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MEHANIZMI DESTRUKCIJE HRSKAVICE I KOSTI U
REUMATOIDNOM ARTRITISU

MECHANISMS OF CARTILAGE AND BONE DESTRUCTION IN RHEUMATOID ARTHRITIS

Jagoda Ravlic-Gulan', Gordan Gulan?, Dusan Rubinic?, Damir Matovinovic®, Boris Nemec?

SAZETAK

Reumatoidni artritis (RA) sistemska je, progresivna, kroni¢na, upal-
na i autoimuna bolest zglobova koja dovodi do ireverzibilnih oste-
Cenja zglobnih struktura i uzrokuje tesku invalidnost. Usprkos
intenzivnim istraZivanjima, patogenetski mehanizam bolesti jos
nije sasvim razjaSnjen, ali se pretpostavlja da razli¢iti putovi na-
stanka bolesti vode u zajednicki put destrukcije zglobova. U ovo-
me preglednom c¢lanku opisani su vazniji stani¢ni i molekularni
mehanizmi destrukcije zglobnih struktura tijekom razvoja RA. Pri-
tom su navedene medustani¢ne interakcije koje dovode do ne-
ravnoteze odnosa matriks metaloproteinaza i njihovih inhibitora.
Opisan je i izravan molekularni model destrukcije kosti koji uklju-
Cuje neravnotezu membranskih i solubilnih liganada koji se izra-
Zavaju na stanicama koStanog i imunoloskog sustava, Sto konac-
no dovodi do poticanja sazrijevanja osteoklasta i resorpcije kosti.
Razja$njavanje molekularnih patogenetskih mehanizama destruk-
cije hrskavice i kosti svakako ce pridonijeti pronalasku novih i
specifi¢nih farmakoterapijskih pristupa u lijeCenju RA.

Kiyuehe ryect: reumatoidni artritis, destrukeija zgloba, MMP, RANKL

UvOD

Reumatoidni artritis (RA) Cesta je i jedna od najtezih
autoimunih i upalnih destruktivnih bolesti zglobova, koja
je Cesto pracdena nizom izvanzglobnih poremecaja kao
§to su reumatoidni ¢vorici, vaskulitisi, upala seroznih
membrana i plucna fibroza. Karakteristi¢no su zahvace-
ni mali zglobovi ruku i nogu, poslije se proces centripe-
talno S$iri i na velike zglobove (koljeno, kuk, rame), a
potom i na kraljeZnicu. Histopatoloske promjene u za-
hvacenim zglobovima mijenjaju se tijekom progresije
bolesti, a karakterizirane su tkivnim edemom, neova-
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic, progressive, chronic, in-
flammatory and autoimmune joint disease in which substantial
irreversible joint destruction and severe functional disability oc-
cur. In spite of intensive research efforts in the field of RA, patho-
genic mechanism remains incompletely understood. It is likely
that disperate disease courses converge into a common route of
joint destruction. In this review, some potential cellular and mo-
lecular mechanisms involved in joint destruction during the cour-
se of rheumatoid arthritis are described. Disturbed intercellular
interactions which could result in overproduction of matrix me-
talloproteinases in comparison to their inhibitors are summarized.
A direct molecular mechanism in which stimulation of osteocla-
stogenesis and bone resorption was explained by disbalance of
distinct membrane-bound and solubile ligands, expressed simul-
taneously on bone and immune cells, has also been described.
The continuing elucidation of pathophysiological pathways rele-
vant in RA, offer substantional hope for the continued develop-
ment of specific pharmacotherapy for the treatment of RA.

