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SAZETAK

Cilj istrazivanja. Osteoartritis (OA) je Cesta bolest zglobova sa viSestrukim genetskim
rizikom. Genetska predispozicija za nastanak kompleksnih nasljednih bolesti kao $to je
OA velikih zglobova (kuka i koljena) ukljuéuje interleukin-1 obitelj gena (IL1) na
kromosomu 2. Takoder, jedan od lokusa koji mogu pogodovati razvoju OA nalazi se na
kromosomu 6 (6p12.3-q13). U blizini ovog lokusa je gen koji kodira interleukin-17A
(IL-17A). Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja bili su: 1) utvrditi polimorfizme gena koji
kodiraju interleukin-1 (IL-1) i IL-17 u ispitanika s uznapredovalim oblikom primarnog
OA (POA) koljena i1 kuka kojima je ugradena totalna endoproteza (TEP) kuka, odnosno
parcijalna endoproteza (PEP) ili TEP koljena i usporediti s kontrolnom skupinom iz
hrvatske populacije dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK), 2) istraziti znacaj povezanosti
rizika za razvoj POA Kkoljena i kuka i frekvencija dodatnih polimorfnih markera za I1L1
regiju [ILLA (rs1800587, C-889T) i IL1B (rs1143634, C+3954T)] kao i za IL17 gen,
odnosno IL17A (rs2275913, G-197A), 3) ispitati da li su frekvencije genskih
polimorfizma IL1A (rs1800587, C-889T), IL1B (rs1143634, C+3954T) i IL17A
(rs2275913, G-197A) povezane s povecanim rizikom za nastanak POA koljena i kuka te
4) prosiriti istrazivanje uvodenjem rezultata prethodnog istrazivanja s dva polimorfna
markera za IL1 regiju [IL1B (rs16944, G-511A) i IL1RN varijabilni broj tandemskih
ponavljanja (od engl. Variable Number Tandem Repeat - VNTR)] kako bi se definirao
proSireni haplotip (ILLA C-889T, IL1B C+3954T, IL1B G-511A i ILIRN VNTR) i
usporedio s predispozicijom za nastanak bolest(i).

Ispitanici i metode. Koriste¢i studiju slucajeva i kontrola s 500 bolesnika koji boluju
od uznapredovalog oblika POA (260 bolesnika s OA kuka kojima je ugradena TEP

kuka i 240 bolesnika s OA koljena kojima je ugradena PEP ili TEP koljena), analizirane

Vil



su frekvencije polimorfizama IL1 obitelji gena u hrvatskoj populaciji. Kontrolnu
skupinu ¢ini 531 osoba od kojih su vecina zdravi DDK. Genotipizirana su dva
polimorfizma jednog nukletioda (od engl. Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) u
IL1 obitelji gena na poziciji IL1A (-889, C>T, rs1800587) i IL1B (+3594, C>T,
rs1143634) te su njihove frekvencije usporedene izmedu bolesnika i kontrola.
Haplotipivi su predvideni kombiniranjem dobivenih rezultata i postojeCih rezultata iz
prethodnih vlastitih istrazivanja s dva polimorfna markera za IL1 regiju: IL1B (-511,
G>A, rs16944) i ILIRN (VNTR), kako bi se definirao proSireni haplotip
[ILLA(rs1800587) - IL1B(rs1143634) - 1L1B(rs16944) - ILLRN(VNTR)] i usporedio s
predispozicijom za nastanak bolesti u istoj populaciji. Nadalje, genotipiziran je SNP -
197 (G>A, rs2275913) IL17A gena u ukupno 358 bolesnika s uznapredovalim oblikom
POA (186 bolesnika s OA koljena kojima je ugradena PEP ili TEP koljena i 172
bolesnika s OA kuka kojima je ugradena TEP kuka) te 136 zdrava DDK kao kontrolne
skupine. Frekvencije alela genskog polimorfizma na poziciji -197G>A IL17A gena su
otkrivene Tagman metodom.

Rezultati. Analiza haplotipova otkrila je spolne nejednakosti i pokazala da osobe
Zenskog spola koje su nosioci 1-2-1-1 haplotipa imaju 6 puta manji rizik za nastanak
OA koljena, dok osobe istog spola koje su nosioci 1-1-1-2 haplotipa imaju preko 2 puta
vecu predispoziciju za nastanak OA kuka. Nadalje, genotipiziranjem SNP -197 (G>A,
rs2275913) IL17A gena nisu pronadene razlike izmedu alelnih i genotipskih frekvencija
izmedu bolesnika i kontrola.

Zakljucci. Upalni medijatori, kao Sto je IL-1, mogu imati ulogu u patogenezi POA
velikih zglobova, kao i da jo§ neidentificirani specificni spolni ¢imbenik postoji u
hrvatskoj populaciji koji determinira predispoziciju za nastanak POA velikih zglobova.

Ovo je prva studija koja je odvojila spolove u procjeni genskog rizika IL1 lokusa za
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nastanak POA. Ovim istrazivanjem nije pronadena znacajna povezanost frekvencije
genskog polimorfizma IL17A (rs2275913, G-197A) s povec¢anim rizikom za nastanak
POA koljena i kuka u hrvatskoj populaciji. Takoder, ovo je prva studija koja pokazuje i
nedostatak povezanosti rs2275913 SNP IL17A gena s OA koljena.

Kljuéne rije¢i: Genetska predispozicija za nastanak bolesti; interleukini, interleukin-1,

interleukin-17; osteoartritis, koljeno, kuk; polimorfizam jednog nukleotida



ROLE OF GENE POLYMORPHISMS OF
PROINFLAMMATORY CYTOKINES IL-1 AND IL-17

IN PRIMARY KNEE AND HIP OSTEOARTHRITIS

SUMMARY

Objectives. Osteoarthritis (OA) is a frequent joint disease with complex genetic risk.
Genetic predisposition to the complex hereditary disease like OA of the large joints (hip
and knee) includes the interleukin-1 gene (IL1) cluster on chromosome 2. Also, one of
the loci that could predispose the development of OA is located on chromosome 6
(6p12.3-q13). Near this locus is a gene, which encodes the interleukin-17A (IL-17A).
The specific objectives of this study were: 1) to identify the interleukin-1 (IL-1) and IL-
17 gene polymorphisms in patients with advanced primary knee OA (KOA) and hip OA
(HOA) treated because of their illness with total hip replacement (THR) or partial/total
knee replacement (PKR/TKR), and compared to a control group of voluntary blood
donors from Croatian population, 2) explore the importance of association risk for
developing KOA and HOA and frequency of additional polymorphic markers for IL1
gene locus [IL1A (rs1800587, C-889T) and IL1B (rs1143634, C +3954 T )] as well as
IL17 gene, i.e. IL17A (rs2275913, G-197A), 3) to examine whether the frequency of
polymorphisms IL1A (rs1800587, C-889T), IL1B (rs1143634, C +3954 T), and IL17A
(rs2275913, G-197A) are associated with an increased risk of primary KOA and HOA,
and 4) to extend this research by introducing the results of previous studies with two
polymorphic markers for the IL1 region [IL1B (rs16944, G-511A) and IL1RN Variable

Number Tandem Repeat (VNTR)] in order to search for a putative extended risk
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haplotype (consisting of 1: C-889T IL1A, 2: IL1B C+3954T, 3: IL1B G-511A, and 4:
ILIRN VNTR markers) during association analyses with the disease(s).

Patients and Methods. Using a case - control study with 500 OA patients (240 KOA
and 260 HOA patients, all with joint replacement), we analyzed frequencies of IL1 gene
cluster polymorphisms in Croatian Caucasian population. The control samples came
from 531 healthy persons with a majority of voluntary blood donors. Two single
nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped in the IL1 gene locus at IL1A (-889,
C>T, rs1800587) and IL1B (+3594, C>T, rs1143634), and their frequencies were
compared between patients and controls. Haplotypes prediction was done by combining
current data with previous results on gene polymorphisms (IL1B, rs16944, and the IL-1
receptor antagonist gene [ILLRN] Variable Number Tandem Repeat [VNTR]) for the
same population. Furthermore, IL17A SNP of HOA patients were analyzed in our
population, and analysis was extended on KOA patients. A total of 358 OA patients, of
which 186 KOA patients with PKR or TKR and 172 HOA patients with THR, and 136
healthy voluntary blood donors as controls were genotyped for the IL17A gene SNP -
197(G>A, rs2275913). The frequencies of alleles of the IL17A gene SNP at -197G>A
were detected by Tagman method.

Results. Haplotype analyses revealed gender disparities and showed that women
carriers of the 1-2-1-1 haplotype [IL1A(rs1800587) - 1L1B(rs1143634) - IL1B(rs16944)
- ILIRN(VNTR)] had six-fold lower risk to develop KOA, whereas carriers of the 1-1-
1-2 haplotype had over two-fold higher predisposition to HOA. Furthermore,
genotyping of the SNP -197 (G> A, rs2275913) IL17A gene did not found differences
in the allelic and genotypic frequencies between patients and controls.

Conclusions. Our results differ from earlier studies in Caucasian subpopulations which

may be due to the fact that this is the first study to separate genders in assessing the IL1-
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locus genetic risk of OA. The results suggest that both inflammatory mediators like 1L-1
might be implicated in the pathogenesis of primary OA in large joints and that as yet
unidentified gender specific factors exist in a Croatian Caucasian population which
determines predisposition for development of primary OA of the large joints.
Furthermore, no significant association was found for the IL17A gene SNP rs2275913
with KOA and HOA in Croatian population. This is the first study that shows lack of
association of the rs 2275913 SNP in the IL17A gene with KOA.

Key words: Genetic Predisposition to Disease; [JInterleukins, Interleukinl,

Interleukin-17; Osteoarthritis, Hip, Knee; Single Nucleotide Polymorphism
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 Uvod

Osteoartritis (OA) je kronicna, degenerativna, progresivna i multifaktorijalna bolest
zglobova koja uzrokuje degenerativne promjene zglobne hrskavice, ali i patoloske
promjene u drugim dijelovima zgloba, kao Sto su sinovijalni i fibrozni sloj zglobne
Cahure, subhondralna kost, ligamenti te periartikularni misici i tetive (1). OA je najcesca
bolest misi¢no-koStanog sustava u srednjoj i starijoj Zivotnoj dobi u razvijenim
zemljama (2). Stoga je od posebne vaznosti prou¢avanje patogeneze, klinickog aspekta i
lijecenja ove bolesti, jer ima visoku incidenciju, prevalenciju i znacajan medicinski,
socijalni i ekonomski utjecaj na drustvo (3). Zbog velike klinicke heterogenosti, nejasno
je da li je OA jedna bolest ili mjeSavina razlicitih poremecaja, ovisno o tome koja su
tkiva primarno zahvacena kod zapocinjanja i napredovanja bolesti (4). Klinicki, OA je
karakteriziran fluktuiraju¢om boli u zglobovima, oteklinom i napetoscu zglobova,
intraatikularnim krepitacijama te ograni¢enom pokretljivosti zglobova (5). Ove klini¢ke
znaCajke su povezane s pojedinim radioloSkim promjenama zglobova prisutnim u
razli¢itim stadijima uznapredovalosti OA, kao $to su suzenje zglobne pukotine, skleroza
subhondralne kosti, stvaranje koStanih cisti i osteofita (6). Prethodno navedena klinicka
I radioloSka obiljezja OA dovode do manjeg ili veéeg stupnja nesposobnosti bolesnika
za obavljanje svakodnevnih zivotnih aktivnosti (u ovisnosti o stupnju uznapredovalosti
OA) te do pada kvalitete zivota Sto zahtijeva lijecenje takvih bolesnika. Trenutno,
postoje tri temeljna modaliteta lijeCenja OA: nefarmakolosko, farmakolosko i kirursko
(3). Medutim, trenutna ucinkovitost lije¢enja OA je ogranicena u vecini slucajeva na

smanjenje intenziteta boli, poboljSanje pokretljivosti, olakSavanje aktivnosti



svakodnevnog Zivota i/ili poticanju djelomi¢ne regeneracije hrskavice. Takoder,
trenutni terapijski rezimi za lije¢enje OA su samo djelomi¢no uéinkoviti i to je glavni
razlog nezadovoljstva vecina lije¢nika prilikom lijeGenja bolesnika s OA (3).

Zasto je tome tako? Iz jednostavnog razloga — uzrok nastanka (etiologija) OA
nije u potpunosti razjasnjen, a time i etiolosko lije¢enje ove bolesti nije moguce. S
obzirom na Cinjenicu da etiologija OA nije razjasnjena, glavni cilj lijeCenja je
usporavanje, ili u najboljem slucaju, zaustavljanje napredovanja OA. Brojna dosadasnja
istraZzivanja unaprijedila su nase razumijevanje uzroka, ¢cimbenika rizika, patofizioloSkih
putova i mehanizama odgovornih za nastanak 1 progresiju OA. Upravo bolje
razumijevanje patofiziologije ove bolesti omoguciti ¢e uocavanje nekih novih
terapeutskih ciljeva u lijeCenju OA. Medutim, problem postoji ne samo za bolesnike s
OA i lije¢nike koji lijeCe takve bolesnike, ve¢ i za drustvo u cjelini, zbog njegove
nemogucnosti da se nosi s medicinskim potrebama u pronalazenju adekvatnog lijecenja
ove bolesti. Dakle, jedan od najvecih izazova u buducnosti ¢e biti pronaci najprikladniju

terapiju(e) za OA. To i je glavni razlog zasSto znanstvenici istrazuju OA (3).

1.2 Osteoartritis ili osteoartroza (artroza)?

Genomske analize osteoartritisa obnovile su raspravu o tome da li je ovu bolest ispravno
nazvati osteoartritis ili osteoartroza, zbog semantickih problema u definiciji upale
prisutne u hrskavici (7, 8). Naime, naziv osteoartritis (nastavak —itis na korijen rijeci)
upucuje na ¢injenicu da u ovoj bolesti postoji upalna komponenta, za razliku od naziva
osteoartroza (nastavak —osis na korijen rije¢i) koji pak upucuje na ¢injenicu da je u ovoj
bolesti dominantan degenerativni proces. Dakle, u postgenomskom razdoblju

molekularne medicine, postavlja se pitanje ne samo semantike, koja proucava znacenje



rije¢i, ve¢ i sinonimije (koja proucava semanticki odnos izmedu dva leksema koji
pripadaju istoj vrsti rijeci, imaju razliciti izraz i jednak sadrzaj), tj. da li su to uopce isti
pojmovi kako se to ¢esto u literaturi i navodi (9)? Takoder, navodi se da je pitanje
naziva ove bolesti zapravo pitanje izricaja u anglosaksonskom (osteoartritis) ili
germanskom (osteoartroza) govornom podrucju (10), opravdavajuéi tumacenje pojavom
simptoma bolesti kao posljedice djelovanja kemijskog i mehani¢kog detritusa zglobne
hrskavice. To ima za posljedicu nastanak sinovitisa (upalne promjene sinovijalne
membrane zgloba), koji nastaje sekundarno kao posljedica degenerativnih promjena
(npr. strizenja) hrskavice, zbog ¢ega se u anglosaksonskoj literaturi govori o
osteoartritisu (11). Pitanje je Sto je primarno, a Sto sekundarno kod osteoartritisa?
Naime, ako i nastane upala kod osteoartritisa, da li ona ima sve klasi¢ne znakove, prema
20-stoljetnoj definiciji koju je predloZio rimski lije¢nik Cornelius Celsius, a to su
prisutnost crvenila i otekline s toplinom i boli (od lat. rubor et tumor cum calore et
dolor), ili se neki od tih znakova upale ne manifestiraju kod ove bolesti (12)?. Odgovor
na ovo pitanje dala je analiza genskim ¢ipovima, koja je pokazala da avaskularna,
alimfati¢na i aneuralna ljudska zglobna hrskavica zahvac¢ena osteoartritisom (ponekad
¢ak 1 prije nego $to je doslo do jace klinicke manifestacije bolesti) sadrZi stanice u
hrskavici poput aktiviranih makrofaga, koje pokazuju superindukciju upalnih
medijatora, no bez ostalih znakova upale (8). S obzirom na dokazanu prisutnost upalnih
medijatora, u postgenomskom razdoblju molekularne medicine, predlozeno je ovu
bolest nazivati osteoartritis, a ne osteoartroza, i zato ¢e se ona u ovoj disertaciji nazivati

samo osteoartritisom (OA).



1.3 Klasifikacija osteoartritisa

Iako postoje brojne klasifikacije OA, najeS¢e se u literaturi koristi klasifikacija
podvrsta OA Pododbora za Kklasifikacijske kriterije osteoartritisa Odbora za
dijagnosticke 1 terapeutske kriterije Americkog drustva za reumatizam iz 1986.g.
(Tablica 1) (13). OA se moZe podijeliti na primarni i sekundarni. Primarni OA jest
bolest nepoznate etiologije (ali pro-upalnog karaktera prema definiciji nevedenoj u 1.2.)
¢iji je nastanak vezan uglavnom uz stariju Zivotnu dob. Sekundarni OA nastaje pretezito
u mladoj dobi i u pravilu kao posljedica nekih drugih bolesti ili stanja poznatog uzroka

kao Sto su npr. razvojni poremecaji, trauma ili sli¢no, koje dovode do procesa takoder

karakteriziranog s pojavom upalnih medijatora (14).

Tablica 1. Klasifikacija podvrsta osteoartritisa (OA).

(Modificirano iz: Altman R, Asch E, Bloch D i sur. Development of criteria for the classification and
reporting of osteoarthritis. Classification of osteoarthritis of the knee. Diagnostic and Therapeutic

Criteria Committee of the American Rheumatism Association. Arthritis Rheum 1986;29(8):1039-49.)

I. Primarni (idiopatski) I1. Sekundarni
A. Lokalizirani A. Post-traumatski

1. Saka: npr., Heberdenovi i Bouchardovi B. Kongenitalne ili razvojne bolesti
¢vorovi (nodusi) - nodalni oblik, erozivni 1. Lokalizirani
interfalangealni artritis (ne-nodalni), a. Bolesti zgloba kuka: Legg-Calvé-
skafometakarpalni, skafotrapezialni Perthesova bolest, razvojni poremecaj

2. Stopala: npr. hallux valgus, hallux rigidus, zgloba kuka, epifizeoliza glave bedrene
kontrakture prstiju (Sekicasti prsti), kosti, plitak acetabulum
talonavikularni b. Mehanicki i lokalni ¢imbenici:

3. Koljeno pretilost, nejednaka duzina donjih
a. Medijalni odjeljak ekstremiteta, izraziti valgus/varus
b. Lateralni odjeljak deformitet, sindrom hipermobilnosti,
c. Patelofemoralni odjeljak (npr., skolioza
hondromalacija) 2. Generalizirani

4. Kuk a. Kostane displazije: epifizealna
a. Ekcentri¢ni (gore) displazija, spondiloapofizealna displazija
b. Koncentri¢ni (aksijalno, medijalno) b. Metabolic¢ke bolesti: hemokromatoza,
¢. Difuzni (coxa senilis) ohronoza, Gaucherova bolest,

5. KraljeZnica (posebno vratna i slabinska) hemoglobinopatije, Ehlers-Danlosova
a. Apofizealno bolest
b. Intervertebralno (disk) C. Bolesti odlaganja kalcija
¢. Spondiloza (osteofiti) 1. Bolest odlaganja kalcij pirofosfata
d. Ligamentarno (hiperostoza [Forestierova 2. Apatitna artropatija
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bolest, ili DISH — difuzna idiopatska
skeletalna hiperostozal)

6. Ostale lokalizacije: rame,
temporomandibularni zglob, sakroilijakalni

3. Destruktivna artropatija (rame, koljeno)
D. Ostali poremecaji kostiju i zglobova:

avaskularna nekroza, reumatoidni artritis,

artritis kao posljedica gihta, septicki artritis,

zglob, glezanj, rucni zglob,
akromioklavikularni zglob
B. Generalizirani (ukljucuje 3 ili vise gore

navedenih podrucja)

1. Mali (periferni) i kraljeznica

2. Veliki (centralni) i kraljeznica

3. Mijesani (periferni i centralni) i
kraljeZnica

Pagetova bolest, osteopetroza,
osteohondritis

E. Ostale bolesti
1. Endokrine bolesti: dijabetes mellitus,
akromegalija, hipotiroidizam,
hiperparatiroidizam
2. Neuropatska artropatija (Charcotov
zglobovi)
3. Razno: smrzotine, Kashin-Beckova
bolest, Caissonova bolest

1.4 Epidemiologija osteoartritisa

Epidemioloska nacela mogu se koristiti kako bi se opisala rasprostranjenost OA u
populaciji, ali i da bi se ocijenio utjecaj ¢imbenika rizika na nastanak i progresiju ove
bolesti (15). Za potrebe epidemioloskih istrazivanja, OA se moze definirati
patohistoloski (16), radioloski (17) ili klinicki (13, 18). Radioloska definicija OA je
odavno smatrana kao referentni standard (15). Naime, postoji vise nacina da se
radioloski definira ova bolest (13, 17-22). Najcesca metoda za radiolosko definiranje
OA je Kellgren-Lawrence (K/L) ljestvica za radiolosku procjenu OA (17) i atlas
individualnih radioloskih karakteristika u OA (23). Ostala radioloska mjerenja,
ukljucujuéi semikvantitativno ocjenjivanje individualnih radioloskih karakteristika (kao
Sto su osteofiti i suzenje zglobne pukotine) ili izravno mjerenje udaljenosti izmedu dvije
kosti koje se zglobljavaju u podru¢ju odredenog zgloba (kao pokazatelja Sirine zglobnog
prostora u koljenima i kukovima) se koristi za istrazivanje napredovanja OA u
epidemioloskim studijama, ali i u klini¢kim istrazivanjima lijekova koji modificiraju
tijek ove bolesti (od engl. disease-modifying osteoarthritis drugs - DMOADS) (24, 25).
Mnogo osjetljivija slikovna metoda za procjenu uznapredovalosti OA je magnetska

rezonancija (MR), kojom se moze vizualizirati viSe struktura unutar zgloba, definirati
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stadij uznapredovalosti OA, ali i mnogo brze detektirati u¢inkovitost potencijalnih
DMOADs nego li je to moguce konvencionalnom radioloSkom obradom (19, 26).
Studije koje proucavaju simptomatski OA mogu biti viSe klini¢ki relevantne, jer
sve osobe koje imaju radioloski dokazan OA nemaju simptomatski OA, a isto tako, sve
osobe koje imaju simptomatski OA ne moraju imati i radioloski dokazan OA (27). S
obzirom na postojanje razliCitih klinickih 1 radioloskih kriterija za postavljanje
dijagnoze OA, svaki skup klinickih i radioloskih kriterija moZe na razliCite nacine

definirati OA u pojedinih ispitanika (27).

1.4.1 Prevalencija i incidencija osteoartritisa

Prevalencija (udio oboljelih u populaciji ovisan o incidenciji i trajanju bolesti) i
incidencija (broj novooboljelih u odnosu na broj osjetljivih osoba koje mogu oboliti od
odredene bolesti unutar jedne populacije tijekom odredenog vremenskog razdoblja)

primarnog OA koljena i kuka raste s porastom dobi (Slika 1 i 2) (28-30).
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Slika 1. Prevalencija osteoartritisa (Prevalence of OA) distalnih interfalangealnih (DIP)
zglobova Sake, koljena (Knee) i kuka (Hip) u osoba muskog (Men) i Zenskog (Women)
spola u nizozemskoj populaciji s obzirom na dob u godinama [Age (years)].

(Preuzeto iz van Saase JL, van Romunde LK, Cats A, Vandenbroucke JP, Valkenburg HA. Epidemiology
of osteoarthritis: Zoetermeer survey. Comparison of radiological osteoarthritis in a Dutch population

with that in 10 other populations. Ann Rheum Dis 1989;48(4):271-80.)
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Slika 2. Incidencija osteoartritisa Sake (Hand), koljena (Knee) i kuka (Hip) u osoba
muskog (Men) i zenskog (Women) spola s obzirom na dob u godinama [Age group
(years)]. Podaci Zdravstvenog plana zajednice Fallon (od engl. Fallon Community
Health Plan).

(Preuzeto iz: Oliveria SA, Felson DT, Reed JI, Cirillo PA, Walker AM. Incidence of symptomatic hand,
hip, and knee osteoarthritis among patients in a health maintenance organization. Arthritis Rheum

1995;38(8):1134-41.)

Uznapredovanje OA dovodi do gubitka funkcije zahvacenog zgloba (ili
zglobova), otezane dnevne aktivnosti i pada razine kvalitete Zivota. Od svih zglobova,

primarnim OA najcesce su zahvaceni maleni zglobovi Saka, koljena i kukovi (31, 32).



Prevalencija OA varira u ovisnosti prema definiciji OA u pojedinoj studiji, koji
se specifiéni zglob zahvacen OA promatra te prema karakteristikama promatrane
populacije u istrazivanju (15). Tako je prevalencija radioloski dokazanog OA Sake
standardizirana prema dobi bila 27,2% medu sudionicima Framinghamske studije (33).

Prevalencija radioloski dokazanog OA koljena standardizirana prema dobi u
osoba dobi > 45 godina je bila 19,2% medu sudionicima Framinghamske studije (33) i
27,8% u Osteoartritis projektu okruga Johnston (od engl. Johnston County
Osteoarthritis Project) (34). U tre¢em istraZzivanju Nacionalnog zdravlja i prehrane (od
engl. The Third National Health and Nutrition Examination Survey - NHANES I1I), oko
37% ispitanika u dobi > 60 godina ili starijih je imalo radioloski dokazan OA koljena
(35).

Radioloski dokazan OA kuka bio je manje ucestao u odnosu na radioloski
dokazan OA S3ake ili koljena. Na primjer, oko 7% zena u dobi > 65 godina je imalo
radioloSki dokazan OA kuka u studiji osteoporoti¢nih prijeloma (od engl. The Study of
Osteoporotic Fractures Research Group) (36). Medutim, ucestalost radioloski
dokazanog OA kuka bila je mnogo veéa u Osteoartritis projektu okruga Johnston, s 27%
ispitanika u dobi od najmanje 45 godina, pokazujuci radioloski dokaz uznapredovalosti
OA kuka po K/L ljestvici 2 ili vise (34). Moguce objasnjenje razlika izmedu tih studija
jesu razlike u promatranim populacijama, razlike u definiranju OA, distribucija
¢imbenika rizika za nastanak OA kao i razlike medu promatracima koji su ocjenjivale
stupanj radioloske uznapredovalosti OA (15).

Simptomatski OA se opcenito definira prisutnos¢u boli 1 ograni¢ene
pokretljivosti zahvaéenog zgloba uz pojedine radioloSke karakteristike (suzenje zglobne

pukotine, osteofiti, subhondalne ciste, skleroza subhondralne kosti), a u ovisnosti o



stupnju uznapredovalosti OA (15). Prevalencija simptomatskog OA takoder raste s

porastom dobi (Slika 3) (37).

w

&
G
w
=1
1]

—
©
&
=
=8

Slika 3. Prevalencija (prevalence) simptomatskog osteoartritisa u osoba Zenskog

(women) i muskog (men) spola te oba (both) spola s obzirom na dob u godinama (age).

(Preuzeto iz: Felson DT. The epidemiology of knee osteoarthritis: results from the Framingham

Osteoarthritis Study. Semin Arthritis Rheum 1990;20(3 Suppl 1):42-50.)

Prevalencija simptomatskog OA Sake standardizirana prema dobi iznosila je
6,8%, a prevalencija simptomatskog OA koljena standardizirana prema dobi iznosila
4,9% medu sudionicima Framinghamske studije dobi > 26 godina (33). Medutim,
prevalencija simptomatskog OA koljena bila je 16,7% medu ispitanicima dobi > 45
godina Osteoartritis projekta okruga Johnston (34), dakle mnogo veéi nego Sto je
objavljeno u Framinghamskoj studiji (33). Oko 9% ispitanika u istraZivanju
Osteoartritis projekta okruga Johnston imalo je simptomatski OA kuka (34). Oliveria i

sur. (29) u svojem su istrazivanju izvijestili da incidencija simptomatskog OA kuka,



koljena i Sake standardizirana prema dobi i spolu iznosi 88, 240 i 100 na 100 000 osoba
godiSnje u ispitanika iz Organizacije za oCuvanje zdravlja Massachusetts (od engl.
Massachusetts health maintenance organization) te da stopa incidencije simptomatskog
OA Sake, koljena ili kuka rapidno raste oko 50. godine Zivota, a iste se potom

izjednacavaju nakon 70. godine Zivota (Slika 4).
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Slika 4. Incidencija osteoartritisa Sake (hand), kuka (hip) i koljena (knee) u ispitanika
Zdravstvenog plana zajednice Fallon u periodu od 1991. do 1992. — razdioba po dobi

[Age group (years)] i spolu (muskarci — males, Zene — females)].

(Preuzeto iz: Oliveria SA, Felson DT, Reed JI, Cirillo PA, Walker AM. Incidence of symptomatic hand,
hip, and knee osteoarthritis among patients in a health maintenance organization. Arthritis Rheum

1995;38(8):1134-41.)

Murphy i sur. (38) procjenjuju da je cijelozivotni rizik za nastanak

simptomatskog OA koljena oko 40% za muskarce i 47% za zene. Takav rizik raste na

10



60% u ispitanika s indeksom tjelesne mase (ITM) (od engl. Body mass index - BMI) od

30 ili vise.

1.4.2 Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak osteoartritisa

Osteoartritis ima multifaktorijalnu etiologiju te se nastanak OA moZe smatrati

posljedicom interakcije izmedu sistemskih i lokalnih ¢imbenika kao $to je prikazano na

slici 5 (39).
Systemic factors Local biomechanical
Age factors
Sex Obesity
Ethnic characteristics Joint injury
~ Joint deformity
Bone density Susceptibility —— Sports participation
Estrogen replacement to ostecarthritis Muscle weakness
therapy (in post-
menopausal women) l
Nutritional factors (?)
Genetics Site and severity
of osteoarthritis
Other systemic —
factors

Slika 5. Patogeneza osteoartritisa (OA) s moguéim c¢imbenicima rizika. Na
predispoziciju za nastanak osteoartritisa (Susceptibility to osteoarthritis) mogu utjecati
razni sistemski rizi¢ni ¢imbenici (Systemic factors): dob (Age), spol (Sex), etnicka
pripadnost (Ethnic characteristics), koStana gusto¢a (Bone density), nadomjesno
hormonsko lijeCenje u postmenopauzi (Estrogen replacement therapy in post-
menopausal women), ¢imbenici prehrane (Nutritional factors), genetika (Genetics) kao i
ostali sistemski ¢imbenici (Other systemic factors). Predispozicija za nastanak OA uz

lokalne biomehanic¢ke ¢imbenike rizika (Local biomechanical factors), a to su pretilost

11



(Obesity), ozljeda zgloba (Joint injury), deformitet zgloba (Joint deformity), sportska
aktivnost (Sports participation) i slabost miSica (Muscle weakness) utjeCe na

lokalizaciju i teZinu osteoartritisa (Site and severity of osteoarthritis).

