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3 Johdanto

Nivelreuma (rheumatoid arthritis, RA) on heterogeeninen sairaus, jonka hoidossa
kaytetaan erilaisia reumaléakkeitd, joiden vaikutusmekanismit ovat osin huonosti
tunnettuja. Talla hetkelld ei pystytd ennustamaan, mille perinteiselle
reumaladkkeelle, eli disease-modifying antirheumatic drugille 1. DMARDiIlle,
DMARD-yhdistelmélle tai biologiselle reumalddkkeelle kukin potilas reagoi
parhaiten. Perinteisten reumal&ékkeiden vaikutus alkaa hitaasti, joten potilas
saattaa joutua kayttdmé&n puolikin vuotta l&akettd, jonka kayttdon voi liittyad
paljon  haittavaikutuksia ja  joka ei lievitdékd&&n potilaan  oireita.
Immuunijarjestelman salpaaminen biologisilla l1adkkeilld suurentaa infektioriskié,
ja erityisesti latentin tuberkuloosin aktivoituminen on harvinainen, mutta vakava
haitta(1). Biologiset ladkkeet ovat my6s Kkalliita, joten niiden kokeilu
toimimattomina kuluttaa turhaan sek& potilaan ettd terveydenhuoltojérjestelmén
resursseja. Taman vuoksi olisi tarkeda loytad biokemiallisia ja/tai geneettisia
tekijoita, joiden perusteella voitaisiin luotettavasti ennustaa potilaan hoitovastetta

ja valita potilaskohtaisesti optimaalisin laékehoito.

Vuonna 2007 dosentti Heikki Revon tutkimusryhmé kaynnisti pilottitutkimuksen,
jossa tutkittiin veren valkosolujen (T-, B-solujen ja monosyyttien) solunsisaisté
signalointiprofiilia nivelreumassa ja spondyloartropaattisissa taudeissa, kuten
selkdrankareumassa ja reaktiivisessa artriitissa. Tutkittavaan profiiliin kuului
tumafaktori(NF)-kB:n, signal transducer and activator of transcription (STAT)-
signaaliproteiinien ja mitogen-activated protein kinase (MAPK)-tien  p38:n
fosforyloituminen ja sitd kautta aktivoituminen. Havaittiin, etta potilailla, joilla oli
aktiivinen nivelreuma, STAT3-signalointireitti oli konstitutiivisesti aktivoitunut

monosyyteissa ja CD4+ -T-soluissa.(2)

Tassa tutkimuksessa pyritaan vahvistamaan aiempaa I0ydosta
nivelreumapotilaiden STAT3-signaalireitin aktivoitumisesta perifeerisen veren
valkosoluissa ja tutkimaan sen yhteyttd nivelreuman oireisiin ja ndiden
vaikeuteen. Vertaamme STAT3-aktiivisuuksia terveiden verrokkien, kroonista

nivelreumaa  sairastavien ja  juuri  diagnosoitujen, hoitamattomien



nivelreumapotilaiden valilla. Pyrimme talla selvittamadn STAT3-signaalireitin
merkitysta nivelreuman patogeneesisséd. Testaamme my0ds hypoteesia, jonka
mukaan nivelreumapotilaat voitaisiin valkosolujen aktivaation mukaan jaotella T-
solu-, B-solu- tai monosyytti/makrofagipainotteiseen nivelreumaan. Tamé auttaisi
varsinkin biologisten l4&kkeiden kohdentamisessa ja parantaisi potilaiden
elamanlaatua nopeuttamalla remissioon paasyd, milla on selvd merkitys taudin

pitkdaikaisennusteen kannalta(2). Samalla vdhennetdan ld&kehoidon kustannuksia.

4 Kirjallisuuskatsaus

4.1 Reumasairaudet

Reumasairaudet ovat tuki- ja litkuntaelimistdssa esiintyvid toiminnan hairioité ja
sairaustiloja, joihin kuuluvat esimerkiksi nivelreuma, nivelrikko ja kihti. My0s
systeemiset  sidekudossairaudet lasketaan  kuuluviksi  reumasairauksiin.
Reumasairaudet  voidaan jakaa kolmeen ryhmaan; tulehduksellisiin,
degeneratiivisiin ja pehmytkudoksiin kohdistuviin tautimuotoihin. Pitk&aikaisia
reumasairauksia sairastaa noin miljoona suomalaista.(3) Reumasairaudet
huonontavat elaménlaatua, lyhentdvét elinajanodotetta ja lisddvat riskia sairastua

sydan- ja verisuonisairauksiin(4).

4.2 Nivelreuman esiintyvyys ja etiologia

Suomessa nivelreuman esiintyvyys on 0,5-1% ja se on korkein yli 60-vuotiailla.

Naiset sairastuvat miehia useammin.(5)

Nivelreuman etiologia on edelleen epéselva. Geneettisilla riskitekijoilla tiedetaan

olevan merkitystd nivelreuman kehittymisessd. Riski sairastua on 2-4 Kkertaa



suurempi, jos lahisukulaisilla esiintyy nivelreumaa.(5) Esimerkiksi HLA-DR4-
geenin tiettyjen muotojen on todettu lisddvan alttiutta. Ymparistotekijoistéd ainakin
tupakoinnilla, ruokavaliolla, hormoneilla ja infektioilla voi olla vaikutusta
nivelreumaan sairastumisen riskiin.(6) On esitetty, ettd nivelen tuhoavan
tulehduksen syynda voisi olla virusinfektion seurauksena  syntynyt
autoimmuunireaktio. Toisaalta esimerkiksi parodontiittia esiintyy reumapotilailla
useammin Kkuin terveilld ja parodontiittia sairastavien riski sairastua nivelreumaan
on suurentunut. Parodontiittia aiheuttava Porphyromonus gingivalis —bakteeri
ilment&d&d proteiineja sitrullinoivaa entsyymid, milla saattaa olla merkitysta

nivelreuman autoimmuunireaktiossa.(7)

4.3 Nivelreuman patogenees

4.3.1 Keskeiset muutokset

Nivelreumassa oireiden ilmaantumista edeltdd subkliininen vaihe, jolloin
immunologiassa on jo tapahtunut muutoksia. Reumatekijaa (RF) ja sitrullinoituja
proteiineja vastaan Kkehittyneitd vasta-aineita (ACPA-vasta-aineita) voi esiintya
veressd, vaikka kliinisia oireita ei vield ole. My0s rasva-aineenvaihdunta voi
hairiinty4 ja sydan- ja verisuonitapahtumien riski kasvaa.(4) Ennen oireiden alkua
nivelen soluissa aktivoituu usein myds tumafaktori(NF)-kB-signaalireitti, joka
sdatelee tulehdusreaktiota mm. interleukiini-6:n (IL-6:n) ja -8:n vélityksella. Ei
tiedetd, onko nivelissd subkliinisid muutoksia.(6) Ei myosk&én ole varmuutta,
miten tauti muuttuu subkliinisestd Kliiniseksi. On arveltu, ettd mikrobeilla,
mikroverenkierron muutoksilla, biomekaanisilla tai neurologisilla tapahtumilla

voi olla vaikutusta muutokseen.(8)



Niveltulehduksen aiheuttajaa ei tiedetd, mutta arvellaan jonkin antigeenin
aiheuttavan nivelen tulehdusreaktion. Tah&n viittaa se, ett4d tunnetuimman
nivelreumariskiin vaikuttavan lokuksen, HLA-DRB1:n, koodaamat MHC II-
luokan molekyylit ovat oleellisia antigeenin esittelyssa CD4+ -lymfosyyteille.(9)
Antigeenin on ehdotettu oleva viraalista alkuperéé tai elimiston oma proteiini,
kuten sitrullinoitu peptidi tai ruston glykoproteiini39. On esitetty myo0s, ettd
proteiinin  translaation  jalkeinen  muokkaus  tekisi  siitd  vieraan
immuunijarjestelmalle.(7,10) Tulehdusreaktion k&ynnistyminen aiheuttaa vasta-
aineiden vapautumisen paikallisesti nivelessd, joka aktivoi dendriittisoluja ja
nivelkalvon mesenkymaalisoluja  (synoviaalisia mesenkymaalisoluja). Ne
esittelevat antigeenejd T-soluille imusolmukkeiden tai nivelen itukeskuksissa, ja
T-solureseptorikompleksi aktivoi T-solut.  T-solut vievét tulehdusreaktiota

eteenpéin aktivoimalla B-soluja, jotka tuottavat vasta-aineita. (2)