Key worps: theumatoid arthritis, joint destruction, MMP, RANKL

skularizacijom, hipertrofijom sinovijalne membrane i
snaznom infiltracijom upalnih stanica, te odlaganjem fi-
brina. Usprkos postojanju ¢itava niza terapijskih poku-
$aja u zaustavljanju procesa destrukcije zglobova, kro-
nicni je tok s teskim ostecenjem zglobnih struktura neiz-
bjezan, a to ¢esto dovodi do teske invalidnosti."* Uspr-
kos intenzivnim istraZivanjima u podrudju reumatoid-
nog artritisa, etiologija i patogenetski mehanizmi nisu
razjasnjeni. Jos uvijek se ne zna je li za pokretanje RA
odgovoran upalni odgovor na mikroorganizme ili me-
hanicku ozljedu i/ili je RA primarna autoimuna bolest
kao posljedica poremecene imunoloske regulacije. Cini
se da razliciti inicijacijski putovi nastanka RA vode pre-
ma zajednickom putu destrukcije zglobova. Pretpostav-
lja se da je destrukcija zglobnih struktura u reumatoid-
nom artritisu posljedica neravnoteze matriks metalopro-
teinaza i njihovih tkivnih inhibitora, a opisan je i noviji
molekularni mehanizam koji izaziva izravnu aktivaciju
osteoklasta.
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MEHANIZAM DESTRUKCIJE ZGLOBOVA:
METALOPROTEINAZE T INIHIBITORI
METALOPROTEINAZA

Ostecenje hrskavice i subhondralne kosti tijekom reu-
matoidnog artritisa zapocinje predocavanjem artritoge-
nog antigena T pomocni¢kim stanicama, u imunoge-
netski sklonom domacinu (slika 1.). Antigen prezenti-
rajuce stanice (APC: makrofazi i dendriticke stanice si-
novijalne membrane) fagocitiraju, preraduju i prezenti-

* anti-Ig
* anti-kolagen

g onti-mitohondsii

* anti-proteoglikan Imunokomplelcsi |::> C
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raju antigen limfocitima T u sklopu molekula II. razreda
glavnog sustava tkivne podudarnosti (MHC). Tako akti-
virani limfociti T stimuliraju B stanice na lucenje cita-
vog spektra auto-protutijela, medu kojima su najpozna-
tiji reuma faktor (RF ili protutijelo usmjereno protiv vla-
stita imunoglobulina G), te auto-protutijela usmjerena
protiv komponenata hrskavi¢nog matriksa: kolagena i
proteoglikana, stvarajuc¢i imune komplekse.> U hrskavi-
ci se imuni kompleksi stvaraju na mjestu gdje protutije-

PMN

%
/

/

sinoviocit

Oftecenje kosti i
hrskavice

osteoklasti
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radikali ‘ Enzimi ‘ citokini
. ,/
—

Slika 1. Shematski prikaz imunopatogenetskih zbivanja u reumatoidnom artritisu
APC - antigen prezentirajuce stanica, T — limfocit T, DC — dendriti¢ka stanica, B — limfocit B, P1 - plazma stanica, Mac — makrofag, C —
complement, PMN — polimorfonuklearna stanica, MMP — matriks metaloproteinaze

Figure 1. Imunopathogenic mechanism in rbeumatoid arthritis;

APC - antigen presenting cell, T — T lympbocyte, DC — dendlritic cell, B— B lymphocyte, Pl — plasma cell, Mac — machrophage, C — complement,

