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Skiriu téciui



SANTRUMPOS

ACR (angl. American College of Rheumatology) — Amerikos reumatology
kolegija

AKR — alveolinio kaulo rezorbcija
Anti-CCP — antikiinai pries ciklinj citrulinizuotg peptida

CYP24A1 (angl. Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A Member 1) —
citochromo P450 24A1 genas

CYP27B1 (angl. Cytochrome P450 Family 27 Subfamily B Member 1) —
citochromo P450 27B1 genas

CYP2R1 (angl. Cytochrome P450 Family 2 Subfamily R Member 1) —
citochromo P450 2R1 genas

CpG (angl. Cytosine-phosphate-Guanine) — citozino — guanino dinukleotidas
CRB - C reaktyvus baltymas

DAS28 (angl. Disease Activity Score) — ligos aktyvumo indeksas vertinant
28 sgnarius

DNMT — DNR metiltransferazé
DNR - deoksiribonukleortigstis

EULAR (angl. European League Against Rheumatism) — Europos
prieSreumatiné lyga

FGF 23 (angl. fibroblast growth factor 23) — fibroblasty augimo faktorius 23
HLA (angl. human leukocyte antigen) — zmogaus leukocity antigenas

H-V (angl. Hardy—Weinberg ) — Hardzio ir Veinbergo désnis

IL — interleukinas

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

KI — kraujavimo indeksas

KMI — kiino masés indeksas

KPGR — kiekybiné polimerazés grandininé reakcija

LMV — liga modifikuojantys vaistai

MHC (angl. major histocompatibility complex) — audiniy suderinamumo
kompleksas



MD — metilinimo daznis

MI — metilinimo intensyvumas

MMP — matrikso metaloproteinazé

OASF — osteoartrito sinovijos fibroblastai
PD — periodontitas

P1 — pasikliautinasis intervalas

PPAD4 — peptidilarginindeiminaze 4
PNL — periodonto jungties netekimo lygis
PTH — parathormonas

RA — reumatoidinis artritas

RAID (angl. Rheumatoid Arthritis Impact of Disease) — reumatoidinio artrito
ligos poveikio klausimynas

RANKL (angl. Receptor activator of the nuclear factor kappa B ligand) —
branduolio faktoriaus kappa B ligando receptoriy aktyvatorius

RASF — reumatoidinio artrito sinovijos fibroblastai
RF — reumatoidinis faktorius

RNR — ribonukleino rtigstis

SAH — S-adenozilhomocisteinas

SAM - S-adenozilmetioninas

SE (angl. shared epitope) — bendras epitopas

SN — standartinis nuokrypis

SVK - sveikatos vertinimo klausimynas

SS — 3ansy santykis

UV — ultravioletiniai spinduliai

UTR (angl. untranslated region) — netransliuojamas regionas
VAS — vizualiné analogijos skalé

VEGEF (angl. vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy endotelio
augimo faktorius



VDR - vitamino D receptorius

VDRE (angl. vitamin D response elements) — vitamino D atsako elementai
VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

VULSK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos

Th (angl. T helper) —T pagalbiné Iastelé

Treg — T reguliaciné lastelé

TNF-o (angl. Tumor necrosis factor o) — naviko nekrozés faktorius o

ZG — zondavimo gylis
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1. IVADAS
1.1. JZanga

Reumatoidinis artritas (RA) — vienas dazniausiy létiniy autoimuniniy
uzdegiminiy artrity, pasireiskian¢iy ne tik sinovinio audinio, bet ir kity organy
ir sistemy pazeidimu. Ligos progresavimas yra susijes su blogesne gyvenimo
kokybe, lemia didesnius laikino ir nuolatinio nejgalumo bei mirtingumo
rodiklius [1]. RA paplitimas Europoje ir pasaulyje sudaro 0,3-1%
populiacijos. Sia liga apie du kartus dazniau serga moterys nei vyrai, o ligos
pasireiskimo pikas yra apie 50-uosius gyvenimo metus [2, 3]. Remiantis
Lietuvos Higienos instituto statistinio duomeny portalo duomenimis, 2020 m.
Lietuvoje RA serganciy asmeny skaiéius (ligotumas) buvo 15249 arba 5,46
atvejo 1000 gyventojy (https://stat.hi.lt). Nors iki $iol RA tebéra neaiskios
etiologijos liga, ta¢iau manoma, kad aplinkos, genetiniy ir epigenetiniy
veiksniy kombinacija yra potencialus ligos rizikos veiksnys, nulemiantis
palaipsnius  jgimto ir jgyto imuniteto pokyéius, salygojanéius
autoimunogeniskuma, 1étinj uzdegiminj atsaka ir RA pasireiSkima [1, 4].

Vitamino D jtaka autoimuniniy ligy, kartu ir RA, etiopatogenezei pastaraisiais
deSimtmeciais kelia itin didelj susidoméjimg. Vitamino D trukumo paplitimas
yra nustatomas visame pasaulyje, 0 RA atveju, atsizvelgiant | geografinj
regiong aptinkamas nuo 30 iki 65 % serganciyjy ir yra didesnis lyginant su
bendra populiacija [5]. Taip pat yra pateikiama duomeny apie vitamino D
trikumo sgsajas su didesniais RA ligos aktyvumo, nejgalumo rodikliais bei
blogesne gyvenimo kokybe [5-7]. Dél to vitamino D stoka neretai yra
priskiriama prie potencialiy ligg salygojanéiy rizikos veiksniy.

Be jau zinomo klasikinio vitamino D poveikio kalcio ir fosforo apykaitai bei
kauly mineralizacijai, vitaminas D, veikdamas kaip hormonas, pasizymi ir
imunomoduliacinémis,  prieSuzdegiminémis ir net geny raiska
reguliuojanciomis savybémis [8, 9]. Jo aktyvi forma (kalcitriolis) dalyvauja
imuninings sistemos lasteliy reguliacijoje ir netiesiogiai slopina jy gaminamy
uzdegimo mediatoriy (pvz., naviko nekrozés faktoriaus-a (angl., Tumor
necrosis factor a, TNF-a), interleukiny (IL) klasés citokiny ir kt.), svarbiy RA
patogenezéje sinteze [10]. Atlikdamas savo biologines funkcijas, kalcitriolis
jungiasi prie Igsteliy branduoliuose esanciy vitamino D receptoriy (VDR).
Pastaryjy aptinkama ne tik imuninés sistemos lastelése, bet ir RA paveiktuose
sinoviocituose bei chondrocituose [11]. Dél i§vardinty priezas¢iy vitamino D
funkcija tapo tyrimo objektu ir RA ligos atveju. Visgi ar vitamino D trakumas
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yra ligos pasekmé, ar priezastis iki Siol lieka neaisku, be to, skirtingy tyrimy
rezultatai dél vitamino D sasajy su RA skiriasi.

Yra Zinoma, kad VDR koduojan¢io geno vieno nukleotido polimorfizmai
(VNP) gali daryti jtaka vitamino D funkcijai ir kiekiui organizme [6]. Siuo
metu vieni labiausiai iStyrinéty VDR polimorfizmy RA atveju yra Bsml, Apal,
Fokl ir Tagl. Yra duomeny, kad tam tikry geno aleliy ar genotipy paplitimas
yra susijes su padidéjusia rizika sirgti RA, taciau rezultatai skiriasi pagal
geografinius regionus ir etnines grupes. Manoma, kad Fokl variantas yra
galbut susijes su RA pasireiSkimu europieCiams, tuo tarpu Bsml —
afrikie¢iams, o Bsml ir Taqgl sietinas su RA indukuotu kaulinio audinio
netekimu europidy (angl. caucasian) rasés zmonéms [12, 13, 179]. Lietuvos
populiacijoje minéty polimorfizmy pasiskirstymas ir rySys su RA kol kas
netirti.

Kitas vitamino D poveikio mechanizmas yra siejamas su epigenetiniu jo
aktyvumu — procesais turinCiais jtakos geny raiSkai nekeiCiant
deoksiribonukleoriigities (DNR) sekos [14]. Zinoma, kad vitamino D atsaka
gali slopinti DNR hipermetilinimas vitamino D atsako geny (CYP2R1,
CYP24A1, CYP27B1), taip pat VDR geno, sekose ir lemti vitamino D
homeostazés pokycius [14]. RA taip pat yra biidingi sisteminiai epigenetiniai
pakitimai, nustatomi kaip DNR metilinimo lygio sumazéjimas ne tik artrito
paZeistame sanaryje, bet ir imuninés sistemos lastelése [15]. Literatiiros
duomenimis, vitamino D apykaitos geny metilinimo tyrimai, galintys suteikti
daugiau duomeny apie vitamino D trikumo prieZastis ir ry§j su artrito
etiopatogeneze RA serganciyjy populiacijoje, iki $iol neatlikti.

Pastaruoju metu ypatingas démesys taip pat yra kreipiamas j kitg RA rizikos
veiksnj — léting infekcijg burnos ertméje, kuri per skirtingus patogenezés
mechanizmus potencialiai daro jtaka RA issivystymui bei ligos eigai [16].
Zinoma, kad létinj periodontita (PD) ir RA sieja citokiny TNF-a ir IL-6
hiperprodukcija, bendri genetiniai (pvz., Zzmogaus leukocity antigeny (angl.
human leukocyte antigen, HLA)-DRB1 geno alelio raiska) bei aplinkos
rizikos veiksniai, i§ kuriy vienas — vitamino D trikumas yra siejamas su
sunkesniais PD atvejais, danteny uzdegimu, alveolinio kaulo rezorbcija ir,
kaip jau zinoma, RA aktyvumu [17-19]. Pateikiama duomeny, kad aktyviu
RA sergantiems pacientams PD patologijos daznis yra didesnis palyginti su
sveika populiacija, taip pat kad asmenims, kuriems nustatytas PD, RA
diagnoz¢é patvirtinama dazniau nei neturintiems létinio periodontito
patologijos asmenims [20, 21]. Iki §iol atlikti tik pavieniai tyrimai, vertinantys
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vitamino D sasajas su RA ir PD patologijomis kartu, taip pat néra zinomas PD
paplitimas tarp RA serganciy pacienty Lietuvoje ir jo reik8mé ligos eigai.

Rengiant §j disertacinj darbg buvo jvertintos apzvelgty aplinkos, genetiniy ir
epigenetiniy veiksniy sasajos su RA pasireiskimu ir svarba klinikinei ligos
eigai.

1.2. Darbo aktualumas ir naujumas

Galimybé paveikti RA ligos eiga yra svarbi kiekvienam pacientui tiek
socioekonominiu, tiek psichologiniu aspektais. Siuo metu yra surinkta
pakankamai duomeny apie vitamino D jtaka jgyto ir jgimto imuniteto
funkcijai bei vitamino D stokos ry$j su skirtingais sveikatos sutrikimais,
jskaitant autoimunines, kardiovaskulines, infekcines ligas [22]. Vitamino D
kiekis tiek sergan¢iam, tiek sveikam asmeniui priklauso nuo daugelio
veiksniy, tokiy kaip amzius, kiino masé, sezoniskumas, geografiné padétis ir
etniné grupé, ultravioletiné (UV) spinduliuoté bei papildy vartojimas.
Didesnis autoimuniniy ligy, taip pat ir RA daznis yra pastebimas geografinése
platumose, kur aptinkamas ir didesnis vitamino D trikumas [23]. Mazesné nei
optimali vitamino D koncentracija yra siejama ir su blogiau kontroliuojama
RA Kklinikine iSraiSka, didesniu ligos aktyvumu, gyvenimo kokybés
svyravimais. Nepaisant jau zinomy ir koreguojamy vitamino D kiekj veiksniy,
visgi RA sergantys pacientai pasizymi mazesnémis vitamino D
koncentracijomis nei bendra populiacija. To priezastys galéty bati
kompleksiniai jgimti ar jgyti pokyc¢iai, vykstantys molekuliniu lygiu.
Kryptingi RA serganciy pacienty genetiniy ir epigenetiniy veiksniy tyrimai
reikalingi siekiant praplésti S$iuo metu mokslinéje literatiiroje skelbiamus
duomenis apie vitamino D trikumo priezastis, jo reik§me ligos eigai ir
RA etiopatogenezei.