Nivelreumassa nivelelle tyypillistd on nivelkalvon liikakasvu (hyperplasia),
kudosturvotus ja  taskumaisten ja nukkamaisten ulkonemien esiintyminen.
Nivelkalvolle muodostuu kaksikerroksinen rakenne.(6) Ensimmaéiseen kerrokseen
kertyy fibroblastin kaltaisia B-synoviosyyttejd, joiden aktivoituminen tuottaa
runsaasti erilaisia liukoisia tai solun pintaan kiinnittyvid tulehdus- ja nivelsoluja
aktivoivia valittajaaineita(11l). B-synoviosyyttien madrd lisadntyy paikallisen
proliferaation lisdantymisen, apoptoosin vahentymisen tai luuytimesta vaeltavien
esiasteiden seurauksena. Toinen kerros koostuu makrofagia muistuttavista A-

synoviosyyteistd, jotka ovat peréisin luuytimesté.(6)

\erisuonien uudismuodostus (angiogeneesi) on Kiihtynyt reumaattisessa nivelessé,
mutta silti kudos karsii usein hapenpuutteesta, silld kapillaariverkostot ovat
huonosti organisoituja, eikd niiden tarjoama verenkierto riitd tuomaan happea
hyperplastiselle kudokselle. Rustosolut saattavat myds vaurioitua verenkierron
puutteesta. Niveleen saattaa muodostua myods lymfaattisen kudoksen kertymia,

joihin syntyy joskus myos itukeskuksia.(6)



Vahitellen niveleen kehittyy makrofageista ja primitiivisista mesenkyymisoluista
koostuva pannus-muodostelma.(6) Mesenkyymisolut ilmentévat liiallisia méaarin
c-Fos/AP-1-trankriptiotekijad, mik& aiheuttaa nivelkalvon liikakasvua ja
periartikulaarista  osteoporoosia.  c-Fos/AP-1:n  vaikutuksesta pannuksen
fibroblastin kaltaiset solut tunkeutuvat rustoon ja aiheuttavat sen tuhoutumisen
my0s tuottamiensa sytokiinien kautta; IL-1p aktivoi matriisi-metalloproteinaaseja
(MMP) ja RANK-ligandin kautta osteoklasteja. MMP:t ovat entsyymeja, jotka
hajottavat nivelrustoa ja osteoklastit aiheuttavat nivelen alaisen luun
haurastumisen horjuttamalla luun hajotuksen ja uudismuodostuksen valista
tasapainoa. Niveleen kehittyy erosiivisia muutoksia, kun rusto ja rustonalainen luu
alkaa tuhoutua.(12)

Immuunisolujen toiminnassa saattaa tapahtua muutoksia sairauden edetessé.
Niveliin kehittyy itukeskuksia, jolloin dendriittisolujen antigeenin esittelyn ei
tarvitse endd tapahtua sentraalisissa lymfaattisissa elimissé. Nivelreuman edetessa
saattaa my0s tapahtua uusia mutaatioita nivelen soluissa, silla ympéristd nivelesséa
on tulehdusreaktiossa vapautuneiden reaktiivisen hapen ja typen takia hyvin
mutageeninen. Nivelen solut sisaltdvatkin usein vaurioitunutta DNA:ta, eivatka
mene apoptoosiin normaalisti johtuen poikkeavuuksista solusyklid ohjaavissa

geeneissa.(6)

4.3.2 Tarkeimmat immuunisolutyypit ja sytokiinit

Yli puolet niveleen tulevista valkosoluista on CD4+T-soluja. Seuraavaksi eniten,
noin viidesosa, on makrofageja.(6) CD4+T-solujen (auttaja-T-solujen) alaluokista
Thl-soluja esiintyy nivelessa eniten. Perinteisesti nivelreumaa onkin pidetty Thl-
painotteisena sairautena. IL-6 inhiboi STAT3-signaalireitin kautta Th2-solujen
proliferaatiota. On ajateltu, ettd Th2-solun tuottamien sytokiinien puute voisi olla
osasyy nivelreumapotilaiden héiriintyneeseen immuunivasteeseen.(6)
Eldinkokeissa on havaittu, ettd myds interleukiini-17:ta (IL-17:4) tuottavilla Th17-

soluilla on tarkea rooli nivelreumassa.(8)



B-soluilla saattaa olla merkittdvd rooli nivelreuman patogeneesissd, koska B-
soluvasta-aineilla on saatu hyvia vasteita nivelreuman hoidossa. B-solut toimivat
ainakin autovasta-aineiden tuottajana. Ne myos esittelevat antigeenejd, tuottavat

tulehdussytokiineja (mm. IL-6:a) ja saatelevat T-solujen toimintaa.(11)

Sytokiineilld on tarked merkitys niveltulehduksessa. Kemotaktiset sytokiinit,
esimerkiksi IL-10 houkuttelevat niveleen lisdd T-soluja, B-soluja, makrofageja,
plasmasoluja, dendriittisoluja, luonnollisia tappajasoluja ja syottésoluja.(4)
Nivelessa tarkeimpia sytokiinejd ovat makrofagien ja fibroblastien tuottamat
tulehdussytokiinit, kuten 1L-6 ja tuumorinekroositekija (TNF)(6). TNF kiihdyttaa
tulehdusta sek& auto- ettd parakriinisesti, ja sen tdrkein tuottajasolutyyppi on
makrofagit. TNF saa aikaan useita nivelreuman patogeneesille keskeisia ilmigité.
Se mm. aktivoi tulehdussolujen ja nivelen solujen lisdksi endoteelisoluja, jolloin
angiogeneesi eli verisuonten uudismuodostus kiihtyy. Silla on myos
Kipureseptoreita arsyttava vaikutus. IL-6 on mm. B-solujen jakautumista ja vasta-
ainetuotantoa sek& T-solujen jakautumista, erilaistumista ja sytotoksisuutta lisdava
interleukiini. Se lisdd myods STAT3-signaalireitin kautta useiden tulehdusta
lisddvien molekyylien synteesid fibroblastin kaltaisissa soluissa.(8,13) TNF:n ja
IL-6:n pitoisuudet veressé ovat reumapotilailla korkeampia kuin terveilld ja niiden
on osoitettu olevan yhteydessé oireisiin(11). S&atelevia sytokiineja, kuten IL-10:4,
IL-11:ta ja IL-1RA:ta on taas havaittu  esiintyvdn  vdhemmén

nivelreumapotilailla.(8,13)

4.3.3 STAT3-signalointireitti

JAK/STAT signaalireitti aktivoituu tiettyjen sytokiinien tai kasvutekijoiden
sitoutuessa reseptoreihinsa. STAT-transkriptiotekijoiden aktivaatio voi tapahtua,
kun reseptorit dimerisoituessaan tai  oligomerisoituessaan fosforyloivat
Januskinaaseja (1, 2 ja 3) tai tyrosiinikinaasi 2:ta. STAT Kiinnittyy
reseptorikompleksiin  SH-alueestaan ja fosforyloituu. Tyrosiinikinaasireseptorit

taas voivat fosforyloida STAT:in suoraan. Aktivoitunut STAT-proteiini



dimerisoituu ja kuljetetaan tumaan, jossa se sdételee niiden geenien transkriptiota,
joiden promoottorissa on STAT:Iin sitoutumisen vaadittava

gammainterferonialue.(14)