PMN —polymorphonuclear cell, MMP — matrix metalloproteinases

la mogu doseci izvanstanic¢ni hrskavi¢ni matriks, a to je
povrsni sloj hrskavice koji je propusan za protutijela, te
na mjestima gdje su nestali veliki proteoglikanski agre-
gati koji reguliraju propusnost hrskavice. Imuni se kom-
pleksi u reumatoidnom artritisu osobito gomilaju u pe-
rifernim dijelovima meniskusa zbog smanjena sadrzaja
proteoglikana. To je jedan od razloga zbog ¢ega meni-
skusi veoma brzo bivaju razoreni u koljenim zglobovi-
ma zahvacenim reumatoidnim sinovitisom. Za imune
komplekse veze se komplement, Sto pokrece kaskadne
reakcije aktivacije komplementa i posljedi¢no osloba-
danje kemotakti¢nih i aktivacijskih ¢imbenika upale.*
U reumatoidnom artritisu sinovijalna membrana je
bogato infiltrirana upalnim stanicama, od kojih neutro-
fili ¢ine znacajan dio.® Migracija i aktivacija neutrofila
potpomognuta je brojnim solubilnim ¢imbenicima, me-
du kojima najznacajniju ulogu ima ¢imbenik tumorske
nekroze (TNF-ov, klju¢ni citokin u svim fazama neutro-
filima posredovanog ostecenja zgloba (slika 2.). Neu-
trofili iz sinovijalne tekucine ostaju slobodni ili adheri-
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raju za povrsinu hrskavice fagocitirajuci imune kom-
plekse. I'u jednom i u drugom slu¢aju oslobadaju razlicite
produkte (slobodne radikale, enzime, citokine itd.) koji
pridonose destrukciji hrskavice i kosti.*

Rezultat prepoznavanja antigena predoc¢enog na APC
nije samo klonska ekspanzija T limfocita” vec i poticaj
sinovijalnim makrofazima na lucenje citokina, medu ko-
jima su najvazniji interleukin 1 (IL-1) i TNF-o.. Na luce-
nje tih citokina makrofazi mogu biti potaknuti i C3a
komponentom komplementa, nastalom stvaranjem imu-
nih kompleksa i aktivacijom komplementa.®

Osim ¢imbenika rasta, od kojih su najznacajniji epi-
dermalni ¢imbenik rasta (EGF), ¢imbenik rasta podrije-
tlom iz trombocita (PDGF), zna se da citokini IL-1 i
TNF-o znacajno poticu sintezu i lucenje matriks meta-
loproteinaza (MMP) iz hondrocita, sinoviocita i makro-
faga. Takoder, IL-1 i TNF-o. aktiviraju osteoklaste i poti-
¢u razgradnju kosti.’

Matriks metaloproteinaze su grupa proteolitickih en-
zima odgovornih za degradaciju i remodeliranje matrik-



J. Ravlic-Gulan, G. Gulan, D. Rubinic, D. Matovinovic, B. Nemec MEHANIZAM DESTRUKCIJE KOSTI I HRSKAVICE ....

Slika 2. Shematski prikaz oStece-
nja zgloba posredovanog neutro-
filima i TNF-o

TNF-0. - ¢imbenik tumorske ne-
kroze o

Figure 2. Schematic presentation
of joint destruction induced by THE. i1
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sa. Do sada je definirano 15 ¢lanova te enzimske poro-
dice. MMP se sintetiziraju i lu¢e u inaktivnhom obliku
proenzima. SadrZe cink, a za njihovu aktivaciju potre-
ban je kalcij.’® MMP se sintetiziraju i lu¢e iz sinoviocita,
hondrocita, makrofaga, neutrofila i T limfocita, a mogu
biti u solubilnom ili u membranskom obliku.'®!" Aktivi-
raju ih enzimi medu kojima je najznacajniji plazmin.
Plazmin nastaje iz plazminogena, a tu reakciju potice
tkivni plazminogenski aktivator (TPA) koji je izoliran iz
humane hrskavice. Njegovu sintezu i lu¢enje potice IL-1
koji se u velikim koli¢inama nalazi u sinoviji i sinovijal-
noj tekucini bolesnika s RA. Iz hrskavice je izoliran i
inhibitor plazminogenskog aktivatora (iPA), cije su vri-
jednosti sniZene u zglobu bolesnika s RA'? (slika 3.).

