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da je povezan s mehanickim troSenjem zglobne hrskavice. Novije spoznaje upucuju na to da
je OA upalna bolest. U ovom istrazivanju proucavala se serumska razina molekularnih
obrazaca povezanih s oSte¢enjem tkiva: proteini visoke pokretljivosti skupine BI/HMBG1/ i
proteini S100A8/9 te njihov topljiv receptora za napredne glikacijske proizvode SRAGE. Cilj
istraZivanja je ispitati koncentraciju HMBGL1 i S100A8/A9 i SRAGE u venskoj krvi bolesnika
s OA zgloba koljena i kuka. Broj predvidenih ispitanika je 100, oba spola, s dijagnozom od
blagog do teSkog stupnja OA koljena i kuka. Istrazivanje ¢e se provesti u KB Dubrava, te u
KBC-u Zagreb. Znanstveni doprinos ogleda se u prouc¢avanju patofiziologije OA kao upalnog
procesa i traZzenju ciljane molekule uzro¢nika upale kod pacijenata s OA koljena i kuka, dok
je praktic¢an doprinos u trazenju medikamentoznog lijecenju oboljelih od OA ¢ijim otkricem

bi se mogao uporiti proces razvoja OA.

(Stranica 104, slika 5, tablica 4, literarnih navoda 203, jezik izvornika Hrvatski)
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Osteoarthritis (OA) is the most common arthritis that can affect the synovial joint. It was
previously thought to be associated with mechanical wear of articular cartilage. Recent
findings suggest that OA is an inflammatory disease. In this study, the serum level of
molecular patterns associated with tissue damage would be studied: high mobility proteins of
group B1 / HMBGL1 / and protein S100A8 / 9 and their soluble receptors for advanced
glycation products SRAGE. The aim of the study was to examine the level of HMGB1,
S100A8/A9 and sSRAGE in the venous blood of patients with OA of the knee and hip joint.
The number of predicted subjects is more than 100, both sexes, with a diagnosis of mild to
severe OA of the knee and hip. The research will be conducted in KB Dubrava, and in KBC
Zagreb. The scientific contribution is reflected in the study of the pathophysiology of OA as
an inflammatory process and the search for the target molecule of inflammation in patients
with knee and hip OA, while the practical contribution is in the search for drug treatment of

OA patients whose discovery could slow the development of OA.

(Page 104, figures 5, tables 4, references 203, original in Croatian)
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Osteoartritis (OA) se klasificira kao neupalni artritis no dihotomija izmedu upalnog i
degenerativnog artritisa postaje sve manje jasna s prepoznavanjem obilja tekuc¢ih imunoloskih
procesa unutar OA zgloba i sinovije. Sinovitis je upala sinovijalne membrane i karakteristi¢na
je za klasi¢ne upalne artritise i sve se viSe priznaje prisutnost sinovitisa u znac¢ajnom udjelu
pacijenata s primarnim OA. Klini¢ki OA nije jedna bolest, nego konacni "zajednicki put" koji
je sekundaran mnogim predisponiraju¢im ¢imbenicima, osobito starosti, traumi U zglobovima,
promijenjenoj biomehanici i pretilosti [Sokolove i sur., 2013]. OA se dugo smatrao
"habanjem" koji dovodi do gubitka hrskavice. Istrazivanja da mnogi topljivi posrednici kao
Sto su citokini ili prostaglandini mogu povecati proizvodnju matricnih metaloproteinaza od
strane hondrocita doveo je do prvih koraka "upalne" teorije te je sinovitis prihvaéen kao
kriticna znacajka OA te uzimanje stanja u obzir kao pokretaca procesa u OA. Eksperimentalni
podaci ukazuju da subhondralna kost moZe imati znacajnu ulogu u procesu OA, kao
mehanicki prigusivac te izvor upalnih medijatora koji su ukljuceni u proces OA i degradaciju
dubokog sloja hrskavice [Berenbaum i sur., 2013]. Sustav urodene imunosti prepoznaje
endogene molekule koje stvaraju i/ili oslobadaju oSte¢ene i umiruce stanice. Nazivamo ih
molekularnim obrascima povezanim s oste¢enjem tkiva / engl. damage — associated molecular
patterns, DAMP/ 1 mogu ukazati na sterilno oSte¢enje stanica koje moZze nastati djelovanjem
kemijskih toksina, opekline, traume ili smanjenje opskrbe kisikom [Santoni i sur., 2015].
Intracelularni proteini oslobodeni iz stresnih, oStecenih ili nekroti¢nih stanica mogu djelovati
kao tre¢i potencijalni izvor DAMP-ova. DAMP-ovi, normalno sekvestrirani unutar stanice,
mogu signalizirati imunoloSkom sustavu kada se oslobodi aktiviranje istog te ukljucuju i
proteinsku skupinu 1 visoke mobilnosti (HMGB-1) [Taniguchi i sur., 2018; Foell i sur.,
2007]. "Toll like" receptor (TLR-s) i receptori za napredni glikacijski kraj (RAGE) su
aktivirani u upalnim i katabolickim procesima ostecenja hrskavice zgloba. S100A4, A8, A9 i
A1l su takoder identificirani kao markeri upalnog procesa kroz aktivaciju sSRAGE 1 TLR-s
[Less i sur., 2015], te potencijalna uloga S100 obitelji proteina u upali povezani s OA. [Van
Lent i sur., 2012]. Sinoviociti nalik fibroblastu klju¢ni su ¢imbenici u patogenezi sinovitisa
kod reumatskih bolesti pa su terapije temeljene na signalima farmakoloSkih poremecaja
interleukina korisne za lijeCenje 1 ukazuju na aktivaciju S100A8 I S100A9 u procesu OA

[Carrion i sur., 2013]. Sinovitis je o¢it u znac¢ajnoj subpopulaciji bolesnika s OA, povezan je s
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razvojem patofiziologije a mati¢ne stanice masnog tkiva inhibiraju uniStavanje zglobova u
eksperimentalnoj OA izazvanoj kolagenazom [Schelbergen i sur., 2014]. Inverzivna
povezanost sa strukturnim poremecajima i pozitivna povezanost s brzinom sedimentacijom
eritrocita mogu odrazavati upalne sinovijalne procese u bolesnika s OA prije nego Sto se
pojave strukturne nepravilnosti [Mahler i sur., 2015]. HMGB-1 je prekomjerno izrazen i
koncentriran u sinovijalnoj membrani bolesnika s OA koljena. Povecana razina HMGB-1 u
sinovijalnoj tekucine je povezana s tezinom sinovitisa, boli 1 svakodnevnim aktivnostima u
bolesnika s OA koljena, pa HMGB-1, kao proupalni citokin, moze imati presudnu ulogu u
progresiji OA koljena [Ke i sur., 2015]. Imunoloski parametri znacajni su u dijagnosticiranju
OA vise nego li biokemijski i fizioloski parametri [Ashraf i sur., 2015], a SI00A8 inducira
signalni put u makrofazima i miSi¢nim zglobovima koljena. S100A8 i S100A9 reguliraju
sinovijalnu aktivaciju, oSteCenje hrskavice i stvaranje osteofita kod OA [Van den Boch i sur.,
2016]. Provedeno je istrazivanje HMGB1 i RAGE kod osteoartritisa koljena (KOA) i njegov
klini¢ki znacaj. Ukupno 108 sinovijalnih tkiva odabranih od bolesnika s KOA ukljuceno je u
eksperimentalnu skupinu. U kontrolnu skupinu ukljuceno je 75 sinovijalnih tkiva zglobova
koljena, izabranih od bolesnika koji su klinicki i patoloski potvrdeni bez lezije zglobova.
Rezultati su pokazali da izraz proteina i MRNA, HMGBL1 i RAGE su povecani kod bolesnika
s KOA S§to sugerira da su oni ukljuceni u KOA [San i sur., 2016]. Nadalje, SIO0AS / A9
pogorSava stvaranje osteofita u eksperimentalnom OA s visokom sinovijalnom aktivacijom i
moze se upotrijebiti za predvidanje napredovanja osteofita u ranoj simptomatskoj OA
[Scheldbergen i sur., 2016]. I kristali monosodium, koji su klju¢ni stimulatori upale kod gihta,
mogu potaknuti OA patologiju putem aktivacije upale koja dovodi do oslobadanja
interleukina i drugih DAMP —ova [Ma i sur., 2017]. Defensini su jo§ jedna skupina DAMP-
ova koja je povezana s katabolickim odgovorom u OA jer je povetana proizvodnja -
defensina u hrskavici 1 meniscima zahvacenim OA. Usporedbom DAMP-ova izmedu OA
zgloba koljena 1 kuka je dobivena znacajna razlika u razinama DAMP-a izraZenih u zglobu
koljena u odnosu na zglob kuka [Pellieter i sur., 1991]. PoviSene razine DAMP sugeriraju
razliku u temeljnoj patogenezi OA u koljenu i kuku te izdvajaju DAMP kao potencijalne
terapijske ciljeve za OA [Rosenberg i sur., 2017]. Studija na miSevima polazila je da su
monociti dominantne stanice prisutne u upalnoj sinoviji tijekom OA te da indukcija OA
lokalno dovodi do snazno poviSene ekspresije SIO0A8 / A9 i povecanog priliva monocita iz
kosStane srzi u sinoviji [Cremers i sur., 2017]. Visestruke funkcije proteina HMGB otkrivaju

slozenu ulogu ovih proteina kao urodenih i endogenih regulatora upale zglobova i njihove
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kooperativne uloge u hipertrofiji hrskavice kao 1 u odrzavanju homeostaze zgloba tkiva
[Taniguchi i sur., 2018]. Razina DAMP-ova u serumu znac¢ajno je povisena u bolesnika s OA
Sake, bez obzira na erozivnost bolesti [Addimanda i sur., 2019] i koncept upale je vazan
faktor u patogenezi OA, posebno srediSnja uloga koju DAMP-ovi imaju u pokretanju i
odrzavanju niskog stupnja upalnog odgovora u OA [Van den Boch i sur., 2019]. Do sada nisu
provedena istrazivanja u Hrvatskoj o DAMP-ova u OA kuka i koljena. Jedino istrazivanje iz
2012. o znacenju HMGB1 1 S100A12 te njihove receptora RAGE u juvenilnom idiopatskom
artritisu, a koje je pokazalo statisticko znacajno poviSene serumske koncentracije
protuupalnog alarmina HMBG1 u JIA u odnosu na kontrolnu skupinu (Bobek D.,2012) i
[Wang i sur., 2020]). lako nemamo tretmana za zaustavljanje ili sprecavanje OA, postignut je
napredak u razumijevanju patofizioloskih procesa. Trenutno shvaéanje upale stavlja urodeni
imunitet u srediSte ovog procesa. PRR-ovi /patolosko prepoznatljivi receptori/, koji
prepoznaju DAMP i izazivaju upalu, kljucni su elementi urodenog imuniteta. Akumulacija
DAMP-ova s godinama istie vaznost proucavanja PRR-a (posebno TLR-a i RAGE-a) kao
potencijalnih terapijskih ciljeva u OA. Nekoliko vaznih liganda RAGE se povecava ili
akumulira s godinama, kao Sto su HMGBI1, S100, promicuéi na taj na¢in povecane niske

stupnjeve, sterilne upale s godinama [Millerand i sur., 2019].

1.1 Osteoartritis

Osteoartritis (OA) je jedan od vodecih uzroka invaliditeta u populaciji starije dobne skupine.
To je bolesno stanje koje moze zahvatiti sve zglobove, a karakterizira ga upala 1 oStecenje
zglobne hrskavice. Vode¢i simptom je bol u zahvacenim zglobovima, a kao poslijedica
cijelokupnog patoloskog procesa je ograni¢ena pokretljivost [Zhou i sur., 2021]. Evolucijskim
promjenama 1 razvojem uspravnog hoda na dvije noge znacajno se povecala ucestalost
osteoartritisa nosivih zglobova: kukova, koljena, zigapofizealnih zglobova kraljeznice.
Medutim, OA moze nastati na svakom sinovijalnom zglobu, ali se to deSava u znacajno
manjoj ucestalosti u odnosu na nosive zglobove [Brygidai sur., 2015]. Iako postoji znacajan
napredak na osobnoj, ali i ekonomskoj i druStvenoj sferi Zivota, jo§ uvijek se biljezi trend
zanemarivanja simptoma OA. To ima za poslijedicu vrlo Cesto postavljanje dijagnoze u
uznapredovalom stadiju bolesti. Ne postoje globalni strateSki planovi za OA kao iznimno
ucestalu nezaraznu bolesti. Medutim OA je Cesto udruzen s drugim bolestima kao §to su

dijabetes, srcane bolesti i problemi mentalnog zdravlja te moze povecati stopu morbiditeta i
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mortaliteta koja je povezana s tim bolestima [Veronese i sur., 2016]. U cijelom svijetu od OA
boluje vise od 500 milijuna ljudi, $to predstavlja oko 7% populacije,ali valja naznaciti da su
zene neproporcionalno pogodene ovim stanjem [Hunter i sur., 2020]. Osteoartritis predstavlja
jedan od vodecih uzroka invaliditeta S§to ima reperkusije na izvor drustvenog troska. U odnosu
na prethodno desteljeca, sada biljezimo trend sve starije i sve pretilije populacije te je ova
bolest jos rasSireniji s obzirom da prvenstveno zahvaca osobe starije zivotne dobe [Hunter i
sur., 2020]. Kod svakog pojedinca moze varirati klinicka slika, pa tako i intezitet bolova koj
ne mora uvijek odgovarati stadiju OA. Bez obzira na pocetne simptome bolovi ¢esto postaju
sve tezi 1 Ces¢i Sto s vremenom znacajno iscrpljuje bolesnike. Stopa progresije bolesti je
varijabilna kod svakog pojedinca. Najces¢i klinicki simptomi su bol u zahva¢enom zglobu
koja se postupno pojacava te dovodi do slabije aktivnosti, uko€enosti i oticanja zgloba. To je
bolest koja predstavlja zaCarani krug, jer bol ogranicava pokrete i aktivnost osobe te ih
prisiljuje na dugotrajno sjedenje ili mirovanje §to s vremenom dovodi do jos jace boli [Hsu i
sur., 2023]. S obzirom da je OA iznimno polimorfna bolest te se javlja u razlic¢itim

manifestacijama tesko ga je rigorozno definirati.

Promatranjem postojecih definicija OA cCesto nailazimo na opis kako je rije¢ o heterogenom
stanju koje obiljezavaju razli¢iti sSimptomi i znakovi bolesti, a koji su poslijedica poremecenih
anatomskih odnosa sto podrazumjeva promjene u podleze¢oj kosti i narusen integritet zglobne
hrskavice, najceS¢e na rubovima zglova. Etiopatogeneza OA do sada nije u potpunost
razjaSnjena, postoji viSe teorija njegovog nastanka koje obuhvacaju slozenu medusobu
interakciju izmedu mehanickih sila, stani¢nih, biokemijskih, imunoloSkih i genetskih
¢imbenika [Kohn i sur., 2016]. Posljednjih godina stekli smo vazne uvide u uzrok i
patogenezu boli kod osteoartritisa [Hunter 1 sur., 2020]. Patofizioloski mehanizam OA
zasnovan je na progresivnom oStecenju i razli¢itom obimu gubitka zglobne hrskavice (Slika
1). Pocetna faza bolesti Cesto je asimptomatska i karakterizirana izraZenim kompenzacijskim
mehanizmima kao odgovor na ponavljajuée ozlijede. Nastaje proliferacija i hipertrofija
hondrocita i remodeliranje subhondralna kosti. OSteCenje zglobnih struktura nije u ravnotezi S
njihovim oporavkom te nastaju osteoartriti¢ne promjene, gubitak hrskavice i skleroza kosti, a
u uznapredovalim stadijima sinovitis i stvaranje osteofita [Chaney i sur., 2022]. Jedan od
razloga asimptomatskog pocetnog OA je Sto hrskavica nije opskrbljena ziv€anim vlaknima
koja bi signalizirala bol, pa se ona javlja tek onda kada su boleS¢u zahvacene 1 okolne
strukture kao S§to su zglobna ¢ahura i1 ligamenati ili pak dode do potpunog gubitka zglobne

hrskavice. Izlaganjem periosta kosti nastaje nakon kompletne degradacije zglobne hrskavice
4
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te su tada izloZeni osjetni zavrSetci zivaca §to OA Cini bolnim sindromom [Potocki i sur

2015].

Degenerativna bolest zglobova poznata kao OA identificira se oSteenjem i zglobne
hrskavice. Patogeneza OA ukljucuje razli¢ite ¢imbenike rizika kao $to su dob, fizi¢ka trauma i
pretilost. Medutim, novije studije pokazuju da je upala uzrokovana DAMP molekulama

takoder znacajan ¢imbenik u razvoju OA [Hunter i sur., 2019; Robinson i sur., 2016].

Nekoliko je ¢imbenika rizika povezanih s osteoartritisom (OA), ukljucujuc¢i dob, spol,
pretilost, genetiku i veée ozljede zglobova. Ceséi je u osoba starijih od 75 godina, pri ¢emu
33% ima simptomatski i radiografski OA koljena. Oni s OA imaju viSe popratnih bolesti i
vode vise sjedilacki nac¢in Zivota. Smanjena tjelesna aktivnost moze povecati stope smrtnosti
prilagodene dobi do 20%. Odredeni nalazi fizickog pregleda mogu pomo¢i u dijagnozi, kao
Sto je povecanje kosti kod OA koljena i bol uzrokovana unutarnjom rotacijom kuka kod OA

kuka [Katz i sur., 2021].

Prekomjerna tjelesna tezina i pretilost takoder mogu mogu povecati pritisak na zglobove,
osobito one koji nose tezinu poput kukova i koljena [Huang i sur., 2020]. Pretilost je
povezana s ve¢im rizikom od osteoartritisa kuka, $to znaci da bi regulacija tezine mogla

pomoci u prevenciji i lijeCenju [ Yuan i sur., 2023].

Otkriveno je da osteoporoza OP-a moze smanjiti vjerojatnost razvoja osteoartritisa,
ukljucujuéi osteoartritis koljena i kuka. To je utvrdeno Mendelovom randomizacijom (MR)

[Lin i sur., 2022].
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Zglobna hrskavica Ostecena hrskavica

Sinovitis
Sinovijalna membrana \
. - Promjenjena
Subhondralna kost : subhondralna kost

UREDAN ZGLOB OSTEOARTRITIS

Slika 1. Prikaz anatomski urednog zgloba i promjene u zglobu zahvacene osteoartritisom

[prilagodeno prema Kohn i sur., 2016]

Dijagnoza OA prvenstveno se temelji na klini¢koj procjeni, unato¢ ¢estoj uporabi slikovnih
tehnika. LijeCenje treba prilagoditi simptomima pojedinca 1 usredotociti se na temeljne
terapije kao S$to su samokontrola, obrazovanje, odgovarajuca tjelovjezba i1 gubitak teZine.
Operaciju treba razmotriti samo u slu¢ajevima kada su se manje invazivne metode pokazale
neucinkovitima. Istrazivadi trenutno istrazuju prevenciju i modifikaciju bolesti, Sto je dosad

pokazalo obecavajucée rezultate [Hunter i sur., 2019].

Opservacijske studije ukazuju na povezanost izmedu razine Zeljeza i OA, §to zahtijeva nove

pristupe prevenciji i lije¢enju bolesti [Hunter i sur., 2020].

Lijecenje OA prilagodeno je svakom pojedincu i moze ukljucivati edukaciju, tjelovjezbu,

gubitak tezine za one koji su pretili i strategije samokontrole [Hunter i sur., 2019].

OA je uobicajena kroni¢na bolest zglobova koja vrlo ¢esto zahvaca zglobove koljena (KOA) i
kuka (HOA). Uzrokovana je degeneracijom hrskavice, promjenama u kosti ispod hrskavice i
upalom sluznice zgloba [Hunter i sur., 2019].

1.2 Klasifikacija osteoartritisa
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Ne postoje standardizirani protokoli za dobru klasifikaciju OA koji bi prikazivali detaljne
promjene u razvoju bolesti i bili strukturirani na nacin da u klini¢koj verifikaciji OA omoguce
odabir preciznog lijeCenja bolesti [Huang i sur., 2020]. OA predstavlja polimorfnu bolest koja
obuhvada veliki broj heterogenih stanja, a sva imaju zajedniCku poveznicu narusenog
integriteta zglobne hrskavice s promjenama u podleZze¢oj kosti [Altman i sur., 1986].
Radiografija oboljelog zgloba i1 dalje predstavlja osnovno uporiste u dijagnozi OA. Prvi
pokusaj uspostave klasifikacijskog obracsa pomocu radiografskih snimki za OA su 1957
godine opisali Kellgren i Lawrence (KL) [Kellgren i sur., 1957].Klasifikacija KL OA Kkoristi
se kod klinickog odlucivanja u odabiru nacina lijeCenja OA, a posebno pri odlucivanju o
mogucem kirurSkom zahvatu zahvacenog zgloba [Kohn i sur., 2016]. Medutim, prikaz
klasifikacije u izvornom obliku po KL primjenjuje se tipi¢no za OA koljena, jer je izvorno
opisana pomocu AP radiografske snimke koljena. Pri tome je prema klasifikaciji KL svakoj
AP rendgenskoj slici koljena prema opsegu OA dodijeljeno bodovanje u rasponu 0 do 4.
Ovom skalom stupanj 0 je dodjeljen kod odsustva promjena u zgobu povezanih s OA, dok
stupanj 4 oznafava promjene kod teskog OA [Braun i sur., 2012]. Izvorni opis KL

klasifikacije je slijedeci:

1. Stupanj 0 (nema radiografskih promjena povezanih za OA): definitivno odsustvo
rendgenskih promjena osteoartritisa

2. Stupanj 1 (radiografske promjene u zglobu su dvojbene za OA): sumnjivo suzavanje
zglobnog prostora i moguéi pocetak stvaranja osteofita

3. Stupanj 2 (minimalne radiografske promjene povezane s OA): definiticno vidljivi
osteofiti 1 moguce suzenje zglobnog prostora

4. Stupanj 3 (umjereno teske promjene povezane s OA): srednje veliki i brojniji osteofiti,
definitivno suZenje zglobnog prostora, naznafena skleroza 1 eventualna deformacija
krajeva kostiju

5. Stupanj 4 (teSke promjene povezane s OA): prisutstvo viSe velikih osteofita, jako

suzenje zglobnog prostora, teSka skleroza 1 deformacija krajeva kostiju

Navedena KL Klasifikacija je i slikovno prikazana gdje svaka slika prikazuje odredeni stupanj
OA (Slika 2) [Kellgren i sur., 1957]: Slika A: rendgenska slika koljena koja predstavlja
stupanj 1 prema KL klasifikaciji. Na slici je prikazano eventualno suZenje zglobnog prostora
uz dvojben nalaz pocetka stvaranja osteofita. Slika B: rendgenska slika koljena koja

predstavlja stupanj 2 prema KL klasifikaciji.Na slici je prikazano moguce suzenje zglobnog
7
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prostora i stvaranje osteofita.Slika C: rendgenska slika koljena koja predstavlja stupanj 3
prema KL klasifikaciji. Na slici je prikazano izraZzeno suZenje zglobnog prostora, postojanje
umjerenih osteofita kao i pocetna skleroza krajeva kostiju uz eventualni pocetak njihove
deformacije. Slika D: rendgenska slika koljena koja predstavlja stupanj 4 prema KL
klasifikaciji. Na slici je prikazan velikog osteofita uzzna¢ajno suzenje zglobnog prostora i vrlo

izrazenu sklerozu i1 deformaciju krajeva kostiju.