Sio mokslinio tyrimo metu pirma karta Lietuvoje istirti VDR geno VNP RA
sergantiems pacientams, jvertintas aleliy ir genotipy daznis tarp atvejy ir
sveiky kontroliy. Tyrimo duomenys atskleidé genetinés jvairovés skirtumus,
papildé turimas Zinias apie genetiniy polimorfizmy paplitimg tiriamiesiems
Lietuvoje ir galima jtaka daugiaveiksniam vitamino D metabolizmui. Sio
doktorantiiros darbo metu pirma kartg jvertintas ir vitamino D atsako geny
metilinimo lygis RA sergantiems pacientams, kuris, remiantis iki Siol
publikuotos mokslinés literatiros duomenimis anks¢iau $ios grupés
pacientams nebuvo tirtas. Nustatyti VDR, CYP24Al ir CYP2R1 geny
metilinimo biklés skirtumai, atlikta koreliaciné kintamyjy analizé. Tyrimas
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rodikliais, nagrinétos sasajos su vitamino D kiekiu. Mokslinio tyrimo metu
jvertintas potencialiy rizikos veiksniy — vitamino D trukumo ir Iétinio
periodontito — pasireiskimo daznis tarp RA serganciy pacienty, papildytos
zinios apie $iy veiksniy jtaka ligos eigai, tokiu buidu gauta praktiné klinikiné
nauda siekiant moduliuoti artrita.

1.3. Darbo tikslas ir uzdaviniai
Darbo tikslas

Ivertinti aplinkos, genetiniy ir epigenetiniy veiksniy (vitamino D
koncentracijos, létinio periodontito, vitamino D receptoriaus geno
polimorfizmy, vitamino D atsako kelio geny DNR metilinimo lygio) jtaka RA
serganéiy pacienty ligos aktyvumo rodikliams, Klinikinei eigai ir ligos
pasireiSkimo dazniui.

Uzdaviniai

1. Istirti vitamino D (25(OH)D) trikumo paplitimg sergantiems RA, jvertinti

2. Palyginti VDR geno polimorfizmy (Bsml, Fokl, Apal ir Taql) aleliy ir
genotipy daZnj tarp RA serganciyjy ir kontrolinés grupés tiriamyjy bei
nustatyti galimg ry$j su padidéjusia rizika sirgti RA tirtoje Lietuvos
populiacijos imtyje ir vitamino D kiekiu.

3. Atlikti vitamino D atsako kelio geny (VDR, CYP2R1 ir CYP24A1)
epigenetiniy poky¢iy analiz¢ (DNR metilinimo lygis), palyginti skirtumus
tarp serganéiy RA ir kontrolinés grupés tiriamyjy bei jvertinti ry$j su
vitamino D kiekiu.

4. Jvertinti létinio periodontito paplitimg serganciy RA grupéje, jo galima rysj

vidutine vitamino D koncentracija serganciyjy kraujyje, kurig gali lemti VDR
geno polimorfizmai ar vitamino D atsako geny promotoriaus DNR metilinimo
lygis, ir sunkesnis létinis periodontitas.

1. Vitamino D trikumas yra paplites tarp serganciyjy RA ir susijgs Su
didesniu RA ligos aktyvumu ir blogesniais fizinés sveikatos rodikliais.
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2. VDR geno polimorfizmai ir VDR, CYP2R1, CYP24A1 DNR metilinimo
lygis netiesiogiai lemia vitamino D kiekj sergan¢iyjy RA organizme.

3. Létinis periodontitas yra daznai diagnozuojama Iétiné infekcija
sergantiesiems RA. Létinio PD sunkumas koreliuoja su didesniu RA ligos
aktyvumu, didesniais uzdegiminiais rodikliais bei mazesniu vitamino D
kiekiu kraujo serume.

2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Reumatoidinis artritas

Reumatoidinis artritas yra létiné uzdegiminé liga, tipiskai sukelianti smulkiy
ir vidutinio dydzio sgnariy simetriska artritg. Pirminis paZeidimas pasireiskia
sinovitu, kurio metu imuninés sistemos lastelés invazuoja sglyginai nelgsteling
sinovijg ir sukelia palaipsnj hiperplazinio, invazinio audinio — pannus
formavimasi. Sis audinys sukelia kremzlés irima, kaulo erozijg ir galiausiai
pazeisty sgnariy funkcijos sutrikimg [24]. Sisteminis kvépavimo, Sirdies ir
kraujagysliy ar hematopoetinés sistemos pazeidimas taip pat gali biiti viena i$
ligos iSraiSky [24]. RA heterogeniSkumas apima ir genetinius rizikos
veiksnius bei autoantikiny formavimasi. Liga pagal reumatoidinio faktoriaus
(RF) ir/ar antikoiny pries$ ciklinj citrulinizuota peptida (anti-CCP) buvima yra
skirstoma j seropozityvy arba seronegatyvy RA. Tai, kad teigiami anti-CCP,
RF titrai ir C reaktyvaus baltymo (CRB) koncentracijos kilimas kai kuriems
pacientams atsiranda keletg mety iki klinikiniy simptomy pasireiskimo, rodo,
jog pakites imuninis atsakas vystantis RA prasideda labai anksti [25-27].

2.1.1. Reumatoidinio artrito etiopatogenezé

Pastaruoju metu pateikiama vis daugiau duomeny, kad genetiniy, epigenetiniy
ir aplinkos veiksniy sgveika yra siejama su padidéjusia RA iSsivystymo rizika
ir ligos patogeneze. Genetiskai predisponuoto asmens nuolatinis imuninis
atsakas ] nenustatytg antigeng salygoja autoimunogeniskumo formavimasi [1].
Potencialiis artritogeniniai antigenai (jskaitant citrulinizuotus baltymus)
stimuliuoja T lgsteliy salygota uzdegiminj atsaka ir esant ,,palankiems* rizikos
veiksniams aktyvuoja RA vystymosi procesa. Pagrindiniai moksliniais
tyrimais jrodyti RA rizikos veiksniai yra moteriSkoji lytis, Seiminé RA
anamneze, ,,.bendro epitopo* (angl. , shared epitope®, SE) aleliai, esantys
audiniy suderinamumo komplekso (angl. major histocompatibility complex,
MHC) 1II klasés regione, ekspozicija su tabako gaminiais, dulkémis,
mikrobiomo ypatumai (,,vidiné aplinka“), infekcijos ir mitybos jprociai [25,
28-31] (1 pav.).
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Ritkymas ir RA. Rikymas ir kiti veiksniai sukeliantys stresa kvépavimo
takams (pvz., ekspozicija su dulkémis) didina rizika sirgti RA, ypac
asmenims, turintiems HLA-DRB1*04 alelius. Sinerginis rukymo ir HLA-
DRBL1 aleliy poveikis turi jtakos ir anti-CCP formavimuisi [32]. Tai jrodo ir
faktas, kad rukanciyjy bronchoalveolinio lavazo skystyje aptinkama
citrulinizuoty baltymy. Aplinkos veiksniai, dirginantys kvépavimo takus ir
kitus gleiviniy barjerus (pvz., periodonto audinius), per fermenta
peptidilarginindeiminaze 4 (PPAD4) skatina potransliacines modifikacijas ir
kokybisSkai bei kiekybiskai keicia gleiviniy baltymy citrulinizacija [31].
Tolerancijos praradimas naujai susiformavusiems fibrinogeno, vimentino,
kolageno, keratino ir a-enolazés citrulinizuotiems epitopams lemia anti-CCP
gamyba [32].

Infekcijos ir Zarnyno mikrobiomas. Jvairts infekcijy sukéléjai (Epsteino Baro
virusas, citomegalovirusai, parvovirusas B19, Escherichia coli ir kt.) ir jy
gaminami produktai dél autoimunogeniskumo skatinimo taip pat siejami su
RA [33]. Sergant infekcine liga susiformave imuniniai kompleksai gali lemti
RF produkcija (auksto afiniteto autaoantikiinus pries imunoglobulino Fc
fragmenta), kuris dalyvauja RA patogenezéje [31]. Pripazinta, kad vir§kinimo
sistemos mikrobiomas taip pat daro jtakg imuninés sistemos funkcijai, o
zarnyno disbiozé yra susijusi su RA patogeneze per T lasteliy linijg [34].
Sveikame organizme CD4+ lgsteliy subpopuliacijoms (pagalbiniai T
limfocitai (angl. T helper, Th) 17 ir T reguliacinés (Treg) lastelés) yra
budingas balansas, kuris pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu ir apsaugo nuo
autoimuniniy procesy susidarymo. O RA atveju biuna padidéjusi Thl7 ir
sumazéjusi Treg lasteliy raiska. Sj disbalansa gali nulemti Zarnyno
mikrobiomas, veikiantis per Toll 2 tipo receptorius [35].

Leétinis periodontitas. Kita infekciné liga, kuri manoma, kad gali turéti jtakos
RA iSsivystymui ir klinikinei eigai, yra létinis periodontitas. Atlikti
epidemiologiniai tyrimai atskleidzia platy PD paplitimg tarp serganciyjy RA,
varijuojantj nuo 28 iki 85% pacienty, i$§ kuriy 11—14% serga sunkiu létiniu PD
[36—38]. Bendri imunopatogeneziniai ligy mechanizmai, lemiantys
jungiamojo ir kaulinio audinio destrukcijg, yra patognominiai abiejy ligy
atveju. PD — tai infekcinés kilmés liga, kurig sukelia periodonto patogenai
(Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Aggregatibacter actinomycetem-
comitans (A. actinomycetem-comitans), Tannerella forsythia ir kt.),
salygojantys Vietinj ir sistemin] imuninj atsakg, kurio metu netenkama
periodonto jungties ir rezorbuojamas alveolinis kaulas [39]. Potencialy PD
patogeny dalyvavimg RA etiopatogenezéje jrodo bakterijy DNR ir antikiiny
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pries jas identifikavimas RA serganciyjy kraujo serume bei sgnariy Sinovijos
skystyje [16]. Taip pat yra Zinoma, kad P. gingivalis isskiriamas fermentas
PPAD4 lemia baltymy citrulinizacija, t.y. peptidil arginino virtima j peptidil
citruling ir autoantikiny (anti-CCP) gamyba sergant RA [40]. Kitos PD
patogeninés  bakterijos A.  actinomycetem-comitans  sekretuojamas
leukotoksinas A, indukuojantis $eimininko baltymy citrulinizacijg, keicia
neutrofily funkcija ir taip pat skatina RA autoantigeny citrulinizacijg [41].
Mikrobiné disbioze ir jos salygoti uzdegiminiai procesai stimuliuoja imuniniy
lasteliy atsakg produkuoti prouzdegiminius citokinus (IL-6, IL-1f3, TNF-a,
matrikso metaloproteinazes (MMP) ir kt.). Padidéjusi branduolio faktoriaus
kappa B ligando receptoriy (angl. receptor activator of the nuclear factor
kappa B ligand, RANKL) aktyvatoriaus stimuliacija ir sutrikes imuninis
atsakas RA ir PD patogenezéje yra vieni esminiy veiksniy, kliniskai
pasireiSkianciy kremzlés ir kaulo destrukcija bei dantis supanciy audiniy
netekimu [40].

Mitybos jprociai. Mitybos jprociai gali veikti kaip apsauginiai arba RA rizika
didinantys veiksniai, tai priklauso nuo konkretaus produkto savybiy [29].
PavyzdZziui, raudona mésa, pieno baltymai, perteklinis kalorijy, druskos,
cukraus vartojimas siejami su uzdegimg skatinanciu poveikiu, gali lemti
nutukimg, Zarnyno disbioze ir padidéjusig rizika sirgti RA. Zinoma, kad
riebalinis audinys geba produkuoti prouzdegiminius citokinus (interferong-a,
IL-6, CRB ir adipokinus), o padidéjusi uzdegiminiy citokiny produkcija
sukuria tinkama aplinkg autoimunogeniSkumui ir RA formavimuisi [42]. O
VidurZzemio juros dieta, kurioje vyrauja riebi Zuvis, gausiai vartojama
polinesociyjy riebaly riigsciy, vaisiy, darzoviy, turi prieSuzdegiminj poveikij,
lemia mikrobiotos homeostaze, svorio kontrole ir apsauginj poveikj sanariams

[29].

Vitaminas D. Kitas svarbus aplinkos veiksnys, pasizymintis
imunomoduliacinémis, prieSuzdegiminémis savybémis, yra vitaminas D,
kuris organizme gali buti sintetinamas odg veikiant UV spinduliais arba
gaunamas su maistu. Vitaminas D yra reikSmingas kaulinio audinio apykaitai,
lasteliy diferenciacijai, pasizymi poveikiu genomui, o jo trikumas siejamas su
RA patogeneze [43].