U najznacajnije matriks metaloproteinaze ubrajaju se:
kolagenaze, enzimi sposobni za razgradnju nativhog ko-
lagena u obliku trostruke uzvojnice, gelatinaze, enzimi
koji razgraduju denaturirani kolagen, te stromelizin, en-
zim koji je odgovoran za aktivaciju kolagenaza i za de-
gradaciju proteoglikana. Sinteza MMP-a mozZe biti po-
taknuta s TNF-o, IL-1, EGF, PDGF, dok transformirajuci
¢imbenik rasta B (TGF-PB), interferon B (IFN-B), IFN-y i
kortikosteroidi mogu inhibirati njihovu sintezu. U reu-
matoidnom artritisu zabiljeZeno je izrazitije lucenje ci-
tokina koji stimuliraju sintezu MMP-a, u usporedbi s
onima koji je inhibiraju.'*!

Zbog uloge u razaranju stani¢nog matriksa, aktiv-
nost je MMP-a, in vivo, usko kontrolirana nespecifi¢cnim
inhibitorima kao Sto je a2-makroglobulin, te specific-
nim inhibitorima koji se vezu samo za aktivne oblike
MMP-a. Toj skupini pripada grupa enzima poznatih pod
zajednickim nazivom tkivni inhibitori metaloproteinaza
(TIMP, od engl. tissue inhibitors of metalloproteinases).*®

whtecrnje zgloha

TIMP specifi¢no inhibiraju MMP tvoreci nekovalentni,
visokoafinitetni kompleks u omjeru 1:1. Imunohistolo-
skim obiljezavanjem ustanovljeno da se TIMP sintetizi-
ra u obloznom sloju sinovijalne membrane, endotelnim
stanicama i hondrocitima oboljelih od RA, a da se nji-
hova sinteza i lu¢enje moZe potaknuti s IL-6, 1L-11 |
TGF-B.7

U sinovijalnoj membrani bolesnika s RA pronadena
je povecana razina TIMP-a u odnosu prema sinovijalnoj
membrani degenerativno promijenjenog zgloba. Ta po-
vecana koli¢ina TIMP-a jos uvijek nije dovoljna da do-
segne visoku razinu sinteze MMP-a, te se smatra da je
poremecen odnos u sintezi MMP-a i njihovih antagoni-
sta uzrokom brze i obilne razgradnje medustanicne tva-
ri hrskavice, kosti, tetiva i ligamenata. Nastali detritus
mehanicki i kemijski podrzava nastali sinovitis, te tako
nastaje zacarani krug koji vodi do znacajnih oStecenja
zglobova (slike 2.1 3.).

MEHANIZAM DESTRUKCIJE ZGLOBOVA: IZRAVNA
AKTIVACIJA OSTEOKLASTA

Komplikacije vezane uz kostani sustav u RA ukljucuju
fokalne kostane erozije, jukstaartikularnu osteopeniju
na mjestu aktivne upale te sistemsku osteopeniju, Sto
izaziva znacajne kostane deformacije, funkcionalne smet-
nje i povecan rizik od kostanih fraktura.'*> Postoje ja-
sni dokazi da su osteoklasti, stanice s vise jezgara pod-
rijetlom od monocitno/makrofagne linije, glavni medi-
jatori odtecenja kosti u RA.""7 Noviji radovi opisuju izrav-
no medudjelovanje imunoloskih stanica, prije svega ak-
tiviranih limfocita T i stanica kostanog sustava, kao je-
dan od sredisnjih mehanizama koji promovira diferen-
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cijaciju i aktivaciju osteoklasta sto dovodi do povecane
kostane resorpcije.'”> Nedavno su opisani receptori i li-
gandi u ovom novome molekularnom i stani¢nom kon-
ceptu osteoklastogeneze, kostane resorpcije i homeo-
staze hrskavice i kostiju'®% (slika 4.).

