) tijekom redovne kontrole uzorkovana je i
stolica. Uzorak stolice dostavljen je u laboratorij gdje je isti dan ekstrahiran prema protokolu

proizvoda¢a (Biihlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Svicarska) (Slika 9).

Ukratko, pomoc¢u vrska za doziranje (Slika 9A) iz jednokratnih epruveta CALEX® Cap
(Bithlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Svicarska) uzet je uzorak stolice iz jednokratnog
spremnika. Na vr$ku za doziranje nalaze se utori koje je potrebno u potpunosti ispuniti uzorkom
stolice okretanjem vrska 3-5 puta u uzorku (Slika 9B). Kod kompaktnije stolice, uzorak se
promijesa na tresilici kako bi se smanjila tvrdo¢a uzorka. U sluc¢aju mekse ili proljevaste stolice,

prema preporukama proizvodaca, u utore je potrebno pipetirati 10 pL uzorka. Potom se vrSak s

32



uzorkom iz sustava za uzorkovanje vrac¢a u epruvetu (Slika 9C) na ¢ijem se ulazu nalazi lijevak
koji osigurava uklanjanje viska uzorka stolice i standardiziranu masu uzorka. U epruveti se
nalazi 5 mL ekstrakcijskog pufera s kojim se sadrzaj uzorkovane stolice dobro mijesa 30
sekundi na tresilici (Slika 9D) nakon Cega je uzorak ostavljen stajati najmanje 10 minuta.
Postupak je ponavljan sve dok se uzorak stolice nije potpuno otopio. Uzorak stolice dobiven
ekstrakcijom prenijet je u sekundarne epruvete (Slika 9E) i tako pripremljen bio je spreman za
odredivanje koncentracije kalprotektina na analizatoru. Ekstrakt stolice pohranjen je u hladnjak

na 2-8 °C najvise do tjedan dana do odredivanja koncentracije fekalnog kalprotektina.

Slika 9. Prikaz ekstrakcije stolice za odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina. A) Vrsak
za doziranje; B) uzimanje uzorka pomocu vrska za doziranje; C) uranjanje vrska s uzorkom u
ekstrakcijski pufer; D) mijeSanje na tresilici; E) prebacivanje ekstrakta u epruvetu.
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3.5 Odredivanje koncentracije biokemijskih parametara

3.5.1  C-reaktivni protein (CRP)

Koncentracija C-reaktivnog proteina odredena je imunoturbidimetrijskom metodom na
analizatoru Architect c¢8000 (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, SAD), koriStenjem
originalnog reagensa prema uputama proizvodaca. Princip metode: CRP iz uzorka seruma veze
se na anti-CRP protutijelo koje je vezano na lateks Cestice u reagensu pri cemu dolazi do
aglutinacije. Aglutinacija CRP-a 1 protutijela detektira se kao promjena apsorbancije pri 572
nm koja je proporcionalna koncentraciji CRP-a u serumu. Koncentracija CRP-a izrazena je u

mg/L, a referentna vrijednost je <5 mg/L.

3.5.2  Fekalni kalprotektin (fKal)

Koncentracija fekalnog kalprotektina odredena je na analizatoru Architect ¢8000 (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, SAD), koriitenjem reagensa BUHLMANN fCAL® turbo
(BUHLMANN Laboratories AG, Schonenbuch, Svicarska) prema uputama proizvodada.
Koncentracija fekalnog kalprotektina odredena je u ekstraktu stolice turbidimetrijskom
imunometodom na pojacanim lateks imunocesticama (engl. Particle Enhanced Turbidimetric
Immunoassay, PETIA). Princip metode: ekstrakt stolice inkubira se s reakcijskim puferom te
se mijeSa s polistirenskim nanocesticama koje su oblozene specificnim protutijelima na
kalprotektin. Kalprotektin iz uzorka stolice posreduje u aglutinaciji imunocestica. Zamucenost
uzorka povecava se stvaranjem kompleksa izmedu kalprotektina i imunocestica, a izmjerena
apsorbancija proporcionalna je koncentraciji kalprotektina. Dobiveni rezultati izrazeni su u
mg/kg stolice. Prema navodima proizvodaca, referentna vrijednost kalprotektina je <80 mg/kg

dok se koncentracija >160 mg/kg smatra poviSenom.

3.5.3 Vitamin D

Koncentracija 25-hidroksi (25-OH) vitamina D odredena je na analizatoru Architect 12000
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, SAD) kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom
s mikroCesticama (engl. Chemiluminescent Microparticle Immunoassay, CMIA).

Koncentracija vitamina D odredena je originalnim reagensom tvrtke Abbott Laboratories
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(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, SAD) prema uputama proizvodaca. Princip metode:
serum se u kivetama analizatora mijesa s diluentom i paramagnetskim mikrocesticama koje su
oblozene protutijelima na vitamin D (anti-vitamin D). 25-OH vitamin D iz uzorka odvaja se s
transportnog proteina 1 veZze na paramagnetske mikroCestice stvaraju¢i pritom kompleks
antigena 1 protutijela. Nakon inkubacije u reakcijsku smjesu se dodaje konjugat koji sadrzi
akridinijem obiljezen vitamin D koji se veze na preostala slobodna mjesta na paramagnetskim
mikroCesticama oblozenim protutijelima na vitamin D. Nakon jo$ jedne inkubacije i ispiranja
nevezanih antigena u reakcijsku smjesu dodaju se vodikov peroksid (pre-trigger otopina) i
natrijev hidoksid (¢rigger otopina) nakon ¢ega se mjeri nastala kemiluminiscencija izraZzena u
relativnim jedinicama svjetlosti (engl. Relative Light Units, RLUs) koja je proporcionalna
koncentraciji vitamina D u serumu. Koncentracija vitamina D je izrazena u nmol/L.
Preporucena koncentracija vitamina D u serumu je >75 nmol/l, a nedostatkom vitamina D

smatra se koncentracija <25 nmol/L.

3.5.4 Koncentracija bioloskih lijekova i protutijela na lijekove

Koncentracije bioloskih lijekova infliksimaba 1 adalimumaba, kao 1 protutijela na oba bioloska
lijeka, odredene su enzimskom imunokemijskom metodom (engl. enzyme Linked

Immunosorbent Assay, ELISA) komercijalno dostupnim reagensima.

3.5.4.1 Odredivanje koncentracije lijeka (infliksimaba i adalimumaba) — ,,sandwich“

ELISA

Koncentracija infliksimaba odredena je originalnim reagensom RIDASCREEN® IFX
Monitoring (R-Biopharm AG, Darmstadt, Njemacka), a koncentracija adalimumaba reagensom
RIDASCREEN® ADM Monitoring (R-Biopharm AG, Darmstadt, Njemacka). Uzorak seruma
potrebno je u omjeru 1:100, odnosno 10 pL seruma razrijediti s 990 pL pufera za diluciju (0.09 %
NaN3). Princip obje metode: molekule TNF-a vezane su na povrsinu jazica mikrotitarske ploce.
Uzorak razrijedenog seruma se pipetira u jazice i inkubira. Tijekom prve inkubacije na 37 °C u
trajanju sat vremena infliksimab odnosno adalimumab iz uzorka se vezu na TNF-a na jaZicama.
Nakon ispiranja, u sljedecoj fazi inkubacije na 37 °C koja traje 30 minuta, ako je u serumu
prisutan lijek, na vezani [FX ili ADM se veZe specifiéno monoklonsko protutijelo na I[IFX (MA-

IFX6B7) ili ADM (MA-ADM40D8) konjugirano s peroksidazom iz hrena. Monoklonska
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protutijela, koja se nisu vezala na kompleks TNF-a-lijek, se ispiru tijekom sljedece faze
ispiranja. Dodatkom supstrata tijekom inkubacije od 10 minuta na 37 °C u mraku mijenja se

boja vezane peroksidaze u plavu, a dodatkom stop otopine boja se mijenja u zutu, a apsorbancija

Kalibracijska krivulja se konstruira temeljem podataka dobivenih mjerenjem apsorbancije pri
450 nm u uzorcima kalibratora (standarda) koji sadrze infliksimab u koncentracijama: 0, 5, 10,
20, 60, 120 ng/mL. Izmjerene koncentracije lijekova izrazavaju se u pg/mL, a mjerni raspon im
je od 0,5 do 12 pg/mL za uzorke razrijedene u omjeru 1:100. U bolesnika koji su u pocetnoj
fazi terapije, koncentracije lijeka su vise od navedenog mjerenog raspona te se serum moze

razrijediti u omjeru 1:400 ¢ime se postiZze mjerni raspon od 2 do 48 pg/mL.

Terapijske koncentracije, u fazi odrzavanja terapije su 3-7 pg/mL za infliksimab 1 4-8 ug/mL
za adalimumab. Koncentracije lijeka ispod terapijskih u fazi odrzavanja smatraju se
neadekvatnom koncentracijom lijeka. Zbog navedenog razloga, izmjerene koncentracije IFX
>3 ng/mL, odnosno ADM >4 pg/mL odabrane su kao jedan od klinickih ishoda koji je uvrsten

u regresijski model.
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Slika 10. Shema odredivanja koncentracije infliksimaba i adalimumaba. ADM, adalimumab, IFX,
infliksimab, TNF-a, faktor nekroze tumora o.

apsorbancija

\ TNF-a

mikrotitarska jaZica
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3.5.4.2 Odredivanje koncentracije protutijela na infliksimab i adalimumab

Koncentracija protutijela na infliksimab odredena je reagensom RIDASCREEN® Anti-IFX
Antibodies (R-Biopharm AG, Darmstadt, Njemacka), a koncentracija protutijela na
adalimumabom reagensom RIDASCREEN® Anti-ADM Antibodies (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Njemacka). Prije postavljanja uzorka na mikrotitarsku plocicu serum je potrebno
razrijediti u omjeru 1:25, odnosno 10 pL seruma razrijediti s 240 pL pufera za diluciju (0.09 %
NaN3). Princip obje metode: na povrsinu jazica u mikrotitarskim plo€icama vezane su molekule
infliksimaba ili adalimumaba. Tijekom prve inkubacije na 37 °C u trajanju od sat vremena,
protutijela na lijek iz razrijedenog uzorka seruma se vezu za molekule IFX ili ADM koje su
vezane na povrsinu jaZica. Ispiranjem se uklanjanju nevezani proteini iz seruma. Zatim se u
jazice dodaje IFX ili ADM konjugiran s biotinom, koji se veze na kompleks antigen-protutijelo
tijekom inkubacije 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije i ispiranja konjugata s biotinom,
dodaje se streptavidin konjugiran peroksidazom i smjesa se inkubira 15 minuta na 37 °C.
Dodatkom supstrata, ako postoje protutijela, vezani enzimi mijenjaju boju otopina u jaZicama
u plavu u mraku na 37 °C tijekom jo$ 10 minuta inkubacije, a reakcija se zaustavlja dodatkom
stop otopine koja mijenja boju u Zutu. Izmjerena apsorbancija na 450 nm proporcionalna je

koncentraciji protutijela na lijek (Slika 11).

Kalibracijska krivulja se konstruira temeljem podataka dobivenih mjerenjem apsorbancije pri
450 nm u uzorcima kalibratora (standarda) koji sadrze monoklonska protutijela anti-IFX MA-

IFX10F9 ili anti-ADM MA-ADM®6A 10 u poznatim koncentracijama: 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,51 5,0 ng/mL.

Koncentracija protutijela odredivala se u fazi odrzavanja terapije, u razdoblju od 6 do 12
mjeseci nakon pocetka terapije. Koncentracija protutijela >2,5 ng/mL smatra se pozitivnim
rezultatom, a za nizZe rezultate smatra se da protutijela na lijek nisu pronadena. Ako je bilo kada
tijekom navedenog razdoblja zabiljeZzen porast protutijela na antagoniste TNF-a, smatra se da
je bolesnik razvio protutijela. Prema deklaraciji proizvodaca, metode za oba protutijela na lijek
imaju mjerni raspon od 0,5 do 125 ng/mL za razrjedenje 1:25. Kod koncentracija iznad
navedenog mjernog raspona, uzorak je moguée razrijediti u omjeru 1:200, ¢ime se postize

mjerni raspon od 20 do 1000 ng/mL za uzorke razrijedene u omjeru 1:200.
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Slika 11. Shema odredivanja koncentracije protutijela na infliksimab i adalimumab. ADM,
adalimumab, Anti-ADM, protutijela na adalimumab, anti-IFX, protutijela na infliksimab, IFX,
infliksimab.

3.6 Izolacija DNA

DNA je izolirana koriStenjem komercijalno dostupnog paketa reagensa High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka) prema uputama

proizvodaca.

Uzorak pune krvi inkubiran je s puferom za vezanje (engl. Binding Buffer) 1 proteinazom K na
70 °C 10 min. Nakon dodatka izopropanola i vorteksiranja, uzorak je prebacen u posebne
epruvete (engl. High Pure Purification Filter Tube) u kojima se stani¢ne nukleinske kiseline
selektivno vezu za povrSinu stakla. Vezane nukleinske kiseline prociséene su dodavanjem
pufera za uklanjanje necisto¢a (engl. Inhibitor Removal Buffer) i centrifugiranjem ¢ime se
uklanjanju denaturirani proteini i stanicne komponente u uzorku. Nakon proc¢is¢avanja puferom
za ispiranje (engl. Wash Buffer), nukleinske kiseline vezane za stijenke eluirane su puferom

(engl. Eluation buffer) ¢ime je dobiven uzorak proc¢is¢ene DNA koji je pohranjen na +4 °C do

38



genotipizacije, a najduze do 6 mjeseci (Slika 12). Uzorak izolirane DNA stabilan je do 3 godine

(98).

+

200 pL m
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= 1zopropanol (100 plL)
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2X

(200 pL)

@ 1 minuta ﬁSOOO Xg
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Prociscena DNA

Slika 12. Prikaz izolacije DNA pomocu High Pure PCR Template Preparation Kit.

3.7 Genotipizacija

Genotipizacija polimorfizama gena TNF-a napravljena je metodom lancane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) na
analizatoru LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka), prema

uvjetima navedenim u tablici (Tablica 7).

Princip genotipizacije na analizatoru LightCycler ukljucuje metodu prijenosa fluorescencijske
rezonantne energije (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) u kojem su dvije

sekvence oligonukleotidnih proba (donorska i primateljska) duljine 15-40 baza obiljezene
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razli¢itim bojama i vezu se za DNA jedna blizu druge, a do prijenosa energije dolazi samo ako
su dvije probe udaljene 1 do najvise 5 nukleotida. Hibridizacijska proba 1 na 3' kraju obiljeZena
je donorskom bojom (fluoresceinom). Na 5' kraju hibridizacijska proba 2 obiljezena je
akceptorskom bojom (LightCycler-Red 640). Ako je DNA u dvolanc¢anom obliku ne dolazi do
hibridizacije DNA 1 probi te fluorescencija nece biti detektirana pri 640 nm. Kada zbog porasta
temperature na 95 °C DNA denaturira (prijede u jednolancanu DNA), a obiljezene se
hibridizacijske probe vezu na jednolancanu DNA na temperaturi 60 °C i1 nadu jedna pored
druge, fluorescein se ekscitira plavim laserom pri 495 nm 1 emitira zelenu svjetlost pri 520 nm.
Emitirana energija s fluoresceina ekscitira akceptorsku boju pri 625 nm koja emitira crvenu
fluorescenciju koja se mjeri pri 640 nm. Na kraju svakog ciklusa vezanja proba, fluorescencija
je maksimalna. Nakon toga, porastom temperature na 72 °C dolazi do stvaranja nove
dvolancane DNA te se fluorescencija na 640 nm smanjuje. Koli¢ina fluorescencije direktno je

proporcionalna koli€ini ciljne DNA koja se stvara tijekom procesa lanc¢ane reakcije polimeraze
(Slika 13).

LightCycler .
Red 640 g ( ?Fluorescm

3’ 5’ 3’ 5 i e
Hibridizacija
5’ 3
640 \ FRET
nm ‘!
3 5 3 5’ Prijenos fluorescentne
5 3’ energije
N
5 ¥
5

Dvolanc¢ana DNA

Slika 13. Prikaz principa genotipizacije na analizatoru LightCycler (prema 99). FRET — engl.
fluorescence resonance energy transfer (prijenos fluorescencijske rezonantne energije); DNA,
deoksiribonukleinska kiselina.
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Tablica 7. Uvjeti lan¢ane reakcije polimeraze za odredivanje polimorfizama rs361525 i rs1800629.

Proces Temperatura Trajanje ciklusa Broj ciklusa
Denaturacija 95 °C 10 minuta 1
UmnazZanje:
Denaturacija 95°C 10 sekundi 45
Vezanje pocetnica 60 °C 10 sekundi
Produljivanje lanca 72 °C 15 sekundi
95 °C 30 sekundi
Krivulja taljenja 40 °C 2 minute 1
75 °C
Hladenje 40 °C 30 sekundi 1

Za svaki polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
pripremljena je reakcijska smjesa ukupnog volumena 20 pL, a prema navodima proizvodaca

(Tablica 8).

Tablica 8. Reakcijska smjesa za odredivanje polimorfizama rs361525 i rs1800629.

Reagens/otopina Volumen
HO 12,0 uL
FastStart DNA Master HybProbe 2,0 uL
Reagens mix (specifi¢ne probe) 1,0 uL
MgCl, 1,6 uL
Uzorak izolirane DNA 3,4 uL
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Za genotipizaciju koriStene su specifi¢ne probe (engl. primer): za rs361525 (TNF G-238A) i
rs1800629 (TNF G-308A) TIB Molbiol, LightSNIP (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin,
Njemacka) (Tablica 9).

Tablica 9. Probe (engl. primers) za rs361525 i rs1800629.

SNP (rs) Smjer Sekvenca (5'-3") Duljina sekvence
Fw CAGAAGACCCCCCTCGGAATC 21
-238 (rs361525)
Rv ACACTCCCCATCCTCCCTGCTC 22
Fw GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG 25
-308 (rs1800629)
Rv CTGGAGGCTGAACCCCGTCC 20

Nakon umnazanja DNA fragmenata metodom lancane reakcije, genotipovi se odreduju

metodom analize taljenja (engl. melting curve analysis).

Temperatura taljenja je temperatura pri kojoj je 50 % DNA u dvolan¢anom obliku, a 50 % u
jednolan¢anom obliku. Na pocetku analize krivulje taljenja temperatura reakcijske smjese se
snizava kako bi cjelokupna DNA bila u dvolan¢anom obliku. Kada je DNA u dvolan¢anom
obliku, ne dolazi do vezanja fluorescentnih proba na DNA. Postupnim podizanjem temperature
do temperature taljenja (Tm), DNA prelazi u jednolancani oblik, ¢ime se omogucava vezanje

hibridizacijskih proba na lanac DNA i nastaje signal.