Ei ole varmaa, onko STAT3 patogeenisend tekijand nivelreuman
tulehdusprosesseissa vai seuraus epanormaalista tulehdusreaktiosta. On havaittu,
ettd STAT3-signaalireitilla on merkitysta T-solujen jakautumisen saatelyssé ja
erilaistumisessa saatelija-T- ja Thl7-soluiksi. Se inhiboi fibroblastin kaltaisten
solujen apoptoosia aiheuttaen siten nivelkudoksen hyperplasiaa. STAT3-
signaalireitti sadtelee my0s verisuonten endoteelikasvutekijan (VEGF:n) ja
transformoivan kasvutekijan (TGF:n) geenejd, eli silla on vaikutusta
angiogeneesiin ja fibroosin muodostumiseen.(2,13,14) Hiirimalleissa ja myo6s
ihmisilld  on  havaittu  tulehtuneissa  nivelissa  poikkeavaa  STAT3-
aktiivisuutta(2,15,16). STAT3-reittia estdamélla on myds saatu véhennettyd
niveltulehduksen vakavuutta, esimerkiksi reumalddke auranofiinin nivelreumaa
lievittdvan vaikutuksen on todettu ainakin osaltaan tulevan STAT3:n kautta
vaikuttavan IL-6:n estosta.(2,13)

STAT3-signaalireitti on toisaalta myos tulehdusta hillitseva. Se inhiboi solussa
muun muassa IL-10:n ja TNF:n geenien transkription aktivoitumista. 1L-10 on
tyypin 1 séatelijad-T-solujen tuottama keskeinen saateleva ja anti-inflammatorinen
valittdjaaine, joka estdd muun muassa TNF:n eritystd, T-solujen sytokiinisynteesia
ja makrofagien toimintaa.(14,17,18) STAT3:n kautta vélittyy myds IL-27:n
RANK:-ligandia inhiboiva vaikutus, joka estdd luuta hajottavien osteoklastien
aktivoitumista(17,18).

4.4 Diagnoosi

Nivelreuma on pitkdaikainen tulehduksellinen nivelsairaus, joka saattaa
hoitamattomana  johtaa nivelten  vaurioitumiseen, virheasentoihin  ja

toiminnanvajauksiin.  Nivelreuma alkaa usein symmetrisesti pienistd ja



keskisuurista nivelistd. Tyypillisia oireita ovat péakididen arkuus, nivelten
aamujaykkyys ja turpoaminen. Koska nivelreuma on systeeminen sairaus, saattaa
potilailla esiintyd yleisoireita ja vasymystd. Taudin alku on hiipiva, ja
immunologinen poikkeavuus (RF ja ACPA-vasta-aineet) voi ilmentyé veressa jo

vuosia ennen oireiden alkua.(19)

Nivelreumaa ei voida diagnosoida milld&n yksittéisella oireella tai luotettavalla
testilla, mutta tyypillisten oireiden ja |6ydosten listaa voidaan hyodynt&a
diagnoosin tekemisessé.(5) Pelkkien laboratorioloydosten perusteella ei voida
tehda diagnoosia, silld osalla nivelreumapotilaista ei l6ydy reumatekijad tai
ACPA-vasta-aineita (seronegatiivinen nivelreuma) ja toisaalta my6s terveilld
ihmisilla saattaa esiintyd veressa naitd merkkiaineita. Niitd voidaan kayttaa

kuitenkin kliinisen diagnoosin tukena.(19)

American College of Rheumatology:n ja European League Against Rheumatismin
tyoryhma maéaritteli vuonna 2010 nivelreumalle uudet luokittelukriteerit. Naiden
mukaan ensinndkin vaadittiin vahintddn yhden nivelen selked Kkliininen
niveltulehdus, jota muu syy ei selitd. Pisteet >6/10 vaaditaan nivelreuman
luokitukseen.(Taulukko 1) (2)

Niveltulehduksen aktiivisuutta voidaan mitata DAS28-indeksilla (Disease Activity
Score). Arvo lasketaan turvonneiden ja arkojen nivelien lukuméaarallg,
tulehdusarvolla (lasko tai CRP) ja potilaan voinnin yleisarviolla nollasta sataan
(VAS, visual analogue scale). Niveliin lasketaan 28 maéritetyn nivelen tiedot, kun
taas esimerkiksi jalkaterdn pienid nivelia, nilkkoja tai leukaa ei huomioida

arvossa.(20)



Tulehtuneet 1 suuri nivel

nivelet 2-10 suurta nivelta
1-3 pientd nivelta (riippumatta suurista nivelistd)
4-10 pientd nivelta(rilppumatta suurista nivelista)

>10 nivelta (vahintdan 1 pieni nivel)

Serologia Negatiivinen RF ja negatiivinen ACPA
Matala positiivinen RF tai matala positiivinen ACPA
Korkea positiivinen RF tai korkea positiivinen ACPA

Tulehdusarvot Normaali CRP ja normaali lasko
Kohonnut CRP tai kohonnut lasko

Oireiden kesto <6 viikkoa
>6viikkoa

R O kP O W N O O W N —» O

Taulukko 1. Nivelreuman luokittelukriteerit 2010.(21)

4.5 Nivelreuman hoito

Nivelreumaan ei ole parantavaa hoitoa. Tulehdusta ja kipua voidaan lievittaa
laékkeilld, ja nivelen toimintakykyé parantaa fysioterapialla tai leikkaushoidolla.
Hoito pyritddn aloittamaan mahdollisimman varhain, jotta nivelmuutoksia ei

paése kehittyméaan.(5)

4.5.1 Perinteinen ladkehoito

Reuman perusldakkeet eli taudinkulkua muokkaavat ladkkeet (DMARDS) ovat
immunosuppressoreita. Ne lievittavat tulehdusta ja kipua, mutta myos hidastavat
tai jopa estdvat radiologisten muutosten kehittymisen nivelissd ja hidastavat
nivelreuman etenemistd. KaytGssa on perinteisid immunosuppressoreita, joista
yleisimmin  k&ytetty on  metotreksaatti, ja  uudempia, biologisia

immunosuppressoreita, mm. TNF-, T- ja B-solusalpaajat.(19)



Metotreksaatti on puriinien biosynteesid estdvd immunomodulaattori ja yleisin
nivelreuman  hoitoon  kaytetty  ladke, joka on usein  pohjana
yhdistelm&hoidoissa(22). Metotreksaatilla on hyva teho nivelreumassa, mutta se
on my0s melko toksinen, ja saattaa aiheuttaa vatsaoireita, suutulehdusta,
pahoinvointia ja satunnaisesti my0s maksavaurioita, keuhkotulehduksia tai
sytopenioita.(22)

Metotreksaatti voidaan yhdistdd esimerkiksi hydroksiklorokiiniin  ja/tai
sulfasalatsiiniin. Sulfasalatsiini on metotreksaattia heikkotehoisempi antifolaatti,
mutta aiheuttaa my6s vadhemmadan haittoja, l&hinn& mahasuolikanavan
arsytysoireita.  Vaikutusmekanismi on epéselvd. Hydroksiklorokiini  on
malarialddke, jolla on todettu olevan tehoa nivelreuman hoidossa. Se vahentaa
CD4+ T-solujen aktivaatiota ja sadtelee autoimmuunivasteita. Sen haittoja ovat

ruoansulatuskanavan oireet, huimaus, korvien soiminen, paansarky ja vasymys.(6)

Myos leflunomidia, siklosporiinia, kultaa (sek& pistosmuodossa ettd suun kautta),

ja minosykliinia voidaan kayttaa nivelreumassa immunomodulaattoreina.(22)

Glukokortikoideja voidaan k&yttdd nivelreuman hoidossa rauhoittamaan
niveltulehdusta. Ne  hillitsevat  tulehdusta  sitoutumalla  spesifisiin
glukokortikoidireseptoreihin aiheuttaen geenitranskriptiossa muutoksia, mik&
séatelee tulehdussolujen ja sytokiinien tuotantoa, ja sytokiinien vapautumista.
Glukokortikoideja voidaan kéyttda nivelreuman pahenemisvaiheessa systeemisesti
suun kautta tai paikallisesti nivelinjektioina arkoihin ja turvonneisiin niveliin.(23)
Tulehduskipuldgkkeitd (NSAIDs) voidaan tarvittaessa kayttaa tulehdusta ja kipua

lievittavana ladkkeend muiden reumaladkkeiden liséksi(3).