(Preuzeto iz: Felson DT, Lawrence RC, Dieppe PA i sur. Osteoarthritis: new insights. Part 1: the disease

and its risk factors. Ann Intern Med 2000;133(8):635-46.)

Na primjer, osoba moze imati naslijedenu predispoziciju za razvoj OA, ali isti
moze nastati samo ako ta osoba zadobije povredu zgloba (15). Relativna vaznost
¢imbenika rizika moze varirati za razliCite zglobove, za razliCite faze bolesti, za
nastanak u odnosu na progresiju bolesti te za radioloski dokazan OA u odnosu na
simptomatski OA (15). Postoje odredeni dokazi koji sugeriraju da ¢imbenici rizika
mogu djelovati drugacije prema individualnim radioloski-definiranim karakteristikama
bolesti, kao Sto su osteofiti i suzenje zglobne pukotine (39).

Postoje viSestruki rizi€ni ¢imbenici za nastanak primarnog OA koljena i kuka,
kao $to su dob, spol, etnicka pripadnost, pretilost, vrsta zanimanja (40) te genetski
¢imbenici za koje se vjeruje da su udruzeni s razvojem i napredovanjem OA koljena i
kuka (41). Zaklju¢no, ¢imbenici rizika za nastanak OA svrstani su u dvije skupine:
sistemski i lokalni. O svakom od pojedinih sistemskih i lokalnih rizi¢nih ¢imbenika za

nastanak osteoartritisa biti ¢e viSe govora u narednim potpoglavljima.

1.4.2.1 Sistemski rizi¢ni ¢imbenici za nastanak osteoartritisa

U sistemske ¢imbenike rizika za nastanak OA ubrajaju se dob, spol, hormoni,

rasna/etnicka pripadnost, genetika, kongenitalne/razvojne abnormalnosti i prehrana.
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1.4.2.1.1 Dob

Dob predstavlja jedan od najjacih ¢imbenika rizika za nastanak OA svih zglobova (39,
42, 43). Povecanje incidencije i prevalencije OA s porastom dobi vjerojatno je
posljedica Kkumulativnog izlaganja razli¢itim c¢imbenicima rizika i bioloSkim
promjenama koje se javljaju sa starenjem, a koje mogu utjecati na smanjenje
funkcionalne sposobnosti pojedinog zgloba prilikom djelovanja odredenih nepovoljnih
okolnosti, kao Sto su stanjenje zglobne hrskavice, gubitak miSi¢ne snage, slaba

propriocepcija i oksidativno oStecenje (15).

1.4.2.1.2 Spol i hormoni

Kod osoba Zenskog spola ne samo da postoji moguénost da ¢e ¢eS¢e imati OA u odnosu
na muskarce, ve¢ ¢e se kod njih razviti i puno tezi oblik OA nego kod osoba muskog
spola (44). Povecana pojavnost OA u Zena u vrijeme menopauze potaknula je
istrazivanja o tome da li hormonalni ¢imbenici mogu imati ulogu u nastanku OA.
Medutim, rezultati opservacijskih studija o utjecaju bilo endogenih ili egzogenih
estrogena na nastanak OA su medusobno proturje¢ni (45-47). U randomiziranom
klinickom istrazivanju Srce i estrogen/progestin nadomjesna studija (od engl. Heart and
Estrogen/Progestin Replacement Study - HERS) u skupini Zena u postmenopauzi s
bolestima srca nije pronadena statisticki znacajna razlika u prevalenciji koljenske boli ili
pridruzene ograni¢ene dnevne aktivnosti izmedu onih Zena koje su uzimale nadomjesnu
hormonsku terapiju estrogena uz progestin i onih koje su dobivale placebo (48).
Rezultati placebo-kontroliranog i dvostruko slijepog randomiziranog istrazivanja

Inicijative za zdravlje zena (od engl. Women's Health Initiative) su pokazali da za zene
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na estrogenskom nadomjesnom hormonskom lijecenju postoji 15% manja vjerojatnost
da ¢e biti potrebna ugradnja TEP koljena ili kuka u odnosu na one Zene koje nisu
podvrgnute takvom lijeCenju (omjer izgleda iznosio je 0.86; dok je 95% interval
pouzdanosti bio 0.70-1.00), ali i da nadomjesno hormonsko lijeCenje u vidu
kombinacije estrogena i progestina nije bilo povezano s rizikom za ugradnju TEP

koljena ili kuka (49).

1.4.2.1.3 Rasna/etni¢ka pripadnost

Prevalencija OA, kao i lokalizacija pojedinih zglobova zahvac¢enih OA, razlikuje se
medu rasnim i etnickim skupinama (15). Tako je zamijeéena rjeda pojavnost OA Sake i
kuka u Kineza proucavanih u PekinSkoj studiji osteoartritisa (od engl. Beijing
Osteoarthritis Study) nego li u bijelaca u Framinghamskoj studiji, dok je kod Kineskinja
u Pekinskoj studiji OA bila prisutna statisticki znacajno veéa prevalencija kako
radioloski dokazang tako i simptomatskog OA koljena nego li u bjelkinja iz
Framinghamske studije (50, 51). Rezultati iz istraZzivanja Osteoartritis projekta okruga
Johnston su pokazali da je prevalencija OA kuka u afroamerickih Zena (23%) bila sli¢na
onoj u bijelkinja (22%), dok je prevalencija OA iste lokalizacije u osoba muskog spola
bila nesto viSa u Afroamerikanaca (21%) nego li u bijelaca (17%) (52). Zanimljiva je
¢injenica iz istoga istrazivanja da je prevalencija individualnih radioloskih karakteristika
OA kuka varirala izmedu Afroamerikanaca i bijelaca. Tako se navodi da je suzenje
zglobne pukotine zgloba kuka u njegovom gornjem dijelu kao i pojava osteofita u
lateralnom dijelu zgloba kuka ¢es¢a u Afroamerikanaca nego li u bijelaca (52). lzuzev
toga, za Afroamerikance takoder postoji veca vjerojatnost da ¢e se kod njih razviti tezi

oblik OA koljena kao i da ¢e osteofiti nastati u sva tri (medijalnom, lateralnom i
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patelofemoralnom) odjeljka (kompartmenta) koljena u odnosu na bijelce (53). Da li je
neka od ovih rasnih/etni¢kih razlika povezana s razlikama u anatomskim
karakteristikama glave bedrene kosti i acetabuluma, Sto se pokazalo vaznim kod
radioloSki dokazanog OA kuka u bijelaca (54, 55), ostaje otvoreno pitanje za buduca

istrazivanja.

1.4.2.1.4 Genetika

Rezultati nekoliko studija dokazali su vaznost nasljedne komponente za nastanak
primarnog OA kao i varijaciju nasljednosti s obzirom na lokalizaciju OA (56-61).
Studije jednojajéanih i dvojajcanih blizanaca kao i studije obitelji pokazale su da
nasljedna komponenta OA iznosi izmedu 50 i 65% s ve¢im genetskim utjecajima za
nastanak OA Sake i kuka nego li za nastanak OA koljena (56-58). Naime, jedna od
takvih studija jednojajcanih i dvojaj¢anih blizanaca je studija Spectora i sur. (57), u
kojoj se koristio radioloski probir 250 Zena parova blizanaca (130 monozigotnih i 120
dizigotnih parova blizanaca) za dijagnosticiranje OA $ake i koljena te je pronadeno da
je genetski utjecaj za nastanak OA prethodno navedenih lokalizacija u rasponu od 39-
65% (ovisno o lokalizaciji, OA koljena < OA Sake). U studiji Kujale i sur. (59) uéinjen
je probir bolesnika kojima je dijagnosticiran OA odredene lokalizacije, a iz populacije
blizanaca i pojedinih obitelji s ucestalom pojavom OA na temelju ispunjenih anketnih
upitnika ispitanika. Autori ove studije su dokazali razlike u uzroku nastanka OA izmedu
muskaraca i zena, s dodatnim genetskim u¢inkom koji objasnjava 44% varijacije U Zena,
dok negenetski obiteljski ucinak objasnjava 37% ukupne varijacije U musSkaraca
odgovorne za nastanak OA. Bijkerk i sur. (60) su takoder istrazivali dokaz o

nasljednosti u ispitanika s radioloski dijagnosticiranim OA Sake, kuka ili koljena, ali

15



nisu uspjeli pronaéi dokaze o genetskom ucinku na nastanak OA Kkuka ili koljena.
MacGregor i sur. (61) istrazili su genetski doprinos nastanka radioloski dokazanog OA
kuka u Zena i zakljucili da je genetski doprinos odgovoran za nastanak ove bolesti
znacajan 1 iznosi oko 60% varijabilnosti u populaciji.

U studiji udruZenosti genoma, Kerkhof i sur. (62) izvijestili da je C alel
polimorfizma rs3815148 COG5 (Component of oligomeric golgi complex 5) gena na
kromosomu 7g22 povezan s 1.14 puta povecanom prevalencijom OA koljena i/ili Sake,
kao i s 30% povecanim rizikom za progresiju OA koljena. Takoder, nekoliko je studija
ukazalo na inverznu povezanost izmedu generalizirane hipermobilnosti zglobova s OA
Sake i koljena i razine serumskog oligomernog proteina hrskavi¢nog matriksa (63, 64).
O utjecaju genetike kao sistemskog ¢imbenika rizika za nastanak OA biti ¢e detaljnije

govora u potpoglavlju 1.4.3 (Genetska epidemiologija osteoartritisa).

1.4.2.1.5 Kongenitalne/razvojne abnormalnosti

Neke kongenitalne (prirodene) ili razvojne anomalije (kao §to su npr. razvojni
poremecaj zgloba kuka, Legg-Calvé-Perthesova bolest ili poskliz glave bedrene kosti)
su povezane s pojavom OA kuka u kasnijoj Zivotnoj dobi (65-67). S obzirom na
¢injenicu da su ovi razvojni deformiteti rijetki, za pretpostaviti je da imaju mali utjecaj
na pojavnost OA kuka u opcoj populaciji (15). Nekoliko studija je istrazivalo
subklinicki oblik acetabularne displazije (definira se vrijednostima Wibergova kuta
izmedu 20-25° u osoba bez klini¢kih tegoba u podrucju zgloba kuka) koja predstavlja
¢esci i1 blazi oblik razvojne abnormalnosti zgloba kuka i njenu povezanost s nastankom
OA kuka, s proturje¢nim rezultatima (54, 68-71). Lane i sur. (54) u svojem su

istrazivanju pokazali da su i abnormalni Wibergov kut i acetabularna displazija
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povezani s priblizno trostruko povec¢anim rizikom za raniji nastanak OA kuka u Zena,
sugeriraju¢i da bi subklini¢ka acetabularna displazija mogla biti znac¢ajan ¢imbenik

rizika za nastanak OA kuka.

1.4.2.1.6 Prehrana

Prehrambeni ¢imbenici, koji predstavljaju jedan od sistemskih rizi¢nih ¢imbenika za
nastanak OA, predmet su velikog interesa istrazivaca koji nastoje razjasniti njihovu
ulogu u nastanku OA. Medutim, rezultati tih istrazivanja su proturjecni. Naime, jedan
od prehrambenih ¢imbenika za kojeg se pretpostavlja da je vaZzan za nastanak OA je
vitamin D. Bez dovoljno vitamina D, kosti mogu postati tanke, krhke ili deformirane. U
Framinghamskoj studiji, ispitanici s najnizom (<27 ng/ml) kao i oni sa srednjom
vrijednosti (27-33 ng/ml) 25-hidroksivitamina D u serumu su imali 3 puta veci rizik za
progresiju OA koljena u usporedbi s onim ispitanicima u kojih su zabiljezene najviSe
vrijednosti 25-hidroksivitamina D u serumu, medutim, takav ucinak nije zabiljeZzen za
rizik od naglog nastupa ove bolesti (72). U studiji osteoporoti¢nih prijeloma, Zene sa
srednjim (23-29 ng/mL) i najniZzim (8-22 ng/ml) vrijednostima 25-hidroksivitamina D u
serumu imale su 3 puta vecu vjerojatnost da ¢e se kod njih razviti nagli nastup OA kuka
(definiran suzenjem zglobne pukotine) u odnosu na Zene s najvisSim vrijednostima (30-
72 ng/ml) ovog vitamina u serumu (73). Takoder, u istoj studiji je dokazano i da razine
vitamina D u serumu nisu bile povezane s rizikom od osteofitnog oblika OA kuka ili s
novonastalim OA kuka. Medutim, rezultati dvije longitudinalne studije
(Framinghamske i Bostonske) nisu potvrdile zastitni u¢inak vitamina D na strukturno
pogorSanje OA koljena (74). Zaklju¢no, nedavno objavljeno dvogodisnje,

randomizirano, placebo-kontrolirano, dvostruko slijepo klini¢ko istrazivanje koje je
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postavilo pitanje da li suplementacija vitaminom D smanjuje simptomatologiju i
strukturalnu progresiju OA koljena, je pokazalo da dodatak vitamina D kroz navedeno
razdoblje (a nakon usporedbe s placebom) nije smanjio koljensku bol niti je smanjio
gubitak volumena hrskavice u 146 bolesnika sa simptomatskim OA koljena (75).

Niska razina unosa vitamina C povezana je s povecanim rizikom za progresiju,
ali ne i s incidencijom radioloski dokazanog i simptomatskog OA koljena medu
sudionicima Framinghamske studije (76). U ispitanika Osteoartritis projekta okruga
Johnston s visokim udjelom alfa:gama-tokoferol odnosa zabiljezen je 50% manji rizik
za razvoj radioloski dokazanog OA koljena (77). Medutim, rezultati dvostruko slijepog,
placebo kontroliranog klini¢kog ispitivanja uéinka vitamina E na simptomatske i
strukturalne promjene u 136 bolesnika s OA koljena su pokazali da uzimanje vitamina E
kroz period od 2 godine nije ublazilo simptome niti smanjilo strukturalne promjene
(volumen hrskavice mjeren pomocu pretrage s magnetskom rezonancijom) u bolesnika
s OA koljena (78).

Preliminarni rezultati istraZzivanja Osteoartritis projekta okruga Johnston
pokazali su da su suboptimalne razine selena, mjerene u noktu palca stopala ispitanika,
povecale rizik od nastanka OA u jednom ili oba koljena, s time da je teZina bolesti bila
povezana s duzinom deficijencije selena (79). Medutim, druga studija je pokazala
suprotno, naime da je visok unos selena bio znacajno povezan s pove¢anim rizikom za
nastanak OA kuka i koljena (80).

Nadalje, u studiji Neogia i sur. (81) pokazano je da je niska razina serumskog
vitamina K povezana s povecanom prevalencijom radioloski dokazanog OA Sake i
koljena. JoS jedna studija potvrdila je hipotezu da suboptimalan unos vitamina K
predstavlja ¢imbenik rizika za nastanak OA koljena, $to upucuje na Cinjenicu da bi

vitamin K mogao imati protektivnu ulogu za nastanak OA koljena (82).
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1.4.2.2 Lokalni rizi¢ni ¢imbenici za nastanak osteoartritisa

U lokalne ¢imbenike rizika za nastanak OA ubrajaju se pretilost, prethodna ozljeda i/ili
operativni zahvat, zanimanje, fizicka aktivnost i sport, mehanicki ¢imbenici, osovina

(usmjerenje) ekstremiteta i laksitet (labavost) zglobova.

1.4.2.2.1 Pretilost

Pretilost (indeks tjelesne mase — ITM >30) i prekomjerna tjelesna tezina (ITM 25.0-
29.9) su odavno prepoznati kao ¢imbenici rizika za nastanak OA, poglavito za nastanak
OA koljena (39). Rezultati Framinghamske studije su pokazali da Zene koje su izgubile
oko 5 kg na tjelesnoj tezini imaju 50% manji rizik za nastanak simptomatskog OA
koljena (83). Isto istrazivanje je takoder pokazalo da je gubitak teZine bio znacajno
povezan sa smanjenjem rizika za nastanak radiolodki dokazanog OA koljena. Takoder,
studije su pokazale i da redukcija tjelesne teZine dovodi do smanjenja boli i poboljSanja
pokretljivosti u ve¢ dokazanom OA koljena (84, 85). IstraZzivanje artritisa, navika
prehrane i promicanja tjelesne aktivnosti (od engl. Arthritis, Diet, and Activity
Promotion Trial — ADAPT) je pokazalo da su gubitak na tjelesnoj teZini u kombinaciji s
tjelovjezbom, ali ne i gubitak na tjelesnoj tezini ili tjelovjezba zasebno, bili ué¢inkoviti u
smanjenju boli i poboljSanju funkcije u pretilih osoba starije dobi sa simptomatskim OA
koljena (84). Rezultati meta-analize ukazali su na ¢injenicu da su u¢inci mrsavljenja na
bol kod OA koljena bili manje dosljedni, dok je smanjenje tezine od oko 5% povezano s
poboljSanjem tjelesne aktivnosti bolesnika (85).

Odnos izmedu prekomjerne tjelesne tezine i OA kuka je nedosljedan. Ako on i

postoji, takva povezanost, tj. utjecaj prekomjerne tjelesne tezine na nastanak OA kuka,
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je manje izraZzena nego li kod osoba s OA koljena (86, 87). Medutim, dokazano je da
pretilost povecava rizik za nastanak obostranog radiolodki dokazanog, ali i
simptomatskog OA kuka (88). U studiji Karlsona i sur. (89) je zamijeceno da je
povecani ITM (posebice u dobi od 18. godine Zivota) znacajno povezan s povecanim
rizikom za ugradnju TEP kuka. Povecano opterecenje zglobova je vjerojatno glavni, ali
ne i jedini mehanizam kojim pretilost uzrokuje nastanak OA koljena ili kuka; naime,
prekomjerno opterecenje koljena i kukova moze dovesti do njihova osteCenja uz

popratni gubitak ligamenatarne i druge strukturalne potpore (15).

1.4.2.2.2 Prethodna ozljeda i/ili operativni zahvat

Brojna istrazivanja pokazala su da je ozljeda koljena jedan od najjacih ¢imbenika rizika
za nastanak OA (15). TeSka ozljeda anatomskih struktura zgloba, kao npr.
unutarzglobni prijelomi, ozljede meniska koje zahtijevaju meniscektomiju ili puknuce
prednje ukriZzene sveze mogu rezultirati pove¢anim rizikom za nastanak OA koljena te
dovesti do pojave bolova i funkcionalnog ograni¢enja (90, 91). U Framinghamskoj
studiji prevalencija ozljede meniska bila je mnogo ve¢a medu ispitanicima s radioloski
dokazanim OA koljena (82%) u odnosu na one bez OA (25%). Prevalencija ozljede
meniska povecava se s povecanjem K/L stupnja (p < 0.001 za trend), a medu onima s
umjerenim (K/L = 3) i teSkim (K/L = 4) oblikom radioloski dokazanog OA koljena

zamijeceno je da kod 95% osoba postoji dokaz za ozljedu meniska (92).
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1.4.2.2.3 Zanimanje

Opetovano koristenje zglobova pri obavljanju radnih aktivnosti povezano je s
povecanim rizikom za nastanak OA (15). IstraZivanje Crofta i sur. (93) je otkrilo da kod
poljoprivrednika postoji povecani rizik za nastanak OA kuka. Nadalje, prevalencija
Heberdenovih ¢vorova bila je mnogo veca u radnika u pamucnoj industriji, dok OA
kraljeZnice nije bio nista ucestaliji u odnosu na kontrolnu skupinu (94). U radnika ¢ije
zanimanje zahtijeva opetovani pincetni hvat je zamijeCena povecana ucestalost OA
distalnih interfalangealnih zglobova nego li u radnika C¢ije zanimanje zahtijeva
opetovani snazan stisak Sake (95).

Rizik za nastanak OA koljena bio je vise nego dva puta veéi za muskarce Cija Su
radna mjesta zahtijevala noSenje tereta te kleCanje ili cu¢anje u srednjoj Zivotnoj dobi u
odnosu na one ¢ija radna mjesta nisu zahtijevala takve fizicke aktivnosti (96). Takoder,
rizik za nastanak OA koljena povezan s ¢ucanjem ili kleCanjem bio je mnogo veéi u
ispitanika koji su imali prekomjernu tjelesnu tezinu ili ¢iji je posao ukljucivao podizanje

tereta (97).

1.4.2.2.4 Fizicka aktivnost i sport

Dosadasnje studije koje su ispitivale odnos izmedu sportskih aktivnosti i posljedicnog
nastanka OA dale su proturjecne rezultate (15). Postoje pokazatelji u literaturi da je
povecan rizik za nastanak OA koljena i kuka u natjecatelja dugoprugasa (98-100), dok
je kod profesionalnih nogometasa povecan rizik za nastanak OA koljena u usporedbi s
osobama koje ne igraju nogomet (99, 101). Zacudujuéa je Cinjenica da opca tjelesna

aktivnost takoder moze povecati rizik za nastanak OA. Na primjer, fizicka aktivnost
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medu osobama starije Zivotne dobi ukljucenih u Framinghamsku studiju opéenito je
karakterizirana kao Setanje i vrtlarstvo. Medutim, osobe koja se bavile ucestalo takvim
aktivnostima imale su tri puta ve¢i rizik za nastanak radioloski dokazanog OA koljena
za vrijeme prac¢enja od osam godina nego li osobe koje su Zivjele viSe sedentarnim
na¢inom zivota (102). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u studiji Lane i sur. (103), u kojoj je
kod Zena koje su tijekom Zivota imale visoku razinu fizicke aktivnosti zabiljeZena
visoka prevalencija OA kuka. Nasuprot tome, druge su studije pokazale da, u odsutnosti
akutne ozljede, umjereno rekreativno tréanje na duge pruge i dZoging ne povecavaju

rizik za nastanak OA koljena (104, 105).

1.4.2.2.5 Mehanicki ¢imbenici

Odnos izmedu misi¢ne snage i OA je slozen, moZe varirati u ovisnosti od lokalizacije
zgloba zahvacenog OA i nije u potpunosti razjaSnjen. Misi¢na slabost i atrofija su
obi¢no povezane s OA Kkoljena te se za njih predmnijeva da su posljedica smanjene
pokretljivosti zglobova zahva¢enih OA kako bi se izbjegla pojava boli ili pogorSavanje
postojece boli (15). Studija Slemenda i sur. (106) je pokazala da je kod Zena koje su
imale asimptomatski radioloski dokazan OA koljena bez atrofije misi¢a zabiljeZzena
slabost cetveroglavog misica natkoljenice, sugeriraju¢i da bi to mogao biti ¢imbenik
rizika za razvoj simptomatskog OA koljena. Baker i sur. (107) potvrdili su u svojem
istrazivanju da su osobe koje su imale asimptomatski patelofemoralni i tibiofemoralni
radioloski dokazani OA koljena imale slabiju snagu cetveroglavog misica natkoljenice
od onih koji nisu imali OA. U pojedinim studijama slabost Cetveroglavog misica
natkoljenice ne samo da je posljedica bolnog OA koljena, ve¢ i povecava rizik za

strukturalno oSteCenje koljena (108, 109). Druga studija je, medutim, pokazala da
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povecana snaga Cetveroglavog miSi¢a natkoljenice uz prisutno loSe usmjerenje i
labavost zglobova moZe biti povezana s povecanim rizikom za napredovanje OA
koljena (110).

Dominick i sur. (111) su, koriste¢i rezultate genetske studije generaliziranog OA
(od engl. Genetics of Generalized Osteoarthritis Study), pronasli inverznu povezanost
izmedu snage stiska Sake i OA karpometakarpalnih zglobova te izmedu snage pincetnog
hvata i OA metakarpofalangealnih zglobova. S druge strane, veca snaga stiska Sake je
povezana s poveéanim rizikom za nastanak radioloski dokazanog OA Sake medu
sudionicima Framinghamske studije: muSkarci s maksimalnom snagom stiska Sake
imaju povecani rizik za nastanak OA u proksimalnim interfalangealnim i
metakarpofalangealnim zglobovima Sake te karpometakarpalnom zglobu palca, dok
Zzene s maksimalnom snagom stiska Sake imaju povecani rizik za nastanak OA
metakarpofalangealnih zglobova (112). Autori ovog rada sugeriraju da maksimalna sila

koje djeluje na pojedine zglobove moZe utjecati na nastanak OA u tim zglobovima.

1.4.2.2.6 Osovina (usmjerenje) ekstremiteta

Usmijerenje koljena (tj. kut kojeg Cini sjeciSte linije koja spaja centar rotacije glave
bedrene kosti sa sredinom koljena i linije koja spaja sredinu koljena sa sredinom
gleznja) je klju¢na odrednica raspodjele optere¢enja u ovom zglobu. Svaki odmak od
normalnog usmjerenja utjece na raspodjelu optereéenja koljena. S obzirom na prethodno
navedeno, za pretpostaviti je da poremecaj usmjerenja koljena moze povecati rizik za
nastanak, kao i progresiju OA u odnosu na koljena s normalnim usmjerenjem (15).

U prospektivnoj kohortnoj studiji, Sharma i sur. (113) su pokazali da je, u

prisutnosti postojeceg OA koljena, abnormalno anatomsko usmjerenje znacajno
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povezano s ubrzanim strukturalnim pogorSanjem u odjeljku pod najve¢im tlaénim
opterecenjem. Koljena s varus usmjerenjem (srediSte koljena je lateralno od osovine
opterecenja donjeg ekstremiteta) na pocetku pracenja su imala Cetiri puta veci rizik za
progresiju OA medijalnog odjeljka koljena, dok su ona koljena s valgus usmjerenjem
(srediSte koljena je medijalno od osovine optere¢enja donjeg ekstremiteta) na pocetku
pracenja imala gotovo pet puta veéi rizik za progresiju OA lateralnog odjeljka koljena.
Isto istrazivanje je takoder pokazalo da je utjecaj varus ili valgus usmjerenja koljena na
rizik za progresiju OA bio veéi u koljenima s tezim oblikom radiolodki dokazane bolesti
nego li u koljenima s blagim ili umjerenim oblikom radioloSki dokazane bolesti (114).
Drugo istrazivanje je pokazalo da je usmjerenje koljena bilo povezano s veli¢inom i
progresijom o$tec¢enja koStane srzi kao i s ubrzanim gubitkom hrskavice na MR (115).
Veza izmedu usmjerenja koljena i rizika od naglog nastupa OA koljena je manje
jasna. Rezultati Rotterdamske studije su otkrili da medu koljenima s K/L stupnjem Oi 1,
koljena s valgus usmjerenjem imaju 54% veéi rizik, a koljena s varus usmjerenjem
imaju dvostruko veé¢i rizik za nastanak radioloski dokazanog OA u usporedbi s
koljenima s normalnim usmjerenjem (116). Medutim, u Framinghamskoj studiji su
koriStene Cetiri mjere za usmjerenje koljena (anatomska os, kondilarni kut, kut platoa
goljenice i kut izmedu tangenti na povrsinu kondila femura i platoa goljenice) te nije
pronadena povezanost niti za jednu od tih mjera s povecanim rizikom za nagli nastup
radioloski dokazanog OA koljena (117). Autori ovog rada pretpostavljaju da usmjerenje
ne moze biti primarni ¢imbenik rizika za nastanak radioloski dokazanog OA koljena,

ve¢ pokazatelj tezine bolesti i/ili njene progresije.
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1.4.2.2.7 Laksitet (labavost) zglobova

Laksitet koljena predstavlja joS jedan potencijalni ¢imbenik rizika za nastanak OA
koljena. Kod varus ili valgus deformiteta koljena, laksitet koljena u bolesnika kod kojih
je osteoartritisom zahvaceno samo jedno koljeno je veci kod zdravog koljena u odnosu
na koljeno zahvateno OA, sugeriraju¢i tako da povecani laksitet koljena moZze
prethoditi nastanku OA koljena kao i predisponirati nastanku ove bolesti (118).
Takoder, antero-posteriorna labavost koljena moze biti poveé¢ana kod osoba koje imaju
blagi oblik OA, s time da se takva labavost smanjuje s progresijom OA koljena (119,
120).

Jo§ jedan c¢imbenik koji moZze promijeniti biomehaniku koljena i kuka je
nejednakost duzine donjih ekstremiteta (15). U Osteoartritis projektu okruga Johnston
kod osoba s nejednakom duzinom donjih ekstremiteta (razlika od najmanje 2 cm u
duzini) zamijeCena je gotovo dva puta veéa vjerojatnost za nastanak radioloski
dokazanog OA koljena kao i 40% veca vjerojatnost da ¢e te osobe imati odredenu
simptomatologiju koljenog zgloba (121). Rezultati multicentri¢ne studije osteoartritisa
(od engl. Multicenter Osteoarthritis Study — MOST) su takoder pokazali da nejednakost
duZine donjih ekstremiteta > 1 cm ne samo da je povezana s povecanom ucestaloS¢u
radioloski dokazanog OA koljena, ve¢ je ista povezana i s pove¢anim rizikom od naglog
nastupa simptomatskog i progresivnog OA koljena (122). Ovi rezultati ukazuju da
nejednakost duzine donjih ekstremiteta predstavlja potencijalni ¢imbenik rizika za

nastanak OA koljena.
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1.4.2.3 Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak simptomatskog osteoartritisa

lako je simptomatski OA koljena ucestao, ¢ine¢i manji ili ve¢i stupanj nesposobnosti i
stvaraju¢i ogromne medicinske troskove, ve¢ina prethodnih studija je ipak bila
usmjerena na ¢imbenike rizika za nastanak radioloski dokazanog OA (39). Naime,
istrazivanja su pokazala da nisu svi ¢imbenici rizika za nastanak radioloski dokazanog
OA snazni predskazatelji zglobne simptomatologije (39, 42). Za Zene s radioloski
dokazanim OA koljena postoji veca vjerojatnost da ¢e se razviti simptomatologija u
odnosu na muskarce (123). Takoder, u Afroamerikanca je opéenito zabiljeZzena veca
simptomatologija koljena i kuka nego li u bijelaca (34). TeSke fizicke aktivnosti, a
posebice one aktivnosti koje =zahtijevaju kleCanje, savijanje koljena, cucanje ili
dugotrajno stajanje (102, 124), kao i ozljede koljena (125), takoder su povezane S
visokom ucestalosti simptomatskog OA koljena. Za osobe koje imaju uznapredovali
oblik radioloSki dokazanog OA postoji veca vjerojatnost da ¢e navoditi bolove u
zglobovima nego li one osobe s blazim oblikom radioloSki dokazanog OA (24).
Rezultati dviju opservacijskih studija su pokazali da postoji znafajna povezanost
stupnja uznapredovalosti radiolodki dokazanog OA koljena s prevalencijom ucestalosti,
prisutnosti i jac¢ine koljenske boli (126). Nadalje, suZenje zglobne pukotine je znacajnije
povezano sa svakom od mjera boli (ucestalost, prisutnost i ja¢ina) nego li s prisutnoscéu
osteofita.