Taigi RA yra polietiologiné, sudétingos imunopatogenezés liga, kuria sergant

skirtingos imuninés sistemos lasteliy populiacijos itraukiamos i

imunouzdegiminj sisteminj ir lokaly atsakg [44]. T ir B lgsteliy sgveika lemia

autoantikiiny, t.y. RF, anti-CCP ir imuniniy kompleksy, kurie dalyvauja

ankstyvame RA vystymesi, hiperprodukcija. T lasteliy sukeltas imuninis
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reaktyvumas salygoja kity RA patogenezés kaskadoje svarbiy uzdegiminiy
lasteliy, t.y. monocity, makrofagy, i fibroblastus panaSiy sinoviocity,
infiltruojanéiy sinovinj audinj, aktyvacija ir proliferacija [31]. Siy lasteliy
aktyvacija pasireiSkia padidéjusia uzdegiminiy citokiny (TNF-o, IL-6, IL-1,
IL-17) ir vietiniy augimo faktoriy (pvz., kraujagysliy endotelio augimo
faktorius, angl. vascular endothelial growth factor, VEGF), kurie lemia
sinovinio audinio i§veséjima ir sinovita, gamyba [31]. Uzdegiminiy citokiny
ir VEGF produkcija sukelia padidéjusiag endotelio lasteliy aktyvacija,
adhezijos molekuliy ir chemokiny raiska sinovijos audinyje, kurios toliau
skatina uzdegiminiy lasteliy migracija i sgnarj, taip pat vieting angiogenezg
[45, 46]. Galiausiai, aktyvuoty sinovijos makrofagy, fibroblasty ir osteoklasty
salygota uzdegiminiy citokiny ir metaloproteinaziy produkcija yra lemiamas
veiksnys kremzlés ir kaulo irimo procese sergant RA [44] (1 pav.).

Rizikos veiksniai:

lytis, Artritogeniniai antigenai
genetika / epigenetika, -
infekcijos, rikymas,
vitamino D trikumas

\ f
Chemotaksio veiksniai \ f L 4
Adhezijos molekulés y ™. Autoantikiinai
Kraujagysliy endotelio RF anti-CCP

augimo faktoriai I iniai ke leksai
Angiogenezé citokinai muninial kompleksai

Sinovitas

Prouzdegiminiai

R

s Kaulo ir kremzlés
N pazeidimas

Kolagenazés, MMP, katepsinai

1 pav. Reumatoidinio artrito etiopatogenezés schema. APL — antigena
pateikianCios lgstelés; anti-CCP — antikiinai prie$ ciklinj citrulinizuotg
peptida; RF — reumatoidinis faktorius; MMP — metaloproteinazés. Adaptuota
i§ [44].
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2.1.2. Reumatoidinis artritas ir genetiniai veiksniai

Genetiniy veiksniy ir RA rysj visy pirma jrodo Seiminé ligos anamnezé:
pirmos eilés giminaiéiy rizika sirgti RA yra 1,5 karto didesné nei bendros
populiacijos, 0 monozigotiniy dvyniy atveju daznis padidéja iki 12-15% [47—
49]. Svarbiausi su RA rizika susij¢ aleliai randami Sestos chromosomos MHC
IT klasés audiniy suderinamumo komplekso lokuse, koduojanc¢iame amino
rigséiy sekas, atitinkan¢ias Zmogaus leukocity antigenus, HLA. Sie aleliai
vadinami ,,bendru epitopu“ arba SE (nuo angl. shared epitope) [50]. Sis
epitopas — tai penkiy aminortgs¢iy (glutaminas-leucinas-argininas-alaninas-
alaninas) motyvas (QKRAA, QRRAA arba RRRAA), esantis trecioje
hipervariabilioje HLA-DR f grandinés srityje. Manoma, kad bendro epitopo
aleliy grupé sudaro apie 40% genetiniy RA rizikos veiksniy [51], i§ kuriy
pagrindiniai— HLA-DRB1*01 ir DRB1*04, taip pat HLA-DRB1*13, DRB1*15
ir kiti [51, 52]. HLA-DRB1 SE aleliai i$skirtinai yra susij¢ su anti-CCP
seropozityviu RA, o SE nepriklausantys aleliai, kaip antai HLA-DRB1*03 —
su seronegatyvia artrito forma [53, 54]. Taip pat yra zinoma, kad HLA-
DRB1*04 variantas yra siejamas su sunkesne RA eiga ir labiau isreikstu
sgnariy pazeidimu [51]. Manoma, kad daugiau kaip 90% RA serganciy
pacienty turi bent vieng i§ SE varianty. Yra svariy jrodymy, kad SE
koduojantys HLA-DRB1 aleliai (t.y. DRB1*01, DRB1*04, DRB1*10 ir
DRB1*14) yra susij¢ su citrulinizuoty autoantigeny pateikimu CD4+ T
lasteléms ir anti-CCP formavimusi [55, 56]. SE lokusas, manoma, formuoja T
lasteliy veikla, nukreiptg j autoreaktyvumg ir netolerogeniSkumg. Tai ne tik
pabrézia CD4+ T lasteliy svarbg autoantikiny gamyboje, bet ir jrodo
pagrindinj T lasteliy (ypac pagalbiniy T limfocity) vaidmenj RA patogenezéje
[57]. Intensyviai atliekamais viso genomo sekvenavimo tyrimais nustatyta
daugiau kaip 100 ne HLA genetiniy lokusy, susijusiy su RA, ta¢iau tikslus
juos su liga jungianciy geny polimorfizmy priezastingumas iki Siol néra
tiksliai zinomas [58, 59]. Pagrindiniai su RA siejami VNP yra PTPN22,
CTLA4, TRAF1, STAT4, IRF5, CCR6, IL23R, PADI4 ir kiti [60-66]. Didzioji
dalis VNP varianty koduojamy produkty yra susije su T lasteliy diferenciacija,
aktyvacija, signalo perdavimu, antigeny citrulinizacija, taip pat apraSomas
kumuliacinis skirtingy lokusy poveikis, sustiprinantis HLA-DRBL1 aleliy jtaka
(pvz., PTPN22, HIPK1, CSDEL geny variantai), ypa¢ vertinant rizikg sirgti
seropozityviu RA [66, 67]. Visgi didZiosios ne HLA dalies nustatyty lokusy
efektas RA yra mazas — Sansy santykis (SS) sirgti padidéja 1,5-2 Kartus,
lyginant skirtingas populiacijas [48]. Esminiai su RA susij¢ geny lokusai ir jy
veikimo mechanizmai pateikiami 1 lenteléje.
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1 lentelé. Pagrindiniai genetiniai veiksniai, siejami su rizika sirgti RA [28]

Genetinis regionas

Mechanizmas

MHC II klasés lokusai, koduojantys
grupe HLA baltymy, jvardijamy Kaip
,bendras epitopas®

Citrulininty antigeny pateikimas;
intralgstelinis poveikis lemiantis
padidéjusj uzdegimag

Tirozino fosfatazés baltymas, ne-
receptorinis tipas 22 (PTPN22)

Sisteminis lastelinis
hiperreaktyvumas; gali sutrikdyti
PTPN22 ir PAD sgveika bei lemti
hipercitrulinizacija

IL-6 receptorius

Padidéjes uzdegiminis atsakas dél
sutrikusios IL-6 apykaitos

TNF receptoriaus -faktorius 1
(TRAF1/C5)

Padidéjes uzdegiminis atsakas

Signalo keitiklis ir transkripcijos
aktyvatorius 4 (STAT4)

Padidéjes uzdegiminis atsakas

Peptidilarginindeiminazé 4 (PPADA4)

Padidéjusi citrulinizacija

Fc gama receptorius (FCGR)

Padidéjes antigeny pateikimas

CD40, CC chemokino ligandas 21
(CCL21), CC chemokino receptorius 6

Padidéjusi lasteliy aktyvacija ir
uzdegimas

(CCRS6)

2.1.3. Reumatoidinis artritas ir epigenetiniai veiksniai

Terminas ,.epigenetika“ siejamas su paveldimais geny raiskos pokyciais,
atsirandanéiais nekeiCiant genetinio kodo, t.y. pirminés DNR sekos [68].
Pagrindiniams epigenetiniams veiksniams priskiriamos histony modifikacijos
(acetilinimas, metilinimas, fosforilinimas ir kita), DNR modifikacijos (DNR
metilinimas, hidroksimetilinimas ir demetilinimas) ir nekoduojancios
reguliacinés ribonukleino riigstys (RNR — trumposios ir ilgosios,
nekoduojanc¢ios baltymo) [69-71]. Geny raiSkos sutrikdymas, nulemtas
epigenetiniy modifikacijy gali turéti jtakos autoimuniniy ligy, véZio,
neurologiniy, endokrininiy ir kity ligy i$sivystymui [72, 73]. Epigenetiniai
poky¢iai, skirtingai nei genetiniai, gali buti griztami [74]. Svarbu paminéti,
kad epigenetinems modifikacijoms jtakos turi aplinkos veiksniai (pvz.,
rikymas, vitaminas D, mitybos jpro¢iai, amzius ir kt.), dél to epigenetika yra
kaip dinaminis rySys, jungiantis genotipa, aplinkg ir fenotipo pasireiskima [75,
76]. Epigenetika taip pat yra svarbi formuojant imuninés sistemos funkcija bei
uzdegiminj atsaka [77, 78], todél Sios mokslo srities tyrimai yra aktualiis
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analizuojant, kodél vieni genetiskai predisponuoti asmenys serga RA ar kita
autoimunine liga, o Kiti ne.

DNR metilinimas. Pastaruoju metu vis dazniau diskutuojama apie RA
patogenezéje dalyvaujancias epigenetines modifikacijas, i§ kuriy daugiausiai
tiriamas DNR metilinimas. Yra zinoma, kad DNR metilinimas reguliuoja
geny raiska, turi jtakos kitiems svarbiems procesams, tokiems kaip genomo
imprintingas, lgsteliy diferenciacija, geny transkripcijos reguliavimas, X
chromosomos inaktyvacija ir chromatino pertvarkymas [70]. DNR
metilinimas — tai epigenetiné modifikacija, kurios metu fermenty Seimai DNR
metiltransferazéms (DNMT) metilinant nukleobaze citozing susiformuoja 5-
metilcitozinas; modifikacijos vyksta geny promotoriuose, turin¢iuose gausias
citozino guanino dinukleotidy sankaupas (,,CpG salos®), taip pat kitose geny
dalyse [79, 80]. DNMT Kkatalizuojant procesa, Cit0zino aromatinio ziedo
penktosios anglies metilinimui kaip metilo grupés donoras yra naudojamas S-
adenozilmetioninas (SAM) [81] (2 pav., A). Yra zinomos kelios DNMT,
kurios atlieka skirtingas funkcijas: DNMT1 atsakinga uz jau susiformavusio
metilinimo palaikymg, 0 DNMT3a ir 3b — uz de novo DNR metilinimg [82].
Ivykus metilinimui modifikuojama chromatino struktiira ir slopinama arba
visai sustabdoma transkripcija, t.y. geno raiska (2 pav., B). Ir nors DNR
metilinimas vyksta ir normaliy fiziologiniy procesy metu, tadiau tam tikry
geny metilinimo pokyc¢iai gali salygoti pakitusig geny transkripcijg ir baltymy
raiSka, suintensyvéjusj uzdegiminj atsakg ir ligos i$sivystyma [83].

A NH2 NH2
E‘\ N DNMT i XN
| N) CH3 I N)
\ m S
I N - ] ~o

SAM - CH3 SAH
H H

citozinas 5-metil citozinas

B
geno raiska geno raiskos slopinimas

| cpGcpaeps | > [ cpGcpGepe |
DNMTs

2 pav. DNR metilinimas. Citozino virtimas 5-metil citozinu katalizuojant
fermentui DNR metiltransferazei (DNMT) (A). Geno raiskos slopinimas (B).
CpG — citozino guanino dinukleotidas; SAM — S-adenozilmetioninas; SAH —
S-adenozilhomocisteinas. Adaptuota i$ [84].
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Reumatoidinio artrito patogenezéje dalyvaujancios skirtingos lasteliy
populiacijos, jskaitant periferinio kraujo vienbranduoles lasteles, T limfocitus,
B limfocitus ir RA sinovijos fibroblastus (RASF), pasizymi skirtingais DNR
metilinimo profiliais [85]. Atlikty skirtingy DNR metilinimo tyrimy rezultatai
taip pat nevienodi ir priklauso nuo tirto lasteliy tipo. Visgi RA budingesnis
globalus DNR hipometilinimas, aptinkamas RA tiriamyjy T limfocituose,
RASF bei periferinio kraujo lastelése [86].

