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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU:

NSAID - nesteroidni protuupalni lijek (engl. nonsteroidal anti-inflammatory drug)
COX - ciklooksigenaza (engl. cyclooxigenase)

DMARD - lijek koji mijenja tijek upalne reumatske bolesti (engl. disease-modifying
antirheumatic drug)

TNF - ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumour necrosis factor)

G-CSF - faktor stimulacije granulocitnih kolonija (engl. granulocyte colony stimulating
factor)

GM-CSF - faktor stimulacije granulocitnih i makrofagnih kolonija (engl. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor)

JAK - Janus kinaza
STAT - engl. signal transducer and activator of transcripton

MAP kinaza - proteinska kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein
kinase)

NF-kB - nuklearni ¢imbenik kapa B (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

PI3k/Akt/mTOR - fosfatidilinozitol 3-kinaza/proteinska kinaza B/meta rapamicina u sisavaca
(engl. phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B/mammalian target of rapamycin)

SOCS - supresor citokinske signalizacije (engl. suppressor of cytokine signalling)

IL - interleukin

EPO - eritropoetin

TPO - trombopoetin

GH - hormon rasta (engl. growth hormone)

LOF - gubitak funkcije (engl. loss of function)

GOF - dobivanje funkcije (engl. gain of function)

SCID - teska zdruzena imunodeficijencija (engl. severe combined immunodeficiency)
CMC - kroni¢na mukokutana kandidijaza (engl. chronic mucocutaneous candidiasis)
IFN - interferon

GWAS - cjelogenomska studija povezanosti (engl. genome-wide association study)
ALL - akutna limfoblasti¢na leukemija

AML - akutna mijeloi¢na leukemija

PV - policitemija vera



PMF - primarna mijelofibroza

ET - esencijalna trombocitoza

SLE - sistemski eritemski lupus (engl. systemic lupus erythematosus)

RA - reumatoidni artritis

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)

ACPA - protutijela usmjerena na citrulinirane proteine (engl. anti-citrullinated protein
antibodies)

RANKL - ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika kapa B (engl. receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand)

FGF - fibroblastni ¢imbenik rasta (engl. fibroblast growth factor)

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
PDGF - ¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet-derived growth factor)
TGF - transformirajuci ¢imbenik rasta (engl. transforming growth factor)

PsA - psorijati¢ni artritis

BLYyS - stimulator limfocita B (engl. B lymphocyte stimulator)

TLR - receptor slican Tollu (engl. Toll-like receptor)

SLEDAI - engl. SLE Disease Activity Index

ERK - kinaza regulirana izvanstanicnim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase)



SAZETAK
Inhibitori Janus kinaza u lijecenju upalnih reumatskih bolesti
Autor: Mislav Cai¢

Paradigma lije¢enja upalnih reumatskih bolesti znac¢ajno se mijenjala kroz povijest
novim spoznajama o patogenezi i otkri¢ima bazi¢nih medicinskih znanosti opcenito.
Konkretno, fokus terapijskog pristupa upalnim reumatskim bolestima pomicao se od Siroke,
neselektivne imunosupresije kakvu omogucéavaju glukokortikoidi, preko utjecanja na izvrSne
(eferentne) funkcije imunoloskih stanica, do visokospecificne blokade pojedinih citokina.
Nova saznanja o na¢inu na koji citokini dovode do promjene stanicnog fenotipa omogucila su
terapijsko interferiranje s molekulama koje Cine signalni put od citokinskog receptora do
stani¢ne jezgre.

Signalni put JAK/STAT sastavni je dio fundamentalnih homeostatskin mehanizama, s
obzirom da omogucava efikasnu medustaniénu komunikaciju. Opisani su brojni klinic¢ki
entiteti koji su rezultat primarnih poremecaja JAK 1 STAT, no isto tako, pretjerana ili
oslabljena funkcija puta JAK/STAT nalazi se kao sekundarni fenomen u raznim infektivnim,
upalnim i malignim bolestima. Reumatoidni artritis, psorijati¢ni artritis i sistemski eritemski
lupus primjeri su bolesti u kojima je neravnoteza izmedu proupalnih i protuupalnih citokina
temeljni faktor u inicijaciji i progresiji bolesti, ali i odrzavanju kroni¢nog upalnog procesa.
Inhibitori Janus kinaza lijekovi su koji na unutarstani¢noj razini sprjeavaju ucinak citokina
na ciljnu stanicu. Predstavnici ove skupine lijekova trenutno odobreni za lijeCenje upalnih
reumatskih bolesti u Republici Hrvatskoj su tofacitinib i baricitinib, dok se brojni drugi
inhibitori JAK nalaze u drugoj i trec¢oj fazi klinickih istrazivanja. Stoga, predvida se skorasnje
prosirenje terapijskih moguénosti lijeCenja upalnih reumatskih bolesti.

Imaju¢i na umu brojne dokaze o vaznosti pojedinih citokina u patogenezi upalnih reumatskih
bolesti, s naglaskom na uspjeSnost desetljeCima primjenjivane anticitokinske terapije,

oc¢ekivana je sve Sira primjena inhibitora Janus kinaza u lijeCenju upalnih reumatskih bolesti.

Kljuéne rije¢i: citokini, glukokortikoidi, inhibitori Janus kinaza, signalni put JAK/STAT,

upalne reumatske bolesti



SUMMARY
Janus kinase inhibitors in the treatment of inflammatory rheumatic diseases
Author: Mislav Caié¢

According to new findings regarding the pathogenesis of inflammatory rheumatic
diseases and the discoveries in the field of basic medical sciences, the paradigm for treating
inflammatory rheumatic diseases changed significantly over time. Specifically, the therapeutic
goal shifted from nonselective immunosuppression, attained by administration of
corticosteroids, to the impact on executive (efferent) functions of immune cells, and highly
specific cytokine blockade. The understading of mechanisms of cytokine-induced changes of
cell phenotype is now broader than ever, which is crucial for developing and applying new
therapeutic strategies, such as interfering with the signalling pathway from the cytokine
receptor to the cell nucleus.

The JAK/STAT signalling pathway is an integral part of fundamental mechanisms of
homeostasis, since it enables effective intercellular communication. Primary disruption of
JAKs and STATs results in numerous clinical entities, but excessive or inadequate
JAK/STAT pathway function can be observed as a secondary phenomenon in various other
infectious, inflammatory, and malignant diseases. Some examples of diseases where the
imbalance of pro- and antiinflammatory cytokines plays a key role in initiation, progression
and chronification of the inflammatory process are rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis and
systemic lupus erythematosus. Janus kinase inhibitors block the effects of cytokines on the
target cell, acting intracellularly. In Croatia, Janus kinase inhibitors currently approved for the
treatment of inflammatory rheumatic diseases are tofacitinib and baricitinib. Numerous other
JAK inhibitors are at the moment in phases 2 and 3 of clinical research. Therefore, the
expansion of available therapeutic approaches to the treatment of inflammatory rheumatic
diseases is expected and imminent.

Having in mind multiple evidences on the important role of cytokines in the pathogenesis of
inflammatory rheumatic diseases, with the emphasis on the success of anticytokine therapy,

the use of Janus kinase inhibitors in the treatment of such disorders is certainly going to

amplify.

Key words: cytokines, glucocorticoids, Janus kinase inhibitors, JAK/STAT signalling

pathway, inflammatory rheumatic diseases



1. UvOD

1.1. Povijesni pregled terapije upalnih reumatskih bolesti

Prvi opis reumatoidnog artritisa kao zasebnog entiteta daje Augustin Jacob Landré-
Beauvais 1800. godine. LijeCenje upalnih bolesti provodi se, do otkri¢a acetilsalicilne
kiseline, koriStenjem pripravaka dobivenih obradom kore vrbe s uporiStem u empirijskim
spoznajama i opisano je ve¢ u drevnom Egiptu. Acetilsalicilna kiselina sintetizirana je prvi
puta 1853. godine u Njemackoj i 1897. u drugim zemljama svijeta nastojanjem da se umanji
profil gastrointestinalnih nuspojava do tada ve¢ nekoliko desetljeca poznatog salicina,
aktivnog ekstrakta kore vrbe. Ime ,nesteroidni protuupalni lijekovi“ (NSAID) nastalo je
1960-ih iz potrebe da ih se razlu¢i od steroidnih lijekova, s obzirom da tada nije bio poznat
mehanizam djelovanja niti neka karakteristika koja bi izdvajala ovu skupinu lijekova.
Razli¢ito nazivlje bilo je prijeko potrebno s obzirom na veliki udio nuspojava nastalih
pretjeranim KoriStenjem steroida zbog pocetnog oduSevljenja njihovim protuupalnim
svojstvima (1). Mehanizam djelovanja acetilsalicilne Kiseline, ireverzibilno vezanje enzima
ciklooksigenaze (COX) i supresija proizvodnje prostaglandina i tromboksana, otkriven je
1971. godine. Iako ucinkoviti u lijeCenju upalnih bolesti, tradicionalni neselektivni NSAID
imaju neke nezeljene nuspojave kao $to su povecana sklonost krvarenju zbog inhibicije
agregacije trombocita, povecana ucestalost gastrointestinalnih ulkusa, krvarenja u
gastrointestinalni trakt i perforacije te ozljeda bubrega.
Kortizon, prvi sintetizirani glukokortikoid, proizveden je 1948. godine, za sto je 1950.
dodijeljena Nobelova nagrada Edwardu Kendallu, Tadeusu Reichsteinu i Philipu Henchu. S
obzirom na dramati¢no klini¢ko poboljSanje u pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa
lijecenih kortizonom, pretpostavljalo se da hipofunkcija nadbubrezne Zlijezde ima znacajnu
ulogu u patogenezi reumatoidnog artritisa. Medutim, ubrzo je postalo jasno da dugotrajna
terapija visokim dozama glukokortikoida izaziva ozbiljne sustavne nuspojave. Lijekovi
kojima je mogucée zadrzati dugotrajnu imunosupresiju i zaustaviti progresiju bolesti, uz
podnosljive nuspojave, nazivaju se lijekovima koji mijenjaju tijek upalne reumatske bolesti
(DMARD) i poceli su se koristiti u lije¢enju autoimunih reumatskih bolesti 1960-ih. Prvi
DMARD koristen u lijeéenju reumatoidnog artritisa, a kasnije i psorijaze i upalnih bolesti
crijeva, bio je metotreksat, sintetiziran 1947. godine. Korisnost DMARD u klini¢koj praksi
otkrivena je empirijski, a farmakoloski ciljevi DMARD otkriveni su naknadno i ukljucuju
enzime odgovorne za sintezu nukleinskih kiselina, inhibicija kojih dovodi do posljedi¢nog

zaustavljanja proliferacije upalnih stanica.



