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Sazetak

UVOD: Istrazivanja posljednjih decenija XX veka rezultovala su boljim razumevanjem
patogenetskih mehanizama u nastajanju reumatoidnog artritisa (RA) kao hroni¢nog siste-
mskog autoimunskog oboljenja. Mada je postignut znacajan iskorak u kontroli oboljenja,
jos uvek postoji populacija pacijenata sa refrakternim RA (r-RA) koji su poseban izazov u
terapijskom odabiru.

CILIJ: Cilj rada je bio da se ukaze na efikasnost terapijskog odgovora na rituximab (RTX)
kod bolesnika sa RA preko DAS28 skora, kao i da se ispita da li postoji razlika u postignu-
tom terapijskom odgovoru kod seropozitivnih i seronegativnih RA bolesnika.
MATERIJAL I METODE: Retrospektivna studija je obuhvatila 35 bolesnika koji su ispu-
njavali kriterijume za dijagnozu RA (ACR/EULAR 2010.) i koji su leceni u Vojno-
medicinskoj akademiji u Klinici za reumatologiju u periodu od 2006-2012. godine. Kod
svih bolesnika je zbog loseg terapijskog odgovora na ranije primenjeno leCenje zapoceto
lecenje bioloskom terapijom RTX u dozi od 1000 mg po protokolu. Procena terapijskog
odgovora je uradena na osnovu DAS28 skora, odredenog pre zapoc€injanja terapije i nakon
24 nedelje.

REZULTATTI: Terapija RTX, jedan cuklus u dozi od 1000 mg, dovodi do znacajnog po-
boljsanja kod bolesnika sa RA §to je utvrdeno statisticki znacajno nizim vrednostima
DAS28 skora na ukupnom uzorku (p<0.001), kod seropozitivnih (p<0.001) i seronega-
tivnih (p<0.001) ispitanika. Na kontrolnom pregledu nakon 24 nedelje seropozitivni ispi-
tanici su imali znacajno nizu aktivnost bolesti ili znac¢ajno vedi terapijski odgovor na deple-
ciju B éelija u odnosu na seronegativne ispitanike (p<0.05).

ZAKLJUCAK: Terapija RTX kod pacijenata sa refraktornim RA zna¢ajno smanjuje
aktivnost bolesti primenom samo jednog terapijskog ciklusa. RTX dovodi do znacajnog
smanjenja DAS28 skora kod seropozitivnih i seronegativnih RA bolesnika mada se efikas-
niji odgovor postize kod seropozitivnih s obzirom na znac¢aj B ¢elija u produkciji autoanti-
tela.

UvobD

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢no sistemsko inflam-

Rituximab (RTX) je himericno humano monoklonsko
antitelo usmereno na CD20, molekulski marker B celija.

atorno oboljenje koje se manifestuje destrukcijom, deforma-
cijom i poremeéenom funkcijom diartroti¢nih zglobova §to
za posledicu moze imati invaliditet obolelog. Glavna
klinicka manifestacija obolenja jeste artritis, koji je poliar-
tikularan, simetri¢an, perzistentan i progresivan. Sistemski
karakter oboljenja se ogleda kroz postojanje vanzglobnih
manifestacija sa zahvatanjem drugih organa, §to opravdava
termin ,,reumatoidna bolest* [1],

Bukilica S. et al. MD-Medical Data 2014;6(1): 017-021

CD20, fosfoprotein molekulske mase 35-37 kD, je integral-
ni deo Celijske membrane, visoko eksprimiran u naivnim,
zrelim i memorijskim B éelijama, ali ne i na prekurzornim B
¢elijama i plazma celijama. Medutim, CD20 postoji i kod
malog broja T i NK ¢elija [2:3]. RTX dovodi do deplecije
CD20 pozitivnih celija kroz mehanizme apoptoze, antite-
lima posredovane delijske citotoksi¢nosti i komplementom
posredovane citotoksi¢nosti [4].
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Broj CD20 pozitivnih B delija se prosecno smanjuje za
97% kod RA pacijenata jedan mesec nakon jednog kursa i
odrzava se nekoliko meseci kasnije [5:6:7]. Oporavak broja B
c¢elija na periferiji sa vracanjem na bazalne vrednosti traje 6
do 10 meseci nakon terapije [3:91. Repopulacija po€inje sa
naivnim éelijama, a potom nezrelim B éelijama [10] dok se
broj memorijskih celija obnavlja za vise od 2 godine. RTX
selektivno deluje na kratko Ziveée plazma celije, ali ne i na
dugo ziveée Cime se objasnjava Cinjenica da dovodi do
znacajnog smanjenja serumskih titara RF i anti-citrulinskih
antitela u periodu od 24 do 36 nedelja, a ne deluje na
serumske koncentracije ukupnih imunoglobulina [8.9:11],