Corvetta su bendraautoriais (1991 m.) buvo vieni pirmyjy nustate periferinio
kraujo lgsteliy hipometilinimg RA, kuris buvo reik§mingai mazesnis palyginti
su sveiky asmeny DNR metilinimo rezultatais [87]. Véliau jo teiginj
patvirtino ir Kiti tyréjai, nerade rySio tarp metilo donoro molekuliy (vitamino
Bi,, folaty ir piridoksalfosfaty) ir DNR metilinimo lygio RA pacienty
plazmoje. Idomu, kad gydymas metotreksatu visgi teigiamai veiké
hipometilinimg [88]. 2011 m. atliktu tyrimu, RA hipometilintose periferinio
kraujo vienbranduolése lgstelése nustatyta padidéjusi DNMTL1 geno raiSka
[89]. Véliau Liu su kolegomis, atlike viso genomo DNR metilinimo analizg
RA ir kontrolinés grupés periferinio kraujo Iagstelése, nustaté du MHC
skirtingai metilintus regionus, svarbius genetinei RA predispozicijai [90].
Kity, su padidéjusia RA rizika siejamy geny metilinimo profilis taip pat yra
pakites. Zinoma, kad IL-6 geno promotoriaus srities hipometilinimas,
lemiantis aktyvig geno raiska, koreliuoja su padidéjusiais IL-6 kiekiais RA
serganéiy pacienty kraujo serume palyginti su kontroliniy grupiy kraujo
serumu [91]. IL-6 taip pat koreliuoja su STAT3, geno, svarbaus RA
predispozicijai, lokusy hipometilinimu [92]. PrieSingai — genas, koduojantis
DUSP22, RA ligoniy T limfocituose yra hipermetilintas. DUSP22 yra
fermentas tirozino fosfatazé, kuri neigiamai veikia IL-6 transkripcijos veiksnj
STATS3 ir lemia padidéjusig jo raiska [93]. Be periferinio kraujo lasteliy DNR
metilinimo pokyc¢iy, placiai tiriamos ir RASF lasteliy kulttros.

RA sinovijos fibroblastai yra vienos pagrindiniy RA uzdegimg palaikanciy
lasteliy, kurioms badingas agresyvus, proliferuojantis fenotipas. RASF
produkuoja uzdegiminius citokinus ir chemokinus, kurie pritraukia ir aktyvina
kitas imuninés sistemos lgsteles bei sglygoja kremzlés ir kaulo irimg sergant
RA, skatindamos matriksa degraduojanciy fermenty raiska. RASF
epigenetiniai pokyciai geriausiai jrodo epigenominiy modifikacijy jtaka RA
patogenezei [94, 95]. RASF DNR metilomas skiriasi nuo osteoartrito
sinovijos fibroblasty (OASF) metilomo ir lemia isskirtinai patogening RASF
funkcijg. Pirmieji atlikti tyrimai jrodé, kad RASF pasizymi globaliu
hipometilinimu [96]. Tai ypac atsispindéjo genuose, atsakinguose uz lasteliy
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migracija, adhezija, tarplastelinio uzpildo saveika [97]. Svarbu paminéti, kad
RASF yra sumazéjusi DNMT 1 raiska palyginti su OASF. Tai galéty paaiskinti
globalaus RASF hipometilimo priezastis [96]. Visgi Kity geny epigenetinis
aktyvumas skiriasi, pavyzdziui, hipermetilintas DR3 sukelia sinovijos
fibroblasty aktyvacija sergant RA ir, manoma, prisideda prie jy
rezistentiSkumo apoptozei [98]. O hipometilintas CXCL12 lemia padidéjusia
MMP raiska ir sgnariy pazeidima sergant RA [99].

Be atskiry geny promotoriy metilinimo tyrimy, atlickami ir viso genomo
RASF metilinimo tyrimai. Nakano ir kolegy atlikta analiz¢ atskleidé net 1859
skirtingai metilintus lokusus. Su RA susijes hipometilinimas nustatytas
CHI3L1, CASP1, STAT3, MAP3K5, MEFV ir WISP3 geny sekose, 0
hipermetilinimas stebétas TGFBR2 ir FOXOL1 genuose [15]. Neseniai atlikti
serganciy RA ir kontrolinés grupés asmeny periferinio kraujo vienbranduoliy
lasteliy ir B limfocity viso genomo epigenetiniai tyrimai taip pat identifikavo
nemaza kiekj skirtingai metilinty geny, galinciy turéti jtakos RA patogenezei
[100, 101]. Epigenetiniais pokyciais galima paaiSkinti ir padidéjusia
moteriSkosios lyties atstoviy rizikg sirgti RA. X chromosomoje koduojamo
CD40L geno demetilinimas vyko isskirtinai tik motery, o ne vyry CD4+ T
limfocituose. RA sergancioms moterims buidinga sutrikusi X chromosomos
inaktyvacija [102]. Akivaizdu, kad epigenetiniai poky¢iai RA patogenezéje
atlieka svarby vaidmenj ir tebéra intensyviy tyrimy objektas.

2.2. Vitaminas D

Vitaminas D yra riebaluose tirpus sekosteroidas, kurio zmogaus organizmas
gauna su maistu (ypac jo gausu zuvyje, kiausiniuose, kt.) arba veikiant saulés
UV spinduliams B (bangos ilgis 290-315 mm) per oda [103, 104]. Vis délto
maistas sudaro tik 5 % viso vitamino D $altiniy, o pagrindiné $io vitamino
sintezé vyksta odoje i§ pirmtako 7-dehidrocholesterolio, kuris peréjes UV
spinduliuotés terming izomerizacija generuojamas j parenterinj vitaming Ds,
t.y. cholekalciferolj [104, 105]. Pradzioje buvo jrodyta sasaja tarp vitamino D
ir kauly mineralizacijos bei kalcio apykaitos, o vitamino D trikumas susietas
su rachitu [106]. Véliau atrasti ir kiti biologiniai vitamino D efektai jgytos ir
jgimtos imuninés sistemos funkcijai, lasteliy diferenciacijai, jo pleotropinis
poveikis. Pastaruoju metu vitamino D trikumas yra siejamas ir su
autoimuniniy ligy, iskaitant skydliaukés ligas, cukrinj diabeta, i$séting
sklerozg, reumatoidinj artrita ir kt., patofiziologija [107]. Vis déelto
mechanizmai, kuriais vitaminas D veikia autoimunitetg néra iki galo iStirti,
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taip pat licka neaiSku, ar vitamino D trikumas yra ligos patogenezéje
dalyvaujantis veiksnys, ar ligos progresavimo ir sunkumo Zymuo.

2.2.1.Vitamino D apykaita

Zmogaus organizmas vitamino D gali gauti dviem formomis: vitamino D,
(ergokalciferolis) ir vitamino D3 (cholekalciferolis), kurie tarpusavyje skiriasi
dviguby anglies junggiy skai¢iumi ir pozicijomis. Zinoma, kad vitaminui D,
turinCiam tik dvi anglies jungtis, badingas blogesnis afinitetas vitaming D
suriSan¢iam baltymui ir sumaZzéjes bioprieinamumas. Todél cholekalciferolis
yra pagrindiné zmogui aktuali vitamino D forma [108].

Kadangi cholekalciferolis yra biologiSkai inertiSkas, t.y. neveiklus, tam, kad
tapty metaboliskai aktyvus, vitaminas D organizme turi pereiti Kkelis
fermentinius hidroksilinimo ir nefermentinius procesus (3 pav.). Pirmiausia,
vitaminas D ir jo metabolitai, susijunge su vitaming suriSanciu baltymu
transportuojami j kepenis, kur vyksta pirmasis hidroksilinimas dalyvaujant
citochromo P450 Seimos fermentui 25-hidroksilazei (CYP2R1) [109].
Susidares produktas 25-hidroksicholekalciferolis (25(0OH)D3), arba
kalcidiolis, toliau transportuojamas j inkstus, kur veikiant fermentui 1-a
hidroksilazei (CYP27B1) konvertuojamas j biologiskai aktyvy kalcitriolj
(1,25(0OH)2D3). Didziausia CYP27B1 raiska buna inksty proksimaliniy
kanaléliy lastelése, todél daugiausia cirkuliuojancio kalcitriolio susidaro
butent inkstuose [110]. Ta¢iau, CYP27B1 raiska yra budinga ir imuninés
sistemos lgsteléms (dendritinems lgsteléms, makrofagams, T ir B
limfocitams), kurios taip pat geba produkuoti 1,25(0OH),Ds, dalyvaujantj
jvairiuose parakrininiuose ir autokrininiuose lasteliy procesuose [111, 112].
Kalcitriolio kiekis organizme reguliuojamas dalyvaujant fermentui 24-
hidroksilazei (CYP24A1), kuris gali katabolizuoti kalcidiolj ir patj kalcitriolj
1 neaktyvius metabolitus — 24,25 dihidroksicholekalciferolj ir 1,24,25
trihidroksicholekalciferolj. Pastarieji yra pasalinami su Slapimu arba tulzimi.
Taigi esant balansui tarp fermenty 1-a hidroksilazés ir 24-hidroksilazés bei
fibroblasty augimo faktoriaus 23 (angl. fibroblast growth factor 23, FGF23)
ir parathormono (PTH), kurie taip pat yra svarbiis 1-o hidroksilazés
aktyvumui, apibréziamas aktyvios vitamino D formos kiekis. Zinoma, kad
inkstuose lo-hidroksilaze aktyvina PTH ir fosforo kiekio sumazgjimas, o
slopina kalcis ir pats kalcitriolis bei osteocity gaminamas FGF23 [113, 114].
Dél trumpo gyvavimo pusperiodzio, kalcitriolio koncentracija néra
matuojama norint jvertinti vitamino D kiekj organizme. Tam dazniausiai
atliekami 25(OH)Dsz tyrimai. Ir nors iki Siol néra aiSkaus sutarimo dél
optimalaus vitamino D kiekio sergant tam tikromis ligomis ir sveikam
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zmogui, ta¢iau manoma, kad 25(OH)D3 koncentracija, kuri yra tarp 30 ir 50
ng/ml (75 — 125 nmol/l), gali bati nepakankama tam tikroms asmeny grupéms
(pvz., sergant osteoporoze, vartojant gliukokortikoidus, esant malabsorbcijai
ir kt.), o optimalus vitamino D kiekis kraujo serume turéty bati daugiau kaip
50 ng/ml (>125 nmol/l) [115]. Visgi, remiantis Holick ir bendraautoriy
rekomendacijomis, >30 ng/ml (>75 nmol/l) vitamino D koncentracija
vertinama kaip normali [116].
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3 pav. Vitamino D apykaita. FGF23 — fibroblasty augimo faktorius 23;
PTH — parathormonas; VDR — vitamino D receptorius. Adaptuota i§ [186].

Kaip minéta, aktyvi vitamino D forma kalcitriolis (1,25(OH),D3) dalyvauja
kalcio ir fosforo homeostazéje, taip pat yra svarbus jgimtos ir jgytos imuninés
sistemos moduliatorius [117]. Kalcitriolio biologinis aktyvumas pasireiskia
jungiantis prie VDR, kuris priklauso branduolio hormony receptoriaus
superSeimai [118]. Kalcitriolis gali veikti genominiu ir negenominiu budais,
tai priklauso nuo VDR lokalizacijos. Genominio mechanizmo veikimo metu
intralastelinis VDR, susijunges su 1,25(OH)2Ds, heterodimerizuojasi su
retinoinés rigsties X receptoriumi, Siam kompleksui patekus j Igstelés
branduolj per geny promotoriuose ir kitose dalyse esanéius vitamino D atsako
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elementus (angl. vitamin D responsive elements, VDRE) VDR veikia kaip
transkripcijos faktorius ir aktyvuoja arba slopina vitaminui D jautriy geny
raiSka [119] (4pav.). Manoma, kad vitaminas D tiesiogiai ir netiesiogiai turi
jtakos apie 5% Vviso Zzmogaus genomo ir reguliuoja 36 skirtingy lasteliy tipy
veiklg [120]. Geny ontologijos analizé nustaté 11031 VDR geng taikinj, kuriy
produktai yra svarbiis organizmo metaboliniuose procesuose (43 %), lasteliy
ir audiniy morfologijoje (19 %), lasteliy sukibime (10 %), diferenciacijoje ir
vystymesi (10 %), angiogenezéje (10 %) ir kt. procesuose [120, 163]. Zinoma,
kad vitamino D atsako elementai buvo nustatyti ir HLA-DRB1 geno, svarbaus
RA genetinei predispozicijai, promotoriaus srityje. Vadinasi, kalcitriolis,
veikdamas per VDR genominio signalo reguliacinius mechanizmus, gali turéti
jtakos ir HLA-DRBL1 raiskai [177].

Imunomoduliacinis, negenominis vitamino D poveikis vyksta kalcitrioliui
tiesiogiai jungiantis su VDR, esanciu lasteliy pavirSiuje. Be kity organizmo
lasteliy (smegeny, prostatos, kriity, zarnyno ir kt.),VDR raiska vyksta ir
daugelyje imuninés sistemos lasteliy, jskaitant monocitus, makrofagus,
dendritines lgsteles, neutrofilus, T ir B limfocitus. VDR aptinkama ir RA
pazeisty sgnariy chondrocituose ir sinoviocituose [120,121]. Jungdamasis per
VDR, vitaminas D reguliuoja imuninés sistemos lasteliy brendima, apykaita,
antigeno pateikima, taip pat atsaka j citokiny ir chemokiny gamyba [122].
Pateikti duomenys dar labiau sustiprina vitamino D ir autoimuniniy ligy
patofiziologinj rysj.