Suprotno tome, 1980-ih godina dolazi do otkrica brojnih citokina u upalom zahva¢enom
sinovijalnom tkivu oboljelih od reumatoidnog artritisa i do promjene u pristupu u
konstruiranju lijekova. Nastaju prve molekule kojima je farmakoloski cilj unaprijed definirana
molekula s poznatom ulogom u patogenezi bolesti. Prva terapija te vrste za cilj ima ¢imbenik
nekroze tumora (TNF-a), s obzirom na njegovu poznatu ulogu u reguliranju brojnih
imunoloskih putova. Do danas su proizvedene brojne anti-citokinske molekule s obzirom na

klini¢ki odgovor i sigurnosni profil (2).



1.2. Citokini i medustani¢na komunikacija

Citokini su peptidne molekule s brojnim kompleksnim regulacijskim uéincima na
imunosni sustav i imunost opéenito. Svoj ucinak ostvaruju predominantno izluceni lokalno,
autokrinom i parakrinom signalizacijom, ali i na udaljenim mjestima od mjesta izlu¢ivanja,
endokrinom signalizacijom. Prvi otkriveni citokini opisani su kao ¢imbenici imunoloskog
odgovora i, s obzirom na to da ih luc¢e limfociti aktivirani specificnim antigenom, nazvani su
limfokini. Ostale skupine citokina nazvane su prema izvr$nim funkcijama u organizmu kao
Sto su faktori stimulacije kolonije: granulocitni (G-CSF) i granulocitno-makrofagni faktor
stimulacije kolonije (GM-CSF). Preklapanje funkcija razliitih citokina otezava adekvatnu
nomenklaturu, ali u kontekstu autoimunih bolesti korisno je primjenjivati funkcionalnu
klasifikaciju. Kao imunomodulatorne tvari koje ne prolaze kroz lipidnu barijeru citoplazme,
svoj u¢inak na ciljne stanice ostvaruju putem razlicitih skupina transmembranskih receptora i
signalnih puteva u stanici (3). Vezanje citokina na stani¢ni receptor dovodi do aktiviranja
signalnih kaskada koje se integriraju na razini transkripcijskih faktora i dovode do promjene
fenotipa stanice. U kontekstu autoimunosnih reumatskih bolesti ciljana inhibicija pojedinih
citokina pokazala se kao uc¢inkovit terapijski pristup.
S evolucijskog gledista, ucinkovita komunikacija medu stanicama od izuzetne je vaznosti za
razvoj, homeostazu tkiva i organizma i obranu domacina. Postoji nekoliko signalnih puteva
koji to omogucuju, a signalni put JAK/STAT vjerojatno je arhitektonski najjednostavniji koji

omogucuje izravan prijenos informacija od transmembranskog receptora do jezgre (4).



2. SIGNALNI PUT JAK/STAT

2.1. Unutarstani¢ni prijenos signala

Podjela receptora za citokine temelji se na gradi izvanstani¢cne domene (koja veze
ligand-citokin) i signalnog mehanizma unutar stanice (5). Dvije velike skupine, tip 1 i tip 2
superobitelj citokinskih receptora koriste isti mehanizam prijenosa signala do jezgre; put
JAK/STAT. Ostali mogué¢i naini prijenosa signala su put MAP-kinaza, NF-xB i
PI3K/Akt/mTOR signalni put (6).
Put JAK/STAT evolucijski je oCuvan signalni put kojeg aktiviraju razni citokini, interferoni,
faktori rasta i druge sli¢ne molekule. Ubikvitarnost ovog signalnog puta potvrduje 1 ¢injenica
da uz mutacije i polimorfizme gena koji kodiraju komponente puta JAK/STAT vezujemo
brojne bolesti, poglavito maligne i imunoloske prirode (4).
Cetiri su poznate Janus kinaze (JAK 1-3, TYK2), kao i sedam aktivatora transkripcije
(STAT 1-4, 5a, 5b, 6), a funkcija svake od njih detaljno je istraZzena kako na prirodnim
humanim tako i na animalnim modelima.
Trenutni model slijeda dogadaja u signalnim putevima JAK/STAT drzi da podrazaj
citokinskog receptora na stanicnoj membrani aktivira pridruzenu kombinaciju JAK, S$to
dovodi do fosforilacije citoplazmatske domene receptora. Tako fosforiliran citoplazmatski dio
receptora vezuje monomere bjelanéevina STAT koje i same tada bivaju fosforilirane,
dimeriziraju 1 premjestaju se u stanicnu jezgru, gdje vezuju specificne promotorske regije
DNA. Nacin na koji citoplazmatska domena citokinskog receptora stupa u fizicki kontakt s
bjelancevinom JAK nije u potpunosti poznat, no da bi se potaknula kinazna aktivnost JAK,
nuzna je njezina neposredna blizina s citokinskim receptorom na stani¢noj membrani.
Trenutno je malo poznato o nafinu na koji neke druge (non-JAK) kinaze fosforiliraju
bjelan¢evine STAT (7). Aktivnost bjelancevina STAT dostize vrhunac 5 do 30 minuta nakon
podraZzaja citokinskog receptora te se vraca na pocetnu razinu 1 do 4 sata kasnije. Na kocenje
aktivnosti STAT djeluju razni konstitucijski (proteoliza, defosforilacija te inhibicija
proteinima inhibitorima aktiviranih STAT) i inducibilni mehanizmi (supresori citokinske
signalizacije). Supresori citokinske signalizacije (SOCS) su proteini koji posreduju regulaciju
citokinskih receptora ,,nanize* kompeticijom sa STAT za vezno mjesto na JAK i poticanjem

proteasomske razgradnje citokinskih receptora (8).



Mehanizam kojim STAT utjeCu na transkripciju gena poznat je iz istrazivanja na knock-out
miSevima 1 novijim tehnologijama koje omogucéavaju cjelogenomske procjene genske

ekspresije. Dimeri STAT vezu desetke tisu¢a veznih mjesta DNA i reguliraju transkripciju na
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Slika 1. Shematski prikaz signalnog puta JAK/STAT.

tisuce kodiraju¢ih gena.
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Govorec¢i o STAT kao posrednicima odgovora stanice na citokinsku stimulaciju, vazno se
prisjetiti kako citokini osim puta JAK/STAT aktiviraju i neke druge puteve (put MAP-kinaza,
NF-kB, PI3K/Akt/mTOR) te kako postoje drugi, necitokinski podrazaji koji mogu utjecati na
aktivnost STAT (npr. epidermalni faktor rasta ili receptori s intrinziénom kinaznom
aktivnosti). Takoder, nefosforilirani STAT imaju neke uloge u stanici mimo utjecaja na DNA.
Primjerice, STAT3 moze utjecati na permeabilnost mitohondrijske membrane i oksidativnu
fosforilaciju. Nadalje, JAK mogu imati utjecaj na stani¢nu jezgru bez posredovanja STAT,
ukljuéujuci fosforilaciju histona. lako je prethodno opisan jednostavniji mehanizam signalnog
puta JAK/STAT dostatan za razumijevanje utjecaja citokina na promjenu fenotipa stanice,

vazno je istaknuti njegovu kompleksnost i uklju¢enost u brojne stani¢ne procese (4).
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Slika 2. Uloge signalnog puta JAK/STAT u fizioloskim procesima u organizmu, izradeno

prema (9).



2.2. Klini¢ki znacaj puta JAK/STAT

Neposredan dokaz vaznosti signalnog puta JAK/STAT su oni fenotipovi koji nastanu
mutacijom gena koji kodira neku od komponenti tog puta. Za razliku od entiteta gdje se
poremecaji signalizacije JAK/STAT nalaze kao primarni patofizioloski moment, sekundarni
poremecaji aktivnosti JAK i STAT mnogo su ¢es¢i i jedan su u nizu faktora koji doprinose
klini¢koj slici bolesti. Sljede¢i primjeri ilustriraju ubikvitarnost i fundamentalnost signalnog
puta JAK/STAT kroz klinicke slike koje su rezultat njegove disfunkcije. Opcéenito govoreéi,
mutacije koje dovode do gubitka funkcije (LOF) odredenih bjelan¢evina JAK i STAT dovode
do sindroma imunodeficijencija, a mutacije koje uzrokuju pojac¢anu aktivaciju (GOF) JAK i
bjelancevina STAT povezane su s mijeloproliferativnim neoplazmama, leukemijama i

limfomima, kao i drugim zlo¢udnim bolestima (10).

2.2.1. Teska zdruzena imunodeficijencija

Teska zdruzena imunodeficijencija (SCID) je primarna imunodeficijencija kod koje
kombinacija nefunkcionalnosti limfocita T i poremecéenog stvaranja imunoglobulina dovodi
do klinicke slike karakterizirane teskim rekuriraju¢im infekcijama, proljevima, atopijskim
dermatitisom 1 poremecajem u rastu i1 razvoju. Kod mutacija koje dovode do
nefunkcionalnosti citokinskog receptora zbog defektne y podjedinice, stanica nije u stanju
odgovoriti na podrazaj IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 i IL-21 §to izravno utjeCe na sazrijevanje
limfocita T, NK-stanica i nemogucnost diferencijacije limfocita B. Neke Janus kinaze
pridruzene su viSe razliCitih citokinskih receptora, ali JAK3 nije ubikvitarno izrazena
(uglavnom ju izrazavaju hematopoetske stani¢ne linije) i1 jedino se veze za one citokinske
receptore koji sadrze zajednicki lanac y. Stoga mutacije JAK3 imaju za posljedicu gotovo

identi¢nu klinicku sliku (4).

2.2.2. Sindrom hiper-I1gE

Sindrom hiper-IgE (Jobov sindrom) multisistemska je bolest koja se oCituje teskim,
rekurirajuéim piogenim infekcijama koze, gornjeg i donjeg diSnog sustava, jetre te povisSenom
koncentracijom imunoglobulina E (IgE). U podlozi bolesti lezi mutacija STAT3, koji regulira
gene kljucne za diferencijaciju limfocita T u Th17 fenotip, ukljucujuci i sami gen IL-17. 1L-17
kljuan je za migraciju neutrofila na mjesto upale, a ima osobitu ulogu u obrani od

Staphylococcus aureus i raznih gljivicnih infekcija. STAT3 posreduje i signalizaciju putem
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IL-22 koji ima ulogu u ocuvanju integriteta epitelnih barijera (koza, respiratorni trakt,
probavni trakt). Disfunkcija ovog signalnog puta manifestira se atopijskim dermatitisom,
mukokutanom kandidijazom te stafilokoknim apscesima koze. Ostecena funkcija STAT3 u
reguliranju memorijskin CD8+ limfocita T ocituje se rekuriraju¢im infekcijama Varicella
zoster i Epstein-Barrinim virusom. Molekularna osnova abnormalnosti skeleta i krvozilja koja

prati ovaj sindrom jo$ nije sasvim jasna (4,11)

2.2.3. Kroni¢na mukokutana kandidijaza

Kroni¢na mukokutana kandidijaza (CMC) prezentira se kao rekurirajuca ili
perzistiraju¢a infekcija koZe, adneksa i sluznica organizmima roda Candida, ponajprije
C. albicans. U podlozi ove bolesti je mutacija s dobitkom funkcije STAT1 (u daljnjem tekstu
geni su pisani kurzivom). Takve mutacije uzrokuju pojacano lucenje interferona gama (IFN-vy)
koji ko¢i transkripciju IL-17, Sto rezultira pojaCanom osjetljivosc¢u gljivicnim infekcijama ve¢
prethodno opisanim mehanizmom. Mutacije dobitka funkcije STAT1 povezuju se s
autoimuno$c¢u, cerebralnim aneurizmama i karcinomima ploc¢astih stanica.
Suprotno CMC, sindrom koji je posljedica mutacija gubitka funkcije STAT1 karakteriziraju

rekurirajuc¢e diseminirane mikobakterijske infekcije (4,12).