Na bazi navedenih zapazanja, odobrena je primena RTX
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ocial Science-SPSS Inc., IL, USA). U svim grupnim uzorci-
ma izracunavana je srednja vrednost, standardna devijacija i
varijansa. Za utvrdivanje statisticke znacajnosti dobijenih
razlika izmedu ispitivanih grupa koriscen je Studentov-t test,
kao parametrijski i Wilcoxonov rank test kao neparametrijs-
ki test. Statisticki znacajnim razlikama smatrane su vrednos-
ti p<0.05 odnosno p<0.001 visoko statisti¢ki znacajnim. Svi
dobijeni rezultati su prikazani numericki, tabelarno ili
graficki.

REZULTATI

Bazi¢ni statisticki parametri za godine starosti i duzinu
trajanja bolesti su prikazani u tabeli 1.

kod pacijenata koji su

. . Ukupni uzorak Seropozitivni Seronegativni
refraktorn%. na anti- (n=35) (n=25) (n=10)
TNF terapiju. LeCenje
je uspeino ponovljeno Xmin-Xmax| Xsr | SD [Xmin-Xmax| Xsr SD |Xmin-Xmax| Xsr | SD
nakon 6 meeseci kada
su mnogi pacijenti Godine starosti 26-76 50 |13.06 32-76  [52.80] 12.78 26-62 43 |11.51
‘[‘gi‘iﬁ_‘“ o atg;zﬂz pusina traiania | 137 o690 | 811 [ 137 |9.68| 834 | 126 |9.70{7.93

efikasnost i bezbed-
nost, kao i efikasnost i bezbednost ponovljenog davanja
RTX potvrdeni su multicentri¢nim, randomiziranim, place-
bo-kontrolisanim studijama [14:15.16,17.18] " Rezultati ovih
studija su pokazali da je RTX u kombinaciji sa MTX
efikasan i bezbedan u leCenju bolesnika sa RA koji nisu
reagovali ili nisu tolerisali inhibitore TNF. Manje je podata-
ka o efikasnosti i bezbednosti RTX kod bolesnika koji
prethodno nisu primali blokatore TNF.

CILJ

Cilj rada je bio da se ukaze na efikasnost terapijskog
odgovora na RTX kod bolesnika sa RA preko DAS28 skora,
kao 1 da se ispita da li postoji razlika u postignutom terapi-
jskom odgovoru kod seropozitivnih i seronegativnih RA
bolesnika.

MATERIJAL I METODE

Retrospektivna studija je obuhvatila 35 bolesnika koji su
ispunjavali kriterijumje za dijagnozu RA (ACR/EULAR
2010.) i koji su leceni u Vojnomedicinskoj akademiji-
Klinika za reumatologiju u periodu od 2006.-2012. godine.
Kod svih bolesnika je zbog loseg terapijskog odgovora na
ranije primenjeno lecenje zapoceto lecenje bioloskom ter-
apijom RTX u dozi od 1000 mg po protokolu. Pre zapoci-
njanja terapije svim bolesnicima je uraden predvideni skrin-
ing program za zapocinjanje leCenja RTX.

Ispitanici su na osnovu RF-a podeljeni u dve grupe:
seropozitivni (n=25) i seronegativni (n=10). Odnos polova
je bio u korist zena na celokupnom uzorku (27:8), medu
seropozitivnim (18:7) 1 seronegativnim (9:1) ispitanicima.
Procena terapijskog odgovora je uradena na osnovu DAS28
skora koji je odreden pre zapocCinjanja terapije i nakon 24
nedelje. S obzirom da se radi o bolesnicima sa visokom
aktivnoScu bolesti, analizirali smo i prethodno primenjena
lecenja, sa posebnim osvrtom na primenu bioloskih agensa.

Dobijeni rezultati su obradeni primenom statistickog
programa Windows, verzija 20.0 (Statistical Package for S

Tabela 1. Godine starosti i duzina trajanja bolesti na ukup-
nom uzorku, kod seropozitivnih i seronegativnih ispitanika
(bazic¢ni statisticki parametri)

Seropozitivni i seronegativni ispitanici se medusobno
nisu razlikovali po godinama starosti i duZini trajanja
bolesti.

U prethodnom lecenju RA medu ispitanicima je anal-
izirana i procentualna zastupljenost drugih bioloskih age-
nasa (BT) §to je prikazano u grafikonu 1.
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Grafikon 1. Procentualna zastupljenost lecenja bioloskim agensi-
ma pre terapije RTX na ukupnom uzorku, kod seropozitivnih i
seronegativnih ispitanika

U celokupnom uzorku 14 ispitanika je ranije primalo BT,
od kojih su 13 primali anti TNF (Enbrel) i 1 je lecen
Tocilizumabom. Procentualno veda je zastupljenost
prethodnog le¢enja BT kod seronegativnih bolesnika.