Osnovni citokin koji sudjeluje u poticanju osteokla-
sti¢ne aktivnosti spominje se RANKL (od engl. receptor
activator of nuclear factor xB ligand ili ligand za re-
ceptor koji aktivira transkripcijski ¢imbenik u jezgri
NFkB), koji se jo§ naziva OPG-L (od engl. osteoprotege-
rin ligand ili ligand za osteoprotegerin), ODF (od engl.
osteoclast differentiation factor ili diferencijacijski ¢im-
benik za osteoklaste) ili TRANCE (od engl. TNF-related
activation-induced cytokine ili citokin induciran akti-
vacijom slicnom TNF-u). Javlja se kao membranska for-
ma ponajprije na aktiviranim limfocitima T, osteoblasti-
ma i stromalnim stanicama kostane srzi.?* Sli¢nu bio-
losku aktivnost pokazuje i solubilna izvanstani¢na for-
ma istog proteina. U prisutnosti permisivnih koncentra-
cija M-CSF (od engl. macrophage colony-stimulating fac-
torili ¢cimbenik stimulacije kolonija makrofaga), RANKL
stimulira in vitro diferencijaciju, proliferaciju i aktivaci-
ju osteoklasta i istodobno potiskuje apoptozu osteokla-
sta, Sto rezultira povecanim brojem funkcionalno aktiv-
nih osteoklasta i povedenom kostanom resorpcijom.?
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Slika 3. Patogenetski mehanizam nastanka
sinovitisa u reumatoidnom artritisu zbog po-
remecene ravnoteze matriks metaloprotei-
naza i njihovih inhibitora, te u¢inak razli¢itih
citokina i ¢imbenika rasta

T - limfociti T, Mac — makrofazi, N — neu-
trofili, H — hondroblasti, S — sinoviociti, MMP
— matriks metaloproteinaze, TIMP — tkivni
inhibitori MMP, Kst — kortikosteroidi, TPA —
tkivni plazminogenski aktivator, iPA — inhi-
bitor plazminogenskog aktivatora, IL — in-
terleukini, TNF-o — ¢imbenik tumorske ne-
kroze a, TGF-P — transformirajuci ¢imbenik
rasta b, IFN — interferon, PDGF — ¢imbenik
rasta podrijetom iz trombocita, EGF — epi-
dermalni ¢imbenik rasta.

plagrmsogen Figure 3. Pathogenic mechanism of synovi-

tis induction in rbeumatoid arthritis and the
resulting disbalance of matrix metallopro-
teinases and their inbibitors, as well as the
role of some cytokines and growth factors in
the RA pathogenesis;
) T — T lymphocyte, Mac — macrophages, N -
il neutrophyles, H - chondroblasts, § - syno-
viocytes, MMP — matrix metalloproteinases,
TIMP - tissue inhibitors of MMP, Kst -
corticosteroids, TPA — tissue plasminogen
activator, iPA - inhibitor of plasminogen
activator, IL - interleukins, TNF-a -tumor
necrosis factor a, TGF-b - transforming
growth factor b, IFN - interferon, PDGF —
platelate derived growth factor, EGF — epi-
dermal growth factor.

RANKL ostvaruje svoje bioloske ucinke vezanjem i
aktiviranjem RANK (od engl. receptor activator of nuc-
lear factor kB ili aktiviraju¢i receptor za NF-kB) trans-
membranskog receptora iz porodice TNF receptora koji
se preteZno izrazava na nezrelim i zrelim osteoklasti-
ma, dendriti¢nim stanicama, B i T limfocitima.** % Veza-
njem RANKL-a za RANK receptor na osteoklastima izrav-
no se pokrece unutarstani¢ni put sazrijevanja, aktivaci-
je i prezivljavanja osteoklasta (pojac¢ana ekspresija trans-
kripcijskog ¢imbenika NF-xB, protoonkogena c-Fos,
cjun, ¢-Src, te antiapoptotske kinaze B/Akv). Isto je tako
jasno dokazan utjecaj RANKL-RANK sustava na imuno-
loski sustav.” Uz to Sto ta medumolekularna interakcija
izravno djeluje na razvoj limfati¢nog tkiva, vezanje
RANKL-a za RANK na dendriti¢nim stanicama dovodi
do povecanog prezivljavanja dendriti¢nih stanica. To se
smatra mogucim razlogom neprimjerene aktivacije au-
toreaktivnih T limfocita u patogenezi RA.** Pritom je
poznato da su aktivirani T limfociti daljnji izvor tran-
smembranskog i solubilnog RANKL-a, sto dalje aktivira
mehanizam resorpcije kosti i opravdava Sirok spektar
kostanih komplikacija u RA: koStane i zglobne erozije,
jukstaartikularnu osteoporozu i sistemsku osteoporozu.