Temperatura taljenja dvolancane DNA ovisi o duljini fragmenta, udjelu GC parova i stupnju
homologije izmedu dva DNA lanca. Ako postoji vise GC parova, Tm je viSa zbog vise
vodikovih veza koje je potrebno prekinuti kako bi se dobila jednolancana DNA. Kada
polimorfizam nije prisutan hibridizacijske probe savrSeno se vezu za DNA lanac. U slucaju
prisutnosti polimorfizma, hibridizacijska se proba nece savrSeno spojiti s DNA te je potrebna
visa Tm da bi se razdvojili lanci. Prema razlikama u temperaturi taljenja mogu se detektirati

divlji, mutirani ili heterozigotni genotip (Slika 14).
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Slika 14. Temperature taljenja i oCitavanje rezultata na LightCycler analizatoru 1.5 za
polimorfizme rs361525 (lijevo) i rs1800629 (desno). GG je divlji tip (wt), AA je mutirani tip
(mut), a GA je heterozigotni tip genotipa.

3.8 Statisticka analiza

Kategoricki podaci, kao primjerice, spol, dijagnoza, genotip, postizanje remisije, pojava

protutijela na lijekove u bolesnika i drugi, prikazani su kao broj (N) i udio.

Normalnost raspodjele svih kvantitativnih podataka ispitana je D'Agostino-Pearsonovim
testom. Kvantitativni podaci (primjerice, koncentracije biokemijskih parametara) prikazani su
medijanom 1 interkvartilnim rasponom dok je dob ispitanika prikazana medijanom i rasponom
od minimuma do maksimuma. U sluc¢aju malog broja ispitanika u skupini (N=2 ili 3) rezultati

su prikazani medijanom i rasponom od najmanje do najvece vrijednosti.

Ispitivanje statisticki znacajne razlike medu skupinama s kategorickim podacima nacinjeno je
x2 testom. Ako su neke skupine imale manje od 5 ispitanika, ispitivanje statisti¢ki znacajne

razlike provedeno je Fisherovim egzaktnim testom.

¥2 testom ispitana je 1 Hardy-Weinbergova ravnoteza kako bi se utvrdilo postoji li statistic¢ki
znacajna razlika izmedu ocekivanih (teorijskih) i dobivenih frekvencija genotipova. Ako razlika
ne postoji, odnosno dobivena P vrijednost je veca od 0,05, raspodjela polimorfizama u

ispitivanoj skupini je u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.
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Zbog malog broja ispitanika po skupinama (N <30) razlike medu skupinama za kvantitativne
podatke ispitane su neparametrijskim testovima bez obzira na normalnost razdiobe podataka.
Mann-Whitneyev test koristen je za ispitivanje razlika izmedu dvije skupine, dok je Kruskall-
Wallisov test koriSten za ispitivanje razlika izmedu tri ili vise ispitivanih skupina. Za usporedbu
ponavljanih rezultata 6 odnosno 12 mjeseci nakon terapije koriSten je Wilcoxonov parni test,

dok je za usporedbu 3 parna mjerenja koriSten Friedmanov test.

Regresijska analiza napravljena je kako bi se otkrili moguci ¢imbenici koji mogu predvidjeti
neuspjelu remisiju kod pacijenata ili 1o§ odgovor na terapiju bioloskom lijekovima (zbog
preniske koncentracije lijeka ili razvoja protutijela). Regresijska analiza napravljena je u dva
stupnja; prvo su univarijatnom regresijskom analizom ispitane statisticki znacajne varijable za
predvidanje ishoda (odgovaraju¢i odgovor na terapiju bioloskim lijekovima, remisija bolesti,
razvoj protutijela na infliksimab ili adalimumab). Za procjenu rizika od nastanka aktivne bolesti
ili neucinkovitosti terapije upotrijebljen je dominantan model genotipova 1s361525 i
rs1800629, (GG vs. GA + AA). Nakon univarijatne, statisticki znacajni prediktori ukljuceni su
u multivarijatnu regresijsku analizu. Ukljucene varijable opisane su omjerom izgleda (engl.
Odds Ratio, OR) te povrSinom ispod krivulje (engl. Area Under Curve) uz odgovarajuce 95 %-

tni intervale pouzdanosti (engl. Confidence Interval, CI) i P vrijednosti.

Razina statisticke znacajnosti za sve testove postavljena je na 0,05, a dobivene P vrijednosti

manje od razine znacajnosti smatrane su statisticki znacajnima.

Statisticka obrada nacinjena je u statistickom programu MedCalc v11.5.1.0 (Mariakerke,

Belgija).
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4 REZULTATI

4.1 Demografski podaci ispitanika

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 112 bolesnika na terapiji antagonistima TNF-a,
infliksimabom 1 adalimumabom, od ¢ega 66 s upalnim bolestima crijeva (46 s Crohnovom
boles¢u 1 20 s ulceroznim kolitisom) 1 46 s autoimunim reumatskim bolestima (24 s
reumatoidnim artritisom, 13 s ankilozantnim spondilitisom i 8 sa psorijaznim artritisom).

Vecina bolesnika (65,2 %) je bila na terapiji infliksimabom.

Bolesnici s autoimunim reumatoidnim bolestima bili su statisticki znac¢ajno stariji od bolesnika
s upalnim bolestima crijeva (P <0,001 za Zene i P = 0,002 za muskarce). U skupini bolesnika s
upalnim bolestima crijeva bilo je viSe muskaraca (N=37, udio 0,56) u odnosu na skupinu s

autoimunim reumatoidnim bolestima (N=15, udio 0,33), uz P vrijednost 0,024.

Prosje¢no trajanje bolesti prije uvodenja bioloske terapije bilo je dulje za bolesnike s
autoimunim reumatoidnim bolestima (preko 7 godina) u odnosu na bolesnike s upalnim

bolestima crijeva (oko 4 godine).

Osnovne demografske karakteristike ispitanika te podaci o trajanju bolesti, vrsti lijeka 1 dozi

lijeka, razvoju protutijela te postizanju remisije prikazani su u tablici (Tablica 10).

U obje skupine vise je bolesnika bilo na terapiji infliksimabom, nego adalimumabom, bez
statistiCki znacajne razlike medu skupinama s autoimunim reumatoidnim bolestima i upalnim
bolestima crijeva (P=0,550). Vec¢i broj bolesnika na terapiji infliksimabom je razvio protutijela
na lijek (N=18) u odnosu na bolesnike na terapiji adalimumabom (N=5), uz ve¢i udio u
bolesnika s autoimunim reumatoidnim artritisom u odnosu na bolesnike s upalnim bolestima

crijeva (P=0,010).

Remisija je postignuta kod 62,5 % bolesnika, bez statisticki znacajnih razlika ovisno o bolesti

za bolesnike na terapiji infliksimabom (P = 0,806) i adalimumabom (P = 0,098).
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Tablica 10. Demografske karakteristike ispitanika.

Parametar Upalne bolesti Autoimune reumatoidne P
crijeva (N=66) bolesti (N=46)
Spol (N, udio)
Zene 29 (0,44) 31 (0,67)
0,024%
Muskarci 37 (0,56) 15 (0,33)
Dob (godine, raspon)
Zene 32 (19-63) 58 (20-78) <0,0017
Muskarci 31 (18-62) 41 (26-65) 0,002
Trajanje bolesti prije uvodenja ) )
bioloske terapije (godine) 4(2-8) 7,5 (3-12) 0,0157
Lijek (N, udio)
Infliksimab 45 (0,68) 28 (0,61)
0,550%
Adalimumab 21 (0,32) 18 (0,39)
Doza lijeka (mg)
Infliksimab 400 (300-400) 280 (200-380) <0,001}
Adalimumab 40 (40-40) 40 (40-40) 0,688
Razvoj protutijela (N, udio)
Infliksimab 6 (0,13) 12 (0,43) 0,010*
Adalimumab 3(0,14) 2 (0,11) 1,000”
Vrijeme do razvoja protutijela
(mjeseci)
Infliksimab 17 (8-32) 8 (5-23) 0,153%
_04)* _6)*
Adalimumab 9 (7-94) 4 (2-6) 0,083+
Postignuta remisija (N, udio)
Infliksimab 29 (0,64) 17 (0,61) 0,806"
Adalimumab 10 (0,48) 14 (0,78) 0,098*

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon (za kvantitativne podatke) ili N (broj) i udio
(za kategoricke podatke). Dob je prikazana kao medijan i raspon. *rezultati su prikazani kao medijan i
raspon od najmanje do najvece vrijednosti. Za izracun razlika izmedu dviju skupina bolesti (upalne
bolesti crijeva i autoimune reumatoidne bolesti) koriSteni su testovi: *y-kvadrat test; TMann-Whitney
test. Statisticki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano.
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4.2 Koncentracije biokemijskih parametara

4.2.1 Koncentracije C reaktivnhog proteina, lijekova infliksimab i adalimumab te

protutijela na te lijekove u svih bolesnika, podijeljeno prema vrsti bolesti

Koncentracije izmjerenih biokemijskih parametara CRP-a, infliksimaba i adalimumaba te
protutijela na te lijekove kod svih bolesnika i prema vrsti bolesti prikazane su u tablici (Tablica

11).

Statisticki znacajno visa koncentracija CRP nakon 6 mjeseci pracenja izmjerena je u
bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima u odnosu na bolesnike s upalnim
bolestima crijeva (P = 0,040). Koncentracija infliksimaba bila je zna¢ajno visa u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva (P = 0,002 1 <0,001, nakon 6 i 12 mjeseci pracenja). Protutijela na
infliksimab bila su viSa u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima nego u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva (P = 0,002). Koncentracije adalimumaba 1 protutijela na adalimumab

nisu se statisticki razlikovale medu skupinama bolesti (Tablica 11).

Tablica 11. Koncentracije CRP, infliksimaba i adalimumaba te protutijela na te lijekove u

bolesnika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na bolesnike s autoimunim reumatoidnim

bolestima.
Biokemijski parametar (mjerna Upalne bolesti Autoimune p*
jedinica) crijeva; N reumatoidne bolesti; N

CRP prije terapije (mg/L), N=92 6,3 (2,4-32,7); N=56 11,4 (5,1-23,2); N=36 0,692

CRP nakon 6 mjeseci terapije

N 103 23(0,7-62);N=57 4,1 (1,4-8,9); N=46 0,040
CRP nakon 12 mjeseci terapije N  N—

e 0o 2,6 (1,1-6,9); N=60 5,1 (1,0-10,9); N=42 0,426
IFX nakon 6 mjeseci terapije 2,6 (13-5,1);N=28 0,7 (0,03-1,7): N=26 0,002

(ug/mL), N=54

IFX nakon 12 mjeseci terapije

(wg/mL), N=66 4,6 (2,2-9,5); N=40 0,7 (0,0-2,5); N=26 <0,001

Protutijela na IFX (ng/mL), N=73 0,0 (0,0-0,8); N=45 1,3 (0,1-45,9); N=28 0,002
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Biokemijski parametar (mjerna Upalne bolesti Autoimune

jedinica) crijeva; N reumatoidne bolesti; N P

alg}\fnﬂi Kon 9 mjesect terapije 6,6 (2,1-10,0;N=13 4,0 (1,3-5,5); N=8 0,246
agﬁﬁikﬁig mjesecl eraplie g5 (1510,1);N=9 6,1 (4885:N=13 0,841
Protutijela na ADM (ng/mL), N=39 0,0 (0,0-0,7); N=21 0,1 (0,0-0,5); N=18 0,343

ADM, adalimumab; CRP, C reaktivni protein; IFX, infliksimab; N, broj. Rezultati su prikazani kao
medijan i interkvartilni raspon. “Mann-Whitney test je koriSten za izratun razlika izmedu dviju skupina
bolesti (upalne bolesti crijeva i autoimune reumatoidne bolesti). Statisticki znaCajne P vrijednosti
(P<0,05) prikazane su podebljano.

Koncentracije CRP-a izmjerene 6 i 12 mjeseci nakon pocetka terapije statisticki se znacajno
razlikuju u odnosu na koncentracije izmjerene na pocetku terapije kod upalnih bolesti crijeva

(P <0,001) 1 kod autoimunih reumatoidnih bolesti (P = 0,005) (Tablica 12).

Tablica 12. Razlike u koncentracijama CRP-a na pocetku terapije, nakon 6 i 12 mjeseci terapije

ovisno o vrsti bolesti.

CRPy (mg/L); CRPs(mg/L); CRPi; (mg/L);

. 4

Vrsta bolesti N N N P
. 6,3 (2,4-32,7); 2,3 (0,7-6,2); 2,6 (1,1-6,9);

Upalne bolesti crijeva N=56 N=57 N=60 <0,001

Autoimune reumatoidne bolesti 11,4 6,1-23,2); 4,1 (1,4-8,9); 5,1 (1,0-10,9); 0,005

N=36 N=46 N=42

CRPy, koncentracija CRP prije pocetka terapije; CRPs, koncentracija CRP nakon 6 mjeseci terapije;
CRP,, koncentracija CRP nakon 12 mjeseci terapije. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni
raspon. “Kruskal-Wallis test je koristen za izracun razlike u koncentracijama na pocetku terapije te 6 i
12 mjeseci nakon terapije. Statisti¢ki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano. Post-hoc
testom prema Conoveru utvrdene su statisti¢ki znac¢ajne razlike koncentracija CRPs i CRP;2 u odnosu
na koncentraciju prije pocetka terapije CRP,.

Cak 45 % bolesnika s upalnim bolestima crijeva te 25 % bolesnika s autoimunim reumatoidnim

bolestima imalo je koncentracije CRP-a unutar referentnog intervala (<5 mg/L) prije pocetka
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terapije bioloskim lijekovima. Nakon 6 odnosno 12 mjeseci terapije trecina (ili vise) bolesnika
s upalnim bolestima crijeva i autoimunim reumatoidnim bolestima imali su poviSene

koncentracije CRP-a (Tablica 13).

Tablica 13. Udio bolesnika s koncentracijom CRP-a >5 mg/L u upalnim bolestima crijeva i

autoimunim reumatoidnim bolestima.

Upalne bolesti crijeva  Autoimune reumatoidne

CRP >5 mg/L, Nukupno (No=56, N¢=57, N12=60)  bolesti (No=36, Ns=46, P*
(N, udio) N12=42) (N, udio)

Prije terapije, Ng=92 31 (0,55) 27 (0,75) 0,092

Nann 6 mjeseci terapije, 17 (0.30) 18 (0.39) 0,434

Ne=103

Nakon 12 mjeseci terapije, 20 (0.33) 22(0,52) 0,086

Ni2=102

No, ukupan broj prije pocetka terapije; Ns, ukupan broj nakon 6 mjeseci terapije; Ni2, ukupan broj nakon
12 mjeseci terapije. "y-kvadrat test je koriSten za izracun razlika izmedu dviju skupina bolesti (upalne
bolesti crijeva i autoimune reumatoidne bolesti).

Kod upalnih bolesti crijeva koncentracija infliksimaba izmjerena 12 mjeseci nakon pocetka
terapije bila je statisticki znacajno viSa od koncentracije izmjerene nakon 6 mjeseci (P=0,043),
dok se koncentracije kod autoimunih reumatoidnih bolesti nisu razlikovale. Koncentracije
adalimumaba 6 i 12 mjeseci nakon terapije nisu se statisticki znacajno razlikovale kod upalnih

bolesti crijeva ni kod autoimunih reumatoidnih bolesti (Tablica 14).
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Tablica 14. Razlike u koncentracijama infliksimaba i adalimumaba nakon 6 i 12 mjeseci terapije

ovisno o vrsti bolesti.

Vrsta bolesti IFXs (ug/mL), N IFX;2 (ng/mL); N P#
Upalne bolesti crijeva 2,6 (1,3-5,1); N=28 4,6 (2,2-9,5); N=40 0,043
Autoimune reumatoidne bolesti 0,7 (0,03-1,7); N=26 0,7 (0,0-2,5); N=26 0,790
ADM; (ug/mL) ADM;; (ug/mL) P*
Upalne bolesti crijeva 6,6 (2,1-10,0); N=13 6,1 (1,0-9,6); N=9 1,000
Autoimune reumatoidne bolesti 4,0 (1,3-5,5); N=8 6,1 (4,8-8,5); N=13 0,128

ADMEs, koncentracija adalimumaba nakon 6 mjeseci terapije; ADM;,, koncentracija adalimumaba
nakon 12 mjeseci terapije; IFXe, koncentracija infliksimaba nakon 6 mjeseci terapije; IFXia,
koncentracija infliksimaba nakon 12 mjeseci terapije; N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i
interkvartilni raspon. “Mann-Whitney test je koriSten za izraun razlike u koncentracijama nakon 6 i 12
mjeseci terapije. Statisticki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano.

4.2.2 Koncentracije fekalnog kalprotektina u bolesnika s upalnim bolestima crijeva

Koncentracija fekalnog kalprotektina u bolesnika s upalnim bolestima crijeva nije se
razlikovala nakon 12 mjeseci terapije u odnosu na koncentraciju nakon 6 mjeseci terapije (P =

0,620) (Tablica 15).

Tablica 15. Razlike u koncentracijama fekalnog kalprotektina nakon 6 i 12 mjeseci terapije u

bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

. R Nakon 6 mjeseci, Nakon 12 mjeseci, "
Parametar (mjerna jedinica) N=25 N3l P
Fekalni kalprotektin (mg/kg) 82 (20 —-1285) 181 (35 -861) 0,620

N, broj ispitanika nakon 6 mjeseci terapije; N2, broj ispitanika nakon 12 mjeseci terapije. Rezultati su
prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Mann-Whitney test je koriSten za izratun razlike u
koncentracijama nakon 6 i 12 mjeseci terapije.
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4.2.3 Koncentracije vitamina D u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima

U bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima koncentracija vitamina D mjerena je prije
terapije te nakon 3 1 9 mjeseci (Tablica 16). Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u

izmjerenim koncentracijama vitamina D.

Tablica 16. Razlike u koncentracijama vitamina D na pocetku terapije te nakon 6 i 12 mjeseci u

bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

Nakon 6

. C e Na pocetku Lo Nakon 12 "
Parametar (mjerna jedinica) terapije, Ng=25 mje_sec1, mjeseci, Np=19 P
Ne¢=15
Vitamin D (nmol/L) 46 (36 — 60) 55(44-63) 65 (41-79) 0,237

No, broj ispitanika na pocetku terapije; Ne, broj ispitanika nakon 6 mjeseci terapije; Ni2, broj ispitanika
nakon 12 mjeseci terapije. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Kruskal-Wallis
test je koristen za izracun razlike u koncentracijama na pocetku terapije te nakon 6 i 12 mjeseci terapije.

4.2.4 Koncentracije lijekova i protutijela na lijekove prema postignutoj remisiji bolesti

Ukupno je remisiju postiglo 70 ispitanika (62,5 %), bez statisticki znacajne razlike u odnosu na
skupinu bolesti (P=0,488) (Tablica 10). Statisticki znacajna razlika za postignutu remisiju nije

primijecena ni u odnosu na vrstu lijeka (P=0,959) ili na spol (P=0,696) (Tablica 17).

Tablica 17. Remisija bolesti u odnosu na spol i vrstu lijeka.

