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Sazetak

Razumijevanje imunopatogeneze upalnih reumatskih bolesti jos uvijek je
nepotpuno. Iako je opisana uloga alarmina u razli¢itim upalnim i autoimunim
bolestima, klini¢ka ispitivanja iz tog podrucdja jos uvijek su rijetka. U radu je
prikazana literatura koja govori o znacenju trinajéesca alarmina: proteina visoke
pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1), proteina
koji vezu kalcij S100A8/9 i S100A12 (S100A8/9, S100A12, engl. calcium-
binding protein S100A12) i njihova topljiva receptora za krajnje produkte
uznapredovale glikozilacije sRAGE (RAGE, engl. soluble receptor for advanced
glycation end products) u upalnim reumatskim bolestima.Prema dosadasnjim
spoznajama smatra se da HMGB1, kao medijator prirodene imunosti, u
interakciji sa SRAGE sudjeluje u imunopatogenezi upalnih reumatskih bolesti te
moze sluziti kao biomarker za odredivanje aktivnosti i moguéa meta u lijeenju
navedene skupine bolesnika.
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The significance of alarmins
ininflammatory rheumatic diseases

Abstract

Our understanding of the imunopathogenesis of inflammatory rheumatic diseases
is still incomplete. The involvement of alarmins in various inflammatory and
autoimmune diseases has been documented but clinical trials on the contribution
of this molecules are basically absent. In this article we summarized the literature
about the significance of the three most common alarmins: high mobility group
box 1 (HMGB1), calcium-binding proteins S100A8/9 and S100A12 and their soluble
receptor for advanced glycation end products (sRAGE) in inflammatory rheumatic
diseases. According to our previous knowledge, it is considered that HMGB1
through interactions with sRAGE contributes to imunopathogenesis of inflammatory
rheumatic diseases. Furthermore, HMGB1 may serve as a biomarker for determining
disease activity and a potential target of therapy in systemic inflammatory rheumatic
diseases patients.

Key words: HMGB1,5100A12,sRAGE, inflammatory rheumatic diseases.

Alarmini kao medijatori prirodene imunosti

Danas je poznato da neravnoteza izmedu protuupalnih i proupalnih citokina
¢ini samo dio sloZzenog imunosnog poremecaja i sve se vise naglasava vaznost
prirodene imunosti u imunopatogenezi brojnih upalnih reumatskih bolesti.
Naime, otkrivanje klju¢nih nacela aktiviranja prirodenog imunosnog sustava,
tj. dokazivanje receptora za prepoznavanje strukturnih ,predlozaka" (PRR,
engl. patern recognation receptors) izbrisalo je granicu izmedu nespecificne i
specificne imunosti te promijenilo postojeée razumijevanje imunosnog sustava.
Navedeni receptori izrazeni su na povrsini i u citoplazmi prvenstveno stanica
prirodene imunosti, primjerice neutrofila, makrofaga i dendriti¢kih stanica.
Interakcija receptora i ciljnih struktura aktivira imunosne stanice da stvaraju
razne citokine i druge medijatore s ciljem uklanjanja patogena. Makrofagi
i dendriticke stanice, osim Sto su efektorske stanice prirodene imunosti,
predstavljaju i predocCne stanice jer izraZzavaju HLA i kostimulacijske molekule
koje im omoguduju predocavanje antigena limfocitima T i B te aktivaciju
efektorskih mehanizama steCene imunosti. Rezultati istrazivanja zadnjeg
desetljeca sve vise ukazuju na to da imunosni sustav moZe prepoznati ne samo
egzogene cimbenike (PAMP, engl.pathogen-associated molecular pattern)
ili patogene nego i endogene signale opasnosti ili molekule koje se nazivaju
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alarmini ili molekule pridruzene ostecenju (DAMP, engl. damage-associated
molecular patterns) (1).

Alarmini su skupina strukturno razli¢itih, multifunkcionalnih, endogenih
molekula koje se pasivno otpustaju iz nekroti¢nih stanica nakon infekcije ili
ostecenja tkiva ili ih rapidno izlucuju stimulirani leukociti i epitelne stanice.
Akonema ostecenja tkiva ili infekcije, alarmini imaju brojne fizioloSke uloge
unutar stanice. Medutim, nakon sto su jednom otpusteni u medustanicni prostor,
alarmini djeluju kao citokini i aktiviraju stanice prirodene imunosti (neutrofile,
makrofage) te regrutiraju antigen-prezentirajuée stanice (dendriticke stanice)
putem prepoznavanja receptora za molekularne obrasce primjerice receptora
slicnih Tollu (TLR engl. Toll-like receptors) ili receptora za krajnje produkte
uznapredovale glikozilacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end
products) (2). Klju¢na sposobnost alarmina je da pojacavanjem prirodenog
imunosnog odgovora posredno djeluju na steCenu imunost te tako povezuju
prirodeni i steceni krak imunosnog odgovora (3).