Slika 2. Radiografske snimke koljena prikazane u izvornom ¢lanku Kellgren-

Lawrence[Kellgreni sur., 1957]

Za razliku od KL Kklasifikacije gdje se sa sigurno$éu ne moze tvrditi u kojem je opsegu
radiografski nalaz istovjetan fizickom stanju zgloba, Rosenbergova radiografska slika moguce
bolje oslikava fizicku komponentu, jer oslikava srediSnju fleksiju femoralnog zglobnog
nastavka gdje je najceS¢e pocetak degeneracije zglobne hrskavice (Slika 3). Rosembergov
pregled obuhvaca snimku s optere¢enjem posteroanteriorne fleksije od 45°[Kohn i sur., 2016].
Prilikom ovakve radiografske snimke moze se uociti kako je povrSina femoralnih kondila
postavljena da bude u kontaktu s tibialnim kondilom i na taj nain se moze prikazati i
minimalno suzene zglobnog prostora [Rosenberg i sur., 1988]. Ova metoda je osmisljena kako

bi se omoguéio prikaz suzenja zglobnog prostora koji se vizualizira prilikom operativnog
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zahvata,a nije vidljiv na ekstenzijskom anterioposteriornoj rendgenskoj slici [Bapatunde i sur.,
2015].

Slika 3. Prikaz polozaja bolesnika kod Rosenbergove radiografske snimke [Rosenberg i sur.,
1988]

U dobivanju slika fiksnog prikaza fleksije (FFV) prednja strana natkoljenicas se postavlja u
kontakt s kazetom, a u istoj ravnini trebaju stajati i vrhovi noznih prstiju. Na taj nacin
posti¢emo fiksaciju fleksije koljena neovisno o tjelesnoj gradi bolesnika. Moguc¢i razliciti kut
fleksije koljena kod svakog bolesnika moze imati reperkusiju na vidljivost suzenja zglobnog

prostora $to se umanjuje ovakvim polozajem radiografskog snimanja [Kan i sur., 2017].

1.3 Osteoartristis zgloba koljena

Najveci zglob u ljudskom tjelu je koljeni zglob. To je sinovijalni zglob koji se sastoji od 3
kostane strukture; distalnog djela kosti femura, proksimalnog djela kosti tibie i unutar samog
9
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zgloba patele. Funkciju zgloba omugucuju hrskavi¢ni elementi odnosno zglobna hrskavica i
menisk, zatim ligamenti, sinovija i infrapatelarni masni jastuci¢. Hrskavica zgloba ovisi o
sinovijalnoj tekucini koju eksprimira sinovij. Sinovijalna tekucina izmedu ostaloga ima i

funkciju prehrane i podmazivanja hrskavice [Jang i sur., 2021].

Osteoartritis koljena (KOA) predstavlja kroni¢ni poremecaj koji nastaje zbog degenerativnih
promjena u zglobu koljena zbog raziCitih stupnjeva oSte¢enja hijalinske hrskavice. Kada
govorimo o osteoartritisu, KOA je tip artritisa koji se naj¢esce javlja kod osoba starijih od 65
godina, a ujedno je i vrlo Cesta bolest miSi¢no-koStanog sustava u toj dobi. Progresijom
degeneracije hijaline zglobne hrskavice i sinovijalne membrane KOA postaje vodeéi uzrok
invaliditeta. Iako je to vrlo ucestala bolest s obzirom na sve stariju populacije kao i biljeZenje
iznimnog porasta pretilosti etiologija KOA nije do sada u potpunosti razja$njena [Sun i sur.,

2016].

Postoje dva tipa KOA 1 djelimo ga na primarni i sekundarni. Zaklju€iti ¢emo da se radi o
primarnom tipu KOA kada postoji jasno vidljiva degeneracija zglobne hrskavice, ali se to
stanje ne moze povezati S i jednim vidljivim razlogom nastanka. Sekundarni KOA uvijek ima
uzro¢ni vidljivi razlog koji moze dovesti do degeneracije zgloba i ¢esto je posljedica razli¢itih
upalnih bolesti kao Sto je reumatoidni artritis (RA), nakon traume mogu u zglobu nastati
abnormalne koncentracije sile kao poslijedica posttraumatskih zbivanja ili postoji abnormalna
zglobna hrskavice koja je viSe sklona degenerativnim procesima. Bez obzira na tip KOA i

njegov uzrok to je progresivna bolest koja na kraju ¢esto dovodi do invaliditeta [Hsu 1 sur.,
2023].

OSTEOARTRITIS KOLJENA
Supnjevi bolesti
| ] ]} v
MINIMALNI BLAGI UMJEREN iy
- e ‘ - = ‘\)‘.L, )
\\ \
|
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Gubirak hrskavice Razgradnja hrskavice 1 Razgradnja hrskavice Gubirak hrskavice 10%,
10% pojava osteofita moze se Siriti do kosti veliki osteofiti




Slika 4. prikaz stupnjeva progresije osteoartritisa koljena [prilagodeno prema Morgan i sur.,
2022]

Simptomi karakteristicni za KOA su poslijedica strukturnih promjena primarno osStecenja
zglobne hrskavice i subhondralne kosti Sto dovodi do boli 1 otekline razliitog intenziteta
(Slika 4) [Jang 1 sur., 2021]. Medutim, osim navedenih struktura kod KOA moze do¢i i do
oSte¢enja drugih anatomskih struktura zgloba pa vidimo promjene na Hoffa masnom
jastuci¢u, ligamenatima, sinoviji 1 misi¢ima [Primorac i sur., 2020]. Vode¢i simptom je bol
koja moze varirati 0d nelagode do znacajno izraZene boli koja dovodi do ograni¢enog raspona
pokretljivosti zgloba. Oticanje i osje¢aj propadanja zgloba, te razliciti stupnjevi uko€enosti
zgloba imaju znacajan utjecaj na moguénost izvrSavanja uobiCajenih radnji koje
podrazumjevaju hod, penjanje po stepenicama i obavljanje kuc¢anskih poslova [Mabhir i sut.,

2016].

Iako je etiopatofiziologija KOA jos je uvijek nedovoljno razjasnjena, smatra se da je to bolest
koja ima multifaktorsko podrijetlo. Na nastanak i razvoj KOA utjee kombinacija vise
razliitih ¢imbenika. Niz poremecenih bioloSkih ¢imbenika utjece na anatomske strukture
zgloba ukljuéujuci hrskavicu, sinoviju, kost, menisk, misice, ligamente i periartkularno masno
tkivo [Katz i sur., 2020]. Vaznu ulogu zauzimaju upalni i biomehanicki procesi u koljenu, ali
se ne moze iskljuciti 1 utjecaj dobi, obiteljske anamneze, pretilosti, urodene imunosti,
sinovitisa, dijabetesa, traume, operativnih zahvati korekcije prirodenih anomalija nogu,
malformacije oblika zgloba i druga stanja i bolesti u organizmu. Neovisno o uzroku bolesti
KOA je karakterizirana oStecenjem hijaline zglobne hrskavice, a u razvijenijim stadijima
bolesti i Cestim stvaranjem koStanih osteofita, sklerozom subhondralne kosti i patoloSkim

stvaranjem subhondralnih cista [Lespasio i sur., 2017].

IstraZivanjem utjecaja spola, zakljuc¢eno je da Zenski u odnosu na muski spol ceSce pati od
KOA 1 imaju znacajno viSe izrazenu bol i funkcionalnih ograni¢enja [Latijnhouwers 1 sur.,
2023]. Ovisno o stupnju razvoja KOA razlikovati ¢e se 1 simptomi povezani s momentom
kretnje koljena, te ¢e kod vecih stadija bolesti simptomi biti znacajnije izrazeni [Hall 1 sur.,
2017]. U nekim sluc¢ajevima simptomi bolesti osteoartritisa javljaju se u relativno mladoj
zivotnoj dobi [Losina i sur., 2013]. Iako je KOA bolest koja je najvise zastupljena u dobi
iznad 65 godina, ukoliko postoje simptomi treba posvetiti posebnu paznju i osigurati
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simptomatsku terapiju ve¢ nakon 40 godine Zivota [Li 1 sur., 2020]. Pretile osobe imaju 60%
ve€i rizik nastanka KOA [Panuzi i1 sur., 2021]. Povezanost pretilosti zbog povecanog
opterecenja zgloba ukljucuje 1 dodatne Cimbenike razvoja bolesti kao S§to su povecana
sklonost upalnim dogadajima zbog ¢imbenika masnog tkiva i smanjena tjelesna aktivnost
[Wluka i sur., 2013]. Ako pacijent sugerira osim simptome dijagnosticirane KOA i istodobnu
bolna viSe mjesta treba uciniti obradu u smislu postpojanja depresije, jer ¢e se lijeCenjem

depresivnih stanja umanjiti i simptomi bolnosti [Zheng i sur., 2021].

Dijagnoza KOA se moZze postavti na osnovu anamneze i fizikalnog pregleda. Radiogram
(RTG koljenog zgloba u stajaCem polozaju) je koristan u cilju prikaza strukturnih oStecenja,
opsega suzenja zglobnog prostora kao i postojanja osteofita. Treba naglasiti da uredan nalaz
RTG koljena ne iskljucuje pocetni stadij KOA. Kada fizikalan pregled daje nalaz grani¢anog
znacenja, a RTG koljena ne pokazuje patoloske promjene, s ciljem otkrivanja ranog pocetnog
stadija KOA moguce je napraviti magnetsku rezonanciju koljenog zgloba (MRI) koja ¢e zbog
svoje visoke osjetljivosti prikazati promjene u hrskavi¢noj strukturi, meniskusu, sinovijalnim
strukturama i subhondralnom djelu kosti. Umjesto MRI moguce je napraviti ultrazvuk

koljenog zgloba, ali s ograni¢enjem procjene suzenja zglobnog prostora [Katz i sur., 2020].

Lijecenje KOA iziskuje koncept farmakoloske terapije koji ¢e imati osnovu u odabiru pravog
lijeka za odredenog bolesnika u dozi koja ovisi o stadiju progresije KOA. Takav pristup bi
mogao znacajno ublaziti simptome KOA i povecati odgovor bolesnika na primjenjenu terapiju
[Primorac i sur., 2021]. Terapiju KOA svakako treba zapoceti s nefarmakoloskim u¢incima
davajuéi posebnu paznju edukaciji, tjelovjezbi i smanjivanju tjelesne teZine ako za to postoji
potreba [Bannuru i sur., 2019]. Primjena nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAIR)
predstavlja prvu liniju farmakoloskog lijecenja [Kolasinski i sur., 2019]. Pacijentima koji
zbog niza nuspojava ne mogu uzimati NSAIR ili im je ta terapija nedovoljno djelotvorna
moze se lijeCenje pokusati s intraartikularnim steroidnim injekcijama [Conaghan i sur., 2018].
Nadalje, na bol kod KOA moze djelomi¢no imati i mehanizmi u sredisnjem zivéanom sustavu
te se tada mogu primjeniti inhibitori ponovne pohrane norepinefrina i serotonina [Osani i sur.,
2019]. Kod wuznapredovalog stadija KOA gdje postoje znacajni funkcionalni ispadi
primjenjuje se kirurSka terapija, odnosno totalna zamjena koljena (TKR) koja ima dugoro¢niji

uc¢inak [Evans i sur., 2019].

1.4 Osteoartritis zgloba kuka
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Osteoartritis(OA) kuka je u kontinuiranom porastu i glavni je uzrok bolnih stanja i invaliditeta
u starijoj populaciji. Pravovremena i u¢inkovita terapija bazira se na razumijevanju nastanka i
progresije bolesti, a suvremeni pristup lije¢enju omogucuje maksimalno iskori$tavanje resursa
koji su na raspolaganju [Sandiford i sur., 2020]. Zglob kuka je kuglastog oblika i pod stalnim
je optere¢enjem statickim i dinamic¢kim silama bilo da se radi o stajanju, hodanju ili tr¢anju te
su zglobne povrsine (bedrena kost 1 acetabulum) podvrgnute kronicnom troSenju i oSte¢ivanju
Sto predstavlja jednu od osnova nastanka OA kuka [Helmick i sur., 2008]. OA se bazi¢no djeli
na primarni i sekundarni. Jedan od najces¢ih sekundarnih oblika osteoartritisa predstavlja
osteoartritis zgloba kuka [Brygida i sur., 2015]. Cesto se naziva OA ,habanja“ i takoder je
povezan sa starijom zivotnom dobi. Zglob kuka pripada velikim zglobova u tijelu koji nosi
veci dio tezine. Kod OA kuka Cesto nije zahvacena samo hrskavica ve¢ i cijeli zglob. Kao i
kod ranije opisanih OA moze biti zahvacena hijalina hrskavica i opustenost periartikuarnih
ligamenta, a Cesto susre¢emo 1 stvaranje kalcifikata i subhondralnih cista te slabost misi¢nih
struktura [Lespasio i sur., 2018]. Osobe koje obole od OA kuka u prosjeku imaju 60 godina, a
trajanje simptoma do pocetka lijecenja je znatno krace zbog ogranicenog opsega pokreta za

razliku od KOA gdje prevladava nestabilnosti zgloba [Gold i sur., 2015].

lako etiopatogeneza OA kuka nije u potpunosti razjasnjena, smatra se da je to bolest na koju
utjece vise etioloskih faktora, a ne prestavlja samo upalne promjene u zglobu. Tako ¢imbenike
rizika za OA kuka moZemo podijeliti na ¢cimbenike vezane za zglob (izravno djelovanje) i one
vezane za cijelo tijelo (neizravno djelovanje). Vazno je napomenuti da ¢imbenici koji su na
razini tjela ne mogu samostalno izazvati OA kuka ve¢ pridonose povecanoj ekspresiji
osnovnim etioloskim ¢imbenicima na razini zgloba[Murphy i sur., 2016]. Destruktivni procesi
hrskavice 1 cijelog zgloba koji obuhvacaju 1 postupno omekSavanje i ulceracije zgloba s
oStecenjem subhondralne kosti imaju za poslijedicu bol, oticanje 1 ogranicen opseg kretnji
[Pola i sur., 2005]. Zahvacena hrskavica podlijeze reakciji obnove i zacijeljivanja taloZenjem
kolagena stvaraju¢i fibrohrskavicu koja nije elasticna i ima znatno smanjenu moguénost
apsorpcije sile udara. Nastankom manje kvalitetne hrskavice proces oSteivanja se dalje
prenosi na subhondralni dio kosti koja eksprimira zaStitnu reakciju pojacane pregradnje, ali
kako ona nije sinhrozirana nastaje skleroza uz stvaranje osteofita [Sandiford i sur., 2020].
Femoroacetabularni udar (FAI) je jedan od ces¢ih osnovnih razloga u nastanku OA
kuka. Opisana su dva tipa FAI koji se razlikuju prema morfoloskim promjenama: FAI cam i

FAI pincer FAIL. U FAI cam, prevladava abnormalnost zadebljanog spoja vrata i glave femura,
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dok je kod FAI pincer produbljeni acetabulum i vrat bedrene kosti koji nalijeZe na acetabulum

labrum dovode¢i do njegovog oste¢enja [Ganz i sur., 2003].

Potrebitost dijagnosticiranja OA kuka u ranom stadiju je neupitna, medutim ne postoje dobro
validirani dijagnosticki testovi koji sluze u tu svrhu [Runhaar i sur., 2019). Dijagnoza se
prvenstveno zasniva na fizikalnom pregledu i radiografskim znac¢ajkama zgloba kuka [Rondas
i sur., 2022]. Pazljivo uzimanje anamneze prethodi klinickom pregledu koji mora obuhvatiti
usporedbu duljine noge u odnosu na zdravu stranu, procijenu fiksnog polozaja zgloba i
patoloske promjene hoda u svrhu razlucivanja deformiteta [Lespasio i sur., 2018]. Prilikom
fizikalnog pregleda testovi pokreta kuka i promatranje bolesnikovih reakcija na bol kod
izvodenja pokreta mogu se razlikovati pacijenti koji imaju OA kuka od onih kod kojih je bol
druge etiologije [Metcalfe i sur., 2019]. Kod OA kuka bol se najéesée javlja u podrucju
velikog trohantera, straznjice i bedra na zahvaéenoj strani, dok bol u potkoljenici i koljenu

nije zabiljezena [Poulsen i sur., 2016].

Radiografska snimka kuka je najceSce anteroposteriorna (AP) i lateralna snimka (Slika 5).
Prilikom AP snimanja kuk treba biti u unutarnjoj rotaciji. Kod bo¢ne snimke potrebno je da
kuk bude u fleksiji s vanjskom rotacijom. Kako bi bili sigurni da je radiografija kuka ispravno
ucinjena na AP snimci veliki 1 mali trohanter natkoljenicne kosti ne smiju prekrivati jedan
drugoga, a preklapanje oba ruba spoja glave i vrata bedrene kosti treba biti minimalno [Gold i
sur., 2015]. Cesto postoji nesrazmjer izmedu simptoma koje iskazuje osoba koja boluje od

OA kuka 1 prikaza oStec¢enja na radiografskoj snimei [lidaka i sur., 2016].
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MINIMALNI BLAGO SUZENJE UMJERENO SUZENJE ZNACAJNO SUZENJE

STUPANJ ZGLOBNE PUKOTINE ZGLOBNE PUKOTINE  ZGLOBNE PUKOTINE
Gubirak hrskavice Razgradnja hrskavice i Razgradnja hrskavice Gubirak hrskavice 10%,
10% pojava osteofita moze se $iriti do kosti veliki osteofiti

Slika 5. radiografski prikaz stupnjeva progresije osteoartritisa kuka [prilagodeno prema Glyn-
Jones i sur., 2015]

LijeCenje je potrebno prilagoditi zasebno svakoj oboljeloj osobi te zapoceti s 0snovnim
tretmanima kao Sto su edukacija, samokontrola, tjelovjezba i po potrebi gubitak tjelesne
tezine. Terapija vjezbanjem ima dobar u¢inak na kratkoro¢nu bol, dok je kod dugoro¢ne boli
njen ucinak nejasan [Teirlinck i sur., 2023]. Terapijski u¢inak vjezbe je veci kada se primjeni
doziranje iz smjernica za program kod odraslih zdravih osoba [Holeden i sur., 2021].
Nesteroidni protuupalni lijekovi su uéinkoviti u smanjivanju boli kod OA kuka, a kod
bolesnika s komorbiditetima mogu se primjeniti i kao lokalna terapija [Da Costa i sur., 2021].
Intraartikularna injekcija steroida ublazava bol do 12 mjeseci [Zhong i1 sur., 2020].
Pacijentima s dugoro¢nom boli treba se ponuditi minimalno invazivne postupke [Urits i sur.,
2020]. Kod neadekvatnog odgovora na primjenjene manje invazivne metode lijeCenja
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potrebno je razmisliti o moguénosti kirurSkog zahvata odnosno totalnoj artroplastici kuka
[Hunter i sur., 201 9]. Ces¢i komorbiditeti vezani uz OA kuka su kardiovaskularne bolesti,
depresija, bol u ledima i osteoporoza [Dell'Isola i1 sur., 2022]. Starije osobe koje imaju OA
kuka 1 istovremeno bol u ledima biljeze povecani rizik od pada i poslijedi¢nog prijeloma

[Knox i sur., 2021].

1.5 Imunoloski aspekt osteoartritisa

Imunoloski sustav sastoji se od nespecifiénog ili urodenog i specifi¢nog ili adaptivnog
imuniteta. Prisutstvo patogena u organizmu i njihovo imunolo$ko prepoznavanje ima za cilj
aktiviranje razli¢itth imunoloSkih mehanizama kako bi se eliminirali patogeni i zastitilo
ostecenje tkiva domacdina. Medusobno djelovanje nespecificnog i specificnog imunoloskog
obrasca neophodno je u eliminaciji patogena 1 osigurava najbolju ucinkovitost. Nespecifi¢ni
imunoloski sustav predstavlja prvu liniju obrane domacina i ukljucuje razliCite fagocitne
stanice kao Sto su dendritiCke stanice i makrofagi ¢ime se pokrece upalna reakcija. Specifican
imunitet je baziran na T limfocitima i B limfocitima na kojima se eksprimiraju antigen
specificni receptori. To je imunitet koji je dugotrajan s imunolo§kom memorijom i obi¢no se
javlja u uznapredovaloj fazi infekcije [Kawai i sur., 2009].

Posljednjih desetlje¢a smatra se da je u napredovanje bolesti aktivno ukljucena upala koja je
prisutna kod ve¢ine bolesnika s OA. Veliki broj upalnih medijatora je detektiran u
osteoartritski promjenjenom zglobu, a povecano eksprimiranje imunoloskih stanica posebno
je izrazeno u sinovijalnom prostoru. ImunoloSke stanice gube svoju zaStitnu funkciju 1
pojacano proizvode enzime koji razgraduju osnovni hrskavi¢ni matriks posredujuci na taj
nain nastanak upale i1 razvoj OA. Alarmini su molekule koje svrstavamo medu signale
opasnosti i posreduju uvelikom broju upalnih bolesti. Kod infekcije, oSte¢enja zgloba ili
upalnih promjena alarmini su medu prvim medijatorima koji se oslobadaju u zahvaceno tkivo.
Alarmini ¢ine osnovni dio upalne reakcije na nain da privlace stanice imunoloskog sustava
na ozlijedeno mjesto i aktiviraju njihovu funkciju. Upalno promjenjeno tkivo je vaZan
¢imbenik u etiopatogenezi OA gdje srediSnju ulogu imaju alarmini koji sudjeluju u pocetnom
stadiju razvoja bolesti 1 odrZzavanju upalnog odgovora u OA .Postoje teorije koje kazu da bi
suprimiranje alarmina smanjilo jacinu upalnih dogadaja i na taj nacin usporilo progresiju OA
[Van den Boch i sur., 2019]. Upalna komponenta trenutno je primarno zastupljena u
otkrivanju etiologije bolesti i smatra se da bi se suprimiranjem i lijjeCenjem upale moglo
usporiti progresiju i nastanak komplikacija kod OA. Razli¢iti citokini i proteinaze

16

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



eksprimiraju se u povecanim koli¢inima u zglob Sto ima za poslijedicu promjenu sastava
hrskavice i poslijedi¢no njenih karakteristika. Modulacijom citokina i proteinaza smanjio bi se
upalni utjecaj u zglobu na promjenu karakteristika 1 degradacije hijaline hrskavice ¢ime bi se

moglo odgoditi napredovanje bolesti [Kosor i sur., 2013].
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Slika 6. Uloga neutrofila u progresiji osteoartritisa. Neutrofili pridonose lu€enju citokina i
kemokina i inhibiraju migraciju hondrocitnih progenitorskih stanicate poti¢u upalne procese u
zglobu. Neutrofilna elastaza apoptozom hondrocita doprinosi daljnjoj degradaciji hrskavice, a
uz neadekvatno remodeliranje subhondralne kosti dolazi do stvaranja osteofita.

[prilagodeno prema Chaney i sur., 2022]

U vrijeme nastanka infekcije ili upale u zahva¢enom tkivu snazno se regrutiraju neutrofilni
granulociti koji ¢ine prvu linijju obrane u urodenom imunoloskom sustavu. Granulocitni
neutrofili regrutirani u upalno promjenjeno podrucje vrlo brzo prepoznaju ,,molekularne
uzorke povezane s patogenom (PAMP) 1 molekularne uzorke povezane s oStecenjem
(DAMP). Moguénost detektiranja molekularnih uzroka poremecaja u tkivu nastaje zbog
aktivacije specificnih receptora na povrSini PAMP i DAMP. PAMP nastaje iz molekula

patogenih mikroba dok DAMP predstavljaju endogene molekule koje imaju mogucnost
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osloboditi se iz oSte¢enog tkiva i na taj nacin signalizirati ozlijedu stanica [Gong i sur., 2020].
Aktivirani neutrofilni granulociti imaju sposobnost eliminirati razliCite patogene pomocu
mehanizama obrane domacina kao $to je proizvodnja povecane koli¢ine reaktivnih kisikovih
radikala (ROS), fagocitoza i degranulacija ¢ime posreduju u stvaranju izvanstani¢nih zamki
(Slika 6) [Ley i sur., 2018].

Sinoviociti nalik fibroblastu (FLS) imaju klju¢nu ulogu u etiopatogenezi sinovitisa kod
upalno promjenjenog zgloba, a sintetiziraju i eksprimiraju veliku koi¢inu interlekina 22 (IL-
22), receptora interleukina 22 (IL-22R1), S100A8 proteina (S100A8) i S100A9 proteina
(S100A9). Upalni medijatori pojacavaju ekspresiju IL-22 i IL-22R1 ¢ime jo§ vise aktiviraju
FLS. U nastalom zaCaranom krugu povecana ekspresija i proliferacija FLS povecava
ekspresiju S100A8/A9 i MMP1 [Carrion i sur., 2013]. Interleukin-1 beta (IL-1B)je snazan
propupalni ¢imbenik koji kod OA sudjeluje u razgradnji hrskavice poticuéi aktivaciju drugih

molekula u tom procesu.