Parametar, N Remisija (N, udio) Bez remisije (N, udio) P#
Muskarci, N=52 34 (0,65) 18 (0,35) 0.696
Zene, N=60 36 (0,60) 24 (0,40) ’
Infliksimab, N=73 46 (0,63) 27 (0,37) 0.959
Adalimumab, N=39 24 (0,62) 15 (0,38) ’

Rezultati su prikazani kao broj (N) i udio. *y-kvadrat test.
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U bolesnika s upalnim bolestima crijeva koncentracija infliksimaba nakon 6 mjeseci terapije
bila je statisticki znacajno visa u bolesnika koji su postigli remisiju nego u bolesnika koji nisu
postigli remisiju (P=0,029). Koncentracija adalimumaba nakon 6 i 12 mjeseci nije se
razlikovala u bolesnika koji su postigli remisiju i kod onih bez postignute remisije.
Koncentracija protutijela na infliksimab i adalimumab bila je statisticki znacajno visa u

bolesnika koji nisu postigli remisiju (Tablica 18).

Tablica 18. Koncentracije lijekova i protutijela na lijekove u bolesnika s upalnim bolestima crijeva

s postignutom remisijom u odnosu na bolesnike koji nakon godinu dana nisu postigli remisiju.

Parametar, N Remisija; N Bez remisije; N P*

nfifsimab nakon 6 mjesect (L), 37 0284%N=16 13 (0333:N-12 0,029
Inﬂli\lg‘rgab nakon 12 mjeseci (ng/mb), 55 (3.7 4). N=26 3,5 (0,04-15,6); N=14 0,461
Prolt\llliiizla na infliksimab (ng/mL), 0,0 (0,0-0,3); N=16 1,5 (0,0-3,1); N=29 0,029
Ad?\l]ifgmab nakon 6 mjeseci (pug/mL), 7,0 (4,4-9,1); N=4 6,3 (1,7-11,1); N=9 0,589

Adalimumab nakon 12 mjeseci N N
(ng/mL), N=9 8,8(4,0-9,7); N=6 0,03 (0,01-11,3)*; N=3 0,302
Protutijela na adalimumab (ng/mL),

N=21 0,0 (0,0-0,0); N=10 0,7 (0,0-5,1); N=11 0,012

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; * rezultati su prikazani kao medijan
i raspon od najmanje do najveée vrijednosti. “Mann-Whitney test. Statisticki zna¢ajni rezultati su
ispisani podebljano.

U bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
koncentracijama infliksimaba, adalimumaba ni protutijela na lijekove u bolesnika koji su
postigli remisiju u odnosu na one koji nakon 12 mjeseci terapije nisu postigli remisiju (Tablica

19).
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Tablica 19. Koncentracije lijekova i protutijela na lijekove u bolesnika s autoimunim reumatoidnim
bolestima s postignutom remisijom u odnosu na bolesnike koji nakon godinu dana nisu postigli

remisiju.

Parametar, N Remisija; N Bez remisije; N P#

Infliksimab nakon 6 mjeseci (ug/mL), 1.2 (0.3-1.9): N=15 0.5 (0.0-0.9): N=11 0.146
N:26 b b b b b b b b b
Infliksimab nakon 12 mjeseci (ug/mL), 1.2 (0,1-2,5): N=17 0,0 (0.0-1,5): N=9 0.068
N:26 b b b 9 b b b 9 b

Protutijela na infliksimab (ng/mL), N=28 0,6 (0,0-6,3); N=17 14,9 (0,3-63,2); N=11 0,187

Adalimumab nakon 6 mjeseci (ng/mL), 4,5 (3,5-7,2); N=6 0,0 (0,0-4,2)*; N=3 0.101
N:8 b b b b b b b b b
Adalimumab nakon 12 mjeseci (pug/mL), 6.3 (5.4-8,5): N=12 0.9: N=1 NP
N:13 b b b b 279
Protutijela na adalimumab (ng/mL),

N=18 0,1 (0,0-0,3); N=14 2,4 (0,0-6,2); N=4 0,589

N, broj; NP, nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “Mann-Whitney test.

4.2.5 Koncentracije biokemijskih parametara u bolesnika Kkoji su razvili protutijela na

IFXili ADM tijekom terapije

Od ukupnog broja bolesnika na terapiji infliksimabom 1 adalimumabom, njih 23 odnosno 20,5 %
je razvilo protutijela na lijekove, od ¢ega je 18 bolesnika razvilo protutijela na infliksimab, a 5

na adalimumab (Tablica 10).

U bolesnika s upalnim bolestima crijeva koji su razvili protutijela na antagoniste TNF-a nije
bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji CRP prije pocetka terapije, kao ni 6 1 12 mjeseci
nakon terapije u odnosu na bolesnike koji nisu razvili protutijela nakon godinu dana terapije.
Koncentracije fekalnog kalprotektina mjerene su samo kod u bolesnika s upalnim bolestima
crijeva. S obzirom na mali broj bolesnika s protutijelima kojima je izmjerena koncentracija

fekalnog kalprotektina, skupine nije moguce statisticki obraditi (Tablica 20).
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Tablica 20. Koncentracije biokemijskih parametara u bolesnika s upalnim bolestima crijeva koji

su razvili protutijela na lijek tijekom terapije u odnosu na bolesnike koji nisu razvili protutijela.

Parametar (mjerna jedinica), N  Negativna protutijela; N Pozitivna protutijela; N P#
CRP prije terapije (mg/L), N=56 6,3 (2,2-28,4); N=49 6,8 (3,7-115,5); N=7 0,220
CRP nakon 6 mjeseci terapije N N

(mg/L), N=57 2,2 (0,6-6,6); N=50 3,6 (1,3-5,2); N=7 0,827
CRP nakon 12 mjeseci terapije 2,4 (1,0-6,3); N=52 7.2 (2,0-12,5); N=8 0,207

(mg/L), N=60

Fekalni kalprotektin nakon 6 N N
mieseci terapije (mg/kg), N=25 81,8 (21,6-1185,3); N=23 1341,25 (20-2662)*; N=2 NP
Fekalni kalprotektin nakon 12

- . = - *. =
mieseci terapije (mg/kg), N=31 169,5 (32,9-721,4); N=28  708,9 (48,4-1950,9)*; N=3 0,349

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “‘Mann-Whitney test.

U bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima koji su razvili protutijela na antagoniste
TNF-0, izmjerene su statisticki znacajno viSe koncentracije CRP-a nakon 6 (P=0,002) i 12
(P=0,019) mjeseci terapije nego u bolesnika koji nisu razvili protutijela. Tako su u bolesnika
koji nisu razvili protutijela izmjerene koncentracije CRP ispod 5 mg/L , odnosno 3,3 mg/L
nakon 6 mjeseci te 2,6 mg/L nakon 12 mjeseci, dok su koncentracije CRP-a u bolesnika s
pozitivnim protutijelima na lijekove bile iznad referentnih vrijednosti, odnosno 11,5 mg/L

nakon 6 mjeseci te 10,5 mg/L nakon 12 mjeseci terapije (Tablica 21).

Koncentracije vitamina D mjerene su samo u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima,
a nisu se razlikovale u bolesnika koji su razvili protutijela u odnosu na bolesnike koji nisu

razvili protutijela na lijekove.
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Tablica 21. Koncentracije biokemijskih parametara u bolesnika s autoimunim reumatoidnim

bolestima koji su razvili protutijela na lijek tijekom terapije u odnosu na bolesnike koji nisu razvili

protutijela.

Parametar (mjerna jedinica), N  Negativna protutijela; N  Pozitivna protutijela; N P*
CRP prije terapije (mg/L), N=36 10,0 (3,9-19,6); N=23 15,1 (7,2-25,1); N=13 0,221
CRP nakon 6 mjeseci terapije N N

(mg/L), N=46 3,3 (0,7-6,2); N=32 11,5 (3,6-21,3); N=14 0,002
CRP nakon 12 mjeseci terapije N N

(mg/L), N=42 2,9 (0,7-8,6); N=31 10,5 (5,5-16,2); N=11 0,019
Vitamin D prije terapije (nmol/L), ¢ 5 (365 63 0): N=18 43,0 (30,3-57,1):N=7 0,717

N=25

Vitamin D nakon 3 mjeseca N *. N
terapije (nmol/L), N=15 53,5 (41,5-70,5); N=12 60,0 (46,0-64,0)*; N=3 0,665
Vitamin D nakon 9 mjeseci

terapiie (nmol/L), N=38 48,0 (39,8-79,1); N=13 67,0 (56,0-77,0); N=6 0,793

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon, *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najveée vrijednosti. “Mann-Whitney test. Statisti¢ki
znacajni rezultati su ispisani podebljano.
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4.3 Povezanost genotipa polimorfizama -238 G/A i -308 G/A gena TNF-a s

biokemijskim parametrima

4.3.1 Distribucija genotipova polimorfizama -238 G/A i -308 G/A gena TNF-a

Vecina ispitanika ukljucenih u istrazivanje imali su divlji tip (GG) na oba polozaja, -238 (TNF-
a -238 GG) —96 % te 1-308 (TNF-o -308 GG) — 78 %. Nijedan ispitanik nije imao TNF-o -238
AA, dok je 5 ispitanika imalo TNF-a -308 AA varijantu genotipa. Frekvencije genotipova i

alela za oba polimorfizma i ovisno o skupinama bolesti prikazane su u tablici (Tablica 22).

Tablica 22. Distribucija varijanti genotipova i alela polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A.

Genotip / Alel SVI (N=112) 3%2‘613: (ll’\?i?g A“t"il;‘i‘):‘e‘;;r&‘f“é‘)"id“e
TNF-q 238 GG (N, udio) 107 (0,96) 64 (0,97) 43 (0,94)
TNF-q -238 GA (N, udio) 5(0,04) 2(0,03) 3(0,06)
TNF-q -238 AA (N, udio) / / /
TNF--238 G (N, udio) 219 (0,98) 130 (0,99) 89 (0,97)
TNF-q 238 A (N, udio) 5 (0,02) 2(0,01) 3(0,03)
TNF-a 308 GG (N, udio) 88 (0,79) 52 (0,79) 36 (0,78)
TNF-a 308 GA (N, udio) 19(0,17) 11(0,17) 8(0,17)
TNF-a 308 AA (N, udio) 5.(0,05) 3(0,04) 2(0,04)
TNF-0-308 G (N, udio) 195 (0,87) 115 (0,87) 80 (0,87)
TNF-a 308 A (N, udio) 29 (0,13) 17 (0,13) 12(0,13)

Rezultati su prikazani N (broj) i udio.

Raspodjele genotipova za TNF-o -238 1 TNF-o. -308 nisu odstupale od Hardy-Weinbergove
ravnoteze te su izraCunate P vrijednosti od 1,000 za TNF-a -238 te 0,346 za TNF-a -308.
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4.3.2 Povezanost koncentracije lijeka (IFX i ADM) u krvi i genotipa polimorfizama
TNF-0-238 G/Ai-308 G/A

Izmjerene koncentracije infliksimaba i1 adalimumaba nakon 6 1 12 mjeseci nisu se statisticki
znacajno razlikovale u bolesnika s upalnim bolestima crijeva ni autoimunim reumatoidnim
bolestima ovisno o genotipu polimorfizmima 7NF-a -238 G/A 1 -308 G/A (Tablica 23, Tablica
24).

Tablica 23. Koncentracija infliksimaba i adalimumaba u krvi 6 i 12 mjeseci nakon terapije u

odnosu na genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A u bolesnika s upalnim bolestima

crijeva.

Lijek, N TNF-0 -238 GG; N TNF-0 -238 GA/AA; N P*
A bkon 66100781 / .
Adalimumab nakon 12 6,1 (1,0-9,6); N=9 / NP

mjeseci (ug/mL), N=9

TNF-0 -308 GG; N TNF-a -308 GA/AA; N

Infliksimab nakon 6 mjeseci

(wg/mL), N=28 2,6 (1,3-5,3); N=22 2.8 (1,4-3,4); N=6 0.955
gﬂ;ifﬁizﬁg’“;j 40 5,2 (2,5-10,2); N=34 4,1 (0,6-6,5); N=6 0,531
ﬁlfj‘s‘;ﬁg“(‘ﬁg}’gff"gfm 6,5 (2,1-8.5); N=8 6.7 (1,8-12,8); N=5 0,608
Adalimumab nakon 12 8.2 (1.0-9.6): N=8 2.0: N=1 NP

mjeseci (ug/mL), N=9

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Mann-
Whitney test.
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Tablica 24. Koncentracija infliksimaba i adalimumaba u Kkrvi 6 i 12 mjeseci nakon terapije u

odnosu na genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A u bolesnika s autoimunim reumatoidnim

bolestima.

Lijek, N TNF-a -238 GG; N TNF-0 -238 GA/AA; N P*
gy Meag e 07 (0.02-1.5:N=23  20(0721%N=3 0260
zﬁgﬁﬁiﬁiﬁgon 12 mjeseci 0,6 (0,0-2,6); N=23 0,7 (0,0-1,4)*; N=3 0,746
élc;jglrﬁ;jn;]izgnakon 6 mjeseci 4,0 (1,3-5,5); N=8 / NP
Adalimumab nakon 12 mjeseci 6,1 (4,8-8,5); N=13 / NP

(ug/mL), N=13

TNF-0 -308 GG; N TNF-0 -308 GA/AA; N

Infliksimab nakon 6 mjeseci

(wg/mL), N=26 0.7 (0,03-1,4); N=20 11(0,192:N=6 0,503
iﬁg}fﬁ?ﬁfig on 12 mjeseci 0.8 (0,0-2,3); N=20 0.6 (0,02,6:N=6 0951
ﬁl‘;ﬁg‘;?;ﬁg“ak"“ 6 mjeseci 4,3 (0,0-6,5); N=6 3.2 (2.7-3.8)%; N=2 NP
Adalimumab nakon 12 mjeseci 6.1 (4.0-8.6): N=11 6.5 (5.5-7.5)% N=2 NP

(ug/mL), N=13

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “‘Mann-Whitney test.
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4.3.3 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A s pojavom

protutijela na infliksimab i adalimumab

Nisu zabiljezZene statisticki znacajne razlike u raspodjeli bolesnika s pozitivnim protutijelima
na antagoniste TNF-a ovisno o genotipovima ili alelima polimorfizama 7NF-a -238 G/A 1 -308

G/A (Tablica 25).

Tablica 25. Pojava protutijela na lijekove ovisno o razli¢itim genotipovima i alelima

polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A.

. Negativna protutijela Pozitivna protutijela
Genotip / Alel (N=89) (N=23) P
TNF-¢ -238 GG, N=107 86 21
TNF-a -238 GA, N=5 3 2 0,272*
TNF-a -238 AA, N=0 0 0
TNF-a -238 G, N=219 175 44
0,273%
TNF-a -238 A, N=5 3 2
TNF-a -308 GG, N=88 69 19
TNF-a -308 GA, N=19 15 4 0,508"
TNF-¢g -308 AA, N=5 5 0
TNF-a -308 G; N=195 153 42
0,791%
TNF-a -308 A, N=24 20 4

N, broj. Rezultati su izraZeni kao broj. “Fisherov egzaktni test, {-kvadrat test.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u pojavi protutijela na lijekove ovisno o genotipu
polimorfizama TNF-a -238 G/A 1-308 G/A. Raspodjela genotipova TNF-o. -238 1 -308 nije bila
statisticki znacajno razli¢ita ni u bolesnika s upalnim bolestima crijeva niti kod onih s
autoimunim reumatoidnim bolestima kao niti u bolesnika koji su primali razli¢ite lijekove

(Tablica 26, Tablica 27).
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Tablica 26. Raspodjela bolesnika koji su razvili protutijela na infliksimab i adalimumab u odnosu

na genotip polimorfizama 7NF-a -238 G/A i -308 G/A, prema vrsti bolesti.

TNF-o -238 GG,

TNF-0 -238

. .e #
Vrsta bolesti, N Protutijela N=107 GA/AA, N=5 | 4
Upalne crijevne bolesti, Negativna 55 2
N=66 N 1,000

Pozitivna 9 0
Autoimune reumatoidne Negativna 31 1 0216
bolesti, N=46 Pozitivna 12 2 ’

TNF-a -308 GG, TNF-a -308
N=88 GA/AA, N=24

Upalne crijevne bolesti, Negativna 45 12 1.000
N=66 Pozitivna 7 2 ’
Autoimune reumatoidne Negativna 24 0.699
bolesti, N=46 Pozitivna 12 2 ’

N, broj. Rezultati su izrazeni kao broj. *Fisherov egzaktni test.

Tablica 27. Raspodjela bolesnika koji su razvili protutijela na infliksimab i adalimumab u odnosu

na genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A, prema vrsti lijeka.

TNF-o -238 GG,

TNF-a -238 GA/AA,

. oo #
Lijek, N Protutijela N=107 N=5 P
Negativna 52 3
Infliksimab, N=73 0,591
Pozitivna 16 2
Negativna 34 0
Adalimumab, N=39 - NP
Pozitivna 5
TNF-a -308 GG, TNF-a -308 GA/AA,
N=88 N=24
Negativna 44 11
Infliksimab, N=73 1,000
Pozitivna 15 3
Negativna 25 9
Adalimumab, N=39 1,000
Pozitivna 4 1

N, broj; NP, nije primjenjivo. Rezultati su izraZzeni kao broj. “Fisherov egzaktni test.
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4.3.4 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A s koncentracijom
protutijela na lijek (anti-IFX i anti-ADM) u krvi

Izmjerene koncentracije protutijela na lijekove infliksimab i1 adalimumab nisu se razlikovale
ovisno o genotipovima 7NF-a -238 1 -308 ni u bolesnika s upalnim bolestima crijeva (Tablica

28) niti u onih s autoimunim reumatoidnim bolestima (Tablica 29).

Tablica 28. Koncentracija protutijela na lijekove u krvi u odnosu na genotip polimorfizama

TNF-a -238 G/A i-308 G/A u bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

Genotip, N Koncentracija protutijela na lijek (ng/mL), N=66 p*
TNF-a -238 GG, N=64 0,00 (0,00-0,76) NP
TNF-a -238 GA/AA, N=2 0,08 (0,00-0,15)*

TNF-a -308 GG, N=52 0,00 (0,00-0,72) 0.553
TNF-a -308 GA/AA, N=14 0,02 (0,00-1,75) ’

N, broj; NP, nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najveée vrijednosti. “Mann-Whitney test.

Tablica 29. Koncentracija protutijela na lijekove u krvi u odnosu na genotip polimorfizama TNF-

a -238 G/A i-308 G/A u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima.

Genotip, N Koncentracija protutijela na lijek (ng/mL), N=46 p*
TNF-a -238 GG, N=43 0,23 (0,00-3,79) 0.097
TNF-a -238 GA/AA, N=3 15,3 (0,34-125)* ’
TNF-a -308 GG, N=36 0,34 (0,04-6,16) 0.468
TNF-a -308 GA/AA, N=10 0,27 (0,00-0,75) ’

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su prikazani kao medijan i
raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “Mann-Whitney test.

Nisu nadene ni statisticki znacajne razlike u koncentraciji protutijela na infliksimab (Tablica

30) i adalimumab (Tablica 31) u odnosu na genotipove.
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Tablica 30. Koncentracija protutijela na infliksimab u odnosu na genotip polimorfizama 7NF-a -
238 G/Ai-308 G/A.