2.2.4. Mijeloproliferativne bolesti i solidni tumori

Konstitutivna aktivacija puta JAK/STAT prepoznata je kao ¢imbenik onkogeneze
1990-ih godina te moze nastati zbog autokrinog/parakrinog lucenja citokina, aktiviraju¢ih
mutacija citokinskih receptora, aktiviraju¢ih mutacija JAK ili drugih aktivatora STAT ili
mutacija samih STAT (13).
Nekoliko je entiteta iz skupine mijeloproliferativnih bolesti koje se povezuju s mutacijom
JAK2: policitemija vera, esencijalna trombocitoza i primarna mijelofibroza. Sve ih
karakterizira povecCana proizvodnja eritrocita i/ili megakariocita u kos$tanoj srzi. Iako su
prvotno opisani kao zasebne bolesti, od 1950-ih se prepoznaju preklapanja te se mutacija
JAK2 nalazi kod gotovo svih bolesnika s policitemijom verom (vise od 95%), kao i mnogih s
esencijalnom trombocitozom i primarnom mijelofibrozom (od 32% do 57%).
JAK2 je kljucan u prijenosu signala nizvodno s receptora koji vezu eritropoetin, trombopoetin

i ostalih koji upravljaju eritocitopoezom i megakariocitopoezom (10,14). To potvrduje i



uspjesnost lijecenja refrakterne aplasticne anemije i idiopatske trombocitopeni¢ne purpure
JAK2 aktivatorom eltrombopagom (4).

Poremecena aktivacija STAT nalazi se u mnogim tumorima, kako hematoloskim tako i
solidnim. STAT3 sudjeluje u patogenezi difuznog B-velikostani¢nog limfoma kao i tumorima
dojke i nazofarinksa (15). STATS se takoder nalazi kao ¢imbenik u patogenezi solidnih
tumora i hematoloskih maligniteta kao $to je kroni¢na mijeloidna leukemija.

Osim uloge STAT u poticanju onkogeneze, prepoznati su i njihovi protektivni ucinci.
Interferoni su znaéajni u imunoloskom prepoznavanju i eliminaciji maligno promijenjenih

stanica, a ve¢inu u¢inaka ostvaruju posredovanjem STAT1 (16).

2.2.5. Multigenske bolesti

Osim identifikacije monogenskih mutacija gubitka ili pojacanja funkcije,
cjelogenomske studije povezanosti (GWAS) omogucile su identifikaciju polimorfizama JAK i
STAT u ¢es¢im humanim bolestima. Primjerice, polimorfizmi STAT1 vezuju se uz rizik
obolijevanja od malignih bolesti, STAT3 uz Crohnovu bolest i psorijazu, STAT4 uz
reumatoidni artritis i sistemski eritemski lupus te STAT6 jednonukleotidni polimorfizmi uz
astmu i alergijsku dijatezu.

Funkcionalni znacaj ovih polimorfizama u patogenezi ve¢ine navedenih bolesti ostaje nejasan,
ali ukazuje na fundamentalnu ulogu puta JAK/STAT u humanoj patologiji, od rjedih

monogenskih do ¢es¢ih, sloZenijih bolesti (4).



Tablica 1. JAK i STAT s pripadajuéim citokinima i mutacijama s rezultirajucim

fenotipovima (4).

JAK/STAT Klju¢an u signalizaciji

Genetska veza s humanom patologijom

IFN-o/B, IFN-y, IL-2, IL-4,
Sl IL-7, IL-9, IL-15, IL-21, IL-6 Mutacije GOF: ALL, AML,
obitelj citokina, IL-10 obitelj tumori solidnih organa
citokina
IFN-y, IL-3, IL-5, GM-CSF, )
Mutacije GOF: PV, PMF, ET,
JAK?2 EPO, TPO, G-CSF, GH,
] razni akutni 1 kroni¢ni hematoloski maligniteti
leptin
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, ~
JAK3 Mutacije LOF: SCID
IL-21
TYK2 IFN-o/B, IL-12, I1L-23 Mutacije LOF: primarne imunodeficijencije
. ) Mutacije LOF: podloznost mikobakterijskim i
STAT1 Svi interferoni - ~
virusnim infekcijama
o Deficijencija uzrokuje podloznost virusnim
STAT2 Interferoni tipa | _ -
infekcijama
) - Mutacije LOF: sindrom hiper-IgE (autosomno
STAT3 IL-6 i ostali citokini gp130 _ _
dominantni)

STAT4 IL-12, IL-23, interferoni tipa 1 Polimorfizmi: rizik od SLE, RA
STAT5a, IL-2, EPO, TPO, GM-CSF, Deficijencije: autoimunost,
STAT5b GH, IL-7 imunodeficijencije, sklonost krvarenjima

Polimorfizmi: rizik od astme i alergijske

STAT6 IL-4, 1L-13 ~

dijateze
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3. ULOGA JAK/STAT U REUMATOLOSKIM ENTITETIMA

3.1. JAK/STAT u patogenezi reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) bolest je koja se povezuje sa progresivnim invaliditetom,
sustavnim komplikacijama te znaCajnim socioekonomskim optere¢enjem. Trenutna strategija
lijeCenja je zapocinjanje agresivnije terapije po dijagnozi i inzistiranje na klinickoj remisiji.
Medutim, za uspjesnije zbrinjavanje pacijenata s reumatoidnim artritisom nedostaju
prediktivni biomarkeri prognoze i terapeutskog odgovora, rijetko se uspostavlja odrziva
remisija bez farmakoloske intervencije, mortalitet je vi$i nego u opcoj populaciji te ne postoji
nacin za ponovno uspostavljanje imunoloske tolerancije. Velik napredak u razumijevanju
patogenetskih mehanizama zapocinjanja 1 odrzavanja bolesti obe¢ava napredak u svim
navedenim podrucjima.
Pretpostavlja se da je za nastanak bolesti potreban okolisni ¢imbenik koji dovede do gubitka
imunoloSke tolerancije na vlastite antigene u geneticki susceptibilne osobe. Medu ostalim,
dokazi koji upucuju na postojanje genetske predodredenosti ukljucuju studije na blizancima
gdje se konkordancija bolesti u oba blizanca krece izmedu 15% i 30% za monozigotne i 5%
za dizigotne blizance. Identificirane su brojne varijante gena koji su ukljuceni u patogenezu
bolesti. To su skupine gena koje reguliraju aktivaciju limfocita T (HLA-DRB1, PTPN22,
CD28, CD40, CTLAA4, IL2, STATH4,...), geni koji sudjeluju u signalnom putu NF-«xB, geni za
enzime Kkoji konvertiraju arginin u citrulin, gen za jedan od receptora TNF-o i brojni drugi
7).
Opcenito se moze re¢i da genetski ¢imbenici ukljuceni u patogenezu reumatoidnog artritisa
povecavaju rizik nastanka bolesti na nekoliko razina; mijenjaju op¢u reaktivnost imunoloskog
sustava povecanjem afiniteta antigen prezentirajucih stanica za autoantigen, Mmijenjaju
antigen-specifi¢éni odgovor te mijenjaju sposobnost ciljnog tkiva da modulira imunoloski
odgovor (18). Najvise istrazivan genetski faktor rizika je lokus HLA-DRB1 MHC Il gena.
Molekularna osnova za tu povezanost naziva se teorijom zajedni¢kog epitopa. Zajednicki
epitop je karakteristi¢an slijed aminokiselina u hipervarijabilnoj regiji beta lanca HLA-DRB1
(vezno mijesto za antigen), koji je odgovoran za povecani afinitet za autoantigen i
autoreaktivni odgovor steCene imunosti. Prisutnost zajednickih epitopa smatra se rizi¢nim
¢imbenikom za nastanak reumatoidnog artritisa, razvoj tezih oblika bolesti, kao i za razvoj
izvanzglobnih poremecaja. Pretpostavljeni mehanizam ukljucuje povecano stvaranje
protutijela na anticitrulinirane proteine u serumu (ACPA) te djelovanje putem kalretikulina,

receptora prisutnog na neimunolo$kim stanicama uklju¢enog u regulaciju imunoloskog
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odgovora i angiogenezu (19). Iako postoji snazna povezanost navedenih alela s pojavnoscu
reumatoidnog artritisa, ne moraju biti prisutni u svih pacijenata. Vazno je takoder napomenuti
kako postoji varijabilnost navedenih alela medu razli¢itim etnickim skupinama (17).

U reumatoidnom artritisu patolosko lucenje citokina raznih populacija stanica sinovije,
prvenstveno makrofaga M1 fenotipa, od velike je vaznosti za razvoj bolesti. Proces pretvorbe
monocita u aktivirani makrofag naziva se polarizacijom i uvjetovan je citokinskim
mikrookolisem sinovije, a pod kontrolom je, medu ostalim, i signalnog puta JAK/STAT (20).
Relativna zastupljenost raznih citokina (citokinski profil) karakteristi¢na je za sve faze bolesti,
ukljucujuéi i pretklinicku fazu. Neki citokini se nalaze u povecanoj koncentraciji u serumu
prije pojave simptoma u ljudi koji ¢e tek razviti reumatoidni artritis u usporedbi sa zdravim
kontrolama.

U novije vrijeme postaje jasno kako odredeni citokini oblikuju protutijelima posredovanu
autoimunost prije klinicki manifestne bolesti. To su proupalni citokini TNF-a, IL-6, IL-1B,
GM-CSF, kao i IL-4, IL-12, IL-17. Primjerice, limfociti Th17 potaknuti IL-17 lu¢e IL-21 i
IL-22 u germinativnim centrima limfnih ¢vorova i time poti¢u plazmablaste na promjenu
glikozilacije Fc-fragmenta izlucenih protutijela 1gG. Tako izmijenjena protutijela pokazuju
ve¢i afinitet za Fc-receptore osteoklasta, Sto povecava sklonost lokalizacije protutijela na
zglob i posreduje gubitak kostane mase (21).