HMBG-1 molekula uravnotezuje cijeli proces inhibiraju¢i ucinak IL-1B ¢ime sprijecava
degradaciju hrskavice suprimirajuéi ekspresiju upalnih molekula u hondrocitima [Fu 1 sur.,
2016]. Medutim, unato¢ pokusSaju suprimiranja IL-1p nuklearni protein HMGBI1 se pojacano
eksprimira 1 otpuSta u izvanstani¢ni prostor u upalnim stanjima ili onima gdje dolazi do
oStecenja tkiva. To je molekula koja aktivira molekule urodenog imunoloskog odgovora i ima
znacajnu ulogu u nastanku i1 progresiji upalnih procesa tako Sto izmedu ostalih procesa
aktivira osteoklaste ¢ime uzrokuje bol koja je prvi simptom OA [Aulin i sur., 2020]. Protein
HMGB-1 biljezi vaznu ulogu u nastanku OA moduliranjem oksidativnih, upalnih i
apoptotickih signalnih puteva [Zhang i sur., 2019]. Kod osteoartritisa HMBG-1 snazno
pokazuje funkciju proupalnog citokina inducirajuci upalu u sinovijalnoj tekucini i na taj nacin
indirektno sudjeluje u razaranju hrskavice. Kako u serumu tako 1 u sinovijalnoj teku¢ini kod
OA detektiraju se povecane koncentracije HMBGI1. Ekspresija HMBGI je veca $to su upalni

procesi viSe izrazeni, a zglobne strukture jace oStecene [Li i sur., 2022].

Promatramo 1i zglob kao cijeli organ, razvidno je da postoji interakcija izmedu sinovijalne
tekuc¢ine 1 hrskavice. Razli¢ite imunoloske stanice u sinvijalnoj tekucini uzrokuju upalu 1
poticu aktivnost enzimske razgradnje u hrskavici §to zauzvrat daje signale sinoviji koja potice
daljnju proteolizu hrskavice [Woodell-May i sur., 2020]. Kod zdravih osoba koncentracija
cirkuliraju¢ih stanica Thl imunoloSkog odgovora pokazuje varijacije u serumu S$to se ne
primjecuje u oboljelih od OA. Medutim, u sinovijalnoj tekucini i sinovijalnoj membrani
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detektira se znacajno veca koncentracija Thl stanica u oboljelih osoba od OA
[Nedunchezhiyan i sur., 2022]. Upalni procesi u sinovijalnoj tekucini pokazuju povecanu
ekspresiju mastocita, makrofaga i CD4+ limfocita koji ekspresijom alogenih molekula
senzibiliziraju nocioreceptore kod OA 1 aktiviraju senzorne neurone ¢ime doprinose bolnim

podrazajima [Miller i sur., 2020].

1.6 Neuroloski aspekt osteoartritisa

Zdravlje zglobova je izmedu ostaloga i pod sofisticiranom kontrolom Zziv€anog sustava.
Proprioceptori i nocioceptori u zglobu imaju viSestruku ulogu u odrzavanju homeostaze te
kontroliraju osje¢aj polozaja, boli i prokrvljenosti zglobnih struktura. Fizioloski pokreti
zgloba zahtijevaju fluidne pokrete koji su pod kontrolom zglobnog Ziv¢anog sustava i njihovo
ostecenje dovodi do disfunkcije zgloba. Nocioreceptori zgloba imaju brzinu provodenja
impulsa manju od 20 m/s, a prag njihove aktivacije je visok. Nalazimo ih u sinovijalnoj
tekucini, subhondralnoj kosti, povrSini ligamenata, intrapatelarnom masnom jastucicu i
vanjskom djelu meniskusa zgloba. Nasuprot tome mijelinizirana aferentna vlakna u zglobu
nalazimo u cijelom zglobu, imaju veliku brzinu provodenja Ziv€anih impulsa, signaliziraju
osjet polozaja zgloba 1 vrlo su osjetljiva na mehanic¢ke podrazaje [McDougall 1 sur., 2019].
OA obiljezava nociocepcijska bol uzrokovana mehani¢kim 1 molekularnim podrazajem
aferentnih Ziv€anih vlakana u zglobu. Periferne i sredi$nje senzibilizacije boli povezuju se s
pojacanim prijenosom senzornih impulsa iz perifernih nocioreceptora 1 disfunkcije

modulacijskih neuronskih puteva [Barroso i sur., 2020].

Bol je za razliku od strukturnih promjena u zglobu subjektivni simptom OA u koji su
ukljuceni periferni i sredi$nji zivéani mehanizmi. Smatra se da bol uzrokuju upalni poremecaji
zgloba, a ne sama destrukcija hrskavice. Citokini, kemokini, prostaglandini, neuropeptidi i
proteaze su medijatori u kaskadnim poremecajima upalnih procesa te izravno djeluju na
nocioreceptore zgloba uzrokuju¢i bol [Fu 1 sur., 2018]. Nociceptivni podrazaji iz zgloba
poti¢u perifernu senzibilizaciju, medutim ako se bol ponavlja uzrokovati ¢e srediSnju

senzibilizaciju [Hattori i sur., 2022].
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U patogenezi OA proupalni citokini su jedni od vaznijih medijatora boli. Posebno su izrazeni
citokini poput faktora tumorske nekroze-alfa (TNF-a), interleukin-1beta (IL-1 ), interleukin

6 (IL6) i interleukin 17 (IL 17) koji izravno djeluju na nocioceptivne receptore. Trajni
podrazaji u zglobu i kontinuirani podrazaj nocioceptivnih senzornih neurona kod osteoartritisa
izazivaju perifernu senzibilizaciju dodatno i1 pridonose hiperalgeziji. Neuronski ucinak
citokina postepeno dovodi i do srediSnje senzibilizacije u lednoj mozdini podrzavajuéi
hiperlgeziju kod OA. TNF-a i IL-1 B imaj glavni u¢inak na toplinsku hiperalgeziju, dok IL6 i
IL17 utjecu na postojanost mehanicki uzrokovane hiperalgezije. Suprimiranjem navedenih

citokina moguce je smanjiti osjet bola kod OA (slika 7) [Schaible i sur., 2014].

o ’
’ / ; S
r \ Uéinak citokina na
\ mozak

Gangliji dorzalnog Uéinak spinalnih citokina
korijena /" 1. uinak na srediinju
3 senzibilizaciju
2. regulacija upalnih
procesa u zglobu

Periferni ¢inak citokina

1. mehani¢ka stimulacija nocioceptora u zglobu
2. indukcija centralne senzibilizacije

3. regulacija invazije makrofaga u ganglije
dorzalnog korijena

Slika 7. Uc¢inak perifernih i spinalnih citokina na nocioceptore u zglobu, lednoj mozdini i

mozgu [prilagodeno prema Schaible i sur., 2014]

Bol kod OA je u pocetnom stadiju poslijedica perifernih mehanizama odnosno Stecenja
nocireceptora uzrokovanog degeneracijom zglobnih struktura. Kroni¢na bol je povezana s
aktiviranjem srediSnjih mehanizama koji mogu dovesti 1 do promjena u moZdanim

strukturama. Morfometrijske metode omogucile su mjerene debljine korteksa mozga i
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uocavanje promjena u volumenu sive tvari kod kroni¢ne boli. Duzinom trajanja kroni¢ne boli

zabiljezeno proporcionalno kortikalno stanjivanje [Alshuft i sur., 2016].

Kod pacijenata s OA kuka i OA koljena prisutna je bol koja je vrlo slicna neuropatskoj.
Pacijenti s KOA imaju izraZzenu smanjenu funkciju zgloba $to uz izrazenu bol znacajno
smanjuje 1 kvalitetu zivota. Bol koja se javlja u oba tipa OA nalik je na neuropatsku i
poslijedica je centralne neuroloSke senzibilizcije [Bilkman i sur., 2018]. Postoje dokazi da je
srediSnji ziv€ani sustav kod pacijenata s OA postaje hipersenzibiliziran i pacijenti imaju nizi

prag tolerancije na bolne podrazaje [Fingelton i sur., 2015].

1.7 Potencijalni biomarkeri osteoartritisa

U patofiziologiji KOA nametnuli su se odredeni serumski biomarkeri koji bi mogli pridonijeti
lakSem postavljanju dijagnoze (Slika 8). Cilj je identificirati dovoljno specifican biomarker

OA Kkoji bi bio u pozitivnoj korelaciji s radiografskim nalazom i stupnjem progresije bolesti.

Metabolickim sindromom (MetS) povezan je s OA i naziva se MetS-OA gdje su metabolicki
poremecaji udruzeni s upalom niskog stupnja i imaju glavnu ulogu u poremecajima struktura
zgloba 1 nastanku OA. U razli¢itim istrazivanjima uloZeni su znac¢ajni napori u pronalazenju
biomarkera MetS-OA, medutim dovoljno specifican serumski marker koji bi mogao imati
dijagnosti¢ku ulogu do sada nije pronaden. U patologiju MetS-OA uglavnom se ubrajaju

visceralna pretilost, intolerancija glukoze i dislipidemija [Lynskey i sur., 2023].

Adropin ima znacajke neuropeptida, sudjeluje u kontroli metabolizma glukoze 1 masnih
kiselina. Koncentracija adropina u krvi je obrnuto proporcionalna s indeksom tjelesne mase.
Bolesnici s KOA imaju znacajno nize razine adropina u serumu [Selim i sur., 2022].
Biomarkeri kao S§to su toll-like receptor 4 (TLR4) 1 lipopolisaharid vezujuéi protei (LBP)
imaju vaznu ulogu u OA. TLR4 je dio urodenog imuniteta i njegova povecana ekspresija
povezana je sa stupnjem upale i suzavanjem zglobnog prostora kod KOA. LBP proizvode
hepatociti, medijator je akutne upalne faze te nuzan ¢imbenik u kaskadnim putevima pri
pokretanja upale. S obzirom na njegove fizioloSke funkcije moze se smatrati adipokinom.
Serumske koncentracije LPB proporcionalne su s radiografskim nalazima destrukcije zgloba
kod KOA [Huang i sur., 2018].

Adipokini imaju vaznu ulogu u odrZavanju homeostaze kosti i hrskavice. S obzirom da je
pretilost ¢esto povezana s OA, masno tkivo luci niz citokina medu kojima je i rezistin. U

21

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



bolesnika s primarnim KOA biljeze se znacajno povecane koncentracije rezistina [Alissa i
sur., 2020]. Protein oligomernog matriksa hrskavice (COMP) drugog naziva trombospodin 5
(THBSS5) snazno se eksprimira u strukturama kostiju i hrskavice i predstavlja marker koji
odrazava njihov metabolizam. COMP je nekolagenski glikoprotein, ima ulogu katalizatora u
stvaranju kolagenskih fibrila. Koncentracije COMP odrazavaju razinu metabolickih i
strukturnih prmjena u zglobu kod OA, te se biljezi znac¢ajno veca serumska ekspresija kod

KOA [Liem i sur., 2020].

FAKTORI MOLEKULARNE PROMJENE FIZIOLOSKI
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Slika 8. Prikaz ¢imbenika koji mogu utjecati na nastanak i razvoj osteoartritisa

[prilagodeno prema Kumavat i sur., 2021]

Glikolizirani izvanstani¢ni protein matriksa (CRTAC1) nalazimo u dubokoj zoni zglobne
hrskavice. Sudjeuje u procesima ostecenja kologena 1 zacijeljivanja rana §to moguce implicira
njegovu ulogu u procesima fibroze. Koncentracije CRTAC1 pokazuju izrazito serumsko
povecéanje u stanjima poput OA [Szilagyi i sur., 2023]. Matriks metaloproteinaza 1 (MMP1)
se izlucuje u hrskavici kao reakcija na proupalne 1 druge kataboli¢ke ¢imbenike u procesima
progresije OA ¢ime poti¢e naknadnu razgradnju zglobne krskavice [Braaten i sur., 2022].
Grelin je neuropeptid koji ima snaznu protuupalnu funkciju. Nije u potpunosti razjasnjen
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mehanizam djelovanja grelina, no zabiljezene su njegove povecane koncentracije u OA [Wu i

sur., 2017].

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) ima snazan proangiogenetski ucinak c¢ime
aktivira proliferaciju endotelnih stanica. U endohondralnoj osifikaciji VEGF proangiogenetski
uc¢inkom sudjeluje u remodeliranju hrskavice. Pojacano je eksprimiran u sinovijalnoj tekuc¢ini
u korelaciji je sa stupnjem progresije OA [Saetan i sur., 2014]. Protein visoke pokretljivosti iz
skupine 1 (HMGB-1, eng.High-mobility group box 1) je protupalni citokin ¢ije su povecane
koncentracije u sinovijalnoj tekucini u korelaciji s katabolickim promjenama u hondrocitima
odnosno progresijom OA [Palumbo i sur., 2023]. Koncentracije HMGB1 i proteina
S100A8/A9 u sinovijalnoj tekucini biljeZe povecane koncentracije kod ozljede koljena.
Medutim, postoje razlike u njihovom odgovoru na traumu tkiva. Dok je HMBGI povezan s
molekularnim markerima hrskavice, protein SI00A8/A9 je u vezi s proupalnim ¢imbenicima.
Oba citokina imaju vaznu ulogu u imunoregulacijskim mehanizmima upalnih stanja i mogu

imati u¢inak na progresiju OA [Aulin i sur., 2022].

Pod pojmom biomarkera OA podrazumjevamo razli¢ite molekule i njihove fragmente koji se
eksprimiraju u povecanoj koncentraciji kao reakcija na patoloske promjene zglobnih struktura
1 odrazavaju dinamicki proces destrukcije tkiva. Biomarkeri moraju imati visoku specificnost
i osjetljivost, a njihovo mjerenje treba biti minimalno invazivno [Rousseau i sur., 2021].
Analiziran je veliki broj razlicitih biomarkera u serumu, urinu 1 sinovijalnoj tekuéini. U
dostupnoj literaturi se moZe pronaci viSe desetaka molekularnih ¢imbenika koji moguce
obecavaju visoku specificnost u dijagnozi OA. Medutim, iako je ulozen veliki napor
znanstvenika do sada niti jedan od analiziranih biomarkera nije bio dovoljno specifican 1
validiran u klini¢koj praksi. Nadalje, nedostatak univerzalnog konsenzusa definicije 1
klasifikacije OA wuvelike oteZava istrazivanja [Convill 1 sur., 2021]. Osteoartritis je
multifaktorska bolest i niti jedan od ¢imbenika rizika nije sam dovoljan za nastanak i razvoj

bolesti te u dijagnostici valja ukjuciti sve fizioloske 1 molekularne ¢imbenike.

1.8 Alarmini

Alarmini su skupina imunomodulatorskih molekula koje stanice otpustaju nakon ozljede tkiva
1 zato su usko povezani s molekularnim obrascima povezanim s oSte¢enjem (DAMP). Vazno
je razlikovati alarmine koji predstavljaju endogene molekule DAMP od molekularnih

obrazaca povezanih s patogenom koji su u naravi egzogeni DAMP odnosno PAMP. Endogeni
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i egzogeni DAMP su medu prvim ¢imbenicima koji se oslobadaju nakon stresa stanica te
privlade i1 aktiviraju stanice imunoloskog sustava i stoga leze u osnovi upalne reakcije

[Palumbo i sur., 2023].

Alarmini su strukturno vrlo razli¢ite multifunkcionalne molekule koje otpustaju stanice nakon
njihove degradacije odnosno neprogramirane stani¢ne smrti, a uzrokovane razli¢itim upalnim
stanjima ili ozljedom. DAMP molekule imaju vaznu ulogu unutar stanice u fizioloskim
uvjetima, ali u stanjima stani¢nog stresa kada su eksprimirani u izvanstani¢ni prostor dobivaju
dodatne funkcije. Na taj nacin upozoravaju tijelo na prisutnu opasnost, ali i aktiviraju upalni
odgovor i sudjeluju u procesu regeneracije tkiva. Osim S$to ih pasivno otpustaju nekroti¢ne
stanice, neke DAMP molekule se mogu aktivno izluc€iti i iz funkcionalno zdravih stanica ako
su stanice izloZene stresu koji moze ugrozavati Zivot. Glavna uloga eksprimiranih alarmina u
izvanstanicni prostor je aktiviranje nespecificnog urodenog imuniteta i regrutacija stanica
steCenog imuniteta aktivacijom antigen prezentirajucih stanica i prepoznavanje patogena
putem specifi¢nih receptora (PRR) [Chan i sur., 2012]. Kada se alarmini aktivno oslobadaju u
izvanstanicni prostor mehanizam eksprimiranja je reguliran mehanizmima koji nisu ovisni
Golgijevom aparatu i endoplazmatskom retikulumu. Takav nadin otpusStanja alarmina
ukljucuje sekreciju pomocu inflamatornih molekula, piroptozu (stanicna smrt uzrokovana

upalom) i degranulaciju stanica [Pruenster i sur., 2016].

DAMP molekule su povezane s upalnim procesima i sliénim stanjima nastalim nakon ozlijede
tkiva. Medutim, to su molekule koje nisu samo signali koji alarmiraju opasnosti, ve¢ imaju i
zapazenu aktivnost pri obnavljanju tkiva nakon upale povezane s infekcijom ili posljedica
sterilne upale [Vénéreau i sur., 2015]. Sve veéi broj studija pokazuje da aktivacija urodenog
imunoloskog sustava i upalnih mehanizama imaju vaznu ulogu u patogenezi brojnih bolesti.
Urodeni imunoloski sustav prisutan je u gotovo svim visestani¢nim organizmima i njegova se
aktivacija javlja kao odgovor na patogene ili ozljede tkiva putem receptora za prepoznavanje
uzoraka (PRR) koji prepoznaju PAMP ili DAMP molekule. Kao rezultat toga PRR aktiviraju
upalne signalne putove kako bi inducirali urodeni imunitet [Santoni i sur., 2015]. PRR su
vazne komponente urodenog imunoloskog sustava. Identificirano je nekoliko obitelji PRR u
razliCitim segmentima stanice. Glavne funkcije PRR molekula su poticanje fagocitoze i
posredovanje upale izlaganjem razli¢itih patogena 1 molekula iz oStec¢enih stanica [Jin 1 sur.,
2017; Santoni i sur., 2015]. Nakon aktivnog ili pasivnog otpustanja alarmina SI00A8/A9 iz

monocita ili neutrofila svoje funkcije izvrsavaju najcesce vezivanjem na jedan od dva PRR :
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Toll-like receptor 4 (TLR4) i receptor naprednih krajnjih proizvoda glikacije (RAGE)
[Pruenster i sur., 2016]. Osim TLR 4 i RAGE receptora PRR uklju¢uje niz drugih molekula, a
neki od njih su Nod-like receptor (NLR) i lektinski receptori. Medusobno djelovanje TLR i
stanica urodenog imuniteta stvara u¢inkovitu imunolo$ku obranu domacina. lako se dugo
smatralo da urodeni imunitet funkcionira na osnovi nespecifi¢nog prepoznavanja patogena,

sada je dobro poznato da je ono zapravo specifi¢no i posredovano s TLR [Kawai i sur., 2010].

DAMP molekule se oslobadaju iz stani¢nih i izvanstani¢nih prostora potaknuti kao Sto je vec¢
reCeno ozljedom tkiva. Prepoznaju ih makrofagi i razliCitim putevima pokrecu upalne
odgovore. DAMP molekule mogu potjecati iz razlicitih izvora ukljucuujéi stani¢ne molekule
poput proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB-1), proteina S100, histona, proteina
plazme kao §to su Ge-globulini, fibrinogeni, serumski amiloidi A (SAA) i proteina toplinskog
Soka (HSP) te izvanstani¢nih molekula poput tenascina C i biglikana [Roh i sur., 2018].
Identificirani su neki unutarstanicni putovi koji uskladuju imunoloski odgovor s funkcijom
ionskih kanala koji pridonose boljoj u¢inkovotosti alarmina. Primjer toga su ionski kanali
prijelaznog receptorskog potencijala (TRP) koji su dio obitelji vaznih neselektivnih kanala s
propustanjem  kationskih iona. Pomoc¢u ionskih kanala TRP ostvaruju ulogu
multifunkcionalnih stani¢nih senzora u mnogim fizioloskim i patoloskim reakcijama [Santoni

i sur., 2015].

U patoloskim reakcijama zgloba kod OA izvanstani¢ni hrskaviéni matriks izmedu ostalih
molekularnih spojeva ¢ine 1 fibronektin, agrekan, biglikan i hijaluron male molekularne
tezine.Fragmenti navedenih stanica hrskaviénog matriksa u zgloba imaju funkciju alarmina jer
putem PRR receptora stimuliraju proizvodnju i ekspresiju upalnih medijatora te privlacen
upalne stanica. Aktiviranjem sinovijalnih makrofaga aktiviraju proupalne citokine, kemokine i
niz kataboli¢kih enzima (Slika 9) [Pruenster i sur., 2016].
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Slika 9. U patoloskim zbivanjima osteoartritisa tijekom degradacije struktura zgloba vazan
¢imbenik je upala koja ima kljuénu ulogu u progresiji bolesti. Alarmini se oslobadaju iz
stanica tijekom stani¢nog oStecenja uzrokovanog upalnim procesimu i u nizu kaskadnih
procesa tijekom upale poticu imunolosku reakciju regrutacijom razli¢itih upanih

medijatora [prilagodeno prema Van den Bosch., 2019].

Pretilost je vrlo esta kod bolesnika s OA i snazno utjete na razvoj i progresiju OA. Sto je
veéi indeks tjelesne mase viSe se otpustaju sistemski upalni ¢imbenici. Kod pretilosti
eksprimiraju se razli€iti citokini 1 adipokini proizvedeni u masnom tkivu koji imaju funkciju

alarmina, i induciraju blagu sistemsku upalnu aktivnost [Richter i sur., 2015].

Reguliranjem DAMP signalizacije 1 njezinim utiSavanjem u patoloSkim procesima moze

koristiti kao potencijalni putu smanjenju upale i lije¢enjenju bolesti [Roh i sur., 2018].

1.9 Protein visoke pokretljivosti skupine B1-HMBG1
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Protein HMGBI1 je endogena melekula koja poti¢e aktivaciju urodenog imunoloskog
odgovora. Osim §to ima vaznu ulogu u nastanku upalnih procesa snazno aktivira osteoklaste i
uzrokuje i bol koja je glavni simptom kod osteoartritisa [Aulin i sur., 2020]. Modulacijom
signalnih puteva upalnih, oksidativnih i apoptotickih molekule vazan je ¢imbenik u upalnim
procesima [Zhang i sur., 2019]. Skupina protein visoke pokretljivosti (HMGB) ¢ine proteini
manji od 30 kDa i njihovo djeovanje je ovisno o strukturi DNA jer ovisi o moguénosti

njihovog vezanja, izuzev nukleotidne sekvence DNA koja nema utjecaj na vezanje HMBG.