Genotip, N Koncentracija protutijela na IFX (ng/mL), N=73 P
TNF-a -238 GG, N=66 0,20 (0,00-2,19) 0361
TNF-g -238 GA/AA, N=5 0,34 (0,11-42,73) ’
TNF-¢ -308 GG, N=59 0,15 (0,00-2,60) 0.405
TNF-a -308 GA/AA, N=14 0,30 (0,03-1,79) ’

IFX, infliksimab; N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. ¥ Mann-Whitney
test.

Tablica 31. Koncentracija protutijela na adalimumab u odnosu na genotip polimorfizama 7NF-a

-238 G/A 1-308 G/A.

Genotip, N Koncentracija protutijela na ADM (ng/mL), N=39 p*
TNF-a -238 GG, N=39 0,00 (0,00-0,54) NP
TNF-a -238 GA/AA, N=0 /

TNF-a -308 GG, N=29 0,08 (0,00-0,60) 0.142
TNF-a -308 GA/AA, N=10 0,00 (0,00-0,00) '

ADM, adalimumab; N, broj; NP, nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni
raspon. * Mann-Whitney test.
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4.3.5 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A s koncentracijom

C-reaktivnog proteina u serumu

Koncentracije CRP-a izmjerene na pocetku terapije te 6 i1 12 mjeseci nakon terapije

antagonistima TNF-a nisu se razlikovale ovisno o genotipu polimorfizama TNF-o. -238 G/A 1 -

308 G/A u bolesnika s upalnim bolestima crijeva (Tablica 32) niti u onih s autoimunim

reumatoidnim bolestima (Tablica 33).

Tablica 32. Koncentracija CRP-a u serumu prije pocetka terapije te nakon 6 i 12 mjeseci terapije

u odnosu na genotip polimorfizama 7NF-a -238 G/A i -308 G/A u bolesnika s upalnim bolestima

crijeva.

Parametar

TNF-a -238 GG; N

TNF-a -238 GA/AA; N

P#

CRP prije terapije (mg/L), N=56

CRP nakon 6 mjeseci terapije
(mg/L), N=57

CRP nakon 12 mjeseci terapije
(mg/L), N=60

5.9 (2,3-27,7); N=54

2,5 (0,7-6,3); N=56

2,8 (1,4-7,2); N=58

49,8 (45,8-53,7)*; N=2

0,9; N=1

0,6 (0,4-0,7)*; N=2

NP

NP

NP

TNF-0 -308 GG; N

TNF-0 -308 GA/AA; N

CRP prije terapije (mg/L), N=56

CRP nakon 6 mjeseci terapije
(mg/L), N=57

CRP nakon 12 mjeseci terapije
(mg/L), N=60

7,0 (2,9-41,4)

2,1 (0,6-6,7)

2,4 (0,8-8,3)

3,5(1,5-9,8)

2,6 (0,8-2,9)

2,7 (1,7-4.,9)

0,103

0,948

0,719

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “‘Mann-Whitney test.

63



Tablica 33. Koncentracija CRP-a u serumu prije pocetka terapije te nakon 6 i 12 mjeseci terapije

u odnosu na genotip polimorfizama 7NF-a -238 G/A i -308 G/A u bolesnika s autoimunim

reumatoidnim bolestima.

Parametar

TNF-0 -238 GG; N

TNF-a -238 GA/AA; N

P#

CRP prije terapije (mg/L),
N=36

CRP nakon 6 mjeseci terapije
(mg/L), N=46

CRP nakon 12 mjeseci terapije
(mg/L), N=42

11,8 (5,3-24,3); N=31

43 (1,4-10,9); N=43

5,1 (1,1-11,4); N=39

7,5 (4,5-15,1)%; N=3

3,2 (0,7-4,0)*; N=3

1,0 (0,6-5,2)*; N=3

0,607

0,317

0,213

TNF-0 -308 GG; N

TNF-0 -308 GA/AA; N

CRP prije terapije (mg/L),
N=36

CRP nakon 6 mjeseci terapije
(mg/L), N=46

CRP nakon 12 mjeseci terapije
(mg/L), N=42

10,4 (4,3-23,4); N=31

42 (1,9-11,5); N=36

5,2 (1,1-10,1); N=32

15,1 (11,5-25,5); N=5

3,5 (0,7-8,8); N=10

1,7 (1,0-13,2); N=10

0,243

0,424

0,745

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *rezultati su prikazani kao medijan i

raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “Mann-Whitney test.

Koncentracije CRP-a izmjerene na pocetku terapije te 6 i 12 mjeseci nakon terapije

infliksimabom nisu se razlikovale ovisno o genotipu polimorfizma 7NF-o -308 G/A, a

statistiCki znaCajno viSa koncentracija CRP-a uocena je samo nakon 12 mjeseci terapije u

bolesnika s genotipom GG polimorfizma TNF-o -238 G/A (P=0,022) (Tablica 34).

U bolesnika na terapiji adalimumabom nisu pronadene razlike u koncentracijama CRP-a na

pocetku terapije kao niti nakon 6 1 12 mjeseci terapije u odnosu na genotip polimorfizama TNF-

a -238 G/A 1-308 G/A (Tablica 35).
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Tablica 34. Koncentracija CRP-a u serumu prije pocetka terapije te nakon 6 i 12 mjeseci terapije

u odnosu na genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A u bolesnika na terapiji

infliksimabom.

Koncentracija CRP-a (mg/L), N

TNF-0 -238 GG; N TNF-a -238 GA/AA; N

P#

Prije terapije, N=65
Nakon 6 mjeseci terapije , N=67

Nakon 12 mjeseci terapije, N=71

8,15 (2,5-29,1): N=60 15,1 (6,3-47,8); N=5
2,9 (1,3-8,1); N=63 2,1 (0,8-3,6); N=4

3,6 (1,2-8,7); N=66 0,7 (0,6-2,1); N=5

0,295
0,296

0,022

INF-0-308 GG; N  TNF-a-308 GA/AA; N

Prije terapije, N=65
Nakon 6 mjeseci terapije, N=67

Nakon 12 mjeseci terapije, N=71

8,4 (3,1-30,7); N=52 13,4 (2,5-24,6); N=13
3,6 (1,3-8,0); N=53 2,8 (1,1-5,7); N=14

3,1 (1,0-7,2); N=57 3,0 (1,0-10,5); N=14

0,915
0,455

0,977

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitney test. Statisti¢ki

znacajni rezultati su ispisani podebljano.

Tablica 35. Koncentracija CRP-a u serumu prije pocetka terapije te nakon 6 i 12 mjeseci terapije

u odnosu na genotip polimorfizama 7TNF-a -238 G/A i -308 G/A u bolesnika na terapiji

adalimumabom.

Koncentracija CRP-a (mg/L), N

TNF-0-238 GG; N TNF-a -238 GA/AA; N

P#

Prije terapije, N=27
Nakon 6 mjeseci terapije, N=36

Nakon 12 mjeseci terapije, N=31

7,7 (3,4-16,0); N=27 /
3,2 (0,5-7,5); N=36 /
3,3 (1,0-10,9); N=31 /

NP

NP

NP

TNF-0-308 GG; N  TNF-a -308 GA/AA; N

Prije terapije, N=27
Nakon 6 mjeseci terapije, N=36

Nakon 12 mjeseci terapije, N=31

10,7 (3,6-20,3); N=22 3,5 (1,5-5,6); N=5
3,9 (0,5-7,8); N=26 2,6 (0,6-3,8); N=10

5,0 (0,8-10,9); N22 1,8 (1,36-6,8); N=8

0,061
0,750

0,679

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Mann-

Whitney test.
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U bolesnika s TNF-a genotipovima GG, GA -238 1 GG -308 koncentracija CRP-a na pocetku
terapije bila je statisticki znacajno viSa u odnosu na koncentracije izmjerene nakon 6 i 12
mjeseci. U bolesnika s TNF-a -308 genotipom GA ili AA, pocetna koncentracija CRP-a nije se

razlikovala od koncentracija izmjerenih nakon 6 ili 12 mjeseci (Tablica 36).

Tablica 36. Razlike u koncentracijama CRP-a na pocetku terapije, nakon 6 i 12 mjeseci terapije

ovisno o genotipu polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A.

CRP prije CRP nakon 6 CRP nakon 12

3 — #
Genotip, N=82 potetka (mg/L)  mjeseci (mg/l)  mjeseci (mg/L) P
TNF-a-238 GG,N=78 7,6 (2,6-24,7) 3.6 (1,4-8,1) 41(1,593)  <0,001
TNF-a-238 GA/AA,N=4 113 (60-344) 2,1 (0,8-3,6) 0,9 (0,7-3,1) 0,007
TNF-a -308 GG, N=64 9,7 (3.4-27,1) 3.9 (1,3-8,1) 50(1,1.89)  <0,001
TNF-a-308 GA/AA,N=18 5.5 (2,1-16,0) 2,8 (1,2-5,7) 32(14-105) 0,086

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Friedmanov parni test je koristen za
pracenje razlike u koncentracijama CRP-a na pocetku terapije te 6 i 12 mjeseci nakon terapije kod istih
bolesnika. Statisticki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano, koncentracije nakon 6 i
12 mjeseci razlikuju se u odnosu na koncentraciju prije pocetka terapije.
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4.3.6 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A s koncentracijom
fekalnog kalprotektina

U bolesnika s upalnim bolestima crijeva statisticki znacajna razlika u koncentraciji fekalnog
kalprotektina u ovisnosti o genotipu polimorfizmima TNF-o -238 G/A 1 -308 G/A nije uo¢ena
kod razli¢itih vrsta lijekova (Tablica 37, Tablica 38).

Tablica 37. Koncentracija fekalnog kalprotektina nakon 6 i 12 mjeseci terapije u odnosu na

genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A u bolesnika na terapiji infliksimabom.

Fekalni kalprotektin (mg/kg),

N TNF-a-238 GG; N TNF-0 -238 GA/AA, N P*

Nakon 6 mjeseci, N=17 81,8 (24,4-994,8); N=17 / NP

Nakon 12 mjeseci, N=23 180,5 (40,6-777,3); N=21 37,0 (32,8-41,1)*; N=2 NP
TNF-a -308 GG; N TNF-a -308 GA/AA; N

Nakon 6 mjeseci, N=17 85,9 (31,0-1185,3); N=15 20,0 (20,0-20,0)*; N=2 NP

Nakon 12 mjeseci, N=23 158,4 (41,6-664,4); N=19  100,3 (20,0-1390,9); N=4 0,465

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najveée vrijednosti. “Mann-Whitney test.

Tablica 38. Koncentracija fekalnog kalprotektina nakon 6 i 12 mjeseci terapije u odnosu na

genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A u bolesnika na terapiji adalimumabom.

Fekalni kalprotektin (mg/kg), TNF-a -238 GG; N TNF-a -238 GA/AA; N

N P
Nakon 6 mjeseci, N=8 428,8 (20,0-5358,7); N=8 / NP
Nakon 12 mjeseci, N=8 413,5 (40,7-989,2); N=8 / NP

TNF-a -308 GG, N=36 TNF-a -308 GA/AA, N=10

Nakon 6 mjeseci, N=8 428,8 (20,0-4939,3); N=6  3704,4 (20,0-7388,7)*; N=2 NP

Nakon 12 mjeseci, N=8 48,4 (30,7-518,0); N=5  1066,4 (440,2-2597,0)*; N=3 0,053

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti. “‘Mann-Whitney test.
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Koncentracije fekalnog kalprotektina nisu se razlikovale nakon 6 i 12 mjeseci terapije ovisno o

genotipu polimorfizmima 7NF-o -238 G/A 1-308 G/A (Tablica 39).

Tablica 39. Razlika u koncentracijama fKal nakon 6 i 12 mjeseci terapije ovisno o genotipu

polimorfizmima TNF-a -238 G/A i -308 G/A.

. fKal nakon 6 mjeseci fKal nakon 12 mjeseci 4
Genotip, N=17 P
P (mg/kg) (mg/kg)
TNF-0 -238 GG, N=17 309,1 (29,3-1835,9) 256,3 (40,7-929,7) 0,083
TNF-0-238 GA/AA, N=0 / / NP
TNF-a -308 GG, N=14 604,3 (81,8-1560,4) 328,3 (48,4-912,0) 0,135
TNF-0 -308 GA/AA, N=3 20 (20-7388,7)* 20 (20-2597,0)* NP

fKal, fekalni kalprotektin; N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i
interkvartilni raspon; *rezultati su prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti.
*Wilcoxonov parni test.

4.3.7 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A s koncentracijom

vitamina D u serumu

U bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima koncentracija vitamina D izmjerena je na
pocetku terapije te 3 1 9 mjeseci nakon terapije. Nisu nadene razlike ovisno o genotipu
polimorfizmima TNF-o -238 G/A 1 -308 G/A. Razlika nije primije¢ena ni ovisno o razli¢itim
lijekovima. Nijedan ispitanik nije imao genotip GA ili AA polimorfizma TNF-a -238 (Tablica
40).
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Tablica 40. Koncentracija vitamina D na pocetku te 3 i 9 mjeseci nakon terapije u odnosu na

genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A i podijeljeno prema vrsti lijeka.

Koncentracija vitamina D (nmol/L)

Lijek, vrijeme uzorkovanja, N TNF-a -238 GG; N TNF-a -238 GA/AA; N P*
Prije pocetka, N=25 46,0 (36,2-60,0); N=25 / NP
Infliksimab, N=17 46,0 (39,0-60,9); N=17 / NP
Adalimumab, N=8 42,3 (35,6-56,5); N=8 / NP
Nakon 3 mjeseca, N=15 55,0 (43,8-63,3); N=15 / NP
Infliksimab, N=10 57,5 (49,0-64,0); N=10 / NP
Adalimumab, N=5 46,0 (37,5-60,5); N=5 / NP
Nakon 9 mjeseci, N=19 65,0 (40,8-78,5); N=19 / NP
Infliksimab, N=13 65,0 (42,3-77,5); N=13 / NP
Adalimumab, N=6 58,9 (28,0-86,0); N=6 / NP
TNF-a -308 GG; N TNF-a -308 GA/AA; N P?
Prije pocetka, N=25 43,0 (36,2-57,0); N=21 55,5 (35,0-71,0); N=4 0,505
Infliksimab, N=17 44,5 (40,0-66,5); N=14 52,0 (18,0-59,0)*; N=3 0,900
Adalimumab, N=8 38,2 (35,3-49,1); N=7 83,0; N=1 NP
Nakon 3 mjeseca, N=15 55,0 (41,5-76,0); N=11 53,5 (47,5-57,5); N=4 0,744
Infliksimab, N=10 61,0 (50,5-76,0); N=7 55,0 (43,0-60,0)*; N=3 0,362
Adalimumab, N=5 43,0 (35,0-66,0); N=4 52,0; N=1 NP
Nakon 9 mjeseci, N=19 74,0 (44,8-79,3); N=15 41,5 (34,0-54,0); N=4 0,110
Infliksimab, N=13 72,5 (48,0-79,0); N=10 43,0 (40,0-65,0)*; N=3 0,237
Adalimumab, N=6 74,0 (36,0-89,0); N=5 28,0; N=1 NP

N, broj; NP, nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najveée vrijednosti; “Mann-Whitney test.

Nije pronadena razlika u koncentracijama vitamina D kada se kod istih ispitanika pratila u tri
mjerne toCke, na pocetku terapije, nakon 3 1 9 mjeseci ovisno o genotipu ispitivanih

polimorfizama (Tablica 41).
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Tablica 41. Razlika u koncentracijama vitamina D na pocetku terapije te nakon 6 i 12 mjeseci u
bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima ovisno o genotipu polimorfizama 7NF-a -238

G/Ai-308 G/A.

Vitamin D Vitamin D nakon 3  Vitamin D nakon
Genotip, N=14 prije pocetka mjeseca (nmol/L) 9 mjeseci P#
(nmol/L) (nmol/L)

TNF-o -238 GG, N=14 51,0 (42,0-77,0) 53,5 (43,0-64,0) 69,5 (40,0-98,0) 0,936
TNF-0.-238 GA/AA, N=0 / / / /

TNF-a -308 GG, N=10 48,0 (42,0-77,0) 55,0 (40,0-80,0) 76,5 (48,0-78,4) 0,914
TNF-0.-308 GA/AA,N=4 55,5 (35,0-71,0) 53,5 (47,5-57,5) 41,5 (34,0-54,0) 0,824

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. “Friedmanov parni test je koristen za
pracenje razlike u koncentracijama vitamina D na pocetku terapije te 3 1 9 mjeseci nakon terapije kod
istih bolesnika.
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4.4 Povezanost genotipa polimorfizama 7TNF-a -238 G/A i -308 G/A s

klini¢kim odgovorom na terapiju

4.4.1 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A s remisijom
bolesti

Nije utvrdena razlika u broju bolesnika koji su postigli remisiju ovisno o razli¢itim
genotipovima, kao ni alelima polimorfizama TNF-a -238 G/A ni -308 G/A (Tablica 42).

Tablica 42. Postignuta remisija ovisno o genotipovima i alelima TNF-a -238 G/A i -308 G/A.

Genotip / Alel, N=112 Remisija (N) Bez remisije (N) P?
TNF-a -238 GG 65 42
0,155
TNF-a -238 GA 5 0
TNF-a -238 G 135 84
0,160
TNF-0 -238 A 5 0
TNF-a -308 GG 55 33
TNF-a -308 GA 12 7 0,992+
TNF-a -308 AA 3 2
TNF-a -308 G 122 73
1,000
TNF-0 -308 A 18 11

N, broj. “Fisherov egzaktni test, 1y-kvadrat test

71



4.4.2 Povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A s klinickim

odgovorom na terapiju u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima

Za procjenu klinickog odgovora u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima mjereni su
parametri DAS28, BASDALI (za ankilozantni spondilitis) i VAS. Nije pronadena razlika u
vrijednostima parametara u odnosu na genotip polimorfizama 7NF-a -238 G/A i -308 G/A
(Tablica 43).

U ispitanika s genotipom GG na oba polozaja (TNF-a -238 1 -308) vrijednosti DAS28-CRP,
BASDAI 1 VAS parametara bili su statisticki znacajno nize 6 i 12 mjeseci nakon terapije od
vrijednosti izmjerenih na pocetku terapije. Bolesnicima s ankilozantnim spondilitisom, koji su
nositelji genotipa GA TNF-a -308, nakon 6 1 12 mjeseci terapije statisticki se znacajno smanjio

BASDAI indeks u odnosu na vrijednosti na pocetku terapije bioloskim lijekovima.

U bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima koji su nositelji 7TNF-o -238 GA genotipa,
nije doslo do statisticki znacajnog poboljSanja nijednog klinickog parametra u odnosu na stanje

prije terapije (Tablica 44).

Tablica 43. Klini¢ki odgovor u parametrima DAS28-CRP, BASDAI i VAS prije pocetka te nakon
6 i 12 mjeseci terapije u odnosu na genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A i -308 G/A.