U fazi tranzicije u kroni¢nu bolest najznacajniji je nalaz sinovitisa ¢ije su patohistoloske
odrednice proliferacija sinovijalnih fibroblasta, neoangiogeneza te regrutiranje brojnih
leukocita (limfocita T i B, monocita/makrofaga, mastocita). Navedena zbivanja dovode do
hipertrofije sinovije i Sirenja tako upalno promijenjenog tkiva u okolnu hrskavicu i kost.
TNF-a kao promotor aktivacije osteoklasta, hondrocita, vaskularnog endotela i fibroblasta
igra glavnu ulogu u upalnoj fazi bolesti, ¢ime izravno posreduje hipertrofiju sinovije (21,22).
U patogenezi reumatoidnog artritisa djeluje kao proupalni citokin, ostvaruju¢i proupalni
uc¢inak na viSe razina; inducira aktivaciju leukocita i endotela, utjeCe na prezivljenje i
aktivaciju sinoviocita te poti¢e dodatno lu¢enje ostalih citokina i kemokina. U kulturi stanica
sinovije blokada signalizacije TNF-a smanjuje lu¢enje ostalih proupalnih citokina kao §to su
IL-1, IL-6, IL-8 i GM-CSF. Moduliranjem osteoklastogeneze izravno posreduje nesrazmjer
izmedu koStane destrukcije 1 izgradnje, koji je jedno od glavnih obiljeZja reumatoidnog
artritisa (23).

IL-6 kao prototip proupalnog citokina i jedan od hijerarhijski najvaznijih citokina u klini¢koj
fazi bolesti svoje brojne ucinke u patogenezi bolesti ostvaruje modulacijom mehanizama

steCene imunosti koji su ukljuceni u patogenezu reumatoidnog artritisa. Osnovne seroloske
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karakteristike reumatoidnog artirtisa su IgM i 1gG reumatoidni faktori i ACPA. IL-6 inducira
diferencijaciju limfocita B u plazma stanice i potice stvaranje protutijela. Takoder, stimulira
proliferaciju limfocita T i njihovu diferencijaciju u Th17 fenotip i lucenje I1L-17. Migracija
neutrofila iz krvi u tkivo (zglob) jedna je od glavnih karakteristika akutne upale. Neutrofili na
stani¢énoj membrani izrazavaju receptor za IL-6 te potaknuti IL-6 lu¢e proteolitiCke enzime i
reaktivne kisikove radikale koji doprinose osteenju zgloba u reumatoidnom artritisu.
Mehanizam tranzicije iz akutnog upalnog procesa, obiljezenog polimorfonuklearnom
(neutrofilnom) infiltracijom zgloba u kroni¢ni proces, obiljeZen monocitnom infiltracijom
odvija se takoder posredovanjem IL-6. U sinoviji pacijenata s reumatoidnim artritisom IL-6
jedan je od najzastupljenijih citokina i njegova koncentracija korelira s histoloskim
karakteristikama kroni¢nog sinovitisa (24,25). IL-6 zajedno sa TNF-o uzrokuje neke od
komorbiditeta 1 sustavnih simptoma koji se vidaju u reumatoidnom artritisu kao S§to su
metabolicki sindrom, ateroskleroza/povecan kardiovaskularni rizik, osteoporoza, anemija
kroni¢ne bolesti, psihijatrijske bolesti kao $to je depresija te povecan rizik malignih bolesti
(21,22).

IL-1 u patogenezi reumatoidnog artritisa ponajvise je odgovoran za destrukciju hrskavice i
kosti putem poticanja proizvodnje RANKL uklju¢enog u osteoklastogenezu i matriks
metaloproteinaza ukljucenih u degradaciju hrskavice. U animalnim modelima injekcija IL-1 u
zglob izaziva akumulaciju leukocita u sinovijalni prostor i dostatna je za razvitak kroni¢nog

artritisa.

Slika 3. Poremecena citokinska ravnoteza u reumatoidnom artritisu, prilagodeno

prema (26).

Signalni put JAK/STAT glavna je spona izmedu vecine proupalnih citokina koji se poja¢ano

lu¢e u tijeku bolesti i same upale, odnosno stanicnog odgovora na citokinski podraza;.
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Fosforilacija (aktivacija) STAT klju¢na je za viSe nizvodnih stani¢nih mehanizama Kkoji
reguliraju prezivljenje stanice, apoptozu, nekroptozu i stani¢nu diferencijaciju (27).

Poznato je otprilike 36 kombinacija citokinskih receptora koji odgovaraju na podrazaj oko 38
citokina. Genetske studije sugeriraju kako je sustav citokinskih receptora restriktivan u smislu
da razli¢ite skupine receptora preferencijalno koriste to¢no odredeni JAK ili kombinaciju JAK
(28). Studije o ulozi JAK/STAT provedene na animalnim modelima u skladu su s onima
provedenim na stani¢nim kulturama humanog tkiva upalnih artritisa.

U sinovijalnom tkivu oboljelih nalazi se pojacana ekspresija STATI, i to poglavito u
limfocitima T i B i sinoviocitima sli¢énima fibroblastima. Primarna uloga STAT1 jest
posredovanje upalnih i antivirusnih uéinaka IFN-y kao i njegove antiproliferativne i
proapoptoticke funkcije. IFN-y prvi je citokin za koji je otkriveno da uzrokuje polarizaciju
makrofaga u M1 fenotip. Vezanje IFN-y za pripadajuci receptor potice fosforilaciju JAKI i
JAK2, dimerizaciju STAT1, vezanje Cimbenika transkripcije na interferonom aktivirane
promotorske regije DNA 1 prijepis ciljnih gena, koji uklju¢uju gene za proupalne citokine
(29). Osim IFN-y, koji je primarni aktivator STAT 1, ostali mogu¢i aktivatori su IL-6, IL-10 te
IFN-a i IFN-B (8,27).

IL-6 svoj ucinak na stanicu ostvaruje posredovanjem JAKI1, JAK2 i TYK2 koji aktiviraju
STAT3. Neizravan dokaz o vaznosti JAKI, JAK2 i TYK2 kao ¢imbenika u patogenezi
reumatoidnog artritisa je uspje$nost terapijske inhibicije IL-6 (30). Ekspresija JAK3
uglavnom je ograni¢ena na limfocite. JAK3 konstitutivno je vezan za zajednicki y lanac
receptora za citokine IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 i IL-21. Stoga je pogodan za eventualnu
terapijsku intervenciju (31-33). STAT3 potie transkripciju razli¢itih setova gena u razli¢itim
stani¢nim populacijama. Osim IL-6, aktiviraju ga i IL-10 i IFN-o/y. U limfocitima T, STAT3
omogucuje proliferaciju putem IL-6 posredovane supresije apoptoze. Protuupalni u¢inak
IL-10 na makrofage takoder se ostvaruje djelovanjem STATS3. In vitro studije na humanom
tkivu potvrduju ulogu STAT3 u kronicnom tijeku reumatoidnog artritisa; opaZen je
abnormalni rast i prezivljenje sinoviocita. Tome u prilog govori i ¢injenica da u miSeva sa
suprimiranim STAT3 epidermalni faktor rasta na sinoviocite djeluje kao proapoptoticki
signal. STATS5 aktiviran signalom IL-2 utje¢e na diferencijaciju limfocita T u Treg fenotip
(34). Uloga STAT4 u reumatoidnom artritisu vjerojatno je proupalna, s obzirom da se signal
IL-12, kojeg tipi¢no luc¢e Thl limfociti, prenosi tim putem. S druge strane, IL-4, tipi¢ni
citokin Th2 odgovora, odgovor stanice posreduje putem STAT6 (8).

Konstitutivna aktivacija i poremecaji signalnog puta JAK/STAT vazni su za mnoge klinicke

aspekte reumatoidnog artritisa povezanih s patogenezom i progresijom bolesti.
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3.2. JAK/STAT u patogenezi psorijati¢nog artritisa

Psorijaticni artritis (PsA) Cesta je upalna bolest perifernog i aksijalnog skeleta
(zglobova i enteza), udruzena s povecanim mortalitetom od kardiovaskularnih bolesti.
Dijagnoza se uglavnom postavlja na temelju klini¢kog fenotipa koji obuhva¢a mnoge znakove
viSe organskih sustava kao S§to su entezitis, daktilitis, distrofije nokta, uveitis, kao i
radioloskog nalaza erozije i formiranja nove kosti. Upala sinovijalne membrane jedno je od
vaznijih obiljezja psorijatiCnog artritisa i obiljezena je pojacanom vaskularizacijom i
infiltracijom upalnih stanica. Upalne stanice lu¢e brojne proupalne citokine koji aktiviraju
fibroblaste sli¢ne sinoviocitima i poticu ih na Sirenje u okolnu hrskavicu i kost (5,35).
Cjelogenomske studije povezanosti pokazale su da psorijatini artritis ima snazniju 1 razlicitu
genetsku komponentu od kozne psorijaze. Konkordancija u jednojaj¢anih blizanaca krece se
izmedu 80% 1 100%. Omjer rizika za nastanak bolesti srodnika u prvom koljenu oboljelog od
psorijaticnog artritisa je 40, dok je za koznu psorijazu 8 (36). Specificni HLA aleli diktiraju
razli¢ite subfenotipove psorijaticnog artritisa. Primjerice, HLA-B*27:05:02 haplotip vezuje se
uz entezitis, daktilitis i simetri¢ni sakroileitis, dok se HLA-B*08:01:01 vezuje uz deformitete
zglobova, asimetri¢ni sakroileitis 1 daktilitis. Neki HLA aleli djeluju protektivno na razvoj
bolesti (37). Nekoliko je ne-HLA lokusa uklju¢eno u patogenezu psorijaticnog artritisa,
ukljucujuéi gene IL23R i TNFAIP3, ali i gene koji kodiraju citokine kao $to su IL-4, IL-5 te
IL-21, izravno dovodeci u vezu specificne citokinske signalne puteve i psorijati¢ni artritis
(5,38). Citokini su klju¢ni ¢imbenici u upalnom i proliferativnom procesu koze i zglobova.
Vise je studija dokazalo povisenu koncentraciju TNF-a i1 pojacanu ekspresiju receptora TNF-a
u sinovijalnoj tekucini i sinovijalnoj membrani oboljelih od psorijati¢nog artritisa. Razina
ekspresije receptora TNF-a u sinovijalnoj tekucini korelira s tezinom bolesti (39). TNF-a
klju¢an je citokin u nastanku razli¢itih patoloskih karakteristika psorijaticnog artritisa;
angiogeneza 1 promet stanica, proliferacija sinoviocita slicnih fibroblastima te poticanje
otpustanja proupalnih citokina (IL-6, IL-8). U transgeni¢nih miSeva pojac¢ano eksprimiran
TNF-a dovodi do pojave erozivnog poliartritisa i hiperplazije sinovijalnog panusa (40).
Najizravniji dokaz o ulozi TNF-a u patogenezi psorijati¢nog artritisa jest uspjesnost anti-TNF
terapije. U pacijenata lije¢enih direktnim inhibitorima TNF nalazi se smanjenje ekspresije
adhezijskih molekula i proupalnih citokina $to rezultira zna¢ajnom inhibicijom raznih upalno-
proliferativnih signalnih puteva. Klini¢ka korist blokade signalizacije TNF vjerojatno je u

vezi s inhibicijom T-stani¢nog odgovora i djelovanja signalnog puta I1L-23/IL-17 (41).
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Za aktivaciju dendritickih stanica i poticanje diferencijacije naivnih limfocita T kljucni su
IL-12 i IL-23. Aktivacija dendritickih stanica IFN-a poti¢e diferencijaciju naivnih limfocita T
u fenotip Thl i Th17. Ove stani¢ne subpopulacije potom luc¢e mnostvo citokina (IL-17, 1L-21,
IL-22, IL-23, TNF-a) koji aktiviraju upalne signalne puteve i dovode do promjene strukture i
metabolizma raznih tkiva. Klinicki, te se promjene manifestiraju kao psorijaticni plakovi,
sinovitis, daktilitis i entezitis (42).