4.5.2 Uudet reumaladkkeet

Biologiset ladkkeet ovat tasméldékkeitd, joilla voidaan hillitd niveltulehdusta

vaikuttamalla suoraan tulehduksen kehittymistd ja yll&pitoa edistaviin tekijoihin,



mm. TNF:&n, IL-1:en ja IL-6:en.(24) My6s B- ja T-soluja vastaan on kehitetty
salpaajia. Ndiden immuunijarjestelman solujen ja sytokiinien toiminnan estdminen
hillitsee nivelen tulehdusta ja siten lievittad oireita ja véhentda radiologisia
vaurioita. Biologisia ladkkeitd yhdistetddn usein metotreksaattiin. Yhdessa TNF-
salpaajien kanssa sen on havaittu véhentdvdn hoidon kannalta haitallista vasta-
aineiden muodostumista biologiselle ladkkeelle(11). Toisiinsa biologisia laédkkeitéa
ei kuitenkaan kombinoida, silla talloin infektioriski kasvaa ilman halutun vasteen

paranemista.(19)

TNFsalpaajista nivelreuman hoidossa on kaytdssa infliksimabi, etanersepti,
adalimumabi, golimumabi ja sertolitsumabipegoli. Infliksimabi on kimeerinen ja
adalimumabi ja golimumabi ovat humaaneja, monoklonaalisia TNF-vasta-aineita.
Etanersepti on liukoinen p75TFNR/Fc  rekombinanttifuusioproteiini  ja
sertolitsumabipegoli  on  polyetyleeniglykoliin ~ konjugoitu  Fab’-vasta-
ainefragmentti. (6) Talla hetkelld TNF-salpaajia kaytetaan vaikeissa
tautimuodoissa, yleensd metotreksaatin kanssa ja niihin voidaan siirtyd, jos
remissioon ei paasta perinteisilla DMARDeilla. TNF-salpaajien kayttoon liittyy
usein haittavaikutuksia. Pistoskohdassa saattaa esiintyd paikallisia oireita ja
systeemisind haittoina infektioherkkyys kasvaa ja joidenkin demyelinisoivien
sairauksien ja syopien riski saattaa nousta. (2) Latentin tuberkuloosin aktivaatio

on erityisesti harvinainen, mutta vakava haitta(22).

Anakinra on liukoinen IL-1-reseptoriantagonisti. Se vahent&a nivelreumapotilaan

oireita ja parantaa toimintakykya, tosin ilmeisesti TNF-salpaajia heikommin.(22)

Myb6s IL-6:n reseptorille on k&ytdssdé monoklonaalinen, humaani vasta-aine,
tosilitsumabi. Tosilitsumabilla on havaittu olevan hyva teho nivelreuman
hoidossa; IL-6-tasojen normalisoiduttua olivat potilaat useimmiten saavuttaneet
remission DAS28:n mukaan.(11)

B-soluja salpaavista laékkeistd nivelreuman hoitoon kaytetddn rituksimabia,

kimeeristda CD20:n monoklonaalista vasta-ainetta. Rituksimabin k&ytén



yhteydessé allergiset ja muut infuusioreaktiot ovat tavallisia, joten ladke annetaan
hitaana infuusiona. Ennen hoitoa on erityisen tarkedd varmistaa, ettei potilaalla ole
infektiota tai vaikeaa sydamen vajaatoimintaa, jotka altistaisivat vakaville
haittavaikutuksille.(5)

Abatasepti on fuusioproteiini, joka koostuu ihmisen T-lymfosyytteihin liittyvéan
antigeeni 4:n (CTLA-4:n) solunulkoisesta osasta, joka on sidottu ihmisen
immunoglobuliini G1:n (IgGl:n) muokattuun Fc-osaan. CTLA-4 inhiboi T-
lymfosyyttien aktivaatiota. Abataseptid voidaan kdyttad, jos TNF-salpaajilla ei ole
saatu riittdvad vastetta. My0Os abatasepti voi lisatd infektioiden méa&rad, mutta

vahemman kuin TNF-salpaajat.(5)

Uusimmat tavat vaimentaa tulehdusreaktiota on vaikuttamalla sytokiinien
signaalinvélitykselle olennaisiin entsyymeihin. Mm. Janus-kinaasille ja pernan

tyrosiinikinaasille on kehitteilld inhibiittorit, tofasitinibi ja fostamanitibi.(11)

Biologisilla la&kkeilld on tutkimuksissa havaittu olevan merkittavasti parempi
teho  nivelreumassa  kuin  perinteisilla  reumal&ékkeilld.  Perinteisilla
reumalddkkeilld pysyvan remission saavuttaminen ei ole ollut kovin yleista.
Esimerkiksi REKO-tutkimuksessa DMARD-yhdistelmdhoitoa saaneista vain 14%
oli 6 kuukauden jalkeen remissiossa koko tutkimuksen ajan 2 vuoteen asti,
monoterapiaa saaneista 3%(25). BeSt-tutkimuksessa biologisilla 1d&kkeilla saatiin
huomattavasti parempia tuloksia. Infliksimabin ja metotreksaatin yhdistelméaa
saaneista potilaista suurimmalla osalla taudin aktiivisuus oli matala kahden
vuoden jdlkeen, vaikka hoito oli muutettu monoterapiaksi(26). On siis
mahdollista, ettd aikaisella biologisen ladkkeen aloituksella voidaan paasta

pysyvaan remissioon.

Vaikka biologisilla ladkkeilld saadaan hyvia hoitovasteita, tulee ottaa huomioon
myos ladkkeiden yleiset ja vakavatkin haittavaikutukset kuten infektioherkkyyden
kasvu, mahdollinen syopariskin suureneminen ja syddmen vajaatoiminnan

paheneminen sekd& hematologiset komplikaatiot. Vasta-aiheina biologisten



reumalddkkeiden kaytolle voidaan pitdd aktiivista infektiota, syddmen
vajaatoimintaa (tuumorinekroositekijansalpaajilla) sekd raskautta ja imetysté.(24)
My0s kalliin hintansa vuoksi biologiset ladkkeet tulisi kohdentaa potilaille, jotka
niistd parhaiten hyotyvat. T&ssd suurena apuna olisi mahdollisuus ennustaa

potilaan hoitovastetta ennen la&kityksen aloittamista.

4.6 Virtaussytometria

Virtaussytometri on laite, jolla voidaan mitata solujen ominaisuuksia. Laitteessa
on nestejarjestelmd, joka ohjaa ndytteen hydrodynaamisesti solu kerrallaan
valonldhteend toimivan laserin eteen. Objektiivit kerddvat ja suuntaavat valoa ja
ilmaisimet vastaanottavat valon. Tietokonejarjestelmda muuntaa valoimpulssit

tietokoneella kasiteltdvadn muotoon.(27)

Virtaussytometrilla voidaan analysoida solujen kokoa. Laserista suoraan eteenpain
suuntautuva sironta on suoraan verrannollinen solun kokoon. Laite pystyy
analysoimaan soluja, jotka ovat kooltaa 1-15um. Ohjelmisto piirtdd histogrammin,
joka kuvaa solujen kokojakaumaa. Analysoitaessa tdytyy kuitenkin asettaa
kynnysarvo, jotta veressa runsaasti esiintyvat pienet kappaleet, kuten

verihiutaleet, eivat vaérista tulosta.(27)

Sivulle suuntautuvasta sironnasta voidaan madarittdd solun rakeisuus ja

sisarakenteen monimutkaisuus. Myos tastd saadaan piirrettya histogrammi.(28)

Veren soluja tutkittaessa voidaan yhdistdd sivusironnan ja suorasironnan
histogrammit, jolloin saadaan kuvaaja, jossa huomioidaan sekd solun koko etté
rakeisuus. Talloin lymfosyytit, monosyytit ja granulosyytit erottuvat omina

ryhminéan.(27)