Klini¢ki parametar, N TNF-a0-238 GG; N TNF-a -238 GA/AA; N P#
DAS2S8 prije pocetka, N=24 6,1 (4,5-6,3); N=22 5,0 (3,9-6,1)*; N=2 NP
DAS28 nakon 6 mjeseci, N=30 3,6 (2,0-4,3); N=28 2,3 (1,0-3,5)*; N=2 NP
DAS28 nakon 12 mjeseci, N=26 3,8 (2,8-4,8); N=26 3,8 (1,6-6,1)*; N=2 NP
BASDALI prije pocetka, N=16 5,9 (3,3-6,7); N=14 7,4 (7,1-7,7)*; N=2 NP
BASDALI nakon 6 mjeseci, N=17 3,1 (1,4-4,1); N=15 5,0 (2,5-7,4)*; N=2 NP
BASDAI nakon 12 mjeseci, N=15 3,3 (1,6-4,7); N=13 3,0 (0,9-5,0)*; N=2 NP
VAS prije pocetka, N=32 7 (6-8); N=29 7 (6-7)*; N=3 0,974
VAS nakon 6 mjeseci, N=30 4 (2-6); N=27 1 (1-8)*; N=3 0,579
VAS nakon 12 mjeseci, N=31 3 (2-5); N=28 3(1-6)*; N=3 0,788
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Klini¢ki parametar, N TNF-0 -308 GG; N
DAS28 prije pocetka, N=24 6,2 (4,5-6,4); N=18
DAS28 nakon 6 mjeseci, N=30 3,6 (2,6-4,3); N=21

DAS28 nakon 12 mjeseci, N=26 3,7 (3,0-5,0); N=18
BASDAI prije pocetka, N=16 6,2 (3,8-7,6); N=13
BASDAI nakon 6 mjeseci, N=17 3,1 (1,6-4,6); N=14

BASDAI nakon 12 mjeseci, N=15 3,3 (1,6-4,8); N=12

VAS prije pocetka, N=32 7 (6-8); N=27
VAS nakon 6 mjeseci, N=30 3,5 (2-6); N=25
VAS nakon 12 mjeseci, N=31 3 (2-6); N=25

TNF-a. -308 GA/AA; N
5,4 (4,2-6,1); N=6
3,5 (2,0-4,3); N=9
3,9 (2,1-5,3); N=8
6,2 (0,6-6,5)*; N=3
3,3 (0,2-3,9)*; N=3
3,4 (0,9-6,0)*; N=3

6 (6-9); N=5
4 (2,5-6); N=5

3 (1-5); N=6

p*
0,230
0,910
0,956
0,420
0,571
0,718
0,635
0,635

0,669

N, broj; NP nije primjenjivo. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon; *rezultati su
prikazani kao medijan i raspon od najmanje do najvece vrijednosti; “Mann-Whitney test.
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Tablica 44. Razlika u vrijednostima parametara za klinicku procjenu bolesti u bolesnika s
autoimunim reumatoidnim bolestima na pocetku terapije, nakon 6 i 12 mjeseci terapije ovisno o

genotipu polimorfizama TNF-a -238 G/A i-308 G/A.

Prije poetka  Nakon 6 mjeseci Nakon 12 mjeseci P

Genotip, N DAS28

TNF-a -238 GG, N=16 5,9 (4,3-6,3) 3,8(3,34,3) 3,8 (3,1-4,4) 0,004
TNF-a -238 GA/AA,N=2 4,9 (3,9-6,1) 2,2 (1,0-3,5) 3,8 (1,6-6,1) 0,071
TNF-¢ -308 GG, N=12 6,1 (4,2-6,4) 3,6 (3,1-4,2) 3,5(2,8-4,2) <0,001
TNF-0-308 GA/AA,N=6 54 (4,2-6,1) 4,0 (3,5-5.,2) 4,2 (3,8-6,1) 0,964

BASDAI
TNF-a -238 GG, N=12 6,2 (3,9-7,2) 3,2 (0,8-4,1) 3,3 (1,6-4,6) <0,001
TNF-0 -238 GA/AA,N=2 7.4 (7,1-7,7) 5,0 (2,5-7,4) 3,0 (0,9-5,0) 0,250
TNF-a -308 GG, N=11 6,7 (4,7-1,7) 3,1(1,6-5,0) 3,3 (1,5-4,8) <0,001
TNF-0 -308 GA/AA,N=3 6,2 (2,0-6,4) 3,3 (1,0-3,8) 3.4 (1,5-5,4) 0,049
VAS

TNF-¢ -238 GG, N=19 7 (6-8) 4 (2-6) 3(3-5) <0,001
TNF-¢ -238 GA/AA, N=3 7 (6-7) 1(1-6) 3 (1,5-5) 0,367
TNF-a -308 GG, N=17 7 (6-8) 3,5(2-5) 3 (3-5) <0,001
TNF-a -308 GA/AA, N=5 6 (6-8,5) 4 (2,5-6) 3 (2,5-5,5) 0,001

N, broj. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Friedmanov parni test je koristen za
pracenje razlike u vrijednostima klinickih ocjena na pocetku terapije te 6 i 12 mjeseci nakon terapije
kod istih bolesnika. Statisticki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano, vrijednosti
nakon 6 i 12 mjeseci razlikuju se u odnosu na vrijednosti prije pocetka terapije.

U sklopu preliminarnog istrazivanja usporedeni su biokemijski parametri (CRP i IFX) te
klinicki parametri (broj bolnih 1 oteCenih zglobova) u bolesnika s autoimunim reumatoidnim
bolestima u odnosu na koncentraciju vitamina D na pocetku terapije te 9 mjeseci nakon terapije.
U bolesnika s koncentracijom vitamina D na pocetku terapije ispod 50 nmol/L, (bolesnici s
nedostatkom vitamina D) pokazan je statisticki znacajno veéi pad klini¢kih parametara
DAS28CRP 1 VAS u odnosu na bolesnike s koncentracijom vitamina D preko 50 nmol/L)
(Tablica 45).
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Tablica 45. Usporedba biokemijskih i klini¢kih parametara na pocetku i nakon 9 mjeseci terapije
u skupinama bolesnika s koncentracijom vitamina D ispod i iznad preporucene koncentracije

vitamina D (= 50 nmol/L ) u bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima.

Vitamin D <50 nmol/L, N=13 Vitamin D >50 nmol/L, N=10
Na pocetku Nakon 9 P Na pocetku Nakon 9 p#
terapije mjeseci terapije mjeseci
3,4 (0,8-
CRP (mg/L) 4,0 (3,2-5,8) 5,4 (2,4-19,5) 0,068 3,4 (0,9-8,6) 18.6) 0,625
20,26 0,61 18,30 0,59
IFX (ug/mL) <0,001 0,004
(16,79-26,65) (0,00-2,11) (13,72-25,00)  (0,04-1,37)
6,07 3,42 5,95 3,95
DAS28 0,020 0,055
(5,36-6,24) (3,32-4,58) (4,46-6,47) (3,40-4,71)
VAS 7 (6-7,5) 4 (2,5-6) 0,006 6 (5-7) 4,5 (3-7) 0,156

CRP, C reaktivni protein; DAS28, ocjena aktivnosti bolesti (engl. Disease Activity Score); 1FX,
infliksimab; N, broj; VAS, vizualna analogna skala. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni
raspon. “Mann-Whitney test. Statisticki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano.

Raspodjela genotipova polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A nije se statisticki znacajno
razlikovala izmedu bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima kojima je prije pocetka
terapije utvrden nedostatak vitamina D (koncentracija <50 nmol/L) i bolesnika koji su imali

koncentraciju vitamina D iznad 50 nmol/L (Tablica 46).

Tablica 46. Raspodjela bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima deficijentnih na vitamin

D ovisno o genotipu polimorfizmima TNF-a -238 G/A i -308 G/A.

Genotip Vitamin D <50 nmol/l Vitamin D >50 nmol/l P#
TNF-a -238 GG 14 11 NP
TNF-a -238 GA/AA / / /
TNF-a -308 GG 13 8

TNF-a.-308 GA/AA 1 3 0,288

N, broj; NP nije primjenjivo. “Fisherov egzaktni test.
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4.5 Multivarijatna regresijska analiza

U prvom koraku nacinjena je univarijatna regresijska analiza kako bi se ustanovili ¢imbenici
koji bi mogli predvidjeti ucinkovitost terapije antagonistima TNF-o, odnosno odrzavanje
terapijske koncentracije lijeka u krvi, pojavu protutijela na lijek i remisiju bolesti izrazenu
koncentracijom CRP-a i klinickim ocjenama. Nakon univarijatne regresijske analize, nac¢injena

je multivarijatna u koju su ukljuceni statisti¢ki znacajni prediktori, s P vrijednostima <0,05.

Ovisno o klinickom parametru koji je definiran kao konacan ishod, napravljeni su modeli za
predvidanje sniZzene koncentracije antagonista TNF-a (Tablica 47), pojave protutijela na lijek

(Tablica 48) i1 remisije bolesti (Tablica 49).

4.5.1 Regresijski modeli za predvidanje klinickih ishoda

Univarijatnom analizom kao statistiCki znacajni prediktori za predvidanje terapijskih
koncentracija lijeka pokazali su se muski spol i dijagnoza reumatoidnog artritisa odnosno svih
reumatoidnih bolesti. Prema rezultatima, ispitanici muskog spola imaju vise izgleda postici
terapijske koncentracije lijeka nakon 12 mjeseci terapije. Bolesnici s reumatoidnim bolestima,
posebice s reumatoidnim artritisom imaju manje izgleda da ¢e postici terapijske koncentracije
bioloskih lijekova. Za razliku od RA, bolesnici s ulceroznim kolitisom imaju preko 4 puta veci

izgled posti¢i prihvatljivu terapijsku koncentraciju lijekova.

Multiplom logistickom regresijskom analizom jedino se dijagnoza reumatoidnog artritisa
izlucila kao prediktor terapijskih koncentracija IFX 1 ADM [OR (95 % CI) = 0,20 (0,05-0,83),
P=0,026. Vrijednost omjera izgleda manja od 1 znaci da bolesnici s reumatoidnim artritisom
imaju statisticki znaCajno manje izglede posti¢i terapijske koncentracije bioloskih lijekova
infliksimaba 1 adalimumaba. Ostale varijable izgubile su statistiCku znacajnost i ne mogu se
smatrati prediktorima za predvidanje postizanja terapijske koncentracije lijeka nakon 12
mjeseci terapije. Uklju¢enjem navedene varijable moguce je opisati ¢ak 67,9 % slucajeva, uz

povrsinu ispod krivulje od AUC=0,735 (95 % CI 0,644-0,814) (Tablica 47).
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Statisticki znacajni prediktori za izradu regresijskog modela za predvidanje pojave protutijela
na infliksimab ili adalimumab dobiveni univarijatnom regresijskom analizom su bili spol, dob,
autoimune reumatoidne bolesti, posebice reumatoidni artritis te koncentracije CRP-a izmjerene
nakon 6 1 12 mjeseci. Muski spol statisticki znac¢ajno smanjuje izgled za pojavom protutijela s
omjerom 0,25 (95 % CI 0,08-0,73). Od ostalih navedenih parametara koji statisticki znac¢ajno
povecavaju izgled za pojavom protutijela, dijagnoza reumatoidnog artritisa poveéava izgled za
pojavom protutijela na lijekove preko 5 puta uz OR 5,36 1 95 % CI 1,96-14,68. UvrStavanjem
svih vrijednosti u multivarijatnu regresijsku analizu, gubi se statisticka znacajnost parametara

(Tablica 48).

Univarijatnom regresijskom analizom za predvidanje remisije bolesti kao jedini statisticki
znacCajan parametar pokazala se koncentracija CRP-a nakon 6 1 12 mjeseci uz niske OR. Ostali
parametri nisu bili statisticki znacajni te nisu pridonosili regresijskom modelu za predvidanje
remisije bolesti (Tablica 49). UvrStavanjem parametara u multivarijatnu regresijsku analizu,

izgubila se statisticka znacajnost parametara.
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Tablica 47. Regresijski model za predvidanje terapijskih koncentracija lijeka nakon 12 mjeseci terapije (> 3 ng/mL za IFX i >4 pg/mL za ADM).

Univarijatna regresijska analiza

Multivarijatna regresijska analiza

Parametri OR (95 % CI) P* AUC (95 % CI) OR (95 % CI) Pt AUC (95 % CI)
Spol, M 2,47 (1,15-5,31) 0,021 0,610 (0,514-0,701) 2,28 (0,95-5,51) 0,066
Dob 0,98 (0,96-1,00) 0,094 0,590 (0,493-0,682) 1,02 (0,98-1,06) 0,298
Dijagnoza: RA 0,16 (0,05-0,46) 0,001 0,641 (0,545-0,729) 0,20 (0,05-0,83) 0,026
AS 1,01 (0,32-3,22) 0,983 0,501 (0,405-0,597) / /
PsA 1,09 (0,28-4,30) 0,901 0,503 (0,407-0,599) / /
CDh 1,42 (0,66-3,04) 0,365 0,542 (0,446-0,637) / /
ucC 4,36 (1,35-14,05) 0,014 0,595 (0,498-0,687) 2,80 (0,77-10,26) 0,120
Skupina bolesti, renmatoidne 0,31 (0,14-0,69) 0,004 0,637 (0,541-0,726) 0,70 (0,21-2,33) 0,562
Trajanje bolesti do pocetka terapije 0,98 (0,93-1,03) 0,363 0,597 (0,500-0,688) / /
CRP prije pocetka 1,01 (1,00-1,03) 0,174 0,518 (0.411-0,623) / / (0’62;7_3’5814)
CRP nakon 6 mjeseci 0,98 (0,95-1,01) 0,172 0,680 (0,581-0,768) / /
CRP nakon 12 mjeseci 0,96 (0,92-1,00) 0,077 0,671 (0,571-0,761) / /
fKAL nakon 6 mjeseci 1,00 (1,00-1,01) 0,320 0,580 (0,368-0,773) / /
fKAL nakon 12 mjeseci 1,00 (1,00-1,00) 0,465 0,577 (0,388-0,752) / /
Vitamin D prije po¢etka 1,00 (0,96-1,03) 0,944 0,519 (0,313-0,722) / /
Vitamin D nakon 3 mjeseca 1,00 (0,95-1,02) 0,928 0,611 (0,333-0,844) / /
Vitamin D nakon 9 mjeseci 1,01 (0,98-1,05) 0,446 0,622 (0,375-0,830) / /
TNF-a -238 GA 0,56 (0,09-3,51) 0,539 0,512 (0,416-0,608) 0,52 (0,07-3,90) 0,525
TNF-a -308 GA/AA 0,67 (0,27-1,67) 0,392 0,533 (0,437-0,628) 0,58 (0,21-1,61) 0,300

95 % CI, 95 % interval pouzdanosti (engl. confidence interval) AS, ankilozantni spondilitis; AUC, povrsina ispod krivulje (engl. area under curve); CRP, C
reaktivni protein; CD, Crohnova bolest; fKal, fekalni kalprotektin, M, muski spol; OR, omjer izgleda (engl. odds ratio); PsA, psorijazni artritis; RA, reumatoidni
artritis; UC, ulcerozni kolitis. “Univarijatna logisticka regresija; Tmultivarijatna logisti¢ka regresija. Statisti¢ki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su
podebljano.
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Tablica 48. Regresijski model za predvidanje pojave protutijela na lijek.

Univarijatna regresijska analiza

Multivarijatna regresijska analiza

Parametri
OR (95 % CI) P# AUC (95 % CD OR (95 % CI) Pt AUC (95 % CD

Spol, M 0,25 (0,08-0,73) 0,011 0,655 (0,560-0,743) 0,51 (0,13-1,98) 0,334
Dob 1,03 (1,00-1,06) 0,040 0,635 (0,539-0,724) 1,00 (0,96-1,06) 0,824
Dijagnoza: RA 5,36 (1,96-14,68) 0,001 0,666 (0,571-0,752) 4,93 (0,74-32,77) 0,099

AS 0,68 (0,14-3,28) 0,627 0,518 (0,422-0,614) / /

PsA 0,46 (0,05-3,88) 0,476 0,523 (0,427-0,618) / /

CD 0,72 (0,28-1,86) 0,493 0,540 (0,443-0,634) / /

ucC 0,17 (0,02-1,32) 0,090 0,585 (0,488-0,677) / /
Skupina bolesti, ARD 2,77 (1,08-7,11) 0,034 0,625 (0,528-0,714) 0,63 (0,10-3,82) 0,615
Trajanje bolesti do pocetka terapije 1,01 (0,95-1,06) 0,832 0,559 (0,462-0,653) / /
CREP prije pocetka 1,01 (1,00-1,03) 0,167 0,615 (0,507-0,714) / / 0.761
CRP nakon 6 mjeseci 1,03 (1,00-1,06) 0,025 0,706 (0,608-0,792) 1,01 (0,96-1,07) 0,682 (0,661-0,843)
CRP nakon 6 mjeseci >5 mg/L 2,66 (1,00-7,08) 0,050 0,616 (0,515-0,710) 0,60 (0,09-4,17) 0,602
CRP nakon 12 mjeseci 1,06 (1,01-1,11) 0,018 0,701 (0,602-0,787) 1,04 (0,96-1,26) 0,308
CRP nakon 12 mjeseci >5 mg/L 4,03 (1,39-11,73) 0,010 0,667 (0,567-0,758) 2,64 (0,46-15,05) 0,274
fKAL nakon 6 mjeseci 1,00 (1,00-1,00) 0,859 0,500 (0,295-0,705) / /
fKAL nakon 12 mjeseci 1,00 (1,00-1,00) 0,907 0,667 (0,475-0,825) / /
Vitamin D prije pocetka 0,98 (0,94-1,03) 0,472 0,548 (0,338-0,746) / /
Vitamin D nakon 3 mjeseca 1,00 (0,94-1,06) 0,871 0,583 (0,308-0,825) / /
Vitamin D nakon 9 mjeseci 1,01 (0,97-1,05) 0,671 0,538 (0,299-0,765) / /
TNF-a -238 GA 2,73 (0,43-17,39) 0,288 0,527 (0,430-0,622) 10,38 (0,90-119,78) 0,061
TNF-a -308 GA/AA 0,73 (0,22-2,38) 0,598 0,525 (0,429-0,621) 091 (0,21-3,90) 0,894

95 % CI, 95 % interval pouzdanosti (engl. confidence interval); ARD, autoimune reumatoidne bolesti; AS, ankilozantni spondilitis; AUC, povrsina ispod krivulje
(engl. area under curve); CRP, C reaktivni protein; CD, Crohnova bolest; fKal, fekalni kalprotektin, M, muski spol; OR, omjer izgleda (engl. odds ratio); PsA,
psorijazni artritis; RA, reumatoidni artritis; UC, ulcerozni kolitis. *Univarijatna logisti¢ka regresija; Tmultivarijatna logisticka regresija. Statisticki znacajne P
vrijednosti (P<0,05) prikazane su podebljano.