Brojne studije su pokazale da je nekoliko morfoloskih i patoloskih promjena
otkriveninh MR, kao Sto su lezija kostane srzi (127, 128), sinovitis (129, 130), zglobni
izljev (129) ili periartikularne lezije (131) koljena, povezano s koljenskom boli, za
razliku od drugih studija ¢iji rezultati nisu potvrdili povezanost lezije koStane srzi i

koljenske boli (132).
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lako se bol u zglobu zahva¢enog OA odavno smatra kroni¢cnom, ona nije nuzno i
konstanta (15). Naime, lije¢nici ¢esto primjecuju da bolesnici s OA imaju epizode
rekurentne boli ili pogorSanja boli tijekom ove bolesti; bol koja se javlja u zglobu
zahvaéenim OA Cesto se pogorSava prilikom aktivnosti zahvacenog zgloba, a smanjuje
prilikom mirovanja (15). Takvi obrasci pojave boli u OA su promatrani u
epidemioloskim studijama. Jedna od takvih studija je i studija Gooberman-Hilla i sur.
(133), koji su izvijestili da je bol u zglobovima medu ispitanicima s OA koljena ili kuka
Cesto intermitentna i varijabilna te da strategije prilagodbe na bol i izbjegavanje boli
mijenjaju doZzivljaj boli. Zbog metodoloskih i logisti¢kih poteskoc¢a, provedeno je
nekoliko studija koje su ispitale dinami¢an odnos izmedu ¢imbenika rizika i fluktuacije
boli u OA. Jedna od takvih studija je koristila tjedne telefonske intervjue tijekom 12
tjedana kako bi se procijenio utjecaj fluktuacije boli u koljenu ili kuku (134). Rezultati
ovog istrazivanja su pokazali da su takve fluktuacije bile Ceste te da su zamijecene U
oko 49% osoba, dok je smanjenje boli bilo povezano s poboljSanom funkcijom,
smanjenjem izostajanja s posla, smanjenjem remecéenja sna i smanjenjem koristenja

resursa zdravstvene skrbi.

1.4.3 Genetska epidemiologija osteoartritisa

Genetska epidemiologija proucava genetske ¢imbenike Koji odreduju distribuciju i
dinamiku bolesti u populaciji koriste¢i razli¢ite metoda analize (135). S pojavom
genotipizacije visoke propusnosti (od engl. high-throughput genotyping) postalo je
moguce genotipiziranje (analiza varijacije DNA sekvenci) preko milijun tockastih
polimorfizama (od engl. single nucleotide polymorphism; SNP) po osobi kao i

genotipiziranje na desetke ili tisu¢e osoba u jednoj studiji (136). Prethodno navedeno,
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kao i Cinjenica da trenutne SNP mape obuhvacaju preko 85% genoma u bjelacke
populacije (137), znaci da pristup analize udruzenosti genoma ima potencijal otkriti
genetski doprinos kod kompleksnih ljudskih bolesti kao Sto je osteoartritis (136).
EtioloSki uvid koji omogucuju takva istraZzivanja trebao bi dovesti do poboljSanja
dijagnostickih i prognostickih moguénosti kao i omoguéiti razvoj mnogo specifi¢nije
terapije za osteoartritis velikih zglobova.

Jedan od prvih pokazatelja da postoji genetska predispozicija za osteoartritis
poznata je joS od 1941.g. (Tablica 2, studija pod rednim brojem 1, oznafena zelenom
bojom) (138). Naime, Stecher je primijetio ceS¢u pojavu Heberdenovih ¢vorova
(vretenastih zadebljanja osteoartritisom promijenjenih distalnih interfalangealnih
zglobova Sake) u pojedinim obiteljima. U svom radu zakljuCuje da je taj fenotip
naslijeden kao dominantna osobina sa snaznom prevagom u korist zenskog spola te
postavlja koncept po kojem je OA nasljedna bolest. Daljnje studije obitelji (Tablica 2,
studije pod rednim brojevima 2-7, oznacene zelenom bojom) su pokazale da se nodalni
OA (iznenadna pojava otekline, bolova i crvenila u podrucju distalnih interfalangealnih
zglobova Sake osoba Zenskog spola starijin od 45 godina) cesto javlja u sklopu
generaliziranog OA te se, na temelju rezultata tih studija, predloZilo poligensko nasljede

za OA, definiravsi time OA kao kompleksnu (poligensku) bolest (138-144).

Tablica 2. Popis odabranih epidemioloskih studija osteoartritisa u razdoblju od 1941. —

2000.
Redni broj Referencija Zemljopisnho podrijetlo Lokalizacija osteoartritisa (OA)
1 138 SAD OA Sake
2 139 SAD OA Sake
3 140 UK OA Sake
4 141 UK OA Sake
5 142 UK Generalizirani OA
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6 143 UK Generalizirani OA

7 144 UK Generalizirani OA

. 145 SAD Generalizirani OA (OA Sake i
koljena)

. - UK Generalizirani OA (OA Sake i
koljena)

10 146 Svedska OA kuka

11 147 UK OA koljena i kuka

12 148 UK OA kuka

13 149 Island OA kuka

14 150 SAD OA kraljeSnice

15 151 Japan OA kraljeSnice

16 152 Italija OA kraljeSnice

17 153 SAD OA kraljesnice

18 57 UK OA koljena i Sake

19 154 UK OA vratne i slabinske kraljeSnice

20 61 UK OA kuka

Da bi se potvrdila uloga razli¢itih gena u razvoju OA, provedene su brojne
daljnje epidemioloSke studije (Tablica 2, studije pod rednim brojevima 8-17, oznacene
plavom bojom) (58, 145-153). Te su studije ukljuéile one obitelji u kojih je zamijecena
Cesca pojava OA Sake, koljena, kuka i kraljeznice. Rezultati ovih studija potvrdili su
znacCajan utjecaj nasljeda u nastanku OA. Medutim, epidemioloske studije ¢esto imaju 2
osnovna manjka: nedovoljan broj podataka te moguénost da na rizik za nastanak OA
mogu utjecati ¢imbenici okoliSa Koji su nepoznati, nezabiljezeni ili se teSko mogu
potvrditi jer su dobiveni anamnesticki (kao Sto je npr. vrsta zanimanja bolesnika, itd.).

Zbog tih se razloga genetska podloga za nastanak potencijalno nasljednih bolesti
(u ovom slucaju OA) dokazuje studijama blizanaca (Tablica 2, studije pod rednim
brojevima 18-20, oznaCene crvenom bojom) (57, 61, 154). U tim se studijama

usporeduje ucestalost pojave bolesti u monozigotnih u odnosu na dizigotne blizance.
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Kako monozigotni blizanci dijele 100% njihovog genetskog materijala, bilo koja
zamije¢ena konkordancija (prisutnost iste osobine, tj. bolesti u oba ¢lana para blizanaca)
u incidenciji pojave bolesti odrazava se i na genetski rizik od nastanka takve bolesti te
se izracunava rizik od nastanka takve bolesti u odnosu na konkordanciju zamije¢enu
kod dizigotnih blizanaca koji dijele samo 50% njihova genetskog materijala. Rezultati
ovih studija su pokazali, nakon korekcije poradi poznatih drugih ¢imbenika rizika (kao
Sto su pretilost, vrsta zanimanja, sportske aktivnosti, itd.), da se nastanak 74% radioloski
dokazanog OA slabinskog dijela kraljeznice, 73% radioloski dokazanog OA vratnog
dijela kraljeznice, 65% radioloski dokazanog OA Sake, 60% radioloski dokazanog OA
kuka i 39 % radioloski dokazanog OA koljena u osoba Zenskog spola moze pripisati
genetskim ¢imbenicima neovisno o poznatim predisponiraju¢im ¢imbenicima kao $to su
¢imbenici okolisa ili demografski ¢imbenici (136). Klasi¢ne studije blizanaca i studije
obitelji takoder su istrazivale genetski doprinos redukciji volumena hrskavice kod
radiolodki dokazanog OA (155), kao i genetski doprinos kod progresije radioloski
dokazanog OA (156).

Postoji nekoliko mogucih strategija koje se mogu Koristiti kako bi se istrazila
uloga genetike u OA, a to su: studije obitelji, studije blizanaca, analiza povezanosti,
studije gena kandidata, studije udruzenosti genoma (Slika 6) i meta-analize (136, 157-
162). Kako su u ovom poglavlju ve¢ opisane studije obitelji i studije blizanaca, u
narednim potpoglavljima biti ¢e podrobnije opisane analiza povezanosti, studije gena
kandidata, studije udruzenosti genoma i meta-analize kao strategije za istrazivanje uloge

genetike u nastanku OA.
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Da li se OA cesSce javlja u Studije obitelji
odredenih obitelji? (Family studies)
Da li je to posljedica Studije blizanaca
djelovanja pojedinih gena —- . ,
| ili zaiedniékih &imbenika? | | (R SelEs) |
Postoje li genske regije Analiza povezanosti
povezane s pojavnos$céu — Link lvsi
OA u obitelii? CREE sl Ve
Identificiranje genetskih CGAS
varijanti povezanih s —-
GWAS
L nastankom OA? ) L )

Slika 6. Vrste genetskih studija. Skrac¢enice: CGAS — Candidate Gene Approach
Studies (Studije gena kandidata), GWAS — Genome-Wide Association Studies (Studije

udruzenosti genoma), OA — Osteoartritis.

(Modificirano iz: Valdes AM, Spector TD. The contribution of genes to osteoarthritis. Med Clin North Am

2009;93(1):45-66, X.)

1.4.3.1 Analiza povezanosti i uloga genetike u nastanku OA

U genetici, pojam genski lokus odnosi se na odredeno mjesto na kromosomu ili DNA
koje obi¢no sadrzi jedan ili viSe gena (160). U populaciji se zbog mutacija DNA i
prirodnog probira jedan gen obi¢no nalazi u viSe oblika. ViSestruki oblici jednog gena
odredene vrste se nazivaju aleli. Ako aleli jednog genskog lokusa prelaze frekvenciju od
1% onda ih nazivamo polimorfizmima, u suprotnom se nazivaju mutacijama. Dakle,
minimalna razlika izmedu alela iznosi jedan nukleotid koji moze biti deletiran, umetnut,

ponovljen ili promijenjen (a potonji s najvise 3 razlicitih alela u populaciji, jer postoje
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samo 4 nukleotida). Kada se proucavaju specifi¢ni aleli na dva ili viSe susjednih lokusa
u kromosomu, onda se takva specifi¢na kombinacija alela naziva haplotip. Polimorfizmi
I mutacije nekog lokusa zovu se takoder i genetski markeri. Polimorfizam jednog
nukleotida se obi¢no naziva i tockastim polimorfizmom (SNP), a to je dio DNA (iznad
1% zastupljenosti u populaciji) kojem je zamijenjena jedna nukleotidna baza s nekim
drugim nukleotidom (ili pak najviSe tri u ostalim alelima). Kada se usporeduju aleli na
lokusu izmedu dvije osobe, oni mogu biti identi¢ni po porijeklu ako alel dolazi od istog
roditelja (ili pretka), ili identi¢ni po stanju (npr. ako je jedan bolesnik dobio alel od
majke i njegov/njezin brat/sestra dobio identic¢an alel od oca) (160).

Genetska povezanost je izraz kojim se objaSnjava nalaz vece zastupljenosti
odredenog genskog lokusa kod skupine ljudi s odredenom osobinom ili boles¢u (u
ovom slucaju OA). Linkage disequilibrium ili disekvilibrij povezanosti (npr. dva
markera na susjednim odsje¢cima nekog kromosoma) je pojava da se aleli naslijeduju
zajedno ¢eS¢e nego normalno, $to znaci da se njihovi genetski markeri naslijeduju kao
jedinstveni blok (koji se zbog nekog razloga opire normalnoj frekvenciji crossing over-a
tijekom mejoze). Dakle, genetski markeri se mogu koristiti kao alat za prac¢enje uzorka
naslijeda gena koji kodiraju neki ili neke proteine, a ovi izrazavaju odredenu fenotipsku
osobinu ili sklonost nekoj bolesti.

Kako bi se identificirala kromosomska regija koja nosi gene povezane s
nastankom OA, istrazivaci se koriste parovima srodnika (braca i sestre) koji su oboljeli
od OA. (160). Kada je udio alela identi¢nih po porijeklu, a koje prvi srodnici
konkordantni za OA dijele za odredeni marker, veéi od ocekivanog, zakljuceno je da je
taj marker po svojoj kromosomskoj lokalizaciji blizu genima odgovornim za nastanak

OA na kromosomu, odnosno da je pronadena znacajna povezanost s OA.
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Do sada je objavljeno nekoliko analiza putem probira 0.5 milijuna genskih
markera (uglavnom SNP-ova) da bi se uvidjela povezanost genoma (od engl. genome-
wide association screening ili genome-wide linkage analysis) manjeg broja obitelji ili
blizanaca u srodstvu s osobama oboljelim od OA iz Ujedinjenog Kraljevstva (163-165),
Finske (166), Islanda (167, 168) i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (169, 170). Ove
analize povezanosti genoma su provedene na bolesnicima s utvrdenim OA kuka,
koljena ili Sake te su identificirani brojni genomski intervali koji mogu nositi
predispoziciju za nastanak OA na kromosomima 1, 2, 3, 4, 6, 7, 11, 13, 15, 16, 19 i na

kromosomu X (Tablica 3).

Tablica 3. Kromosomske regije identificirane analizama povezanosti genoma koje su
provedene u obiteljima sa srodnicima oboljelih od osteoartritisa (OA) — odabrane

publicirane studije.

(Modificirano iz: Valdes AM, Spector TD. The contribution of genes to osteoarthritis. Rheum Dis Clin

North Am 2008;34(3):581-603.)

Citogenetska Geni u regiji Analiza Povezanost s
Kromosom Ref. o ) ) )
lokalizacija povezani s OA povezanosti osobinom
169, 170 1p32-p22 - SAD OA 3Sake
1 1g42.12-
165 - UK OA Sake
1g42.13
) OA Sake,
166 2q12-2921 IL1 Finska -
koljena i kuka
2 163, 164 2031.1-2934 FRZB UK OA kuka
167-170 | 2p23.2-2p16.2 MATNS3 Island, SAD OA Sake
165 2p13.2-2pl4 - UK OA Sake
3 167,168 | 3p22.2-3pl4.1 - Island OA 3Sake
165 3p25.1-3p25.2 - UK OA Sake
4 166, 167 4026-4932.1 - Finska, Island OA 3Sake
6 163, 164 6p21.1-6915 BMP5, HLA UK OA kuka
. 169, 170 7934-7936.3 - SAD OA Sake
166 7pl5-7p21 - Finska OA Sake
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11p12-
11 163, 164 LRP5 UK OA kuka
11913.4
13033.1-
13 169, 170 - SAD OA Sake
1334
15021.3-
15 169, 170 - SAD OA Sake
15026.1
163, 164, 16p13.1-
IL4AR Island, UK OA kuka
16 167, 168 16912.1
16022.1- OA koljena i
163, 164 - UK
16923.1 kuka
163, 164,
19913 - SAD, UK OA Sake
19 169, 170
165 19913.2 - UK OA Sake
X 166 Xcen - Finska OA Sake

Legenda: BMP5 - Bone morphogenetic protein 5 gene (gen koji kodira Kostani morfogenetski protein
5), FRZB - Frizzled-related protein gene (gen koji kodira Frizzled-vezani protein), HLA - Human
leukocyte antigen gene family (obitelj gena koja kodira Humane leukocitne antigene), IL1 —
Interleukin-1 gene (gen koji kodira Interleukin-1), IL4R - Interleukin-4 receptor gene (gen koji kodira
Interleukin-4 receptor), LRP5 - low density lipoprotein receptor-related protein 5 gene (gen koji
kodira receptor-vezani lipoprotein 5 male gustoce), MATN3 — Matrilin-3 gene (gen koji kodira
Matrilin-3), Ref. — Referencija, SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, UK - Ujedinjeno Kraljevstvo,

Xcen — centromera X kromosoma.

Lee i sur. (171) su ucinili meta-analizu analiza povezanosti genoma za OA koja
je ukljucila 893 obitelji (3000 bolesnika) s OA iz tri prethodno proucavane populacije
(Island, Ujedinjeno Kraljevstvo i Sjedinjene Americke Drzave). Njihova analiza je
obuhvatila sve lokuse povezane s nastankom OA u tim analizama povezanosti genoma.
Na temelju njihovih rezultata, autori su zakljucili da genetske regije u podru¢jima kao
Sto su 7934-7936.3, 11p12-11q13.4, 6p21.1-6915, 2931.1-2934 i 15¢21.3-15026.1
najvjerojatnije sadrze gene koji predisponiraju nastanku OA.

Kromosomske regije identificirane analizama povezanosti genoma prikazane su
sazeto u tablici 3. Neki od intervala identificiranih analizama povezanosti genoma su

naknadno podvrgnuti analizama udruzenosti, prvenstveno studijama gena kandidata (od
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engl. Candidate gene approach studies — CGAS) i to interleukin-1 (IL1) obitelj gena,
kromosom 2g11-g13; matrilin-3 (MATN3) gen, kromosom 2p24.1; interleukin-4
receptora (IL4R) gen, kromosom 16p12.1; frizzled-vezani protein (FRZB) gen,
kromosoma 2032.1 te gen koji kodira koStani morfogenetski protein 5 (BMP5),
kromosom 6p12.1. NeSto viSe o studijama gena kandidata i ulozi genetike u nastanku

OA biti ¢e navedeno u narednom potpoglavlju.

1.4.3.2 Studije gena kandidata i uloga genetike u nastanku OA

Studije gena kandidata usmjerene se na istraZzivanje promjena u pojedinim genima, $to
zahtijeva poznavanje funkcije tog gena i njegovu mogucu ulogu u patoloSkom procesu
pojedine bolesti (172). Kada se govori o0 osteoartritisu, ove studije se koriste za probir
velikog broja ispitanika za mutacije u pojedinim genima za koje se pretpostavlja da
imaju ulogu u nastanku OA (173).

Detaljnim proucavanjem brojnih objavljenih preglednih ¢lanaka iz podruéja
genetike OA perifernih zglobova, doSlo se do spoznaje da su, zaklju¢no do kraja
2006.9., u literaturi objavljene 94 znacajne povezanosti s nastankom OA perifernih
zglobova u 83 razlicita gena (174). Od toga, samo je u 14 slu¢ajeva bila ponovljena
znacéajna povezanost S nastankom OA i u drugim studijama. Neki od tih gena kandidata

povezanih s nastankom OA navedeni su u Tablici 4.

Tablica 4. Geni kandidati povezani s nastankom osteoartritisa (OA) — odabrane

publicirane studije.

(Modificirano iz: Fernandez-Moreno M, Rego |, Carreira-Garcia V, Blanco FJ. Genetics in

osteoarthritis. Curr Genomics 2008;9(8):542-7.)
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Gen Fenotipska manifestacija Referencije
COL11A1 (Kolagen, tip 11, a 1) Rana pojava OA 175, 176
COL11A2 (Kolagen, tip 11, a 2) Rana pojava OA 177
COL1A1 (Kolagen, tip 1, a 1) Usporavanje OA kuka u Zena 178
COL2A1 (Kolagen, tip 2, o 1) Rana pojava OA 178-180
COL9AL (Kolagen, tip 9, o 1) Rana pojava OA 181, 182
COMP (Hrskaviéni oligomerni matriks protein) Rana pojava OA 180, 183
IL1 (Interleukin 1 genska obitelj; ILLA, IL1B, ILIRN) OA koljena i kuka 182, 184
IL6 (Interleukin 6) OA kuka 185
IL17 (Interleukin 17 gen; IL17A, IL17F) Predispozicija za nastanak OA 186
IL4R (Interleukin 4 receptor) OA kuka u Zena 187
ESR1 (Estrogen receptor alfa) OA uZena 188, 189
VDR (Vitamin D receptor) OA razli¢itih zglobova 190-192
FRZB (Frizzled-vezani protein) OA kuka u Zena 160,193,
194
ASP (Asporin) OA koljena i kuka 180, 195,
196
ACAN (Agrekan) OA Sake 197
IGF1 (Inzulinu slian ¢imbenik rasta 1) T rizik za nastanak OA 17?9297’
TGFB1 (Transformirajuéi &Gimbenik rasta beta 1) OA 197
TIMP3 (Tkivni inhibitor metaloproteinaze 3) OA koljena i kuka 197
ADAM12 (ADAM metalopeptidazna domena 12) OA koljena 199
LRCH1 (Domena ponavljanja bogata leucinom i OA koljena 200, 201
kalponinskom homologijom 1)
CALM1 (Kalmodulin 1) OA kuka u japanskoj populaciji 180
MATN3 (Matrilin-3) Rana pojava OA koljena i Saka 167
CILP (Hrskavi¢ni protein intermedijarnog sloja) OA koljena u muskaraca 199
CLEC3B (Domena obitelji C-tipa lektina 3, &lan B) OA koljena 199
BMP2 (Kostani morfogenetski protein 2) Usporavanje OA koljena u Zena 199
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S obzirom na opseznost objavljenih podataka u studijama gena kandidata i ulozi
genetike u nastanku OA, u ovom potpoglavlju ¢e biti proizvoljno navedene odbrane
studije (vezane uz tematiku ovog doktorskog rada) kao i rezultati tih studija.

Medu genima kandidatima koji imaju ulogu u nastanku OA ¢ini se da vaznu
ulogu imaju geni koji kodiraju sintezu strukturalnih proteina vanstani¢nog matriksa
hrskavice, a posebice se to odnosi na one gene koji kodiraju sintezu kolagena tipa Il
(COL2A1) (178-180). Postoji mnogo razloga za pretpostavku da su promjene o ovom
genu odgovorne za nastanak degenerativnih promjena zglobova zahvac¢enih OA, kao $to
je udruzenost razli¢itih mutacija ovog gena s osteohondrodisplazijom ili ispravnom
funkcijom COL2A1 gena koji kodira najzastupljenije proteine u vanstani¢nom matriksu
(179, 181, 202). Medu preostalim genima koji kodiraju sintezu strukturalnih proteina
vanstani¢nog matriksa, kod odredenih gena kandidata kao Sto su COL9A2, COL11A1,
COL11AZ2 ili COMP, takoder je pronadena povezanost s predispozicijom za nastanak
OA (176, 177, 183, 203). S druge strane, u literaturi su zabiljeZzene i promjene u ovim
genima koje imaju protektivnu ulogu za nastanak OA. Naime, studija Liana i sur. (204)
ukazuje na povezanost izmedu odredenih mutacija COL1Al gena i smanjene
vjerojatnosti za nastanak OA kuka u Zena. Medutim, u literaturi su objavljene i studije
¢iji rezultati govore u prilog tome da odredeni geni koji kodiraju sintezu strukturalnih
proteina vanstani¢nog matriksa hrskavice ne poveéavaju predispoziciju za nastanak OA
(178, 182).

Brojne studije su dokazale vaznost upalnog procesa u patofiziologiji OA (8,
205-209). Iako se za OA smatra da to nije klasi¢ni autoimuni proces, dokazano je da su
razli¢iti citokini ukljuceni u metabolizam hrskavice te da su sintetizirani ne samo od
strane sinovijalnih stanica ve¢ da ih sintetiziraju i hondrociti (172). Naime, interleukin-1

(IL-1) predstavlja glavni proupalni i prokatabolicki citokin koji postoji u zglobovima i
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stimulira brojne proteinaze koje potom mogu razgraditi komponente vanstani¢nog
matriksa hrskavice. Sve dok su anabolicke 1 kataboli¢ke aktivnosti citokina u ravnotezi,
integritet hrskavice ostaje ofuvan (172). Ukoliko postoje ¢imbenici koji poti¢u
kataboli¢ku aktivnost proupalnih citokina, nastaje degenerativni proces unutar hrskavice
Sto ima za posljedicu nastanak OA (210). Iz svega prethodno navedenog, logi¢no je za
pretpostaviti da razli¢iti geni koji kodiraju sintezu raznih interleukina mogu utjecati na
genetsku predispoziciju za nastanak OA (211). Geni koji kodiraju sintezu citokina poput
IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-4R, IL-6, IL-17A i IL-17F analizirani su u brojnim studijama
u kojima je uoCeno da su razne promjene u tim regijama DNA, ukljucujuci
polimorfizme jednog nukleotida, mikrosatelitna podrucja i varijabilni broj tandemskih
ponavljanja, povezane s OA razli¢itih lokalizacija (184-187, 212).

U neke od preostalih gena koji su ukljuceni u osteoartriti¢ni proces ubrajaju se
oni koji kodiraju ESR1 (Estrogen receptor alfa), VDR (Vitamin D receptor), FRZB
(Frizzled-vezani protein), ASP (Asporin), ACAN (Agrekan), IGF1 (Inzulinu slican
¢imbenik rasta 1), TGFB1 (Transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta 1), TIMP3 (Tkivni
inhibitor metaloproteinaze 3), ADAM12 (ADAM metalopeptidazna domena 12),
LRCH1 (Domena ponavljanja bogata leucinom i kalponinskom homologijom 1),
CALM1 (Kalmodulin 1), MATN3 (Matrilin-3), CILP (Hrskavi¢ni protein
intermedijarnog sloja), CLEC3B (Domena obitelji C-tipa lektina 3, ¢lan B) i BMP2
(Kostani morfogenetski protein 2) (Tablica 4), ali i brojni drugi geni.

Zakljucno, kada je rije¢ o studijama gena kandidata i ulozi genetike u nastanku
OA, onda svakako treba napomenuti ¢injenicu da iako je do sada otkriveno viSe od 80
gena kandidata povezanih s nastankom OA raznih lokalizacija, samo je jedan od tih
gena pokazao konzistentnu i snaznu povezanost (kod replikacija u drugim

populacijama, meta-analiza i studija udruzenosti genoma) s nastankom OA, a to je SNP
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rs143383, koji se nalazi na 3' kraju netranslacijske regije (3'UTR) GDF5 gena (213).
Cimbenik rasta i diferencijacije 5 (od engl. Growth and differentiation factor 5 —
GDF5) je izvanstani¢na signalna molekula i ¢lan TGF-B superobitelji. On sudjeluje u
razvoju, odrZzavanju i obnavljanju tkiva sinovijalnih zglobova (214). Polimorfizam
rs143383, koji je karakteriziran s C i T alelom, je 2007.9. povezan s predispozicijom za
nastanak OA, nakon ¢ega su ubrzo uslijedile i druge studije koje su izvijestile o
povezanosti ovog gena s OA, kao i brojne meta-analize koje nisu ostavile mjesta sumnji
0 udruZenosti ovog gena s nastankom OA (213, 215-218).

Upravo ¢injenica da je, od svih do sada ucinjenih studija gena kandidata i
ispitivanja povezanosti s predispozicijom za nastanak OA, samo jedna od njih (GDF5
gen) izdrZala opsezna i detaljna ispitivanja upuc¢uje na zakljucak da je pogreSno smatrati
da postoji samo jedan kljucan alel (nekog gena) za nastanak sklonosti za OA, ali i
naglaSava naSe prilicno rudimentarno znanje 0 uzroku nastanka OA. Takoder, ova
¢injenica ujedno i opravdava agnostic¢ki pristup studija udruzenosti genoma (od engl.
Genome-wide association study - GWAS) u istrazivanju predispozicije za nastanak OA

(219).

1.4.3.3 Studije udruzenosti genoma i uloga genetike u nastanku OA

Studije udruzenosti genoma (GWAS) predstavljaju relativno novi nacin identificiranja
gena odgovornih za nastanak pojedine bolesti u humanoj populaciji. Ova metoda
pretrazuje kroz cijeli genom ucestalost genetskih markera (uglavhom u formi
polimorfizama jednog nukleotida, ali i nekih drugih poput delecija ili insercija
nukleotida), a koji se pojavljuju mnogo CeS¢e unutar genoma osoba koje boluju od

odredene bolesti u odnosu na osobe koje ne boluju od iste bolesti. Svaka takva studija
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moZe istovremeno pretraZiti stotine tisu¢a pa cak i viSe milijuna SNP-a. Istrazivaci
koriste podatke iz GWA studija kako bi to¢no odredili kromosomalnu regiju (koja ¢esto
sadrzi desetke pa ¢ak i do stotine razlic¢itih gena) od kojih mozda samo jedan gen ili pak
neki drugi funkcionalni dio DNA (kao npr. mikroRNA ili regulatorne sekvence koje
veZzu nuklearne faktore) moze pridonijeti riziku za nastanak odredene bolesti. Kako
GWA studije pretrazuju polimorfizme duZz cijelog genoma, one predstavljaju
obecavajuci nacin istrazivanja kompleksnih i Cestih bolesti u kojima mnoge genetske
varijacije pridonose visokom riziku za nastanak takvih bolesti (220). Medutim, njihovi
nedostaci su dvojaki: 1) premda mogu pronaci regije kKromosoma s visokom rizi¢nos¢u
za neku bolest, ne mogu to¢no detektirati pojedine gene u tom lokusu (medutim, to je
ovisno o koncentraciji genetskih markera upotrebljenih u studiji, odnosno probiru), i 2)
takve studije su «slijepe» za genetske sklonosti srednje rizi¢nosti (npr. one s rizikom od
1.2 do 3 puta) u bolestima s kompleksim (poligenetskim) naslijedivanjem.

GWA studije se uspjesno primjenjuje u proucavanju mnogih sloZzenih bolesti te
je u manje od 5 godina identificirano viSe od 1500 lokusa koji su povezani s
predispozicijom za nastanak pojedine bolesti i kvantitativnih svojstava (tj. fenotipskih

karakteristika) (221). Do sada je publicirano nekoliko GWA studija za OA (Tablica 5).

Tablica 5. Popis do sada objavljenih studija udruzenosti genoma (GWAS) s

osteoartritisom (OA).