Obitelj HMGB ukljucuje cetiri ¢lana: HMGB1, HMGB2, HMGB3 i HMGB4. Biokemijska
svojstva su slicna kod HMGBI1, HMGB2, HMGB3, a struktura na razini aminokiselina
stani¢ne 1 izvanstanicne domene je identicna u gotovo 80% molekule. To su proteini koji
sadrze dvije domene s razlikom $to HMBG4 nema na kraju domene kiseli nastavak te se
djelomi¢no razlikuje i u biokemijskim svojstvima. Clanovi skupine HMBG pokazuju
ekspresiju u gotovo svim tkivima ljudskog organizma [Taniguchi i sur., 2018]. HMGB1
protein sadrzi 215 aminokiselina raspodjeljene u tri domene, dvije domene koje su pozitivnho
nabijene (A box i B box) i negativho nabijeni kiseli rep. N-terminalna regija molekule
HMGBI sadrzi sekvencu aminokiselina na koju se veze heparin. Na suprotnom kraju C-
terminalne domene je skup aminokiselina koje posreduju u vezanju topljivog receptora za
krajnji produkt uznapredovale glikolizacije RAGE i TLR. HMGB1 molekula je lokalizirana u
jezgri 1 citoplazmi stanice. Unutarstanicna molekula HMBGT1 je hiperacetilirana, u citosolu
stanice stvara kompleks sa sekretornim lizosomima te se takva eksprimira u izvanstanicni
prostor. Moze se eksprimirati iz stanice aktivno u upalnim stanjima aktiviranjem imunoloskim
stanicama i pasivno tijekom stani¢ne nekroze [Martinotti i sur., 2015; Antoine i sur., 2012].
HMGBI kao mobilni kromatinski protein ima funkciju DNK Saperona, veze se reverzibilno
za molekulu DNK, a nakon vezanja i aktiviranjem transkripcijskih faktora savija DNK u
spiralnu strukturu. Kao DNK Saperon olakSava vezanje proteina i stvaranje nukleosoma.
Vaznu ulogu ima u transkripciji, replikaciji i popravku DNK molekule. Oslobada se nakon
staniCnog traumatskog oStecenja, stanicnog stresa 1 smrti stanice, ali ne uvijek 1 tjekom
stanine apoptoze [Bianchi 1 sur., 2005]. Unutarstanicni HMGBI1 (jezgra) je u potpuno
reduciranom obliku. Prevalencija potpuno reduciranog HMGB1 se mijenja u disulfidni oblik
HMGBI kod aktivacije imunoloskih stanica potaknutim ozlijedom tkiva odnosno oSte¢enjem
ili smrti stanica [Lundbdck i sur., 2016]. Stani¢na smrt poput nekroze i NEToze (neutrofilne

izvanstanicne zamke) predstavlja vazan mehanizam za aktivaciju alarmina i aktivira
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oslobadanje razli¢itih izoformi HMGBI1 [Magna i sur., 2014]. Translokacija HMBG1 i
njegova izvanstani¢na uloga proupalnog citokina poslijedica je imunoloske aktivacije, a
redoks stanje cisteina modulira mogucénost vezanja HMGBI1 i time odreduje njegovu daljnju

funkciju [Antoine i sur., 2014].

Mehanizmi signalizacije HMBG1
D
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Slika 10. Mehanizmi signalizacije HMGB1 koji se sastoji id dvije sli¢cne molekule A box i B
box 1 dugog negativnog C terminalnog kraja. HMBGI je izlu€en iz aktiviranih nekroti¢nih
stanica i ima ulogu imunoloskog modilatora. A: TLR 4 djeluje kao agonist HMGBI 1 aktivira
urodeni imunooski odgovor. B: RAGE nereducirani sisulfidni agonsit HMBGI koji uz
aktivaciju uroSenog imunoloskog odgovora potice rast ziv€anih stanica. C: Heterodimenrni
Agonist HMGB1/IL-1 koji s citokinima stvara proupalne komplekse i preko IL-1 receptora
pojacava signalizaciju IL-1B pojacavaju¢i indukciju urodenog imuniteta. D: oksidirani oblik
HMGBI koji ne pokazuje aktivnost na receptorima imunoloSkih molekula. E: HMGBI1-
MRNA- Saperon aktivira RNA senzor TLR7 receptora pojacavaju¢i imunoloSki odgovor

(prilagodeno prema Crews i sur., 2017].

HMGBI1 molekula sadrzi tri cisteina koji su kljuéni za bioloSku aktivnost proteina: disulfidnu
vezu tvore atomi C23 i C45, a nesparen je atom C106. Na krajevima HMGBL1 cisteini u
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razli¢itim redoks reakcijama reverzibilno oksidaciju tiolne skupine (-SH) boc¢nih lanaca u
nekoliko redoks stanja, kao $to su sulfenska kiselina (R-SOH) i sulfonatni (R-SO3 H). Atom
C106 neophodan je za vezanje molekule HMGB1 na TLR4, jer nastali kompleks stimulira
pojacano otpustanje citokina i kemokina (Slika 10). Sulfonil-HMGB1 ne pokazuje aktivnost
citokina. Medutim, molekula HMGBI i RAGE medusobnom interakcijom tvore
multifunkcionalni transmembranski kompleks te induciraju ekspresiju medijatora upale
[Vénéreau i sur., 2015; Taniguchi i sur., 2018].Aktivnost HMGB1 s njegovim receptorom
RAGE aktivira put NF-kB koji pojacava ekskreciju adhezijskih molekule IL-1 ili TNF ¢ime

se potice angiogenezu i promice upalno stanje [Martinotti i sur., 2015].

U stanjima infekcije ili oSte¢enja tkiva dolazi do pojacane ekspresije nuklearnog proteina
HMGBI koji se brzo otpusta u izvanstani¢ni prostor. HMGB1 ima funkciju proupalnog
citokina koji kod osteoartrisa inducira sinovijalnu upalu poticu¢i degradaciju hrskavice.
Eksponirajuc¢i katabolicke stanicne procese tijekom upalnog odgovora pridonosi nastanku 1
progresiji bolesti. Osim $to se kod osteoartritisa (OA) povecena ekspresija HMGB1 ocitava u
serumu takoder mozemo detektirati prekomjerne koncentracije i u sinovijalnoj tekucini

pacijenata. Tezi oblici sinovitisa su karakterizirani ve¢om ekspresijom HMBG]1 [Li i sur.,

2022].

Tkivno specificna ekspresija HMGB1 i HMGB2 u hrskavici povezana je patoloskim
promjenama i naruSavanjem homeostaze u hrskavici zahvaéenoj OA. Parakrini ucinci
HMGBI induciraju kemokine i molekule dusikovog oksida (NO) za koje se smatra da
mijenjaju homeostazu u hrskavici zahvacenoj OA. Multifunkcionalni oblik HMGB 1 u
kasnom stadiju ostecenja zglobnih struktura zahvacenim OA meze produziti upalu hrskavice i
stvoriti stanje sli¢no sterilnoj upali [Amin i sur., 2014]. HMGBL je ukljucen u etiopatogenezu
OA, a svojim djelovanjem potice degradaciju kostiju 1 hrskavice. IL-1f ima snaznu
propupalnu funkeciju i vaZan je ¢imbeniku etiopatogenezi osteoartritisa, jer potice aktivaciju
proteina koji dovode do razgradnje hrskavice. Inhibiraju¢i u¢inak na IL-13 ima HMBG-1 jer
smanjuje ekspresiju upalnih medijatora u hondrocitima [Fu i sur., 2016]. U OA koncentracija
HMGB1 posredovana s IL-1p =znacajno je poviSena u zglobnim tkivima i
hondrocitima. Apoptoza stanica je inhibirana molekulom HMGBL1. Snamnjena koncentracija
HMGBI otvara prostor za prekomjernu ekspresiju mRNA, putem TLR povecava ekspresiju
matriksmetaloproteinaze (MMP) i poti¢e upalu u hondrocitima [Wang i sur., 2020].
Eksprimiranjem u izvanstani¢ni prostor HMGB1 poti¢e upalu aktiviranjem puta NF-«xB i

29

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



vezanjem na TLR2, TLR4, TLR9 i RAGE [Roh i sur., 2018; Sun i sur., 2016]. Koncentracija
HMGB-1 u sinovijalnoj tekucini korelira s tezinom sinovitisa prikazanih s klinickim
simptomima kao $to su ukoc¢enost i bol i radiografskim promjenama u bolesnika s OA koljena
[Zhou i sur., 2021; Ke i sur., 2015].

1.10 Protein S100A8/9

Obitelji proteina S100 pripadaju proteini SI00A8 i SI00A9 (S100A8/A9).To su kalgranulini
koje ¢ine kalgranulin A ili protein SI00AS8 koji se jo$ naziva protein-8 povezan s mijeloidom
(MRP8) i kalgranulin B poznat kao protein S100A9 ili MRP14. Proteini S100A8/A9 su
najces¢e heterodimeri $to ih izdvaja od vecine molekularnih struktura proteina, jer takva
struktura utjece na njihovu stabilnost. Obitelj proteina S100 teze oko 10 000 kDa, a ime su
dobili zbog potpune topljivosti u zasi¢enom amonijevom sulfatu [Gondez i sur., 2020].
Kodirani su genima koji su grupirani na lokusu unutar kromosoma 1g21 [Santamaria-Kisiel i
sur., 2006] i jedni su od vaznijih regulatora homeostaze mehanizma kalcija [Bertheloot i sur.,
2016]. Svi S100 proteini sadrze dva EF-hand motiva odvojena spajaju¢om regijom. Zbog
svoje nekovalentno vezane heterodimerne strukture i aminokiselinskih ostataka imaju visoki
afinitet za dvovalentne ione Ca?" i cinka (Zn?*). Stvaranje nove konformacije S100A8 i
S100A9 s ionima Ca?* i Zn?" osnova je za njihovo iskazivanje aktivnosti u imunologkim
procesima tijekom upalnih reakcija. PotjeCu od makrofaga i neutrofila i ¢ine oko 40-45%
citoplazmatskih proteina u neutrofilima [Wang i sur., 2018]. Alarmini S100A8/A9 su stani¢ni
proteini a izvanstanicno se eksprimiraju na podraZaje proupalnih medijatora kada biljeZe
iznimno visoke koncentracije [Huecksteadt i sur., 2022]. U fizioloskim zdravim uvjetima
S100 proteini sudjeluju u stani¢noj proliferaciji, migraciji 1 diferencijaciji stanica kao 1
energetskom metabolizmu [Bertheloot i sur., 2017]. Proteini S100A8/A9 polimerizacijom
tubulina sudjeluju formaciji citoskeletasto predstavlja bitan c¢imbenik koji omogucava
migraciju stanica. Na¢in na koji SI00A8/A9 utjeCe na moguénost migracije stanica vjerojatno
je mehanizam kojim ucestvuje i u regrutiranju neutrofila u akutnim zbivanjima [Wang i sur.,
2018]. U nespecificnim imunoloskim reakcijama najzastupljeniji su neutrofili koji se prvi
regrutiraju na mjestu upale ili traume tkiva. Neutrofili vrlo brzo prepoznaju PAMP ili DAMP
putem receptora TLR4 i RAGE na njihovoj povrSini te stvaranjem NET, degranulacijom,
fagocitozom i ekspresijom reaktivnih kisikovih radikala (ROS) eliminiraju patogene.
[Sprenkeler i sur., 2021; Roh i sur., 2018; Donato i sur., 2013]. Proteini SI00A8/A9 su
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glavni ligandi na plazmatskoj membrani za receptore TLR4 i RAGE. Vezanjem S100A8/A9
na membranske receptore zapocinju intracelularne kaskadne reakcije koje imaju za cilj
translokaciju NF-kB u stani¢noj jezgri i ekspresiju ciljnih gena. Na fagocitnoj membrani
S100A8/9 regulira aktivnost nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) ¢ime regulira
stupanj fagocitoze i stvaranje ROS. RAGE je u izravnoj interakciji s lipopolisaharidima i
sudjeluje u endotelnoj hiperpermeabilnosti i aktivaciji NF-kB. Aktivacija NF-kB stanica i
protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPK) u konacnici rezultira indukcijom povratne

sprege 1 dodatnim povecanjem ekspresije RAGE, a kao poslijedica tih procesa pojacava se

Endotelne stanice
Makrofagi
Limfociti
Dendriticke stanice
Fibroblasti

S 100A8 Autokrina signalizacija
Parakrina smnahzacx]a S 100A9
$100A8 \ S100A9 ) plazmatska
membrana

o WE K

P38 MAPK

J ezgra
S100A8
S 100A9 \

S100A8 SlOOA9

S100A8

NADPH | S100A9

Fagociti

sinteza medijatora upalnih stanica /Slika 11/ ( Wang i sur).

Slika 11. Povratna signalizacija posredovana S100A8/A9 tijekom fagocitoze. Na povrSini
neutrofila dolazi do povezivanja RAGE pomoc¢u S100A8/A9 i potice transkripciju NF-kB koji

zauzvrat inducira S100A8/A9. Kompleks S100A8/A9 na membrani fagocita regulira
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aktivaciju NADPH oksidaze. Izvanstani¢ni SI00A8/A9 autokrinim i parakrinim djelovanjem

pojacava imunoloski odgovor [prilagodeno prema Zhao i sur., 2011].

Proteini S100A8/A9 vrlo su osjetljivi na oksidacijske promjene. Njihovo redoks stanje
odreduje molekularnu funkciju pa neoksidirane molekule imaju proupalnu aktivnost, dok
oksidirani oblici pokazuju suprotan ucinak u upalnim stanjima te imaju antioksidacijska
svojstva 1 poticu zacijeljivanje tkiva. Moguce je da S100 proteini imaju funkciju ,,Cistaca“

ROS-a i NO ¢ime sudjeluju u smanjivanju oksidativnog stresa [Bertheloot i sur., 2016].

Sinovitis je klini¢ki prisutan kod velikog broja bolesnika s OA i povezan je s razvojem
bolesti. Proteini S100A8/A9 u imunomodulacijskoj aktivaciji medijatora upale sudjeluju u
etiopatogenezi bolesti [Schelbergen 1 sur., 2014] tako §to poti¢u upalom izazvanu koStanu
eroziju i direktno aktiviraju resorpciju osteoklasta [Di Ceglie i sur., 2019]. Aktivirani
makrofagi proizvode alarmine kao $to su proteini SI00A8 i SI00A9 koji reguliraju upalnu
aktivaciju sinovijalne tekucine i oStecenje hrskavice u OA [Schelbergen 1 sur., 2016; Van
Lent i sur., 2012]. Proteini S100A8/A9 se povezuju s razli¢itim imunoloskim reakcijama koje
mogu imati vaznu ulogu u progresiji OA. S100A8/A9 1 HMGBI1 imaju vise zajednickih
funkcija u kaskadnim imunoloSkim reakcija, a regrutiraju se kao neposredni odgovoror na

traumu [Aulin i sur., 2022].

Alarmini S100A8/A9 u OA reguliraju oSte¢enje hrskavice, aktivaciju sinovijalnih stanica i
stvaranje osteofita tako Sto poti€u ekspresiju protuupalnih i1 katabolickih medijatora i
aktiviraju Wnt signalizaciju u sinovijalnoj tekucini. Ekspresija specifi¢nih gena za molekule
signalnog puta Wnt i S100A8/A9 pokazuje da S100A8 inducira Wnt signalni put u
makrofazima 1 zglobovima. U¢inci SI00A8 znacajno ovise o aktiviranju Wnt signalizacije, a
kompleks S100A8/A9 iWnt signalni put pokazuju aktivnu ulogu u razvoju OA[Van den
Bosch i sur., 2016]. Koncentracija proteina S100A8/A9 u serumu korelira sa brzinom
sedimentacije eritrocita, ali je obrnuto proporcionala sa strukturnim poremecajima u zglobu
$to moze odrazavati upalne procese u sinovijalnoj tekucini u bolesnika s OA i indikativna je u
predklinickom stadiju prije pojave strukturnih degradacije [Mahler 1 sur., 2015]. Znacajno
veca ekspresija proteina S100A8/A9 je zabiljeZzena u OA s osteofitima S$to ih povezuje s

uznapredovalim stadijem OA [Schelbergen i sur., 2016].
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Osim S$to alarmini S100A8/A9 poticu izluCivanje citokina i aktiviranje leukocita njegova
izvanstanicna domena pokazuje i protuupalne karakteristike te ima antimikrobna svojstva.
Smatra se da ti proteini tijekom upalnih procesa sudjeluju u naporima odrzavanja homeostaze
[Wang i sur., 2018]. Medutim, koncentracije SI00A8/A9 su u pozitivnoj korelaciji s dobi i
proupalnim citokinima (IL-1B, IL-8, IL-6 i TNF) oboljelih od OA, ali su obrnuto
proporcionalne s vremenom, pa su koncentracije i do 100 puta vece u akutnoj fazi, odnosno

kod svijeze ozlijede u odnosu na kroni¢ni oblik bolesti [Aulin i sur., 2022].

1.11 Topljiv receptor sSRAGE

Viseligandni receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije (RAGE) ¢lan je obitelji
imunoglobulina. Struktura RAGE je podjeljena u tri razliita dijela: unutarstani¢ni,
transmembranski 1 izvanstani¢ni dio. Ligand se veze na izvanstani¢ni dio molekule RAGE
kojeg ¢ine tri zasebne domene imunoglobulina. Te imunoglobulne djelimo na C1 i C2 dio te

V dio. Razlikujemo C-terminalnu i N-terminalnu domenu receptora od kojih svaka ima
razli¢ite funkcije (Slika 12). Gen za RAGE je na kromosomu 6p21.3 i nalazi se na glavnom
lokusu kompleksa histokompatibilnosti. To je regija klase Ill kromosoma i osim gena za

RAGE na njoj se nalaze i mnogi drugi upalni geni [Dong i sur., 2022].

Topljiv RAGE
(sRAGE)

l I
Endogeni Topljivi RAGE
RAGE pune sekretorni RAGE rascijepanog tipa
duljine

L

L L

N-terminalno
skraceni RAGE

Izvanstani¢na
domena

OO
Unutarstani¢na l
domena

Matriksmetaloproteinaze

Prijenos signala < s :
odvojene od povrsine stanice

Slika 12. Struktura glavnih izoformi RAGE [prilagodeno prema Premaratne i sur., 2016].
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Opisana struktura receptora RAGE sa unutarstani¢nim fragmentima se veze na razlicite
signalne molekule koje se takoder nalaze u stanici. Dio molekule RAGE pune duljine, zatim
skraceni C-terminalni i skra¢eni N-terminalni dio molekule RAGE posreduju u prijenosu
unutarstani¢nih signala i izazivaju cijeli niz kaskadnih reakcija. Skra¢eni C-terminalni dio ima
samo izvanstani¢nu domenu molekule i predstavlja topljivi RAGE (sRAGE) kojeg izlucuju
stanice i kompetitivno se veze za razli¢ite RAGE ligande. Medutim, skrac¢eni N-terminalni dio
ima unutarstanicnu 1 transmembransku domenu. Transmembranska domena moze biti
uklonjena hidrolizom membranskih proteaza kada izvanstanicna domena samostalno formira
SRAGE [Yue i sur., 2022].

RAGE receptor je sli¢an imunoglobulinima, a moZemo ga na¢i u viSestrukim izoformama
¢ime postize moguénost vezanja raznolikih izvanstani¢nih liganada, ali i unutarstani¢nih
izvrSnih molekula. Stvaranje 1 ekspresija reaktivnih kisikovih radikala (ROS) rezultat je
vezanja liganda na izvanstanicnu domenu RAGE ¢ime se aktivira cijeli niz sloZenih signala.
Regulacija RAGE receptora u opisanim kaskadnim reakcijama stvaranja ROS molekula ima
za cilj utjecati na stani¢nu proliferaciju, apoptozu i imunoloske uéinke u upalnim stanjima
[Bongarzone i sur., 2017]. Topljivi RAGE se javlja u dva oblika, a razlikuju se po mehanizmu
djelovanja. Jedan oblik SRAGE ¢ini izvanstani¢na domena vezana za ligand koji je nastao
proteolitickim cijepanjem metaloproteinazama (MMP) i integrinom a (ITGa) od RAGE
molekule pune duljina sa stanicnom, transmembranskom i izvanstanicnom domenom. Drugi
oblik je RAGE kojeg endogeno stvaraju i aktivno izlucuju stanice (esRAGE). Oba oblika
RAGE receptora, dakle SRAGE i esSRAGE imaju ulogu inhibitora liganda [Hudson i sur.,
2018]. Aktivnost membranskog RAGE-a se uvelike razlikuje od nuklearnog RAGE koji je
vjerojatno neophodan kod popravaka nastalih ostecenja na DNK
molekuli. Multifunkcionalnost RAGE receptora ovisno da li se nalazi u jezgri ili na povrSini
stanice ocitava se u mogucnosti aktiviranja imunoloskih stanica u proupalnim reakcijama i
reakcijama popravka DNK [Kumar i sur., 2020]. SRAGEs se eksprimira u plazmi, sinovijalnoj

tekucini, bronhoalveolarnom lavatu i cerebrospinalnom likvoru [Egafia-Gorrofio i sur., 2020].

Aktiviranjem RAGE signalnog puta aktivira se regrutacija molekula koje poti¢u upalu i

povezani su s endogenim i1 egzogenim DAMP. RAGE endocitnim reakcijama moze

internalizirati ligande, uklju¢ivanjem u reakcije fagocitoze apoptotskih stanica (eferocitoza) u

makrofagima i aktivno sudjeluje procesima nakon pocetnog ostecenja stanica [Yang i sur.,

2022]. RAGE receptor prepoznaje i veze razlicte vrste liganda, a neki od njih su HMGB1,
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lizofosfatidna kiselina (LPA), S100 proteini, fosfatidilserin (PS), amiloid beta (AB)i protein
komplementa C1q[Xiao i sur., 2020; Palanissami sur., 2018; Ge i sur., 2018].

Stani¢na smrt je uzrokovana starenjem i disfunkcijom mitohondrija i ima za poslijedicu
povecanu akumulaciju PAMP i DAMP molekula iz oste¢enih stanica povezanih sa starenjem i
mitohondrijskom disfunkcijom te povecanu ekspresiju proupalnih citokina [Teissier 1 sur.,
2019]. Interakcijom izmedu krajnjih proizvoda uznapredovale glikacije (AGE) i njihovih
receptora RAGE regulira se stani¢na funkcija koja ima vaznu funkciju u etiopatogenezi OA
[Drinda 1 sur., 2018]. Prepoznavanjem i vezanjem AGE i RAGE aktivira se unutarstani¢na
signalizacija, nastaje oksidativni stres koji dodatno ostecuje stanice i poti¢e ih na poveéanu
produkciju alarmina kao Sto su HMGB1 1 S100 proteini Sto rezultira aktivacijom cijelog niza

kaskadnih signalnih puteva i pocetak upalnog odgovora [Wu i sur., 2023].
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2. CILJ I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je ispitivanje i usporedba serumske koncentracije HMBG1 i SI00A8/A9 te

SRAGE u bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena.

Specifi¢ni ciljevi su:
1. usporediti serumske koncentracije HMBG1 i S100A8/A9 te SRAGEe u bolesnika s

osteoartritisom kuka i koljena neovisno o stupnju tezine bolesti s kontrolnom

skupinom;

2. usporediti serumsku koncentraciju HMBG1 i S100A8/A9 te sRAGE bolesnika s
blagim stupnjem osteoartritisa kuka i osteoartritisom koljena (stupanj 1. i 2. prema
Lawrence — Kellgren skali) sa serumskom koncentracijom HMBG1 i S100A8/A9 te
SRAGE u bolesnika s teskim stupnjem osteoartritisa kuka 1 koljena (stupanj 3. i 4.

prema Lawrence — Kellgren skali);

3. usporediti serumsku koncentraciju HMBG1 i S100A8/A9 te sSRAGE neovisno o
stupnju tezine osteoartritisa koljena sa serumskom koncentracijom istih molekula u

bolesnika s osteoartritisom kuka.

Hipoteza ovog rada jest da visoka koncentracija HMBGI i S100A8/A9 te niska koncentracija

SRAGE u serumu bolesnika s osteoartritisom ukazuje na upalnu aktivnost bolesti.
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3. UZORCI | METODE

3.1 Materijali
3.1.1 Ispitanici

Istrazivanje je radeno u Zavodu za fizikalnu i rehabilitacijsku medicinu s reumatologijom KB
Dubrava i u Klinici za ortopediju i traumatologiju KB Dubrava. Ispitanici su podjeljeni u
dvije skupine po istim iskljuénim kriterijima; ispitivanu skupinu (N=94) i kontrolnu skupinu
(N=96). Ispitivanu skupinu cine pacijenti navedenih zdravstvenih ustanova kojima je
anamnezom, klini¢kim statusom, laboratorijskom i RTG obradom utvrden blagi do teski
stupanj osteoartritisa (OA) kuka ili koljena. Kontrolnu skupinu c¢ine pacijenti istih
demografskih karakteristika kao i ispitivanu skupinu, a nemaju OA niti druge bolesti i stanja
koja bi mogla utjecati na rezultate analize. U kontrolnoj skupini su bolesnici koji tijekom
uzimanja uzoraka krvi nisu imali poviSene laboratorijske vrijednosti sedimentacije (SE) 1 C
reaktivnog proteina (CRP) niti imaju simptome OA kuka, koljena i Saka, bez recentnih
misi¢no-kostanih trauma te bez upalnih reumatskih bolesti, a kojima ¢e se zbog drugih bolesti
uzeti venska krv. Clanovi obje ispitivane skupine ukljuuju oba spola u dobnoj skupini od 55

do 75 godina.