1,25(0H).Ds

Branduolys

r* iRNR i baltymas sl Reguliuoja:

angiogeneze, apoptoze,

Ca/P apykaita,

Iasteliy diferenciacija,
uzdegiminj atsaka, proliferacija

4 pav. Genominis vitamino D poveikis. Ca — kalcis; iRNR — informaciné
ribonukleorfigstis; P — fosforas; RXR — retinoinés X raigSties receptorius;
VDR - vitamino D receptorius; VDRE — vitamino D atsako elementai.
Adaptuota i$ [174].
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2.2.2. Vitaminas D ir reumatoidinis artritas

Vienas pirmyjy vitaming D ir RA siejanciy jrodymy buvo VDR receptoriy
identifikavimas RA serganCiy pacienty T limfocituose [123]. RA
patogenezéje dalyvauja imuninés sistemos ir stromos lgstelés, Kuriy
salygojamas nuolatinis uzdegiminis atsakas lemia sanario destrukcijg ir
balanso tarp kaula formuojanciy osteoblasty ir, prieSingai, ji ardanciy
osteoklasty sutrikdymg. T lgstelés, makrofagai ir RASF yra pagrindinés
patogenezeje dalyvaujancios lgstelés, taCiau ne maziau svarbios yra ir
dendritinés lastelés ir B limfocitai [124]. CD4+ T pagalbinés lgstelés yra
pagrindinés dalyvés antigenui-specifinio jgyto atsako formavimuisi.
Uzdegiminiame audinyje — RA atveju sinovijoje — tiek makrofagai, tiek
dendritinés lastelés, RASF, B limfocitai ir osteoklastai yra kaip antigena
pateikiangios lastelés ir skatina citokiny gamyba [124]. Sios lastelés yra ir
vitamino D taikiniai. Vitaminas D, stabdydamas dendritiniy lgsteliy
diferenciacija ir brendima, pagerina jy tolerogeninge bikle ir mazina
prouzdegiminiy citokiny, svarbiy RA patogenezei (IL-6, IL-12, IL-23 ir TNF-
o) sinteze, didina prieSuzdegiminiy citokiny gamyba (IL-8, IL-10) bei mazina
MHC I ir IT klasés CD40, CD80, CD83, CD86 molekuliy raiska [125]. Taigi
1,25(OH),Ds skatina nebrandziy, tolerogeniniy dendritiniy lasteliy fenotipa,
mazina antigeno pateikimg T lasteléms, jy aktyvacijg ir autoimunogeniskuma.
Veikdamas jgytos imuninés sistemos lasteles, kalcitriolis slopina B lasteliy
diferenciacija j plazmines lasteles, taip pat antikiny gamybg. Pradzioje buvo
manyta, kad vitaminas D veikia tik T ir B limfocity proliferacija, tatiau $iuo
metu yra zinomas ir T limfocity fenotipg reguliuojantis kalcitriolio poveikis.
Vitaminas D slopina uzdegiminj citoking IL-17 gaminan¢iy CD4+ T
pagalbiniy lgsteliy Th17 ir Th1 raiska, taip skatindamas Th2 ir reguliaciniy T
limfocity diferenciacija bei uzdegimo slopinimg [122, 126, 127].
Slopindamas T limfocity proliferacija mazina ir IL-2, IFN-y sekrecija [128].
Kaip minéta anksciau, Thl ir Th17 lasteliy populiacijos yra patogeninés RA
[129]. Vis délto didzioji dalis tyrimy, vertinan¢iy vitamino D jtaka
cirkuliuojanéioms T lgsteléms, yra atlikti naudojant sveiky donory krauja.
2018 m. Jeffery ir kolegy atliktame tyrime, i§ serganciyjy RA uzdegiminio
sgnario sinovijos skyscio i$skirtiems T limfocitams buvo buidingas salyginis
nejautrumas 1,25(0OH).Ds, nepaisant aktyvios VDR raiskos, butinos
kalcitriolio signalo keliui [130]. Grei¢iausiai tai i§ dalies yra susij¢ su
sumazéjusiu sinovijos skyséio atminties T lasteliy atsaku j vitamino D
poveiki, palyginti su periferinio kraujo T lastelémis [130]. Remiantis Siais
duomenimis, manoma, kad imunomoduliacinis vitamino poveikis
uzdegiminiam audiniui gali biiti pakites dél lasteliy taikiniy nejautrumo
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vitaminui D. Tokiu atveju periferinio kraujo lasteliy tyrimai gali tik i§ dalies
paaiskinti imunomoduliacinj vitamino D poveikj RA. Visgi manoma, kad
didesniy vitamino D doziy vartojimas sergantiems RA galbiit galéty pagerinti
uzdegiminiy audiniy jautruma vitaminui D [124].

Be jau apraSyto poveikio imuninés sistemos lasteléms, vitaminas D gali veikti
ir RASF funkcijas. Istirta, kad dél vitamino D poveikio slopinama RASF
gaminamy uzdegimo mediatoriy TNF-a, IL-6 ir MMP produkcija, be to,
trukdydamas aktinui persitvarkyti vitaminas D galbiit mazina RASF
invaziSkumg [131], keicia osteoprotegerino/RANKL santykj ir slopina RASF
salygota osteoklasty aktyvacija. Sinerginis IL-1p ir 1,25(0OH);Ds; poveikis
eksperimentinéms sinoviocity linijos MH7A lasteléms lemia IL-6, TNF-B,
taip pat Th17 iSskiriamy citokiny (IL-1pB, IL-6, IL-23) sumazéjusig produkcija,
taip jrodydamas sinerginj vitamino D reguliacinj poveikj T lasteliy fenotipui
[132]. Kiti su MH7A lastelémis atlikti tyrimai taip pat parod¢, kad vitaminas
D gali turéti jtakos sinoviocity apoptozei, ta¢iau $is poveikis buvo tik skiriant
1,25(0OH);Ds ir TNF-a kombinacija kartu [133]. Apibendrinant — pateiktos
izvalgos leidzia daryti prielaida, kad prieSuzdegiminis vitamino D poveikis
yra stipriausias, kai paZeidziama imuninio atsako suaktyvinimo riba ir
pradedami gaminti citokinai. Uzdegimingje aplinkoje vitaminas D veikia kaip
griztamojo rySio reguliatorius, mazinantis uzdegiminj imuninj atsaka [122].
Taigi atlikti RA patogenezéje dalyvaujanéiy lasteliy kultliry tyrimai su tam
tikromis iSimtis jrodé jy jautruma vitamino D poveikiui, skatinanciam
prieSuzdegiminj atsakg, mazinanCiam RASF ir osteoklasty aktyvuma bei
kremzlés ir kaulo destrukcijg sergant RA. Vitamino D poveikis sinovijos
Iasteliy funkcijai detaliai pavaizduotas 5 pav.

Vis délto, sergant RA, teigiamas vitamino D poveikis sutrikus imuninés
sistemos veiklai yra ribotas dél nustatyto didelio vitamino D trikumo
paplitimo Sioje pacienty grupéje [134, 135]. Vitamino D trikumas siejamas
su padidéjusia RA ligos iSsivystymo rizika, didesniu ligos aktyvumu ir
blogesne gyvenimo kokybe bei fizine sveikata, taciau tyrimy rezultatai Siais
klausimais skiriasi.
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5 pav. Vitamino D kiekio poveikis imuninés sistemos lasteliy funkcijai. Anti-
CCP - antikiinai pries ciklinj citrulinizuota peptida; Breg — B reguliaciné
lastelé; FLS — j fibroblastg panasus sinoviocitas; IL — interleukinas; IFN —
interferonas; mDL — mieloidiné dendritiné lastelé; MMP — metaloproteinazés;
NDL — nesubrendusi dendritiné Igstelé; OPG — osteoprotegerinas; RANKL —
branduolio faktoriaus kappa B ligando receptoriy aktyvatorius; tolDL —
tolerogeniné dendritiné lgstelé; Treg — T reguliaciné Igstelé; TNF — naviko
nekrozés faktorius. Adaptuota i§ [124].

Vitamino D papildy vartojimas ir rizika sirgti RA. Merlino ir kolegy atliktas
prospektyvinis lowa‘os (JAV) motery tyrimas nustaté, kad vartojant daugiau
vitamino D papildy 34 % sumazéja rizika sirgti RA. Tyrimas vyko 11 mety ir
jo metu buvo nustatyti 156 nauji RA atvejai. Deja, bet autoriai nevertino UV
spinduliuotés poveikio, vykstant tyrimui nebuvo matuota ir vitamino D
koncentracija serume [136]. Atlikta metaanalize, jvertinusia trijy dideliy
im¢iy rezultatus, taip pat buvo nustatyta 24,2 % mazesné RA issivystymo
rizika asmenims, didesnémis dozémis vartojusiems vitamino D papildus
[137]. Vis délto didesné dalis tyrimy teigia, kad rySio tarp papildy vartojimo
ir rizikos susirgti RA néra [138-140]. 2016 m. publikuotas Kor¢jos

29



mokslininky tyrimas, analizaves 19 mety ir vyresniy koréjieciy motery turima
vitamino D kiekj, rySio su RA iSsivystymu nerado [140]. Tyréjai, lygine
besimptomiy asmeny, turinéiy teigiamus RA autoantikinus, ir seronegatyviy
kontrolinés grupés asmeny vitamino D méginius, reikSmingy skirtumy ir
padidéjusios rizikos sirgti RA taip pat nenustaté [141]. Galimg vitamino D
papildy vartojimo ir RA rizikos ry$j yra sunku paaiskinti dél to, kad UV
spinduliuotés salygota vitamino D gamyba ir i§ mitybos Saltiniy gaunamas
vitaminas D nevisada koreliuoja su serumo 25(OH)D kiekiu. Kadangi RA yra
polietiologin¢ liga, be aplinkos veiksniy, didel¢ jtakg turi ir genetiné
predispozicija, todél vertinti vien tik vitamino D jtaka yra klaidinga.