U alarminsku obitelj ubrajaju se brojni ¢lanovi, ukljucujudi: protein visoke
pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1 protein),
proteine iz skupine S100 koji vezu kalcij (npr. S100A8, S100A9 i S100A12,
engl. calcium-binding proteins), proteine toplinskog Soka (HSPs, engl. heat-
shock proteins), neke citokine, primjerice IL1-a i IL- 33, fibrile amiloida-B,
hijaluronske fragmente (4,5,6).

Smatra se da alarmini sudjeluju u imunopatogenezi brojnih upalnih reumatskih
bolesti te su opisane povisene razine alarmina u serumu, sinovijalnoj tekudini
ili sinoviji u reumatoidnom artritisu (7), sistemskom eritemskom lupusu (8-
11), Kawasakijevom vaskulitisu (12), dermatomiozitisu (13) i Sjogrenovom
sindromu (14), a takoder i u sepsi (15), aterosklerozi (16) te u psorijazi (17).

Uloga alarmina u rasvjetljavanju patogeneze
upalnih reumatskih bolesti

Opcenito je prihvaéena uloga alarmina u pojacavanju i podrzavanju upalnog
procesa. Alarmini regrutiraju nezrele dendritiCne stanice koje prenose antigene
do sekundarnih limfnih organa, gdje ih prezentiraju naivnim T limfocitima i
induciraju stec¢eniimunosni odgovor (18-20). Kontinuirano oslobadanje alarmina
uzrokuje izrazavanje MHC molekula, prezentaciju antigena i nekontroliranu
proliferaciju T limfocita, Sto dovodi do rasplamsavanja upale (Slika 1). Tako
reguliranjem stecenog imunosnog odgovora alarmini poti¢u kroni¢nu upalu i
autoimunost.
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Slika 1. Reguliranjem steenog imunosnog odgovora alarmini poticu kroni¢nu
upalu i autoimunost. Alarminiregrutirajunezreledendriticne stanicei poti¢unjihovo
funkcionalnosazrijevanje, poticuciih daprihvateantigene idopreme ih u sekundarne limfne
organe, gdje ¢e prezentirati antigenske epitope naivnim T limfocitima i poticati njihovu
Thipolarizacijuteizazvati steCeni imunosni odgovor. Perzistentnooslobadanjealarmina
regulira izrazavanjeMHC molekuletipali2 te prezentaciju antigena, kao i nekontroliranu
proliferaciju Tlimfocita,dovodeéi do rasplamsavanja upale. Kratice: HMGB1=protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1-protein);
S100A8/9= proteini koji vezu kalcij S100A8/9 (S100A8/ S100A9, engl. calcium-
binding proteins); MHC=glavni kompleks gena tkivnhe podudarnosti (MHC, engl. major
histocompatibility complex); TCR=receptor T limfocita (TCR, engl. T-Cell Receptor)
(prilagodeno prema referenci br. 4).

Alarmini aktiviraju endotelne stanice, regrutiraju i stimuliraju makrofage da
produciraju proupalne citokine, primjerice TNF-a i IL-1B, dovodedi do razaranja
zglobnih struktura (21-25). Dokazan je pojacan izrazaj alarmina S100AS,
S100A9 na fagocitima upalom zahvacenih zglobova (7).