Ref. | IVU RVU R 0G MG NSA 0 gl;(;:igli]
. loaq), |334q), | 14924 9.8 x | 2.40
ol et i CALML | CALML | rs3213718 |y | B, o)
443 (1),
. | 3350), |303(K) 78 x | 1.44
200 | 380 Faagqy—| B0 | LROML | LReHL o8 | | Y o
264 (K)
o4 (), | 242(),
223" | 658 (K) |485(K) |3p243 | DVWA Dvwa | 111718863 163'11)( %1'458_1 .
646 (1), | 417 (1), 157639618 281,
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631 (K) | 413 (K)
PTGS2
PTGS2, ' 3 x|1.59
oo | 3BT, | 1177), 19311 | ) A2Gan iLAZG“ 4140564 | 156 | [1.31-1.94]
285 (K) | 2372 (K) ——
20333 | PARD3B | PARD3B | 51207421 | j0a | 11501 73]
225° | 1804 () | 3266 (K) | 16p13.3 | A2BP1 A2BP1 | rs716508 ig?slx 012
| 1341(1), | 13597 (1), 8 x| 114
62 3496 (K) | 40000 (K) | 79223 | COG5 COG5 | rs3815148 | 10a” | 11 001 10]
167 (1),
347 () BTNL2
o | 899 (1), [243()), HLA- 5 x|1.31
26 | 2es (k) | 26 (9 | 2132 | poaz BTNL2 | 1510047262 | Jo0 ™ | 1501 441
570 (1), HLA-
645 (K) DQBL
22q11.2 23 x| 1.07
. MICAL3 | MICALS | rs2277831 | 1 ™ | 13 0y 10y
b | 3177(1), | 10525 (1), 32 x| 110
227" | 104 (k) | 48302 (<) | BP2L-1 | C6Orf130 | C6orf130 | 1511280 10° | [L.05-1.16]
COLLIA 11 x| 1.10
1p21 | COLLIAL | (52615977 | 105 | 7 05-1.15]
b | 3177(1), | 15864 (1), 2 x|117
228" | 104 (K) | 19610 (<) | 13934 | MCF2L MCF2L | rs11842874 | 306 ™ | (11 4 oo
229° | 6523 (1) |4442() | 19p13.3 | DOTIL DOTIL |rsi2982744 |11, % |0.09
' 10 | [0.06-0.11]
GNL3, GNL3; 5 x| 1.09
cLTeD1 | pBRM1 | SHL77 10° | [1.06-1.12]
SUPT3H, | CDCSL - 6 x| 1.08
7410 1 3p21.1 | CDC5L supTaH | 10948172 1 157 7 | 11 05.1.12]
230D 11009’ 7473 (1), | 6p21.1 LYPLAL
© 42938 (K) | 1041 | o 1 - srar7oss | L. x| 107
16q12.2 ZC3H11 10° | [1.04-1.10]
B
4 x| 107
FTO FTO rs8044769 | 00 | 11 041 10]

Legenda: p — Regresijski koeficijent, GWAS — Genome-wide associaton study (Studija udruZenosti genoma),
| — Ispitanici, IVU - Inicijalna veli¢ina uzorka, K — Kontrole, MP — Mapirani gen(i), NSA — Najja¢i SNP-
rizi¢an alel, OG — Objavljeni gen(i), OR — Odds ratio (Omjer izgleda), p — p-vrijednost, R — Regija, Ref. —
Referencija, RVU — Replikacijska veli¢ina uzorka.

#Studija provedena na ispitanicima s OA kuka

*Studija provedena na ispitanicima s OA koljena

‘Studija provedena na ispitanicima s OA $ake

Iz prethodno navedene tablice razvidno je da je broj objavljenih genskih lokusa,

a za koje je pronadena snazna povezanost s OA, do kraja 2012.g. relativno mali. Razlog

tome je najvjerojatnije nedostatak snage studija (od engl. study power). Naime, snaga

studije u genetskim epidemioloskim studijama je ovisna o veli¢ini uzorka i fenotipskoj

heterogenosti (Slika 7) (231).

41




30

W diabetes-|
alzheimer's
25 [P —
crohn's disease
# osteoarthritis
20
K%
L=
wl
= 15
(L]
=
10 ]
-]
5
Q
[ 1000 2000 3000 4000 5000 G0C0 7000 BOOO 9000 10000

Nr cases in discovery study

Slika 7. Snaga genetskih studija ovisna je o veli€ini ispitivanog uzorka i fenotipu. Broj
GWAS "pogodaka™ (SNPs sa p < 5 x 10®) kao funkcija veli¢ine uzorka ispitivane
skupine za nekoliko glavnih kompleksnih bolesti ukljuujuéi osteoartritis (OA).
Skracenice: Nr cases in discovery cohort — Broj ispitanika u studiji, Nr GWAS loci -
Broj GWAS (genome-wide association studies - studija udruzenosti genoma) genskih

lokusa.

(Preuzeto iz: van Meurs JB, Uitterlinden AG. Osteoarthritis year 2012 in review: genetics and genomics.

Osteoarthritis Cartilage 2012;20(12):1470-6.)

Sto se ti¢e veli¢ine ispitivanog uzorka u GWA studijama za OA, u svim GWA
studijama koje su objavljene do pocetka 2010.g. veli¢ina ispitivanog uzorka bila je
srednje velika (do 5070 ispitanika i kontrola u fazi otkrivanja suspektnih genskih
lokusa) (Tablica 5). U ostalim bolestima u humanoj populaciji opée je prihvac¢ena
pretpostavka da je nuzna medunarodna suradnja kako bi se postigla potrebita veli¢ina
uzorka za GWA studiju (231). Primjeri takve medunarodne suradnje koja je rezultirala
potrebitom veli¢inom ispitivanog uzorka su DIAGRAM konzorcij (dijabetes, >45 000
osoba) (232), CARDIOGRAMY/C4D konzorcij (65 000 ispitanika s koronarnom bolesti
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srca i 130 000 kontrola) (233, 234) i do sada najveéi poznati GIANT-konzorcij koji je
pregledao antropometrijske karakterisitike u >250 000 osoba (235). Kada je rije¢ o OA,
postoji nekoliko poznatih inicijativa za suradnju kako bi se dosegnula Zeljena veli¢ina
ispitivanog uzorka potrebita kako bi se pronasli novi i znacajni GWAS genski lokusi
ukljuceni u nastanak OA. Rezultati takve, do sada najvece zabiljezene medunarodne
suradnje za istrazivanje OA, u kojem je uspostavljena suradnja izmedu arcOGEN i
TREAT-OA konzorcija objavljeni su krajem 2012.g. (230). U toj GWA studiji, u kojoj
je inicijalna veli¢ina ispitivanog uzorka bila veéa od 7000 ispitanika s OA,
identificirano je 9 novih genskih lokusa ukljucenih u nastanak OA (Tablica 5,
referencija 230). Ova je studija pokazala da wveci ispitivani uzorak rezultira
identificiranjem veceg broja genskih lokusa,

Druga karakteristika o kojoj ovisi snaga studije u genetskim epidemioloskim
studijama je fenotipska heterogenost. Naime, upravo Slika 7 pokazuje da postoje velike
razlike u broju identificiranih genskih lokusa izmedu razli¢itih fenotipova. Tako je kod
Crohnove bolesti pronadeno na desetke genskih lokusa u relativno malom broju
ispitivanog uzorka, vjerojatno zbog male fenotipske heterogenosti. Za razliku od toga,
kod Alzheimerove bolesti i OA je identificiran manji broj genskih lokusa unato¢
relativno velikom ispitivanom uzorku, $to govori u prilog tome da za ove bolesti postoji
velika fenotipska heterogenost. Takva velika fenotipska heterogenost kod OA proizlazi
iz Cinjenice da se dijagnoza ove bolesti postavlja na temelju kombinacije klinickih
parametara (bol i ograniCena pokretljivost zglobova zahvacenih OA) i stupnjevanja
strukturalnog oStec¢enja zglobova pomocu Siroko primjenjivane K/L ljestvice koja
ukljucuje procjenjivanje stvaranja nove kosti (osteofita) i procjenu stupnja degradacije

hrskavice. Opcenito, smatra se da je OA izuzetno heterogenog fenotipa s razlicito
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definiranim statusom bolesti (u ovisnosti 0 njezinom stupnju uznapredovalosti) kao
dodatnim izvorom fenotipske heterogenosti (236).

Zakljucno, genetska istrazivanja dobila su ogroman poticaj uvodenjem GWA
studija kao tehnike za identifikaciju novih gena u kompleksnim bolestima. Za OA,
GWA studije postaju sve uspjesnije u identificiranju novih gena ukljucenih u nastanak
ove bolesti. Taj uspjeh u buduénosti biti ¢e i ve¢i s povecanjem veli¢ine ispitivanog

uzorka i pravilnim odredivanjem fenotipskih karakteristika OA (231).

1.4.3.4 Meta-analize i uloga genetike u nastanku OA

Meta-analize predstavljaju statisticku metodu kojom se matematicki kombiniraju
rezultati izmedu pojedinih studija kako bi se poboljSala pouzdanost rezultata dobivenih
individualnim studijama (237). Ova statisticka metoda je postala popularna u procjeni
uloge genetike u nastanku OA kako bi se premostile razlike u rezultatima pojedinih
studija gena kandidata. Naime, kako se u studijama gena kandidata za koje postoji
predispozicija za nastanak OA veli¢ina ispitivanog uzorka kre¢e oko nekoliko stotina
ispitanika i kontrola, genetski utjecaj je mali i postoje potesko¢e u dobivanju znac¢ajnih
(snaznih) rezultata koji se mogu ponoviti u nekoj drugoj populaciji. Osim toga, takve
individualne studije gena kandidata, zbog male veli¢ine ispitivanog uzorka, mogu imati
malu statisticku snagu, ali i dati lazno pozitivne rezultate (238). Meta-analiza, kao
statisticka metoda, ima svoje prednosti i nedostatke (kao i svaka druga statistiCka
metoda) u utvrdivanju uloge genetike u nastanku OA 0 kojima ¢ée podrobnije biti
raspravljano u poglavlju 5.

Do sada je u literaturi objavljeno svega 7 meta-analiza koje su analizirale ulogu

genetike u nastanku OA. Prva takva meta-analiza objavljena je 2007.g. i analizirala je
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povezanost D-ponavljajucih alela ASPN (Asporin) gena s predispozicijom za nastanak
OA koljena i kuka u 6882 ispitanika (1370 slucajeva i 2296 kontrola u 6 studija s OA
koljena te 1800 slucajeva i 1416 kontrola u 3 studije s OA kuka) u 5 razli¢itih etnickih
skupina (Gréka, Japan, Kina, Ujedinjeno Kraljevstvo i Spanjolska) (239). Rezultati
dobiveni ovom meta-analizom pokazali su da postoje etnicke razlike u u¢inku ASPN
gena na predispoziciju za nastanak OA. Autori ove studije u zaklju¢ku navode da su D-
ponavljajuéi aleli ASPN gena globalno povezani s nastankom OA koljena, ali njegova
veli¢ina ucinka pokazuje etnicke razlike: veta je u Isto¢nih Azijata, a slabija u
Europljana.

Godinu dana kasnije objavljena je slijede¢a meta-analiza koja je analizirala
ulogu genetike u nastanku OA (217). U toj su meta-analizi kombinirani podaci vise od
11000 individua. Dobiveni rezultati pokazali su ¢vrsti dokaz za pozitivnu povezanost
izmedu SNP +1104T/C (rs143383) u 5-UTR regiji GDF5 gena i OA u Europljana i
Azijata. Ovi rezultati predstavljaju prvi zna¢ajan dokaz 0 postajanju ¢imbenika rizika za
nastanak OA prisutnog u dvije znacajno razliCite etnicke grupe.

Tre¢a meta-analiza koja je analizirala predispoziciju za nastanak OA objavljena
je 2009.g. (240). U ovoj studiji prvo je genotipizirano 3 razli¢ita polimorfizma
(rs7639618, rs11718863 and rs9864422) DVWA gena (kodira sintezu dvostrukog von
Willebrandovog ¢imbenika A) u 1120 ispitanika s OA koljena, 1482 ispitanika s OA
kuka i1 2147 kontrola, od kojih su svi europskog podrijetla (Grcéka, Nizozemska,
Spanjolska i Ujedinjeno Kraljevstvo). Potom su, kako bi procijenili globalni utjecaj,
autori u studiju ukljucili izvorne podatke studije o povezanosti ovog gena S
predispozicijom za nastanak OA koljena u Japanaca i Kineza (223). Meta-analizom je
dokazana globalna povezanost polimorfizma rs7639618 s OA koljena (OR = 1.29, 95%

Cl = 1.15-1.45, p = 2.70 x 10”®). Ovaj ucinak pokazao je umjerenu heterogenost; naime,
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polimorfizam rs7639618 nije pokazao zasebnu povezanost s OA koljena u Europljana
(OR =1.16, 95% CI = 0.99-1.35, p = 0.063). Takoder, nije uo¢ena zasebna povezanost
s OA kuka u Europljana s p-vrijednosti 0.851. Rezultati ove meta-analize ukazuju na
¢injenicu da moZe postojati globalni utjecaj polimorfizma rs7639618 DVWA gena
medu osobama s OA koljena, no ocigledna manja veli¢ina ucinka (engl. effect size) u
kombinaciji s visokom frekvencijom rizicnog alela u Europljana ponovo naglasava
etnicke razlike u u€inku otkrivenih gena ukljucenih u predispoziciju za nastanak OA.

2010. godine objavljene su 2 meta-analize koje su procijenile odnos izmedu
zajednickih genetskih varijacija ESR2 (Estrogen receptor ) gena i OA (241) te IL-1
regije i OA (242). Prva meta-analiza je ukljucila 2364 ispitanika s OA kuka, 1983
ispitanika s OA koljena, 1431 ispitanika s OA Sake i gotovo 6000 kontrola uklju¢enih u
7 razli¢itih studija iz 4 razliGite etni¢ke skupine (Gréka, Nizozemska, Spanjolska i
Ujedinjeno Kraljevstvo). U zaklju¢ku ove meta-analize autori navode da nije vjerojatno
da postoji povezanost izmedu zajednickih genetskih varijanti ESR2 gena i OA Kkuka,
koljena 1 Sake iako se ne moze iskljuciti povezanost s vrlo malom veli¢inom ucinka
(effect size). Druga meta-analiza procijenila je povezanost markera i haplotipova IL-1
regije i OA. U tu meta-analizu ukljuc¢eno je 1238 ispitanika s OA kuka ili OA koljena ili
OA Sake 1 1269 kontrola ukljuc¢enih u 8 razlicitih studija iz 3 razli¢ite etniCke skupine
(Nizozemska, Sjedinjene Americke Drzave i Ujedinjeno Kraljevstvo). Autori u
zaklju¢ku navode da rezultati ove meta-analize ne potvrduju, ali upucuju da postoji
odredeni rizik za nastanak OA Sake i kuka povezan s IL-1 regijom, osobito u IL1B genu
i moguce u IL1IRN genu.

Posljednje 2 meta-analize koje su procijenile ulogu genetike u nastanku OA
objavljene su 2011.g. Prva od njih (243) je u svoju analizu ukljucila 4 GWA studije s

inicijalnom veli¢inom uzorka od 2371 ispitanika s OA koljena i 35909 kontrola u
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populaciji bijelaca. S kumulativnom veli¢inom uzorka od 6709 ispitanika s OA koljena i
44439 kontrola identificiran je jedan statisticki znacajan genski lokus na kromosomu
7022 za OA koljena (rs4730250, p = 9.2 x 10™) potvrdujuéi svoju ulogu u predispoziciji
za nastanak OA koljena. U drugoj meta-analizi iz 2011.g. (244), Kerkhof i sur. su Zeljeli
razjasniti utjecaj zajednickih genetskih varijanti IL1B i ILLRN gena na rizik za nastanak
OA koljena i OA kuka, kao i na uznapredovalost OA koljena. Za procjenu utjecaja
zajednickih genetskih varijanti IL1B i ILIRN gena na rizik za nastanak OA koljena i
OA Kkuka, autori su u ovu meta-analizu ukljucili 3595 ispitanika s OA kuka i 6559
kontrola te 5013 ispitanika s OA koljena i 9132 kontrole uklju¢enih u 8 razli¢itih studija
iz 3 razliCite etnicke skupine (Estonija, Nizozemska i Ujedinjeno Kraljevstvo). Za
procjenu uloge IL1RN haplotipa na uznapredovalost radioloski dokazanog OA koljena,
U meta-analizu je ukljueno 1918 ispitanika s OA koljena K/L stupnja 1 ili 2 i
usporedeno s 199 ispitanika s OA koljena K/L stupnja 3 ili 4. Zaklju¢no, autori navode
da zajednicke genetske varijante IL-1 regije nisu povezane s prevalencijom OA kuka i
koljena, ali rezultati ove meta-analize upuc¢uju da bi ILLRN gen mogao imati ulogu u

stupnju uznapredovalosti OA koljena.

1.5 Etiopatogeneza osteoartritisa

Posljednja i jo§ uvijek vazeca definicija osteoartritisa je ona iz 1995.g., koju su
konsenzusom definirali stru¢njaci na podru¢ju ove bolesti iz Americke akademije
ortopedskih kirurga (od engl. American Academy of Orthopaedic Surgeons — AAQS),
Nacionalnog instituta za artritis, muskuloskeletalne i kozne bolesti (od engl. National
Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseases - NIAMS), Nacionalnog

instituta za starenje (od engl. National Institute on Aging — NIA), Zaklade za artritis (od

47



engl. Arthritis Foundation) i Zaklade za istraZivanje i edukaciju u ortopediji (od engl.
Orthopaedic Research and Education Foundation - OREF), a ona glasi:

,»Osteoartritis (OA) predstavlja grupu razli¢itih preklapajucih bolesti koje mogu
imati razli¢iti uzrok nastanka, ali sliCan bioloski, morfoloski i klini¢ki ishod.
Patofiziolodki proces tijekom ove bolesti ne zahva¢a samo zglobnu hrskavicu, veé
zahvaca cijeli zglob ukljucuju¢i subhondralnu kost, ligamente, zglobnu c¢ahuru,
sinovijalnu membranu i periartikularne misi¢e. Naposljetku nastaje degeneracija
zglobne hrskavice s fibrilacijom, fisurama i ulceracijama te gubitak pune debljine
hrskavice do subhondralne kosti. OA nastaje kao rezultat medudjelovanja mehanickih i
bioloskih dogadaja koji destabiliziraju ravnotezu degradacije i sinteze hondrocita i
vanstani¢nog matriksa zglobne hrskavice, kao i subhondralne kosti. Brojni ¢imbenici,
kao Sto su genetski, razvojni, metabolic¢ki i traumatski, dovode do zapocinjanja ove
bolesti. Promjene tijekom OA zahvacaju sva tkiva diartroidalnih zglobova. OA se u
svojoj zavrdnoj fazi manifestira morfoloSkim, biokemijskim, molekularnim i
biomehanickim promjenama stanica i matriksa $to dovodi do razmekSavanja, fibrilacije,
ulceracije i gubitka zglobne hrskavice, skleroze i eburnacije subhondralne kosti,
stvaranja osteofita i subhondralnih cisti. Kada postane klinicki evidentan, OA se
manifestira bolom, napetosc¢u, ograni¢enom pokretljivosti, krepitacijama i povremenom
oteklinom zahvacenog zgloba, kao varijabilnim stupnjem upale bez sistemskih ucinaka
(5).“

Prema Brandtu i sur. (245), ovakva inkluzivna definicija nudi za svakoga po
nesto, ali nije od pomo¢i u razumijevanju etiopatogeneze OA. OA je najcesca bolest
misi¢no-koStanog sustava u srednjoj i starijoj zivotnoj dobi u razvijenim zemljama (2).
Stoga je od posebne vaznosti prouc¢avanje patogeneze, klinickog aspekta i lijeCenja ove

bolesti, jer ima visoku incidenciju, prevalenciju i znacajan medicinski, socijalni i
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ekonomski utjecaj na drustvo. Etiologija OA nije u potpunosti razjaSnjena, a time i
etiolosko lijeCenje ove bolest nije moguce. S obzirom na ¢injenicu da etiologija OA nije
razjasnjena, glavni cilj lijeCenja je usporavanje, ili u najboljem scenariju, zaustavljanje
napredovanja OA (3).

Brojna dosadasnja istraZzivanja unaprijedila su naSe razumijevanje uzroka,
¢imbenika rizika, patofizioloskih putova i mehanizama odgovornih za nastanak i
progresiju OA (3). Kada je rije¢ o molekularnoj patogenezi OA, ovom bolesti je
zahvacen cijeli zglob (246). Naime, i hrskavica i sinovijalna membrana i kost mogu biti
glavna mjesta proizvodnje citokina, ¢imbenika rasta, kemokina i medijatora upale koji
poti¢u nastanak upale i progresivnu destrukciju zgloba zahvacenog OA (206, 247).
Destrukcija zgloba zahva¢enog OA primarno je okarakterizirana destrukcijom hrskavice
kao posljedice upalnih promjena u samoj hrskavici na molekularnom nivou (8, 206).
Abnormalno mehanicko optere¢enje ¢ini se da ,budi“ hondrocite iz stanja niske
metaboli¢ke aktivnosti (248) i stimulira ove stanice na proizvodnju upalnih medijatora,
od kojih mnoge proizvode makrofagi tijekom odgovora na ozljedu ili infekciju (8). U te
upalne medijatore se ubrajaju brojni citokini i kemokini [kao Sto su IL-1, IL-6, IL-8
(Interleukin-8), IL-17, IL-18 (Interleukin-18), monocitni kemotakti¢ni protein 1 (od
engl. Monocyte chemoattractant protein-1 — MCP-1), ¢imbenik inhibicije leukemije (od
engl. Leukemia inhibitory factor — LIF), s rastom povezani onkogen (od engl. Growth-
related oncogene — GRO) i onkostatin M (od engl. Oncostatin M — OSM)], kao i
reaktivne vrste kisika (od engl. Reactive oxygen species — ROS) (kao Sto su dusi¢ni
oksid, superoksid, vodikov peroksid i peroksinitrit) (247). Svi prethodno navedeni
medijatori upale zajedno s derivatima arahidonske kiseline (prostaglandini i leukotrieni)

poveéavaju kataboli¢ku aktivnost hondrocita, §to ima za posljedicu proizvodnju i
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otpustanje  brojnih  proteolitickih enzima, ukljuCuju¢i agrekanaze 1 matriks

mataloproteinaze, koje dovode do razgradnje hrskaviénog matriksa (247) (Slika 8).

PA/Plasmin
Latent MMPs —+ Active —»

Slika 8. Shematski prikaz molekularne patogeneze osteoartritisa (OA). Active MMPs —
Aktivne matriks metaloproteinaze, Aggrecanases — Agrekanaze, Apoptosis — Apoptoza
(programirana stani¢na smrt), Bone — Kost, Cartilage — Hrskavica, BMP-2 — Kostani
morfogenetski protein-2, Cartilage breakdown products — Proizvodi razgradnje
hrskavice, IL-1 — Interleukin-1, IL-8 — Interleukin-8, Latent MMPs — Latentne matriks
metaloproteinaze, Mechanical forces — Mehanicko optere¢enje, MMP-13 — Matriks
metaloproteinaza-13, NO — Dusié¢ni oksid, Ostephyte — Osteofit, PA inhibitor - Inhibitor
aktivatora plazminogena, PA/Plasmin — Aktivator plazminogena/Plazmin, PGE, —

Prostaglandin E,, Synovium - Sinovijalna membrana, TGF-p — Cimbenik
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transformacije rasta- p, TIMPs — Tkivni inhibitori metaloproteinaza, TNF-o. — Cimbenik

nekroze tumora-a, Type X collagen — Tip X kolagena.

(Preuzeto iz: Abramson SB, Attur M, Yazici Y. Prospects for disease modification in osteoarthritis. Nat

Clin Pract Rheumatol 2006;2(6):304-12.)

Zaklju¢no, buduca istrazivanja trebala bi biti usmjerena na bolje razumijevanje
etiologije i1 patofiziologije ove bolesti, sto ¢e posljedi¢no omoguéiti i uocavanje nekih

novih terapeutskih ciljeva te uspjesnije lijeCenje bolesnika s OA.

1.5.1 Uloga proupalnih citokina u patofiziologiji osteoartritisa

Danas prevladava misljenje da nastanak i napredovanje OA ukljucuje upalu ¢ak i u
ranijim stadijima bolesti (249). EpidemioloSke studije su pokazale jasan dokaz o
povezanosti izmedu progresije oStecenja tibiofemoralne hrskavice i prisutnosti reaktivne
ili upalom promijenjene sinovijalne membrane (250, 251). Upalni ¢imbenici kao Sto su
proupalni citokini predstavljaju kljutne medijatore poremecenog metabolizma i
pojacanog katabolizma tkiva zglobova zahvaéenih OA (252). Cini se da su interleukin-
18 (IL-1B), c¢imbenik nekroze tumora (od engl. Tumor necrosis factor — TNF) i
interleukin-6 (IL-6) glavni proupalni citokini ukljuceni u patofiziologiju OA, iako se i
za ostale upalne medijatore, ukljucujuci interleukin-15 (IL-15), I1L-17, IL-18,
interleukin-21 (1L-21), LIF i kemokine [kemokin C-C motiv ligand 5 (od engl.
Chemokine (C-C motif) ligand 5 - CCL5), IL-8, s rastom povezani onkogen o (od engl.
Growth-related oncogene o — GROoa) i MCP-1] smatra da su takoder ukljuceni u

patofizioloSke procese ove bolesti (Slika 9) (252).
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Slika 9. Uloga proupalnih citokina u patofiziologiji osteoartritisa (OA). Razina
proupalnih citokina, ukljucujuéi IL-1p3, TNF i IL-6, je poviSena u OA. Ovi citokini
imaju ulogu u patogenezi OA kroz nekoliko mehanizama djelovanja ukljucujuci
supresiju anabolickih i poticanje katabolickih procesa upalnog odgovora, Sto ¢e imati za
posljedicu strukturalno ostecenje zgloba zahvacenog OA. ADAMTS-4 — Disintegrin i
metaloproteinaza s trombospondinskim motivom-4, Aggrecan - Agrekan, Bone - Kost,
Cartilage - Hrskavica, Cartilage destruction - Destrukcija hrskavice, Cytokines -
Citokini, IL-1B - Interleukin-18, IL-6 - Interleukin-6, IL-17 - Interleukin-17,
Intrinsic/external stimuli — Unutarnji/vanjski stimulusi, Inflammatory cells — Upalne
stanice, MMPs - Matriks metaloproteinaze, Subchondral bone — Subhondralna kost,
Synovial fibroblasts — Sinovijalni fibroblasti, Synovial macrophages — Sinovijalni
makrofagi, Synovium - Sinovijalna membrana, TNF - Cimbenik nekroze tumora, Type
Il colagen — Tip Il kolagena, Osteoblasts - Osteoblasti, Osteoclasts - Osteoklasti,

Proteinases — Proteinaze.

(Preuzeto iz: Kapoor M, Martel-Pelletier J, Lajeunesse D, Pelletier JP, Fahmi H. Role of
proinflammatory cytokines in the pathophysiology of osteoarthritis. Nat Rev Rheumatol 2011;7(1):33-
42))
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S obzirom na ¢injenicu da su IL-1B, TNF i IL-6 glavni proupalni citokini
ukljuceni u patofiziologiju OA, u ovom potpoglavlju biti ¢e opisana njihova uloga u
patofizioloSkim procesima ove bolesti. Takoder, u ovom potpoglavlju biti ¢e opisana i
uloga IL-17 u patofiziologiji ove bolesti jer je i jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bio
istraziti znacaj povezanosti rizika za razvoj POA koljena i kuka i1 frekvencije
polimorfnog markera za gen koji kodira IL-17, odnosno IL-17A, u hrvatskoj populaciji.

Razina IL-1B je poviSena u sinovijalnoj tekucini, sinovijalnoj membrani,
subhondralnoj kosti i hrskavici u zglobovima zahva¢enim OA (252). IL-1p suprimira
ekspresiju kolagena tipa Il (253, 254) i agrekana (255). On potice i otpustanje matriks
metaloproteinaza-1, -3 i -13 (MMP-1, MMP-3 i MMP-13) (256, 257). Zaklju¢no, IL-1
potice proizvodnju IL-6 (258) i kemokina kao Sto su IL-8 (259), MCP-1 (260) i CCL5
(261).

Razina TNF je takoder poviSena u sinovijalnoj tekucini, sinovijalnoj membrani,
subhondralnoj kosti i hrskavici u zglobovima zahva¢enim OA (252). On suprimira
sintezu proteoglikana, veznog proteina i kolagena tipa Il u hondrocitima (262). Nadalje,
TNF potice otpustanje MMP-1, MMP-3 i MMP-13 (256, 257). TNF i inducira
proizvodnju IL-6 (258), ali i kemokina kao Sto su IL-8 (259), MCP-1 (260) i CCL5
(261).

Razina IL-6 je povisena u sinovijalnoj tekucini i serumu bolesnika s OA (263).
IL-6 potice ekspresiju MMP-1 i MMP-13 u kombinaciji s IL-1f i onkostatinom (264,
265). Za razliku od toga, IL-6 smanjuje ekspresiju kolagena tipa Il (266).

IL-17 je proupalni citokin za kojeg se predmnijeva da ima ulogu u
patofiziologiji OA. Lucen primarno od aktiviranih memorijskih CD4+ T stanica
(subtipa Th17), IL-17 se veze za specificne receptore koji su eksprimirani od strane

gotovo svih stanica i tkiva (252). CD4+ T stanice su identificirane u podlezeéem sloju
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sinovijalne membrane bolesnika s OA (267). Takoder, u bolesnika s OA je detektirana
T-stani¢na reaktivnost na povrsinske antigene hondrocita (268). Do sada nije sa
sigurno$¢u utvdeno da T stanice proizvode IL-17 u OA (252). Iako to¢na uloga IL-17 u
patofiziologiji OA nije u potpunosti razjasnjena, razli¢iti radovi upucuju na ¢injenicu da
je IL-17 uklju¢en u ranoj fazi upalnog procesa te da poti¢e lucenje proupalnih
medijatora od strane brojnih drugih stanica (252). Tako je dokazano da IL-17 u
hondrocitima inducira IL-1B, TNF i IL-6, koji potom poti¢u proizvodnju dusi¢nog
oksida (od engl. nitric oxide - NO) i MMP i smanjuju razinu proteoglikana (269-271).
Za IL-17 je takoder dokazano da inhibira sintezu proteoglikana od strane hondrocita u
miSjem modelu zglobne hrskavice putem NO (272). U studiji Honoratia i sur. (273)
dokazano je i da IL-17 potice lucenje vaskularnog endotelijalnog ¢imbenika rasta (od
engl. Vascular endothelial growth factor - VEGF) u sinovijalnim fibroblastima
izoliranih od bolesnika s OA. Prema Kapooru i sur. (252), buduce studije svakako
trebaju biti usmjerene prema razjasnjavanju uloge 1L-17 u OA, tj. da li je IL-17 zaista i

ukljucen u patofiziologiju OA.