Vitamino D kiekio ir RA aktyvumo rysys. Kol kas vienas stipriausiy RA ir
vitaming D siejanéiy atradimy yra jo rySys su ligos progresavimu. 2015 m.
atliktas tyrimas parodé, kad ankstyvo RA metu nustatyta maza vitamino D
koncentracija buvo susijusi su mazesniu remisijos dazniu, didesniu ligos
aktyvumu ir prastesniu atsaku j gydyma, palyginti su pacientais, kuriems
nustatyta >20 ng/ml vitamino D koncentracija [142]. PanasSios jzvalgos apie
vitamino D triikumo rysj su RA ligos aktyvumu ir nejgalumo rodikliais buvo
aprasytos ir kituose didelés imties Europos ir Japonijos mokslininky
tyrimuose [143, 144]. Hong su bendraautoriais savo tyrimo metu jrodé, kad
RA sergantiems pacientams buvo bidinga maza vitamino D koncentracija,
kuri neigiamai koreliavo su cirkuliuojan¢iy uzdegimo mediatoriy IL-17 ir IL-
23 kiekiu ir RA sglygotu kaulo netekimu [145]. Kitas didelés apimties
apzvalginis straipsnis nagrin€jo vitamino D ir jvairiy ligy iSeitis. Apibendrinus
107 sisteminiy apzvalgy, 74 steb&jimo tyrimy metaanaliziy, 87 atsitiktiniy
im¢iy kontroliuojamy tyrimy metaanaliziy duomenis, nustatytas negin¢ijamas
vitamino D ir RA ligos aktyvumo rySys [146]. Vis délto duomenys
priestaringi, nes kai kuriy tyrimy, vertinusiy ligos aktyvumo rodiklius ir
vitamino D kiekj metu, reik§mingy sasajy nebuvo aptikta [147-150]. Kita
vertus, vitamino D ir ligos aktyvumo priezastingumg sunku vertinti, nes RA
sergantys pacientai neretai turi judéjimo atramos sistemos funkcijos
nepakankamumg, kuris mazina pacienty mobilumg ir galimybes UV
spinduliuotés metu gaminti parenterinj vitaming D. Rezultatams taip pat,
jtakos gali turéti mitybos jprociai, vitamino D trikumo paplitimas bendrojoje
populiacijoje ir skiriamas RA gydymas [151]. Visgi yra ir kita hipoteze,
teigianti, kad mazas vitamino D kiekis sergant RA gali bati létinio
uzdegiminio atsako pasekmé: vitaminui D veikiant kaip aktyvios fazés
baltymui, gali mazéti jo koncentracija. Tokiu atveju, vitamino D trikumas
tampa aktyvaus uzdegimo, o ne ligos aktyvumo rodikliu [152].
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Vitamino D papildy nauda sergantiesiems RA. Vienas i§ pagrindiniy RA
gydymo tiksly yra sumazinti uzdegiminj procesg ir skausma [153]. Skausmo
kilmé sergant RA gali buiti saglygota uzdegimo, struktiiriniy pokyciy ar pokyciy
centrinés kilmés skausmo procesuose [154]. Kauly ir raumeny sistemos
skausmas yra susijes su vitamino D trikumu ir gali buti sékmingai
moduliuojamas skiriant vitamino D papildus [155, 156]. Vertinant jau aptartg
imunomoduliacinj poveikj imuninés sistemos lgsteléms, vitamino D papildy
skyrimas gali buti naudingas ir gydant RA pacientus. Dvigubai aklo
atsitiktiniy iméiy placebo kontroliuojamo klinikinio tyrimo metu pacientams,
sergantiems ankstyvu RA, prie tradicinio gydymo skyrus vienkarting 300 000
TV cholekalciferolio doze, bendra jy sveikatos biuklé pageréjo. Tyrimo
pradzioje iSmatuota 16+4 ng/ml vitamino D serumo koncentracija gydymo
fone pakilo iki 28+4,3 ng/ml [157]. Kito panaSaus dizaino tyrimo metu
pacientams, sergantiems aktyviu RA, skirtas kassavaitinis gydymas 50 000
TV cholekalciferoliu kartu su metotreksatu, trukes 12 savaiéiy, nesumazino
DAS28 (angl. Disease Activity Score) ligos aktyvumo, nors serumo vitamino
D koncentracija gydymo metu ir pakilo. Reikia paminéti, kad gydymo
pradzioje tiek sergantieji RA, tiek kontrolinés grupés asmenys turéjo
pakankama vitamino D serumo kiekj [158]. 2017 m. apraSytas 3 ménesius
trukes tyrimas, kurio metu aktyviu RA sergantiems pacientams kartu su
tradiciniais sintetiniais liga modifikuojanciais vaistais (LMV) skirtas
vitaminas D (po 60 000 TV kas savaite 6 sav., véliau tesiant gydyma 1 kartg
per ménesj), gydymo fone pasieké statistiSkai reikSmingg ligos aktyvumo
(DAS28) sumazéjima palyginti su tyrimo pradzia [159]. Lourdudoss ir kolegy
atliktu ankstyvo RA tyrimu nustatyta, kad didesnis su maistu gaunamo
vitamino D kiekis pries gydyma liga modifikuojanciais vaistais 1émé geresnj
Europos priesreumatinés lygos (angl. European League Against Rheumatism,
EULAR), vertinta pagal DAS28 ligos aktyvuma, gydymo atsaka (SS 1,8 (95%
Pl 1,14-2,83)), paskyrus LMV [160]. Tyrimy rezultatai skiriasi dél studijy
heterogeniskumo: tyrimo dizaino, tiriamyjy imciy, vertinamy skirtingy
tiriamyjy charakteristiky, ligos aktyvumo, vitamino D kiekio jtraukimo j
tyrimg metu, vitamino D papildy dozés, gydymo trukmés ir kity veiksniy. Taip
pat stebéjimo tyrimy rezultatai yra ne tokie patikimi kaip atsitiktiniy im¢iy
klinikiniy tyrimy. Visgi vitaminas D yra sglyginai nebrangi ir saugi priemoné,
galinti turéti teigiama jtaka gydymo efektyvumui, vartojant kartu su RA
skiriamais LVM [161]. Svarbu paminéti, kad vitamino D papildy efektyvuma
gali lemti ir skirtingi vitaming D suri$ancio baltymo kiekiai bei genetiniai
vitamino D apykaitg lemiantys veiksniai [162].
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2.2.3. VDR genas ir jo polimorfizmai

Vitamino D receptorius yra koduojamas VDR geno, kuris lokalizuotas 12
chromosomos 12q13.11 srityje ir sudarytas i§ 11 egzony. Trys i§ jy formuoja
5’ nekoduojantj regiona, o like 8 atsakingi uz VDR produkta. VDR gena
sudaro apie 100 000 baziy pory, i$ kuriy tik apie 4600 koduoja VDR [164].
VDR genas turi platy promotoriaus regiona, galintj generuoti daug audiniams
specifisky transkripcijos veiksniy [165].

Yra zinoma, kad patj VDR gena reguliuoja tokie veiksniai kaip amzius,
aplinka (dieta, saulés ekspozicija, uzterStumas, infekcijos). Didzioji dalis Siy
veiksniy dalyvauja VDR reguliacijoje ir daro jtakg vitamino D kiekiui. Be kity
reguliacijoje dalyvaujan¢iy veiksniy yra jvardijamOs ir epigenetinés
modifikacijos (DNR metilinimas, histony modifikacijos, nekoduojancios
RNR), genetiné VDR promotoriy, stiprintuvo seky ir polimorfizmy reik§meé
[163]. Irodyta, kad tam tikry genetiniy polimorfizmy ir aplinkos saveika,
veikdama vitamino D kiekj, taip pat dalyvauja VDR autoreguliacijoje.
Pavyzdziui, cirkuliuojan¢io vitamino D kiekis yra tiesiogiai susijgs su
cholesterolio sintezéje dalyvaujanéio geno DHCR7 polimorfizmais, taip pat
hidroksilinimui svarbiy CYP2R1, CYP24A1 geny variantais [163]. 2020 m.
publikuotoje sisteminéje apZzvalgoje apraSyti net 35 geny variantai, galintys
turéti jtakos vitamino D kiekiui, tarp kuriy jvardijami ir VDR polimorfizmai
[166].

Genetiniai, arba vieno nukleotido, polimorfizmai apibréziami kaip paveldimi
geny sekos pokyc¢iai, pasireiSkiantys daugiau kaip 1% populiacijos ir galintys
turéti jtakos geny raiskai bei funkcijai [167]. VNP funkcija priklauso nuo jy
lokalizacijos gene, ty. ar jie yra geno promotoriuje, 3’ ar 5’
netransliuojamame regione (angl. untranslated region, UTR), egzone ar
introne [168]. Geny promotoriai yra pagrindinés geny dalys, atsakingos uz
transkripcija ir veikia kaip cCis elementai, galintys reguliuoti geny raiska.
Zinoma, kad didelis VNP kiekis, aptinkamas geny promotoriuose, gali
daugiau kaip 50 % modifikuoti geny raiska [169]. Ne maziau reikSmingi ir
kitose geno dalyse aptinkami VNP. Zinoma, kad VNP lemia jvairius
biologinius mechanizmus ir net padidéjusia rizikg sirgti tam tikromis ligomis
[170].

Siuo metu yra zinoma daugiau kaip 470 VDR geno VNP [171], kiti $altiniai
suskai¢iuoja net iki 900 zmogaus VDR gene esanciy aleliy varianty, i§ kuriy
geriausiai istirti Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) ir
Tagl (rs731236) [172]. Bsml ir Apal polimorfizmai lokalizuoti VDR geno 3’
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galo introne tarp 8 ir 9 egzony, 0 Taql yra aptinkamas 9 egzone. Visi §ie trys
polimorfizmai, esantys 3’ VDR geno gale, manoma, yra paveldimi kartu ir
sukelia tylias kodono mutacijas, susijusias su padidéjusiu VDR iRNR
stabilumu, nors ir neturi jtakos VDR baltymo struktiirai [173]. Nors Apal,
Bsml ir Tagl polimorfizmy funkcija néra iki galo aiski, ta¢iau manoma, kad
Siy polimorfisky regiony paveldéjimas su kitais etiopatogenezéje Svarbiais
genais gali nulemti ligos iSsivystymg. O Fokl polimorfizmas, lokalizuotas
pradzios kodone, t.y. 2-ame VDR geno egzone, lemia skirtingo ilgio VDR
baltymo sintez¢. Trumpajai 424 amino ragséiy baltymo izoformai budingas
didesnis aktyvumas, ji yra stabilesné nei jprasta 427 amino rugsciy forma
[164]. VDR geno polimorfizmai pavaizduoti 6 pav.

N B WY YITIWED 12chromosoma

VDR geno polimorfizmai
' I—I-I-I-I-H—_
I

VDR 5’ I Il 3’ VDR
egzonas I II
1F 1E1A1D 1B 1€ 2 3 4 s 6 7 8 9

6 pav. VDR geno polimorfizmai. VDR — vitamino D receptorius. Adaptuota
is [174].

Manoma, kad vitamino D trikumas ir genetiniai VDR variantai gali turéti
jtakos autoimuniniy, uzdegiminiy ligy, tokiy kaip pirmo tipo cukrinis
diabetas, i$sétiné sklerozé ir kt., vystymuisi ir progresavimui [175, 176].
Pastaraisiais deSimtmeciais VDR geno polimorfizmai tapo ir RA tyrimo
objektu vertinant genetiniy rizikos veiksniy jtaka ligai skirtingose pasaulio
populiacijose. Visgi rezultatai skiriasi dél tyrimy imties dydzio, statistinés
galios, etniniy grupiy, ir galimos aplinkos ir genetiny veiksniy sagveikos.
Todél, turbut tiksliausiai VDR VNP ir RA ligos ry$j galima jvertinti
metaanaliziy duomenimis.

2020 m. publikuotoje 17 tyrimy apimancioje metaanalizéje nustatytas Bsml
bb genotipo (SS =1,36, 95% PI 1,06-1,76) ir RA rizikos rysys [178]. Kitoje,
23 tyrimus analizavusioje apzvalgoje pateikta, kad Fokl polimorfizmui
budingas apsauginis poveikis nuo RA iSsivystymo tiek europieCiams, tiek
Azijos gyventojams; Tagl mazina rizikg sirgti RA arabams ir afrikie¢iams, 0
padidéjusia rizika lemia tik Bsml variantas ir tik Afrikos populiacijos
tirilamiesiems [179]. PrieSingai nei pateiktoje analizéje, kity autoriy
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publikacija, apémusi 1703 RA atvejus ir 2635 kontrolinés grupés tiriamyjy
rezultatus, nustaté Taql T ir Fokl F aleliy ir RA rysj. Tyrimo metu atlikta
pogrupiy analizé jrodé, kad etniné grupé, geografinis regionas, amzius ir
vitamino D Kiekis statistiskai reikSmingai 1émé VDR polimorfizmy ir RA ry$j
[180]. Ta patj patvirtino ir Lee su bendraautoriais paskelbti duomenys,
jrodantys Fokl F alelio nulemtg RA rizika europiec¢iams [181]. Nors didzioji
dalis tyrimy yra atlikta tiriant rySj tarp VDR polimorfizmy ir padidéjusios
rizikos sirgti RA, taciau kiti autoriai nagringj¢ ligos aktyvumo ir genetiniy
varianty sgsajas, nustaté Bsml bb genotipo ir maZesnio ligos aktyvumo rysj
[182]. Vertinant VDR polimorfizmy ry$j su RA susijusia osteoporoze, rasta
asociacija su Fokl Ff genotipu [183], o Tagl t ir Bsml B aleliai buvo susije su
greitesniu kaulo netekimu [184]. Galima daryti prielaidg, kad tam tikry
genetiniy polimorfizmy kombinacija gali nulemti padidéjusia rizika sirgti kai
kuriomis ligomis, taip pat RA. Be to, kad aplinkos veiksniai ir etniSkumas gali
veikti VDR geno funkcijg ir raiska [179, 185].

2.2.4. Vitamino D atsako kelio epigenetinis valdymas

Kaip aptarta ankséiau, epigenetiniai mechanizmai yra svarbiis geny raiskos
reguliacijoje, o vitamino D ir epigenomo rysys yra vertinamas keletu aspekty.