79



Tablica 49. Regresijski model za predvidanje remisije bolesti.

Univarijatna regresijska analiza

Multivarijatna regresijska analiza

Parametri OR (95 % CI) p# AUC (95 % CI) OR (95 % CI) Pt AUC (95 % CI)
Spol, M 1,26 (0,58-2,72) 0,557 0,529 (0,432-0,624) 0,89 (0,35-2,27) 0,813
Dob 1,00 (0,98-1,03) 0,812 0,529 (0,433-0,624) / /
Dijagnoza: RA 0,64 (0,26-1,60) 0,343 0,538 (0,441-0,633) / /
AS 3,73 (0,78-17,73) 0,098 0,555 (0,458-0,649) / /
PsA 222 (0,44-1124) 0,334 0,526 (0,430-0,621) / /
CD 1,04 (0,48-2,27) 0,921 0,505 (0,409-0,601) / /
uC 0,53 (0,20-1,42) 0,207 0,548 (0,451-0,642) / /
Skupina bolesti, reumatoidne 1,43 (0,65-3,15) 0,373 0,543 (0,446-0,637) / /
Trajanje bolesti do pocetka terapije 0,99 (0,94-1,03) 0,520 0,545 (0,448-0,640) / /
CRP prije potetka 1,00 (0,99-1,01) 0,938 0,476 (0,370-0,582) / /
CRP nakon 6 mjeseci 0,96 (0,92-0,99) 0,023 0,679 (0,580-0,768) 1,00 (0,95-1,05) 0,991 0,731
CRP>5 mg/L nakon 6 mjeseci 029 (0,12-0,68) 0,005 0,639 (0,539-0,732) 0,73 (0,18-2,91) 0,660  (0:629-0.818)
CRP nakon 12 mjeseci 0,90 (0,84-0,96) 0,001 0,729 (0,632-0,812) 0,89 (0,81-0,99) 0,029
CRP>5 mg/L nakon 12 mjeseci 0,33 (0,14-0,76) 0,008 0,633 (0,532-0,726) 1,65 (0,39-6,93) 0,496
fKAL nakon 6 mjeseci 1,00 (1,00-1,00) 0,095 0,792 (0,584-0,927) / /
fKAL nakon 12 mjeseci 1,00 (1,00-1,00) 0,745 0,756 (0,570-0,892) / /
Vitamin D prije potetka 0,99 (0,95-1,02) 0,463 0,596 (0,383-0,786) / /
Vitamin D nakon 3 mjeseca 0,99 (0,94-1,04) 0,640 0,536 (0,268-0,789) / /
Vitamin D nakon 9 mjeseci 0,98 (0,95-1,02) 0,375 0,633 (0,385-0,838) / /
TNF-a -238 GA / (0,00-0,00) 0,995 0,536 (0,439-0,630) /(0,00-0,00) 0,993
TNF-a -308 GA/AA 1,00 (0,39-2,54) 1,000 0,500 (0,404-0,596) 0,91 (0,31-2,70) 0,861

95 % CI, 95 % interval pouzdanosti (engl. confidence interval) AS, ankilozantni spondilitis; AUC, povrsina ispod krivulje (engl. area under curve); CRP, C
reaktivni protein; CD, Crohnova bolest; fKal, fekalni kalprotektin, M, muski spol; OR, omjer izgleda (engl. odds ratio); PsA, psorijazni artritis; RA, reumatoidni
artritis; UC, ulcerozni kolitis. *Univarijatna logisti¢ka regresija; Tmultivarijatna logisticka regresija. Statisti¢ki znacajne P vrijednosti (P<0,05) prikazane su
podebljano.
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5 RASPRAVA

U ovom radu ispitana je povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A s
odgovorom na terapiju 1 ucinkom lijeCenja antagonistima TNF-o, infliksimabom i
adalimumabom kod 112 bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima i upalnim bolestima

crijeva.

Utvrdeno je da je vise od 60 % ispitivanih bolesnika na terapiji antagonistima TNF-a postiglo
remisiju bolesti $to je, u odnosu na prethodna istrazivanja, ve¢i postotak bolesnika s remisijom.
U velikoj meta-analizi provedenoj na istrazivanjima objavljenim od 2012. do 2019. godine u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva nakon godinu dana terapije antagonistima TNF-a
utvrdena je remisija u 49 % bolesnika s Crohnovom boles¢u i 44 % s ulceroznim kolitisom
(100). Britansko drustvo za registar bioloskih lijekova u reumatologiji (engl. British Societe for
Rheumatology Biologics Registru for Rheumatoid Arthritis, BSRBR-RA) u razdoblju od 2001.
do 2013. godine provelo je istrazivanje o ucestalosti remisije kod otprilike 14000 bolesnika na
terapiji bioloskim lijekovima s autoimunim reumatoidnim bolestima. Za razliku od upalnih
bolesti crijeva, postotak bolesnika s reumatoidnim artritisom koji su postigli remisiju, iznosio
je do 30 % (101). Navedeno istrazivanje provedeno je tijekom dva razdoblja, izmedu 2001. i
2010. godine te od 2010. do 2013. godine, te je u drugom razdoblju uocen statisticki znacajan
porast udjela bolesnika s remisijom 1 snizenom aktivno$cu bolesti. Opisano istrazivanje
provedeno je prije gotovo 10 godina, pa se moze pretpostaviti da je udio bolesnika na terapiji
bioloskim lijekovima koji uspijevaju posti¢i remisiju bolesti tijekom godina dodatno rastao.
Povecanje udjela bolesnika u remisiji unatrag nekoliko godina moze se tumaciti boljim
algoritmima za lijeCenje te ranijim uvodenjem bioloske terapije odnosno antagonista TNF-a.To
je moguci razlog relativno visokog udjela ispitanika koji su postigli remisiju u naSem

istrazivanju.

Kao odgovor na terapiju infliksimabom i adalimumabom pracene su koncentracije ovih lijekova
u krvi, protutijela na lijekove te upalnih pokazatelja CRP-a 1 fekalnog kalprotektina. Osim
biokemijskih, praceni su i klinicki pokazatelji autoimunih reumatoidnih bolesti i upalnih bolesti

crijeva.

Protutijela na bioloske lijekove najées¢e su usmjerena na hipervarijabilnu regiju
imunoglobulina, odnosno na regiju koja odreduje komplementarnost (engl. Complementarity

Determining Region, CDR). Protutijela na lijekove u preko 90 % slucajeva su neutralizirajuca
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Sto znaci da sprjecavaju vezanje lijeka (anti-TNFa) na ciljne molekule $to direktno utjece na
djelovanje lijeka. Iz navedenog razloga etanercept je najmanje imunogenican lijek od svih
bioloskih lijekova jer je to dimerni fuzijski protein vezan za Fc regiju humanog IgG1, ¢ime se
izbjegava prisutnost imunogeni¢ne CDR (102). Razvoj protutijela na lijek moze dovesti do
smanjene terapijske ucinkovitosti lijeka ili do pojacanog rizika od nuspojava lijeka, koje se
najcesce ocituju kao reakcije hiperosjetljivosti na lijek. Osim neutraliziraju¢ih protutijela koja
se vezu na CDR regiju, mogu se razviti 1 protutijela koja nisu neutraliziraju¢a ve¢ stvaraju
imunosne komplekse te mijenjaju bioraspolozivost lijeka odnosno rezultiraju povecanim
uklanjanjem iz organizma S$to dovodi do smanjene koncentracije lijeka u krvi (103). Od
ukupnog broja ispitanika ukljucenih u naSe istrazivanje ukupno je 24 % bolesnika na terapiji
infliksimabom razvilo protutijela, 13 % s upalnim bolestima crijeva te ¢ak 43 % s autoimunim
reumatoidnim bolestima. Od bolesnika na terapiji adalimumabom ukupno je njih 13 % razvilo
protutijela na lijek (14 % s upalnim bolestima crijeva i 11 % s autoimunim reumatoidnim
bolestima). Dobiveni rezultati slazu se s prethodno objavljenom meta-analizom u kojoj je iz
rezultata Cak 68 istrazivanja vidljiv slican postotak bolesnika s protutijelima. Prema rezultatima
Thomasa 1 suradnika 25,3 % bolesnika na terapiji infliksimabom 1 14,1 % bolesnika na terapiji

adalimumabom je razvilo protutijela na lijek (83).

Odredivanje koncentracije protutijela na lijekove u serumu moze biti ograni¢eno visokim
koncentracijama lijeka zbog Cega se stvaraju imunosni kompleksi izmedu lijeka i protutijela na
lijek. U tom slucaju visoke koncentracije lijeka interferiraju to¢énom odredivanju koncentracije
protutijela te je moguce da su izmjerene koncentracije protutijela lazno snizene u odnosu na

stvarne koncentracije (104).

Koncentracija CRP-a je ve¢ nakon 6 mjeseci terapije antagonistima TNF-a znacajno bila
znacajno nize u svih bolesnika na terapiji. CRP je jedan od klju¢nih biljega sistemske upale kod
reumatoidnog artritisa (105). U ovom istrazivanju u vecine bolesnika s postignutom remisijom
koncentracije CRP-a prije pocetka terapije bile su blago poviSene, izmedu 8 i 32 mg/L, dok su
nakon 6-12 mjeseci terapije koncentracije pale ispod 5 mg/L. Brojni ¢imbenici mogu utjecati
na koncentraciju CRP-a, kao primjerice, genotip polimorfizama gena CRP, udio masnog tkiva,
koncentracije hormona u organizmu, kvaliteta prehrane te stres (106, 107). Unato¢ tome,
odredivanje koncentracije CRP-a klju¢no je za pracenje aktivnosti bolesti te se nalazi u vecini

ocjena koji sluze za izracun aktivnosti ili remisije bolesti (108).
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Povisena koncentracija CRP-a moZe wupucivati i na akutnu ili kroni¢nu wupalu u
gastrointestinalnom traktu. Kod aktivne Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa mogu se uociti
koncentracije CRP-a ve¢e od 20 mg/L ili ¢ak 40 mg/L. Terapijom imunosupresivnim
lijekovima se te koncentracije mogu sniziti unutar referentnog raspona (109). CRP kao
biokemijski biljeg upale moze biti ogranicene osjetljivosti u Crohnovoj bolesti te dio bolesnika
moze imati 1 normalne koncentracije. Rezultati istrazivanja Florina i suradnika pokazali su
niske koncentracije CRP-a u 10 % bolesnika (110). U njihovom istrazivanju kod vecine
bolesnika s niskim koncentracijama CRP-a bolest je zahvatila tanko crijevo, dok je manje
bolesnika s niskim koncentracijama imalo zahvaceno debelo crijevo. U naSem istrazivanju
gotovo 40 % bolesnika prije pocetka terapije nije imalo poviSene koncentracije CRP-a. Velika
razlika u postotku bolesnika s niskim CRP-om moze se objasniti duzim trajanjem bolesti
(prosje¢no 12 godina) u bolesnika u istrazivanju Florina i suradnika u odnosu na nase

istrazivanje (4 godine).

Osim nizih koncentracija CRP-a, u bolesnika na bioloSkoj terapiji infliksimabom,
adalimumabom, vedolizumabom ili golimumabom koji su postigli remisiju upalne bolesti
crijeva, primijecena je statisticki 1 klinicki znacajno niza koncentracija fekalnog kalprotektina
u odnosu na bolesnike koji nisu postigli remisiju. Fekalni kalprotektin je biljeg aktivnosti
upalnih bolesti crijeva, za koji su brojna istrazivanja pokazala da je dobar pokazatelj cijeljenja
mukozne sluznice u bolesnika na terapiji antagonistima TNF-o (111, 112). U nedavno
objavljenom preglednom ¢lanku, Gisbert i Chaparro su opisali 1 objedinili brojne ¢imbenike
koji bi mogli predvidjeti primarni odgovor na terapiju anti-TNF lijekovima te vedolizumabom
1 ustekinumabom. Od ¢imbenika koji mogu biti prediktori u¢inkovitijeg odgovora na terapiju
infliksimabom 1 adalimumabom naveli su mladu dob bolesnika, zahvac¢enost debelog crijeva,
krace trajanje bolesti, muski spol i neke polimorfizme. Za razliku od navedenih prediktora, nize
koncentracije fekalnog kalprotektina pokazale su se u manjoj mjeri korisne za predvidanje
odgovora na terapiju antagonistima TNF-a (113). S obzirom na dobivene rezultate u naSem
istrazivanju, koncentracije fekalnog kalprotektina ne mogu se smatrati koristan biokemijski

pokazatelj za predvidanje odgovora na terapiju.

U posljednjih je nekoliko godina pokazano da je vitamin D jedan od modulatora imunosnog
odgovora. Vitamin D inhibira sintezu citokina TNF-q, IL-2 i interferon y (114). S obzirom na
ulogu vitamina D, pretpostavka je da ¢e bolesnici s visSim koncentracijama vitamina D bolje

odgovarati na terapiju jer vitamin D suprimira stvaranje citokina. Tako su Kim 1 suradnici
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pokazali da vitamin D suprimira stvaranje IL-17 te poboljSava odgovor na terapiju
antagonistima interleukina (115). Reich i suradnici su, suprotno tome pokazali da koncentracije
vitamina D nize od preporucenih (75 nmol/L) imaju bolji klinicki odgovor na terapiju
antagonistima TNF-a (116). U nasem istrazivanju preporucena koncentracija vitamina D od 50
nmol/L preuzeta je iz preporuka Instituta za medicinu (engl. Institute of Medicine, IOM) (117)
zbog nizih vrijednosti u nasoj ispitivanoj populaciji (neobjavljeni podaci). U multicentricnom
istrazivanju koje je obuhvatilo 13 europskih drzava i 625 bolesnika s reumatoidnim artritisom
te 275 kontrolnih ispitanika, pokazane su statisticki nize koncentracije vitamina D u bolesnika
(43,9 £ 24.5 nmol/L) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika gdje su izmjerene koncentracije
47,4 £ 23,7 nmol/L. Kod vise od 60 % bolesnika s RA izmjerene su vrlo niske koncentracije
vitamina D (<10 ili 20 ng/mL) (118). Suprotno tom istrazivanju, u nasem prethodno
objavljenom istrazivanju, pokazali smo da su bolesnici autoimunim reumatoidnim bolestima i
snizenim koncentracijama vitamina D (<50 nmol/mL) imali bolji klini¢ki odgovor na terapiju
odnosno klini¢ke su ocjene (DAS28 i VAS) koji opisuju aktivnost bolesti bile manje (119). U
razliitim istrazivanjima o povezanosti vitamina D s ishodima lijeCenja, bilo autoimunih
reumatoidnih bolesti (120, 121) ili upalnih bolesti crijeva (122), dobiveni su kontradiktorni
rezultati. Kako je u op¢oj populaciji koncentracija vitamina D ispod preporu¢enih od 75 nmol/L
ili ¢ak ispod 50 nmol/L prema preporukama IOM i Endokrinoloskog drustva (117, 123) te jo$
uvijek nije potpuno jasno je li manjak vitamina D povezan s nastankom 1 razvojem bolesti ili
obrnuto ili je pak sniZzena koncentracija vitamina D u krvi posljedica tih bolesti (124, 125),

vitamin D se ne moze smatrati korisnim biljegom za pracenje aktivnosti bolesti

Mjerenje koncentracije lijeka i protutijela na lijek korisno je pratiti ve¢ nakon zavrSetka pocetne
faze lijecenja, odnosno nakon 12-14 tjedana primjene terapije jer bolesnici na terapiji bioloskim
lijekovima koji ve¢ tada imaju nize koncentracije lijeka od preporucenih terapijskih intervala
kasnije tijekom lijeCenja imaju veci rizik od razvoja protutijela na lijek odnosno smanjenog

klini¢kog odgovora na terapiju (126).

U naSem istrazivanju medijan koncentracije infliksimaba i adalimumaba nakon 6 ili 12 mjeseci
terapije bio je unutar ili malo ispod terapijskog raspona za bolesnike koji su postigli remisiju,
dok je u bolesnika bez postignute remisije koncentracija IFX i ADM bila statisticki znac¢ajno
niza, §to je posebice bilo vidljivo u bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Uz to, u bolesnika
bez remisije koncentracije protutijela na lijekove bile su vise nego u bolesnika koji su postigli

remisiju. Prema novijim smjernicama, koncentracija infliksimaba >8 pg/mL preporucuje se kao
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ciljna vrijednost za postizanje odrzive histololoske remisije kod upalnih bolesti crijeva (127).
U istrazivanju Vande Casteele i suradnika koje je provedeno na preko 480 bolesnika s
Crohnovom boles¢u vec je 1 pri koncentraciji IFX >2,79 pg/mL primijeCena remisija bolesti
koja je pracena mjerenjem koncentracije CRP-a (128). Sli¢ne koncentracije infliksimaba u
bolesnika koji su postigli remisiju izmjerene su i u naSem istrazivanju. U preglednom ¢lanku
objavljenom godinu kasnije od prethodno navedenog istrazivanja, Papamichael i suradnici
sakupili su rezultate 25 originalnih istrazivanja od Cega ¢ak 9 randomiziranih klinickih
ispitivanja s najveCom snagom dokaza na preko 2000 bolesnika. Klinicka remisija bolesti
pokazana je ve¢ kod koncentracija infliksimaba vec¢ih od 1,4 pg/mL u bolesnika s Crohnovom
bolesti odnosno 1,7 ng/mL za bolesnike s ulceroznim kolitisom. Koncentracije adalimumaba
potrebne za postizanje klini¢ke remisije bolesti bile su nesto vise te su za bolesnike s ulceroznim
kolitisom iznosile najmanje 4,58 pg/mL, odnosno u bolesnika s Crohnovom boles¢u 5,85
png/mL (129). Koncentracije ovih lijekova povezane s klini¢kom remisijom bolesti u naSem
istrazivanju odgovaraju koncentracijama dobivenim opisanim randomiziranim klinickim
ispitivanjima. Tako su u naSem istrazivanju u su bolesnika s upalnim bolestima crijeva koji su
postigli remisiju bolesti izmjerene koncentracije infliksimaba od 3,7 pg/mL nakon 6 mjeseci 1
5,2 pg/mL nakon 12 mjeseci terapije. Koncentracije adalimumaba u bolesnika s upalnim
bolestima crijeva u remisiji takoder su slijedile prethodna istraZivanja te je izmjerena

koncentracija bila 7,0 1 8,8 ug/mL nakon 6, odnosno 12 mjeseci terapije.

Za razliku od upalnih bolesti crijeva, u istrazivanju objavljenom 2018. godine u bolesnika s
reumatoidnim artritisom, tek su koncentracije infliksimaba vece od 4,7 pg/mL izmjerene nakon
14 tjedana terapije, upucivale na umjereno dobar do dobar odgovor na terapiju. LoSiji odgovor
na terapiju, bez postizanja remisije autori su primijetili u bolesnika s koncentracijama ispod 0,5
png/mL nakon godinu dana terapije (130). Koncentracije nize od 0,5 pg/mL odgovaraju
koncentracijama izmjerenim u bolesnika uklju¢enih u naSe istrazivanje. U bolesnika s
autoimunim reumatoidnim bolestima na terapiji adalimumabom koji su postigli remisiju
izmjerene koncentracije lijeka u naSem istrazivanju bile su nize od onih u prethodnim
istrazivanjima te su iznosile 4,5 pg/mL nakon 6 mjeseci te 6,3 nakon 12 mjeseci terapije.
UnatoC neslaganju s literaturnim podacima, koncentracije adalimumaba izmjerene u naSem

istrazivanju 1 dalje su bile unutar preporuc¢enog terapijskog raspona (4-8 pg/mL) (131).