Vezanje IL-12 i IL-23 na pripadajuci citokinski receptor aktivira kinaze TYK2 i JAK2 koje
putem STAT4 i STAT6 omogucuju transkripciju IFN-a i I/FN-y (43). Prijenosu signala IFN-a
i IFN-y, ali i IL-6 i IL-10, putem STATL1 i STATS3, prethodi dimerizacija JAK1 sa JAK2,
JAKS, ili TYK2. Osovina IL-23/IL-17 vjerojatno ima srediSnju ulogu u patogenezi bolesti.
Svi u€inci stimulacije 1L-23 kao s§to su T-stani¢no lucenje IL-17, aktivacija i proliferacija
keratinocita u koznim psorijaticnim lezijama, odvija se putem STAT3. S obzirom da se
promjena genske ekspresije potaknuta citokinima iz obitelji IL-17 ne odvija putem
signalizacije JAK/STAT, mozemo re¢i da je STAT3 uzvodni regulator osovine 1L-23/1L-17
(44,45).

Kao 1 patogenezu reumatoidnog artritisa, patogenezu psorijaticnog artritisa karakterizira
neuravnotezenost pro- i protuupalnih citokina. Nju odrazavaju poremecaji brojnih upalnih
signalnih putova, poput NF-«B, MAP-kinaza, ali i signalnog puta JAK/STAT, koji integrira

signalizaciju vecine citokina ukljucenih u tijek bolesti (46).
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3.3. JAK/STAT u patogenezi sistemskog eritemskog lupusa

Sistemski eritemski lupus (SLE, lupus) kroni¢na je multisistemska autoimuna bolest
koju obiljezava globalni gubitak tolerancije na autoantigene s aktivacijom autoreaktivnih
limfocita T i B i stvaranjem autoantitijela. Patoloska autoantitijela usmjerena protiv
nukleinskih kiselina i njihovih vezujuéih proteina jedna su od temeljnih karakteristika lupusa
te zajedno sa stani¢nim i molekularnim medijatorima upale doprinose oste¢enju organa.
Gubitak tolerancije sa posljedicnom imunoloskom disregulacijom rezultat je djelovanja
genetskih ¢imbenika u kontekstu odgovaraju¢ih okoliSnih okidaca 1 stohastickih dogadaja
(47). Tijek bolesti obiljezen je nepredvidivim relapsima i periodima remisije, tesko se
dijagnosticira te je trenutno neizljec¢iva. Klinicka slika izrazito je heterogena, a tipicno
ukljucuje artritis, bolesti koze, abnormalnosti krvne slike i oSte¢enje bubrega (48,49).
Uloga raznih genetskih faktora u patogenezi lupusa jasna je iz Cinjenice da se udio
nasljednosti u nastanku bolesti procjenjuje na 43.9%, udio zajednickih okolisnih ¢imbenika na
25.8% te ne zajednickih ¢imbenka na 30.3%. Relativni rizik za nastanak bolesti u osobe ¢iji
blizanac ima lupus je 315 (95% CI), a za prve srodnike 24 (50). Prve cjelogenomske studije
povezanosti koje su imale za cilj identificirati genske lokuse povezane s lupusom zapocete su
prije visSe od deset godina i kolektivno su otkrile viSe od pedeset gena vaznih u patogenezi
bolesti. lzdvajanje pacijenata s lupusnim nefritisom u zasebnu kohortu dalo je uvid i u
moguce zajednicke patogenetske putove lupusa i lupusnog nefritisa (51).
Iako fenotip koji odgovara lupusu moze nastati monogenskim deficijencijama kao Sto su
manjak komponenti komplementa (C1QA, C1QB, C1QC), egzonukleaza (TREX1) i
deoksiribonukleaza (DNASE1L3), u vecini sluajeva radi se o kombinaciji uéinaka viSe
genetskih varijanti za koje je lupus kona¢na zajednicka manifestacija (52). Do sada otkriveni
geni koji sudjeluju u patogenezi lupusa mogu se podijeliti u Cetiri funkcionalne kategorije:
geni koji utjeCu na aktivaciju (B) limfocita, geni koji sudjeluju u signalizaciji urodenog kraka
imunosti (signalni putevi NF-xB i IFN-1), geni ukljuceni u patogenezu lupusnog nefritisa te
geni koji reguliraju apoptoticki klirens (51).
Osnovni citokini uklju¢eni u upalne procese i ostecenje tkiva u SLE su stimulator limfocita B
(BLyS), IL-6, IL-17, IL-18, interferoni tipa | i TNF-a (53).
IL-6 proizvode mnoge stani¢ne linije; primarno makrofazi, ali i limfociti, mezangijske stanice
i endotel. Receptor za IL-6 takoder je izrazen na mnogim stanicama kao Sto su leukociti,
megakariociti i hepatociti. Uz TNF-a i IL-1 ostvaruje pleiotropni u¢inak na mnoga tkiva, §to
ukljucuje i sustavne uc¢inke kao §to su stvaranje proteina akutne faze i vruéica. Periferno, IL-6

poti¢e aktivaciju makrofaga, limfocita B, uzrokuje lucenje imunoglobulina iz plazma stanica i
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pojacava efektorske funkcije limfocita T (54). Osim sustavnih uc¢inaka, IL-6 usko je vezan uz
specificne manifestacije bolesti. Nalazi se u poviSenoj koncentraciji u cerebrospinalnom
likvoru pacijenata sa simptomima psihoze, dok se u pacijenata s lupusnim nefritisom nalazi u
povisenoj koncentraciji u urinu (53).

TNF-a lu¢e prvenstveno makrofazi i leukociti, ali i u manjoj mjeri endotel. Uloga TNF-a u
lupusu donekle je nejasna, s obzirom da studije nisu jednoznaéno potvrdile korelaciju izmedu
njegove koncentracije u serumu i aktivnosti bolesti. Ucinci sustavno izlu¢enog TNF-a
vjerojatno nisu u vezi s onim lokalno izlu¢enim, za kojega se drzi da sudjeluje u oSte¢enju
organa u tijeku bolesti. To potvrduje i Cinjenica da terapija protutijelima anti-TNF u drugim
reumatoloskim entitetima Smanjuje simptome vezane uz artritis i nefritis, ali povisuje
koncentraciju anti-dsDNA u serumu i moze, iako vrlo rijetko, izazvati sSimptome vezane uz
lupus (54). U vecine pacijenata s lupusnim nefritisom u bioptatu bubrega nalazi se pojacana
ekspresija gena TNF-a u glomerulima, tubulima i mezangijskim stanicama. S druge strane,
jedan od moguc¢ih mehanizama protektivnog djelovanja TNF-a ukljucuje regulaciju na nize
IFN-o §to utjeée na funkciju antigen prezentiraju¢ih stanica. Cini se da je neto-u¢inak TNF-o
u kompleksnim autoimunim bolestima kao Sto je lupus tesko predvidiv rezultat mnogih
faktora, ukljucujuci i genetsku podlogu (55).

Stimulator limfocita B (BLyS) pripada obitelji liganda faktora tumorske nekroze. Izrazavaju
ga stanice mijeloidne linije, a sekrecija mu je regulirana IFN-y i IL-10. Veze se na limfocite B
1 klju¢an je za proliferaciju i sekreciju imunoglobulina. U transgeni¢nih miSeva, pojacana
ekspresija BLyS dovodi do poliklonalne hipergamaglobulinemije (u sklopu koje se stvaraju
autoantitijela poput anti-dsDNA), poviSenja titra imunih kompleksa 1 taloZenja
imunoglobulina u glomerule. Osim §to se nalazi u poviSenoj koncentraciji u serumu oboljelih
od lupusa, moze ga se naéi i u cerebrospinalnom likvoru bolesnika s neuropsihijatrijskim
manifestacijama bolesti (55,56).

Interferoni tipa | proteini su koji fizioloski sluze obustavljanju virusne replikacije u domaéinu.
Luce ih svi leukociti kao odgovor na podrazaj receptora slicnih Tollu (TLR) virusnom DNA i
RNA. PoviSene vrijednosti IFN tipa | u oboljelih od lupusa jedan je od prvih poremecaja
citokina opisanih u humanim autoimunim bolestima (57). Nekoliko je mehanizama kojima
doprinose patogenezi lupusa. IFN pojacavaju ekspresiju autoantigena (Ro52), poticu
sazrijevanje dendritickih stanica i regulaciju na viSe stani¢nih transmembranskih receptora

(MHC I, 11), sto sve dovodi do upalnog odgovora po tipu Thl.
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Prijenos signala IFN tipa | u stanici odvija se uglavnom putem STAT1/STAT1 homodimera,
iako neki IFN aktiviraju slozene transkripcijske faktore sastavljene od STATI, STAT2 i
interferonom reguliranog ¢imbenika. STAT1 omogucuju transkripciju gena potrebnih za Thl
imuni odgovor, ali i gena zaduzenih za kontrolu proliferacije 1 apoptoze imunoloskih stanica.
Nalazi se u poviSenim koncentracijama u mononuklearnim stanicama periferne Kkrvi
pacijenata s anemijom, u limfocitima T u pacijenata s lupusnim nefritisom te opcenito korelira
s aktivnos¢u bolesti (58). Interferonom inducirana signalizacija STAT1 mijenja se u tijeku
bolesti i, s obzirom na razli¢ite u¢inke na razne subpopulacije limfocita T i B, moZze oscilirati
izmedu dominantno pro- ili protuupalnog ucinka, Sto klinicki odgovara stadijima relapsa i
remisija (59).

STAT?2 je u oboljelih od lupusa konstitutivno fosforiliran, ¢ak i u odsustvu aktivne bolesti. U
fizioloSkim uvjetima, STAT2 takoder provodi signal IFN tipa I (IFN-a i IFN-B) i posreduje
stani¢ni odgovor na virusnu infekciju. Klini¢ki fenotip izoliranog manjka STAT2 ocituje se
kao pojaCana susceptibilnost virusnim infekcijama zbog teSkog oSteCenja interferonske
signalizacije. Za razliku od STAT1, uloga STAT2 u patogenezi lupusa slabije je istraZzena
(59).