Pirmasis sgveikos su epigenomu lygis yra susijes su vitamino D apykaitoje
dalyvaujanc¢iy baltymy raiska. Geny, koduojan¢iy VDR ir vitaming D
metabolizuojancius fermentus CYP2R1, CYP27B1 ir CYP24A1, reguliacinés
sekos turi gausias CpG salas, todé¢l iy sri¢iy metilinimas gali lemti minéty
geny raiskos slopinimag ir sutrikusig vitamino D apykaitg [14, 186, 187].
Antrasis vitamino D endokrinologijos ir epigenomo rySys apima tiesioging
VDR baltymo su chromatino komponentais arba koaktyvatoriais, pavyzdziui,
histony acetiltransferazémis, sgveikg. Pastaryjy aktyvumas lemia lokaly
chromatino atlaisvinima, kur gali jungtis VDR ligandas 1,25(0OH).Ds [187,
188]. VDR, jungdamasis su genomo DNR, taip pat gali formuoti kompleksus
su korepresoriy baltymais, susijusiais su histony deacitilaziy aktyvumu, kurios
atitinkamuose genomo lokusuose lemia uzdara chromating. Tokiu biidu, pries
prisijungiant vitaminui D, Kkorepresoriai paleidziami ir pakeiiami
koaktyvatoriy kompleksais, taip reguliuojant geny raiskos aktyvuma [14,
189]. Yra zinoma, kad vitaminas D gali epigenetiskai veikti chromating
modifikuojanéius ir remodeliuojanéius baltymus, kuriuos koduojantys genai
yra pirminiai VDR taikiniai. Taip vitaminas D daro jtaka histony metilinimo
lygiui sergant tam tikromis onkoproliferacinémis ligomis [190, 191].
Galiausiai, yra duomeny, kad sergant prostatos karcinoma, VDR ligandai gali
stimuliuoti ir tiksliniy VDR geny reguliaciniy seky DNR demetilinima [192]
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taip pat slopinti arba skatinti raiska tam tikry miRNR, kurios grjztamojo rysio
principu taip pat geba reguliuoti 25(OH)D sintezg, katabolizmg ar signalo
kelig [193]. Epigenetinés modifikacijos yra esminiai veiksniai, lemiantys
VDR reguliuojamy geny raiska, taigi $iy mechanizmy reguliavimo sutrikimas
gali sukelti patologinius procesus [193]. Zinoma, kad vitamino D apykaitos
geny DNR metilinimas ir histony modifikacijos gali pakeisti chromatino
konformacijg i§ atviros j uzdarg ir nulemti geny raiskos slopinimg. Vitamino
D apykaitos geny raiSka sutrinka sergant onkologinémis, autoimuninémis,
infekcinémis ligomis [194-197]. Manoma, kad Sie poky¢iai yra i$ dalies susije
su epigenetinémis modifikacijomis ir yra intensyviai tiriami esant skirtingoms
patologijoms.

Turbut aktualiausias vitamino D atsako kelio geny epigenetinis valdymas yra
susijes su silpnesniu 1,25(0OH).Ds atsaku, kuris gali biiti paveiktas vitamino D
metabolizavimo geny promotoriy metilinimo. Pagrindiniai vitamino D kiekio
ir signalinio kelio reguliatoriai yra CYP2R1, CYP24A1, CYP27B1 ir VDR
genai, dar vadinami ,,vitamino D jrankiy rinkiniu“ (angl. ,, the vitamin D tool )
[14]. VDR genas, lokalizuotas 12 chromosomoje, turi 4 potencialius
promotoriy regionus, kuriy epigenetinis slopinimas lemia sumazéjusj
jautrumg aktyviai vitamino D formai 1,25(OH).Ds sergant jvairiomis ligomis
[14, 198]. CYP2R1, esantis 11 chromosomoje (11p15.2 sritis) ir koduojantis
mitochondrinj P450 fermentg 25-hidroksilaze, taip pat turi CpG salg geno
promotoriaus srityje ir gali buti epigenetiskai reguliuojamas [199]. Kitas
vitamino D metabolizme dalyvaujantis mitochondrinis fermentas la-
hidroksilazé, koduojamas 12 chromosomoje (12q13.1-q13.3) esancio
CYP27B1 geno, atsakingas uz 25(OH)Ds konversijg j aktyvig vitamino D
formg kalcitriolj [199]. Nustatyta, kad, skirtingai nei pries tai iSvardyty geny,
pastarojo CpG salos yra lokalizuotos geno kiine [200]. Manoma, kad ligos
atveju CYP27B1 DNR metilinimas gali salygoti sumazéjusia vieting
1,25(0OH).Ds aktyvacija vitamino D taikiniy lastelése bei inkstuose ir taip
riboti vitamino D funkcija [14]. CYP24Al genas, lokalizuotas 20
chromosomoje (20913.2-g13.3), koduoja vitaming D Kkatabolizuojantj
baltyma 24-hidroksilazg ir turi vieng CpG sala, reguliuojama DNR metilinimo
badu. Sioje geno srityje taip pat aptinkami keli atsako elementai, jskaitant du
VDRE, vitaminus stimuliuojantj elementg ir SP1 jungimosi sritj [14, 199]. Yra
zinoma, kad sveikose kepeny, skeleto raumeny, kraujo, smegeny lastelése ir
odos fibroblastuose CYP24A1 promotorius néra metilintas, nors geno rai$ka
labai varijuoja [201, 202]. O subrendusiose placentos lastelése CYP24A1
metilinimo lygis yra aukstas, siekia 56,5% [202].
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Zinoma, kad VDR ir CYP $eimos geny epigenetiné reguliacija gali lemti ir
atsaka | vitamino D papildy vartojima bei patj vitamino D kiekj organizme.
Nedidelés imties viso genomo analizés studijos metu aptiktas aukstesnis
CYP2R1 geno metilinimo intensyvumas leukocituose asmeny, kuriems
nustatytas isreiksStas vitamino D triikumas, palyginti su kontroline grupe [203].
Kitu tyrimu, vertinusiu 12 ménesiy vitamino D papildus vartojusiy
pomenopauzinio amziaus motery kraujo lgsteliy DNR, nustatyta, kad gydymo
atsako neturéjusioms tiriamosioms buvo budingas didesnis CYP2R1
metilinimo lygis tick gydymo pradzioje, tiek pabaigoje. O abiejuose matavimo
taSkuose stebétas Zemesnis CYP24A1 metilinimo lygis, taip pat jis neigiamai
koreliavo su vitamino D kiekiu. Autoriai teigia, kad bazinis minéty geny
metilinimo lygis gali biiti vertinamas kaip prognostinis vitamino D papildy
atsako rodiklis [204]. Beckett ir kolegy tyrimas analizaves VDR, CYP2R1,
CYP27B1 ir CYP24A1 metilinimo lygj, taip pat nustaté silpng neigiama
koreliacijg tarp vitamino D kiekio ir CYP2R1, CYP24A1 metilinimo lygio.
VDR metilinimas tiesiogiai koreliavo su vitamino D kiekiu, o CYP27B1
neparodé jokiy reik§mingy asociacijy su vitaminu D [200]. | analize jtraukus
vitamino D papildy, kalcio vartojimg, KMI, rikyma, amziy, lytj ir kt.
kintamuosius, nustatyta, kad CYP2R1 metilinimas isliko nepriklausomas
neigiamas vitamino D kiekio prognostinis rodiklis, o VDR geno — teigiamas
[200]. 2020 m. publikuoto atsitiktiniy im¢iy Klinikinio tyrimo isvadose taip
pat rasoma, kad CYP Seimos geny ir VDR geno metilinimo lygis yra susijes su
atsaku j gydyma vitaminu D [205].

Taigi remiantis pateiktais duomenis, stebimas stiprus vitamino D ir
epigenetiniy mechanizmy rySys. Matome, kad pati vitamino D reguliacijos
sistema geba lemti epigenetinius pokyc¢ius esant tam tikroms patologinéms ir
fiziologinéms bikléms, 0 kritiSkai svarbiy vitamino D atsako geny raiska gali
biiti slopinama DNR metilinimo btdu.

Glaustai apibendrinant, reikia paminéti, kad RA yra polietiologiné, sudétingos
imunopatogenezés liga, kurios iSsivystymas ir eiga siejami su aplinkos,
genetiniy ir epigenetiniy veiksniy sgveika. Vitaminas D, veikdamas per
specifinius VDR, esanéius daugelyje organizmo lgsteliy yra svarbus imuninés
sistemos  funkcijai,  pasizymi  sisteminiu  priezuzdegiminiu  ir
imunomoduliuojanéiu poveikiu. Vitamino D trikumas yra placiai paplites
nutolusiose nuo pusiaujo geografinése platumose gyvenanéiy zmoniy
populiacijose. RA sergantiems pacientams $is trilkumas gali biiti sietinas su
didesniu ligos aktyvumu, blogesne gyvenimo kokybe ir prastesniais fizinés
sveikatos rodikliais. Manoma, kad vitamino D atsako efektyvuma gali lemti
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ne tik endogeninio vitamino D kiekis, gamyba veikiant saulés $viesai, bet ir
VDR geno polimorfizmai. GenetiSkai predisponuoto asmens nuolatinis
imuninis atsakas ] nenustatyta antigeng salygoja autoimunogeniSkumo
susidaryma. Nors apie 40 % genetiniy RA rizikos veiksniy apima HLA-DRB1
lokuso aleliai, tac¢iau ne maziau svarbiis ligos etiologijoje gali bati ir kiti kartu
paveldinimi genetiniai regionai. Todél daug démesio taip pat yra kreipiama j
VDR geno Bsml, Fokl, Apal ir Tagl polimorfizmus, kuriy tam tikri aleliai ir
genotipai, literatiros duomenimis, yra siejami su padidéjusia skirtingy
geografiniy regiony populiacijy rizika sirgti RA. Be genominio vitamino D
poveikio, $is sekosteroidas pasizymi epigenetiniu aktyvumu. Epigenetinés
modifikacijos — DNR metilinimas — yra budingas tiek RA paZeistame
sgnaryje, tiek yra nustatomas vitamino D atsako kelio (CYP2R1, CYP24Al,
CYP27B1 ir VDR ) geny sekose. Sios modifikacijos gali lemti geny raiskos
slopinima, sutrikusia vitamino D apykaita ir veikti vitamino D kiekj
organizme. Be placiai apzvalgoje aptarto vitamino D sisteminio, genetinio ir
epigenetinio poveikio organizmui, svarbi ir létinés infekcijos — periodontito
itaka sergant RA. Bendri ligy etiopatogenezés mechanizmai neabejotinai sieja
Sias ligas, o didesnis sergamumas PD ir jo sunkumas sergantiesiems RA gali
biti svarbus ir ligos i$sivystymo procesuose, taip pat nepamirstant vitamino
D trakumo sasajy.

3. TYRIMO METODIKA

Atliekant mokslinj tyrima taikyti atvejo kontrolés (vitamino D koncentracijos
kraujo serume, genetiniy ir epigenetiniy veiksniy vertinimui) ir vienmomentis
skerspjuvio (létinio periodontito jvertinimui) metodai. Mokslinis darbas buvo
atliekamas Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky (VULSK)
Reumatologijos centre, bendradarbiaujant su VU Gyvybés moksly centru
atlikti VDR vieno nukleotido polimorfizmy ir DNR metilinimo tyrimai, o
VULSK Laboratorinés medicinos centre — vitamino D (25(OH)D)
koncentracijos kraujo serume nustatymas. VUL Zalgirio klinikoje gydytojas
periodontologas atliko tiriamyjy burnos sveikatos iStyrimg, létinio
periodontito jvertinima. Taip pat, bendradarbiaujant su VULSK Seimos
medicinos centro Seimos gydytojais, jtraukti kontrolinés grupés tiriamieji.
Kadangi tyrimas buvo tarpkryptinis, jgyvendinant uzdavinius dalyvavo
gydytojai reumatologai, Seimos gydytojai, mokslininkai, atliekantys
genetinius tyrimus, gydytojai periodontologai ir laboratorinés medicinos
specialistai.
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Disertacijos autoré parengé ir pateiké dokumentus Vilniaus regioniniam
biomedicininiy tyrimy etikos komitetui atlikti tyrima, gavusi leidima atliko
tirlamyjy (RA serganciy pacienty ir kontrolinés grupés asmeny) atranka ir
itraukima ] tyrima, anketavimg, reumatologinés biklés jvertinima, taip pat
kraujo méginiy ruoSimg biocheminiams, genetiniams tyrimams, pildé
duomeny baze, atliko duomeny statistinj skaiiavima, analizavo ir
interpretavo gautus rezultatus, juos pristaté mokslinése konferencijose, pirmo
autoriaus teisémis kartu su bendraautoriais parengé publikacijas.

3.1. Tiriamyjy jtraukimo ir nejtraukimo j tyrima kriterijai

RA serganciyjy ir kontrolinés grupés tiriamyjy atrinkimas, jtraukimas, grupiy
sudarymas ir iStyrimas buvo atlickamas VULSK Reumatologijos centre.
Kontrolinés grupés tiriamieji j tyrima buvo kvie¢iami VULSK Seimos centro
gydytojo, ir jei atitiko jtraukimo kriterijus nukreipti j Reumatologijos centrg.
Visi jtraukti tiriamieji buvo supazindinti su tyrimo tikslais, tyrimy metodais,
galima nauda ir Zala (pateikta asmens informavimo forma) ir, pasirase
informuoto asmens sutikimo forma, jtraukti j tyrimg. Doktorantiros tyrimui
atlikti buvo gauti Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimai (2016-11-08 Nr.158200-16-864-379 ir 2018-05-08 Nr.158200-18/5-
1037-533). I8 Valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos taip pat gautas
leidimas tyrimo metu atlikti asmens duomeny tvarkymo veiksmus (2018-03-
09 sprendimas Nr. 2R-1740(2.6-1.)).