OPG (osteoprotegerin) solubilni je receptor koji ta-
koder pripada superfamiliji TNF receptora, a djeluje kao
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Slika 4. Patogenetski mehanizam destrukcije kosti zbog neravnoteze membranskih i solubilnih liganada: RANKL, RANK i OPG te povezanost

imunoloskog sustava s procesima koStane resorpcije

DC — dendriti¢na stanica, RANKL — ligand za receptor koji aktivira transkripcijski ¢imbenik u jezgri NFkB, RANK — aktivirajuci receptor za

NF-xB, OPG — osteoprotegerin

Figure 4. Pathogenic mechanism of bone destruction induced by disbalance of membrane-bound and soluble ligands: RANKL, RANK and
OPG, as well as involvement of immune cells in the processes of bone destruction;
DC — dendritic cell, RANKL — receptor activator of nuclear factor KB ligand, RANK - receptor activator of nuclear factor KB, OPG -

osteoprotegerin

receptor antagonist. Njega ubikvitarno proizvode razlic¢ite
stanice, a vezanjem za transmembransku ili solubilnu
formu RANKL-a, sprje¢ava njegovo vezanje za RANK.”
Tako se in vivo ucinci povecane ekspresije OPG-a ili
injiciranja OPG-a u normalne ekperimentalne Zivotinje
ocituju u inhibiciji osteoklastogeneze, aktivacije osteo-
klasta i resorpcije kosti, §to rezultira osteopetrozom.”
Suprotno tome, nedostatak OPG-a povezan je s pojaca-
nom resorpcijom kosti i masivnom osteoporozom.*® Da-
nas se smatra da je RANKL-RANK-OPG sustav sredisnji
molekularni mehanizam koji povezuje kostani i imuno-
loski sustav. Posljedice na kostanom sustavu rezultat su
omjera RANKL:OPG u pojedinog bolesnika. Danas su
poznati brojni proupalni citokini koji usmjeravaju ko-
Stanu pregradnju u smjeru resorpcije kosti (proresorp-
tivni citokini). To su IL-1, TNFa, IL-6, IL-11, IL-15, IL-17,
M-CSF, peptid srodan parathormonu i prostaglandin E2
(PGE2).*! Zna se da u sinovijalnoj membrani i sinovijal-
noj tekucini bolesnika s RA upravo prevladavaju stani-
ce koje su izvor proresorptivnih citokina. Zna se, isto
tako, da IL-1 i TNFo, koji su prisutni u zglobovima RA
bolesnika u velikim koli¢inama, poti¢u ne samo RANKL
ovisnu vec¢ i RANKL neovisnu resorpciju kosti.'"™* Zna-
¢ajnoj resorpciji kosti u RA bolesnika svakako pridono-

si imobilizacija, kao i obilna sistemska upotreba korti-
kosteroida. S obzirom na molekularni mehanizam dje-
lovanja OPG-a u smislu pleotropnog ucinka na kostani
i imunoloski sustav, kao i na dokazani protektivni uci-
nak u animalnim modelima RA, vjeruje se da bi upotre-
ba rekombinantnog OPG-a u terapiji RA bolesnika mo-
gla znacajno pomoci u sprjecavanju teskih kostanih oste-
cenja koja vode u deformitet i invalidnost.
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