Virtaussytometria kaytettdessa soluja tai niiden rakenteita voidaan leimata

fluoresoivilla merkkiaineilla. Usein kéytetddn monoklonaalisia vasta-aineita, silla



ne saadaan sitoutumaan spesifisesti haluttuun soluun tai solun molekyyliin.
Fluoresoiva merkkiaine sateilee valoa tietylla aallonpituudella laserin osuessa
sithen. Mitd enemmadn soluun on sitoutunut fluoresoivaa merkkiainetta, sitd
voimakkaamman pulssin se aiheuttaa. Virtaussytometrilla voidaan siis méaarittaa
esimerkiksi solussa esiintyvien molekyylien pitoisuuksia merkitsemélla ne
fluoresoivilla merkkiaineilla. Samaan aikaan voidaan kayttdd myods useampaa
merkkiainetta, jotka sateilevét eri aallonpituuksilla, sill& sirontaséteilysta voidaan

erotella spesifisten suodattimien avulla eri aallonpituuksia.(29)

5 Tutkimusaineisto ja -menetelmat

Ensimmdinen ryhma koostuu 33 potilaasta, joilla on diagnosoitu tuore, hoitamaton
nivelreuma. Potilaat ovat Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin  (HUS)
reumatologian klinikan potilaita, ja he eivat olleet saaneet reuman peruslaékkeitd
(DMARD:s), biologisia la&kkeita tai systeemistd glukokortikoidia ennen tutkimuksen
aloittamista(Taulukko 2).

Toisessa ryhmdssd on 11 potilasta, joilla on krooninen, huonosti hoitoon reagoiva
nivelreuma. Myos ndmé potilaat ovat HUS:in reumatologian klinikan potilaita. Heilla
on aktiivinen nivelreuma (DAS28 3,06-7,02) DMARD-Il4dkkeistd huolimatta
(Taulukko?2). Potilaat olivat saaneet keskimééarin 3,75:4 reumaldéketta (vaihteluvali 2-7)
ennen tutkimuksen aloittamista. Ennen biologisen laédkkeen aloittamista potilaat saivat
viimeisimpéna ladkkeend metotreksaattia (n=3), metotreksaattia ja hydroksiklorokiinia
(n=1), metotreksaatin, hydroksiklorokiinin ja sulfasaltsiinin yhdistelméd (n=2),
metotreksaatin, hydroksiklorokiinin ja leflunomidin yhdistelm&ad (n=1), pelkka&
sulfasalatsiinia (n=1), leflunomidia ja hydroksiklorokiinia (n=1) tai pistoskultaa (n=2).

Potilaista 9 (82%) sai oraalista glukokortikoidia.



Kolmas ryhm& koostuu 30 terveestda verrokista. V\errokit on rekrytoitu

laboratoriohenkilokunnasta.

Tutkimus suoritettiin syyskuun 2007 ja kesakuun 2011 vélilla, ja se on hyvaksytty
HUS:in  sisatautien  eettisessd  toimikunnassa.  Potilaat  allekirjoittivat

suostumuslomakkeen ennen tutkimuksen aloittamista.

Tuore RA (n=33) Krooninen RA (n=11)
Ik&, v 51 (26-76) 52 (32-68)
Sukupuoli, naisia 25 (76%) 9 (82%)
Oireiden kesto, kk 8 (2-120) 144 (36-240)
Arkojen nivelten lukumé&éara, 0-68 7 (0-30) 16 (3-28)
Turvonneiden nivelten lukumaarg, 0-66 6 (1-17) 9 (4-20)
Potilaan yleisarvio, VAS 0-100 mm 43 (9-90) 63 (0-99)
Lasko, mm/h, normaali <25 19 (1-74) 26 (5-42)
CRP, mg/l, normaali <3 4 (2-170) 14 (2-30)
DAS28 4,16 (0,53-5,96) 5,54 (3,06-7,02)
Reumatekija positiivinen 27 (82%) 10 (91%)
ACPA-vasta-aine positiivinen 26 (79%) 10 (91%)

Taulukko2. Ryhmien ominaisuuksia. Arvot ovat potilaiden lukumaarid tai mediaaneja

(suluissa vaihteluvéli tai prosenttiosuus).

Lyhenteet: n= potilaiden lukumaara, VAS= potilaan arvio taudin aktiivisuudesta 1-100mm, visual analogy
scale, CRP= C-reaktiivinen proteiini, DAS28 = nivelreuman aktiivisuusindeksi, Disease Activity Score
(28 niveltd), ACPA-vasta-aineet= sitrullinoituja proteiineja vastaan kehittyneet vasta-aineet, RA =

nivelreuma.

Mittaukset tehtiin kahdessa sarjassa. Sarja 1 on keratty syyskuun 2007 ja kesdakuun 2009
valilla, ja se siséltdd ensimmaéiset 10 tuoretta nivelreumaa sairastavaa potilasta seké 19
tervettd verrokkia. Sarja 2 on keratty huhtikuun 2010 ja kesdkuun 2011 valilla. Se
sisdltdd 23 tuoretta nivelreumaa sairastavaa ja 11 kroonista, huonosti hoitoon reagoivaa

nivelreumapotilasta seka 19 tervetté kontrollia.



Ennen hoidon aloittamista tai vaihtamista koehenkilGistd otettiin 4ml verindyte
polypropyleeniputkeen (Falcon, Beckton Dickinson, Lincoln Park, NJ), joka sisélsi
pyrogeenitonta antikoagulanttia (ACD, Baxter Health Care Ltd, Norfolk, England, UK).
Koeputket siirrettiin  valittémasti +37-asteiseen inkubaattoriin. Liséksi otettiin
verindytteet joista tutkittiin HUSLAB:in rutiinimenetelmill lasko sekd plasman CRP-,
reumatekijé- ja ACPA-vasta-ainepitoisuudet.

Valkosolujen STAT 3-fosforylaatio mitattiin virtaussytometrisella
kokoveritekniikalla, joka on kuvattu tarkemmin aikaisemmassa julkaisussa (30).
Valkosolualaluokkien  tunnistamiseksi  valkosolujen  pintamerkkiproteiineja
leimattiin fluoresoivilla vasta-aineilla. Monosyyttien tunnistamiseen kaytettiin
CD14-vasta-ainetta, auttaja-T-lymfosyyttien tunnistamiseen kaksoisvérjaystéa
CD3- ja  CD4-vasta-aineilla,  tappaja-T-lymfosyyttien  tunnistamiseen
kaksoisvarjaysta CD3- ja CD8-vasta-aineilla, ja B-lymfosyyttien tunnistamiseen
CD19-vasta-ainetta. Fosforyloituneet ~ STAT3-molekyylit leimattiin

fosfospesifisella fluoresoivalla vasta-aineella.

Molemmissa sarjoissa kéaytettiin monoklonaalisia fluoreseiini-isotiosyanaatti
(FITC)-konjugoituja CD14- (klooni M¢P9, 1gG2,) ja CD19- (klooni SJ25C1,
IgG;) vasta-aineita, peridiini-klorofylliproteiini (PerCP)-konjugoitua CD3-vasta-
ainetta (klooni SK7, 1gG;) ja fykoerytriini (PE)-konjugoitua fosfospesifista
(pY705) STAT3-vasta-ainetta (klooni 4/P-STAT3, 1gGza). Sarjassa 1 kaytettiin
FITC-konjugoituja CD4- (klooni SK3, 1gG;) ja CD8- (klooni SK1, 1gG;) vasta-
aineita ja sarjassa 2 Simultest CD4/CD8-reagenssia joka siséltdd FITC-
konjugoitua CD4- (klooni SK3, 1gG3) ja PE-konjugoitua CD8- (klooni SK1, 1gG;)
vasta-ainetta. Kaikki vasta-aineet toimitti Becton Dickinson Biosciences (San
Jose, CA, USA).