Znacajan doprinos potvrdivanju uloge HMGB1 u upalnim reumatskim bolestima
postignut je istrazivanjima ovog alarmina u sistemskom eritemskom lupusu
(SLE). Rezultati su pokazali da je HMGB1 uklju¢en u patogenezu SLE-a te se
smatra da bi mogao predstavljati biljeg i novu metu u lijeCenju ove bolesti (8,
26-32). Naime, pogorSanje simptoma kodSLE-a karakterizirano je snaznom
aktivacijom imunosnog sustava i pojacanim odumiranjem stanica, Sto izaziva
oslobadanje HMGB1 u izvanstaniCni prostor. PoviSena razina HMGB1 u
izvanstani¢nom prostoru dovodi do poviSene sistemske razine proteina HMGB1,
za koji se smatra da je u skladu s aktivnoséu bolesti. Medutim, pokazalo se da
konvencionalni nacin odredivanja razine alarmina ELISA testom moZze dati lazno
negativne rezultate u bolesnika sa SLE-omzbog stvaranja brojnih protutijela u
sklopu osnovne bolesti (33,34). Zbog navedenog Andersson i Rauvala u svom
recentnom radu predlazu odredivanje HMGB1 tehnikom osim tehnikom ELISA
i western blot tehnikom (35).
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Nadalje, jos uvijek nije jasno djeluju li HMGB1 protutijela zastitno ili Stetno
za bolesnika koji bolujeod SLE-a. Naime, vecina stanica odumire zbog
primarne nekroze, dok stanice koje odumiru programiranom smréu prolaze
kroz sekundarnu nekrozu i tako oslobadaju nuklearni HMGB1. Nadalje,
Urbonaviciute i Voll u svom su radu opisali kako HMGB1-nukleosom kompleks
inhibira toleranciju na nuklearne komponente ukljucujuéi dsDNA u bolesnika
sa SLE-om, dok Yanai i suradnici HMGB1 smatraju direktno uklju¢enim u
regulaciju produkcije INF-a, koji se smatra centralnim citokinom u patogenezi
SLE-a (26,8,36). Treba napomenuti da se vecina autora slaze kako je proupalna
aktivnhost HMGB1 u SLE-u uvjetovana redoksstatusom aminokiseline cisteina
na poziciji 106, dok ¢e oksidacija istog eliminirati proupalni u¢inak HMGB1, sto
je klju¢na tema novih istrazivanja (37-39).

Uloga alarmina kao pokazatelja aktivnosti
i tezine upalnih reumatskih bolesti

Koncentracija S100 proteina korelira s aktivnos¢u bolesti u velikom broju
upalnih stanja, sli¢no laboratorijskim pokazateljima upale CRP i sedimentacije
(SE) (40-42). U razli¢itim upalnim artritisima pokazalo se da serumske
koncentracije alarmina S100A8/S100A9 bolje koreliraju s aktivnoS¢u bolesti i
destrukcijom zgloba nego klasi¢ni pokazatelji upale, vjerojatno zbog njihovog
lokalnog izrazavanja i otpuStanja u izravhom odgovoru na ostecenje tkiva
(43-45). Osim toga, rezultati brojnih radova pokazuju da serumski S100A8/
S100A9 proteini mogu precizno prikazati teZinu bolesti i odgovor na lijeCenje
(46) te predvidjeti recidiv bolesti, klinicku i radioloSku progresiju (47,48) kao
Sto je razvoj erozivne bolesti (49) i progresija oste¢enja zglobova (50).

U nedavnim istrazivanjima opisana je poviSena serumska koncentracija i
genski izrazaj proteina koji veze kalcij S100A12 u mononuklearima periferne
krvi bolesnika s reumatoidnim artritisom (51-55). Osim studija koje dokazuju
sistemsku ulogu proteina S100A12, imunohistokemijske analize pokazale su
povecanje sinovijalnog izrazaja proteina S100A12 u zglobovima pogodenim
reumatoidnim ili psorijati¢cnim artritisom (51-55). U suprotnosti prema
relativno zakasnjelom otpustanju HMGB1, rana prisutnost proteina S100 na
upalnim mjestima objasnjava njihovu ukljucenost u ranim upalnim dogadajima
(56,54). Povisena razina istog alarmina u odnosu na zdravu kontrolu, osim u
RA i PsA, utvrdena je u upalnim crijevnim bolestima i vaskulitisima (57-59).

Jedno od istraZivanja alarmina S100A12 u djecjoj populaciji proveli su 2008.
godine Wittkowski i suradnici evaluirajuéi vrijednost navedenog alarmina
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kao molekularnog biljega u postavljanju diferencijalne dijagnoze izmedu
sistemskog JIA-a i drugih uzroka vrudice nepoznatog podrijetla (FUO, engl.
fever of unknown origin) (60).