Procena aktivnosti bolesti je pracena odredivanjem
DAS28 skora pre zapocinjanja terapije RTX i nakon 24
nedelje. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 2.
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DAS 28 na | DAS 28 nakon p
pocetku 24 nedelje
Ukupni uzorak | 6.434+0.968 | 4.045+1.318 | <0.001
Seropozitivni 6.430+0.986 | 3.876+1.203 | <0.001
Seronegativni | 6.440+0.974 | 4.470+1.555 | <0.001

Tabela 2. DAS28 na pocetku terapije RTX i nakon 24 nedelje
na ukupnom uzorku i kod seropozitivnih i seronegativnih ispitani-
ka (srednja vrednost £SD).

Terapija RTX, jedan ciklus u dozi od 1000 mg, dovodi do
znacajnog poboljsanja aktivnosti bolesti kod bolesnika sa
RA 3to je pokazano statisticki znacajno nizim vrednostima
DAS28 skora na ukupnom uzorku (t=11.167; p<0.001), kod
seropozitivnih (t=9.556; p<0.001) i seronegativnih (t=6.186;
p<0.001) ispitanika.

Analizirali smo efekat RTX u donosu na prisustvo RF.
Uporedujudi seropozitivne 1 seronegativne ispitanike,
utvrdeno je da se oni medusobno ne razlikuju u odnosu na
aktivnost bolesti iskazanu kroz DAS28 skor pre zapoc€injan-
ja terapijskog protokola. Na kontrolnom pregledu nakon 24
nedelje seropozitivni ispitanici su imali znacajno nizu
aktivnost bolesti ili znacajno veci terapijski odgovor na
depleciju B déelija u odnosu na seronegativne ispitanike
(z=0.878; p<0.05).

DISKUSIJA

Istrazivanja poslednjih decenija XX veka rezultovala su
boljim razumevanjem patogenetskih mehanizama u nasta-
janju RA kao hroni¢nog sistemskog autoimunskog obolje-
nja. Mada je postignut znacajan iskorak u kontroli oboljen-
ja, jos uvek postoji populacija pacijenata sa refrakternim RA
(r-RA). U klinickim trajalima sa anti-TNF terapijom je
ukazano da 25 do 40% pacijenata ne postizu zadovoljavajuci
terapijski odgovor (American College of Rheumatology-
ACR-20) [19,20.21,22] dok 30 do 40% bolesnika i dalje imaju
aktivnu formu oboljenja [17-18]. Populacija pacijenata sa r-
RA predstavlja izazov u odabiru terapijskog pristupa.

Novija istrazivanja ukazuju da B celije imaju krucijalnu
ulogu u patogenezi RA. Uloge ovih éelija su viSestruke u
inflamatornoj kaskadi kroz prezentaciju antigena za T celije,
indukciju povecane ekspresije proinflamatornih citokina i
autoantitela, §to sve zajedno inicira i odrzava inflamatorno
ostedenje u RA [23.24.25.26,27.28] T ypravo je ovaj znacaj B
céelija u nastanku i progresiji obolenja izdvojio ove celije kao
mogude targete terapijskog delovanja, ¢ime se objasnjava
zapocinjanje primene RTX u terapiji RA.

RTX je genetski modifikovano antitelo koje se vezuje za
CD20 pozitivne B éelije i dovodi do njihove deplecije u
serumu i sinovijalnom tkivu kod RA bolesnika. Terapija
RTX kod ovih pacijenata se pokazala kao efikasna i bezbed-
na. Inicijalno ona se koristila kod seropozitivnih RA bolesni-
ka sa visokim titrom RF i anti-citrulinskih antitela. Kasnije
primena RTX je bila opravdana i kod seronegativnih RA
bolesnika boljim razumevanjem znaCaja B Cdelija u
odrzavanju inflamacije. Terapijski odgovor aktivnosti
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bolesti je bio statisticki znacajno bolji kod seropozitivnih u
odnosu na seronegativne bolesnike, ali inhibicija zglobnih
oStecenja je bila podjednaka u obe grupe [28]. U brojnim
klinickim trajalima RTX se pokazao efikasnim u lecenju
upravo pacijenata sa r-RA, pacijenata sa teskim komor-
biditetima koji predstavljaju kontraindikaciju za primenu
anti-TNF terapije, ali i kod pacijenata koji su imali neadek-
vatan odgovor ili intoleranciju na anti-TNF agense [29],

U naSem istrazivanju svi pacijenti su bili sa visoko
aktivnim RA i analizirali smo ih kroz dve grupe u zavisnos-
ti od toga da li su bili RF pozitivni ili ne. Ovakvo grupisan-
je je bilo u skladu sa kompleksnim mehanizmom djelovanja
RTX. Medusobno se nisu razlikovali po godinama starosti,
duzini trajanja bolesti i aktivnosti merene DAS28 skorom.