Ispitivana skupina je podijeljena u 4 podskupine prema vazecoj klasifikaciji na slijedeci
nacin:

e Prva podskupina - prvi i drugi stupanj OA kuka

e Druga podskupina- prvi i drugi stupanj OAkoljena

e Trec¢a podskupina - treci i Cetvrti stupanj OA kuka

o Cetvrta podskupina - treci i Getvrti stupanj OA koljena

Ukljuéni kriterij je OA jedne zglobne razine kuka ili koljena s urednim laboratorijskim
vrijednostima u smislu upalnih procesa karakteriziranih vrijednostima sedimentacije (SE) i C
reaktivnog proteina (CRP). Dijagnoza je postavljena na osnovu klini¢kog fizikalnog pregleda
i radioloske snimke koljena i kuka. Stupanj progresije osteoartritisa kuka i koljena odreden je
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na radiogramu prema Kellgren — Lawrence ljestvici. Svim bolesnicima je na osnovu
iskazanih simptoma odredena vizualna analogna skala boli /VAS/ te Womac test (The

Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Indeks).

Iskljucni Kriteriji su istovremena prisutnost simptoma OA kuka i koljena, povisene vrijednosti
upalnih laboratorijskih vrijednosti (SE,CRP), OA Saka u evolutivnoj fazi, recentna misi¢no -

kosStana trauma i upalna reumatska bolest.

Kod svih bolesnika analizirana je periferna venska krv. Klini¢ki dio rada proveden je u
Zavodu za fizikalnu i rehabilitacijsku medicinu s reumatologijom KB Dubrava te u Klinici za
ortopediju i traumatologiju KB Dubrava, a laboratorijska obrada u Klinickom zavodu za

laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb.

3.1.2 Ispitivani uzorak - periferna venska krv

Navedenim pacijentima ispitivane i kontrolne skupine uzeta je periferna venska krv. Za
potrebe biokemijske analize koriSteno je 6 ml krvi. Krv je prikupljana uvijek izmedu 9 1 10
sati prije podne venepunkcijom u epruvete za vadenje krvi (BD vacutainer systems-7ml,
Plymouth, UK) koje kao antikoagulans sadrzavaju natrijev EDTA. Nakon prikupljanja svaki
uzorak krvi je odstajao 30 minuta u biokemijskim epruvetama, a potom je centrifugiran na
sobnoj temperaturi 5 min na 3500 rpm (Hettich centrifuge, Universal 320/320 RAndreas
Hettich GmbH & Co., Tuttlingen,Germany). Odvojen je nadtalog (plazma) te aspiriran i
pohranjen u kriotube (Nunc, Danska) za pohranu na -70°C do daljnje obrade za analiziranje
EIA i ELISA metodama. Analiza uzoraka je napravljena u Klinickom zavodu za

laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb.

Ovisno o dokazanom stadiju OA uzorci krvi su podijeljeni u 4 podskupine. U podskupini
jedan (prvi i drugi stupanj OA kuka) prikupljena su 25 uzoraka krvi, podskupini dva (prvi i
drugi stupanj OA koljena) 23 uzoraka krvi, podskupini tri (treéi i Cetvrti stupanj OA kuka) 24
uzoraka krvi i u podskupini cCetiri (tre¢i 1 Cetvrti stupanj OA koljena) 22 uzoraka krvi.

Kontrolnu skupinu ¢ini ukupno 96 uzoraka krvi dobivenih od pacijentica bez OA.

Metodom EIA analizirana je koncentracija CRP, ELISA metodom razine proteina i genskog
izrazaja HMGBI, S100A12 i RAGE.
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3.2 Metode

3.2.1 Analiza opéih i imunosnih laboratorijskih pokazatelja

Analizom venske krvi u svih ispitanika izmjerene su koncentracije sljede¢ih laboratorijskih
pokazatelja: brzina sedimentacije eritrocita, hematokrit, hemoglobin, broj trombocita i
leukocita u perifernoj krvi, elektroforeza serumskih proteina i serumska razina C-reaktivnog

proteina turbidimetrijski [Correia,et all ,2003].

3.2.2  Analiza molekularnih obrazaca povezanih s ostecenjem tkivaHMBG1 iS10048/49 te

receptora SRAGE u serumu

Koncentracija HMGB1 i S100A8/9 te njihova receptora SRAGE u uzorcima plazme izmjerena
je pomocu enzimskog imunotesta (ELISA) po uputi proizvodaca: RAGE (R&D Systems,
Minneapolis (MN), USA); S100A12/EN-RAGE (CycLex Co., Nagano, Japan); HMGB1
(Shino-Test Corporation, Tokyo, Japan). Osjetljivost testa ELISA za HMGBL bila je 1 ng/ml,
za S100 56 pg/ml, a za RAGE 4.12 pg/m.

3.2.3 Odredivanje koncentracije proteina - Bradford metoda

Proteini su makromolekule koje sacinjavaju aminokiseline. Da bi se moglo izvrsiti
istrazivanje proteina u odredenom uzorku potrebno je prethodno proteine procistiti i izolirati,
a potom pristupiti odredivanju njihove koncentracije u ispitivanom uzorku. Odredivanje
koncentracije proteina je vaZan korak za daljnje analiticke metode, jer se tako na vrlo
jednostavan nain mogu ujednaciti rezultati svih uzoraka. Spektrometrijski kvantitativni
testovi za mjerenje koncentracije proteina temelje se na medusobnoj reakciji metalnih iona sa
odredenim aminikiselinama te vezama aminokiselina u proteinima. Nastaje otopina koja ima
karakteristi¢énu plavu boju razli¢itog intenziteta koji ovisi o koncentraciji proteina u uzorku.
Pomoc¢u UV vidljive spektroskopije na osnovu obojenja tekuéine odreduje se brojcana
vrijednost proteina u svakom uzorku [Noble i sur., 2014.]. Kvantitativnom analizom
odredujemo to¢nu koncentraciju proteina u uzorku, a u te svrhe koristimo apsorpcijsku
metodu koja se bazira na apsorpciji svijetlosti pri odredenoj valnoj duljini. Dobivena
vrijednost ovisi o vrsti proteina u uzorku i valnoj duljini spektrometrana s kojim se vrsi

mjerenje. Spektroskopske metode koriste svijetlost koja predstavlja elektromagnetske valove.
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Koli¢inu apsorpcije koja je u korelaciji s valnom duljinom nazivamo apsorpcijski spektar.
Postoje specificne strukture unutar molekula koje reagiraju s elektromagnetskim valovima,
poznate kao kromofori. U proteinima postoje tri vrste kromofora: amidne ili peptidne veze,
triptofan 1 aminokiselina tirozin koje se nalaze u bo¢nim lancima drugih aminokiselina i
proteinske skupine kao §to je hem u porfirinskoj skupini. Uzorcima koji su testirani dodana je

otopina za postizanje odgovarajuc¢e molarne koncentracije.

Beer-Lambertov zakon se koristi za izratunavanje koncentracije proteina u uzorku. Ukljucuje
eksponencijalnu transformaciju u logaritamsku funkciju, gdje je apsorbancija jednaka

koncentraciji kromofora [Hofman i sur, 2014].

Prema Beer-Lambertovom zakonu, postoji linearna veza izmedu apsorbancije (A) 1
koncentracije (c) otopine. Jednadzba je A = ecl, gdje je € koeficijent ekstinkcije, ¢
koncentracija izmjerena u mol/L, a | duljina optickog puta. Koeficijent apsorpcije (€) mjeri se
u molarnoj vrijednosti i molarnoj koncentraciji, dok je L duljina koju zrake putuju, obi¢no u
rasponu od 1-5 cm [Grimsley i sur., 2003].Kolorimetrijska metoda za odredivanje proteina
temelji se na stvaranju intenziteta boje kao rezultat reakcije proteina sa specifiénim
reagensom [Simonian i sur., 2006.]. Bradfordov test, nazvan po dr. Marion Bradford koja ga
je opisala 1976., ukljucuje koriStenje Coomassie Brilliant Blue G250 za analizu. Medutim,
ova metoda ima nedostatak jer je boja vrlo kisela, ograni¢avaju¢i analizu samo na proteine

koji nisu topljivi u kiselim sredinama [Kielkopf i sur., 2020].

Mjerenje razine proteina u uzorku pomoc¢u Bradfordovog reagensa je brza i pouzdana tehnika
koja daje tocne rezultate. Metoda ukljucuje kalorimetrijski pristup koji se oslanja na vezanje
Coomassie Brilliant Blue boje na aminokiseline u proteinu. Bradfordov reagens je odgovoran
za bojanje uzoraka u plavo, a maksimalna apsorpcija anionske Coomassie plave boje dogada
se na 590 nm. Standardni test mjeri koncentraciju proteina izmedu 10-100 pg. Medutim,
mikrotest se koristi kada se mjeri mnogo niza koncentracija proteina od 1-10 pg po uzorku.
Budu¢i da mikrotestovi koriste vece koli¢ine uzorka zbog niske koncentracije proteina,
postoji potencijalni rizik od interferencije s drugim spojevima u uzorku. Da bi se odredila
koncentracija proteina, obojena tekucina se izlaze odredenoj valnoj duljini i prati se njena

apsorpcija svjetlosti [Simonian, 2002.].
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Za izradu Bradfordovog reagensa, otopi se boja CBB (Coomassie Brilliant Blue G-250) u
95% etanolu. Nakon S$to se boja potpuno otopi, umijesa se 85% fosforne kiseline i1 otopina
razrijedi destiliranom vodom (Tablicu 1). Smjesu se ostavi na tamnom mjestu preko no¢i,
zatim se filtrira kroz Wathman F1 papir. Dobivena otopina, koja ima izrazito plavu nijansu,

naziva se Bradfordov reagens [Noble i sur., 2014].

Za pripremu Bradfordovog reagensa slijede se ovaj protokol: pomijesa se 100 mg CBB s 50

ml fosforne kiseline i 100 ml etanola. Zatim se doda destilirana voda dok ukupni volumen ne

dosegne 1 L.
Tablica 1. Prikaz koli¢ine sastojaka u pripremi Bradford reagensa
Bradford reagens sastojci Koli¢ina reagensa za 1l
Coomassie Brilliant Blue G250 100mg
95% C.HsOH 50 mi
85% HsPO. 100 ml
ddH-0 do ukupno 1l

Bradfordov standardni test nije prikladan za proteine koji su topljivi u kiselim sredinama i
moze smanjiti koncentraciju proteina u uzorcima koji su bogati membranama. Kako b1 se to
sprijecilo, mogu se dodati deterdzenti i NaOH kako bi se djelomi¢no denaturirala membrana i
smanjio njihov negativan ucinak na rezultate. Amfoliti 1 deterdZenti u uzorcima mogu
promijeniti apsorpciju proteina u standardima i testiranim uzorcima. Natrijev karbonat i
gvanidin hidroklorid takoder mogu uzrokovati lazne rezultate jer se snazno veZu za boju 1
natjeCu s proteinima, $to rezultira nizom koncentracijom proteina u uzorku. Za uklanjanje
ovih elemenata moze se koristiti gel filtracija ili taloZzenje proteina s kalcijevim fosfatom
[Kruger, 2002]. Kako bismo osigurali tonost mjerenja koncentracije proteina u ispitivanom
uzorku, prvo mjerimo koncentraciju u kivetama koje sadrze slijepu probu (kiveta bez
proteina). Slijepa proba se sastoji od destilirane vode s dodatkom Bradfordovog reagensa. Uz
kivete sa slijepom probom nalazi se jo§ Sest kiveta sa standardima u kojima se razrjedenja
proteina kre¢u od niZze do viSe koncentracije. Za odredivanje koncentracije proteina u
testiranim uzorcima koristi se otopina BSA (albumini iz govedeg seruma) s unaprijed
odredenom vrijednoS¢u koncentracije proteina (y= 1 mg/mL). Bradfordov reagens se dodaje u

ovu otopinu i takoder u Kivete koje sadrze testirane uzorke. Slijepe otopine pripremaju se s
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razliitim razrjedenjima standarda i ispitivanih uzoraka te se dodaje 50 pl Bradfordovog
reagensa i destilirane vode do ukupnog volumena od 100 ul. Ove otopine se ostave stajati
otprilike 25 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se u kivetama aparatom s valnom duljinom
od 595 nm myjeri apsorbancija, a pomocu dobivenog bazdarnog dijagrama izraCunava se
koncentracija proteina.Standardna otopina (BSA) se ¢uva na -20°C i mijeSa s destiliranom

vodom i proteinima prema navedenoj shemi (Tablica 2) [Redmile-Gordon i sur., 2013].

Tablica 2. Prikaz razrijedivanja uzoraka i potrebne konli¢ine BSA, dH-O iproteina

BSA (uL) 0 [ 25] 5 125 25 50 | 125 [ 250 | 500
Destilirana voda | 500 | 498 | 495 | 488 | 475 | 450 | 375 | 250 | ©
(uL)

Proteini (ng/mL) 0 10 | 20 50 100 | 200 | 500 | 1000 | 2000

Intenzitet boje u uzorku proteina varira ovisno o njegovoj koncentraciji. Veca koncentracija
rezultira intenzivnijom bojom. Rezultati apsorbancije takoder ovise o vrsti proteina, jer
razli¢iti proteini proizvode razli€ite stupnjeve intenziteta boje. Kako bi se ovaj u¢inak sveo na
najmanju mogucu mjeru, klju¢no je izraditi stupCasti dijagram koji prikazuje vrijednosti
slijepe probe 1 razliCitih standardnih koncentracija. Bradfordov test koristi se za
kvantificiranje proteina, a svaki se uzorak testira tri puta kako bi se osigurali tocni rezultati

[Kalaydzhievi sur., 2018].

Kada se koristi spektrometar za mjerenje apsorpcije svjetlosti, raspon je obic¢no izmedu 210-
585 nm. Razine apsorpcije ¢e varirati ovisno o specificnim aminokiselinama prisutnim u
razli¢itim proteinima. Aminokiseline koje imaju najveci utjecaj na apsorpciju su tirozin (Tyr),
cistein (Cys), histidin (His), triptofan (Trp) i arginin (Arg), dok fenol (Phe) i postojece
disulfidne veze imaju manji utjecaj. Kako bi dobili najtocniji rezultat za odredeni protein,
idealno je izmjeriti njegovu apsorbanciju na 50% njegove vrijednosti. Kivete koje se koriste
trebaju biti prozirne za odredenu valnu duljinu, a otopina mora ispuniti kivetu kako bi
svjetlosne zrake mogle pro¢i kroz nju. Prema Beer-Lambertovom zakonu, najblize vrijednosti
koncentracije proteina mogu se dobiti pri 215 nm i razinama apsorpcije ispod 2,0 [Aitken i
sur., 2002]. Kalibracijska krivulja (bazdarni dijagram) se radi razrjedivanjem standardne
otopine na razli¢ite koncentracije [Birghila 1 sur, 2015].
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Ukratko, Bradfordova metoda koristi Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) boju u kiseloj
sredini za reakciju s proteinima. CBB uglavnom reagira s aromatskim aminokiselinama
tirozinom (Tyr) itriptofanom (Trp), au manjoj mjeri s histidinom (His), argininom (Arg),
fenilalaninom (Phe) i lizinom (Lys) kao i peptidnim vezama koji apsorbiraju krac¢e valne
duljine. Boja se veze za proteine hidrofobnim interakcijama i ionskim vezama, §to je
stabilizira u anionskom stanju i uzrokuje promjenu boje iz smede u plavu.Bradfordova metoda
temelji se na reakciji izmedu proteina i boje. Apsorpcijski maksimum boje pomice se s 465

nm na 595 nm, §to se zatim prati spektrofotometrijom [Goldring, 2019].

Nakon izmjerene apsorpcije i dobivenih vrijednosti koncentracije proteina nacrta se
standardna krivulja. Ona sluzi da nakon upisanih pocetnih koncentacija mjerenih proteina
mozemo utvrditi koncentracije proteina nepoznatih vrijednosti. Dodavanjem standarda BSA
dobiva s samo priblizna vrijednost koncentracije proteina, a apolutne vrijednosti koncentracije

sluze za crtanje standardne krivulje [Li i sur., 2023].

U ovom istrazivanju koristen je spektrometar Varian Cary 100 i softver Cary WinUV, uzorci
su obradeni na prethodno opisan nac¢in. Uredaj ima tocnost od +2 nm i koristi halogeni izvor
svjetlosti s valnim duljinama u rasponu od 190-900 nm. Uzorci su analizirani difuznom

refleksijom pomocu optickih vlakana na temperaturi od 20°C.

3.2.4  Sendvic¢ ELISA proteina u krvi

ELISA je skracenica za Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, to je izoenzimska tehnika
koja se koristi za odredivanje koncentracije antigena. Ova metoda ukljucuje upotrebu
specifiénih antitijela obiljezenih enzimima za stvaranje kompleksa antigen-antitijelo putem

izravnih ili neizravnih reakcija, Sto rezultira kvantitativnom 1 kvalitativnom analizom.

ELISA je temeljni imunoloski test jer moZe otkriti i najmanje koli¢ine antigena u ispitivanom
uzorku. Za mjerenje intenziteta prenesene boje, enzimu se uvodi kromogeni supstrat. Ta se
boja zatim ocitava kroz ¢itace mikrotitarskih plo¢a koji mjere apsorpciju svjetla. Obi¢no se
ovaj postupak provodi na polistirenskim plo¢ama s 96 jaZica. Test se moze izvesti pomocu
nekoliko metoda uklju€ujuéi izravnu, neizravnu, kompetitivnu 1 metodu mikrotitarske ploce,

koja je takoder poznata kao sendvi¢ ELISA[Sakamoto i sur., 2018;Kohl i sur., 2017].
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Metoda sendvi¢ ELISA ukljucuje vezanje dva antitijela na antigen koji se testira. Za
odredivanje koncentracije antigena potrebno je koristiti poznato protutijelo. Proces zapocinje
premazivanjem jazica mikrotitarske ploce antitijelom za "hvatanje", nakon cega slijedi pranje
kako bi se uklonio sav viSak antitijela koja se nisu vezala na jazice. Antitijelo za "hvatanje"
ima poznatu sposobnost vezanja na antigen koji se testira. U sljede¢em koraku, uzorak urina
ili seruma dodaje se u jazice mikrotitarske ploc¢e koja je oblozena antitijelom. To uzrokuje
reakciju izmedu testiranog antigena i antitijela koje je vezano za jaZice, Sto rezultira
stvaranjem kompleksa antigen-antitijelo. Visak nanesenog uzorka zatim se uklanja ponovnim
pranjem jazica. U tre¢em koraku procesa uvodi se enzimski obiljezeno protutijelo za
detekciju. Ovo se protutijelo veZe na antigen koji se nalazi u jaZicama mikrotitarske ploce za
koje je prethodno vezano protutijelo. Na kraju se dodaje podloga. Preporuca se provesti barem
dva ili tri testa i snimiti zvuk kako bi se dobila bolja statisticka analiza. Budu¢i da kompleks
antigen-protutijelo stvara razliite stupnjeve bojenja u kromogenoj reakciji, apsorbancija se
moze mjeriti pomocu ¢itata mikrotitarskih ploca. Za odredivanje koncentracije mora se

konstruirati standardna krivulja na temelju ocitanja apsorbancije [Crowther, 2009].

Za ovo istrazivanje koriSten je komercijalni ELISA kit za detekciju S100A8/S100A9
Heterodimer Immunoassay, odnosno za detekciju koncentracije proteina S100A8/S100A9 u
serumu. Raspon detekcije za S100 proteine bio je izmedu 0,6 i 40 ng/mL, a osjetljivost 0,215
ng/mL.Cita¢ mikroplogica mjeri apsorbanciju na 450 nm s moguéom korekcijom valnih
duljina na 540 nm do 570 nm. U tu svrhu koriStena je metoda kvantitativne enzimske
imunoloske analize (sendvi¢ ELISA) za otkrivanje prisutnosti ljudskog heterodimera
S100A8/S100A9. Uzorci seruma pohranjeni su na -70 °C i obradeni u skladu s prethodno
navedenim postupkom. Kako bi se saCuvali proteini uzorci seruma su postupno otapani na

ledu.

Komplet sadrzi nerazrijedeni humani S100A8/S100A9 heterodimerni standard (40 ng/mL),
dok je kalibratorski razrjediva¢ RD5-10 s nultim standardom (0 ng/mL). Prema uputama
proizvodaca prije uporabe svi reagensi su stavljeni na sobnu temperaturu. Uzeta je u obzir
visoka endogena razina S100A8/S100A9, te su uzorci seruma 200 puta razrjedeni. To je
postignuto kombiniranjem 20 puL uzorka sa 180 pL razrjedivaca kalibratora RD5-10. Da bi
dobili osnovnu otopinu od 40 ng/mL, pomjesan je heterodimerni standard S100A8/S100A9 s

kalibratorskim razrjedivatem RD5-10. Uz lagano mijesanje prije nego Sto Se napravi
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razrjedenje, standard je pomjesan i ostavljen da odstoji 15 minuta. Razrjedivanjeje dovrSeno
dodavanjem 10 pL razrijedenog uzorka u 190 pL razrjedivaca kalibratora RD5-10.Za
pripremu 500 mL pufera za ispiranje dodno je 20 mL koncentrata pufera za ispiranje u
destiliranu vodu. Unutar 15 minuta od upotrebe pomijeSan je reagense za boju (A i B) u
jednakim koli¢inama te je drzan u odsutstvu svjetlosti. Dobiveno je 200 pL reagensa za svaku

jazicu. U svaku epruvetu s pipetom je dodano 200 pL razrjedivaca kalibratora RD5-10.

U svaku jazicu je dodano 50 pL razrjedivaca za analizu RD1-34, a zatim 50 pL standarda.
Mikrotitarska plo¢a je potom inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi na horizontalnoj
orbitalnoj muckalici za mikroplocice postavljenoj na 500 + 50 okretaja u minuti. Zatim je
aspirirana svaka jazica,a ploca isprana s 400 puL Pufer za ispiranje. Ukupno je napravljeno 4
ispiranja. U slijede¢em koraku dodano je 200 pL humanog S100A8/S100A9 heterodimer
konjugata u svaku jaZicu,mikroploca je pokrivenai inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi.
Nakon ponovnog ispiranja dodano je 200 pL otopine supstrata u svaku jazicu 1 inkubirano 30
minuta na sobnoj temperaturi zasticeno od svjetlosti. Na kraju je dodano u svaku jazicu 50 puL

stop otopine. Boja u jamicama se promijenila iz plave u Zutu.

Za odredivanje koncentracije, mikroploc¢a se umetne u uredaj koji mjeri opticku gusto¢u na
450 nm (OD vrijednost) za svaku jaZicu. Izmjerene apsorbancije zatim se pretvaraju u
koncentracije na temelju stupnja razrjedenja. Izraduje se standardna krivulja, iscrtavajuci
standardne vrijednosti koncentracije na osi "X" 1 vrijednosti apsorbancije na osi "Y". Opticke
nesavrSenosti na plo¢i su korigirane oduzmanjem ocitanja na 540 nm od ocitanja na 450 nm.

Svaki uzorak je uc¢injen u duplikatu kako bi se izbjegla moguca pogresna ocitanja.