Uloga alarmina u lije€enju upalnih reumatskih bolesti

Neregulirana upala je osnova patofizioloskih procesa mnogih bolesti.
Identifikacija proupalnih citokina posebice TNF-a kao terapijskog cilja 1990-
ih godina dovela je do impresivnhog napretka u lijeCenju bolesnika oboljelih
od reumatoidnog artritisa (RA) (61). Nazalost, blokada citokina se nije
pokazala ucinkovitom u svih bolesnika (62). Nadalje, blokada citokina nije
dala ocekivane rezultate u lijeCenju bolesnika s akutnim upalnim bolestima
kao Sto su traumom induciran sindrom sistemskog upalnog odgovora (SIRS,
engl, systenic inflammatory response syndrome) ili sepsa (63). Identifikacija
alarmina kao klju¢nih posrednika upalnih procesa u tim poremecajima i
spoznaja da je njihovo oslobadanje popraceno regulacijom receptora sugerira
alarminski signalni put kao alternativni cilj lijeCenja (Slika 2).

Kao sSto je gore navedeno, nizvodna citokinska blokada uklju¢ujuéi TNF-a klinicki
je korisna u lije¢enju kroni¢nih upalnih bolesti i upalnih bolesti crijeva, ali nije
ucinkovita u svih bolesnika. Stoga, strategije koje su usmjerene na proupalna
svojstva S100 proteina mogu pruziti novi pristup za imunoterapiju uzvodno
od TNF-a i NF-KB aktivacije. Medutim, za razliku od S100 proteina, Cini se
da je djelovanje alarmina HMGB1 neovisno o TNF-a (64). Naime, anti-TNF-a
terapija nije pokazala utjecaj na HMGB1 izrazaj (65), dok su antitijela protiv
HMGB1 i antagonisti A domene molekule HMGB1 uspjesno inhibirali razvoj
sinovijalne upale, kao i oteklinu zglobova u zivotinjskim modelima artritisa
(66,64). Nadalje, vezanje HMGB1 s drugim endogenim molekulama poput
nukleosoma poniStava imunosnu toleranciju i doprinosi razvoju autoimune
bolesti (8). Stoga su alarmini privlacne mete u lijeCenju RA i drugih kroni¢nih
upalnih bolesti, osobito kod pacijenata koji ne reagiraju na anti-TNF-a terapiju.
Iako joS uvijek nema klinickih studija o specificnom lijeCenju kojemu je
meta HMGB1, postoje studije Ciji rezultati upuéuju na utjecaj lijekova koji se
primjenjuju u lijeCenju pojedinih upalnih reumatskih bolesti na HMGB1. Utvrdena
je smanjena pojavnost izvanstani¢nog sinovijalnog HMGB1 u bolesnika s RA-
om nakon intraartikularne injekcije kortikosteroida (67). Takoder, dokazan je
sistemske primjene kortikosteroida (13). Andersson i sur. (2010.) pokazali
su da lijecenje solima zlata, tradicionalnom terapijom za reumatoidni artritis,

12 Fiz. rehabil. med. 2015; 27 (1-2): 7-20



D. BOBEK, M. JELUSIC: Znadenje alarmina u upalnim reumatskim bolestima

Nekroti¢na Mijeloidna
stanica stanica

9| Blokada slarmina,
@ ol HMGB1,
& ° S100A8/A9
HMGB1 @ @ S100A8/A9
Q@ o#
Y Blokada
TLR-2, TLR-4,
RAGE
Leukocit
TNF-a
I%fﬁ . Blokada
e [ - -
I8 Citokina
INF-y
Upala