1.6 Klini¢ka slika osteoartritisa

Tegobe vezane uz pojavu osteoartritisa opisuju se kao prisutnost simptoma i znakova
ove bolesti u odredenog bolesnika ¢iji je zglob (ili zglobovi) zahva¢en OA. Simptomi se
definiraju kao subjektivni dozivljaj bolesnika, dok su znakovi objektivni pokazatelj

odredene bolesti. Simptome OA prezentira bolesnik lije¢niku, a znakove OA uocava

lijecnik prilikom pregleda bolesnika s OA pojedinog zgloba (ili zglobova).
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zgloba, jutarnja ukocCenost zgloba koja traje do 30 minuta, instabilitet ili deformitet
zgloba te ogranic¢ena funkcija ili gubitak funkcije zgloba (274).
koStana izboCenja, ograniCena ili blokirana pokretljivost, krepitacije i/ili bolnost

prilikom kretnji te poremecaj usmjerenja i/ili deformitet zgloba (274).

1.7 Dijagnostika osteoartritisa

Dijagnoza osteoartritisa postavlja se na temelju anamneze, klinicke slike i radioloske
obrade bolesnika. Sve bolesnike s OA pojedinog zgloba (ili zglobova) moZzemo svrstati
u dvije skupine: bolesnici s radioloski dokazanim OA koji su asimptomatski te se
otkrivaju slucajno radioloskom obradom zahvacenog zgloba(ova) i bolesnici sa
simptomatskim OA Kkoje lije¢niku dovodi prisutnost najces¢ih simptoma i znakova
bolesti vezanih za pojavu OA kao $to su bol, ograni¢ena pokretljivost i reduciranje ili
gubitak funkcije zahvac¢enog zgloba(ova). Simptomatski OA, kao $to je ve¢ navedeno
(poglavlje 1.4.1) se opcenito definira prisutno$¢u boli i ograni¢ene pokretljivosti
zahvaéenog zgloba(ova) uz pojedine radioloSke Kkarakteristike (suzenje zglobne
pukotine, osteofiti, subhondralne ciste i skleroza subhondralne kosti) u ovisnosti o
stupnju uznapredovalosti OA (15).

Najcesce koristeni klinicki kriteriji za postavljanje dijagnoze OA koljena jesu
kriteriji Americkog koledza za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA koljena

(13) (Tablica 6).
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Tablica 6. Klini¢ki kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) koljena.

(Modificirano iz: Altman R, Asch E, Bloch D i sur. Development of criteria for the classification and
reporting of osteoarthritis. Classification of osteoarthritis of the knee. Diagnostic and Therapeutic

Criteria Committee of the American Rheumatism Association. Arthritis Rheum 1986;29(8):1039-49.)

Tradicionalni kriteriji

Bol u koljenu i prisutnost osteofita na rendgenogramu koljena uz prisutnost jednog od slijedecih kriterija:
- dob bolesnika iznad 50. godine Zivota
- jutarnja ukocenost koja traje do 30 minuta

- krepitacije prilikom izvodenja kretnji u koljenu

Kriteriji prema klasifikacijskom stablu

Bol u koljenu i prisutnost osteofita na rendgenogramu koljena
ili
Bol u koljenu u bolesnika zivotne dobi od 40 godina ili viSe, jutarnja ukocenost koja traje do 30 minuta i

krepitacije prilikom izvodenja kretnji u koljenu

NajceS¢e koriSteni kliniCki kriteriji za postavljanje dijagnoze OA kuka jesu
kriteriji Americkog koledza za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA kuka (18)

(Tablica 7).

Tablica 7. Klinicki kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) kuka.

(Modificirano iz: Altman R, Alarcén G, Appelrouth D i sur. The American College of Rheumatology
criteria for the classification and reporting of osteoarthritis of the hip. Arthritis Rheum 1991;34(5):505-

14)

Tradicionalni kriteriji

Bol u kuku uz prisutnost jednog od slijede¢ih kriterija:
- sedimentacija eritrocita (SE) manja od 20 mm po satu
- prisutnost osteofita u podrucju proksimalnog dijela bedrene kosti i acetabuluma na rendgenogramu kuka

- suzenje zglobne pukotine na rendgenogramu kuka

Kriteriji prema klasifikacijskom stablu

Bol u kuku uz prisutnost osteofita u podru¢ju proksimalnog dijela bedrene kosti i acetabuluma na
rendgenogramu kuka
ili

Bol u kuku uz suZenje zglobne pukotine na rendgenogramu kuka i SE manja od 20 mm po satu
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Najc¢esce koristeni radioloski kriterij za postavljanje dijagnoze OA koljena i
kuka je Kellgren-Lawrence ljestvica za radioloSku procjenu OA koljena ili OA kuka

(17) (Tablica 8).

Tablica 8. Radioloski kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) koljena i

kuka.

(Modificirano iz: Kellgren JH, Lawrence JS. Radiological assessment of osteo-arthrosis. Ann Rheum Dis

1957;16(4):494-502.)

Radiografski
. 0 | 1 i v
stupanj
o Normalan Nesigurni znaci o "
Klasifikacija Pocetni OA Umjereni OA TeSki OA
zglob OA
- minimalni - prisutni )
) o o ) - znacajno
- ne vide se osteofiti osteofiti - umjereno _
) ) ) ) suZenje zglobne
) radioloSke - nesigurni - pocetno suzenje ]
Opis o . . . pukotine
karakteristike | znaci suZenja suzenje zglobne
) - subhondralna
OA zglobne zglobne pukotine
) ) skleroza
pukotine pukotine

1.8 LijeCenje osteoartritisa

Trenutni modaliteti lijeCenja osteoartritisa, kao Sto su neoperativno (nefarmakolosko i
farmakolosko) ili operativno lijeCenje ne utjeCu na uzrok ve¢ na posljedice OA (kao §to
su bol i gubitak funkcije) (275). Do sada su u literaturi opisane brojne smjernice za
lijeCenje OA. U Tablici 9 prikazana je sinteza posljednjih objavljenih smjernica
neoperativnog (nefarmakoloskog i farmakoloskog) i operativnog lijecenja OA koljena
(276-279) i OA Kkuka (277-280) Europske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR -
The European League Against Rheumatism), Medunarodnog drusStva za istrazivanje
osteoartritisa (OARSI - The Osteoarthritis Research Society International), Americkog
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koledZa za reumatologiju (ACR - American College of Rheumatology) i Hrvatskog

reumatoloskog drustva (HRD).

Tablica 9. Smjernice neoperativnog (nefarmakoloskog i farmakoloskog) i operativnog

lijecenja osteoartritisa (OA) koljena 1 kuka.

OA koljena OA kuka
Nefarmakolosko lijecenje
Preporuca se da bolesnici ucine slijedece: Preporuca se da bolesnici ucine slijedece:
- kardiovaskularne (aerobne) i/ili vjeZbe otpora - kardiovaskularne (aerobne) i/ili vjeZbe otpora
- vjezbe u vodi - vjezbe u vodi
- reduciranje tjelesne teZine (za pretile) - reduciranje tjelesne teZine (za pretile)
Uvjetno se preporuca da bolesnici ucine Uvjetno se preporuca da bolesnici ucine slijedece:
slijedece: - sudjelovanje u programima samolijeCenja
- sudjelovanje u programima samolijecenja - MT u kombinaciji s nadziranim vjeZzbama
- MT u kombinaciji s nadziranim vjezbama - psihosocijalna podrska
- psihosocijalna podrska - uputiti bolesnika o primjeni lokalne topline
- KT ivera usmjerenog prema medijalno - koriStenje pomagala pri hodu (ako su potrebna)
- uporaba OU s klinom medijalno kod OA Nema preporuka glede slijedeceg:
lateralnog odjeljka koljena - sudjelovanje u vjezbama balansa ili u
- uporaba OU s klinom lateralno uz subtalarni kombiniranim vjeZbama balansa i snage
povez kod OA medijalnog odjeljka koljena - sudjelovanje u tai chi programima
- uputiti bolesnika o primjeni lokalne topline - primjena MT kao jedine terapije

- koristenje pomagala pri hodu (ako su potrebna)
- sudjelovanje u tai chi programima

- lijecenje akupunkturom

- uputiti bolesnika o primjeni TENS
Nema preporuka glede slijedeceg:

- sudjelovanije u vjezbama balansa ili u
kombiniranim vjezbama balansa i snage
- uporaba OU s klinom lateralno

- primjena MT kao jedine terapije

- uporaba ortoza za koljeno

- KT ivera usmjerenog prema lateralno

Farmakolo3ko lijecenje

Uvjetno se preporuca uporaba jednog od Uvjetno se preporuca uporaba jednog od
navedenih lijekova: navedenih lijekova:

- paracetamol - paracetamol

- oralni NSAIL - oralni NSAIL

- topi¢ki NSAIL - tramadol

- tramadol - A primjena kortikosteroida

- A primjena kortikosteroida Uvjetno se preporuca da se ne uporabljuju
Uvjetno se preporuca da se ne uporabljuju navedeni lijekovi:

navedeni lijekovi: - kondroitin sulfat

- kondroitin sulfat - glukozamin

- glukozamin Nema preporuka glede slijedeceg:

- topicki kapsaicin - topicki NSAIL

Nema preporuka glede slijedeceg: - lA primjena hijaluronata

- A primjena hijaluronata, duloksetina i opiodnih | - duloksetin

analgetika - opiodni analgetici

Operativno lijecenje

U ovisnosti 0 uznapredovalosti OA: | U ovisnosti 0 uznapredovalosti OA:
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- artroskopija i lavaza - artroskopija kuka

- tehnike popravka hrskavi¢nih defekata: - otvorena toaleta kuka
1. tehnike stimulacije kostane srzi (abrazija, - osteotomije u podrucju kuka (osteotomije
mikrofrakture) zdjelice i/ili proksimalnog dijela bedrene kosti)
2. tehnike nadomjestanja (mozaikplastika, - aloartroplastika kuka
TOHA)

3. kombinirane tehnike (TPF, IAH i AMIC)
- ostotomije u podrucju koljena

- djelomiéna i totalna artroplastika koljena
Legenda: AMIC - Autologna matriks-inducirana hondrogeneza, IA - intraartikularna, 1AH -
implantacija autolognih hondrocita, IHAM - inducirana hondrogeneza autolognog matriksa, KT -
kinesio taping, MT — manuelna terapija, NSAIL — nesteroidni antiinflamatorni lijekovi, OH —
osteohondralni, OU — ortopedski uloci, TENS - transkutana elektri¢na nervna (ziv€éana) stimulacija,
TOHA - transplantacija osteohondralnog alografta, TPF — transplantacija periostalnog flapa
(preklopnice).

1.9 Prevencija osteoartritisa

Osteoartritis, kao naj¢eS¢a bolest miSi¢no-koStanog sustava danasnjice, ima znacajan
socijalni, ekonomski i medicinski utjecaj na drustvo u cjelini (2, 3). Preventivne
strategije za smanjenje utjecaja i optereCenja drusStva osteoartritisom trebaju biti
usmjerene na potencijalno promjenjive ¢imbenike rizika u smislu smanjivanja njihove
ucestalosti. Smanjenje rizika za nastanak OA je najucinkovitije kada se ¢imbenici rizika
modificiraju u rizi¢noj populaciji (42).

Kada se razmatraju preventivne mogucnosti, evaluacija ¢imbenika rizika za
pojavu i napredovanje OA je od velikog znac¢aja. Dob je najjaci predskazatelj za razvoj i
napredovanje radioloski dokazanog OA. U rizi¢nu populaciju za nastanak OA ubrajaju
se osobe u dobi od 50 godina te one koju su pretile, abnormalne biomehanike zglobova
ili s prethodnim oste¢enjem zglobova (281).

Preventivne strategije koje se preporucuju kod bolesnika s OA su edukacija,
eliminacija nezdravih i promicanje zdravih Zivotnih navika, redukcija tjelesne teZine,

ocuvanje funkcije zahvacenog(ih) zgloba(ova), psihosocijalna podrska, lijeCenje
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komorbiditeta, rehabilitacijske mjere, smanjenje tegoba samolije¢enjem (farmakoloska

intervencija) te pravodobno upuc¢ivanje na kirurske intervencije (282) (Tablica 10).

Tablica 10. Pregled preventivnih strategija kod osteoartritisa (OA).

Stadij OA

Stupanj
prevencije

Cilj

Priroda
intervencije

Odgovorni
sektori

Promocija
kvalitete Zivota
povezane sa
zdravljem

Napredovanje OA

Zdrava Rizi¢na __Populqc!Ja S Populqcua_s

opulacija populacija dijagnosticiranim kontroliranim
2 OA OA
Primarna Sekun_d_z;/rna Lijecenje bolesti i

revencija prevencija’rana tercijarna prevencija
P detekcija

Prevencija
.. ponovnih akutnih L
Prevencija " o Optimizacija
. o epizoda OA ili -

Prevencija progresije prema kvalitete Zivota

nastupa bolesti

dijagnosticiranom

prijema u bolnicu
te prevencija ili

povezane sa

OA S zdravljem
komplikacija
PodrZavanje
Zdravstveni o smslijetane
dielatnici Lijecenje tijeku
Promicanje OB L
potrebe za Promocija kontrole Pravodobno sOrE;IrT(;?;ItJ: oba
kontrolom tjelesne | tjelesne teZine A Jenja teg
teZine i ozljeda Epucw_anje . . .
olesnika na Ocuvanje funkcije

zglobova (sport,

Prevencija ozljede

operativni zahvat

zahvacenog(ih)

rekreacija, zglobova
A zgloba(ova)
zanimanje) — .
o Promicanje zdravih
Edukacijski < - : . .
; Zivotnih navika Osiguranje
programi . g
psihosocijalne
podrske
Javno zdravstvo Pzz Pzz
Pzz
Pzz Javno zdravstvo Szz
Skrb zajednice
Ostali sektori Skrb zajednice TZZ

Promocija
zdravlja

Promocija zdravlja

Promocija zdravlja

Promocija zdravlja

Legenda: PZZ — primarna zdravstvena zastita, SZZ — sekundarna zdravstvena
zadtita, TZZ — tercijarna zdravstvena zastita

60




1.10 Prikaz problema

U osteoartriticnoj hrskavici, hondrociti (hrskavi¢ne stanice) snazno izrazavaju
proupalne citokine i inducibilnu sintazu dusi¢nog oksida (iNOS), enzima odgovornog za
stvaranje duSi¢nog oksida (NO). Proupalni citokini i NO inhibiraju sintezu molekula
hrskaviénog matriksa i pojaCavaju aktivnost matriks metaloproteinaza (MMP) (283).
Matriks metaloproteinaze, posebice kolagenaza 3 (matriks metalopeptidaza 13; MMP-
13), su snazni proteoliticki enzimi koji imaju vaznu ulogu u razgradnji kolagena tipa Il
(283). Iako su proupalni citokini klju¢ni u zapocinjanju i razvoju OA, poremecaj
ravnoteze izmedu proupalnih i protuupalnih citokina pridonosi gubitku integriteta
zglobne hrskavice (284). Od proupalnih citokina, znacajnu ulogu u OA imaju
interleukin-1p (IL-1P) i ¢imbenik nekroze tumora-a (od engl. Tumor necrosis factor-a —
TNF-a). Ovi citokini poticu proizvodnju ostalih citokina kao $to su IL-8, IL-6, LIF, ali
poti¢u i svoju proizvodnju, $to pridonosi ubrzavanju oSte¢enja zglobnog tkiva (284). IL-
17 je nedavno Kkarakterizirani citokin (IL-17A i IL-17F), lu¢en od posebnog tipa
pomo¢ni¢kih T limfocita (Th17). On izaziva regrutaciju neutrofila, stimulira enzim
iINOS (a time i stvaranje NO) i kolagenazu (a time i moguce razaranje hrskavice) te je
opcenito njegovo djelovanje 1 proupalno buduéi da stimulira lu¢enje IL-1, TNF-a i IL-6
od strane imunoloskih, vezivnih i epitelnih stanica (186).

Studije na zivotinjskim modelima su pokazale da proces razaranja hrskavice
primarno uzrokuje IL-1pB, dok je TNF-a prisutan u ranijim stadijima upale (285). Brojni
citokini, kao Sto su IL-4, interleukin-10 (IL-10) i interleukin-13 (IL-13) inhibiraju
aktivnost proupalnih citokina (286), dok interleukin-23 (IL-23) stimulira razvoj Th17

tipa limfocita T te je time induktor takvog tipa proupalnih reakcija (287).
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Mnoge studije koje su istraZivale predispoziciju za nastanak OA u pojedinim
obiteljima predloZile su kompleksni (poligenski) nasljedni utjecaj na predispoziciju za
nastanak primarnog OA (14, 275). Na individualni rizik za nastanak primarnog OA
posebice utjeCu dvije vrste gena: geni specifiéni za spol i geni specifi¢ni za pojedinu
anatomsku lokalizaciju (41). Naime, primarni OA je bolest s visokom ucestalo$¢u i
velikom klini¢kom heterogeno$¢u u opcoj populaciji. Medutim, nije poznato u kojem se
stupnju klini¢ka heterogenost ove bolesti odrazava na njenu genetsku heterogenost
(212). No, neke su epidemioloske studije pokazale potencijalnu razliku u stupnju
nasljeda primarnog OA izmedu razliCitih anatomskih lokalizacija (tj. pojedinih
zglobova), kao i izmedu spolova (147, 148, 288). Rezultati prethodno navedenih studija
poduprli su pristup ras¢lanjivanja (stratifikacije) nasljeda primarnog OA s obzirom na
anatomsku lokalizaciju i pojedini spol u identifikaciji gena s predispozicijom za
nastanak primarnog OA. Upravo takvom stratifikacijskom analizom u studiji genske
povezanosti, Loughlin i sur. (164) su identificirali genske lokuse koji su viSe povezani s
nastankom primarnog OA u pojedinim zglobovima ili su ograni¢eni samo na jedan spol.
Nadalje, poznato je da kompleksne genetske bolesti mogu biti uzrokovane razli¢itim
genima u razli¢itim populacijama. Do danas je identificirano nekoliko lokusa na
razli¢itim kromosomima povezanih s primarnim OA za koje se pretpostavlja da
modificiraju rizik za nastanak OA. Cetiri genske studije koje su istraZivale ve¢inu gena
unutar genoma razli¢itih osoba humane populacije otkrile su nekoliko kromosomskih
lokusa povezanih s ovom bolesti (14). Jedan od tih lokusa je i IL1 genski lokus na
granici izmedu 13 i 14 citogenetske pruge (od engl. band) dugog kraka kromosoma 2
(2q13). Duzine je otprilike 12Mb i kodira sintezu 9 c¢lanova IL-1 obitelji, koja
funkcionalno pripada skupini proupalnih citokina (IL-1, TNF-a i IL-6) (212). Od njih

9, kao geni suspektni za nastanak OA analizirani su IL1A (kodira sintezu IL-1a), IL1B
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(kodira sintezu IL-1pB), i ILIRN (kodira sintezu antagonista IL-1 receptora, IL-1Ra).
Nekoliko stotina Mb u blizini IL1 genskog lokusa nalaze se i geni koji kodiraju sintezu
IL-1 receptora, a potonji funkcionalno modificiraju akciju IL-1 citokina te su stoga
takoder analizirani u studijama povezanosti s rizikom za OA (289). Takvo istraZivanje
identificiralo je pojedine gene koji kodiraju ¢lanove IL-1 obitelji proupalnih citokina
kao kandidate koji mijenjaju rizik za nastanak OA. To se ¢ini i logi¢nim s obzirom na
¢injenicu da je IL-1 citokin koji utjeCe na oStecenje zglobova posredstvom poticanja
proizvodnje proteaza koje mogu razgraditi proteine vanstani¢nog matriksa hrskavice
(61).

Istrazivanjima u nekim etnickim populacijama pokazana je povezanost IL-1
obitelji gena s nastankom primarnog OA koljena (187, 212, 290, 291) i primarnog OA
kuka (184, 290, 292-294), ali su rezultati kontroverzni, vjerojatno zbog poligenskog
odnosno kompleksnog nasljedivanja predispozicije. Tako je u jednoj od prvih analiza
ovog lokusa pronadena povezanost haplotipa IL-1 obitelji gena C-C-2 [“IL1B+3954
C/T”, “IL1B-511C/T” i “ILIRN VNTR 2”] s OA koljena, ali zanimljivo, ne i s OA
kuka u populaciji Ujedinjenog Kraljevstva (212).

Nasuprot tome, studija Moos i sur. (Berlin, Njemacka) (290), analizirajuéi
zasebno IL1B +3954 i ILARN VNTR u bolesnika s totalnom endoprotezom (TEP) kuka
je pokazala udruzenost rizika za razvoj OA kuka u oba slucaja. U istoj studiji, autori
takoder nalaze i povecan rizik za razvoj OA koljena (kod ispitanika s TEP koljena).
Nadalje, Meulenbelt i sur. (Leiden, Nizozemska) (184) potvrduju rezultate studije
Moos. i sur. (290), ali ih i proSiruju nalazeci da je haplotip C-C-2 (s istim SNP-ovima)
takoder udruzen s OA kuka u bolesnika s radioloski dijagnosticiranim OA kuka, ali ne i
s OA koljena. Zatim, Smith i sur. (Bristol, Ujedinjeno Kraljevstvo) (291) su pokazali,

koriste¢i dodatne polimorfne genetske markere unutar IL-1 obitelji gena, da je odredeni
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proSireni haplotip (navedeni C-C-2 i 4 do 5 dodatnih SNP-ova izmedu IL1A i ILIRN
gena) povezan s OA kuka i to s 23 puta veéim rizikom. Isti je povezan s OA koljena, ali
samo S oko 2-4 puta ve¢im rizikom. Kasnije, Meulenbelt i sur. (293) pokazuju da
haplotip IL1 regije sa 7 markera povecava rizik od 3 puta (s tri markera) na preko 7 puta
(sa sedam markera) za OA kuka. Nadalje, Moxely i sur. (SAD) (294) pokazuju da isti
proSireni haplotip sa 7-8 markera IL-1 obitelji gena nosi umjereno povecani rizik (oko 2
puta) i za OA Sake.

U nedavno objavljenoj genetskoj studiji slucCajeva i1 kontrola istrazivana je
povezanost IL-1 obitelji gena s predispozicijom za nastanak OA koljena u kineskoj Han
populaciji. Autori ove studije su pokazali da pojedinacni tockasti polimorfizmi (SNP)
unutar gena koji kodiraju IL-1p i IL-1Ra nisu udruZeni s povecanim rizikom za
nastanak OA Kkoljena, medutim oni nisu analizirali haplotipove (295). Jedna od nedavno
objavljenih meta-analiza, nastala prikupljanjem podataka svih genetskih studija
slu¢ajeva i kontrola europskog podrijetla, pokazala je da povezanost IL-1 genskog
lokusa s OA koljena postaje statisticki beznacajna ako se ignoriraju etnicke razlike za
predispoziciju nastanka bolesti (242). Druga meta-analiza je pokazala da zajedniCke
genetske varijacije u IL-1 regiji nisu povezane s pojavnoséu OA kuka ili koljena, ali su
rezultati pokazali da varijante ILLRN gena mogu imati ulogu u uznapredovalosti OA
koljena (244).

Cini se logiénim da se subpopulacijske razlike ne smiju zapostaviti u analizi
genske sklonosti ka kompleksim bolestima tj. onim s poligenskim naslijedivanjem
(dakle, ne samo u slucaju s OA), jer su umjereni rizici mozda razli¢ito rasporedeni u
ljudskim subpopulacijama (a njih se ne moze detektirati s GWA studijama; vidi
poglavlje 1.4.3.3). U skladu s takvim razmiSljanjem, Frazer i sur. (296) su u svojoj

studiji zamijetili da je udruzenost tockastih polimorfizama pojedinih gena identificirana
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u jednoj populaciji rijetko prenosiva na pripadnike neke druge populacije ukoliko je
rizik podijeljen podjednako na alele kompletnog seta alela neke vrste ili populacije
(odnosno jednog ,,genskog bazena*). Takoder, u prilog tome idu i rezultati naSih
vlastitih istrazivanja (297, 298), u kojima smo istraZivali povezanost primarnog OA
koljena i kuka s dva polimorfna markera za IL-1 regiju: IL1B (G-511A) i IL1IRN
(VNTR) u hrvatskoj populaciji. U studije su bili ukljuceni: a) 238 ispitanika s
uznapredovalim oblikom primarnog OA koljena kojima su ugradene totalne
endoproteze (TEP) ili parcijalne endoproteze (PEP) koljena, i b) 259 ispitanika s
uznapredovalim oblikom primarnog OA kuka, kojima su ugradene TEP kuka. Rezultati
ovih istrazivanja nisu pokazali udruzenost haplotipa (C-2) dvaju markera IL-1 genske
obitelji s predispozicijom za nastanak OA bilo kuka ili koljena. Medutim, odredeni
genotipovi sastavljeni od nekih haplotipova IL1B -511 i ILIRN VNTR-a su bili
statisticki znaCajno razli¢iti izmedu kontrola i bolesnika s OA te su time ukazali na
mogucu povezanost IL-1 lokusa s OA Kkuka, ali ne i s OA koljena. Ta bi se povezanost
mozda bolje prikazala ukoliko bi se analiziralo viSe markera, odnosno proSireni
haplotip, $to je i u¢injeno u istrazivanju prikazanom u ovom doktorskom radu.

Slijedec¢i lokus koji bi mogao predisponirati nastanku primarnog OA je pronaden
u obiteljima bolesnika s OA kuka u Ujedinjenom Kraljevstvu. Taj se lokus nalazi na 6
kromosomu (6p12.3—q13). Gen za IL-17 se nalazi u blizini tog lokusa. Zbog toga Sto
IL-17 ima proupalni ucinak bio je zanimljiv za analizu, a to su Southam i sur. (186)
ucinili analiziraju¢i nekoliko SNP-ova IL17 gena u studiji populacije s OA kuka iz
Ujedinjenog Kraljevstva, medutim nisu nasli povezanost s boles¢u. Buduéi da smo nasli
da se naSi rezultati s IL-1 lokusom ve¢ razlikuju od subpopulacije u Ujedinjenom

Kraljevstvu, smatrali smo opravdanim izvrsiti analizu i IL-17 lokusa u nasoj populaciji
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na bolesnicima s OA kuka te proSiriti analizu i na ispitanike s OA koljena, $to je takoder

ucinjeno u ovom istrazivanju.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

DosadaSnja istrazivanja pokazuju kontroverznu povezanost proupalnih citokina
IL-1 i IL-17 s nastankom primarnog OA koljena i kuka. IL-1 i IL-17, koji su dio
prirodene imunosti, mogu utjecati na stvaranje patoloskih promjena u zglobovima. Nasa
pretpostavka je da polimorfne varijante IL-1 i IL-17 gena predstavljaju rizik za razvoj
primarnog OA. OA je bolest s kompleksnom genetskom komponentom nasljedivanja,
na Sto upucuje varijabilnost rizika pojavnosti OA u razli¢itim etnickim skupinama.

Cilj ovog istraZivanja bio je prouciti ulogu pojedinih proupalnih citokina u
bolesnika sa uznapredovalim oblikom primarnog OA koljena i kuka iz hrvatske
populacije istrazujuéi polimorfizme njihovih gena.

Specifi¢no, ciljevi ovog istrazivanja bili su slijedeci:

e Utvrditi polimorfizme gena IL-1 i IL-17 u bolesnika s uznapredovalim oblikom

primarnog OA koljena i kuka kojima je ugradena TEP kuka, odnosno TEP ili

PEP koljena i usporediti s kontrolnom skupinom ispitanika iz hrvatske

populacije dobrovoljnih darivatelja krvi.

e Istraziti znacaj povezanosti rizika za razvoj primarnog OA koljena i kuka i
frekvencija dodatnih polimorfnih markera za:

1. IL-1 regiju: IL1A (rs1800587, C-889T) i IL1B (rs1143634, C+3954T);

2. IL-17: IL-17A (rs2275913, G-197A).

e [spitati da li su frekvencije slijede¢ih genskih polimorfizma: IL1A (rs1800587,

C-889T), IL1B (rs1143634, C+3954T) i IL-17A (rs2275913, G-197A) udruZene

S povecanim rizikom za nastanak primarnog OA koljena i kuka.

e ProSiriti ispitivanja uvodenjem rezultata prethodnog istrazivanja s dva

polimorfna markera za IL1 regiju: IL1B (rs16944, G-511A) i ILIRN (VNTR)
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kako bi se definirao proSireni haplotip (ILLA C-889T, IL1B C+3954T, IL1B G-

511A 1 IL1IRN VNTR) i usporedio s predispozicijom za bolest(i).
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Ispitanici

Kako je broj ispitanika i kontrola razli¢it za istrazivanje udruZenosti polimorfizama IL-1
genskog lokusa [IL1A (-889, C>T, rs1800587) i IL1B (+3594, C>T, rs1143634)] s
rizikom za nastanak osteoartritisa kuka i koljena u hrvatskoj populaciji od broja
ispitanika i kontrola ukljuéenih u istrazivanje udruzenosti IL17A -197 (G>A) genskog
polimorfizma s rizikom za nastanak osteoartritisa kuka i koljena u istoj populaciji,
karakteristike ispitivane i kontrolne skupine za ova dva istrazivanja prikazane su

zasebno.

3.1.1 Ispitanici ukljuceni u istraZivanje udruzenosti polimorfizama IL-1 genskog lokusa
[IL1A (-889, C>T, rs1800587) i IL1B (+3594, C>T, rs1143634)] s rizikom za

nastanak osteoartritisa kuka i koljena

Istrazivanje udruzenost polimorfizama IL-1 genskog lokusa [IL1A (-889, C>T,
rs1800587) i IL1B (+3594, C>T, rs1143634)] s rizikom za nastanak osteoartritisa kuka i
koljena je provedeno na uzorcima DNA izoliranih iz periferne venske krvi 500
ispitanika (240 ispitanika s uznapredovalim OA Kkoljena i 260 ispitanika s
uznapredovalim OA kuka) iz hrvatske populacije s prethodno potvrdenom klinickom i
radioloskom dijagnozom iskljuc¢ivo uznapredovalog oblika primarnog OA koljena i
kuka, a hospitaliziranih u Klinici za ortopediju Lovran u periodu od 17.01. -
28.11.2008.9. zbog ugradnje TEP ili PEP koljena, odnosno TEP kuka. Pritom se je

svakog ispitanika, nakon procitane ,,Obavijesti za ispitanika“, trazila njegova suglasnost
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1 potpisivanje informiranog pristanka da se, uslijed dijagnostickih ili terapijskih
postupaka, uzeta periferna venska krv moze koristiti u znanstvene svrhe.