Mittaukset tehtiin ja analysoitiin FACSCalibur -(sarja 1) ja FACSCantoll (sarja 2)
—virtaussytometreilla. Eri solupopulaatioiden fosforyloituneen STAT3:n maara
esitetddn fluoresenssi-intensiteettind (RFU) sekd positiivisesti varjaytyneiden

solujen osuutena (%). Analyysiohjelmassa positiivisen fluoresenssin raja asetettiin



terveen kontrollin ndytteen perusteella niin ettd se oli <5%. Sarjassa 1 kaikki
potilasnaytteet on analysoitu sen kontrollindytteen perusteella, jossa nédin saatu
fluoresenssi-intensiteetti oli korkein. Sarjassa 2 tehtiin kontrollindytteitd lomittain
potilasnaytteiden kanssa, ja kukin potilasndyte on analysoitu 2 viikon sisélla

mitatun kontrollindytteen perusteella.

Aineiston analysointi tapahtui SPSS-ohjelmistolla, PASW Statistics 18 -versiolla. Jotta
kahden eri sarjan fluoresenssi-intensiteettiarvot saatiin vertailukelpoisiksi kaytettiin
analyysissa arvoja, jotka oli vakioitu jakamalla ne kunkin sarjan kontrollindytteiden
fluoresenssi-intensiteettien mediaanilla. Vertailut kaikkien kolmen koehenkil6ryhman
valilla tehtiin Kruskal-Wallisin testillg, ja kahden ryhman vertailuun kaytettiin Mann-

Whitney U —testid. Korrelaatiokertoimet laskettiin Spearmanin menetelmalla.

6 Tulokset

Tuore RA-, krooninen RA- ja verrokkiryhmien vélill4 oli havaittavissa tilastollisesti
merkitseva ero suhteellisessa pSTAT3 fluoresenssi-intensiteetissd CD14+monosyyteissa
ja CDA4+auttaja-T-soluissa. Post hoc -testauksessa ero osoittautui tuore RA - ja
kontrollirynman valiseksi. Verrokkiryhman ja krooninen RA -ryhmén, tai tuore RA — ja

krooninen RA -ryhmien valilla ei havaittu merkitsevia eroja.(Taulukko 3, Kuva 1)



PSTAT3

RFU-mediaani, suluissa vaihteluvali

Verrokki(N=38)

Tuore RA (n=33) Krooninen (n=11) P-arvo!

CD19

fluoresenssi CD14

intensiteetti

CD4

1,00(0,59-1,36)
1,00 (0,68-3,22)
1,00 (0,61-1,33)
1,00 (0,57-2,00)

1,00(0,50-1,50)
1,34 (0,76-3,50)
1,20 (0,81-6,00)
1,00 (0,63-2,00)

0,90 (0,51-1,27)
1,12 (0,77-2,67)
1,02 (0,59-1,92)
0,91 (0,48-1,28)

ns
0,0422
0,0103

ns

Taulukko 3. Verrokkiryhmén, tuore RA-ryhmén ja krooninen RA -ryhmén

pSTAT3 fluorensenssin intensiteetin vertailua.

Lyhenteet: RFU = relative fluorescense units, CD19 = CD19+B-lymfosyytti,

CD14 = CD14+ -

monosyytti, CD4 = CD4+ -T-lymfosyytti, CD8 = CD8+ -T-lymfosyytti, ns = tilastollisesti ei merkitseva.
1) Erojen tilastollinen merkitsevyys analysoitu Kruskal-Wallisin testill&, Post hoc -testaus Mann Whitney
U —testill, 2) Tuore RA > Verrokki, p=0,013, 3) Tuore RA >Verrokki, p=0,002.
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Kuva 1. CD14+ -monosyyttien ja CD4+ - T-solujen pSTAT3-RFU-arvojen mediaanit

verrokki- ja tuore RA -ryhméssa.



Tuore RA -ryhméssd pSTAT3-positiivisia fluoresoivia soluja oli yli 5% CD19+ -B-
soluissa kahdeksalla potilaalla (26%), CD14+ -monosyyteissa ja CDA4+auttaja-T-
soluissa 18 potilaalla (58%) ja CD8+ -tappaja-T-soluissa 12 potilaalla (39%). Krooninen
RA -ryhmdssd vastaavat luvut olivat CD19+ -B-soluissa ja CD14+ -monosyyteissa 4
(36%), CDA4+ -auttaja-T-soluissa 6 (55%) ja CD8+ -tappaja-T-soluissa 7 (64%).

Sukupuolella tai reumatekijapositiivisuudella ei havaittu olevan vaikutusta suhteelliseen
pSTAT3 fluoresenssin intensiteettiin  tai  aktivaatioprosenttiin. ACPA-vasta-
ainepositiivisilla havaittiin  kuitenkin  ACPA-negatiivisia korkeammat CD14+ -
monosyyttien ja CD4+ auttaja-T-solujen pSTAT3-fluoresenssin intensiteetit tuore RA-

ryhmassa(Taulukko 4). Krooninen RA —ryhmasséa vastaavanlaisia eroja ei havaittu.

Tuore RA

ACPA+ ACPA- P-arvo!
pSTAT3 CD19 1,00 (0,68-1,39) 0,88 (0,50-1,50) ns
fluoresenssi- CD14 1,44 (0,76-3,50) 0,96 (0,82-2,00) 0,009
intensiteetin  CD4 1,22 (0,83-6,00) 1,03 (0,81-3,20) 0,070
mediaani CD8 1,00 (0,75-2,00) 0,95 (0,63-1,50) ns

Taulukko 4. ACPA-vasta-ainepositiivisten ja —negatiivisten fluoresenssin
intensiteettien mediaanit tuore RA-ryhmassa.

Lyhenteet: CD19 = CD19+B -lymfosyytti, CD14 = CD14+ -monosyytti, CD4 = CD4+ -T-lymfosyytti,
CD8 = CD8+ -T-lymfosyytti, ns = tilastollisesti ei merkitsevd. 1) Erojen tilastollinen merkitsevyys
analysoitu Mann Whitney U- testilla.

Tuore RA -ryhmassa potilailla, joilla oli nivelissa eroosioita, oli korkeampia STAT3
fluoresenssi-intensiteettiarvoja kuin potilailla, joilla ei esiintynyt eroosioita. CD8+ T-
tappajasolujen pSTAT3-fluoresenssin intensiteetissd ja aktivaatioprosenteissa ero oli
myo0s tilastollisesti merkittava(Kuva 2).
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Kuva 2. CDB8+ tappaja-T-solujen pSTAT3-RFU-arvojen mediaanit potilailla, joilla ei

ole ja on eroosioita.

Tuore RA -ryhméssa lasko korreloi kdanteisesti CD19+ B-solujen aktivaatioprosentin
kanssa. CRP:n ja CD14+ -monosyyttien aktivaatioprosentin valilla havaittiin
positiivinen  korrelaatio. CD4+ -auttaja-T-solujen aktivaatioprosentti  korreloi
positiivisesti sekd laskoon, CRP:iin ettd DAS28:an. Myos CD8+ -tappaja-T-solujen
aktivaatioprosentin ja laskon valill todettiin positiivinen korrelaatio.(Taulukko 5, Kuvat
3,4jab)

Krooninen RA -ryhméssd havaittiin k&anteinen korrelaatio laskon ja CD19+ -
lymfosyyttien aktivaatioprosentin valilla. Spearman Rho -korrelaatiokerroin oli
-0,685, p-arvo 0,029 ja n= 10. Muita tuore RA —ryhméssa havaittuja korrelaatioita ei

ollut 16ydettavissa krooninen RA —ryhmassé.(Kuva 3)



Tuore RA

Arkojen Turvonneiden  Potilaan

nivelten nivelten VAS

lukumdard  lukuméaara 0-100mm

(68 niveltd) (66 niveltd) yleisarvio Lasko CRP DAS28

n=31 n=31 n=282 n=31 n=31 n=282
CD19L Kaorrelaatiokerroin 0,102 -0,227 -0,360 -0,432 -0,259 -0,300
STAT3 P-arvo! ns ns ns 0,015 ns ns
CD14M Kaorrelaatiokerroin -0,097 -0,266 -0,305 0,257 0,432 0,095
STAT3 P-arvo! ns ns ns ns 0,015 ns
CD4L  Korrelaatiokerroin -0,144 0,195 0,159 0,573 0,516 0,371
STAT3 P-arvo! ns ns ns 0,001 0,003 0,048
CD8L  Korrelaatiokerroin -0,299 0,031 0,156 0,405 0,232 0,262
STAT3 P-arvo! ns ns ns 0,024 ns ns

Taulukko 5. Kliinisten tietojen korrelaatiot aktivaatioprosentteihin tuore RA —ryhméssa.