Slika 2. Alarminski put kao potencijalna terapijska meta u upalnoj kaskadi prirodene
imunosti. Uzvodni alarminski signalizacijski putovi su potencijalni terapijski ciljevi
imunomodulacije u akutnim i kroni¢nim upalnim bolestima. U Zivotinjskim modelima
alarmini su izravno ciljani protutijelima ili kompetitivnim inhibitorima npr.,, domena
A (HMGB1) ili su ciljani receptori koji prepoznaju molekularne obrasce (PRR, engl.
patern recognation receptors) s antitijelima ili topljivim ,decoy" receptorima. Kratice:
HMGB1=protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group
box 1-protein); S100A8/9= proteini koji vezu kalcij S100A8/9 (S100A8/ S100A9, engl.
calcium-binding proteins); TCR=receptor T limfocita (TCR, engl. T-Cell Receptor);
TLR=Tollusli¢an receptor (TLR, engl. Toll-like receptors); RAGE=receptor za krajnje
produkte uznapredovale glikozilacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end
products); TNF=C¢imbenik nekroze tumora (TNF, engl. tumor necrosis factor); INF-y
=interferon-y (prilagodeno prema referenci br. 4).
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inhibira HMGB1, ali ne i otpustanje TNF iz aktiviranih makrofaga. Mala studija
sistemske blokade TNF infuzijama infliksimaba u bolesnika s RA nije pokazala
nikakve promjene u pojavljivanju HMGB1 u sinoviji. To moze ukazivati na to da
TNF nije glavni pokretac izvanstani¢cnog HMGB1 tijekom reumatoidnog sinovitisa
(65). Najjace indicije koje govore o vaznosti uloge HMGB1 u patogenezi artritisa
temelje se na rezultatima dobivenim na Zivotinjskim modelima koji koriste
niz razli¢itih eksperimentalnih strategija kako bi smanjili upalu posredovanu
HMGB1. Mnogi odvojeni terapijski modaliteti koji neutraliziraju aktivnost
izvanstanicnog HMGB1 ili njegovih receptora ili otpustanja izvanstani¢nog
HMGB1 uspjesno su primijenjeni u razli¢itim modelima artritisa.

Nadalje, rezultati Kokkole i sur. (2003.) sugeriraju da intervencija neutra-
liziraju¢im poliklonskim anti-HMGB1 protutijelima sprecava napredovanje
postojeceg artritisa u glodavaca, smanjujuci klinicke znakove artritisa i gubitak
tjelesne tezine (68). Vazno je napomenuti da se neutraliziranjem HMGB1
takoder stjeCe znacajna zastita hrskavice i kosti zgloba od destrukcije koja
je glavni uzrok kroni¢nog invaliditeta u te bolesti (69,70). LijeCenje smanjuje
pojavnost TNF i IL-1B i histoloSke znakove upale. Vazno pitanje u procesu
proizvodnje monoklonskog protutijela na HMGB1 jest kako smanjiti oslobadanje
endogenog HMGBL1 iz hibridnih stanica koji bi mogao blokirati vezna mjesta za
protutijela. Naime, u uvjetima kulture sa stresom, hipoksijom ili nekrozom
hibridoma, stanice ¢e otpustati HMGB1 kojeg ¢e prepoznati anti-HMGB1
monoklonska antitijela i time smanjiti njihovu ucinkovitost lijecenja.

Jos jedan uspjesan nacin inhibiranja aktivnosti HMGB1 u artritisu temelji se na
primjeni tzv. A-domene rekombinantnog proteina HMGB1. Analize strukture i
funkcije molekule HMGB1 pokazale su da DNA-vezujuéa B-domena posreduje
proupalne ucinke HMGB1, dok je DNA-vezuju¢a A-domena protuupalna
molekula. Domena A inhibira ove aktivnosti premjestanjem membranskog
HMGB1 receptora na stanicama (15). Sistemska primjena HMGB1 A-domene u
glodavaca s artritisom znacajno poboljSava artritis ,score", smanjuje gubitak
tjelesne tezine uzrokovan boles¢u i popravlja histoloski nalaz u miseva i
Stakora (71). Pojavnost IL-1B u sinoviji i destrukcija zglobne hrskavice takoder
je znacajno smanjena u zivotinja tretiranih A-domenom.

Trombomodulin (TM) je endotelni antikoagulantni kofaktor koji promice
stvaranje aktiviranog proteina C posredovano trombinom, aktivhost HMGB1
neutralizirana je vezivanjem na N-terminalni lektinsku domenu TM-a, dijela
molekule koji ne sudjeluje u procesima zgruSavanja (72). Nadalje, miSevi
kojima nedostaje lektinunalik domena TM-a razvijaju tezi oblik artritisa i artritis
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s brzim nastupom nego divlji kontrolni tip miseva.

Zaklju¢no, jasna je potreba za novim istrazivanjima na tom podrucju, ali opc¢e
je vjerovanje da ¢e se usmjeravanje interesa na alarmine pokazati korisnim.
Ocekuje se da ¢e uvodenje novih strategija lijeCenja, kao Sto je blokada
proteina HMGB1, pokazati alarmine terapeutskim metama koje ¢e omoguditi
dugorocnu remisiju u bolesnika s upalnim reumatskim bolestima

Izjava o sukobu interesa
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