Od 240 ispitanika s OA koljena, 174 ispitanika (72,5%) je zenskog (Z) spola, a
66 ispitanika (27,5%) je muskog (M) spola. Prosjecna dob ispitanika s OA koljena je
69.74 godine, standardna devijacija (SD) = 7.24, a raspon 47 — 86 godina. Prosje¢na dob
ispitanika Z spola s OA koljena je 69.68 godina, a raspon 47 — 86 godina. Prosje¢na dob
ispitanika M spola s OA koljena je 69.91 godine, a raspon 52 — 82 godine.

Od 260 ispitanika s OA kuka, 175 ispitanika (67,3%) je Zenskog (Z), a 85
ispitanika (32,7%) je muskog (M) spola. Prosje¢na dob ispitanika s OA kuka je 67.82
godine, SD = 9.61, a raspon 31 — 90 godina. Prosje¢na dob ispitanika Z spola s OA kuka
je 68.90 godina, a raspon 46 — 87 godina. Prosje¢na dob ispitanika M spola s OA kuka
je 65.63 godine, a raspon 31 — 90 godina.

Kontrolnu skupinu predstavlja 531 zdrava osoba, od kojih su ve¢ina dobrovoljni
davatelji krvi (DDK) [133 (25%) osoba Z spola i 398 (75%) osoba M spola, prosjeéne
dobi 42.3 godina, SD = 11.9, raspon 19-91 godine) bez klini¢ke manifestacije OA kuka
ili koljena (izostanak kroni¢ne boli, otekline, napetosti i ograni¢ene pokretljivosti) i
eventualne prethodne medicinske evidencije kao bolesnika s OA kuka ili koljena, a
ostatak su neki djelatnici Klinickog bolnickog centra Rijeka ili ¢lanovi kuéanstva nekih
bolesnika kako je spomenuto u nasSim prethodnim studijama (297, 298, 303). Kukovi i
koljena osoba iz kontrolne skupine nisu bili podvrgnuti radioloskoj analizi zbog etickih
1 financijskih ograni¢enja. Uzorci periferne venske krvi svih osoba iz kontrolne skupine
prikupljeni su u KlinicCkom zavodu za transfuzijsku medicinu, Klinickog bolnickog
centra Rijeka prilikom dobrovoljnog darivanja krvi, a nakon klinicke evaluacije i

potpisanog informiranog pristanka o doniranju krvi za potrebe ovog istrazivanja.
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Analiza ispitanika i kontrola prispodobljenih po dobi i spolu u¢injena je zasebno
i to odabirom 480 bolesnika s uznapredovalim oblikom OA (233 bolesnika s
uznapredovalim oblikom OA koljena i 247 bolesnika s uznapredovalim oblikom OA
kuka) i 130 kontrola od prethodno analiziranih skupina sa svim uzorcima. Kriteriji
odabira su bili slijedeéi: a) izjednadavanje postotka osoba Z spola za obje skupine (od
480 ispitanika s uznapredovalim oblikom OA, 333 (69,4%) su Z, a 147 su M spola, dok
je od 130 kontrola 96 (70,4%) njih Z, a 33 M spola) i b) dobivanje razlike u dobi unutar
razlike jedne standarde devijacije §to je rezultiralo dobivanjem nove prosje¢ne dobi za
ispitanike od 68,3 godine (SD = 7.99) i 51.4 godine (SD = 9.5) za kontrole. Prosje¢ni
indeks tjelesne mase (ITM + SD) ispitivane i kontrolne skupine bili su sli¢ni: ispitanici
suimali ITM 29,4 + 4,5, dok su kontrole imale ITM 28,1 + 4,2.

Razlog odabira teZze forme primarnog OA i usporedbe s kontrolnom skupinom
(koja ima ve¢inom DDK) jest pretpostavka da teZza forma bolesti (a time i ranija pojava
njenih simptoma tijekom Zivota) mozda ima upliva na povecéanje rizika obolijevanja.

Ovo znanstveno istrazivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva Klinike
za ortopediju Lovran, Povjerenstva za etiCka pitanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Rijeci i Povjerenstva za eticka pitanja Klinickog bolnickog centra Rijeka.

3.1.2 Ispitanici ukljueni u istrazivanje udruzenost IL17A -197 (G>A) genskog

polimorfizma s rizikom za nastanak osteoartritisa kuka i koljena

Istrazivanje udruzenosti IL17A -197 (G>A) genskog polimorfizma s rizikom za
nastanak osteoartritisa kuka i koljena je provedeno na uzorcima DNA izoliranih iz
periferne venske krvi 358 ispitanika (186 ispitanika s uznapredovalim OA koljena i 172

ispitanika s uznapredovalim OA kuka) iz hrvatske populacije s prethodno potvrdenom

71



Klinickom i radioloskom dijagnozom iskljuc¢ivo uznapredovanog oblika primarnog OA
koljena i kuka, a hospitaliziranih u Klinici za ortopediju Lovran u periodu od 17.01. —
28.11.2008.g. zbog ugradnje TEP ili PEP koljena, odnosno TEP kuka. Pritom se je
svakog ispitanika, nakon procitane ,,Obavijesti za ispitanika®, trazila njegova suglasnost
1 potpisivanje informiranog pristanka da se, uslijed dijagnostickih ili terapijskih
postupaka, uzeta periferna venska krv moze koristiti u znanstvene svrhe.

Od 186 ispitanika s OA koljena, 129 (69,35%) ispitanika je Z spola i 57
(30,65%) ispitanika M spola. Prosjecna dob ispitanika s OA koljena je 69.64 god, SD =
8,07, raspon 47-84 godina. Od 172 ispitanika s OA kuka, 119 (69,19%) ispitanika je Z
spola i 53 (30,81%) ispitanika M spola. Prosjecna dob ispitanika s OA kuka je 68.54
godina, SD = 8,22, raspon 36-90). Sveukupno, u ovu studiju bilo je uklju¢eno 248
(70%) ispitanika Z spola i 110 ispitanika M spola.

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 136 zdrava DDK [94 (69%) osobe Z spola i 42
osobe M spola, prosjeéne dobi 51.94 god, SD = 10,65, raspon: 27-79 godina] bez
klinicke manifestacije OA kuka ili koljena (izostanak kroni¢ne boli, otekline, napetosti i
ogranicene pokretljivosti) i eventualne prethodne medicinske evidencije kao bolesnika s
OA kuka ili koljena. Kukovi i koljena osoba iz kontrolne skupine nisu bili podvrgnuti
radioloskoj analizi zbog etickih i financijskih ogranicenja. Uzorci periferne venske krvi
svih osoba iz kontrolne skupine prikupljeni su u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku
medicinu, Klinickog bolni¢kog centra Rijeka prilikom dobrovoljnog darivanja krvi, a
nakon klinicke evaluacije i potpisanog informiranog pristanka o doniranju krvi za
potrebe ovog istrazivanja.

Prosje¢ni indeks tjelesne mase (ITM = SD) ispitanika i kontrola bili su sli¢ni:

ispitanici su imali ITM 29.2 + 4.4, dok su kontrole imale ITM 28.1 £ 4.2,
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Razlog odabira teZze forme primarnog OA i usporedbe s kontrolnom skupinom
(uglavhom DDK) jest pretpostavka da teZza forma bolesti (a time i ranija pojava njenih
simptoma tijekom Zivota) mozda ima upliva na povecanje rizika obolijevanja od ove
bolesti.

Ovo znanstveno istrazivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva Klinike
za ortopediju Lovran, Povjerenstva za etiCka pitanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Rijeci i Povjerenstva za eticka pitanja Klinickog bolnickog centra Rijeka.

3.2 Kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa koljena i kuka

Za postavljanje dijagnoze osteoartritisa koljena i kuka u ovom istraZivanju koristeni su

specificni klinicki 1 radioloski kriteriji.

3.2.1 Klinicki kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa koljena i kuka

Klini¢ki kriteriji za postavljanje dijagnoze OA koljena i1 kuka koriSteni u ovom
istrazivanju bili su slijedeci:
e kriteriji Ameri¢kog koledza za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA
koljena (13);
e kriteriji Ameri¢kog koledza za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA
kuka (18);
e Western Ontario and McMaster Universities' Osteoarthritis (WOMAC) indeks
za procjenu boli, funkcionalne aktivnosti i ukocenosti zglobova u osoba s OA

koljena ili OA kuka (299).
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3.2.2 Radioloski kriterij za postavljanje dijagnoze osteoartritisa koljena i kuka

RadioloSki kriterij za postavljanje dijagnoze OA koljena i kuka koristen u ovom

istrazivanju bio je slijedeci:

Kellgren-Lawrence ljestvica za radioloSku procjenu OA koljena ili OA kuka

(17).

3.3 Kriteriji ukljucivanja i iskljudivanja u istraZivanje

3.3.1 Kriteriji uklju¢ivanja u istrazivanje

Kiriteriji uklju¢ivanja u istrazivanje bili su slijedeci:

potvrdena klini¢ka i radioloSka dijagnoza primarnog OA koljena ili OA kuka
prema prethodno navedenim klinickim i radioloSkim kriterijima za postavljanje
njihove dijagnoze;

indikacije za ugradnju TEP koljena (za bolesnike s uznapredovalim oblikom OA
koljena) sukladne smjernicama konsenzusa Nacionalnog instituta za zdravlje (od
engl. National Institutes of Health - NIH) o indikacijama za ugradnju TEP
koljena, a koje ukljucuju: bol u zglobu koljena, funkcionalno ograni¢enje (U
nasem slucaju: raspon uznapredovalosti 51-72, prosjek 62) te radioloski dokaz
uznapredovalosti OA koljena (u nasem slucaju: svi bolesnici s OA koljena su
imali K/L ocjenu> 2, dok je 90% bolesnika s OA koljena imalo K/L ocjenu 3 ili
4) (300). Indikacije za ugradnju PEP koljena koriStene u naSem istrazivanju bile
su slijedece: starost preko 55 godina, indeks tjelesne mase (ITM) do 25,

radioloski dokaz o unikompartmentalnom OA koljena (zahvacenost samo
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medijalnog ili lateralnog odjeljka koljena) bez znacajnijih degenerativnih
promjena u drugim odjeljcima koljena (medijalnom, lateralnom ili
patelofemoralnom), o¢uvana prednja ukrizena sveza, varus deformacija manja
od 15°, valgus deformacija manja od 20°, fleksijska kontraktura manja od 15° i
fleksija koljena od 110° (301). Indikacije za ugradnju TEP kuka koje smo
koristili u naSem istrazivanju bile su sukladne smjernicama konsenzusa
Nacionalnog instituta za zdravlje (NIH) o indikacijama za ugradnju TEP kuka, a
koje ukljucuju: bol u zglobu kuka, funkcionalna ogranicenja (u nasem slucaju:
raspon uznapredovalosti 55-75, prosjek 66) te radioloski dokaz uznapredovalosti
OA kuka (u nasem slucaju: svi bolesnici s OA kuka su imali K/L ocjenu> 2, dok
je 90% bolesnika s OA kuka imalo K/L ocjenu 3 ili 4) (302);

potpisan informirani pristanak da se, uslijed dijagnosti¢kih ili terapijskih
postupaka, uzeta periferna venska krv moze Koristiti u znanstvene svrhe, tj. u

svrhu ovog istrazivanja.

3.3.2 Kriteriji isklju¢ivanja iz istrazivanja

Kriteriji isklju€ivanja iz istrazivanja bili su slijedeci:

pocetni ili uznapredovali oblik primarnog OA koljena ili OA kuka kod kojeg
nije indicirana ugradnja TEP ili PEP koljena, odnosno TEP kuka;

uznapredovali oblik primarnog OA koljena ili OA kuka kod kojeg je indicirana
ugradnja TEP ili PEP koljena, odnosno TEP kuka, a prethodno od strane
bolesnika nije potpisan informirani pristanak za koriStenjem dobivene periferne
venske krvi u svrhu ovog istrazivanja;

svi sekundarni oblici OA koljena ili OA kuka;
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e reumatoidni artritis (RA) zgloba koljena ili kuka.

3.4 Metode

3.4.1 Skupljanje uzoraka periferne venske krvi ispitanika

Od svakog bolesnika s uznapredovalim oblikom primarnog OA koljena ili kuka
uklju¢enog u ovo istrazivanje, a nakon potpisivanja informiranog pristanka,
venepunkcijom je uzeto 10 ml periferne venske krvi tijekom izvodenja indiciranih
operacijskih zahvata. Uzorci periferne venske krvi pohranjeni su u 2 epruvete s EDTA u
volumenu od 5 ml periferne venske krvi u svakoj epruveti. Nakon uzimanja uzoraka
krvi od svakog bolesnika, epruvete su oznacene Sifriranim brojem prethodno odredenim
za svakog bolesnika koji je ukljucen u ovo istrazivanje (Sifrarnik i Sifre pod kojima se
vodi svaki bolesnik ukljucen u istraZivanje poznati su samo istraziva¢ima uklju¢enim u
ovo istrazivanje) i potom pohranjene u ledenicu na temperaturi do -86 °C u Klinici za
ortopediju Lovran. Nakon Sto bi svaki put skupili uzorke krvi od 100 bolesnika, uzorke
bi transportirali na Zavod za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta
u Rijeci gdje je ucinjena izolacija genomske DNA. U suradnji s Imunogenetskim
odjelom (od 2012.g.: Molekularno-genetski odjel) Zavoda za oralnu biologiju

Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Oslu analizirani su tockasti polimorfizmi gena.

3.4.2 Izolacija genomske DNA iz periferne venske krvi za lan¢anu reakciju polimeraze

Uzorci periferne venske krvi bolesnika s OA kuka ili koljena su uzeti tijekom ugradnje

PEP ili TEP koljena, odnosno TEP kuka. Izolirana je genomska DNA kao Sto je
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prethodno opisano (297, 298). Genomska DNA zdravih davatelja krvi izolirana je
metodom isoljavanja (od engl. salting out) pomoc¢u komercijalno dostupnog kita

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), kako je prethodno i opisano (303).

3.4.3 Genetska analiza izolirane genomske DNA i lan¢ana reakcija polimeraze

Nakon izolacije genomske DNA iz periferne venske krvi bolesnika s uznapredovalim
oblikom primarnog OA kuka i koljena, u€injena je genetska analiza izoliranih DNA.
Genetske analize koriStene u ovom istrazivanju bile su slijedece:

1. detekcija SNP-ova u navedenim genima (IL1A C-889T, rs18000587; I1L1B

C+3954T, rs1143634; IL1B G-511A, rs16944; te 1L17 G-197A, rs2275913) s

Tagman metodom (direktna detekcija alela),

2. detekcija ILIRN VNTR nakon amplifikacije specifiénim pocetnicama za taj

lokus te analize elektroforezom u agaroznom gelu radi odredivanja broja

repetitivnih sekvenci.

Tagman analiza se sastoji od amplifikacije s dodatnom hibridizacijom sa
specificnim sondama (karakteristicnim za odredeni alel) kako bi se dokazala prisutnost
takvog alela u uzorku. Ukoliko su oba alela prisutna, tada je rezultat dvostruko
pozitivan i dokaz je heterozigotnosti. Buduc¢i da su navedeni tockasti polimorfizmi vec¢
istrazeni u ljudskoj populaciji, poznate su njihove normalne frekvencije i odnos
heterozigota i homozigota u nekim etni¢kim populacijama. Takoder je poznato da se
ljudski genski bazen sastoji samo od dva alela u svim navedenim SNP-ovima
predlozenim za istrazivanje.

Lancana reakcija polimeraze (od engl. Polymerase chain reaction - PCR) je

ucinjena po Tagman metodi prema uputama proizvodaca (Applied Biosystems, San
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Jose, CA, USA). Ukratko, ucinjeno je slijedece: testovi diskriminacije alela provedeni
su Tagman PCR metodom (Applied Biosystems, San Jose, CA, USA) koriste¢i se gPCR
uredajem u realnom vremenu MX3005P s njegovom programskom potporom (Agilent,
Stratagene, CA, USA). Aleli IL1A na -889 (C>T, rs1800587) i IL1B na +3954 (C>T,
rs1143634) su detektirani Tagman metodom koriste¢i pocetnice i sonde na nacin kako
je to prethodno opisano (294) (Tablica 11), a koji su sintetizirani pri Zavodu za

biokemiju, Istrazivacki park Oslo, Sveudiliste u Oslu, za ovu namjenu.

Tablica 11. Sekvence za sve pocetnice i sonde koristene u vlastitim istraZivanjima.
(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus
Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

Gen Polimorfizam Podetnice i sonde

Fw: 5 CACAGGAATTATAAAAGCTGAGAAATTC 3’

-889 C>T
IL1A Rv: 5’ GGAGAAAGGAAGGCATGGATT 3’
(rs1800587)
FAM: 5" CCAGGCAACACCATTGAAGGCTCATATG 3°
HEX: 5 CCAGGCAACATCATTGAAGGCTCATAG 3’
ciicop W5 TTGAGGGTGTGGGTCTCT ACCT S
- >
IL1B P Rv: 5’ TCC TCA GAG GCT CCT GCAA 3’
s
FAM: 5" TGTTCTCTGCCTCAGGAGCTCTCTGTCA 3’
HEX: 5" TGCTGTTCTCTGCCTCGGGAGCTC 3’
Fw: 5° GGCCTGCCCTTCTGATTTTATA 3’
+3954 C>T
IL1B Rv: 5’ TCGTGCACATAAGCCTCGTTA 3’
(rs1143634)
FAM: 5° TTCAGAACCTATCTTCTTCGACACATGG 3’
HEX: 5" TTCAGAACCTATCTTCTTTGACACATGG 3
ILIRN VNTR Fw: 5° CCCCTCAGCAACACTCCTAT 3’

Rv: 5° GGTCAGAAGGGCAGAGA 3’

FAM - 6-karboksifluoroscin-obiljezena sonda, HEX - Heksakloro-6-karboksifluoroscin-obiljeZzena
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sonda, Fw - Forward pocetnica , Rv - Reverse pocetnica.

Sonde su obiljezene na svom 5' kraju FAM fluorescentnom bojom za C alele te
HEX fluorescentnom bojom za T alele, dok su na svom 3' kraju obiljezene zero-
quencherom. IL1B (-511, rs16944) SNP je analiziran na nacin kako je to prethodno
opisano (297, 298). Koli¢ina FAM 1i/ili HEX boja u uzorku detektira se nakon svakog
ciklusa, a porast je izravno proporcionalan koli¢ini kopija DNA molekula s doti¢nim
alelima u uzorku. Nedostatak jedne boje tumaci se homozigotnosc¢u za drugi alel (zbog
toga Sto ih ima samo dva u populaciji).

Prethodno objavljeni ILIRN VNTR polimorfizam (242, 294) analiziran je
pomocu nove kombinacije forward (Fw) i reverse (Rv) pocetnica, i to Fw: 5'-
CCCCTCAGCAACACTCCTAT-3’ i Rv: 5-GGTCAGAAGGGCAGAGA-3. Fw
pocetnica sadrzi tri dodatna nukleotida (ccc) na svom 5' kraju u odnosu na prethodno
objavljenu F1 pocetnicu (ctcagcaacactcctat) (304, 305). Rv pocetnica se neSto razlikuje
od one prethodno objavljene (304, 306) te sadrzi samo dio R2 pocetnice
(gtcagaagggcagagaggtctcatc) koju su prethodno opisali Tseng i sur. (305). Fw/Rv par
pocetnica detektira 2, 3, 4 ili viSe ponavljanja od 86 parova baza (86-bp) u intronu 2
ILIRN gena, sli¢cno kako je to i prethodno opisano (304), ali ,,izbjegavajuci® SNP u R1
pocetnici Sto inace moze dovesti do pogreSke u tipiziranju (305). PCR reakcija je imala
konaéni volumen od 10 mikrolitara po jednom uzorku, 40 ciklusa amplifikacije uzorka i
sastojala se (u kona¢nim koncentracijama) od 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KClI,
2uM pocetnica (svaka), 1,2mM MgCl,, 0,2mM deoksiribonukleotida, 0.025 jedinica/ul
Taq DNA polimeraze (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) i 0.5-
2 ng/ul kalupa (DNA). Nakon podetne inkubacije na 95°C u trajanju od 60 s, svaki
ciklus ukljucuje denaturaciju na 95°C u trajanju od 10 s, sparivanje na 59°C u trajanju
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od 20 s i elongaciju na 72°C u trajanju od 90 s. Analiza ILIRN VNTR alela je ucinjena
elektroforezom dobivenih PCR uzoraka u agaroznom gelu (2 — 2.5%-tnom) i usporedbe
uzoraka s kontrolnim markerima DNA. Aleli ILLIRN VNTR su se razlikovali s duljinom
migracije u gelu, tako da je alel 1 (najces¢i, s 4 ponovljenih 86 bp) je imao sporiju
migraciju u gelu (na razini od oko 400-500 bp) od onog samo dvije repetitivne sekvence
(alel 2, drugi najc¢es¢i alel u populaciji). Rjedi je bio alel s 5 ponavljanja (alel 3), a
najrjedi onaj s 3 repetitivna slijeda (alel 4). Ponovna analiza ILLRN VNTR je potvrdila i
proSirila prethodne rezultate vlastitih istraZivanja (potpoglavlje 4.1.1 Analiza
frekvencije pojedinog alela i genotipova IL-1 genskog lokusa, Tablica 13, str. 86) (307).

Vazno je spomenuti da pokusi s 4 polimorfizma (IL1A rs1800587, IL1B
rs16944, 1L1B rs1143634, i ILLIRN VNTR) nisu uspjeli tipizirati sve uzorke, sto ima za
posljedicu varijabilnost u broju alela, haplotipova 1 genotipova u tabli¢nim prikazima
rezultata.

Genotipizacija IL17A na -197G>A (rs2275913) je takoder izvedena pomocéu
TagMan® SNP genotipizacijskog testa (ABI: Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA). Odabrane pocetnice i sonde za otkrivanje rs2275913 SNP sintetizirane su od
istog proizvodaca. Analize su provedene prema protokolu proizvodaca. Detekcija
signala fluorescencije sonde ucinjena je koriStenjem Mx3005P Real-Time PCR sustava
(Stratagene, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) sli¢no kao i za IL1A i
IL1B tockaste polimorfizme.

Nadalje, vaznost odabira ILIRN VNTR-a za nasu analizu lezi u slijedecem.
VNTR u IL1IRN genu je marker koji povezuje cijelu regiju IL-1 citokinskog lokusa.
Naime, izmedu ILIRN i IL1B gena postoji jo§ 6 gena sli¢nih IL-1 citokinu, koji su
takoder proupalni, malo se zna o njima, a neki su preimenovani nedavno u 1L36 i IL37.

Prema tome, ako se u naSim rezultatima utvrdi da neki haplotip (ili kombinacija nekog
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od repetitivnih alela VNTR-a udruzenog s odredenim alelima u IL1B i IL1A lokusima)
bude povezan s bolescu, on onda moze predstavljati i dodatni marker za neki skriveni
gen (npr. jedan od navedenih alela izmedu njih), koji mozda nosi dio predispozicije za
OA. Dakle, predispozicija za OA ne mora biti izravno prisutna u IL-1 genima, ve¢ je
mozda lokalizirana i pored njih, ili ¢ak u regulacijskim strukturama DNA odredenog
haplotipa (koji mozda mogu regulirati ekspresiju nekih joS nepoznatih gena).

Dosad, u naSem uzorku od oko 1000 ispitanika nismo na$li odstupanja od
objavljenih frekvencija alela iz grupe IL1 lokusa (IL1B G-511A), ukljucujuéi i
frekvencije ILIRN VNTR-a. Predvidanje haplotipova (koji ukljucuju susjedne
polimorfizme pocevsi od IL1A C-889T, IL1B C+3954T, IL1B G-511A do IL1IRN
VNTR-a) i usporedba njihovih frekvencija izmedu ispitanika i kontrola omogucila je
analizu moguce povezanosti Sireg IL-1 lokusa s bolescu.

Gen koji kodira dodatni proupalni citokin IL-17 i njegovu moguéu povezanost S

OA ¢e se zasebno izanalizirati upotrebljavaju¢i samo jedan SNP (G-197A).

3.5 Statisticka obrada podataka

Za usporedivanje frekvencija alela, haplotipova 1 genotipova polimorfnih markera IL-1
genskog lokusa izmedu ispitivane i kontrolne skupine koriStene su analiza tablica
kontingencije (statpages.org/ctab2x2.html) i hi-kvadrat test (StatCalc program, AcaStat
Software). Za testiranje razlike u spolu i dobi izmedu ispitivane i kontrolne skupine
koristen je Mann-Whitney U test (308). Kretanje trendova je testirano Cochrane-
Armitage testom pomocu PLINK programa (309). Kombinacija i predvidanje
haplotipova za IL-1 obitelj gena je ucinjena pomocu programa "Phase" (310, 311)

koriste¢i veéinu ispitanika i kontrola. Neravnoteza povezanosti i Hardy-Weinberg
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ravnoteZza za te lokuse analizirana je Arlequin programom v3.5 (Genetics and Biometry
Laboratory, University of Geneva, Switzerland). NeravnoteZza povezanosti (od engl.
linkage disequilibrium) pronadena je izmedu susjednih lokusa IL1A (C-889T) i IL1B
(C+3954T) kao i izmedu IL1B (G-511A) i IL1B (C+3954T), ali ne i izmedu susjednih
IL1B (G-511A) i IL1IRN te ne-susjednih IL1A (C-889T) i ILIRN. Svi lokusi su u
Hardy-Weinbergovoj ravnotezZi. Sto se ti¢e korekcija za viSestruke usporedbe
(Bonferroni), nasi tipizirani markeri su u uskoj neravnotezi povezanosti pa ¢e testiranje
jednog markera u neravnotezi povezanosti s drugim biti isto kao i testiranje drugog.
Dakle, striktna Bonferroni korekcija po broju markera ne bi se ¢inila razumnom. 1z tog
razloga, p-vrijednosti iskazane ovdje nisu korigirane za broj usporedbi. Ipak, kako bi se
naglasila relevantnost p-vrijednosti dobivenih u ovom istraZivanju, povremeno su
primijenjene konzervativne korekcije za dobivene p-vrijednosti omogucavajuéi
mnoZenje s dva (s obzirom na ¢injenicu da nije bilo uske neravnoteZze povezanosti
izmedu dvaju ne-susjednih lokusa), a povremeno i vrlo konzervativne korekcije
dobivene p-vrijednosti mnoZenjem s Cetiri jer su u ovom istraZzivanju ispitivana 4
polimorfizma IL-1 genskog lokusa.

Alelne i genotipske razlike 1L17A SNP (-197G>A) izmedu ispitivane i
kontrolne skupine analizirane su pomocu hi-kvadrat testa (StatCalc program, AcaStat
Software). Ucinjena je analiza 358 bolesnika s OA kao ispitivane skupine i 136 zdrava
ispitanika (uglavnhom DDK) kao kontrolne skupine koji su prispodobljeni po dobi i
obje skupine: od 358 OA slucajeva, 248 (70%) su bile Zzenskog, a 110 muskog spola,
dok je kod 136 kontrola 94 (69%) osobe bile Zenskog, a 42 muskog spola, odnosno b)

razlike u dobi izmedu ispitivane i kontrolne skupine su bile unutar jedne standardne
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devijacije: prosjec¢na dob ispitivane skupine bila je 69.64 godina (SD = 8.07), dok je u
slu¢aju kontrolne skupine dob bila 51.94 godina (SD = 10.65).

Statisticki znacajnim smatrani Svi rezultati s vrijednostima p < 0.05, a trendom
povezanosti i znaajnom povezanosti kod ispitanika smatrani su oni rezultati kada se
statisti¢ki znacajna razlika priblizava vrijednosti 0.05 (0.1 — 0.05) ili kada je p < 0.05,

ali granica 95% intervala pouzdanosti prelazi vrijednosti koje su veée od 1.
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4. REZULTATI

4.1 Interleukin-1 (IL-1)

4.1.1 Analiza frekvencije pojedinog alela i genotipova IL-1 genskog lokusa

Kako bi se analizirao haplotip proSirenog rizika IL-1 obitelji gena u hrvatskoj
populaciji, odredene su frekvencije alela 1 genotipova Cetiri polimorfna markera IL-1
genske regije u bolesnika s unapredovalim oblikom OA (OA koljena i OA kuka), koje
su zatim usporedene s njihovim frekvencijama iz kontrolne skupine. Polimorfizmi
sadrze tri SNP IL1A i IL1B gena te VNTR IL1 receptor antagonist gena (IL1RN).
Usporedene frekvencije SNP IL1A (-889) i IL1B (+3954) prikazane su u tablici 12, s
obzirom na ¢injenicu da su frekvencije alela i genotipova za preostala dva markera
(IL1B -511, ILIRN VNTR) prethodno objavljene (297, 298). Razlike u frekvencijama
alela za IL1A (-889) i IL1B (+3954) nisu bile statisti¢ki znacajne, iako Su one za
prethodni SNP, izmedu bolesnika s OA koljena i kontrola, pokazale trend (p < 0.07)
prema statistiCkoj znacajnosti za ¢e$¢i (major) alel (Tablica 12). Kada su usporedene
frekvencije genotipova jednog IL1A (-889) i IL1B (+3954) alela, sve razlike su bile
statisticki beznacajne (Tablica 12), osim onih za populaciju bolesnika s OA koljena.
Potonji su pokazali dvije znacajne razlike u frekvencijama genotipova prema
kontrolama u IL1A (-889) SNP (Tablica 12). Homozigotni cesci/rjedi alelni 1/1 (C/C)
genotip je povezan s protekcijom za nastanak OA koljena, dok je heterozigotni
cesci/rjedi alelni 1/2 (C/T) genotip povezan s predispozicijom za nastanak bolesti

(Tablica 12).
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Tablica 12. Analiza povezanosti IL1A i IL1B SNP u bolesnika s osteoartritisom (OA)

kuka ili koljena u hrvatskoj populaciji.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus
Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

Frekvencije alela
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P P
OA kuka  OA koljena K IES@ OR k(o(I)j'z\n OR
0, 0,
(B) (B) (B) vs (95%CI) a (B) (95%Cl)
K vs K)
LA ST N=520 N=470  N=1048
rs180
0587
0705 0.98 0.82
1 C 0.700 (364) 0.662 (311) (%39) 0.83 (0.77- 0.09 (0.64-
1.24) 1.04)
A 1.02 1.22
2 T  0.300(156) 0.338 (159) (éog) 083  (0.81- 0.09 (0.96-
1.30) 1.55)
2 SNP _ _ _
IL1B 3954 N=518 N=480 N=1062
rsi14
3634
1.09 1.11
0.757 0.760 0.741
1 C 0.5 (0.85- 0.42 (0.86-
(392) (365) (787)
1.40) 1.44)
0.92 0.90
0.243 0.240 0.259
2 T 0.5 (0.72- 0.42 (0.70-
(126) (115) (275)
1.18) 1.17)
Frekvencije genotipova®
P P
. [OA OR (OA
OA(é‘;Jka & '(‘E‘;;Je”a K kuka  (95%CI  Koljen (95(2/RCI)
®vs ) a® ’
K vs K)
3 SNP - _ _ -
IL1A 889 n=260 n=235 n=524
rs180
0587
A5G 0.89 0.71
1/1 C/C  0.485(126) 0.430 (101) (é69) 0.45 (0.65- 0.033* (0.52-
1.21) 0.99)




0.384 1.22 1.39
1/2 C/T  0.431(112) 0.464 (109) (201) 0.2 (0.89- 0.038° (1.01-
1.66) 1.92)
0.80 1.04
0.103
2/2 TIT 0.085 (22) 0.101 (25) (54) 0.41 (0.46- 0.89 (0.61-
1.39) 1.76)
2 SNP _ _ _
IL1B 3954 n=259 n=240 n=531
rs114
3634
1.07 1.11
0.550
1/1 C/IC  0.568 (147) 0.575(138) (202) 0.64 (0.79- 0.52 (0.80-
1.47) 1.52)
0.98 0.95
0.382
1/2 CIT 0.378 (98) 0.371 (89) (203) 0.92 (0.72- 0.76 (0.69-
1.35) 1.32)
0.79 0.79
068
2/2 T/T 0.054 (14) 0.054 (13) (36) 0.46 (0.40- 0.47 (0.39-
1.54) 1.57)

B — Bolesnici, K - Kontrole, n — Broj individua, N — Broj alela, OA — Osteoartritis.
Frekvencija (broj)

Oznake alela (1 - &esci alel, 2 - rjedi alel)
*0znake genotipova
*Pcorr < 0.07
SPcorr < 0.08

Nadalje, ponovno je tipiziran ILIRN VNTR polimorfizam ispitivane i kontrolne
skupine (Tablica 13). Time su proSireni rezultati prethodnih vlastitih istrazivanja (297,
298). Potvrdujuci prethodno objavljeno, razlike izmedu frekvencija alela i genotipova
su ostale nepromijenjene te su shodno tome i dalje ostale statisticki ne znacajne.