S obzirom na visoku aktivnost bolesti, 40% ispitanika na
ukupnom uzorku je primalo prethodnu biolosku terapiju
(anti-TNF 1 jedan pacijent anti-IL-6) koja je iskljucena zbog
loseg terapijskog odgovora ili nezeljenih efekata. U skladu
sa literaturnim podacima procentualno veéa zastupljenost
prethodne bioloske terapije je bila kod seronegativnih u
poredenju sa seropozitivnim bolesnicima [28:17], Preostalih
60% bolesnika su primali RTX kao prvi bioloski agens zbog
komorbiditeta koji su iskljucivali primenu drugih bioloskih
agenasa (68% seropozitivnih 1 40% seronegativnih) $to je
veéi procenat u odnosu na literaturne podatke. Prema
Chatzidionysiou, 36.6% sa 1-RA su imali RTX kao prvi
bioloski agens [16],

RTX, primjenjen u samo jednom ciklusu statisticki
visoko znacajno smanjuje aktivnost RA merenu primenom
DAS28 skora 24 nedelje nakon terapije, pri ¢emu se veée
poboljsanje ostvaruje kod RF pozitivnih u odnosu na RF
negativne bolesnike [16]. EULAR preporuka za dobar terapi-
jski odgovor RTX podrazumeva smanjivanje DAS28 skora
za najmanje 1.2 u odnosu na polazne vrednosti [30l. U
DANCER i REFLEX studiji seropozitivni RA bolesnici su
nakon 24 nedelje imali poboljSanje DAS28 skora za 1.97 a
seronegativni za 1.5. U naSem istrazivanju kod seropozi-
tivnih bolesnika DAS28 skor se prosecno smanjuje za 2.56,
a kod seronegativnih bolesnika prose¢no za 1.97. U skladu
sa literaturnim podacima [28.29] | u naSoj studiji DAS28 skor
se statisticki znacajno smanjuje kod obe grupe ispitanika.
Vece poboljsanje DAS28 je dobijeno kod seropozitivnih
bolesnika, odnosno seropozitivni bolesnici su imali znacajno
nizu aktivnost bolesti u odnosu na seronegativne 24 nedelje
nakon terapije RTX-om.

ZAKLJUCAK

Terapija RTX kod pacijenata sa refrakternim RA
znacajno smanjuje aktivnost bolesti primenom samo jednog
terapijskog ciklusa. RTX dovodi do zna¢ajnog smanjivanja
DAS28 skora kod seropozitivnih i seronegativnih bolesnika
mada se efikasniji odgovor postize kod seropozitivnih s
obzirom na znacaj B Celija u produkciji autoantitela.
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Abstract:

BACKGROUND: Research in the last decades of the 20th century has resulted in a better
understanding of the pathogenic mechanisms of rheumatoid arthritis (RA) as a chronic
systemic autoimmune disease. Despite of a significant progress in disease control, there is
still a population of patients with refractory RA (r-RA) that presents a special challenge in
the therapeutic selection.

AIM: The aim of the study was to show the effectiveness of therapeutic response to ritux-
imab (RTX) in patients with RA over DAS28 scores, and to determine whether there is a
difference in the achieved therapeutic response in seropositive and seronegative RA
patients.

MATERIALS AND METHODS: This retrospective study included 35 patients who met
the criteria for the diagnosis of RA (ACR / EULAR 2010), and who were treated at the
Military Medical Academy at the Department of Rheumatology from 2006 to 2012 year.
Because of poor therapeutic response to previous treatment, all patients started treatment
applied biological RTX therapy at a dose of 1000 mg per protocol. Evaluation of treatment
response was based on DAS28 score determined prior to treatment and after 24 weeks.
RESULTS: Treatment with RTX, a cycle at a dose of 1000 mg, resulted in a significant
improvement of disease activity in RA patients by obtaining a statistically lower values of
DAS28 score in the total sample (p <0.001), in seropositive (p <0.001) and seronegative
(p <0.001) patients. Medical examination of seropositive subjects after 24 weeks showed
significantly lower disease activity or significantly better therapeutic response to depletion
of B cells compared to seronegative subjects (p <0,05).

CONCLUSIONS: RTX therapy in patients with refractory RA significantly reduces dis-
ease activity after only one treatment cycle. RTX leads to a significant reduction of DAS28
score in seropositive and seronegative RA patients, although it is more efficient response
achieved with seropositive indicating the importance of B cells in the production of

autoantibodies.
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