STAT3 posreduje signalizaciju barem Sest razreda receptora i ima klju¢ne uloge u brojnim
tkivima. Delecija STAT3 u limfocitima T mi$jih modela drasti¢no smanjuje ekspresiju IL-21 i
IL-17, koji daje signal naivnim limfocitima T za diferencijaciju u Th1l7 fenotip. Thl7
limfociti glavni su izvor citokina odgovornih za regrutaciju neutrofila, funkciju limfocita B i
lu¢enje drugih proupalnih citokina, §to dovodi do ostecenja ciljnih organa kakvo se nalazi u
lupusu (60). STAT3 takoder provodi signal IL-6, IL-10 i IL-21 ¢ime poti¢e plazma stanice na
stvaranje protutijela. Inhibicija signalizacije putem STAT3 in vivo smanjuje ukupnu
koncentraciju autoantitijela i o§te¢enje bubrega u mi§jem modelu lupusa (59).

Prethodno spomenuta veza STAT4 i lupusa (i drugih autoimunih bolesti) uglavnom je
posljedica esencijalne uloge STAT4 u provodenju signala 1L-12, posebno njegove uloge u
reguliranju diferencijacije Thl limfocita (60). Od otkri¢a povezanosti varijanti STAT4 gena i
poveéanog rizika za nastanak lupusa i reumatoidnog artritisa ucinjene su brojne
cjelogenomske studije povezanosti na azijskoj i europskoj populaciji. Dokazani su aleli
STAT4 koji nose povecan rizik od teske renalne insuficijencije u lupusnom nefritisu, kao i
pojave ishemijskih cerebrovaskularnih dogadaja i povisenog titra antifosfolipidnih protutijela
(59,61).
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STATS5 ¢ine dvije izoforme: STATSA i STAT5B koje kodiraju razli¢iti geni uz preklapanje
sekvenci od 96%. Deficijencija obje izoforme u miseva dovodi do smanjenja ekspresije
receptora za IL-2 i razvoja teskih simptoma autoimunosti. STATSB je klju¢an u razvoju
limfocita Treg u timusu. U oboljelih od lupusa nalazi se pojacana fosforilacija STATS u
limfocitima B i T koja korelira s indeksom aktivnosti bolesti (SLEDAI) (59).

Promjena genske ekspresije kao odgovor na podrazaj IL-4 najvise je rezultat djelovanja
STATG6. Najvise istrazivana uloga STAT6 nizvodna je signalizacija u patoloskom Th2
staniénom odgovoru u astmi i drugim alergijskim stanjima. U knock-out miSeva za STAT6
nalazi se izrazito smanjenje koncentracije citokina tipi¢nih za Th2 stani¢ni odgovor (IL-4,

IL-5 i IL-13) koji su uklju¢eni u patogenezu lupusa (59,62).
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Slika 4. Uloga signalnog puta JAK/STAT u diferencijaciji naivnog limfocita T u sistemskom

eritemskom lupusu, izradeno prema (59).
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4. KLINICKA PRIMJENA INHIBICIJE PUTA JAK/STAT

4.1. Terapija upalnih reumatskih bolesti

Kroni¢ne upalne reumatske bolesti znaCajan su javnozdravstveni problem.
Reumatoidni artritis, kao najc¢e$¢i autoimuni artritis, ima globalnu prevalenciju od 0.24%
godisnje, sistemski eritematozni lupus zahvaca 0.024%, a psorijati¢ni artritis 0.13% svjetske
populacije (63-65). Pretjerana i produZzena aktivnost upalnih stanica te pojacana ekspresija
proupalnih citokina i drugih medijatora upale, kao $to su TNF-a, IL-6, IL-1 te IFN-y sredi$nja
su zbivanja u patogenezi autoimunih reumatskih bolesti.
Optimalna farmakoloska terapija za oboljele od reumatskih bolesti sastoji se od nesteroidnih
protuupalnih lijekova (NSAID), glukokortikoida, konvencionalnih i bioloskih antireumatskih
lijekova koji mijenjaju tijek bolesti (DMARD) te novijih sintetskih malih molekula (2).

4.1.1. Nesteroidni protuupalni lijekovi

Nesteroidni protuupalni lijekovi djeluju analgetski, antipiretski i protuupalno.
Protuupalni ucinak zasniva se na inhibiciji enzima ciklooksigenaze (COX). Ciklooksigenaza
se nalazi u dvije izoforme: COX-1, koja je konstitutivno izrazena u vecini tkiva u tijelu i
zaduZena za sintezu prostanglandina (medijatora upalne i boli) i tromboksana A2, i COX-2 za
Ciju aktivnost je potreban podrazaj upalnih medijatora (66). Osnovna podjela NSAID-a
zasniva se na selektivnosti inhibicije izoformi COX i ukljucuje tradicionalne neselektivne
NSAID i COX-2 selektivne NSAID. Neselektivni NSAID dalje se dijele u podgrupe prema
kemijskoj strukturi i obuhvacaju acetilsalicilnu kiselinu, paracetamol, ibuprofen, naproksen,
ketoprofen, piroksikam i druge. Veéina lijekova skupine neselektivnih NSAID otkrivena je i
sintetizirana 1960-ih godina (67).
NSAID selektivni za COX-2 sintetizirani su iz potrebe da se smanji stopa nuspojava
neselektivnin NSAID, s obzirom na ubikvitarnost i brojne fizioloske funkcije COX-1. Ova

skupina lijekova obuhvaca meloksikam, celekoksib, parekoksib, etorikoksib i druge (66).
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4.1.2. Glukokortikoidi

Glukokortikoidi su otkriveni 1940-ih godina kroz opservacije djelovanja kortizona na
pacijenate sa reumatoidnim artritisom (68). Lijekovi iz ove skupine sintetizirani kroz naredna
desetljeca koriste se u raznim upalnim stanjima, a ukljucuju prednizon/prednizolon,
metilprednizolon i fluorirane glukokortikoide kao $to su deksametazon i betametazon (69).
Zajedno sa glukokortikoidnim receptorom nalaze se na samome vrhu regulatorne mreze koja
blokira nekoliko upalnih signalnih putova. Kompleks glukokortikoid-glukokortikoidni
receptor u stanici djeluje na tri nacina: |) migrira u stani¢nu jezgru te kao homodimer veze
odredene regije DNA gdje potice ili inhibira transkripciju, IT) regulacija nekih gena ukljucuje
interakciju kompleksa sa drugim transkripcijskim faktorima kao sto je NF-«xB, III) dio u¢inka
ostvaruje negenomskim putovima, interakcijom sa membranskim receptorima i sustavom
drugih glasnika (70). Dokazi upucuju na to da kompleks glukokortikoid-glukokortikoidni
receptor inhibira upalni odgovor na sva tri nacina, izravnim i neizravnim genomskim, kao i
negenomskim putem. U fizioloSkoj kontroli upalnih procesa klju¢nu ulogu ima interakcija
izmedu srediSnjeg zivéanog sustava, osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zzlijezda i
komponente stecene i1 prirodene imunosti. Primjerice, odredeni citokini i upalni medijatori
stimuliraju periferne nociceptore koji putem dorzalnih kolumni dospijevaju do talamusa i
somatosenzornog korteksa. Aktivacija nociceptivnih putova potice aktivnost osi hipotalamus-
hipofiza-nadbubrezna Zlijezda. Glukokortikoidi inhibiraju sintezu citokina i upalnih
medijatora i tako zatvaraju petlju negativne povratne sprege (71).
Uporaba (doza, duljina trajanja terapije 1 nacin primjene) ovise o dijagnozi i cilju lijeCenja.
Terapijski ucinak u rasponu je od analgetskog do utjecaja na tijek bolesti u reumatoidnom
artritisu i snazne imunosupresije u vaskulitisima i sistemskom eritemskom lupusu (72). lako
korist terapijske primjene glukokortikoida proizlazi iz kratkotrajnih vaskularnih promjena
(permeabilnost, inhibicija vazodilatacije, migracija leukocita kroz endotel) i ograni¢ene
imunosupresije, duga primjena i visoke doze glukokortikoida povezane su s brojnim
nuspojavama na viSe organskih sustava navedenih u Tablici 2. Nuspojave proizlaze iz
Cinjenice kako signalni putovi koje reguliraju glukokortikoidi nisu ukljueni samo u
imunoloske procese, ve¢ i1 u brojne fizioloske funkcije kao $to su: kontrola homeostaze
odjeljaka tjelesnih tekucina, promet elektrolita, stimulacija glukoneogeneze, mobilizacija

aminokiselina, lipoliza, pamcenje i druge kognitivne funkcije (73).
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Tablica 2. Nuspojave glukokortikoida (73).

Tkivo NeZeljeni u¢inak
NadbubreZna Zlijezda Adrenalna insuficijencija
Kardiovaskularni sustav Hipertenzija, tromboza, vaskulitis
SrediSnji Ziv¢ani sustav Promjene ponasanja, kognicije, pamcéenja
Gastrointestnalni sustav Krvarenja, pankreatitis
Imunolos$ki sustav Imunosupresija, aktivacija latentnih virusa
Koza Atrofija, sporo cijeljenje, eritem,
perioralni dermatitis, teleangiektazije
Muskuloskeletni sustav Nekroza kosti, atrofija misi¢a, osteoporoza
O¢i Katarakta, glaukom
Bubreg Pojacano zadrZavanje natrija 1 sekrecija kalija
Reproduktivni sustav Odgoden pubertet, hipogonadizam
Metabolizam Dijabetes melitus, centripetalna debljina,
dislipidemija, Cushingov sindrom

4.1.3. Lijekovi koji mijenjaju tijek upalne reumatske bolesti (DMARD)

Funkcija NSAID-a ograni¢ena je na analgeziju i poboljSanje funkcije zglobova
zahvacenih autoimunim artritisom inhibicijom upalnog odgovora, ali izostaje moguénost
utjecaja na patoloski tijek autoimune bolesti. Glukokortikoidi su, uz analgetski ucinak,
sposobni dovesti do dovoljnog stupnja imunosupresije kako bi se utjecalo na tijek autoimune
bolesti, ali dugotrajnu terapiju, ¢ak i u manjim dozama, prate ozbiljne nuspojave. DMARD su
skupina lijekova kojom se moze odrzavati dugotrajna imunosupresija uz prihvatljiv profil
nuspojava (74).