3.2.5 Enzimski imunoloski test (EIA)analiza CRP u krvi

Enzimski imunoloski test (EIA) je skupina testova koji koriste sposobnost molekularnog
prepoznavanja antitijela, a osnova su enzimi za otkrivanje i mjerenje imunoloskih reakcija.
Postoje razlicite vrste EIA, kao §to je kompetitivni EIA za antigene, enzimski imunotest za
antigene, sendvi¢ EIA za antigene, EIA za antitijela, homogeni EIA za hapten i drugi EIA.
Ova metoda ukljucuje upotrebu enzimski konjugiranog protutijela i dodavanje enzimskog
supstrata za vizualizaciju i kvantificiranje rezultata. Ovaj enzimski supstrat poznat je kao

kromogen, a to je bezbojna molekula koja se pretvara u obojeni produkt u prisutnosti enzima.
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Alkalna fosfataza i peroksidaza hrena ili HRP najceS¢e su koristeni enzimi u EIA. U nekim
EIA metodama supstrat je fluorogen, nefluorescentna molekula koju enzim mijenja u
fluorescentni produkt. Od svih EIA metoda, ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
je najrasirenija. Danas ima Siroku primjenu u laboratorijskim analizama i dijagnostici za
otkrivanje i mjerenje antigena i antitijela. KoriStenjem odgovaraju¢eg EIA moguée je brzo
kvantificirati razli¢ite analite, uklju¢ujuci one prisutne u vrlo niskim koncentracijama [Kohl i

sur, 2017; Lequin, 2005].

U ovom istraZzivanju je koristena metoda sendvi¢ EIA (DRG® TM-CA 125 ELISA (EIA-
5072).TM CA 125 ELISA detektira CA 125 reaktivne determinante na serumskom
glikoproteinu molekularne tezine 200-1000 kDa. DRG TM-CA 125 je enzimski imunotest za

mjerenje CA 125 u serumu i plazmi.

Prilikom izvodenja vazno je napraviti standardnu krivulju. U mikrotitarsku plocu s jazicama
stavljeno je 50 pL standarda u svaku jazicu ispitivanog i kontrolnog uzorka. Nakon toga, je u
svaku jaZicu naneseno 50 pL enzimskog konjugata i temeljito promjeSano u trajanju od 10
sekundi kako bi osigurali adekvatno mijeSanje. Potom seje mikrotitarska ploc¢a s enzimskim
konjugatom odstajala60 minuta na sobnoj temperaturi.Slijedi ispiranje jazicas razrijedenom
otopinom za ispiranje. Postupak je ponovljen tri puta a u svaku jaZicu je prilikom ispiranja
stavljeno 300 puL otopine za ispiranje. U slijedeCem korakudodano je 100 pL otopine
supstrata u svaku jaZicu i inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi. Za zaustavljanje
enzimske reakcije dodano je po jazici 100 pL stop otopine. Na kraju postupka unutar 10
minuta nakon dodavanja stop otopine odredena je apsororbanca (OD) svake jaZice na 450 +
10 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plo¢a. Za izraCunavanje rezultata koncentracija uzoraka

o€itana je izravno iz standardne krivulje.

3.2.6 Statisticke metode

Deskriptivna analiza relevantnih podatka saZeta je u vrijednostima N, postotcima, srednjim
vrijednostima (M) i standardnim devijacijama (sd). Da bi se utvrdile razlike u pojedinim
varijablama KkoriSten je Student t-test, hi-kvadrat test (y2) i Mann Whitney U test (Z
vrijednost). KoriSten je prag znacajnosti od p<.05. Analiza podataka izvrSena je pomocu
Stat.Soft.12.
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Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Zagreb, Klinickog
bolnickog centra Rijeka, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Rijeci.

47

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



4. Rezultati

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 94 bolesnika s osteoartritisom kuka (N=49) i koljena
(N=45). Sudionici istrazivanja su uglavnom zene (77.6% zena ) i muSkarci (22.4%
muskaraca) (Tablica 1). Nema znacajne razlike u omjeru ispitanika zenskog i muskog spola
(x*=0.27, p=0.60) izmedu pacijenata sa osteoartritisom kuka i osteoartritisom koljena.
Takoder, nema znacajne razlike u dobi (t=-1.56, p=0.73) izmedu pacijenata sa osteoartritisom

kuka i osteoartritisom koljena.

U usporedbi ostalih klini¢kih podataka izmedu pacijenata sa osteoartritisom kuka i
osteoartritisom koljena dobivene su znacajne razlike u koncentraciji Albumina (Z=-2.32;
p=0.02), Alfa 1 globulinu (Z=-3.49; p<0.001), Alfa 2 globulinu (Z=-4.53; p<0.001), Beta
globulinu (Z=-4.01; p<0.001), Gama globulinu (Z=-3.25; p<0.001) i HMGB1 (Z=-3.12;
p<0.001). Koncentracija svih navedenih parametara veca je kod bolesnika s osteoartiritisom

koljena (Tablica 1).
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Tablica 1 Demografski i klini¢ki podaci bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena.

Kuk Koljeno Ukupno Test b

Mzsd Mzsd Mzsd
N 49 45 94 - -
Zensko/Musko (n) 37/12 36/9 73/21 ¥?=0.27 0.60
Dob (godine) 63.00+6.04 64.91+5.74 63.19+5.94 =-1.56 0.73
Dob (raspon) 51-75 51-74 51-75 - -
SE mm/h 17.87+9.84 19.25+15.20 18.54+12.69 Z=0.20 0.84
CRP mg/L 2.73+1.93 7.10£19.75 4.66+13.92 Z=-1.82 0.07
Hematokrit L/L 0.41+0.04 0.42+0.04 0.41+0.04 Z=-181 0.07
TRC x10M9/L 245.52+61.61 260.95+58.58 252.90+60.35 Z7=-147 0.14
L x10"9/L 7.06+2.48 7.21+2.44 7.14+2.45 Z=-0.23 0.81
Albumin g/L 43.38+4.31 48.89+9.30 46.01+7.59 7=-2.32 0.02*
Alfa 1 globulini g/L 2.92+0.43 3.45+0.74 3.17+0.65 Z=-3.49 0.00**
Alfa 2 globulini g/L 7.35+1.16 9.15+1.88 8.20+1.78 Z=-453 0.00**
Beta globulini g/L 8.11+1.05 9.66+1.79 8.84+1.63 Z=-4.01 0.00**
Gama globulini g/L 10.56+1.91 13.41+5.51 11.90+4.25 Z=-3.25 0.00**
Omjer A/IG 1.51+0.21 1.42+0.24 1.47+0.23 Z=1.64 0.10
VAS boli 4.93+1.79 5.5+2.37 5.20+2.09 Z=-1.79 0.07
WOMAC bol 9.84+3.18 9.02+4.68 9.45+3.97 Z=0.82 041
WOMAC ukocenost 4.08+1.63 3.28+2.00 3.70+1.85 Z=1.65 0.10
WOMAC ASZ 33.06+11.95 31.40+13.80 32.27+12.82 Z=0.41 0.68
SRAGE ng/ml 566.76+223.89 499.97+187.11 536.91+209.73 Z=1.17 0.24
HMGB1 ng/ml 7.11+14.64 21.72+35.08 13.64+26.69 7=-312 0.00**
Human S100a8/A9 664.88+389.09 1227.06+1753.48 916.21+1231.3 7-0.59 0.55

Heterodimer ng/ml

Abbrevations: SE - ; CRP -; TRC - ; A/G-; VAS - ; WOMAC- ; *p>0.05; **p<0.001

KUK-KOLJENO-KONTROLA

U usporedbi serumske koncentracije HMBGL1 i SRAGE u bolesnika s osteoartritisom kuka i
koljena neovisno o stupnju tezine bolesti s kontrolnom skupinom (N=96) dobivene su
znacCajne razlike (Tablica 2). Pacijenti s osteoartritisom kuka imaju manju serumske

koncentracije SRAGE (Z=-7.18, p<0.001) (Slika 1) a ve¢u HMGB1 (Z=7.22, p<0.001) (Slika
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2) od kontrolne skupine. Takoder, pacijenti s osteoartritisom koljena imaju znacajno manju
serumsku koncentraciju SRAGE (Z=-7.13, p<0.001) (Slika 3) a ve¢u HMGBI1 (Z=7.17,

p<0.001) (Slika 4) od kontrolne skupine.

Tablica 2 Razlike serumskih koncentracija kod pacijenata s osteoartiritisom kuka/koljena u

odonosu na kontrolne ispitanike

Kuk Koljeno Kontrola 'Il;eslt<1 K'I'ch‘stz
Mzsd Msd Mzsd ol oljeno -
kontrola kontrola

sRage na/ml 566.76+223.89 499.97+187.11 1273.87+589.82 Z=-7.18 Z=-7.13
geng p<0.001 p<0.001
7.11+14.64 21.72+35.08 1.64+2.45 Z=7.22 Z=7.17

HMGBL ng/m| p<0.001 p<0.001

Human

S100a8/A9 664.88+389.09  1227.06+1753.48 678.02+471.03 Z=0.19 Z=-0.35

Slika 1. Koncentracija SRAGE (pg/ml) kod pacijenata s osteoartritisom kuka i kontrolne
skupine
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Slika 2. Koncentracija HMGB1 (ng/ml) kod pacijenata s osteoartritisom kuka i kontrolne
skupine

HMGB1 ng/ml

= Median
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Slika 3. Koncentracija Human Rage (pg/ml) kod pacijenata s osteoartritisom koljena i
kontrolne skupine
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Slika 4. Koncentracija HMGBL1 (ng/ml) kod pacijenata s osteoartritisom koljena i kontrolne
skupine
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KUK - KOLJENO

U usporedbi serumskih koncentracija u bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena neovisno o
stupnju tezine bolesti dobivene su znacajne razlike za HMGBI1 (Tablica 3). Pacijenti s
osteoartritisom koljena imaju znacajno vece serumske koncentracije HMGB1 (Z=-3.12,
p<0.01) od pacijenata sa osteoartritisom kuka (Slika 5).

Tablica 3. Razlike serumskih koncentracija kod pacijenata s osteoartiritisom kuka i koljena

Kuk Koljeno Testl
Mzsd Mzsd Kuk-koljeno
HUMAN RAGE ng/ml 566.76+223.89 499.97+187.11 Zf1.16
p=0.24
7.11+14.64 21.72+35.08 Z=-3.12
HMGB1 ng/ml 0<0.01*
Human S100a8/A9 ng/ml 664.88+389.09 1227.06+1753.48 Z=0.59
p=0.55
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Slika 5. Koncentracija HMGB1 (ng/ml) kod pacijenata s osteoartritisom kuka i koljena

HMGB1 ng/ml

[ .
L m Median

Osteoartritis kuka I 25%-75%
Osteoartritis koljena

Usporedbe obzirom na Kellgren - Lawrence skalu

U usporedbi klini¢kih podataka bolesnika s blagim stupnjem osteoartritisa kuka i
oeoartritisom koljena (stupanj 1. i 2. prema Kellgren - Lawrence skali) s pacijentima s teskim
stupnjem osteoartritisa kuka i koljena (stupanj 3. i 4. prema Kellgren - Lawrence skali) nisu

dobivene znacajne razlike u nijednom parametru (Tablica 4).
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Tablica 4. Usporedbe klinickih podataka bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena obzirom

na stupanj osteoartritisaprema Kellgren - Lawrence skali

Kellgren - Lawrence skala

z P
Li2 3.i4.

SE mm/h 17.61 10.04 19.17 14.25 -0.27 0.79
CRP mg/L 3.17 3.76 5.64 17.65 -0.67 0.50
Hematokrit L/L 0.41 0.03 0.41 0.04 0.45 0.65
TRC x1079/L 251.72 55.56 253.66 63.72 -0.35 0.72
L x1079/L 6.73 1.60 7.40 2.85 -0.86 0.39
Albumin g/L 46.13 6.88 45.93 8.16 0.56 0.58
Alfa 1 globulini g/L 3.11 0.55 3.22 0.72 -0.37 0.71
Alfa 2 globulini g/L 8.05 1.40 8.31 2.03 -0.32 0.75
Beta globulini g/L 8.74 1.63 8.92 1.65 -0.52 0.60
Gama globulini g/L 12.95 5.79 11.14 2.40 1.36 0.17
Omijer AIG 1.46 0.18 1.48 0.26 -0.33 0.74
VAS boli 5.42 2.16 5.06 2.06 0.72 0.47
WOMAC bol 9.47 407 9.44 3.94 0.24 0.81
WOMAC ukodenost 3.67 1.79 3.73 1.91 -0.21 0.84
WOMAC ASZ 30.11 11.92 33.77 13.32 -1.35 0.18
HUMAN RAGE ng/ml 534.14 212.10 538.50 210.35 -0.36 0.72
HMGB1 ng/ml 21.84 35.68 8.93 18.64 111 0.27
Human S100a8/A9 1182.16 1507.35 76354  1025.68 1.02 0.31

Heterodimer ng/ml

Abbrevations: SE - ; CRP -; TRC -; A/G-; VAS -; WOMAC- ; KL -

U analizi rezultata navest ¢emo i povisenu koncentraciju albumina (g/L):

Vrijednosti su znacajno povisene kod OA koljena u usporedbi s OA kuka (48.89+9.30
naspram 43.38+4.31, p=0.02%).

Alfa 1 globulini (g/L): znacajno su poviseni kod OA koljena u usporedbi s OA kuka
(3.45£0.74 naspram 2.92+0.43, p<0.001).

Alfa 2 globulini (g/L): znacajno poviseni kod OA koljena (9.15£1.88) naspram OA kuka
7.35+1.16, p<0.001).

Beta globulini (g/L): vise vrijednosti u OA koljena (9.66+1.79) naspram OA kuka
(8.11+1.05, p<0.001).

Gama globulini (g/L): znacajno visi kod OA koljena (13.41+£5.51 naspram OA kuka (
z0.56+1.91, p<0.001).

Povisene vrijednosti globulina mogu odrazavati imunoloSku aktivaciju i sistemsku upalu,
izraZeniju kod OA koljena.
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HMGBI (ng/ml): zna¢ajno visa koncentracija HMGB1 u pacijenata s OA koljena u usporedbi
s OA kuka (21.72+35.08 naspram 7.11+14.64, p<0.001).

Ovo ukazuje na vecu upalnu aktivnost i tkivnu destrukciju u OA Kkoljena. Parametri bez
znacajne razlike izmedu OA kuka i koljena su:

SRAGE (ng/ml): vrijednosti su slicne izmedu OA kuka (566.76+223.89) i OA koljena
(499.97+187.11), bez statisticki znacajne razlike (p=0.24).

Ovo sugerira da razina sSRAGE nije specifi¢no povezana s razlikama u zglobnim lokacijama
kod OA.

Human S100A8/A9 Heterodimer (ng/ml):

Nema znacajne razlike izmedu OA kuka (664.88+389.09) i OA koljena (1227.06+1753.48),
p=0.55.

Ovo ukazuje na varijabilnost ovog biomarkera bez jasne povezanosti s lokalizacijom OA.

VAS boli, WOMAC skale:
Parametri boli, ukocenosti i funkcionalnog statusa (VAS, WOMAC bol, ukocenost i ASZ)
pokazali su znacajne razlike izmedu 1. 1 3. stupnja OA kuka i koljena prema Kellgren -

Lawrence skali u odnosu na 2. i 4 stupanj.

Postoje znac¢ajne razlike u poviSenju SE albumina, alfa 1, alfa 2, beta i gama globulina u 1i

3 fazi OA kuka i koljena u odnosu na 2 i 4 fazu prema Kellgren -Lawrence Klasifikaciji.
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5. RASPRAVA

Kao $to smo u uvodu naveli, osteoartritis (OA) se svrstava u neupalne artritise, no dihotomija
izmedu upalnog i degenerativnog artritisa postaje sve manje jasna s prepoznavanjem obilja
tekuc¢ih imunoloskih procesa unutar OA zgloba i sinovije. Sinovitis je upala sinovijalne
membrane i karakteristi¢na je za klasi¢ne upalne artritise i sve se vise priznaje prisutnost
sinovitisa u znac¢ajnom udjelu pacijenata s primarnim OA. Klinicki OA nije jedna bolest, nego
konacni "zajednicki put" koji je sekundaran mnogim predisponiraju¢im ¢imbenicima, osobito
starosti, traumi u zglobovima, promijenjenoj biomehanici i pretilosti [Sokolove i sur., 2013].
U ovom istrazivanju bilo je ukljuceno 94 ispitanika podijeljenih u 4 skupine prema Kellgren -
Lawren klasifikaciji: prva skupina je obuhvacala ispitanike 1. i 2. stupnja OA kuka prema
Keellgren - Lawren klasifikaciji, druga skupina 1. i 2. stupanj OA koljena, 3. skupina
ispitanike s 3. i 4. stupnja OA kuka i ¢etvrta skupina ispitanike s 3. i 4. stupnjem OA Koljena.
Kontrolnu skupinu ¢inilo je 96 ispitanika kod kojih su iskljuéni kriteriji bili istovremena
prisutnost simptoma OA kuka i koljena, povisene vrijednosti upalnih laboratorijskih
vrijednosti (SE, CRP), OA saka u evolutivnoj fazi, recentna misi¢no - kostana trauma i upalna
reumatska bolest, ¢ime su se iskljucili ispitanici s mogué¢im povec¢anim upalnim parametrima i
procese koji bi mogli utjecati na povisenje koncentracije ispitivanih proteina u plazmi
ispitanika.

Potvrda navedenih iskljuénih kriterija vidi se u istrazivanju Barreta i sur. 2020. gdje
traumatske ozljede akumulirane tijekom vremena mogu dovesti do otpustanja DAMP-a
hrskavice koji potom mogu aktivirati reakciju lokalnog urodenog imunoloskog sustava.
Posljedi¢no, upalni putovi se mogu aktivirati u rezidentnim stanicama i matricama §to dovodi
do regulacije nekoliko matriksa hrskavice koje razgraduju proteaze kao §to Su matri¢ne
metaloproteaze (MMP)-1, MMP-3, MMP-13 i ADAMTS agrekanaze, dok takoder smanjuju
regulaciju agrekana i kolagena tipa 11, obrazac koji se opéenito vidi u OA hondrocitni fenotip.
Obrasci ekspresije ovog gena unutar zglobnih hondrocita posredovani su visestrukim
unutarstani¢énim putovima, kao $to su MAC, MAP kinaze i putevi nuklearnog faktora-«B.
Ovo medudjelovanje izmedu mehani¢kih trauma, okolisnih ¢imbenika, potenciranih
genetskom predispozicijom i drugim ¢imbenicima rizika, uzrokovano upalom potaknutom
urodenim imunoloSkim odgovorom i poremecenim popravkom hrskavice, jedna je od

promjena paradigme teorije o patogenezi OA.
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HMGBI 1 S100A8/A9 su povecani kao neposredan odgovor na traumu koljena. Iako dijele
mnoge znacajke u upalnim 1 imunoregulacijskim mehanizmima, S100A8/A9 i HMGBI1
povezani su s razliCitim nizvodnim odgovorima, koji mogu utjecati na napredovanje OA

nakon akutnih ozljeda koljena (Aulin i sur., 2022).

Kao $to je prethodno navedeno, osvrnut ¢emo se i na druge sli¢ne spoznaje. Yang i suradnici
2022. ukazuju da izvanstani¢na DNA vezanu na HMGBI stanice moze endocitozirati putem
RAGE kako bi dospjele do srodnin DNA receptora poput endosomalnog TLR9 ili
citoplazmatskog cGAS-a ili AIM2 inflammasomskog kompleksa. Ova biologija moze imati
Stetne ucinke kod izbijanja lupusa ili kao odgovor na veliku traumu. Sustav stani¢nog uvoza
potpomognut HMGB1/RAGE stoga obavlja vaznu zadacu upozoravajuéi stanice na opasno
okruzenje. HMGBI je alarm s dvostrukom funkcijom - upozorava izvanstani¢nu okolinu o

stanicama u nevolji i obavjestava stanice o opasnoj izvanstani¢noj okolini.

Rad Delrue i suradnika iz 2023. godine analizira mogucu ulogu sRAGE u upalnim
reumatskim bolestima. Krajnji proizvodi napredne glikacije (AGE) su klasa spojeva nastalih
neenzimskim interakcijama izmedu reduciraju¢ih Secera i proteina, lipida ili nukleinskih
kiselina. AGE mogu promijeniti strukturu proteina i aktivirati jedan od svojih receptora,
posebno receptor za napredne krajnje proizvode glikacije (RAGE). Ovi fenomeni oStecuju
funkcije stanica, izvanstani¢nog matriksa i tkiva. RAGE se izraZzava u raznim stanicama i
povezuje se s kroni¢nim upalnim autoimunim poremecajima kao $to su reumatoidni artritis,
sistemski eritematozni lupus i Sjogrenov sindrom. Topljivi (S)RAGE produkt je cijepanja od
48 kDa koji zadrzava mjesto vezanja liganda, ali gubi transmembransku i signalnu domenu.
Djelujuéi kao mamac, ovaj topljivi receptor inhibira proupalne procese posredovane RAGE-
om i njegovim ligandima. SRAGE smanjuje imunoloski upalni odgovor uzrokovan HMGB-1.
Nadalje, mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC) su privlacna sredstva za stani¢nu terapiju RA.
lako su MSC imunosupresivi u upalnim poremecajima, oni takoder igraju ulogu u upalnom
procesu i indukciji imunoloskih odgovora. U eksperimentalnom miSjem modelu upalnog
artritisa, SRAGE-MSC-i su generirani DNA transfekcijom MSC-a izvedenih iz ljudskog
masnog tkiva (Ad-hMSCs). SRAGE-MSC proizvodi zna¢ajno manje proupalnih molekula
(faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF), interleukin-1 (IL-1), IL-6 i HMGB-1) u usporedbi
s MSC u upalnim stanjima. SRAGE-MSC oslabili su reumatoidnu upalu reciprocnom

regulacijom Th17 i Treg stanica. Ovi nalazi sugeriraju da prekomjerna ekspresija SRAGE-a u
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Ad-hMSC moze inhibirati upalu i pospjesiti imunoregulacijsku funkciju uz o¢uvanje njihovih
jedinstvenih svojstava.
HMGBI je ukljucen u razli¢ite autoimune bolesti, kao §to su sistemski eritematozni lupus

(SLE), idiopatske upalne miopatije i reumatoidni artritis (Dong i sur., 2022).

U naSem istrazivanju odreden je HMGBI1 te S100 A8/A9 i njihov receptor sSRAGE u
perifernoj krvi metodom ELISE. Prema dobivenim rezultatima utvrdena je povisena serumska
koncentracija HMGB.1 kod osteoartritisa koljena u odnosu na ispitanike s osteoartritisom kuka
te povisena koncentracija HMGB1 u ispitanika s osteoartritisom kuka i koljena u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Koljeno je povrsinom veci zglob te sam proces OA i DAMP molekule koje se oslobadaju kod
koljena su povisene razine. To pokazuje 1 istrazivanje Rosenberg i1 suradnika iz 2017. godine
prema kojima zglob koljena dozivljava vise mehanickog opterecenja, degeneracije hrskavice i
upale nego zglob kuka. To bi moglo pridonijeti poveéanoj incidenciji OA u zglobu koljena.
Molekularni obrasci povezani s oSteCenjem (DAMP), ukljucujuéi box-1 skupine visoke
pokretljivosti, receptor za napredne krajnje produkte glikacije i alarmine (S100A8 i S100A9),
otpustaju se u zglobu kao odgovor na oSteenje hondrocita i hrskavice uzrokovano stresom.
To olakSava povecanu degradaciju hrskavice i upalu u zglobu. Studije su dokumentirale ulogu
DAMP-a u patogenezi OA; medutim, usporedba DAMP-a i njegov utjecaj na OA nije
raspravljana. Analizirajuéi DAMP izmedu OA zglobova koljena i kuka, pronasli smo
znacajnu razliku u razinama DAMP izrazenih u zglobu koljena u usporedbi s zglobom kuka.
Povecéane razine DAMP-a ukazuju na razliku u temeljnoj patogenezi OA u koljenu i kuku i

istitu DAMP-ove kao potencijalne terapijske mete za OA u buduénosti.