Ponovno tipiziranje ILLIRN VNTR polimorfizma je koristeno kao jedna od baza za

predvidanje haplotipova u narednom koraku.
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Tablica 13. Analiza povezanosti ILIRN VNTR s osteoartritisom koljena i kuka u

hrvatskoj populaciji.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus

Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

Frekvencije alela

OA koljena OA kuka
(B) (B) K P P
Kvs OA Kvs OA
ILIRN?  VNTR n=434 n=464 n=1032
koljena (B) kuka (B)
1 4) 0.678 (294) 0.694 (322) 0.709 (732) 0.22 0.55
2 () 0.304 (132) 0.282 (131) 0.267 (276) 0.15 0.55
3 (5) 0.018 (8) 0.024 (11) 0.022 (23) 0.64 0.87
4 3) 0 0 0.001(1) 1 1
Frekvencije genotipova®
OA koljena OA kuka
(B) (B) K P P
Kvs OA K vs OA
ILIRN®  VNTR n=217 n=232 n=516
koljena (B) kuka (B)
1/1 (4/4) 0.465 (101) 0.509 (118) 0.517 (267) 0.20 0.82
1/2 (4/2) 0.392 (85) 0.336 (78) 0.353 (182) 0.32 0.66
1/3 (4/5) 0.032 (7) 0.035 (8) 0.029 (15) 0.82 0.69
1/4 (4/3) 0 0 0.002 (1) 1 1
2/2 (2/2) 0.106 (23) 0.108 (25) 0.087 (45) 0.42 0.37
2/3 (2/5) 0.005 (1) 0.013 (3) 0.008 (4) 1 1
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3/3 (5/5) 0 0 0.004 (2) 1 1

B — Bolesnici, K — Kontrole, n — Broj individua, OA — Osteoartritis, / - oznacava da aleli na kromosomu 2
poticu od dva razliéita (otac - majka) kromosoma.

Frekvencije (broj)

Oznake alela. Brojevi kopija ILLRN VNTR ponavljanja su navedeni u zagradama

*0znake genotipova. Brojevi kopija ILLRN VNTR ponavljanja su navedeni u zagradama

4.1.2 Analiza haplotipova

Potom je pristupljeno udruzivanju haplotipova za obje grupe bolesnika (bolesnici s
uznapredovalim OA koljena i bolesnici s uznapredovalim OA kuka) kombiniranjem
podataka dobivenih ovim istrazivanjem s prethodnim vlastitim objavljenim podacima
(297, 298) te je ucinjena analiza povezanosti haplotipova. U prethodnim vlastitim
istrazivanjima je pokazano da su razlike u genotipovima ILIRN VNTR lokusa bile
znacajno povezane s predispozicijom za nastanak OA kuka (297), ali ne i za OA koljena
(298). Takoder, analiziran je promoter SNP IL1B gena na poziciji -511 i nije pronadena
povezanost na razini jednog markera. Nadalje, rezultati vlastitih prethodnih istrazivanja
su pokazali, da haplotip IL1B (-511) - ILIRN VNTR ne pokazuje povezanost s
nastankom OA Kkoljena ili OA kuka (297, 298). Ali, s obzirom na ¢injenicu da je pristup
u prethodna dva istrazivanja bio je vrlo konzervativan, ostala je moguc¢nost da ipak
postoji povezanost s boleS¢u ako se ponovo analiziraju uzorci s modernijim pristupom,
npr. proSirenjem haplotipske analize uvodenjem novih markera iste genske regije.
Haplotipovi IL1 genskog lokusa predvideni su kombiniranjem novih rezulata
ovog doktorskog rada - IL1A (-889) i IL1B (3954) SNPs (Tablica 11) - s prethodno
objavljenima (297, 298) za IL1B (-511) SNP i ILIRN VNTR (Tablica 11). Ova ¢etiri

markera obuhvacaju 345,2 kbp DNA na kromosomu 2 koji sadrzi devet gena. Tako,
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pojedini haplotip moZe predstavljati utjecaj bilo kojeg od prisutnih alela. Usporedene su
frekvencije haplotipova 4 markera IL-1 genskog lokusa izmedu ispitivane skupine
(bolesnici su uznapredovalim OA kuka i koljena) s kontrolnom skupinom (Tablice 14 i
15). Bolesnici s OA koljena (n = 238, Tablica 14A) nesto su rjede nosioci haplotipa 1-2-
1-1 u usporedbi s kontrolama. Ta razlika je statisti¢ki znacajna (Pcorr < 0.05) te sugerira
da je 1-2-1-1 haplotip povezan s oko 3 puta manjim rizikom za nastanak OA koljena

(OR: 0.31; 95% CI: 0.11 - 0.84).

Tablica 14A. Procijenjene frekvencije haplotipova u bolesnika s osteoartritisom koljena
u hrvatskoj populaciji.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus
Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

) OA koljena (B)
Oznake haplotipova® K (n=1008)
(n=476) Povezanost
Brojéane”  Ostale® N F N F oR ) (_)A
(95%CI) koljena
1-1-1-1 C-C-G-4 327 0.324 140 0.294 0.36
1.39
(0.87-
1-1-1-2  C-C-G-2 52 0.052 35 0.074 0.14 2.22)
1-1-1-3  C-C-G-5 16 0.016 8 0.017 0.79
1-1-2-1  C-C-A-4 108 0.107 48 0.101 0.74
1-1-2-2 C-C-A-2 167 0.166 80 0.168 0.9
0.31
0.01 (0.11-
1-2-1-1  C-T-G-4 34 0.034 5 0.011 1 0.84) protekcija*
2-1-1-1  T-C-G4 16 0.016 12 0.025 0.39
2-1-2-1  T-C-A4 34 0.034 22 0.046 0.44
1.96
(0.97-
2-1-2-2  T-C-A-2 19 0.019 15 0.032 0.04 3.94)
2-2-1-1  T-T-G-4 186 0.185 93 0.195 0.51
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2-2-1-2  T-T-G-2 13 0.013 7 0.015 0.85
2-2-2-1  T-T-A-4 17 0.017 6 0.013 0.75

B — Bolesnici, F — Frekvencija, K — Kontrole, n — Broj individua, N — Broj, OA - Osteoartritis
"Haplotipovi su navedeni istim redoslijedom u tablicama 14A i 14B
?|L1A(-889)-1L1B(3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR) oznaka zajednickog haplotipa

*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR

“Haplotip 1-2-1-1; P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4): P < 0.05

Osim toga, ta razlika postaje statisticki vrlo znacajna (Peorr < 0.001) prilikom

usporedbe ispitivane i kontrolne skupine koje su prispodobljene po spolu i dobi,

dodatno prepolovljujuci (6 puta manji) rizik za nastanak OA koljena u (do 6%) zdravih

pojedinaca (Tablica 14B).

Tablica 14B. Studija slucajeva i kontrola s osteoartritisom koljena s najboljom

moguc¢om prispodobom po dobi i spolu: broj procijenjenih haplotipova.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus

Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)
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) OA koljena (B)
Oznake haplotipova® K (n=260)
(n=460) Povezanost
Brojéane®  Ostale’ N F N F R ° ?A
(95%Cl) koljena

1-1-1-1 C-C-G4 83 0.319 135 0.293 0.47

1-1-1-2 C-C-G-2 12 0.046 34 0.074 0.14

1-1-1-3 C-C-G-5 3 0.012 8 0.017 0.75

1-1-2-1 C-C-A-4 30 0.115 44 0.096 0.40

1-1-2-2 C-C-A-2 42 0.162 80 0.174 0.67

0.14
(0.04-

1-2-1-1  C-T-G-4 15 0.058 4 0.009 0.00007 0.47) protekcija*

2-1-1-1  T-C-G-4 4 0.015 12 0.026 0.44

2-1-2-1 T-C-A-4 7 0.027 20 0.043 0.26

2-1-2-2 T-C-A-2 3 0.012 14 0.030 0.13

2-2-1-1 T-T-G-4 51 0.196 91 0.198 0.96




2-2-1-2 T-T-G-2 2 0.008 7 0.015 0.50
2-2-2-1 T-T-A-4 4 0.015 6 0.013 0.75

B — Bolesnici, F — Frekvencija, K — Kontrole, n — Broj individua, N — Broj, OA - Osteoartritis
"Haplotipovi su navedeni istim redoslijedom u tablicama 14A i 14B
?IL1A(-889)-1L1B(3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR) oznaka zajednickog haplotipa

*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR

“Haplotip 1-2-1-1; P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4): P < 0.001

Tablica 14A takoder pokazuje i trend prema predispoziciji za nastanak OA
koljena u nositelja haplotipa 2-1-2-2 (p < 0.04; OR: 1.96, 95% CI: 0.97-3.94; pcorr <
0.08).

S druge strane, u bolesnika s OA kuka (n = 259, Tablica 15A), haplotip 1-1-1-2
je cesce zastupljen nego u kontrolnoj skupini, a razlika je statisticki znacajna (Pcorr <
0.028; OR: 1.75, 95% CI: 1.13-2.7), Sto sugerira da bi ovaj haplotip mogao biti udruzen

(povezan) sa 75% vecim rizikom za nastanak OA kuka.

Tablica 15A. Procijenjene frekvencije haplotipova u bolesnika s osteoartritisom kuka u
hrvatskoj populaciji.
(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus

Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

OA kuka (B
Oznake haplotipova® K (n=1008) ®)
(n=518)
OR Povezanost s

Broj¢ane’  Ostale® N F N F P
(95%Cl) OA kuka

1-1-1-1  C-C-G4 315 0.313 157 0.303 0.7
0.00 1.75 . s
1-1-1-2 C-C-G-2 52 0.052 45 0.087 predispozicija
7 (1.13-2.7)
1-1-1-3  C-C-G-5 15 0.015 8 0.015 0.9
1-1-2-1 C-C-A-4 108 0.107 44 0.085 0.2
1-1-2-2 C-C-A-2 179 0.178 90 0.174 0.8

1-2-1-1  C-T-G-4 33 0.033 11 0.021 0.2
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1.85

2-1-1-1  T-C-G4 28 0028 26  0.050 (1.04-
3.29)

2-1-2-1 T-C-A4 34 0034 14 0027 05

2122 T-C-A2 7 0.007 4 0.008 1

2-2-1-1 T-T-G4 188 0187 97  0.187 1

2-2-1-2 T-T-G2 13 0.013 4 0008 0.4

2-22-1 T-T-A4 15 0.015 8 0015 0.9

B — Bolesnici, F — Frekvencija, K — Kontrole, n — Broj individua, N — Broj, OA - Osteoartritis
"Haplotipovi su navedeni istim redoslijedom u tablicama 15A i 15B
2IL1A(-889)-1L1B(3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR) oznaka zajednitkog haplotipa

*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR

“Haplotip 1-1-1-2; P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.028

Ova statisticki znacajna razlika prilikom usporedbe ispitivane i kontrolne
skupine takoder je zamijeCena i u analizi grupa ispitanika koje su prispodobljene po
spolu i dobi (Tablica 15B) (pcorr < 0.033, OR: 2.02, 95% CI: 1.01-4.12). Nadalje, analiza
ispitivane i kontrolne skupine prispodobljene po spolu i dobi pokazala je povezanost 1-
2-1-1 haplotipa (pcorr < 0.044; OR: 0.37, 95% CI: 0.16- 0.87) s oko tri puta manjim

rizikom za nastanak OA kuka (Tablica 15B).

Tablica 15B. Studija slucajeva i kontrola s osteoartritisom kuka s najboljom mogu¢om
prispodobom po dobi i spolu: broj procijenjenih haplotipova.
(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus

Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

) 1 OA kuka (B)
Oznake haplotipova K (n=260)
(n=494)
o 3 OR Povezanost s
Broj¢ane Ostale N F N F
(95%Cl) OA kuka
1-1-1-1  C-C-G4 80 0.308 152  0.308 1
2.02 . —_
1-1-1-2 C-C-G-2 12 0.046 44 0.089 0.033 predispozicija
(1.01-4.12)

92




1-1-1-3 C-C-G-5 3 0.012 8 0.016 0.76
1-1-2-1 C-C-A-4 30 0.115 41 0.083 0.15
1-1-2-2 C-C-A-2 45 0.173 85 0.172 1

1-2-1-1  C-T-G4 15 0.058 11  0.022 0011 037 protekcija®
(0.16-0.87)

2-1-1-1  T-C-G-4 7 0027 24 0049 0.16

PA2A T-EAA 7 0027 14 0028 091

PBE  TEAD 0 0.000 4 0008 030

2-21-1 T-T-G-4 51 0196 92 0186 074

2-2-1-2  T-T-G-2 2 0.008 4 0008 1

2-2-2-1  T-T-A-4 4 0.015 6 0012 074

B — Bolesnici, F — Frekvencija, K — Kontrole, n — Broj individua, N — Broj, OA - Osteoartritis
"Haplotipovi su navedeni istim redoslijedom u tablicama 15A i 15B
?|L1A(-889)-1L1B(3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR) oznaka zajednickog haplotipa

*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR

*Haplotip 1-1-1-2; P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.13

*Haplotip 1-2-1-1; P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.044

Zanimljivo, kada su spolne razlike u potpunosti uzete u obzir (Tablica 16), Zene
(ali ne i muskarci) imaju Sest puta manji rizik (pcorr < 0.004; OR: 0.14, 95% CI: 0.03-
0.54) za nastanak OA koljena ako su nosioci 1-2-1-1 haplotipa. Zene takoder imaju vise
od dva i pol puta veci rizik za nastanak OA kuka (OR: 2.56, 95% CI: 1.10-6.19) pod
uvjetom da su nosioci 1-1-1-2 haplotipa, ali ta razlika nije statisticki znacajna nakon
vrlo konzervativne korekcije za koriStenje viSe testova (Bonferroni) (peorr < 0.08).
Nadalje, kod Zena postoje dvije razlike u frekvencijama 1-1-2-1 i 1-2-1-1 haplotipova
izmedu bolesnica s OA kuka i kontrola (Tablica 16), ali p-vrijednost nije ostala
znacajna nakon Bonferroni korekcije.

S druge strane, analiza haplotipova kod muskarca je pokazala da nema razlika u
osoba s OA koljena i OA kuka (Tablica 16), izuzev za 2-1-1-1 haplotip koji je statisticki
znacajno povezan s 3.6 puta povecanim rizikom za nastanak OA koljena (p = 0.011,
Peorr = 0.044). Medutim, frekvencija ovog haplotipa je nereproducibilna. Naime, Phase

program je predvidio dva razli¢ita ishoda za istu kontrolnu skupinu, a koji se uglavnom
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odnosi na analize u muskim podgrupama. Tako haplotip 2-1-1-1 ima predvidenu
frekvenciju od 1.3% u kontrolnoj skupini muskaraca analiziranih zajedno s oboljelima
od OA koljena. Medutim, kada se analiziraju bolesnici s OA kuka, tada se predvidene
frekvencije vise nego udvostruce (2.9%). Zbog ove nedosljednosti, pretpostavljeno je da
je razlika u frekvenciji 2-1-1-1 haplotipa izmedu muskih bolesnika s OA koljena i

muskih kontrola beznacajna.

Tablica 16. Spolne razlike u haplotipovima IL-1 genskog lokusa za osteoartritis koljena
i kuka u hrvatskoj populaciji.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus
Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

OA OA
Zene koljena Muskarci koljena
K B K B
Oznake haplotipova®
(n=224) | (n=344) (n=690) | (n=132)
OR OR
Br. Ostale N F N F P (95% | N F N F P (95%
o)) cl)
1-1-1-2 C-C-G-2 | 8 0.036 |22 0.064 | 0.14 38 0055 | 13 0.098 | 0.06
1-1-2-1 C-C-A4 |31 0.138 | 37 0.108 | 0.27 73 0106 | 11 0.083 | 043
0.14
1-2-1-1 C-T-G-4 |13 0.058 | 3 0.009 | 0.001*> (0.03- 20 0029 | 2 0015| 056
0.54)
3.6
2-1-1-1 T-C-G-4 | 4 0018 | 6 0.017 1 9 0013 |6 0045|0011 (1.12-
11.3)
Zene OA kuka Muskarci ~ OA kuka
K B K B
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(n=224) (n=346) (n=690) (n=166)

2.56

1-1-1-2 C-C-G-2 | 8 0.036 | 30 0.087 | 0.017 (1.10- | 38 0.055 | 15 0.090 | 0.09
6.19)
0.55

1-1-2-1 C-C-A4 |31 0.138 | 28 0.081 | 0.028 (0.31- | 73 0.106 | 16 0.096 | 0.72
0.97)
0.43

1-2-1-1 C-T-G-4 |13 0.058 | 9 0.026 | 0.053 (0.17- | 19 0.028 | 2 0.012 | 0.40
1.11)

2-1-1-1 T-C-G4 (5 0.022 |20 0.058 | 0.06 20 0029 | 5 0.030 1

B — Bolesnici, Br. — Broj¢ane, F —Frekvencija, K — Kontrole, n — Broj individua, N — Broj, OA — Osteoartritis.
YIL1A(-889)-1L1B(3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR) oznaka zajedni¢kog haplotipa

“Haplotip 1-2-1-1; P s najkonzervativnijom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.004

4.1.3 Analiza genotipova

Nakon ucinjene analize haplotipova, uéinjena je analiza frekvencije genotipova izmedu
ispitivane i kontrolne skupine. Ukupni broj mogucih genotipova je funkcija broja
predvidenih haplotipova. Program Phase je predvidio razli¢it broj moguc¢ih haplotipova
za analizu izmedu bolesnika s OA koljena i kontrola te izmedu bolesnika s OA kuka i
kontrola. U prvoj sparenoj grupi (bolesnici s OA koljena — kontrole) je bilo 25
haplotipova, dok je u drugoj sparenoj grupi (bolesnici s OA kuka — kontrole) bilo 28
haplotipova. U tablicama 14A, 14B, 15A i 15B je navedeno 12 haplotipova s
frekvencijama iznad 0.015 od svake skupine. Analizirane su sve moguce genotip-
haplotip kombinacije, ali su u tablicama navedene samo one s p-vrijednostima ispod 0.2
(Tablice 17 i 18). Genotipovi su grupirani fokusiraju¢i se na pojedini haplotip, a potom

je analizirana takva grupna povezanost s bolestima.
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U bolesnika s OA koljena (Tablica 17) nasli smo 3 genotipa s razlikama izmedu
ispitanika i kontrola koji su imali statisticki znacajnu p-vrijednost. Naime, analiza
genotipova bolesnika s OA koljena (Tablica 17) pokazala je da skup genotipova koji
ukljucuju 1-2-1-1 haplotip znacajno povezan s manjim rizikom za nastanak bolesti (pcorr
= 0.032; OR: 0.30 i 95% CI: 0.10-0.81). U ostala dva genotipa nije uo¢ena povezanost
sa zaStitom, s obzirom na Cinjenicu da su njihove korigirane p-vrijednosti bile iznad
0,05 nakon Bonferroni korekcije (Tablica 17), a njihove odgovaraju¢e komponente
haplotipa nisu bile povezane s boles¢u (Tablice 14A i 14B). Tako je za proSireni
haplotip 1-2-1-1 IL-1 genskog lokusa pronadena povezanost sa zaStitom od nastanka

OA koljena i na razini haplotipa kao i na razini genotipa.

Tablica 17. Analiza povezanosti genotipova IL-1 genskog lokusa s osteoartritisom

koljena u hrvatskoj populaciji*.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus
Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

Oznake genotipova K OA koljena (B)
Brojéane” Ostale’ n=504 n=238 P OR (95%Cl) Moguca
povezanost
1-1-1-1/1-1-2-1 C-C-G-4/C-C-A-4 48 11 0.021 0.46 (0.22-0.94)  (protekcija)”
1-1-1-1/1-2-1-1 C-C-G-4/C-T-G-4 11 0 0.022  0.09 (0.00-1.20)
1-1-1-2/2-1-2-2 C-C-G-2/T-C-A-2 0 2 0.03 11.1 (0.6-7x10e6)
1-1-2-2/1-2-1-1 C-C-A-2/C-T-G-4 9 0 0.035 0.11 (0.00-1.42)
1-1-2-2/2-2-1-1 T-C-A-4/T-T-A-2 32 24 0.07
2-2-1-1/2-2-1-1 T-T-G-4/T-T-G-4 10 8 0.25
2-2-1-1/2-2-2-2 T-T-G-4/T-T-A-2 5 0 0.18
1-1-1-2 / svi C-C-G-2/ svi 49 33 0.09
1-2-1-1/ svi C-T-G-4/ svi 34 5 0.008 0.30(0.10-0.81)  protekcija’

B — Bolesnici, K — Kontrole, n — Broj individua, OA — Osteoartritis.

'Navedeni su samo oni genotipovi s p <0.2
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2|L1A(-889)-1L1B(+3954)-1L1B(-511)-ILIRN(VNTR)
*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR
*P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.084

°P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.032

Naprotiv, analiza genotipova bolesnika s OA kuka (Tablica 18) je pokazala da
skup genotipova koji ukljucuju 1-1-1-2 haplotip nije statisticki znacajno povezana s
poveéanim rizikom za nastanak bolesti (peor < 0.07; OR: 1.70, 95% CI: 1.06-2.72).
Zanimljivo, kompletni set genotipova koji ukljucuju 1-1-1-2 prosireni haplotip za OA
kuka (Tablice 15A i 15B) kao zajednicki nazivnik (1-1-1-2 / svi) nije znacajno povezan
s predispozicijom za nastanak bolesti nakon najkonzervativnije Bonferroni korekcije
(Tablica 18). Nadalje, analiza je pokazala dva statisticki znacajna genotipa povezanih s
predispozicijom za nastanak bolesti (pcor < 0.008; 1-1-1-1 / 2-1-1-1) i protekcije od
nastanka OA kuka (p < 0.017; 1-1-1-1 / 1-1-2-1) (Tablica 18). Postoji mogucnost da je
rizik za predispoziciju za nastanak OA kuka na razini genotipa u nasoj analizi
izbalansiran zbog slucajne povezanosti predisponiraju¢eg (1-1-1-2) haplotipa s onima
koji su protektivni. Medutim, daljnjom analizom smo otkrili i da bolesnici s OA koljena
I OA kuka koji imaju isti genotip (1-1-1-1 / 1-1-2-1), a koji je statisticki znacajno
razli¢it izmedu ispitanika i kontrola i povezan s protekcijom za nastanak OA koljena i
OA kuka (Tablice 17 i 18), gubi svoju statisticku znac¢ajnost nakon najkonzervativnije
Bonferroni korekcije (pcor = 0.084 i 0.08). Budu¢i da se radi o grani¢nim p-
vrijednostima, mozemo ustvrditi da najmanje postoji trend ka protekciji na genotipskoj
razini (koja dodatno potvrduje postojanje znaCajne udruZenosti s protekcijom na

haplotipskoj razini).
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Tablica 18. Analiza povezanosti genotipova IL-1 genskog lokusa s osteoartritisom kuka

u hrvatskoj populaciji’.

(Iz: Kaarvatn MH, Jotanovic Z, Mihelic R i sur. Associations of the Interleukin-1 Gene Locus

Polymorphisms with Risk to Hip and Knee Osteoarthritis: Gender and Subpopulation Differences. Scand

J Immunol 2012;77(2):151-61.)

Oznake genotipova K OA kuka (B)
Brojéane” Ostale® n=504  n=259 P OR (95%Cl) Moguca
povezanost

1-1-1-1/1-1-2-1 C-C-G-4/C-C-A-4 48 12 0.017  0.46 (0.23-0.92) (protekcija)”
1-1-1-1/2-1-1-1 C-C-G-4/T-C-G-4 3 10 0.002  6.71(1.69-30.98)  predispozicija®
1-1-1-2/1-1-1-2 C-C-G-2/C-C-G-2 3 5 0.13
1-1-1-2/2-1-1-1 C-C-G-2/T-C-G-4 2 4 0.19
1-1-1-2/2-1-2-2 C-C-G-2/T-C-A-2 0 3 0.013 13.77 (0.84-8x10e6)
1-1-2-2/1-1-2-2 C-C-A-2/C-C-A-2 17 4 0.17
1-1-2-2/1-1-2-1 C-C-A-2/C-C-A-4 8 8 0.17
1-1-2-2/1-2-1-1 C-C-A-2/C-T-G-4 9 1 0.18
2-2-1-1/2-2-2-2 T-T-G-4/T-T-A-2 5 0 0.17

1-1-1-2 / svi C-C-G-2/svi 49 40 0.020 1.70 (1.06-2.72) (predispozicija)*

1-2-1-1/ svi C-T-G-4/ svi 33 11 0.20

B — Bolesnici, K — Kontrole, n — Broj individua, OA — Osteoartritis.

'Navedeni su samo oni genotipovi s p <0.2

2IL1A(-889)-IL1B(3954)-IL1B(-511)-ILIRN(VNTR)
*0znake nukleotida navedenih SNP alela? i brojeva kopija VNTR

*P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) < 0.08 / < 0.07

°P s konzervativnom Bonferroni korekcijom (x4) = 0.008
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4.2 Interleukin-17 (1L-17)

4.2.1 Analiza frekvencije pojedinog alela i genotipova

Frekvencije alela i genotipova IL17A SNP (-197G>A) bolesnika s OA koljena i kuka iz

hrvatske populacije su navedene u Tablici 19.

Tablica 19. Analiza povezanosti IL17A SNP s osteoartritisom kuka i koljena u

hrvatskoj populaciji.

Frekvencije Frekvencije
alela® genotipova’
OA kuka K P OA kuka . OR
(B) (OR) (B) (95% ClI)
) ; SNP
IL17A n=344 n=272 IL17A n=172 n=136
-197 -197
0.660 0.632 0.48 0.453 0.397 1.14
1 G 11 GIG 0.53
(227) (172) (1.13) (78) (54) (0.74-1.76)
0.340 0.368 0.413 0.471 0.88
2 A 12 G/IA 0.53
(117) (100) (71) (64) (0.57-1.34)
0.134 0.132 1.01
22 AIA 0.98
(23) (18) (0.50-2.05)
Frekvencije Frekvencije
alela® genotipova’
OA koljena P OA koljena OR
K K P
(B) (OR) (B) (95% ClI)
) ; SNP
IL17A n=372 n=272 IL17A n=186 n=136
- -197
0.637 0.632 0.90 0.409 0.397 1.03
1 G 11 GIG 0.89
(237) (172)  (1.02) (76) (54) (0.67-1.59)
0.363 0.368 0.457 0.471 0.97
2 A 1/2 0.88
(135) (100) (85) (64) (0.64-1.47)
0.134 0.132 1.02
2/2 0.96
(25) (18) (0.51-2.03)

B — Bolesnici, K — Kontrole, n — Broj individua, OA — Osteoartritis.
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'Frekvencije (broj)
Oznake alela

’Oznake genotipa

Statisticka analiza ucinjena je usporedbom frekvencija alela i genotipova bolesnika s
OA Kkoljena i kuka iz hrvatske populacije kojima je ugradena PEP ili TEP koljena,
odnosno TEP kuka, s onima u zdravih dobrovoljnih davatelja krvi kao kontrolne
skupine. Alelne razlike IL17A SNP (-197G>A) nisu statisticki znaajno razliCite
izmedu ispitanika i kontrola (Tablica 19). Takoder, iz Tablice 19 je razvidno da se ni
frekvencije alela i genotipova IL17A statisticki znacajno ne razlikuju izmedu bolesnika

i kontrola.
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5. RASPRAVA

Poznata je ¢injenica da je prekomjerna ekspresija IL-1p citokina povezana s razvojem
artritisa, jer ista moze dovesti do oStecenja zglobnih tkiva in vitro (312) kao i uzrokovati
nastanak artritisa kod animalnih modela (kuni¢) (313). Kako se IL-1a i IL-1p citokini
funkcionalno ne razlikuju, a mogu biti modulirani od strane antagonista IL-1 receptora,
nekoliko je studija istrazivalo polimorfizme IL-1 genskog lokusa povezanih s
nastankom osteoartritisa (14, 160, 162, 173, 200, 314-317). Ove studije su pokazale da
su razlike u frekvencijama alela i genotipova polimorfizama IL-1 genskog lokusa
sloZene, jer ovise o aspektima kao §to su lokalizacija bolesti i etni¢ka pripadnost.