Lyhenteet: CD19L = CD19+ - lymfosyytti, %= aktivoituneiden solujen osuus prosentteina,
CD14M = CD14+ -monosyytti, CD4L = CD4+ -lymfosyytti, CD8L = CD8+ -lymfosyytti, VAS=
potilaan arvio taudin aktiivisuudesta 1-100mm, visual analogy scale, CRP = C-reaktiivinen
proteiini, DAS28 = nivelreuman aktiivisuusindeksi, Disease Activity Score (28 niveltd). 1)

Spearman Rho —korrelaatio, 2) Kolmelta potilaalta puuttui VAS-arvio, joka tarvitaan myos

DAS28-indeksin laskemiseen.



CD19 %

CD4%

CD8%

Kuva 3. CD19+ -B-solujen, CD4+ -auttaja-T-solujen

20,0

* Tuore RA
15 0 Krooninen
. Tuore RA
Krooninen
10,0
- -
.-
. 0.0 <
L] i
eyl T T T
i] 20 40 &0 B0
Lasko
80,0 .
* Tuore RA
Krooninen
&0, 0=
’ i = Tuare R4
. Kroaninen
40 0+
-
-
30 0+ Tuure.RA
Krooninen
20,0 " - Tuore R4
b ~ Krooninen
10,07
(i)

aktivaatioprosentin ja laskon korrelaatio.

ja CD8+ -tappaja-T-solujen



50,04
. * Tuore RA
4009 * Krooninen
= o = Tuore R4
:.r 30,07 * Krooninen
-
(] .
QO 2007 »
_.'_:____"____———————r-__
10,07%%
i .
0= T T T
0 0 100 150 200
CRP
BOOH .
* Tuore RA
Krooninen
50,0
= é " Tuore R4
:r . Krooninen
0O 40,09
L&
20,01
U—

Kuva 4. CD14+ -monosyyttien ja CD4+ -auttaja-T-solujen aktivaatioprosentin ja CRP:n
korrelaatio.

80,0 M
* Tuore RA
Krooninen
50,0 S Tuore RA&
2 ~ Krooninen
+ .
=t -
O 40,0
o

20,07

Kuva 5. CD4+ -auttaja-T-solujen aktivaatioprosentin ja DAS28:n korrelaatio.



Tuore RA -ryhméssd 16 potilaalla (48%) oli havaittavissa eri solutyyppien pSTAT3-
prosenttien vélill4 ero siten, ettd suurimman aktivaatioprosentin ero seuraavaan oli yli
5%-yksikkod. Naista potilaista 7:11& (44%) eniten aktivoitunut solutyyppi oli CD14+ -
monosyytit, 8 (50%) potilaalla CD4+ -lymfosyytit ja yhdelld potilaalla (6%) CD8+ -
lymfosyytit. Krooninen RA -ryhmdsséd kolmella (27%) havaittiin ero solutyyppien
valilla. Naista kahdella (67%) eniten aktivoitunut soputyyppi oli CD4+ -lymfosyytit ja
yhdell (33%) oli CD8+ -lymfosyytit.

7 Pohdinta

Nivelreuman la&kehoito on kehittynyt huomattavasti 1980-luvun ajoista, jolloin
NSAIDeista siirryttiin DMARDeihin vasta, kun nivelet olivat jo vaurioituneet(31).
Nykyaén ladkkeilld pyritadn tulehdusreaktion kontrolloimiseen, nivelvaurioiden
kehittymisen estoon ja normaalin toimintakyvyn sailyttamiseen. L&&kevasteet kuitenkin
vaihtelevat potilaiden véalill& suuresti, eikd vastetta eikd haittavaikutuksia pystyta talla
hetkell& ennakoimaan potilaskohtaisesti. Taten olisi erittdin tarkedd, ettd loydettaisiin
helposti saatavista naytteistd (kuten verindytteistd) madritettavia biologisia markkereita,
joiden perusteella kyettaisiin luotettavasti arvioimaan potilaalle sopivin l&&kehoito.
Valkosolujen STAT3-signaalireitin aktivaatiostatus voisi mahdollisesti tulevaisuudessa
toimia téallaisena markkerina. STAT3-signaalireitti valittad T-solujen lisadntymiselle ja
erilaistumiselle olennaisten geenien aktivaatiota, ja on mahdollisesti térked tekija

niveltulehduksen kehittymisessa(14).

Tutkimuksessa  havaittiin, ettd nivelreumapotilailla  STAT3-transkriptiotekijén
aktiivisuus CD14+ -monosyyteissd ja CD4+ -auttaja-T-soluissa oli suurempaa kuin
terveilld verrokeilla. Tdma ero oli havaittavissa erityisesti potilailla, joilla oli tuore,
hoitamaton nivelreuma. Liséksi huomattavan suurella osalla potilaista aktivoituneiden
solujen osuus oli yli 5%, kun kontrollindytteissd vastaavat osuudet olivat alle sen.

Kroonisilla nivelreumapotilailla aktiivisuus ei ollut yhtda suurta, mutta kroonisten



potilaiden lukumaard tutkimuksessa oli myds melko pieni (n=11), joten havainnon

luotettavuus on epavarmempi .

Tutkimusloydoksemme tukevat hypoteesia, jonka mukaan STAT3:n aktivaatio on
yhteydessé nivelreuman patogeneesiin, silla oireiden vaikeuden ja korkean STAT3
aktiivisuuden vélilla havaittiin yhteyksid tuoretta nivelreumaa sairastavilla. CD4+ -
auttaja-T-solujen korkea aktivaatioprosentti oli yhteydessa laskoon, CRP:hen ja DAS28-
arvoon, ja CD8+ -tappaja-T-solujen aktivaatioprosenteilla havaittiin yhteys laskoon ja
nivelten eroosioihin, ja CD14+ -monosyyttien aktivaatioprosentilla CRP:hen. Koska
aktiivisen STAT3:n on todettu ohjaavan T-solujen migraatiota tulehduskeskukseen
(35,36), tuloksemme voivat kertoa STAT3:n primadrisesta roolista niveltulehduksen
kehittymisessa. Toisaalta aktiivisempi niveltulehdus voi aktivoida immuunijarjestelmaa
systeemisesti voimakkaammin, mikda puolestaan voi johtaa korkeampaan STAT3-
aktivaatioon perifeerisen veren valkosoluissa. Uusimpien tutkimusten mukaan STAT3-
aktivaatiota s&atelevien Janus-kinaasien inhibition on havaittu lievittdvan
niveltulehdusta seka ihmisilla (32) ettd hiirimalleissa (33-35)ja Sjogrenin syndroomassa
havaittu STAT3-aktivaatio perifeerisessda veressd ei johtunut tutkituista Janus-
kinaaseista (33). Téaten lisatutkimuksia tarvitaan ep&normaalin STAT3-aktivaation

aiheuttajan kartoittamiseksi nivelreumassa.