Povisena razina HMGB1 i sSRAGE moZe ukazivati na upalnu patogenezu osteoartritisa, $to
dokazuje da proupalni alarmin HMGBI1 i1 sRAGE kao medijatori prirodenog imunosnog
odgovora mogu biti ukljuéeni u imunopatogenezu osteoartritisa. Terada i sur. navode da na taj
na¢in dobiveni rezultati doprinose miSljenju da imunosni sustav sudjeluje u

imunopatogenetskom mehanizmu osteoartritisa.

HMGBI je multifunkcionalni protein ovisan o polozaju (Chen i sur., 2022). Unutar stanice,

nuklearni HMGB1 regulira strukturu i funkciju kromosoma, dok citoplazmatski HMGB1
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odrzava autofagiju. Izvan stanice, HMGBI1 je posrednik upale, imuniteta i metabolickog
odgovora. Otpustanje HMGBI1 povezano je s aktivnim ili pasivnim procesima i moze se
prilagoditi na razli¢itim razinama. Konkretno, ROS 1 redoks signali igraju sredi$nju ulogu u
pokretanju sekrecije i otpustanja HMGB1 spajanjem razlicitih posttranslacijskih modifikacija.
U OA koncentracija HMGB1 posredovana s IL-1f znac¢ajno je povisena u zglobnim tkivima i
hondrocitima. Apoptoza stanica je inhibirana molekulom HMGB1. Smanjena koncentracija
HMGBI otvara prostor za prekomjernu ekspresiju mRNA, putem TLR povecava ekspresiju
matriksmetaloproteinaze (MMP) 1 poti¢e upalu u hondrocitima [Wang 1 sur., 2020].
Eksprimiranjem u izvanstani¢ni prostor HMGBI1 poti¢e upalu aktiviranjem puta NF-«kB i

vezanjem na TLR2, TLR4, TLR9 i RAGE [Roh i sur., 2018; Sun i sur., 2016]

Palumbo 1 suradnici (2023) takoder su utvrdili kako alarmini igraju klju¢nu ulogu u
patogenezi OA, odnosno, HMGB1, IL-33 i S100B ukazuju na veéi izrazaj u hondrocitima OA
u usporedbi s normalnom hrskavicom. Vazno je da postoji mnogo vise podataka dostupnih u
znanstvenoj literaturi za HMGB1 nego za druge alarmine, stoga su potrebna daljnja
istrazivanja kako bi se dublje utvrdili njihovi mehanizmi u kaskadi bolesti.

HMGBI1 moZe se smatrati novim prozorom u patogenezi, fokusiraju¢i se na otkrivanje,

praéenje, upravljanje i lijeCenje OA.

Osvrnut ¢emo se i na druga provedena istrazivanja. Fu i sur. (2016) su istrazivali protuupalne
ucinke i mehanizam HMGBL inhibitora HMGB1 A-box na ljudske hondrocite stimulirane IL-
1B i dokazali da prekomjerni izrazaj HMGB1 A-boxa inhibira napredovanje bolesti
slabljenjem ekspresije MMP-a i medijatore upale u hondrocitima izazvanim IL-1f putem
HMGB1/TLR4/NF-xB puta. Navedeno istrazivanje je prvo koje pokazuje protuupalnu
aktivnost prekomjernog izrazaja HMGB1 A-boxa u ljudskim hondrocitima. Prekomjerni
izrazaj HMGB1 A-boxa smanjila je IL-1B-inducirani izrazaj MMP-a i proizvodnju upalnih

medijatora u ljudskim hondrocitima.

Zhong i sur. (2020) su utvrdili da HMGBI1 ne samo da je povecao ekspresiju RAGE-a u
citoplazmi i plazma membrani, ve¢ je takoder povecao ekspresiju TLR4 u plazma membrani.
Izbacivanje RAGE-a dovelo je do smanjene aktivacije MAPK, ekspresije TLR4 stani¢ne
membrane 1 odgovarajuceg stvaranja upalnih citokina. U meduvremenu, inhibicija MAPK

aktivacije takoder je smanjila povrSinsku ekspresiju TLR4. Ovi rezultati pokazuju da se
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HMGBI1 moze vezati na RAGE receptore stani¢ne povrSine na povrsini stanice, $to dovodi do
aktivacije MAPK, ¢ime se poti¢e translokacija TLR4 na povrSini stanice, ali ne regulira
njegovu transkripciju 1 translaciju. Nasuprot tome, TLR4 moze povecati transkripciju i
translaciju RAGE, koji se prenosi na povrSinu stanice i moze se vezati za visSe HMGBI.
Receptori na povrsini stanice TLR4 i RAGE vezu se za HMGBI, §to dovodi do transkripcije i
izlu€ivanja upalnih citokina. Isti rezultati bili su u modelu pseudofrakture kod miseva, koji je
usko povezan s upalnim odgovorom izazvanim HMGBL. Svi ovi rezultati pokazali su da je

medudjelovanje izmedu RAGE i TLR4 kriti¢no za upalni odgovor izazvan HMGBI.

Nadalje, Xiao i1 suradnici (2021) isti¢u kako dosada$nji rezultati daju novi uvid u ulogu
lu¢enja HMGBI u patogenezi KOA. Trenutacni in vitro eksperimenti pokazali su da NLRP1 i
NLRP3 upalom posredovana FLS piroptoza pojacava izlu¢ivanje HMGBI1. Stoga, smanjenje
FLS piroptoze inhibicijom aktivacije NLRP1 i NLRP3 inflamasoma i kaspaze-1 moze biti
ucinkovita strategija za lije¢enje KOA.

Uz navedeno, rezultati istrazivanja koje su proveli Shao i suradnici (2023) godine, pokazuju
da je HMGBJ1 potencijalni biljeg za predvidanje ozbiljnosti TMJOA. Intraartikularna injekcija
HA ima pozitivan terapijski ucinak na TMJOA, medutim, potrebna su daljnja istrazivanja

kako bi se potvrdio njegov terapijski u¢inak u kasnoj fazi tretmana viskosuplementacije.

U naSem istrazivanju pratili smo koncentraciju sSRAGE. RAGE je multiligandni stani¢ni
povrsinski receptor za prepoznavanje uzoraka koji pripada superobitelji imunoglobulina.
Krajnji produkti napredne glikacije (AGE), koji nastaju iz neenzimske glikacije i oksidacije
proteina, lipida i nukleinskih kiselina, prvi su opisani ligandi RAGE, po ¢emu je ovaj receptor
dobio ime. Tijekom godina nakon otkri¢a postalo je sve viSe priznato da RAGE veze i razne
druge ligande, ukljucuju¢i molekule izvedene iz stresiranih ili oSte¢enih stanica — npr.
amiloidni B peptid, visokomobilna skupina box 1 (HMGB1) i1 S100 proteini — zajednicki
poznati kao molekularni obrasci povezani s oSteCenjem (DAMP), molekule stani¢ne adhezije

— npr. B2 integrin MAC-1 — 1 molekule koje potjecu iz bakterija, virusa 1 parazita. Kao
takav, RAGE igra vaznu ulogu u urodenom imunoloSkom odgovoru i kao medijator
proupalnih procesa. Nakon vezanja liganda, unutarstani¢na signalizacija posredovana RAGE-
om moze dovesti do povecanja proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i do

kontinuirane aktivacije faktora transkripcije NFKB. Potonji stimulira ekspresiju proupalnih
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modulatora (npr. IL1-B, VCAM-1 i TNF-0) i samog RAGE, ¢ime se osigurava mehanizam

pozitivne povratne sprege za pojacavanje upalnog odgovora (Erusalimsky, 2021).

U naSem istrazivanju dobili smo smanjenu koncentraciju SRAGE u serumu ispitanika s
osteoartritisom kuka i koljena u odnosu na kontrolnu skupinu. Razlika u koncentraciji u

serumu ispitanika sa zglobom kuka u odnosu na zglob koljena nije statisticki znacajna.

U istrazivanju autora Chayanupatkul i Honsawek (2010) trideset i Sest ispitanika s OA i 15
zdravih kontrolnih ispitanika bilo je uklju¢eno u ovu studiju. Klasifikacija OA provedena je
pomocu Kellgren-Lawrenceove klasifikacije. Razine SRAGE u plazmi i sinovijalnoj tekucini
analizirane su enzimski imunoanalizom. Rezultati su ukazali kako su razine SRAGE u plazmi
bile znacajno nize u pacijenata s OA nego u zdravih kontrola. Razine SRAGE u plazmi bile su
statisticki znacajno viSe u odnosu na uparenu sinovijalnu tekuéinu. Dodatno, koncentracije
sRAGE u plazmi 1 sinovijalnoj tekucini pokazale su znacajnu inverznu korelaciju s teZinom
bolesti. Daljnja analiza je pokazala da postoji jaka pozitivha korelacija izmedu plazme i

sinovijalne koncentracije SRAGE.

Sun 1 sur, 2016 proveli su istraZivanje ekspresije proteina B1 skupine visoke pokretljivosti
(HMGBL1) i receptora za krajnji produkt napredne glikacije (RAGE) kod osteoartritisa koljena
(KOA) 1 njegovog klinickog znacaja. U eksperimentalnu skupinu ukljuceno je ukupno 108
sinovijalnih tkiva odabranih od bolesnika s KOA. U kontrolnu skupinu ukljuceno je 75
sinovijalnih tkiva zglobova koljena, odabranih od bolesnika kod kojih je klini¢ki i1 patoloski
potvrdeno da nema lezije zglobova. Ekspresije mRNA i proteina HMGB1 i RAGE odredene
su pomocu RT-PCR odnosno imunohistokemije. Western blot je koriSten za mjerenje
relativne ekspresije proteina. Broj pozitivnih stanica i intenzitet pozitivne ekspresije HMGB1
1 RAGE u sinovijalnom tkivu bili su veéi u eksperimentalnoj nego u kontrolnoj skupini. Pl za
ekspresiju HMGBI1 i RAGE u bolesnika s KOA bio je u pozitivnoj korelaciji s klinickom
klasifikacijom rendgenskih nalaza (P<0,05). Ekspresiia HMGB1 i RAGE mRNA, kao i
relativna ekspresija proteina HMGB1 1 RAGE u sinovijalnom tkivu, bile su vece u
eksperimentalnoj nego u kontrolnoj skupini (sve P<0,05). Osjetljivost HMGB1 proteina,
RAGE proteina, HMGB1 mRNA i RAGE mRNA bila je 76,9%, 64,8%, 86,1%, odnosno
64,8%:; a specificnost je bila 100%, 96%, 74,7%, odnosno 80%. Ekspresija proteina i mRNA
HMGB1 i RAGE povecana je u bolesnika s KOA, §to sugerira da su ukljuceni u KOA.
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U radu Schen i suradnika krajnji produkti napredne glikacije (AGE) nastaju neenzimatskim
modifikacijama makromolekula (proteina, lipida i1 nukleinskih kiselina) pomoc¢u saharida
(glukoza, fruktoza i pentoza) putem Maillardove reakcije. Formirane AGE molekule mogu se
katabolizirati i1 ocistiti glioksalazom I i II u proksimalnim tubularnim stanicama bubrega.
Bolesti povezane sa staros¢u ukljucuju fiziolosko starenje, neurodegenerativne/neuroupalne
bolesti, dijabetes melitus (DM) i njegove komplikacije, autoimune/reumatske upalne bolesti,
degenerativne bolesti kostiju 1 kroni¢ne bubrezne bolesti. AGEs, vezanjem na receptore za
AGE (RAGE), mijenjaju urodene i adaptivne imunoloske odgovore kako bi potaknuli upalu i
imunosupresiju putem stvaranja proupalnih citokina, reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i
reaktivnih duSikovih intermedijera (RNI). Ove patoloSke molekule uzrokuju oStecenje
vaskularnih endotelnih/glatkih misi¢nih/stanica vezivnog tkiva i

mezangijalnih/endotelnih/podocitnih stanica bubrega u bolestima povezanim s AGE-om.

Temeljem svega prethodno navedenog, moze se zakljuciti zastitna uloga sSRAGE-a: smanjenje
razine SRAGE ukazuje na proupalne procese inhibicijom klju¢nih signalnih puteva. sSRAGE

takoder moZe ograniciti oksidativni stres, koji je klju¢an u patogenezi OA.

U naSem istrazivanju snizene su razine u serumu ispitanika s osteoartritisom kuka i koljena
Sto zahtijeva dodatna istrazivanja radi pojasnjenja uloge sRAGE-a u procesu razvoja
osteoartritisa, no prema dosadasnjim istraZivanjima mozemo postaviti tezu da sniZene razine
SRAGE mogu kontrolirati aktivnost proupalnih liganada i usporavanje procesa razgradnje
zglobne hrskavice.

Proteini S100A8 1 S100A9 (takoder poznati kao MRP8 odnosno MRP14) su proteini koji
vezu Ca 2+ i pripadaju obitelji S100. Cesto postoje u obliku heterodimera, dok homodimera
ima vrlo malo zbog stabilnosti. SI00A8/A9 se konstitutivno izrazava u neutrofilima 1
monocitima kao Ca 2+ senzor, sudjeluju¢i u preuredenju citoskeleta i metabolizmu
arahidonske kiseline. Tijekom upale, SI00A8/A9 se aktivno oslobada i ima klju¢nu ulogu u
modulaciji upalnog odgovora stimuliranjem regrutiranja leukocita i induciranjem izlu¢ivanja
citokina. SI00A8/A9 sluzi kao biomarker kandidat za dijagnozu 1 pracenje, kao 1 prediktivni

pokazatelj terapijskih odgovora na bolesti povezane s upalom. Kako blokada aktivnosti

62

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



S100A8/A9 uporabom inhibitora malih molekula ili antitijela poboljSava patoloska stanja u
misjim modelima, heterodimer ima potencijal kao terapeutska meta. U ovom radu pruzamo
sveobuhvatan i detaljan pregled distribucije i bioloskih funkcija S100A8/A9 1 istiCemo

njegovu primjenu kao dijagnosticki i terapeutski cilj u bolestima povezanim s upalom.

Upala je osnovni obrambeni mehanizam u ljudskom tijelu. Razni imunociti i molekule tvore
ogromnu regulatornu mrezu tijekom upale, eliminirajuc¢i endogene 1 egzogene patogene tvari
produljeni upalni status, mogu dovesti do daljnjeg oSte¢enja tkiva. Ve¢ je potvrdeno kako
S100A8 i SI00A9 igraju odlucujuéu ulogu u razvoju upale. Pripadaju obitelji S100, ¢iji su
¢lanovi prvi put ekstrahirani kao neuralni proteini iz govedeg mozga 1965. Ovi proteini od
priblizno 10 000 Da nazvani su S100 zbog svoje topljivosti u 100% zasi¢enom amonijevom
sulfatu. Ljudski S100A8 i S100A9 sastoje se od 93, odnosno 113 aminokiselinskih ostataka, a
S100A9 ima skrac¢enu izoformu sa 110 aminokiselina. SI00A8 i S100A9 otpustaju neutrofili i
monociti, a oni mogu formirati stabilan heterodimer ili homodimer i in vitro i in vivo. |
S100A8 i S100A9 imaju motiv spirala-petlja-heliks s nabijenim aminokiselinskim ostacima,
$to je uobicCajena znacCajka medu clanovima obitelji S100, §to rezultira njihovim visokim
afinitetom za dvovalentne ione, kao §to su Ca 2+ i Zn 2+. Kombinacija s dvovalentnim
ionima mijenja konformaciju S100A8/A9, §to je osnova za vrSenje njegovih odgovarajuc¢ih
funkcija. Stovise, SI00A8/A9 ima dvostruke, ali povezane funkcije u unutarstaniénom i

izvanstanicnom mikrookruzenju (Wang i sur., 2018).

U naSem istrazivanju nije poviSena koncentracija proteina S100 A8A9 u ispitanika s

osteoartritisom kuka i osteoartritisom koljena u odnosu na kontrolnu skupinu.

Alarmini S100A8 i A9 dugo se smatraju markerima destruktivninh procesa u zglobu.
Prethodno poznati kao MRP8 1 MRP9 (protein povezan s mijeloidom), ovi su ¢imbenici
pronadeni u visokim razinama u sinovijalnoj tekucini, odrazavaju aktivnost leukocita i
podudaraju se s progresijom oStecenja zglobova kod reumatoidnog artritisa. Sada postaje
jasno kako su ti alarmini takoder medijatori upale 1 kako mogu signalizirati putem TLR4.
Autori su utvrdili kako je destrukcija hrskavice u eksperimentalnom artritisu smanjena kada je
model induciran u misevima s nedostatkom S100A8/9 20. Nadalje, ekspresija ovih proteina

bila je znacajno pojacana u artriti¢noj hrskavici, a in vitro S100A8 pokazuje izravnu moc¢
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stimuliranja kondrocita da proizvode MMP 1 izazivanja degradacije peristani¢nog matriksa

posredovane agrekanazom (van den Berg, 2011).

U istrazivanju osteoartritisa izazvanom kolagenazom, koji pokazuje izrazenu sinovijalnu
aktivaciju, ST00A8 1 S100A9 bili su snazno pojacani u sinoviju 7. dana i ostali su visoki 14.,

28. 1 42. dana. Nasuprot tome, IL-1B je eksprimiran samo u ranim fazama. Koriste¢i S100A9
kod miseva, autori su otkrili veliki utjecaj SI00A8 i A9 na sinovijalnu aktivaciju i unistavanje
OA hrskavice. Sinovijalna aktivacija bila je 62% manja 42. dana. Razaranje hrskavice bilo je
zna¢ajno manje na svim povrsinama i kretalo se od 45% smanjenja u lateralnoj tibiji do 73%
smanjenja u femuru. Kada su primarni misji hondrociti stimulirani sa S1I00A8 ili SI00A9,
pronadena je snazna regulacija posebno razine mRNA MMP-3 §to ukazuje na izravnu ulogu
S100A8/A9 u razaranju hrskavice. Nasuprot tome, u modelu DMM u kojem je sinovijalna
zahvacenost oskudna, nije pronadena uloga SI00A8/A9 za zariSnu destrukciju hrskavice (van

Lent i sur., 2012).

U radu Schelbergen i sur.! veli¢ina osteofita drasticno je smanjena koncentracija SI00A9
kod miSeva u ligamentima i na medijalnoj bedrenoj bedrenoj kosti i tibii u 21. i 42 OA-a
inducirane kolagenom, u kojima je sinovirusna aktivacija visoka. Nasuprot tome, veli¢ina
osteofita nije smanjena u drugoj skupini SIO0A9 miseva tijekom destabiliziranog medijalnog
meniskusa OA, u kojem je sinovirusna aktivacija oskudna $to potvrduje razli¢ite mehanizme u
nastanku OA. S100A8 povecana ekspresija 1 aktivacija matricne metaloproteinaze tijekom
mikromasne hondrogeneze, ¢ime se moze povecati remodeliranje matrice hrskavice
omogucujuci vece osteofite. Zanimljivo je kako su rani simptomatski sudionici OA ispitivanja
CHECK s progresijom osteofita nakon 2 i 5 godina imali poviSene razine S100A8/A9 u
plazmi na pocetku, dok C-reaktivni protein, brzina sedimentacije eritrocita i protein

oligemernog matriksa hrskavice nisu bili poviSeni na pocetku.

Zreiqat 1 suranici (2010) su utvrdili kako izvanstani¢ni homodimeri S100A8 1 SI00A9 mogu
stimulirati degradativni odgovor u zglobnim hondrocitima. Disregulacija sinteze 1 otpuStanja
ova dva proteina od strane hondrocita mogla bi igrati ulogu u razaranju hrskavice kod
artritisa. Medutim, studije koje usporeduju kirurSki izazvanu OA s AIA u miSeva, sugeriraju

da iako S100A8 i S100A9 mogu imati ulogu u pokretanju rane degradacije hrskavice u obje
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artropatije, malo je vjerojatno kako ¢e imati znacajnu ulogu u tekucoj degradaciji hrskavice u
kronicnom/kasnom stadiju OA. Definiranje razlika u patofizioloskim putovima i
mehanizmima u razli¢itim artritiCnim stanjima i u razli¢itim stadijima bolesti vazno je za

osmisljavanje boljih terapija.

Mozemo zakljuéiti da ST00A8/A9 moze pogorsati stvaranje osteofita u eksperimentalnom OA
s visokom sinovijalnom aktivacijom i moze se koristiti za predvidanje napretka stvaranja

osteofita u ranom simptomatnom ljudskom OA.

Osvrnut ¢emo se na istrazivanje u kojem su artroskopski uzete biopsije sinovije od pacijenata
u ranoj simptomatskoj OA. Analizom je identificirana znacajna ekspresija mRNA i proteina
S100A8 i A9 i razine u korelaciji s debljinom sinovijalne ovojnice, celularno$¢u u subintimi i
destrukcijom zgloba. Razine proteina S100A8/A9 u serumu bile su znacajno povecane na
pocetnoj liniji kod pacijenata koji pokazuju izraZzenu progresiju razaranja zglobova u 2
godine. Alarmini S100A8/S100A9 klju¢ni su proteini ukljuceni u upali u sinoviji zgloba s AO
I razaranje hrskavice tijekom OA, a visoke razine mogu predvidjeti destrukciju zglobova kod
OA kod ljudi (van Lent i sur., 2012)

ST100A8/S100A9 igraju klju¢nu ulogu u formiranju osteofita u modelu OA koji pokazuje
jasnu sinovijalnu ukljucenost, vjerojatno stimulacijom hondrogeneze. Uzimajuci u obzir 1
Stetan uc¢inak S100A8/A9 na razaranje zglobova kod OA, ciljanje ovih alarmina tijekom OA
moze biti vrlo obecavajuce. (Schelbergen i sur., 2013)

Van Kooten i suradnici u novijem istrazivanju iz 2024. godine navode kako su makrofagi
dominantna subpopulacija leukocita u sinoviji OA. Stani¢ni sastav, ukljucujuci prisutnost
podtipova makrofaga u sinoviji pacijenata u zavr$noj fazi OA, odreden je proto¢nom
citometrijom i multipleksnom imunohistokemijom. Uglavnom su imali fenotip slican M2,
iako je vecina takoder izrazavala biljege makrofaga slicne M 1. Dugotrajna izloZenost S100A9
tijekom diferencijacije monocita u makrofage povecala je makrofagne markere poput M2
CD163 i CD206 u diferenciranim stanicama sliénim M1 i M2. U skladu s ovim mjeSovitim
fenotipom, S100A9 stimulacija umjereno je povecala ekspresiju i lu¢enje proupalnih markera
1 kataboli¢kih enzima, ali takoder je povecala ekspresiju 1 lucenje protuupalnih/anabolikih
markera. U skladu s regulacijom markera makrofaga slicnih M2, S100A9 je povecao
fagocitnu aktivnost. Uocila se snazna povezanost izmedu ekspresije S100A8 i S100A9 i
omjera makrofaga slicnih M2/M1 u sinoviji OA u zavr$noj fazi. Dakle, kroni¢na izloZenost
S100A8/A9 tijekom diferencijacije monocita u makrofag pogoduje diferencijaciji prema
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fenotipu makrofaga slicnom M2. Svojstva ovih stanica mogu pomo¢i u objasnjenju
katabolickog/anabolickog dualizma u uspostavljenim OA zglobovima s niskim stupnjem

upala.

Stimulacija s IL-1 povecala je razinu mRNA i proteina kondrocita SI00A8 i S100A9. Doslo
je do povecane ekspresije mRNA hondrocita SI00A8 i SI00A9 u ranoj, ali ne i kasnoj misjoj
OA. Medutim, gubitak bojenja S100A8 u hondrocitima dogodio se kako je mis§ji OA
napredovao, za razliku od pozitivne reaktivnosti za S100A8 i S100A9 u kondrocitima kod
upalnog artritisa kod miseva. Homodimerni S100A8 i S100A9, ali ne i1 heterodimerni
kompleks, znacajno su povecali ekspresiju gena Adamtsl, Adamts4 i Adamts 5, Mmpl,
Mmp3 i Mmp13 u hondrocitima, dok su mRNA kolagena Il i agrekana zna¢ajno smanjene.

Zakljucci su kako S100A8 i S100A9 izvedeni iz kondrocita mogu imati stalnu ulogu u
razgradnji hrskavice kod upalnog artritisa. Nasuprot tome, dok ovi proteini mogu imati ulogu
u pokretanju rane razgradnje hrskavice u OA-u poja¢anom regulacijom MMP-a i agrekanaza,
njihova smanjena ekspresija u kasnim stadijima OA-e sugerira da oni nemaju stalnu ulogu u

razgradnji hrskavice u ovoj neupalnoj artropatiji (Zreigat i sur., 2010).