U naSem istrazivanju u preko 20 % ispitanika utvrden je razvoj protutijela na ADM i IFX, s tim

da je ucestalost pojave protutijela gotovo dva puta veca u bolesnika na terapiji IFX nego ADM.
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Razvoj protutijela povezan je sa sekundarnim nedostatkom odgovora na terapiju, a javlja se u
¢ak do 30 % bolesnika na terapiji antagonistima TNF-a. Prema literaturnim podacima pojava
protutijela na lijekove javlja se najces¢e u razdoblju od 22 do 54 tjedna nakon pocetka terapije
(132). U kohortnom retrospektivnom istrazivanju Quistrebert i suradnika provedenom na 366
bolesnika s reumatoidnim artritisom koje je obuhvatilo podrugje Svedske, Francuske i
Nizozemske utvrdena je viSa pojavnost protutijela u bolesnika na terapiji ADM (19,2 %) nego
unasem istrazivanju gdje je 13,2 % bolesnika na terapiji ADM razvilo protutijela (133). Razlika
u postotku bolesnika koji su razvili protutijela vidljiva je i u bolesnika na terapiji infliksimabom,
pa je tako u nasem istrazivanju 24,3 % bolesnika na terapiji IFX razvilo protutijela dok je u
navedenom europskom istrazivanju veci udio (29 %) bolesnika razvio protutijela unutar 18
mjeseci od pocetka terapije. U prethodno opisanom istrazivanju udio bolesnika s pozitivnim
protutijelima rastao je s trajanjem terapije (133). Tako, primjerice, Quistrebert 1 suradnici nisu
zabiljezili razvoj protutijela na IFX nakon 3 1 6 mjeseci terapije, ali je nakon 12 mjeseci postotak
bolesnika s pozitivnim protutijelima na IFX porastao na 34 %, a nakon 18 mjeseci 66 % (133).
U naSe istrazivanje ukljuceni su bolesnici kojima je prije pocetka terapije bioloskim lijekovima
bolest trajala oko 5 godina, a Quistrebert i suradnici su u svom istrazivanju pokazali da je dulje

trajanje bolesti prije pocetka terapije jedan od rizi¢nih ¢imbenika za nastanak protutijela.

Rezultati genotipizacije na naSem uzorku ispitanika pokazali su slicnu distribuciju G i A alela
polimorfizama TNF-o -238 G/A 1-308 G/A kao u Europi. Tako je primjerice, u nasih bolesnika
pronadena ucestalost A alela od 4 % za rs361525 (TNF-a.-238 G/A) 113 % zars1800629 (TNF-
a -308 G/A) dok je u europskoj populaciji ucestalost A alela TNF-o -238 G/A nesto veca i

iznosi 6 %, a udio A alela za TNF-a -308 G/A je identican kao u ovom istrazivanju (134).

Dosadasnja istrazivanja imaju kontradiktorne rezultate o povezanosti genotipa polimorfizama
TNF-o -238 G/A 1 -308 G/A s podloznoscu bolesti 1 ufinkom terapije kod autoimunih
reumatoidnih 1 upalnih bolesti crijeva. Chen i suradnici objavili su meta-analizu u kojoj su
ukljucena 43 znanstvena rada (135). U navedenoj meta-analizi u 8 istraZivanja o povezanosti
genotipa polimorfizma TNF-a -238 G/A i reumatoidnog artritisa ukljuc¢eno je ukupno 1386
bolesnika 1 1535 kontrolnih ispitanika, dok je u 19 istrazivanja o povezanosti genotipa
polimorfizma TNF-a -308 G/A 1 autoimunih reumatoidnih bolesti bilo ukljuc¢eno ukupno 3503
bolesnika s RA i oko 4000 kontrolnih ispitanika s podrucja Europe, Azije i Latinske Amerike.
Pokazana je veca pojavnost reumatoidnog artritisa kod nositelja A alela polimorfizma TNF-o. -

308 G/A, dok je utvrdeno da genotip GA ili alel A polimorfizma TNF-0-238 G/A djeluje
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protektivno i smanjuje podloznost reumatoidnom artritisu. U radu koji su proveli Li i suradnici,
istrazivana je pojavnost reumatoidnog artritisa u kineskoj pokrajini Hunan (136). Na 112
bolesnika s RA 1 129 zdravih dobrovoljnih davatelja krvi, autori su pokazali da osobe s
genotipom GG TNF-o -308 G/A imaju veci rizik od reumatoidnog artritisa, odnosno da A alel
polimorfizma TNF-a -308 G/A kao i muski spol djeluju protektivno odnosno umanjuju rizik od
nastanka RA. Dodatno su pokazali statisticki znacajno viSu koncentraciju TNF-a u krvi kod
zena nego kod muskaraca, ali bez razlika u koncentraciji u odnosu na genotip polimorfizma
TNF-o -308 G/A. Koncentracija TNF-a ne ovisi o genotipu polimorfizama gena TNF-a
odnosno u rezultati prethodno objavljenih istrazivanja su kontradiktorni. Primjerice, u
preglednom c¢lanku El Tahana i suradnika sazeti su rezultati prethodnih istrazivanja s razlikama
u ekspresiji gena TNF-o ovisno o vrsti bolesti (60). Tako je pokazano da je genotip AA
polimorfizma -238 G/A povezan s nizim koncentracijama TNF-a u bolesnika sa psorijazom
(137), dok je u bolesnika s multiplom sklerozom genotip GG povezani s viSim koncentracijama
TNF-a (138), a u bolesnika s RA nema povezanosti genotipa polimorfizama s koncentracijom
(139). Kako koncentracija TNF-a ovisi i o vrsti 1 aktivnosti bolesti, u naSem istraZzivanju nismo
myjerili koncentraciju TNF-a jer su ukljuceni bolesnici s razli¢itim bolestima te s razli¢itim
simptomima i aktivnostima bolesti. U drugom istraZivanju provedenom u Svedskoj na 154
bolesnika s reumatoidnim artritisom i 324 kontrolnih ispitanika pokazano je da nositelji
genotipa GG polimorfizma TNF-a -308 G/A imaju veci rizik od nastanka RA, ali nositelji
genotipa GA polimorfizma TNF-a -308 G/A CeS¢e imaju tezu klinicku sliku reumatoidnog

artritisa (140).

Istrazivanje povezanosti preko 50 razli¢itih mutacija s nastankom ankilozantnog spondilitisa
provedeno u danskoj populaciji na 709 bolesnika s AS 1 795 zdravih dobrovoljnih darivatelja
krvi dokazalo je smanjen rizik od nastanka ankilozantnog spondilitisa s genotipovima GA ili
AA polimorfizama TNF-o -238 G/A 1 TNF-a -308 G/A. Kod mutacija ispitivanih na drugim
genima, polimorfne varijante gena ve¢inom uopce nisu bile povezane s poveéanim rizikom od
nastanka AS ili su bile povezane s ve¢im rizikom nastanka ankilozantnog spondilitisa, a nisu

djelovale protektivno kao u slucaju polimorfizama TNF-o. -238 G/A 1 TNF-o -308 G/A (141).

Kao i u prethodno navedenim istrazivanjima, u istrazivanjima o povezanosti psorijaznog
artritisa s genotipovima polimorfizama 7NF-o -238 G/A 1 -308 G/A rezultati su kontradiktorni.
U istrazivanju provedenom na podru¢ju Venezuele koje je obuhvatilo oko 50 bolesnika s

psorijaznim artritisom 1 isto toliko kontrolnih ispitanika pokazana je povezanost A alela i GA
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genotipa polimorfizma 7NF-a -238 G/A sa smanjenim rizikom od razvoja psorijaznog artritisa
(142). U velikoj meta-analizi koja je obuhvatila ¢ak 26 znanstvena Clanka i otprilike 2000
kontrolnih ispitanika te oko 3000 bolesnika sa psorijaznim artritisom, pronadena je povezanost
genotipova AA 1 GA polimorfizma TNF-a -308 G/A sa smanjenim rizikom od nastanka bolesti
dok su genotipovi AA i GA polimorfizma TNF-a -238 G/A bili povezani s pove¢anim rizikom
od nastanka psorijaznog artritisa (143). Razlike u rezultatima objavljenih istrazivanja o
podloznosti bolesti ovisno o navedenim polimorfizmima mogu se povezati s razli¢itim etnickim
skupinama na kojima su istrazivanja provedena, razli¢itim geografskim podru¢jima u kojima

su provedena ili su ispitana na premalom broju bolesnika.

Kao i kod autoimunih reumatoidnih bolesti, povezanost genotipa polimorfizama TNF-o -238
G/A 1-308 G/A s povecanim ili smanjenim rizikom za razvoj upalnih bolesti crijeva razlikuje
se ovisno o istrazivanjima. Rezultati meta-analize u koju je bilo ukljuceno 87 znanstvenih
istrazivanja, nisu dokazali veci rizik od nastanka Crohnove bolesti kod ispitanika s genotipom
GA ili AA polimorfizma TNF-o -308 (144). U istrazivanju koje su proveli Cao i suradnici na
110 bolesnika s ulceroznim kolitisom te oko 300 zdravih ispitanika, pripadnika kineske etnicke
populacije pokazana je statisticki znacajna povezanost A alela polimorfizma TNF-a -308 G/A
s povecanim rizikom za razvoj ulceroznog kolitisa, dok se udio ostalih genotipova drugih
polimorfizama (TNF-o. -1031 T/C, -863 C/A, -857 T/C) nije statisticki znacajno razlikovao u
bolesnika s UC i u zdravih ispitanika (145). Zanimljivo, u navedenom istrazivanju, nijedan
ispitanik nije imao ni genotip GA niti AA polimorfizma TNF-o -238 G/A §to se slaze s nasim
istrazivanjem u kojem takoder nije pronaden nijedan bolesnik s genotipom AA ili GA na tom
polozaju. U novijem istrazivanju koje je obuhvatilo 50 bolesnika i 25 zdravih ispitanika, Al-
Taei je pokazao povezanost genotipa GA polimorfizma TNF-a -308 G/A s povecanim rizikom
od nastanka upalnih bolesti crijeva (146). Osim s nastankom upalnih bolesti crijeva, u prije
objavljenim istrazivanjima, pokazana je povezanost A alela polimorfizma TNF-a -308 G/A s
klinickom prezentacijom bolesti odnosno jacom upalom i progresijom bolesti u bolesnika s

ulceroznim kolitisom (147).

Dosadasnji rezultati istrazivanja upucuju na povezanost genotipova polimorfizama 7NF-a -238
G/A 1-308 G/A s nastankom bolesti te primarni ili sekundarni nedostatak odgovora na terapiju
antagonistima TNF-a. Odgovor na terapiju moze se, izmedu ostalog, procjenjivati primarnom
koncentracijom lijeka u krvi, nakon minimalno 14 tjedana od pocetka uzimanja terapije

odnosno nakon faze indukcije i postizanja terapijske koncentracije lijeka u krvi. U ovom
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istrazivanju, koncentracija lijeka kod vecine bolesnika je odredena u fazi odrzavanja terapije,
nakon 6 i 12 mjeseci od pocetka terapije, a u istom razdoblju odredena je i koncentracija
protutijela na lijekove. U bolesnika ukljucenih u ovo istrazivanje protutijela su se razvila u
prosjeku nakon 9 mjeseci, s tim da su se u bolesnika na terapiji adalimumabom pojavila nesto
ranije, ve¢ nakon prosje¢no 7 mjeseci. U bolesnika koji su razvili protutijela, koncentracija

lijeka bila je nemjerljivo niska §to odgovara i prijaSnjim istrazivanjima (148).

o genotipu polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A. Dosadasnji radovi nisu istrazivali
povezanost koncentracije antagonista TNF-a s genotipovima polimorfizama TNF-a -238 G/A

1-308 G/A.

Polimorfizmi u promotorskoj regiji mogu biti povezani i s klini¢kim odgovorom na terapiju kao
1 s tezinom klinicke slike. U preglednom su ¢lanku Prieto-Pérez 1 suradnici opisali razlicite
rezultate dobivene u prethodnim istrazivanjima o povezanosti genotipova polimorfizama 7NF-
a -238 G/A 1-308 G/A s odgovorom na terapiju antagonistima TNF-a u bolesnika sa psorijazom
1 nekim autoimunim bolestima. Tako je, primjerice, pronadena povezanost A alela
polimorfizma TNF-a -238 G/A 1 boljeg odgovora na terapiju infliksimabom u bolesnika s
reumatoidnim artritisom, dok nije zabiljezena statisticki znacajna povezanost s polimorfizmom
TNF-o0 -308 G/A (149). U drugom istrazivanju provedenom na manjem broju bolesnika s RA
pokazan je bolji odgovor na terapiju, odnosno vec¢e smanjenje DAS28 nakon 24 tjedna terapije
infliksimabom u bolesnika s genotipom GG polimorfizma 7TNF-a -308 G/A u odnosu na
bolesnike s genotipovima AA ili GA (150). U velikom farmakogenetickom istrazivanju
provedenom na 150 bolesnika s reumatoidnim artritisom rezultati su pokazali da nijedan od
polimorfizam TNF-a -238 G/A, -308 G/A ni -857 C/T nije samostalno povezan s boljim ili
loSijim odgovorom na terapiju adalimumabom. Medutim, kombinacija genotipova TNF-a -238
GG, -308 GG 1 -857 CC kod cak 40 % bolesnika pokazala je statisticki znac¢ajnu povezanost s
poboljsanjem ACR (engl. American College of Rhematology) kriterija za 50 % u bolesnika s
RA nakon 12 tjedana terapije adalimumabom (151).

Nazalost, ni nakon brojnih provedenih istrazivanja, jo$ uvijek ne postoji jednoznacan dokaz o
genotipu pojedinog polimorfizma nekog gena koji bi mogao sa sigurnos¢u predvidjeti koja
osoba ¢e na koji nacin odgovoriti na biolosku terapiju. NajceS¢a ograni¢enja vecine istrazivanja

su, primjerice, premali broj ukljucenih ispitanika, koji umanjuje snagu istrazivanja,
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heterogenost ispitanika prema trajanju bolesti, klinickim simptomima i aktivnosti bolesti
prilikom ukljucenja u istrazivanje, uzimanje dodatnih lijekova osim onih uklju¢enih u

istrazivanje te nemogucénost ispitivanja svih genskih varijanti (152).

Osim u bolesnika s reumatoidnim autoimunim bolestima, sli¢na povezanost ispitivanih
polimorfizama i s u¢inkom terapije, pronadena je i u bolesnika s Crohnovom boles¢u (149). U
meta-analizi objavljenoj 2015. godine autori su obradili podatke iz 10 velikih istrazivanja o
povezanosti pojedinih genotipova polimorfizama TNF-a -238 G/A, -308 G/A 1 -857 C/T s
odgovorom na biolosku terapiju u bolesnika s ankilozantnim spondilitisom, psorijazom i
Crohnovom bole$¢u. Analizom je obuhvaceno gotovo 900 bolesnika, a u ¢ak 7 istrazivanja
ispitivani su bolesnici s Crohnovom boles¢u. Zakljuceno je da bolesnici s divljim genotipovima,
odnosno genotipovima GG TNF-a -238 G/A 1 TNF-o. -308 G/A te genotipom CC TNF-o. -857
C/T imaju bolji klinicki odgovor na terapiju u odnosu na ispitanike s drugacijim genotipovima

navedenih polimorfizama gena TNF-a (153).

U naSem istrazivanju nije pronadena povezanost koncentracije lijeka niti s jednim genotipom
polimorfizama TNF-a -238 G/A ili -308 G/A te je moguce da neki polimorfizmi na drugim
polozajima u promotorskoj regiji gena TNF-o kao i1 drugi geni utjeCu na nize koncentracije
lijekova ili pojavu protutijela. Dodatno, razvoj protutijela na lijek ne mora biti trajan, pa je
veoma vazno 1 u kojem trenutku je uzorkovan serum za odredivanje protutijela. Tako su,
primjerice, u istrazivanju bolesnika s RA na terapiji adalimumabom tijekom 3 godine pracenja
u skoro 50 % bolesnika pronadena protutijela na lijek, dok je u njih ¢ak 30 % prisutnost
protutijela bila prolazna (154). U novijem istrazivanju Reinholda i suradnika objavljenom 2021.
godine, provedenom na 104 bolesnika s upalnim bolestima crijeva ispitivana je povezanost
koncentracije adalimumaba, infliksimaba 1 protutijela na lijekove s klinickom slikom u
bolesnika (155). Kako do sada ne postoje opée prihvacene smjernice kada je potrebno
odredivati koncentraciju lijeka ili protutijela na lijek, autori su u navedenom istrazivanju pratili
najceSc¢e razloge mjerenja. Tako su koncentracije infliksimaba, adalimumaba i protutijela na te
lijekove najeSée mjerene zbog pogorSanja bolesti, pojave nuspojava lijekova, porasta
koncentracije CRP-a i fekalnog kalprotektina, pove¢ane endoskopske aktivnosti bolesti, sumnje
na razvoj protutijela ili prethodno otkrivene prisutnosti protutijela na lijekove te potrebe za
povecanjem doze ili u€estalosti terapije. U navedenom istrazivanju pokazana je prisutnost
protutijela ve¢inom u bolesnika s niskom koncentracijom lijeka Sto odgovara i naSim

rezultatima. U studiji Reinholda 1 suradnika pokazano je i da koncentracija lijeka ne odgovora
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klini¢koj slici bolesnika na terapiji, pa autori preporucuju pracenje koncentracije lijeka te
odredivanje prisutnosti protutijela samo kao potvrdu u¢inkovitosti terapije odnosno kao pomo¢
u odluci o promjeni doze ili vrste terapije ako nema klinickog poboljSanja bolesnika na terapiji

(155).

Osjetljivost CRP-a u bolesnika s Crohnovom boles¢u vrlo je niska, Sto znaci da 1 do 30 %
bolesnika s aktivnom bole$¢u moze imati normalne koncentracije CRP-a u krvi. Iz navedenog
razloga, kao bolji marker aktivne upale odnosno remisije bolesti pokazao se fekalni kalprotektin
(156). U istrazivanju provedenom na 90 bolesnika s teSkim oblikom ulceroznog kolitisa, visa

koncentracija fekalnog kalprotektina upucivala je na potrebu za operativnim zahvatom (157).

U dosadasnjim istrazivanjima nije ispitivana povezanost koncentracije fekalnog kalprotektina
s genotipom polimorfizmima 7NF-a -238 G/A 1-308 G/A. U nasem istrazivanju nije pronadena
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji fekalnog kalprotektina ovisno o razliitim

genotipovima polimorfizama TNF-o -238 G/A 1-308 G/A.