Nivelreumasta on erilaisia serologisia alatyyppejd; osalla potilaista esiintyy
reumatekijéd, osalla ACPA-vasta-aineita ja osalla molempia. ACPA-positiivisilla ja
reumatekijépositiivisilla potilailla nivelreuma on yleensd aktiivisempi ja vaikeampi
hoitaa kuin vasta-ainenegatiivisilla. Positiivisilla taudin ennuste on myds huonompi;
nivelvaurioiden, eroosion ja nivelraon kaventumisen riski on suurempi kuin

seronegatiivisilla potilailla. (36)

Tutkimuksessa havaittiin, ettd ACPA-vasta-ainepositiivisilla tuoretta nivelreumaa
sairastavilla potilailla CD14+ -monosyyteissa ja CD4+ -auttaja-T-soluissa pSTAT3
fluoresenssi-intensiteetin -~ arvot  olivat ACPA-vasta-ainenegatiivisten  vastaavia
korkeampia. Koska jo aiemmin on todettu vasta-ainepositiivisuuden liittyvan

vaikeampaan taudinkuvaan, tukee se hypoteesia, ettd STAT3-signaalireitilla olisi



merkitysta nivelreuman patogeneesissd. Samanlaisia eroja ei havaittu reumatekijén
kohdalla. Krooninen RA -ryhméssd eroja ei voitu arvioida, koska reumatekija- ja
ACPA-vasta-ainenegatiivisia potilaita oli vain yksi. CD19+ -B-solujen STAT3-
aktivaatiossa ei ollut merkitsevid eroja seropositiivisten ja —negatiivisten ryhmien
valilla. Taten, ja toisaalta koska CD19+ -B-solut eivat ole kypsi& plasmasoluja, viitteita
STAT3:n suorasta vaikutuksesta vasta-ainetuotantoon ei saatu. Sen sijaan on
mahdollista, ettd ACPA-vasta-aineet, joiden tuotanto voi alkaa jo ennen Kkliinisten
oireiden ilmaantumista, laukaisevat nivelreuman patogeneesia edistavid mekanismeja,

joihin kuuluu STAT3-aktivaatio monosyyteissé ja auttaja-T-soluissa.

Tdassé aineistossa CD19+ -B-solujen korkea STAT3-aktivaatio oli yhteydesséd matalaan
laskoon, miké& sopii siihen, ettd STAT3-signaalireitilla tiedetd&n olevan myos tulehdusta
hillitsevia tehtdvia(37). Toisaalta tiedetaan, ettd reumatekijan ja ACPA-vasta-aineiden
tuotto B-soluissa johtaa aktiivisempaan tautiin, ja seropositiiviset potilaat reagoivat B-
soluvasta-aine rituksimabille seronegatiivisia potilaita paremmin(38). Yhdessa meidan
havaintomme kanssa tdma tukee aiempaa johtopaatostamme, ettd STAT3 ei ole suoraan
yhteydessé autovasta-ainetuotantoon. Kaikkiaan STAT3-aktivaatiota B-soluissa on
tutkittu verraten vahén, ja meidan havaintoamme aktivaation k&énteisesta korrelaatiosta
laskoon on tarkasteltava suuremmassa aineistossa, kuten myo6s ilmion aiheuttavia

mekanismeja.

Tutkimuksemme on ensimmaisid, jossa on tutkittu nivelreumapotilaiden STAT3-
aktiivisuuksia veren valkosoluissa. Aiemmin nivelreumapotilailla on todettu
nivelkudoksen soluissa poikkeavia STAT3-aktivaatioarvoja(39,40). Primaarisessa
Sjogrenin syndroomassa, punahukassa ja Crohnin taudissa on sen sijaan havaittu
epadnormaaleja  STAT3-aktivaatioprofiileja  myds veren  valkosoluissa(41-43).
Tutkimuksen vahvuuksia on myo6s se, ettd aineistoon kuuluu tuoreita reumapotilaita,
joiden immuunijarjestelméén ei vield ole vaikutettu reumaladkkeilla. Potilailta my6s

saatiin tutkittua samasta naytteestd usean solutyypin STAT3-aktiivisuuksia.

Tutkimuksessa mahdollisena virheldhteend voidaan pitdd pientd aineistoa. Se altistaa

yksittéisten poikkeamien aiheuttamille harhoille. Toisaalta merkitsevid eroja ja



korrelaatioita ei vastaavasti valttdmétta saada esiin, kun koehenkiloméaarat ovat pienié.
Virtaussytometria jouduttiin - myds vaihtamaan sarjojen Vvalilla, joten arvojen

vakioinnista huolimatta t&st4 saattaa aiheutua epatarkkuuksia sarjojen valille.

Havaittiin, ettd tuoreiden reumapotilaiden STAT3-signalointiprofiilit erosivat melko
paljon kroonisten potilaiden profiileista. Tuoreessa reumassa vaikeaoireisilla potilailla
STAT3-aktivaatio oli suurta, mutta kroonikkopotilailla ei vaikeista oireista ja korkeista
tulehdusarvoista huolimatta esiintynyt korkeita STAT3-aktivaatioarvoja, vaan usein
heiddn arvonsa olivat jopa kontrolleja matalampia, eivat tosin tilastollisesti
merkittdvasti. Tam& voi viitata erilaisiin  tautimekanismeihin  tuoreessa ja
kroonistuneessa nivelreumassa. On havaittu, ettd nopeasti aloitetulla hoidolla reuman
hoitotulokset ovat parempia ja remissioon péésee suurempi osa potilaista (5). Osaltaan
tdmé johtuu siitd, ettd pysyvia nivelmuutoksia ei ole ehtinyt kehittyd viel& sairauden
alussa, mutta voidaan myos ajatella, ettd reumalddkkeet tehoavat paremmin tuoreessa

taudissa toimiviin mekanismeihin.

Laakkeen valinnan kannalta olisi merkittdvéd, ettd potilaan vaste tietylle la&kkeelle
voitaisiin ennustaa. Tutkimukseemme osallistuneista potilaista ollaan kerddmassé toisia
naytteitd kuuden kuukauden kuluttua ensimmaisen nédytteen antamisesta, jotta voitaisiin
arvioida yhteyksia remissioon péasyn, eri solutyypeissa tapahtuvan STAT3-aktivaation
ja laékkeen valilla. Vaikka STAT3-aktivaatioon vaikuttamisesta keinona nivelreuman
hoidossa tarvitaan lisatutkimuksia, jo nyt tiedetdan, ettd DMARDeista ainakin
auranofiini vaikuttaa osittain STAT3-inhibition kautta(13). Lisédksi STAT3:a aktivoivien
kinaasien estéjilla on saatu hyvié tuloksia niveltulehduksen hoidossa hiirimalleissa(33-
35). Mikéli ndkemys STAT3:n merkittdvyydesta nivelreuman patogeneesissé ihmisella
vahvistuu (lahi)tulevaisuuden tutkimuksissa, meidédn kayttdmamme kokovereen
perustuva virtussytometriatekniikka voi tarjota nopean ja helpon tavan loytaa potilaat,

joilla STAT3-signalointi on epdnormaalia.

Solutyyppi- ja molekyylikohdennetut l&d&keaineet ovat uusi ja lupaava suuntaus
nivelreuman hoidossa(32). Tutkimuksessamme potilailla havaittiin  eroja eri

valkosolutyyppien STAT3-aktivaatiossa. Useimmiten eniten aktivoitunut solutyyppi oli



CD4+ -auttaja-T-solut, joita onkin pidetty tdrkeimpind niveltulehduksen soluina.
Kuitenkin 44%:lla tuoreista reumapotilaista aktiivisin solupopulaatio oli CD14+ -
monosyytit, ja seké tuore RA- ettd krooninen RA-ryhmadssé oli yksi potilas, jolla CD8+
-tappaja-T-solujen STAT3-aktivaatioprosentit olivat korkeimmat. Tulosten perusteella
voidaan esittad alustava hypoteesi, jonka mukaan potilaat voitaisiin luokitella eri
soluihin  painottuviin  nivelreumatyyppeihin, ja kohdennettujen hoitomuotojen

kehittyessa sopiva laéke voitaisiin valita aktivoituneimman solutyypin perusteella.

Tutkimus on pilotti pSTAT3:n merkityksestd nivelreuman ennusteen ja hoitovasteen
merkkiproteiinina. Havaittiin, ettd tuoreilla nivelreumapotilailla STAT3-aktivaatiotasot
olivat korkeampia ja potilaat pystyttiin STAT3-aktiivisuuksien perusteella jakamaan
alaluokkiin aktivoituneimman valkosolutyypin perusteella. Myo6s oireiden vaikeus oli
yhteydessa STAT 3-aktiivisuuteen erityisesti tuoreilla, hoitamattomilla
nivelreumapotilailla. Jatkossa tutkimusta tullaan laajentamaan potilasméarallisesti ja

arvioimaan hoitovasteiden ja STAT3-aktiivisuuden yhteyksia.
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