Wang i sur. (2024) ukazali su na metformin koji je pokazao zastitni u€inak protiv OA u
Stakora izazvanih Se¢ernom boles¢u tipa 2, usporavajuci progresiju OA koljena inhibicijom
ekspresije S1I00A8, SI00A9 1 SI0O0A12. Ovi nalazi sugeriraju potencijalne bioloSke mete za
buduce tretmane OA. Metformin inhibira osteoartritis koljena izazvan SeCernom boleSc¢u tipa

2 kod stakora.

U istrazivanju van den Boscha S100A9 stimulacija OA u miSjim koljenim zglobovima 1
sinovijalnog tkiva povecala je proizvodnju proupalnih citokina interleukina (IL) 1B, IL-6, IL-

8 i faktora nekroze tumora-a. Dodatno, razli¢iti MMP su regulirani prema gore nakon
stimulacije S100A9. Eksperimenti kojima se utvrdivalo koji je tip stanica odgovoran za ove
ucinke otkrili su da uglavnom stimulacija GM-CSF-diferenciranih makrofaga i u manjoj mjeri
M-CSF-diferenciranih makrofaga sa SI00A9 povecava ekspresiju ovih proupalnih citokina i
MMP-a. Nasuprot tome, stimulacija fibroblasta sa S100A9 nije utjecala na njihovu ekspresiju.
Konacno, stimulacija GM-CSF-diferenciranih, ali ne i M-CSF-diferenciranin makrofaga sa
S100A9 aktivirala je kanoni¢ku Wnt signalizaciju, dok je inkubacija OA sinovija s

inhibitorom S100A9 paquinimod smanjila aktivaciju kanonicke Wnt prosljedivanja signala u
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stanicu. Zaklju¢no, pretezno posredovan makrofagima sli¢nim M1, alarmin S100A9 stimulira
proizvodnju proupalnih i katabolickih medijatora i aktivira kanonicko Wnt signaliziranje u

OA sinoviji (van den Bosch i sur., 2016).

U istrazivanju Mabhler i sur. (2015) prosje¢na dob pacijenata s OA bila je 56 godina, 71% bile
su zene, a 61% je imalo Kellgren 1 Lawrence (K&L) rezultat > 2. Razina S100A8/A9 u
serumu nije se razlikovala izmedu bolesnika s OA koljena, kuka i Sake te nije pronadena
povezanost izmedu serumskog S100A8/A9 i klinickih karakteristika. Razina S100A8/A9 u
serumu bila je negativno povezana s ukupnim rezultatom osteofita nakon prilagodbe za spol i
indeks tjelesne mase (BMI) [prilagodeni B -0,015, 95% interval pouzdanosti (CI) -0,030 do
0,001, p = 0,062] i pozitivno povezana s brzinom sedimentacije eritrocita (ESR) > 12 mm/h.
Za pacijente s OA Sake pronadena je negativna povezanost SI00A8/A9 sa zbrojem rezultata
suzenja zglobnog prostora (prilagodeni B -0,007, 95% CI -0,016 do 0,001, p = 0,099).
Rezultati ove eksplorativne studije presjeka ne podupiru vaznu ulogu razina S100A8/A9 u
serumu kao biomarkera za klini¢ke i strukturne karakteristike u bolesnika s OA koljena, kuka
i Sake. Obrnuta povezanost sa strukturnim abnormalnostima i pozitivna povezanost s ESR-om
mogu odrazavati upalne sinovijalne procese u bolesnika s OA prije nego §to se pojave

strukturalne abnormalnosti (Mahler i sur., 2015).

U naSem istraZivanju povisSena je koncentracija HMBGI1 u prvom, drugom i Cetvrtom stadiju
osteoartritisa kuka 1 koljena u odnosu na tre¢i stadij osteoartritisa kuka i koljena prema
Kellgren — Lawrens klasifikaciji.

To povecanje djelomicno je povezano i s poviSenim intezitetom boli u 1. 1 3. stupnju OA,
uko¢enosti prema WOMAC upitniku kao i otezanijem ASZ u 1. i 3. stadiju u odnosu na 2. i
4. stadij.

Prema dosada$njim spoznajama kod osteoartritisa (OA), HMGBI1 se oslobada iz oStecenih ili
umiruéih stanica zgloba, poput hondrocita i sinovijalnih stanica, te doprinosi patofizioloSkom
procesu tako Sto aktivira sinovijalne fibroblaste, makrofage i hondrocite putem receptora kao
sto su RAGE i TLR. Ova aktivacija rezultira pove¢anom stvaranjem pro-upalnih citokina,
poput IL-1B, TNF-a, MMP koji razgraduju zglobnu hrskavicu. Takoder, povecane razine
HMGB1 pridonose razgradnji matriksa zglobne hrskavice putem indukcije enzima,
ukljucujuci: MMP-13, kljuéni enzim za razgradnju kolagena tipa II,ADAMTS-4 i ADAMTS-

5, koji razgraduju agrekan.
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Ekstracelularni HMGB1 sudjeluje u razvoju sinovitisa, stanja koje se cesto javlja kod
osteoartritisa kuka i koljena. Sinovitis dodatno ubrzava propadanje zgloba (Palumbo i sur.,
2023).

U radu Li i suradnika analizirane su razine HMGB-1 u sinovijalnoj tekué¢ini (SF) i serumu
prema KL Klasifikaciji. Pacijenti s OA imali su vise razine SF HMGB-1 u usporedbi s
kontrolama. Visestruke usporedbe medu pacijentima s razli¢itim KL stupnjevima pokazale su
kako su razine SF HMGB-1 bile znatno vise u KL 4 podskupine u usporedbi s KL2 (P<0,01) i
KL3 (P<0,05) podskupine. Razine HMGB-1 u podskupini KL3 nisu se znacajno razlikovali
od onih u KL2 podskupina i razine HMGB-1 u serumu nisu se znacajno razlikovale izmedu
bolesnika s OA i kontrolne skupine.

U istrazivanju Ke i suradnika munohistokemijska analiza sinovije otkrila je da HMGB-1
pokazuje striktno nuklearnu lokalizaciju u kontrolama; medutim, i nuklearna i citoplazmatska
distribucija bile su prisutne u bolesnika s OA. Postotak HMGB-1 pozitivnih stanica, kao i
citoplazmatska populacija HMGB-1 stanica u bolesnika s OA, bili su vi§i od onih u
kontrolnih skupina (42,5% naspram 39,7% i 24,0% naspram 5,7%). Razine HMGB-1 u
sinoviji 1 sinovijalnoj tekucini u pacijenata s OA bile su znacajno vise od kontrolnih. U
bolesnika s OA HMGB-1 u skupini KL2/3 bio je visi nego u skupini KL4. Osim toga, razine
sinovijalne teku¢ine HMGB-1 u bolesnika s OA bile su pozitivno povezane s teZzinom

sinovitisa, boli i dnevnim aktivnostima

Uz navedeno treba navesti kako je prema naSem istrazivanju znacajno visa koncentracija

HMGBL1 u pacijenata s OA koljena u plazmi ispitanika nego u ispitanika s OA kuka.

Zglobovi kuka i koljena najveci su zglobovi u tijelu sa znacajnim anatomskim razlikama koje
mogu utjecati na razvoj 1 ucinkovitost biomehanickih tretmana. Konkretno, kuk je kuglasti
zglob, a koljeno je sloZeniji bikondilarni zglobni zglob. Anatomske razlike izmedu zgloba
kuka i koljena vjerojatno podupiru zasto je nepravilan polozaj faktor rizika za OA koljena, ali
ne i OA kuka. Osteoartritis se djelomi¢no smatra mehanic¢kom boleS¢u, a biomehanicke
strategije za poboljSanje simptoma i1 usporavanje progresije bolesti visoko su cijenjen

istrazivacki prioritet za OA. Opterecenja zglobova Cesto se neizravno procjenjuju tijekom
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analize hoda, pri ¢emu se najceS¢e navode vanjski momenti. Za razliku od OA koljena, nisu
pronadeni dokazi koji bi poduprli longitudinalnu povezanost izmedu parametara opterecenja
zgloba kuka i progresije bolesti. Stoga postoji nekoliko tretmana OA kuka usmjerenih na
opterecenje zgloba kuka, $to je u ostroj suprotnosti s obiljem biomehani¢kih intervencija (npr.
boc¢ni klinovi, ponovno osposobljavanje hoda, steznik za koljeno) za OA koljena.

Koliko znamo, studije koje su izravno usporedivale biomehaniku hoda izmedu ljudi s OA
kuka 1 koljena rijetke su i ograniCene na sagitalnu ravninu. Kinematicke razlike ukljucuju
vecu fleksiju koljena i manju fleksiju kuka kod OA kuka u usporedbi s OA koljena. Sustavni
pregledi i meta-analize pokazuju da se vanjski zglobni momenti razlikuju kod ljudi s OA kuka
i koljena u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom. U odnosu na kontrole, momenti
zgloba kuka u frontalnoj i sagitalnoj ravnini manji su kod OA kuka, dok su momenti zgloba
koljena u frontalnoj ravnini veci kod OA koljena. Smatra se kako donji dio kuka kod OA kuka
odrazava adaptivnu strategiju za ublazavanje sile iz bolnog osteoartritskog zgloba u skladu s
intenzivnim opisom iskustva boli koje opisuju ljudi s OA kuka. Za razliku od OA Kkuka,
neuskladenost frontalne ravnine kljuc¢ni je pokreta¢ veceg opterec¢enja zgloba koljena kod OA
koljena. Sporno slaganje izmedu vanjskog zglobnog momenta i unutarnjih zajednickih
kontaktnih sila mozda dovodi u pitanje valjanost vanjskih zglobnih momenata. Medutim,
presjeCne studije koje su koristile neuromiSi¢no-koStane modele utemeljene na
elektromiografiji za koje se smatra da bolje odrazavaju opterecenja zgloba koljena in vivo
takoder su primijetile nize kontaktne sile zgloba kuka kod OA kuka i vece kontaktne sile
zgloba koljena kod OA koljena. Opcenito, relevantnost tretmana usmjerenih na opterecenje
zgloba kuka za lijeCenje OA kuka nije sigurna s obzirom na primjetan nedostatak
longitudinalnih biomehanickih studija u OA kuka. U klini¢koj prezentaciji osobe s OA kuka
obi¢no su mlade (60,4 godine) od osoba s OA koljena (66,3 godine) i imaju krace trajanje
simptoma u trenutku pojave (2,7 godina [95% CI 1,6, 5,6 godina]) u usporedbi s osobama s
OA koljena (3,9 godina [95% CI 2, 8 godina]). Iako je nejasno zaSto bi trajanje simptoma
moglo biti krace s OA kuka, druge razlike u klini¢koj prezentaciji OA kuka i OA koljena
mogu dati uvid u ciljeve lijecenja specifi¢ne za zglobove, kao $to su ograniceni opseg pokreta
u usporedbi s OA koljena, tako da klinicka procjena i dijagnoza OA usmjerava pozornost na
ogranic¢eni raspon pokreta u mnogo vecoj mjeri na kuku nego na koljenu. Nasuprot tome,
ogranicena fleksija i ekstenzija koljena obi¢no ne igra ulogu u klinickoj dijagnozi OA Koljena.

Nestabilnost zgloba, opisana kao osjecaj savijanja ili popustanja, Cesto se javlja kod OA
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koljena, ali ne ¢esto kod ljudi s OA kuka. Vjerojatnost nestabilnosti zgloba kuka vjerojatno je
manja od nestabilnosti zgloba koljena zbog anatomske strukture zgloba kuka. Nasuprot tome,
koljeni zglob se oslanja na ligamente za stabilnost, a ozljeda prednjeg kriznog ligamenta je
medu najc¢es¢im ozljedama koljena i snazan je faktor rizika za OA koljena koji takoder moze
doprinijeti nestabilnosti koljena kod OA koljena. Stoga vjezbe fleksibilnosti mogu biti
ucinkovitije za OA kuka, dok poboljsanje neuromuskularne kontrole muskulature koljena s ili
bez biomehanicke intervencije (npr. stezanje) moze biti korisnije za OA koljena (Hall 1 sur.,
2022)

Ovo ukazuje na ve¢u upalnu aktivnost i tkivnu destrukciju u OA koljena. Moguce objasnjenje
je kako je zglob koljena izloZeniji znac¢ajnijim biomehani¢kim stresovima zbog svoje funkcije
nosivog zgloba i vece pokretljivosti.

Mikrotraume, cesta preoptereCenja 1 nepravilna biomehanika (npr. kod pretilosti ili
nepravilnog poravnanja zgloba) uzrokuju ¢es¢e osStecenje hondrocita 1 zglobnog matriksa, $to

dovodi do veceg oslobadanja HMGBI.

Prema Jiang i sur. (2012), meta-analiza pokazuje kako rizik od osteoartritisa koljena raste s
indeksom tjelesne mase i postoji odnos doze i odgovora. Pove¢anje BMI od 5 jedinica
znacajno je povezano s povecanim rizikom od razvoja osteoartritisa koljena (RR: 1,35; 95%
CIL: 1,21, 1,51). To jest, svako povecanje BMI-a od 5 jedinica povezano je s 35% veéim
rizikom od osteoartritisa koljena. Postoji pozitivna povezanost izmedu pove¢anog BMI i
rizika od osteoartritisa koljena.

Zglob kuka takoder nosi tezinu tijela, zglob kuka ima stabilniju anatomsku strukturu i1 vecu
sposobnost apsorpcije optere¢enja. Manja razina mikrotrauma 1 stabilnija biomehanika

smanjuju ucestalost oSte¢enja stanica i otpustanja HMGBI1.

Meta-analiza pokazuje kako rizik od OA kuka raste proporcionalno s indeksom tjelesne mase
I kako postoji odnos doza-odgovor. Povecanje BMI od 5 jedinica znacajno je povezano s
povecanim rizikom od osteoartritisa kuka (RR: 1,11; 95% CI: 1,07, 1,16). To jest, povecanje
BMI od 5 jedinica povezano je s 11% veéim rizikom od OA kuka (Jiang i i sur., 2011).

U radu Mei i sur. (2021) istrazivao se molekularni mehanizam koji pokreée piroptozu
sinoviocita (FLS) slicnih sinovijalnim fibroblastima i1 oslobadanje proteina 1 (HMGBI1)

skupine visoke mobilnosti u stakorskom modelu osteoartritisa koljena (KOA). HMGBL1 potice
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sinovijalne fibroblaste i makrofage na oslobadanje proupalnih citokina (IL-1B, TNF-a), a taj

proces je obi¢no izrazeniji u koljenu, Sto povecava razinu HMGBI.

Ispravno je zakljuciti da postoji i razlika u reparativnim procesima. U koljenu se moze javiti
intenzivniji pokusaj organizma da popravi osteceno tkivo, $to ukljucuje povecanu aktivaciju
signalnih puteva povezanih s HMGBI1. Takoder, kuk moZe imati sporiji reparativni odgovor

zbog svoje strukture i manje upalne aktivnosti, Sto rezultira nizim razinama HMGBI1.

Rezultati Aulina i sur. (2020) sugeriraju da bi alarmin HMGB1 mogao biti nova meta za
razvoj OA terapije jer smo mogli promatrati nenormalnu ekspresiju HMGBI1 u mi§jim OA
zglobovima, stimulaciju hondrocita s rHMGB1 induciranom proizvodnjom citokina i
smanjenom proizvodnjom matriksa i kona¢no kako je blokada HMGBI1 suzbila progresiju
bolesti.

Sun i sur. (2016) navode genetske i sistemske faktore, npr. neki pacijenti mogu imati razlicite
genetske predispozicije za intenzivniju aktivaciju upalnih puteva u odredenim zglobovima.
Sistemski faktori, poput pretilosti, takoder mogu razli¢ito utjecati na koljeno i1 kuk jer koljena
trpe veca izravna mehanicka optereéenja. Vece razine HMGB1 u koljenu ukazuju na to da OA
koljena moZe biti povezan s izraZenijim upalnim 1 destruktivnim procesima, Sto sugerira
potrebu za specifiénim terapijskim pristupima usmjerenim na modulaciju upale u tom zglobu.
Ovo je istrazivanje provedeno s ciljem istrazivanja ekspresije proteina Bl skupine visoke
pokretljivosti (HMGBL1) i receptora za krajnji produkt napredne glikacije (RAGE) kod
osteoartritisa koljena (KOA) i1 njegovog klini¢kog znaaja. U eksperimentalnu skupinu
ukljuceno je ukupno 108 sinovijalnih tkiva odabranih od bolesnika s KOA. U kontrolnu
skupinu ukljuceno je 75 sinovijalnih tkiva zglobova koljena, odabranih od bolesnika kod kojih
je klinic¢ki 1 patoloski potvrdeno da nema lezije zglobova. Ekspresije mRNA 1 proteina
HMGBI1 i RAGE odredene su pomo¢u RT-PCR odnosno imunohistokemije. Western blot je
koriSten za mjerenje relativne ekspresije proteina. Nacrtana je ROC krivulja za procjenu
dijagnosticke vrijednosti HMGB1 i RAGE za KOA. Broj pozitivnih stanica i intenzitet
pozitivne ekspresije HMGB1 1 RAGE u sinovijalnom tkivu bili su veéi u eksperimentalnoj
nego u kontrolnoj skupini. P1 za ekspresiju HMGB1 i RAGE u bolesnika s KOA bio je u
pozitivnoj korelaciji s klinickom klasifikacijom rendgenskih filmova (P<0,05). Ekspresija

HMGB1 i RAGE mRNA, kao i relativna ekspresija proteina HMGB1 i RAGE u sinovijalnom
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tkivu, bile su vece u eksperimentalnoj nego u kontrolnoj skupini. Ekspresija proteina i mMRNA
HMGB1 i RAGE povecana je u bolesnika s KOA, §to sugerira da su ukljuc¢eni u KOA.

U bolesnim stanjima, posebno kardiometabolickim, upalnim ili bolestima povezanim sa
starenjem, ekspresija receptora za napredne krajnje produkte glikacije (RAGE) povecava se u
razli¢itim tipovima stanica zbog povisenih razina liganda povezanih s tim stanjima.
Alternativno glediSte u vezi s ulogom topljivog receptora za krajnje produkte napredne
glikacije (SRAGE) u ljudskoj patofiziologiji jest da on mozda ne sluzi samo kao zaStitni
protuupalni agens. Dok se Siroko vjeruje kako djeluje kao receptor mamac za blokiranje
Stetnih interakcija, studije pokazuju da ¢ak 1 u nedostatku membranski vezanog RAGE-3,
topljivi bijes (SRAGE) jo$ uvijek moze inhibirati odredene upalne reakcije, $to ukazuje na

sloZeniju ulogu u regulaciji upale (Jorge, Erusalimsky 2021).

72

Sandra Rusac-Kuki¢ Doktorska disertacija



ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem potvrdila se poviSena koncetracija HMGBI1 i snizena SRAGEa u serumu
bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena te statisticki neznacajno poviSenje proteina

S100A8/A9 u bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena.

Prema specifi¢nim ciljevima dokazane su:
1. poviSene serumske koncentracije HMBGI 1 snizene sRAGEa u bolesnika s

osteoartritisom kuka i koljena neovisno o stupnju tezine bolesti s kontrolnom skupinom;

2. povisena serumska koncentracija HMBGI1 u bolesnika s prvim i drugim i ¢etvrtim
stupnjem osteoartritisa kuka i osteoartritisom koljena i snizena koncentracija sSRAGEa u svim

stadijima osteoartritisa kuka i koljena.

3. povecana je serumska koncentracija HMBGI i1 snizena sSRAGEa neovisno o stupnju
tezine osteoartritisa koljena u odnosu na serumsku koncentraciju istih molekula u bolesnika s

osteoartritisom kuka.

Hipoteza ovog rada djelomi¢no je potvrdena, dokazana je prisutnost visoke koncentracije
HMBGI i snizena koncentracija SRAGEa u serumu bolesnika s osteoartritisom kuka i koljena,

Sto upucuje na njihovu ulogu u imunopatogenezi osteoartritisa.

Do sada je provedeno vrlo malo istraZzivanja molekularnih obrazaca povezanih s oSte¢enjem
tkiva HMBGI1 1 S100A8/A9 te receptora SRAGE kojima bi bili obuhvaceni ispitanici s
dijagnozom OA kuka 1 koljena te su spoznaje na ovu temu nedostatne 1 manjkave. PokuSaj
rasvjetljavanja znafenja navedenih molekula u imunopatogenezi upalnog procesa kod
osteoartritisa koljena i kuka te usmjeravanja daljnjih istrazivanja prema prirodenoj imunosti u
lijeenju osteoartritisa iznimno je vazna. lako je ispitivana uloga molekularnih obrazaca
povezanih s oSteCenjem tkiva u razli¢itim upalnim 1 autoimunim bolestima, klinicka
ispitivanja iz podru¢ja OA jo$§ uvijek su manje zastupljena. Uvodenje novih strategija
lijecenja, kao $to je blokada proteina HMGB1 mogao bi biti putokaz k zalijecenju koji ¢e

omoguciti dugoro¢nu remisiju u bolesnika s OA.
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5. PRILOG - KRATICE

ADAMTS- extracelularni proteaza enzim,
dezintegrini metaloproteinaza s trombospondinom
AGE - proizvod uznapredovale glikacije

AP - amiloid beta

ASC- mati¢ne stanice iz masnog tkiva

Ca2+ - kalcij

CIOA- kolagen induciran eksperimentalni ossteoartritis
COMP - protein oligomernog matriksa hrskavice
CRTACI1 - glikolizirani izvanstani¢ni protein matriksa
DAMP - molekularni uzoroci povezani s osteCenjem
DMM- destabilizacija medijalnog mensikusa
esRAGE - endogeno izlu¢ni topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije
FAI - femoroacetabularni udar

FFV - fiksni prikaz fleksije

FLS - sinoviociti nalik fibroblastu

GMCFS- granulocitni stimuliraju¢i makrofag,
monomeric¢ni glikoprotein

HMGBL1 -high-mobility group box 1

HOA - osteoartritis kuka

HSP - protein toplinskog Soka

IL 17 - interleukin 17

IL 22-22R1 — receptorl interleukina 22

IL-1B- interleukin-1 beta

IL-22 - interlekin 22

IL6 - interleukin 6

ITGa - integrin o

kB-kappaBnuklerani transkripcijski faktor

KOA - osteoartritis koljena

LBP - lipopolisaharid vezujuéi protei

LPA - lizofosfatidna kiselina

MAPK - protein kinaze aktivirane mitogenom
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MetS - metabolicki sindrom

MMP - matriksmetaloproteinaza

MMPL1 - matriks metaloproteinaza 1

MRI - magnetska rezonancija

MRP8 - protein-8 povezan s mijeloidom

MSC — mezenhimalne mati¢ne stanice

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NET - neutrofilne izvanstani¢ne zamke

NLR - nod-like receptor

NLRP1 -n terminaln pyrin domena

NLRP3- obitelj pirin domene

NO - dusikovog oksida

OA - osteoartritis

PAMP - molekularni uzoroci povezani s patogenom
PRR - specifi¢ni receptor alarmina

PS - fosfatidilserin

RA - reumatoidni artritis

RAGE - receptor naprednih krajnjih proizvoda glikacije
ROS - reaktivni kisikovi radikali

R-SO3 H — sulfonat

R-SOH - sulfenska kiselina

RTG - radiogram

SAA - serumski amiloid A

-SH - tiolna skupina

SF — sinovijalna tekuc¢ina

SRAGE - topljivi receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije
THBSS5 - trombospodin 5

TKR - totalna zamjena koljena

TLRA4 - toll-like receptor 4

TMJOA- osteoartritis temporomandibularnog
zgloba

TNF - faktor nekroze tumora

TNF-a - faktor tumorske nekroze alfa
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TRP - ionski kanali prijelaznog receptorskog potencijala
VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
Zn2+ - Cink
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