U istrazivanju na 121 bolesniku s Crohnovom boles¢u, pokazana je povezanost genotipova GA
1 AA TNF-a -308 G/A s losijim klinickim odgovorom na terapiju, a autori su pronasli i da
odgovor na terapiju osim o genotipu ovisi 1 o podtipu Crohnove bolesti (158). U bolesnika s
upalnim bolestima crijeva odgovor na anti-TNF terapiju moZe se povezati i s drugim
polimorfizmima gena koji sudjeluju u regulaciji upalnih procesa u organizmu, kao §to su geni

koji kodiraju za NF-«xB, IL-1, TNF-a 1 IL-18 (159).

Objektivni pokazatelji kliniCkog stanja autoimunih reumatoidnih bolesti i odgovora na terapiju
su klini¢ke ocjene kojima se procjenjuje zahvacenost te broj bolnih i nateenih zglobova, a koji,
zajedno s koncentracijom CRP-a ulaze u DAS28 zbroj (160). U velikoj meta-analizi provedenoj
na 692 bolesnika s reumatoidnim artritisom A alel 7TNF-a -308 pokazao se kao prediktor loSijeg
odgovora na terapiju antagonistima TNF-o, infliksimabom, adalimumabom 1 etanerceptom
(161). U kohortnom istrazivanju Maxwella 1 suradnika na vise od 1000 ispitanika na terapiji
etanerceptom i oko 450 ispitanika na terapiji infliksimabom, pokazana je povezanost genotipa
AA polimorfizma 7TNF-a -308 G/A sa slabijim klini¢kim odgovorom pra¢enim DAS28
ocjenom u odnosu na genotip GG, ali samo u bolesnika na terapiji etanerceptom. U bolesnika
na terapiji infliksimabom ista povezanost s nije dokazana (162). Rezultati navedenog

istrazivanja slazu se s naSim rezultatima gdje u bolesnika na terapiji infliksimabom 1
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adalimumabom takoder nije pronadena povezanost izmedu remisije i nekog od genotipova

polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 TNF-a -308 G/A.

U naSem je istrazivanju pronaden znacajni pad vrijednosti DAS28, BASDAI i VAS ocjena
tijekom pracenja bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima nakon 6 1 12 mjeseci u
odnosu na pocetne vrijednosti. PoboljSanje klinicke slike mjereno DAS28 ocjenom vidljivo je
samo u bolesnika s genotipom GG polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 TNF-a. -308 G/A s tim da
su vrijednosti pale za vise od 1,2 u odnosu na pocetne vrijednosti §to se prema preporukama
Hrvatskog reumatoloskog drustva Hrvatskog lijecnickog zbora za primjenu bioloskih lijekova
kod reumatoidnog artritisa odraslih bolesnika (163) smatra klinickim poboljSanjem odnosno
remisijom bolesti. BASDAI i VAS ocjene nakon 6 i 12 mjeseci terapije bioloskim lijekovima
su takoder bile znac¢ajno manje u bolesnika s genotipom GG na polozajima TNF-o.-238 1 TNF-
0.-308, ali i s genotipovima GA ili AA na polozaju TNF-o -308, dok u bolesnika s genotipovima
GA ili AA na polozaju TNF-a -238 nije zabiljezeno poboljSanje nijedne klinicke ocjene.
Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima u prethodno objavljenim istrazivanjima. Gheita i
suradnici istrazivali su povezanost klinickih ocjena DAS28 1 koncentracije TNF-a s
genotipovima polimorfizma 7TNF-a -308 G/A na preko 40 bolesnika s RA 1 30 kontrola. U
njihovom istrazivanju bolesnici s genotipom GA na polozaju TNF-a -308 nisu pokazali
statisti¢ki znacajno poboljsanje DAS2S, a koncentracija TNF-a ostala je poviSena za razliku od
bolesnika s genotipom GG na polozaju TNF-a -308 koji su imali klinicko poboljsanje (164). U
meta-analizi iz 2009. godine koja je obuhvatila 9 istrazivanja s ukupno nesto manje od 700
bolesnika s RA, pokazan je bolji odgovor u bolesnika nositelja genotipa GG na polozaju TNF-
a -308 sa statisti¢ki znacajnom razlikom u DAS28 ocjeni u odnosu na bolesnike nositelje alela

A na polozaju TNF-o.-308 (165).

Unato¢ napretku lijeCenja 1 pozitivnim ishodom lijecenja antagonistima TNF-a u vecini
bolesnika, jo§ uvijek velik postotak bolesnika na terapiji ne odgovara Zeljenim klinickim
ishodima ili se kod nekih bolesnika s vremenom klini¢ki odgovor izgubi. Nazalost, ne postoji
jedinstven klini¢ki test ili kombinacija testova koji bi mogli predvidjeti tijek lije¢enja i odgovor
na terapiju. Trenutno se u brojnim bolestima, pa tako i u ispitivanim u ovom istrazivanju,
upalnim bolestima crijeva 1 autoimunom reumatoidnim bolestima, traze modeli za predvidanje
nacina i u¢inka lije¢enja kao i eventualnog odabira lijeka, a sve u cilju optimizacije lijecenja,
ali 1 smanjenja troSkova lijecenja zbog neuspjesnih terapija. Osim toga, traze se i modeli za

predvidanje eventualnog relapsa bolesti nakon operativnih ili manje invazivnih oblika lijecenja
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(166). Bolesnici s autoimunim bolestima i bolestima posredovanim imunosnim odgovorom, ne
reagiraju jednako na terapiju ili kombinaciju razli¢itih terapija $to moze ovisiti o brojnim

okoli$nim, ali i genetickim ¢imbenicima.

U istrazivanjima je pokazana povezanost mlade dobi na pocetku uzimanja terapije s boljim
odgovorom na terapiju u bolesnika s upalnim bolestima crijeva, ali u drugim istrazivanjima
povezanost nije pronadena. Kontradiktorni su takoder, rezultati vezani uz povezanost spola,
indeksa tjelesne mase i puSenja s ucinkovitoSc¢u terapije (167). Zbog rezultata koji se razlikuju
od istrazivanja do istrazivanja, joS uvijek se traze najbolji modeli te varijable kojima bi se mogli

predvidjeti ucinci lije¢enja autoimunih, ali 1 drugih bolesti.

U ovom istrazivanju univarijatnom regresijskom analizom pokazano je da muski spol ima ve¢i
izgled za postizanje terapijskih koncentracija lijekova. Dijagnoza reumatoidnog artritisa
odnosno bolesnici s autoimunim reumatoidnim bolestima, s druge strane, imaju manji izgled za
postizanjem terapijskih koncentracija odnosno tijekom lije¢enja ne¢e imati koncentraciju ve¢u
od 3 pg/mL za IFX ili veéu od 4 pg/mL za ADM u serumu. Suprotno tome, bolesnici s
dijagnozom ulceroznog kolitisa imaju veci izgled postici terapijske vrijednosti lijeka tijekom
lije¢enja bioloskim lijekovima infliksimabom ili adalimumabom. U multivarijatnoj regresijskoj
analizi u koju smo ukljucili navedene statistiCke znacajne ¢imbenike zajedno s genotipovima
polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 GJ/A, statisticki znaCajan rezultat zadrzava samo
dijagnoza RA koja i dalje ima manji izgled za postizanjem terapijskih koncentracija lijekova.
U regresijskom modelu za predvidanje pojave protutijela, u univarijatnoj regresijskoj analizi,
ponovno je spol imao statisticki znacajan rezultat. U ovom modelu bolesnici muskog spola
imaju manji izgled razviti protutijela na lijek od Zena. Osim toga, dijagnoza RA, ali i dob te
koncentracije vise od 5 mg/L CRP izmjerene nakon 6 1 12 mjeseci terapije povecavaju izgled
za razvoj protutijela. Ukljuivanjem svih navedenih ¢imbenika, zajedno s genotipovima
polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A, u multivarijatni regresijski model, svi navedeni

¢imbenici gube statisticku znacajnost.

Koncentracija CRP-a visa od 5 mg/L 6 1 12 mjeseci nakon terapije antagonistima TNF-a ima
manji izgled za remisiju bolesti. Kao 1 prethodni ¢imbenici, uklju¢eni u multivarijatnu
regresijsku analizu, koncentracija CRP-a >5 mg/mL gubi statisticCku znacajnost, dok

koncentracija CRP-a nakon 12 mjeseci koja, ako je viSa, ima manji izgled za remisijom bolesti.
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Brojni su geni i polimorfizmi ispitivani u cjelogenomskim asocijacijskim studijama (engl.
Genome-Wide Association Studies, GWAS), ali jo$ uvijek nije pronaden jedinstveni gen ili
kombinacija ¢cimbenika koji bi zadovoljili kriterije dobrog prognosti¢kog indikatora za odgovor
na terapiju antagonistima TNF-o u bolesnika s upalnim bolestima crijeva ili autoimunim

reumatoidnim bolestima (167).
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6 ZAKLJUCCI

U ovom radu ispitana je povezanost genotipa polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A s

odgovorom na terapiju 1 ucinkom lijeCenja antagonistima TNF-a, infliksimabom i

adalimumabom kod 112 bolesnika s autoimunim reumatoidnim bolestima 1 upalnim bolestima

crijeva. Dobiveni rezultati pokazuju da:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Genotip polimorfizama 7NF-a -238 G/A 1 -308 G/A ne utjeCe na koncentraciju
antagonista TNF-a, infliksimaba i1 adalimumaba.

Genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A 1-308 G/A ne utjece na koncentraciju ni pojavu
protutijela na infliksimab i adalimumab.

Genotip polimorfizama TNF-o -238 G/A 1 -308 G/A ne utjece na koncentraciju fekalnog
kalprotektina.

Genotip polimorfizama TNF-a -308 G/A utjece na koncentraciju C reaktivnog proteina.
Genotip GG polimorfizama 7NF-a -238 G/A i -308 G/A utjece na klinicku ocjenu
aktivnosti bolesti izrazenu DAS28 ocjenom u bolesnika s autoimunim reumatoidnim
bolestima.

Genotip polimorfizama TNF-a -238 G/A 1 -308 G/A ne utjecCe na remisiju bolesti crijeva
1 autoimunih reumatoidnih bolesti.

Genotipizacija na polozajima TNF-a -238 i -308 prije uvodenja terapije bioloskim
lijekovima ne pridonosi procjeni klini¢kih ishoda lije¢enja, u¢inkovitosti terapije praceno
mjerenjem koncentracije lijeka, pojave protutijela na lijek kao ni postizanja klinicke

remisije upalnih bolesti crijeva ni autoimunih reumatoidnih bolesti.

Zakljucno, ovim istrazivanjem nije pronadena povezanost klinicke i biokemijske remisije u

bolesnika na terapiji antagonistima TNF-a ovisno genotipu polimorfizmima TNF-a -238 G/A 1

-308 G/A.
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8 POPIS KRATICA

Kratica Znacenje

1,25(OH)2D 1,25-dihidroksi-vitamin D

5-ASA 5-aminosalicilna kiselina (engl. 5-aminosalicylic acid)

6-MP 6-merkaptopurin

ADM adalimumab

AIH autoimuni hepatitis

Anti-TNF protutijela na faktor nekroze tumora

AITD autoimuna bolest Stitnjace

ARF akutna reumatska groznica

AS ankilozantni spondilitis

At protutijela

AZA azatioprin

BASDAI indeks aktivnosti ankilozantnog spondilitisa (engl. Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index)

BASFI funkcionalni indeks za ankilozantni spondilitis (engl. Bath Ankylosing
Spondylitis Functional Index)

BBZ broj ukljucenih bolnih zglobova

bDMARD bioloski DMARD lijekovi

BOZ broj otecenih zglobova

CD Crohnova bolest (engl. Crohn's disease)

CMIA kemiluminiscentna imunokemijska metoda s mikroc¢esticama (engl.
Chemiluminescent Microparticle immunoassay)

CRP C reaktivni protein

c¢sDMARD konvencionalni sintetski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti (engl.
conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drugs)

DAS28 skor za vrednovanje aktivnosti bolesti (engl. disease activity score)
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Kratica Znacenje

DNA deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)

ECCO Europska organizacija za Crohnovu bolest i kolitis (engl. European
Crohn’s and Colitis Organisation)

ELISA enzimska imunokemijska metoda (engl. enzyme linked immunosorbent
assay)

ESGAR Europsko drustvo za gastrointestinalnu i abdominalnu radiologiju (engl.
European Society of Gastrointestinal and Abdominal Radiology)

Fab varijabilna regija specifi¢na za antigen (engl. fragment binding antigen)

Fc konstantna regija (engl. fragment constant)

fKal fekalni kalprotektin

GD Gravesova bolest

GWAS Cjelogenomske asocijacijske studije (engl. Genome-Wide Association
Studies)

HLA sustav humanog leukocitnog antigena (engl. Human Leukocyte Antigens)

IBD upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel diseases)

IFX infliksimab

IL interleukin

JAK Janus kinaza

K3EDTA etilendiamin tetraoctena kiselina (engl. ethylene diamine tetra acetic acid)

LT-a limfotoksin o

LT-B limfotoksin 3

MHC glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)

MS multipla skleroza

MTX metotreksat

PBC primarna bilijarna ciroza

PEG Polietilenglikol
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Kratica Znacenje

PRR receptori koji prepoznaju molekulske strukture (engl. Pattern-Recognition
Receptors)

PsA psorijazni artritis

RA reumatoidni artritis

SLE sistemski eritematozni lupus

SNP polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

SS Sjogrenov sindrom

sTNF-a topljivi TNF-a (engl. soluble TNF-a)

T1D Secerna bolest tipa 1.

TLR toll-like receptor

tmTNF-a transmembranski TNF-a (engl. transmembrane TNF-a.)

TNFR1 receptor TNF-a tipa 1

TNFR2 receptor TNF-a tipa 2

TNF-a faktor nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor o)

ucC ulcerozni kolitis (engl. ulcerative colitis)
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POVEZANOST POLIMORFIZAMA GENA ZA TNF-a S UCINKOVITOSCU TERAPIJE ANTAGONISTIMA
TNF-o INFLIKSIMABOM | ADALIMUMABOM | BRZINOM RAZVOJA PROTUTIJELA NA TE LUEKOVE

MARIJANA MILER

Antagonisti faktora nekroze tumora a (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF-a) ucinkoviti su u lijecenju
autoimunih reumatoidnih i upalnih bolesti crijeva, ali se ¢ak u 30 % bolesnika ne postiZze remisija
bolesti. Cilj istrazivanja bio je ispitati postoji li razlika u klinickom i biokemijskom odgovoru na terapiju
anti-TNF-a protutijelima ovisno o polimorfizmima gena TNF-a na polozajima -238 G/A (rs361525) i -
308 G/A (rs1800629).

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 112 bolesnika od ¢ega 66 s upalnim bolestima crijeva te 46 bolesnika s
autoimunim reumatoidnim bolestima. Na terapiji infliksimabom (IFX) bilo je ukupno je 73 bolesnika, a
39 na terapiji adalimumabom (ADM). Bolesnici su prac¢eni 6 do 12 mjeseci od pocetka bioloske terapije.
Svim je bolesnicima odredena koncentracija C reaktivnog proteina (CRP), lijekova IFX i ADM i
protutijela na te lijekove kao i genotip polimorfizama rs361525 i rs1800629 gena TNF-a. Bolesnicima s
upalnim bolestima crijeva odredena je i koncentracija fekalnog kalprotektina (fKal), dok je onima s
autoimunim reumatoidnim bolestima klinicki odgovor praéden ocjenama aktivnosti reumatoidnih
bolesti.

Ni koncentracije IFX i ADM kao ni pojavnost i koncentracije protutijela na studirane lijekove nisu se
razlikovale ovisno o genotipovima polimorfizama rs361525 i rs1800629 gena TNF-a. Koncentracija CRP
nakon 12 mjeseci terapije bila je visa u bolesnika s genotipom GG nego u onih s genotipom GA na
poloZaju -238 gena TNF-a, dok nije bilo razlike u koncentraciji CRP kod razli¢itih genotipova na poloZaju
-308 gena TNF-a. Koncentracija fKal nije se razlikovala ovisno o genotipu polimorfizama rs361525 i
rs1800629 gena TNF-a. Remisija je postignuta kod 63 % bolesnika, neovisno o genotipu studiranih
polimorfizama. Bolesnici s autoimunim reumatoidnim bolestima genotipa GG u oba ispitivana
polimorfizma imali su statisticki znacajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na bolesnike s genotipom
GA ili AA. Univarijatnom regresijskom analizom pokazano je da je postizanje terapijske koncentracije
IFX i ADM izglednije kod muskaraca, a pojava protutijela na lijekove manje izgledna. U bolesnika s RA
izglednija je pojava protutijela na lijekove, a manje izgledno je postizanje terapijske koncentracije
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Tumor necrosis factor a (TNF-a) inhibitors are effective in the treatment of autoimmune rheumatoid
disease (ARD) and inflammatory bowel diseases (IBD), but almost 30 % of patients do not achieve
remission of the disease.

Obijectives of the study were to examine the association of genotypes of -238 G/A (rs361525) and -308
G/A (rs1800629) polymorphisms in TNF-a gene with the clinical and biochemical response to the
therapy.

The study included 112 patients, of which 66 with IBD and 46 patients with ARD. There was a total of
73 patients on infliximab (IFX) therapy and 39 on adalimumab (ADM) therapy. Patients were followed
for 6 to 12 months from the start of biologic therapy. All patients were tested for reactive protein C
(CRP), IFX and ADM, and antibodies to these drugs, as well as the genotype polymorphisms rs361525
and rs1800629 of the TNF-a gene. Patients with IBD were also tested for fecal calprotectin (fCal) levels,
while those with ARD had a clinical response followed by assessments of rheumatoid disease activity.
Concentrations of IFX and ADM after at least 6 months of therapy did not differ depending on
genotypes TNF-a gene polymorphisms -238 G/A and -308 G/A. The incidence of antibody
development, as well as the concentration of anti-drug antibodies, did not differ depending on tested
polymorphisms. After 12 months of therapy, CRP concentration was higher in patients with GG than
in patients with GA genotype in the -238 position of the TNF-a gene. fCal concentration did not differ
depending on the studied polymorphisms. Remission was achieved in 63 % of patients, with no
difference depending on the genotypes. Patients with ARD carrying the GG genotypes in both
positions, -238 and -308, had a significantly better response to the therapy compared to patients with
GA or AA genotypes. The univariate logistic regression analysis has shown that males are more likely
to achieve therapeutic levels of IFX and ADM and less likely to develop antibodies to drugs. The studied
polymorphisms were not factors that can predict the clinical response to the therapy.

Genotyping of polymorphisms -238 G/A and -308 G/A in the TNF-a gene before the introduction of IFX
and ADM therapy does not contribute to the prediction of clinical outcomes monitored by blood
concentration of drugs and antibodies to the drugs, or clinical remission of IBD or ARD.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry.

The thesis contains 124 pages, 13 figures, 49 tables and 167 references. The original is in the Croatian
language.
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