Dvije temeljne skupine DMARD su konvencionalni sintetski (ksDMARD) i bioloski
DMARD (bDMARD). Osnovna razlika lezi u ¢injenici da su bDMARD proizvedeni kako bi
ciljano vezali molekule eksprimirane na stani¢noj povrsini ili one izlu¢ene u ekstracelularni

prostor, a za koje se unaprijed zna uloga u patogenezi autoimune bolesti (75).
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4.1.3.1. Konvencionalni sintetski DMARD

Konvencionalni sintetski DMARD i dalje su temelj lijeCenja autoimunih reumatskih
bolesti.
Metotreksat, analog i antagonist folne kiseline, koristi se kao DMARD prve linije zbog visoke
stope klinickog odgovora, dugotrajne ucinkovitosti i prihvatljive toksi¢nosti. Mehanizam
djelovanja ukljucuje inhibiciju svih enzima ovisnih o folatima, regulaciju na nize ekspresije
adhezijskih molekula, inhibiciju sinteze purina i pirimidina i supresiju proliferacije limfocita s
posljedi¢nim smanjenjem proizvodnje proupalnih citokina kao sto su: IL-4, IL-13, IFN-y,
TNF-a i GM-CSF. Mjerljiva razina inhibicije proizvodnje citokina u krvi oboljelih od
reumatoidnog artritisa postize se nakon oralne primjene 10 mg metotreksata ve¢ nakon 2 sata,
iako je za klini¢ki odgovor potrebno vise tjedana. U oboljelih od mijeloproliferativnih bolesti
izazvanih mutacijom JAK2, metotreksat u niskim dozama znacajno smanjuje fosforilaciju
STATS5, neovisno o inhibiciji dihidrofolat reduktaze, za sada nepoznatim mehanizmom
(76-78).
Leflunomid inhibira dihodroorotat dehidrogenazu, enzim esencijalan za sintezu RNA i DNA,
pogotovo u aktiviranim proliferiraju¢im limfocitima. U organizmu se metabolizira u
teriflunomid, snazan inhibitor NF-xB signalnog puta, $to dovodi do supresije proizvodnje
proupalnih citokina poput: IL-6, IFN-y, TNF-a i IL-17. Osim inhibicije NF-xB signalnog
puta, znacajan mehanizam kojim leflunomid inhibira proizvodnju citokina ukljucuje signalni
put JAK/STAT, pri ¢emu inhibicija fosforilacije STAT6 vjerojatno ima glavnu ulogu u
smanjenju ekspresije IL-17 i TNF-a (2,79).
Od ostalih ksDMARD koji se koriste u lije¢enju autoimunih reumatskih bolesti sa
(djelomi¢no) poznatim utjecajem na ekspresiju citokina i stani¢nu signalizaciju treba
spomenuti sulfasalazin, hidroksiklorokin i klorokin. Sulfasalazin se prvenstveno koristi u
lijeGenju reumatoidnog artritisa, a svoje ucinke ostvaruje inhibicijom IL-6 i TNF-a
nedovoljno istrazenim mehanizmom. Antimalarici (hidroksiklorokin, klorokin) usporavaju
klini¢ku progresiju reumatoidnog artritisa i lupusa inhibicijom aktivacije limfocita T i B i
sekrecije TNF-a, IL-6 i IL-1B (2).
Opcenito, u pacijenata s reumatoidnim artritisom s dobrim odgovorom na terapiju ksDMARD
nalazi se smanjena ekspresija JAK3, STAT1, STAT4 i STAT6 u tkivu sinovije (80).
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4.1.3.2. Bioloski DMARD

Bioloski lijekovi koji mijenjaju tijek upalne reumatske bolesti ((DMARD) Kkoriste se u
lijeCenju vec tri desetljeca. Dizajnirani su sa ciljem da interagiraju sa specificnim molekulama
(citokinima i citokinskim receptorima) za koje je otprije poznata uloga u patogenezi bolesti.
Dominacija proupalnih citokina u autoimunim reumatskim bolestima odgovorna je za pocetak
i odrzavanje procesa koji dovode do patoloskih promjena zahvac¢enog tkiva. bDMARD mogu
biti protutijela usmjerena na proupalni citokin ili citokinski receptor, ,lazni receptor
specificnog citokina ili rekombinantni protein koji onemogucuje vezanje endogenog liganda
(citokina) na pripadajuci receptor, a sam je agonist ili antagonist citokinskog receptora (81).
bDMARD su prvi puta koristeni u inhibiciji signalizacije TNF-a, s obzirom na njegovu
srediSnju uzvodnu ulogu u pokretanju upalne kaskade. Interakcija TNF-o s receptorom
pokrecée, osim upalne kaskade, niz signalnih putova kao §to su NF-xB, signalni put liganda
receptora aktivatora NF-kB (RANKL), put kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (ERK)
i neke proapoptoti¢ke signalne putove. Stoga anti-TNF terapija inhibira ekspresiju ostalih
proupalnih citokina (IL-1, IL-6, GM-CSF) (2).
Etanercept je prvi inhibitor TNF-a koriSten u lije€enju reumatoidnog artritisa. To je
rekombinantni protein koji se sastoji od topljivog humanog TNF receptora |
imunoglobulinskog dijela. Primjenjuje se supkutano s poluvremenom eliminacije od 3 do 3.5
dana. Veze i inaktivira slobodne TNF i TNF vezane na stani¢nu membranu.
Infliksimab je rekombinantno kimeri¢no protutijelo koje se sastoji od konstantne sekvence
humanog imunoglobulina i varijabilne regije koja veze sve oblike humanog TNF-a.
Primjenjuje se intravenski, maksimalnu koncentraciju postize za 1 sat, a poluvrijeme
eliminacije iznosi 8 do 10 dana. Nakon primjene, nalazi se smanjenje ekspresije adhezijskih
molekula odgovornih za migraciju leukocita, 1L-1, IL-6 i IL-8.
Adalimumab je sasvim humanizirano monoklonsko protutijelo koje sprjecava vezanje TNF-a
na receptor. Primjenjuje se supkutano s poluvremenom eliminacije od 2 tjedna. S obzirom na
manju imunogeni¢nost, moze se primjenjivati u pacijenata koji razviju alergijsku reakciju na
infliksimab.
Golimumab je takoder sasvim humanizirano monoklonsko protutijelo koje u usporedbi s
infliksimabom i adalimumabom potentnije veze topljivi i transmembranski oblik TNF.
Primjenjuje se supkutano s poluvremenom eliminacije izmedu 7 i 20 dana.
Certolizumab pegol je Fab-fragment humanog protutijela anti-TNF-o kemijski vezan na

polietilen glikol. Primjenjuje se supkutano s poluvremenom eliminacije od 2 tjedna. Kemijska
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struktura ga ¢ini efikasnijim u odnosu na ostale inhibitore TNF s obzirom da se u visokim
koncentracijama nakuplja u upalno promijenjenom tkivu (2,81,82).

lako je terapija anti-TNF bDMARD uglavnom uéinkovita u pacijenata koji boluju od raznih
autoimunih reumatskih bolesti, u gotovo 40% pacijenata izostaje klinicki odgovor (83). S
obzirom na srediSnju ulogu TNF-a u obrani organizma od patogena, osobito od
Mycobacterium tuberculosis, i sinergistickim ucinkom s IFN-y u poticanju ekspresije
inducibilne sintetaze dusikovog oksida, ocekivane nuspojave ukljuéuju povecéan rizik od
teskih infekcija te granulomatoznih i intracelularnih infekcija kao $to je tuberkuloza (23).

IL-6 jedan je od klju¢nih citokina u patogenezi mnogih autoimunosnih reumatskih bolesti, a
kao terapijski cilj najvise se koristi u reumatoidnom artritisu, gdje posreduje ucinke na
sinoviju vrlo slicne TNF-a: proliferacija panusa, povecana resorpcija kostiju i oksidativni
stres leukocita (23). Sposobnost IL-6 i TNF-o da potaknu fosforilaciju STAT putem
citokinskog receptora smatra se jednim od temeljnih patofizioloSkih momenata u odrZavanju
kroni¢ne upale, iako se promjena stani¢nog fenotipa potaknuta IL-6 i TNF-a odvija ve¢im
dijelom drugim signalnim putovima (6).

Tocilizumab je humanizirano monoklonsko protutijelo usmjereno na receptor IL-6, koji se
nalazi usidren na stani¢noj membrani i slobodan u cirkulaciji. Moze se primjenjivati
supkutano i intravenski, s niskom imunogeni¢nos¢u (84). Stoga ometanje nizvodne
signalizacije receptora IL-6 inhibiranjem vezanja liganda dovodi do znacajnog Smanjenja
fosforilacije STAT i nizvodnog prijenosa signala (6).

IL-1 kao jedan od klju¢nih proupalnih citokina utjece na brojne razliite populacije stanica i
tkiva, primjerice na imunoloSke stanice, endotel, neurone i hepatocite. U povisenim
koncentracijama vezuje se uz upalnu patogenezu i tumorigenezu (tumorska angiogeneza i
metastaziranje). Anakinra je rekombinantni modificirani humani protein, antagonist receptora
IL-1. Primjenjuje se supkutano jedan puta dnevno (82). U vecine pacijenata klini¢ki odgovor
je nesto slabiji nego pri primjeni anti-TNF-o terapije, ali sa znac¢ajno manjim rizikom od
infekcija (23).

IL-17 je proupalni citokin kojeg uglavnom lu¢e Th17 i ostali limfociti T. Njegova klju¢na
uloga kao komponente steCene imunosti jest kemotaksija neutrofila, limfocita, dendriti¢kih
stanica i monocita na mjesto upale. Rezultat pretjerane sekrecije IL-17 kakva se nalazi u
mnogim kroni¢nim upalnim stanjima jest pojaano lucenje ostalih proupalnih citokina kao §to

su TNF-a, IL-6 i IL-1.
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Secukinumab je potpuno humano monoklonsko protutijelo koje selektivno veze IL-17A.
Primjenjuje se supkutanom injekcijom jedan puta tjedno kroz Cetiri tjedna, a zatim slijedi
mjesecna doza odrzavanja (45). lako IL-17 svoje funkcije na ciljne stanice ne izvrsava putem
signalnog puta JAK/STAT, za poticaj naivnog limfocita T podrazenog IL-23 na
diferencijaciju u fenotip Th17, klju¢na je fosforilacija STAT3 (45).

Ravnoteza izmedu proupalnih i protuupalnih citokina kao glavni regulator progresije bolesti,
tezine klinicke slike, morbiditeta i mortaliteta glavno je uporiSte u primjeni anticitokinske
terapije. Cilj takve terapije jest prevaga protuupalnih Cimbenika regulacijom ekspresije
proupalnih citokina s jedne strane, i protuupalnih citokina, antagonista citokinskih receptora i
solubilnih citokinskih receptora s druge strane.