U ovom istraZivanju smo proucavali povezanost izmedu polimorfizama IL-1
genskog lokusa i predispozicije za nastanak osteoartritisa velikih zglobova u hrvatskoj
populaciji. Usporedili smo frekvencije alela, haplotipova 1 genotipova cetiri
polimorfizama unutar lokusa (odnosno unutar IL1A, IL1B i IL1IRN gena) izmedu
ispitivane (bolesnici s OA koljena i kuka) i kontrolne skupine. Rezultati prethodnih
objavljenih vlastitih istrazivanja (analiza rs16944 IL1B i VNTR polimorfizma IL1RN te
haplotipova 2 markera IL-1 genskog lokusa) pokazali su da nema znacajne povezanosti
s OA koljena i kuka u hrvatskoj populaciji (297, 298). Ovim istrazivanjem proSirena je
analiza na cetiri polimorfizma: IL1A (rs1800587) - IL1B (rs1143634) - IL1B (rs16944)
- ILIRN (VNTR), ali su dodatno i analizirane razlike medu spolovima.

Rezultati ovog istrazivanja, a koji se odnose na usporedbu frekvencije alela
izmedu ispitivane i kontrolne skupine, su pokazali da razlike u frekvencijama alela za
IL1A (-889) i IL1B (+3954) izmedu ispitivane i kontrolne skupine nisu bile statisticki
znacajne, iako su one za prethodni SNP, izmedu bolesnika s OA koljena i kontrola,

pokazale trend (p < 0.07) prema statistickoj znacajnosti za ¢es¢i (major) alel (Tablica
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12). Dosad, u naSem uzorku od oko 1000 ispitanika nismo nasli odstupanja od
objavljenih frekvencija alela iz grupe IL1 lokusa (IL1B G-511A), ukljucujuéi i
frekvencije ILIRN VNTR-a. Nadalje, usporedbom frekvencije alela ispitivane i
kontrolne skupine pokazano je da alelne razlike IL17A SNP (-197G>A) takoder nisu
statisti¢ki znacajno razli¢ite izmedu ispitanika i kontrola (Tablica 19).

Zanimljivo, pronadene su dvije povezanosti s bolesti, ali samo kod osoba
Zenskog spola. Prva takva povezanost je novi haplotip 1-2-1-1 povezan sa 6 puta
manjim rizikom za nastanak OA koljena. Druga povezanost je prethodno objavljeni
"haplotip proSirenog rizika" 1-1-1-2, koji je u nasoj studiji bio povezan s viSe od dva i
pol puta (> 2,5 puta) ve¢om predispozicijom za nastanak OA kuka. Medutim, potonji
haplotip (1-1-1-2) je i novi po tome §to je u ovom istrazivanju pokazano da je specifican
za Zenski spol, s obzirom da ova povezanost s boles¢u nije pronadena u muskaraca.

Cimbenike koje treba razmotriti kao nepovoljne, jer su mozda mogli negativno
utjecati na dobivene rezultate (tj. na pouzdanost rezultata) u naSem istraZivanju, su
suboptimalno uskladena ispitivana i kontrolna skupina po dobi i spolu te relativno mali
broj ispitanika. Sto se ti¢e prispodobe ispitivane i kontrolne skupine po dobi i spolu,
prethodno navedeni ¢imbenici nastojali su se korigirati izratunavanjem veli¢ine uzorka
koji je potreban za otkrivanje razlike od 5% u frekvencijama haplotipova (s OR u
rasponu od 0,2 do 0,4) izmedu ispitivane i kontrolne skupine i to sa snagom studije od
80%. Za takvu analizu bilo bi dostatno barem 230 ispitanika i 130 kontrola, koji su
potom i odabrani za striktniju analizu ispitivane i kontrolne skupine prispodobljene po
dobi i spolu (tablice 2B i 3B). Ovi rezultati sugeriraju da bi relativno mali postotak (3-
6%) od normalne populacije mogao imati do 3- ili 6-puta manji rizik za nastanak OA
kuka ili koljena, ukoliko su nosioci 1-2-1-1 haplotipa IL1 genskog lokusa. Ipak, moguée

je da tijekom ovog istrazivanja nisu detektirane vazne asocijacije, tj. povezanosti s
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bolesti te bi mozda tipiziranje vise markera u viSe ispitanika u budu¢em istrazivanju
mogao rijesiti ovaj problem. Sto se ti¢e drugog ¢imbenika kojeg treba razmotriti, a to je
relativno mali broj ispitanika ukljucenih u ovo istraZivanje, ova studija je jedna od
najvecih do sada objavljenih u svijetu (iskljucujuéi meta-analize). Za ilustraciju, na slici
10 moZemo usporediti broj ispitanika izmedu objavljenih studija 0 genetskom utjecaju
IL1 lokusa na nastanak OA. No, to ne znaéi da je ispitivani broj bolesnika i kontrola
dostatan da se otkriju svi Cimbenici rizika za OA 1 dokazu povezanosti u ovoj
populaciji. Trebalo bi nastaviti prikupljati uzorke (i bolesnika i kontrola) te bi se sa oko
500 do tisu¢u uzoraka po skupini priblizilo svjetskim standardima u studijama s

Nadalje, Sto se tiCe povecanog rizika za nastanak OA kuka, rezultati ovog
istraZzivanja potvrduju rezultate objavljenog istraZivanja za ILIRN VNTR u njemackoj
populaciji (290), a takoder potvrduju i rezultate nizozemske studije Meulenbelt i sur.
(184) kao i studije za populaciju Ujedinjenog Kraljevstva Smith i sur. (292) u kojima je
potvrdeno da je haplotip 1-1-1-2 povezan s predispozicijom za nastanak OA kuka.
Nasuprot tome, rezultati ovog istraZivanja su u suprotnosti s rezultatima kasnije studije
za populaciju Ujedinjenog Kraljevstva (UK) (318), u kojoj nije bilo povezanosti s
predispozicijom za nastanak OA kuka u osoba s 1-1-1-2 haplotipom (Slika 10). To je
mozda zbog toga Sto je broj ispitanika muskog spola s OA kuka u njihovoj studiji bio
nepoznat pa bi stoga takva povezanost mogla biti zapravo prikrivena. Razina povecanog
rizika za nastanak OA kuka (mjereno s OR) koju imaju nosioci 1-1-1-2 haplotipa bila je
relativno blaga (1.75-2.56) u odnosu na prethodno objavljene studije za druge bjelacke
populacije (Slika 10). Da je u ovom istrazivanju analizirano 7-8 markera prilikom
analize haplotipova, mozda bi se pronasla povezanost s ve¢im rizikom. U prilog tome

govori i studija Smith i sur. (292) koji su otkrili 23-puta povecan rizik za nastanak OA
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kuka prilikom analize haplotipa proSirenog rizika s 8 markera za haplotip 2-1-1-1-1-2-2-
1 (identican nasem 1-1-1-2). Medutim, ta razlika takoder moze biti posljedica
nejednakosti izmedu studija u pogledu etnicke pripadnosti, a mozda spola 1 dobi
kontrola.

Sto se ti¢e predispozicije za nastanak OA koljena, rezultati ovog istraZivanja
potvrduju rezultate istrazivanja nizozemske studije (184) u kojoj takoder nije pronadena
povezanost s predispozicijom za nastanak OA koljena, ali su u suprotnosti s rezultatima
studije za populaciju UK (212, 292) i njemacke studije (290) kod kojih je pronadena
povezanost IL1 genskog lokusa s predispozicijom za nastanak OA koljena (Slika 10). U
studiji Smith i sur. (292) pronaden je 2 - 4 puta poviSen rizik za nastanak OA koljena u
osoba koje nose haplotip 2-1-1-1-1-1-1-1 (identi¢an nasem 1-1-1-1; Slika 10).

S obzirom na manji rizik za nastanak OA koljena, protektivni 1-2-1-1 haplotip u
ovom istraZivanju do sada nije opaZzen. Smith i sur. opisali su protektivni haplotip 1-2-2-
1-1-1 (identi¢an nasem X-1-2-1) za nastanak OA koljena (292), a Attur i sur. (319)
opisali su slican rezultat u nosioca dva razli¢ita polimorfizma oko IL1RN gena (Slika

10).
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IL-1 genskog lokusa za osteoartritis koljena i kuka:

ipovi

Slika 10. ProSireni haplot

jeni

dstavl

ipovi su pre

usporedba izmedu razli¢itih studija slucajeva i kontrola. Haplot

kao paralelogrami koji obuhvacaju SNP i VNTR alele. K - Kontrole; OA — Osteoartritis,
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PEP - Parcijalna endoproteza, ROA — Radiolodki dokazan OA, SAD - Sjedinjene
Americke Drzave, SNP - Polomorfizam jednog nukleotida, TEP — Totalna endoproteza,
UK - Ujedinjeno Kraljevstvo, VNTR — Varijabilni broj tandemskih ponavljanja.

'M>m, major (M) — &es¢i i minor (m) - rjedi SNP aleli (ispod, 1 predstvalja M, a 2
predstavlja m alel za sve SNP lokue; navedeni VNTR aleli imaju: 1 — Cetiri ponavljanja,
2 — dva ponavljanja, 3 — pet ponavljanja i 4 — tri ponavljanja).

2U studiji Attura i sur. (319), ROA koljena je analiziran kod sluajeva bez usporedbe sa
zdravim kontrolama usporedujuci 2 skupine: jednu, s Kellgren — Lawrence stupnjem 1
do 2 (K/L-1/2), usporedujuci s drugom u kojoj je K/L stupanj bio 3 do 4 (KL-3/4).
3Aleli u zagradama oznacavaju dodatne SNP blizu onih koji su prikazanu, ali nisu
pozicionirani na mapi zbog manjka prostora. U redu koji pocinje s referencijom
Chapman (318), prikazan je susjedni SNP alel umjesto ILIRN VNTR zbog uske
neravnoteZe povezanosti izmedu njih. Tako, je marker za ILIRN VNTR alel 2 oznacen
kao (2). Omijer izgleda (OR) nalazi se na desnoj strani od haplotipskog ili lokusnog
paralelograma oznacavaju¢i moguéu povezanost ili s predispozicijom (ukoliko je veci
od 1) ili s protekcijom (ukoliko je manji od 1). Kako bi se lakSe razlikovalo,
predispozicija za nastanak OA je oznaCena manje zasjenjenim paralelogramom,
protektivni haplotipovi viSe zasjenjenim paralelogramom, dok haplotipovi (ili lokusi)
izmedu ovih krajnosti predstavljaju one haplotipove koji nisu statisti¢ki znacajni. Uz
OR nalazi se 95% interval pouzdanosti (95% CI) kako bi se bolje prikazala prijasanja i
sadasnje vlastito istrazivanje.

(*) — Oznacava da 95% CI nije naveden;

n — Oznacava broj osoba u studiji.
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Na temelju svega prethodno navedenog, postavlja se pitanje kako interpretirati
kontradiktorne rezultate ovih studija udruzenosti s OA (Slika 10)? Prvo (1), varijacije
izmedu ovog istrazivanja i objavljenih studija (184, 212, 290, 292) vjerojatno
odrazavaju razlike u varijabilnosti slozenosti nasljeda te izloZenosti okoliSu u razli¢itim
populacijama. Drugo (2), odredeni nevezani (za IL-1) faktor rizika moze doprinijeti
predispoziciji za nastanak OA bilo u IL-1 genskoj obitelji ili u njegovoj blizini, kao, na
primjer, u drugim genima (I1L36G, IL36A, IL36B, IL36RN, IL1F10 i IL37), mikroRNA
ili CpG metilacijskim mjestima (Slika 10). Trece (3), genetski rizik za nastanak OA
moze ukljuéivati viSe ¢imbenika unutar ili izvan IL-1 genskog lokusa, ukljucujuéi i
kombinaciju dvaju prethodno navedenih objasnjenja.

Koji su argumenti za i protiv navedenih moguénosti? U pogledu prvog
objasnjenja, fenotipski je mozda bolest identi¢na, ali genetski heterogena (takve razlike
je tesko detektirati pri dijagnozi jer manjka etiopatologija). Tada bi i predisponirajuci
geni mozda bili rasprostranjeni razli¢ito u ljudskim populacijama. Nadalje, ¢ak i ako je
bolest genetski homogena, varijacije gena u pojedinim populacijama ili genetski otklon
(od engl. genetic drift) mogu uciniti zajednicke polimorfizme rijetkima. Takve genetske
markere moglo bi biti teSko identificirati, s obzirom da konzervativna procjena
genetskog rizika zahtijeva dokumentiranu zna¢ajnu povezanost pojedinog markera u
jednoj etnickoj populaciji i potvrdu takvog ishoda u drugoj nesrodnoj populaciji. Takav
zahtjev moze iskljuciti potencijalno korisne informacije pogotovo za bolesti sa slozenim
nasljedem. Sli¢an problem prisutan je i kod studija udruzenosti cijelog genoma
(GWAS), a taj je da one mogu otkriti samo one genetske ¢imbenike koji nose vrlo visok
(ili vrlo nizak) rizik za nastanak neke bolesti. Isto tako, slicnim slabostima mogu biti
sklone i meta-analize. Jedna od takvih meta-analiza je i nedavno objavljena velika meta-

analiza genetskih studija sluc¢ajeva s OA kuka i koljena i kontrola Kerkhofa i sur. (244),
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koja je samo povecala postojece nejasnoce. Naime, meta-analize mogu pronaci genetske
markere povezane s visokim rizikom za nastanak pojedine bolesti, ali, nazalost, i
iskljuciti za bolest lokus-specificnu povezanost niskog rizika (ili pri genetskoj
heterogenosti). Ovakva pogreSka svojstvena je samoj metodi; naime, metoda meta-
analize balansira razlike unutar populacija i tako se lako moze previdjeti povezanost s
funkcionalnom genetskom grupom, odnosno ona otkriva samo zajedni¢ke polimorfizme
koji bi mogli biti ili rijetki ili ne postoje. Medutim, namece se pitanje zasto ne bi
postojali takvi zajednicki polimorfizmi? Dakle, kako bi se adekvatno procijenio mali i
srednje izraZeni genetski rizik za nastanak OA, vazno je istraziti razli¢ite etnicke i rasne
subpopulacije u potrazi za varijacijama unutar funkcionalnih grupa. Naime, razmotrimo
prvu hipotezu, a ta je da se nizak genetski rizik za nastanak OA moZze distribuirati preko
pojedinih funkcionalnih grupa. Cimbenici koji uzrokuju upalu upravo predstavljaju
takvu grupu, ukljucujué¢i IL-1 citokin. Djelovanje IL-1 ovisi 0o genima koji kodiraju
agoniste, antagoniste, receptore, signalne pretvornike (od engl. signal transducers) i
proteine koji reguliraju biologiju IL-1 citokina, kao i ne-proteinske epigenetske
regulatore (kao npr. mikroRNA i CpG otoci). Svi oni bi mogli imati alelne varijante
koje bi mogle predstavljati rizik za nastanak OA. Aleli bi mogli biti distribuirani medu
razlic¢itim ljudskim populacijama na takav nacin da svaka subpopulacija posjeduje samo
jedan ¢imbenik rizika (ili, u najboljem slucaju, nekoliko njih). Dakle, moglo bi se
rijetko (ili mozda uopée ne) prepoznati isti ¢imbenik rizika u vise od jedne
subpopulacije. Stoga, kako bi se procijenili svi genetski ¢imbenici koji predisponiraju
nastanku OA, vazno je u budu¢nosti dokumentirati genetske rizike u Sto vise ljudskih
subpopulacija.

Sto se ti¢e drugog tumacenja, malo je vjerojatno da je rizik za nastanak OA

povezan s drugim genom ili genetskim elementom u susjedstvu IL-1 genskog lokusa, jer
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nema mikroRNA (miRNA) molekula u IL-1 genskom lokusu (one najbliZze su udaljene
oko 1Mb) prema miRBase-19 bazi podataka (320). Dakle, teoretski, postoji moguénost
utjecaja alela do sada joS neidentificirane miRNA molekule ili CpG otoka.

Tre¢e tumacenje je takoder manje vjerojatno objasSnjenje zbog istog razloga,
odnosno nedostatka dokaza. Ipak, viSestruki ¢imbenici rizika usko vezani za IL-1 lokus
mogu bolje pojasniti kontroverzu oko rizika za nastanak OA u razli¢itim
subpopulacijama. Pretpostavimo da postoje dva ¢imbenika rizika povezana u
odredenom haplotipu IL-1 lokusa. Prvi ¢imbenik je hipotetska miRNA koji predisponira
nastanku OA reguliranjem ciljnog gena na drugom kromosomu, a drugi ¢imbenik
hipotetski mozZe mijenjati rizik putem upale (i nalazi se unutar IL-1 genskog lokusa).
MIRNA ¢e pokazati povezanost s boles¢éu samo onda kada odredeni kromosomi (u
ovom sluc¢aju najmanje dva: jedan s miRNA 1 jedan s mozebitnim ¢imbenikom nastanka
OA kojeg miRNA modulira) budu prisutni u genomu bolesnika. Ovakav ili slican
scenarij bi se pojavio u analizama kao varijacija u povezanosti razli¢itih haplotipova i
genotipova s predispozicijom za nastanak bolesti u ovisnosti o ispitivanoj populaciji.
Time se moZe objasniti kako smo pronasli dodatne znacajne povezanosti pojedinih
genotipova s OA kuka u ovom (Tablica 18) i prethodnom istrazivanju (297). Medutim,
potvrda ove hipoteze zahtijeva daljnja istrazivanja.

U daljnjem istrazivanju ispitali smo i povezanost SNP rs2275913 (-197G>A) u
podrucju promotora gena IL17 s predispozicijom za nastanak OA koljena i kuka u
hrvatskoj populaciji. Nismo pronasli povezanost s ovom bolesti. Ova studija predstavlja
prvu analizu ove vrste za hrvatsku populaciju, drugu (u svijetu) analizu moguce
povezanosti IL17 gena s predispozicijom za nastanak OA kuka, i prvu analizu moguceg

povezanosti istog gena s predispozicijom za nastanak OA koljena, uopce.
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IL-17 predstavlja grupu citokina koja se preteZito sastoji od 2 proteina: IL-17A i
IL-17F, a oba su proupalni citokini. Oni imaju vaznu ulogu u upalnom procesu te su
ukljuceni u patofiziologiji autoimunih bolesti i reakciji odbacivanja transplantata (321).
Prema Liu i sur. (322), proksimalni promotor IL17A sadrZi nekoliko veznih mjesta za
transkripcijske ¢imbenike, ukljuuju¢i 1 vezna mjesta za transkripcijski Cimbenik
nuklearnog faktora aktiviranih T-stanica (NFATC). NFATC je transkripcijski ¢imbenik
vazan za regulaciju T stanicama posredovane IL17A genske transkripcije (322). SNP -
197(G>A, rs2275913) se nalazi u promotorskoj regiji neposredno uz NFATC vezna
mjesta (321). Ovi rezultati ukazuju na funkcionalnu ulogu rs2275913 SNP u
promotorskoj aktivnosti IL17A gena kroz utjecaj na NFATC transkripcijsku aktivnost,
¢ime utjeCe na proizvodnju IL-17A od strane T stanica (321). S obzirom na ¢injenicu da
je 197A alel zna¢ajno povezan s povecanom proizvodnjom IL-17A (320), genotipizacija
G197A se moZze koristiti za predvidanje predispozicije i teZzine IL-17-srodnih bolesti kao
Sto su RA, parodontna bolest, multipla skleroza, alergijski rinitis, psorijaza, upalna
bolest crijeva i reakcija odbacivanja transplantata (323).

lako se za IL-17 pretpostavlja da ima ulogu u patofiziologiji OA, njegova uloga
Jo$ nije u potpunosti razjasnjena. Medutim, istrazivanje Southama i sur. ne podupire
tezu da IL17A ili IL17F kodiraju predispoziciju za nastanak OA kuka u populaciji
Ujedinjenog Kraljevstva, a koja je prethodno identificirana na kromosomu 6 (182, 186).
Ipak, prethodno objavljena studija Nordanga i sur. (324) je pokazala da je SNP u
promotorskoj regiji gena IL17A (rs2275913, G-197>A) povezan s predispozicijom za
nastanak RA. Nadalje, nedavna je studija pokazala da povecana ekspresija IL-17A nije
samo ograni¢ena na sinovijalna tkiva bolesnika oboljelih od RA, ve¢ je prisutna i kod

drugih oblika upalnog artritisa, kao Sto je primjerice OA (325).
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Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno, kao i ¢injenicu da se nasi rezultati (297,
298) s IL-1 lokusom razlikuju od britanske populacije (212), proveli smo analizu IL17A
lokusa u bolesnika s OA kuka, ali smo i prosirili tu analizu na bolesnike s OA koljena u
nasoj populaciji. Unato¢ negativnim rezultatima dobivenim u dosada provedenim
analizama za hrvatsku, ali i populaciju Ujedinjenog Kraljevstva, neke buduce studije
morati ¢e biti usmjerene na utvrdivanje pretpostavke da li je uistinu IL-17 protein
ukljucen u patofiziologiji OA, kao Sto to tvrde Kapoor M i sur. (252). U buduénosti
planiramo prosiriti naSe istrazivanje dodavanjem jednog ili vise novih polimorfnih

markera za analizu haplotipa.
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6. ZAKLJUCCI

Kako je navedeno u 3. poglavlju ovog Doktorskog rada, cilj istraZivanja bio je prouciti

ulogu proupalnih citokina IL-1 i IL-17 u populaciji bolesnika s uznapredovalim oblikom

primarnog OA koljena i kuka istrazuju¢i polimorfizme njihovih gena. Na temelju

postavljenih specifi¢nih ciljeva ovog istrazivanja, mogu se donijeti slijede¢i zakljuéci:

Ovim istrazivanjem utvrdeni su polimorfizmi IL1A (rs1800587, C-889T), IL1B
(rs1143634, C+3954T) i IL-17A (rs2275913, G-197A) u bolesnika s
uznapredovalim oblikom primarnog OA koljena i1 kuka kojima je ugradena TEP
kuka, odnosno TEP ili PEP koljena i usporedeni s kontrolnom skupinom
ispitanika iz hrvatske populacije dobrovoljnih darivatelja krvi, ali su nadene i
povezanosti s bolescu.

Analiza frekvencije alela za IL1A (rs1800587, C-889T) i IL1B (rs1143634,
C+3954T) je pokazala da razlike u frekvencijama alela za IL1A (-889) i IL1B
(+3954) nisu bile statisticki znacajne, iako su one za prethodni SNP, izmedu
bolesnika s OA koljena i kontrola, pokazale trend (p < 0.07) prema statistickoj
znacajnosti za ¢eS¢i (major) alel. Kada su usporedene frekvencije genotipova
jednog IL1A (-889) i IL1B (+3954) alela, sve razlike su bile statisticki
beznacajne, osim onih za populaciju bolesnika s OA koljena. Nadalje,
frekvencije alela i genotipova IL17A SNP (-197G>A) nisu statisticki zna¢ajno
razli¢ite izmedu bolesnika 1 kontrola.

Analizom frekvencije genotipova u populaciji bolesnika s OA koljena uo¢ene su
dvije znacajne razlike u frekvencijama genotipova prema kontrolama u IL1A (-

889) SNP. Homozigotni ces¢i/rjedi alelni 1/1 (C/C) genotip je povezan s
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protekcijom za nastanak OA koljena, dok je heterozigotni ¢eséi/rjedi alelni 1/2
(C/T) genotip povezan s predispozicijom za nastanak bolesti.

ProSirivanjem ovog ispitivanja uvodenjem rezultata prethodnog istrazivanja s
dva polimorfna markera za IL1 regiju: IL1B (rs16944, G-511A) i IL1RN
(VNTR), a kako bi se definirao proSireni haplotip (ILLA C-889T, IL1B
C+3954T, IL1B G-511A i ILIRN VNTR), dokazano je slijedece:

1. Bolesnici s OA koljena (n = 238) nesto su rjede nosioci haplotipa 1-2-1-1
u usporedbi s kontrolama. Ta razlika je statisticki znacajna (Peorr < 0.05) te
sugerira da je 1-2-1-1 haplotip povezan s oko 3 puta manjim rizikom za
nastanak OA koljena (OR: 0.31; 95% CI: 0.11 - 0.84). Ta razlika postaje
statisticki vrlo znacajna (peorr < 0.001) prilikom usporedbe ispitivane i kontrolne
skupine koje su prispodobljene po spolu i dobi, dodatno prepolovljujuéi (6 puta
manji) rizik za nastanak OA koljena u (do 6%) zdravih pojedinaca. Takoder,
uocen je i trend prema predispoziciji za nastanak OA Kkoljena u nositelja
haplotipa 2-1-2-2 (p < 0.04; OR: 1.96, 95% CI: 0.97-3.94; pcorr < 0.08).

2. U bolesnika s OA kuka (n = 259), haplotip 1-1-1-2 je ¢eS¢e zastupljen
nego u kontrolnoj skupini, a razlika je statisticki znacajna (Pcorr < 0.028; OR:
1.75, 95% CI: 1.13-2.7), Sto sugerira da bi ovaj haplotip mogao biti udruzen
(povezan) sa 75% vecim rizikom za nastanak OA kuka. Ova statisticki znacajna
razlika prilikom usporedbe ispitivane i kontrolne skupine takoder je zamijecena
I u analizi grupa ispitanika koje su prispodobljene po spolu i dobi (pcorr < 0.033,
OR: 2.02, 95% CI: 1.01-4.12). Nadalje, analiza ispitivane i kontrolne skupine
prispodobljene po spolu i dobi pokazala je povezanost 1-2-1-1 haplotipa (pPcorr <
0.044; OR: 0.37, 95% CI: 0.16- 0.87) s oko tri puta manjim rizikom za nastanak

OA kuka.
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3. Kada su spolne razlike u potpunosti uzete u obzir, Zene (ali ne i
muskarci) imaju Sest puta manji rizik (pcorr < 0.004; OR: 0.14, 95% CI: 0.03-
0.54) za nastanak OA koljena ako su nosioci 1-2-1-1 haplotipa. Zene takoder
imaju viSe od dva i pol puta veci rizik za nastanak OA kuka (OR: 2.56, 95% CI:
1.10-6.19) pod uvjetom da su nosioci 1-1-1-2 haplotipa, ali ta razlika nije
statisticki znacajna nakon vrlo konzervativne korekcije za koriStenje vise
testova (Bonferroni) (peorr < 0.08). Nadalje, kod Zena postoje dvije razlike u
frekvencijama 1-1-2-1 i 1-2-1-1 haplotipova izmedu bolesnica s OA kuka i
kontrola, ali p-vrijednost nije ostala znacajna nakon Bonferroni korekcije.

4. Analiza haplotipova kod muskarca je pokazala da nema razlika u osoba s
OA koljena i OA kuka, izuzev za 2-1-1-1 haplotip koji je statisti¢ki znacajno
povezan s 3.6 puta povecanim rizikom za nastanak OA koljena (p = 0.011, pcorr
= 0.044). Medutim, frekvencija ovog haplotipa je nereproducibilna.

5. Analizom genotipova u bolesnika s OA koljena pronadena su 3 genotipa
s razlikama izmedu ispitanika i kontrola koji su imali statisti¢ki znacajnu p-
vrijednost. Naime, analiza genotipova bolesnika s OA koljena pokazala je da
skup genotipova koji uklju¢uju 1-2-1-1 haplotip znac¢ajno povezan S manjim
rizikom za nastanak bolesti (pcorr = 0.032; OR: 0.30 i 95% CI: 0.10-0.81). U
ostala dva genotipa nije uocena povezanost sa zastitom, s obzirom na ¢injenicu
da su njihove Kkorigirane p-vrijednosti bile iznad 0,05 nakon Bonferroni
korekcije, a njihove odgovarajuée komponente haplotipa nisu bile povezane s
bolesc¢u. Tako je za proSireni haplotip 1-2-1-1 IL-1 genskog lokusa pronadena
povezanost sa zaStitom od nastanka OA koljena i na razini haplotipa kao i na

razini genotipa.
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6. Analiza genotipova bolesnika s OA kuka je pokazala da skup genotipova
koji ukljucuju 1-1-1-2 haplotip nije statisti¢ki znacajno povezan s povecanim
rizikom za nastanak bolesti (pcorr < 0.07; OR: 1.70, 95% CI: 1.06-2.72). Nadalje,
kompletni set genotipova koji ukljuc¢uju 1-1-1-2 proSireni haplotip za OA kuka
kao zajedni¢ki nazivnik (1-1-1-2 / svi) nije znac¢ajno povezan S predispozicijom
za nastanak bolesti nakon najkonzervativnije Bonferroni korekcije. Ova analiza
je pokazala i dva statisti¢ki znaCajna genotipa povezana s predispozicijom za
nastanak bolesti (peorr < 0.008; 1-1-1-1 / 2-1-1-1) i protekcijom od nastanka OA
kuka (p < 0.017; 1-1-1-1 / 1-1-2-1). Medutim, daljnjom analizom smo otkrili i
da bolesnici s OA koljena i OA kuka koji imaju isti genotip (1-1-1-1 / 1-1-2-1),
a koji je statisti¢ki znacajno razli¢it izmedu ispitanika i kontrola i povezan s
protekcijom za nastanak OA koljena 1 OA kuka, gubi svoju statisticku
znadajnost nakon najkonzervativnije Bonferroni korekcije (pcorr = 0.084 i 0.08).
Budu¢i da se radi o grani¢nim p-vrijednostima, mozemo ustvrditi da najmanje
postoji trend ka protekciji na genotipskoj razini (koja dodatno potvrduje
postojanje znacajne udruzenosti s protekcijom na haplotipskoj razini).

Rezultati ovog istrazivanja govore po prvi puta o vaznosti spola u kombinaciji s

proupalnim citokinima na povecanje ili smanjenje genetskog rizika za nastanak

osteoartritisa. Prvo, pronadena je nova povezanost 1-2-1-1 haplotipa IL-1 genskog

lokusa s protekcijom za nastanak OA koljena u Zena u promatranoj populaciji. Drugo,

potvrden je zakljucak da 1-1-1-2 haplotip IL1 genskog lokusa moze biti povezan s

predispozicijom za nastanak OA kuka. Medutim, ovim istrazivanjem je po prvi puta

pokazano da je samo Zenska populacija ta koja ima poveéan rizik za nastanak OA kuka.

lako se ne mogu iskljuciti drugi genetski ili epigenetski ¢imbenici Koji pridonose

prethodno navedenim korelacijama, rezultati ovog istrazivanja se mogu najjednostavnije
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protumaciti na nacin da su ¢imbenici, kao $to su proupalni citokin IL-1 u ,,suradnji* s
nekim nepoznatim spolno-specifi¢nim utjecajima, ukljuceni U patogenezu primarnog
osteoartritisa i koljena i kuka. Nadalje, naSe istraZzivanje pokazuje i da IL17A SNP
rs2275913 nije povezan s predispozicijom za nastanak OA kuka (koja je prethodno
identificirana na kromosomu 6 u populaciji Ujedinjenog Kraljevstva), kao i s

predispozicijom za nastanak OA koljena u hrvatskoj populaciji.
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