4.1.4. Inhibitori Janus kinaza

U novije vrijeme terapija autoimunih reumatskih bolesti polazi od Cinjenice da se
ucinak citokina na ciljnu stanicu moZe blokirati na unutarstani¢noj razini, inhibicijom
provodenja signala od membranskog receptora do jezgre (85).
Inhibitori Janus kinaza (JAK-inhibitori) blokiraju vise citokinskih signalnih putova
istovremeno, s obzirom da signalni put JAK/STAT integrira signal vise razli¢itih citokinskih
receptora. Gotovo svi bDMARD; anti-TNF-a, anti-IL-1, anti-1L-6 (posebno tocilizumab koji
blokira signal JAK1, JAK2 i TYK2) smanjuju fosforilaciju i aktivaciju STAT, $to se odrazava
1 na klinicko poboljSanje. Ta opazanja sugeriraju vaznost spomenutih Janus kinaza kao
potencijalih farmakoloskih ciljeva (30). Pri primjeni bDMARD u terapiji autoimunih
reumatskih bolesti susre¢u se brojni problemi vezani uz samu prirodu molekula. Inhibicija
jednog citokina ne garantira terapeutski odgovor kod svih pacijenata, sto je najvise vidljivo iz
primjene terapije anti-TNF-a. Nadalje, terapijski u¢inak jednog bDMARD moze slabjeti kroz
vrijeme zbog sekundarnog gubitka u¢inkovitosti. Taj fenomen mozZe biti posljedica stvaranja
protutijela na samu molekulu ili aktiviranje alternativnih upalnih signalnih putova neovisnih o
blokiranom citokinu. Inhibitori Janus kinaza su male, neproteinske molekule bez mogucnosti
stvaranja imunoloske reakcije na sam lijek. S druge strane, protuupalni u¢inak JAK-inhibitora
je usporediv, a po nekim studijama i ve¢i od onog bDMARD (86,87). Svi JAK-inhibitori
djeluju kao kompetitivni inhibitori veznog mjesta za ATP na JAK te sve kinaze pokazuju
odreden stupanj homologije. lako JAK inhibitori prve generacije (tofacitinib, baricitinib,
ruksolitinib) inhibiraju vise od jedne JAK, pokazuju relativmu kinomsku selektivnost. Niti

jedan JAK-inhibitor prve generacije nije dobar inhibitor TYK2 (3).
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Slika 5. Interakcija tofacitiniba s humanim kinomom, kinazna selektivnost (88).

Tofacitinib je prvi inhibitor Janus kinaza odobren za lijeenje reumatoidnog artritisa (FDA
2012.) koji preferencijalno inhibira signaliziranje putem JAK3, JAK1, te u manjoj mjeri
JAK2. Trenutno se koristi za lijeCenje umjerenog do teSkog reumatoidnog artritisa u
kombinaciji s metotreksatom ili kao monoterapija, te u lijeCenju aktivnog psorijaticnog
artritisa u kombinaciji s metotreksatom. Primjenjuje se peroralno dva puta dnevno u dozi od
5 mg (3). Primarni cilj lijeCenja tofacitinibom jest inhibicija JAK3, koji je najviSe izraZen u
limfocitima, te manjak tog enzima ne utjeCe na ostale organe i tkiva. Usprkos djelomi¢noj
selektivnosti za JAK1 i JAK2, kinaze koje sudjeluju u Sirem spektru citokinske signalizacije i
izrazene su gotovo ubikvitarno, klinicke studije potvrduju prihvatljiv sigurnosni profil
tofacitiniba (4). JAK3 je pridruzen samo jednom citokinskom receptoru odgovornom za
prijenos signala 1L-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 i IL-21 i kljucan je u razvoju limfocita T i
NK-stanica te proliferaciji i funkciji limfocita B, a u kontekstu reumatoidnog artritisa u prvim
patofizioloskim zbivanjima (13). Inhibicija JAKL i JAK2 blokira signalizaciju IFN-y, IL-6,
IL-12 i IL-23. Tofacitinib time funkcionalno utjece na urodeni i steceni imunoloski odgovor
inhibicijom diferencijacije naivnog limfocita u fenotip Thl i Thl7 (89). lako se terapija
tofacitinibom dobro podnosi, moze povecati stopu infekcija slic(no bDMARD, od ¢ega su
najcesce ozbiljne infekcije pneumonije, celulitisi, infekcije urinarnog trakta i divertikulitisi.
Ostale nuspojave ukljucuju glavobolje, blaze infekcije gornjeg respiratornog trakta,

gastrointestinalne tegobe i hipertenziju (30).
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Baricitinib je selektivan i reverzibilan inhibitor JAK1 i JAK2, uz slabiju inhibiciju TYK2 i
JAKS3 in vitro. Koristi se u lijeCenju umjerenog do teSkog oblika reumatoidnog artritisa kao
monoterapija ili u kombinaciji s metotreksatom. Primjenjuje se peroralno u dozi od 4 mg ili
2 mg jedanput na dan (30). Zaustavlja radiografsku progresiju bolesti, posebno nalaza
kostanih erozija i1 suzenja zglobne pukotine (3). Inhibira unutarstani¢nu signalizaciju brojnih
proupalnih citokina kao $to su IL-6 i IL-23, te smanjuje ekspresiju citokina Thl (IL-12,
IFN-y) i Th17 limfocita (IL-17, IL-22). Inhibicija citokinima (IL-6, TPO) uzrokovane
fosforilacije STAT3 doseZe najvisu razinu ve¢ nakon 1 do 2 sata nakon primjene i odrzava se
kroz 16 do 24 sata (90). Usprkos inhibiciji JAK2 koji je vazan faktor hematopoeze, u
odobrenim dozama nije pronadena povecana incidencija anemija u pacijenata lijecenih
baricitinibom. Ce$¢e nuspojave ukljutuju infekcije gornjeg respiratornog trakta,
hiperkolesterolemiju, muéninu i trombocitozu (30).

Razli¢ite kombinacije JAK pridruZzene -citokinskim receptorima jedna su od razina
specifi¢nosti signalnog puta JAK/STAT. Primjerice, kombinacija JAK1-JAK2-TYK2
odgovorna je za odgovor akutne faze, diferencijaciju limfocita T, metabolizam lipida i
kostanu resorpciju. JAK2-TYK2 putem IL-12 i IL-23 potice diferencijaciju limfocita Th1l7, a
JAK1-TYK2 antivirusnu imunost i aktivaciju NK-stanica.

Novi, selektivniji JAK inhibitori, vezanjem samo jedne Janus kinaze trebali bi smanjiti profil
nuspojava uz terapijski uéinak usporediv sa neselektivnijim JAK inhibitorima.

Upadacitinib i filgotinib selektivni su JAK1 inhibitori i trenutno u trecoj fazi klinickih
ispitivanja. Za oba lijeka ispituje se u¢inkovitost u reumatoidnom artritisu i upalnim bolestima
crijeva, dok se upadacitinib ispituje i za primjenu u psorijaticnom artritisu, ankilozantnom
spondilitisu i atopijskom dermatitisu. Primjena upadacitiniba postize brz i kontinuiran klini¢ki
odgovor i usporava radiografsku progresiju reumatoidnog artritisa, dok filgotinib pokazuje
znacajnu uc¢inkovitost u Crohnovoj bolesti (91).

Iako neZeljeni ucinci terapije JAK inhibitorima u lije€enju autoimunih reumatskih bolesti
sugeriraju dobar sigurnosni profil, treba imati na umu nekoliko €injenica o citokinskoj
signalizaciji. Citokini kao §to su IL-10, IL-22 i IL-27 imaju znacajne protuupalne, a IL-2
proupalne 1 protuupalne funkcije. Ostaje otvoreno pitanje klinickog znacaja blokiranja
signalnih putova navedenih citokina. Takoder, s obzirom na ulogu interferona, 1L-12 i drugih
citokina u eliminaciji maligno promijenjenih stanica, dugotrajna inhibicija signalizacije
JAK/STAT moze potpomognuti tumorigenezu (92). Medutim, studije pokazuju da oboljeli od
reumatoidnog artritisa lijeceni tofacitinibom nemaju povecanu incidenciju malignih bolesti

(93).
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Klinicki vazna distinkcija JAK-inhibitora i bDMARD lezi u farmakokinetskoj razlici ove
dvije skupine lijekova. Iako je poveéan rizik od infekcija pri primjeni JAK-inhibitora slican
onome bDMARD (uz izuzetak infekcije herpes zoster virusom), poluvrijeme eliminacije od

nekoliko sati omogucava brzu reverziju imunosupresivnog uc¢inka.
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4.2. Budu¢nost i perspektiva

Budu¢nost inhibicije signalnog puta JAK/STAT u lijeCenju autoimunih reumatskih
bolesti najbolje opisuje primjer tocilizumaba. Iako je u pocetku koriSten za lijeCenje
reumatoidnog artritisa, danas je odobren za brojne druge indikacije: juvenilni idiopatski
artritis, vaskulitisi velikih krvnih zila, reumati¢na polimijalgija, spondiloartritisi, miozitis,
sistemska skleroza i ostale reumatske bolesti. S obzirom da postojec¢i JAK inhibitori blokiraju
i signalizaciju IL-6, navedene bolesti mogle bi biti pogodne za ispitivanje blokade JAK.
Interferonski obrazac genske ekspresije u lupusu, miozitisu, primarnom Sjégrenovom
sindromu i sistemskoj sklerozi sugerira moguéu ucinkovitost inhibicije JAK 1 u ovim

entitetima.

Trenutni je nain primjene i doziranje inhibitora JAK usporediv sa onime u DMARD:
kontinuirana sistemska primjena u niskoj dozi. Istrazuju se mogucnosti zapocCinjanja lije¢enja
visokim dozama do postizanja remisije s postupnim smanjenjem do doze odrzavanja.
Takoder, topicki oblici tofacitiniba pokazuju ucinkovitost u lijeCenju koZne psorijaze 1
atopijskog dermatitisa u klini¢kim istrazivanjima. Ukoliko topi¢ka primjena JAK inhibitora
pokaZe ucinkovitost usporedivu sa sistemskom, otvaraju se mogucénosti lijeCenja upalnih
bolesti jednog organa (pluca, gastrointestinalni sustav).

Mogucéa prednost selektivne inhibicije nad trenutnom pan-JAK-inhibicijom lezi u boljem
sigurnosnom profilu, §to bi omogucilo povecanje doze i posljedicno jac¢i imunosupresivni
ucinak.

Potencijalni budu¢i farmakoloski cilj mogao bi biti izravna inhibicija aktivacije STAT:
sprjeCavanjem dimerizacije STAT, ometanjem vezanja STAT za citoplazmatsku domenu
citokinskog receptora ili interferiranjem sa vezanjem STAT na DNA. Ove moguc¢nosti 0s0bito
se istrazuju u kontekstu malignih bolesti, s obzirom na konstitutivnu aktivnost signalnog puta
JAK/STAT u maligno promijenjenim stanicama. Medutim, za razliku od JAK, STAT nemaju
enzimsku aktivnost, sto otezava razvijanje lijeka koji bi imao adekvatnu bioraspolozivost,
in vivo uc¢inak i selektivnost. STAT3, jedan od najistrazivanijih terapijskih ciljeva u tumora
solidnih organa visoko je homologan STAT1. Takoder, STAT konvergiraju mno$tvo
signalnih putova medu kojima su i signalni putovi zaduZeni za prevenciju tumorigeneze i
obranu organizma (94).

Navedene ¢injenice sugeriraju potrebu za oprezom i razumijevanjem mehanizama na koje se

utjeCe inhibicijom fundamentalnog signalnog puta kao Sto je JAK/STAT.
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