I mokslinj tyrima i§ viso jtraukti 206 RA sergantys pacientai (184 moterys ir
22 vyrai) ir 180 pagal amziy ir lytj j kontroling grupe atrinkty sveiky asmeny
(163 moterys ir 17 vyry). Autoimuniniu artritu sergantiems tiriamiesiems RA
diagnoz¢ buvo patvirtinta remiantis Amerikos reumatology kolegijos (angl.
American College of Rheumatology, ACR) ir EULAR 2010 m. reumatoidinio
artrito Kklasifikacijos kriterijais arba 1987 m. ACR reumatoidinio artrito
klasifikacijos kriterijais, jei diagnozé buvo patvirtinta iki 2010 m. [206, 207].
Tyrimo metu pateikus anketas surinkti visy RA tiriamosios grupés pacienty
grupés tiriamieji uZpildé pateiktus Kklausimynus: Sveikatos vertinimo
klausimyna (angl. Health Assessment Questionnaire, SVK) ir RA ligos
poveikio klausimyna (angl. Rheumatoid Arthritis Impact of Disease, RAID)
[208, 209]. RA ligos aktyvumo jvertinimui apskai¢iuotas ligos aktyvumo
indeksas DAS28, vertinantis 28 sutinusius ir skausmingus sgnarius, Skausmo
vizualing analogijos skale (VAS 100 mm) ir C reaktyvaus baltymo
koncentracija (mg/l). Pagal DAS28 CRB indekso reiksmg¢ RA ligos
aktyvumas vertintas atitinkamai: didelis ligos aktyvumas (>5,1), vidutinis
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ligos aktyvumas (>3,2-5,1), nedidelis ligos aktyvumas (2,6-3,2) ir remisija
(<2,6) [210]. Kontrolinés grupés tiriamiesiems  (nesergantiems
autoimuninémis reumatinémis ir nereumatinémis ligomis, onkologinémis,
létinémis dekompensuotomis ligomis) pasirasius informuoto asmens sutikimo
forma surinkti demografiniai, antropometriniai duomenys.

Tiriamosios grupés jtraukimo j tyrima kriterijai:

1. Asmenys, vyresni nei 18 mety.

2. RA diagnozé patvirtinta remiantis ACR/EULAR 2010 m.
diagnostikos kriterijais (arba 1987 m. ACR RA diagnostikos
kriterijais, jei diagnozé nustatyta iki 2010 m.).

3. Ligos eiga modifikuojanciy vaisty vartojimas bent 1 mén.

4. Asmenys, sutinkantys dalyvauti tyrime ir pasirasg¢ informuoto asmens
sutikimo formg.

Tiriamosios ir kontrolinés grupiy nejtraukimo j tyrimg kriterijai:

1. Asmenys, jaunesni nei 18 mety.

2. Néstumas.

3. Sergantys kitomis autoimuninémis ligomis (nervy, endokrininés
sistemos, kt.).

4. Tiriamieji, kuriems per pastaruosius penkerius metus buvo
diagnozuota piktybiné liga (iSskyrus bazoceliuling karcinoma, Ca in
situ).

5. Sergantieji 1étinémis dekompensuotomis ligomis (pvz., kepeny
cirozé, kt.).

Ar pacientai neturi nejtraukimo j tyrimg kriterijy buvo jvertinta remiantis
tiriamojo medicinine dokumentacija, surinkta ligos ir gyvenimo anamneze.

Visiems RA ir kontrolinés grupés tiriamiesiems paimti kraujo méginiai
vitamino D koncentracijos, VDR geno polimorfizmy ir VDR, CYP24A1,
CYP2R1 DNR metilinimo tyrimams atlikti. Siekiant uztikrinti asmens
duomeny apsaugg ir sumazinti subjektyviy veiksniy jtaka, visi tyrimo
duomenys buvo koduojami.

Devyniasdesimt trims RA sergantiems tiriamiesiems (84 moterims ir 9
vyrams) VUL Zalgirio klinikoje uZpildyta létinio periodontito rizikos veiksniy
anketa, atliktas periodontologinis klinikinis istyrimas. IStyrimo metodika
pateikiama toliau (zr. 3.5 punkta). Kita dalis tiriamyjy, atsisakiusiy dalyvauti
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Siame tyrimo etape, nesutiko dél asmeniniy ar socialiniy priezas¢iy (vizitas
darbo metu, néra galimybés atvykti i$ kito Lietuvos regiono ir t.t.).

Tiriamyjy imties turio skai¢iavimas

Siekiant i$laikyti ne mazesng nei 80 % kriterijaus galig ir 5 % reik§mingumo
lygmenj, apskaiCiuotas minimalus reikiamos imties dydis:

- VDR VNP analizé — 185 RA atvejai ir 185 kontrolinés grupés tiriamieji.

- DNR metilinimo tyrimas — darant prielaida, kad metilinimo daznis ligos
atvejais ir kontrolinéje grupéje bus didelis, reikiamas imties dydis turéty
bati atitinkamai 180 ir 160. Metilinimo lygiui esant Zemam, bet kelis
kartus skiriantis tarp grupiy, imties dydis atitinkamai turéty siekti 130 ir
120. Statistiniam reikSmingumui islaikyti esant vidutiniam metilinimo
lygiui ir/ar nedideliam metilinimo skirtumui tarp grupiy, tyrimas turi biiti
atliktas surinkus mazdaug po 300 tiriamyjy grupes.

- Periodontito jvertinimo tyrimas —vienmomenc¢iam skerspjavio tyrimui
apskai¢iuota reikiama imtis sudaré 90 tiriamyjy.

Imties dydziui skai¢iuoti naudotos G*Power ir OSSE programos. I$ viso j
tyrimg buvo jtraukti 386 asmenys (206 sergantys RA ir 180 kontrolinés
grupés asmeny), i§ kuriy periodontologinio tyrimo etape dalyvavo 93
tiriamieji, sergantys RA, taigi galima daryti iSvada, kad tiriamoji imtis buvo
reprezentatyvi.

3.2. Vitamino D koncentracijos nustatymas

Visi tiriamieji (sergantieji RA ir kontroliné grupé) j tyrima buvo jtraukti 2017—
2020 m. spalio—geguzés ménesiais, atsizvelgiant | zinomus sezoninius
25(0OH)D serumo lygio svyravimus ir galima jy jtaka RA ligos aktyvumui ir
kitiems klinikiniams rodikliams. Kraujo méginiai buvo paimti naudojant BD
Vacutainer Serum Separator Tubes (5 ml) (BD Biosciences, JAV) ir paruosti
pagal standartines procediiras. Vitamino D serumo koncentracijos jvertinimas
buvo atliktas VULSK Laboratorinés medicinos centre naudojant
chemiliuminescencing imuning analize (Architect ci8200 analizatorius, Abbott
Laboratories, JAV), kurios geba aptikti 25(OH)Ds; yra nuo 98,6 % iki
101,1 %, o 25(0OH)D, — nuo 80,5 % iki 84,4 %. Vitamino D koncentracija
buvo Klasifikuojama remiantis 2011 m. paskelbtomis Tarptautinés
endokrinology draugijos gairémis [116]. Vitamino D trikumas konstatuotas,
kai 25(OH)D koncentracija kraujo serume buvo <50 nmol/l, vitamino D
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nepakankamumas — esant >50-75 nmol/l koncentracijai, o normaliu laikytas
> 75 nmol/l kiekis[116].

3.3. VDR genotipavimo tyrimai

Siekiant nustatyti VDR geno polimorfizmy (Bsml, Fokl, Apal ir Taql) aleliy
ir genotipy daznio pasiskirstyma tarp serganciy RA ir kontrolinés grupés
asmeny, atlikti genotipavimo tyrimai. Siame tyrimo etape istirti visy j tyrima
itraukty tiriamyjy (206 RA sergantys pacientai ir 180 kontrolinés grupés
asmeny) kraujo méginiai.

3.3.1. Lasteliy paruosimas ir DNR gryninimas

Kraujo méginiai VDR geno polimorfizmy tyrimams paimti naudojant BD
Vacutainer® CPT™ Mononuclear Cell Preparation Tube — Sodium Citrate
mégintuvélius (BD Biosciences, JAV). Periferinio kraujo vienbranduolés
lastelés  (leukocitai) paruoStos laikantis gamintojo rekomendacijy ir
standartizuoty procediry reikalavimy: mégintuvéliai su kraujo méginiais
centrifuguojami (Centrifuge, Heraeus Megafuge 8 Centrifuge, Thermo
Scientific (TS) dalis Thermo Fisher Scientific (TFS), JAV), susidares plazmos
sluoksnis nusiurbiamas, o atsiskyre leukocitai perkeliami | atskirg
mégintuvélj, kur toliau atliekamas etapinis centrifugavimas ir lasteliy
plovimas naudojant PBS (angl. phosphate-buffered saline, Biochrom,
Vokietija) buferj. Véliau kriomégintuvéliai su paruostomis lgstelémis laikomi
—70 °C temperatiiroje iki kity tyrimo etapy.

Surinkus pakankamg méginiy imtj, atlikta tolesné genetiné analizé — DNR
gryninimas. DNR buvo i$skirta naudojant komercinj GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (TFS) ir laikantis gamintojo rekomendacijy. I$skirtos DNR
koncentracija iSmatuota naudojant NanoDrop® 2000 spektrofotometra (TS,
TFS), grynumas jvertintas taikant 260/280 ir 260/230 santykj. Kiekvieno
tiriamojo DNR lygiomis dalimis padalyta j du LoBind (Eppendorf, Vokietija)
1,5 ml mégintuvélius, kuriy vienas naudotas genotipavimo, kitas DNR
metilinimo tyrimams. Visi mégintuvéliai koduoti ir laikyti —80 °C
temperattroje.
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3.3.2. Kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (kPGR)

Keturiy VDR geno vieno nukleotido polimorfizmy Bsml (rs1544410), Taqgl
(rs731236), Fokl (rs2228570) ir Apal (rs7975232) analizé atlikta naudojant
jautrius ir specifiSkus TagMan zondus ir taikant kiekybine polimerazés
grandining reakcija (kPGR). Laikantis gamintojo rekomendacijy i$skirta DNR
pagausinta naudojant genotipavimui skirtus pradmeny ir zondy rinkinius
TagMan SNP Genotyping Assay (AB, TFS, JAV), 2 x PGR mi$inj TagMan
Universal Master Mix Il with UNG (Uracil-N-glikozilaz¢) (AB, TFS) ir
vanden] be RNaziy. kPGR reakcijos atliktos naudojant realaus laiko PGR
instrumentg QuantStudio 5 Real-Time PCR System (AB, TFS). PGR reakcijos
temperatiirinio rezimo salygos buvo pritaikytos TagMan PGR misiniui (2
lentelé). Kiekvienos reakcijos metu buvo naudojama tarSos kontrolé ir trys
teigiamos kontrolés — méginiai, atspindintys tris genotipy klases:
homozigotinj genotipa pagal daznai paplitusj alelio variantg, homozigotinj
genotipg pagal retajj alelj ir heterozigotinj méginj. Genotipavimo duomenys
analizuoti naudojant QuantStudio 5 Real-Time PCR System program (versija
1.3, AB, TFS, JAV).

2 lentelé. KPGR reakcijos temperatiirinis rezimas

Temperatiira, °C Trukmé Ciklai Etapas
95 10 min 1 Fermento aktyvinimas
95 15s DNR grandiniy atskyrimas
40 Pradmeny, zondy

60 1 min prilydimas, grandinés
ilginimas, zondy skélimas

4 " 1 Reakcijos )
stabdymas/saugojimas

DNR — deoksiribonukleortigstis; kPGR — kiekybiné polimerazés grandininé reakcija

3.4. VDR, CYP2R1, CYP24A1 DNR metilinimo tyrimai

Vitamino D signalo kelio genai VDR, CYP2R1 ir CYP24A1 turi dideles CpG
salas savo reguliacinése sekose, todél gali buti metilinti ir epigenetiskai
reguliuojama jy raiska. Remiantis Siais duomenimis minéti genai buvo atrinkti
DNR metilinimo analizei. I viso istirti 76 tiriamyjy (35 sergan¢iy RA ir 41
pagal amziy ir vitamino D koncentracija atrinkto kontrolinés grupés asmens)
DNR méginiai.
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3.4.1. DNR bisulfitiné modifikacija

Atrinkty tiriamyjy DNR méginiams atlikta DNR bisulfitiné modifikacija EZ
DNA Methylation™ rinkiniu pagal gamintojo protokola (Zymo Research,
JAV). Sios konversijos metu nemetilintas citozinas pakei¢iamas j uracilg, o
metilintas citozinas islicka nepakites. Méginiai su modifikuota DNR
koduojami ir laikomi —20 °C temperatiiroje. PGR ir pirosekoskaitos pradmeny
kairimui naudota Ensembl duomeny bazé
(https://www.ensembl.org/index.html) ir programiné jranga PyroMark Assay
Design Software (versija 2.0.1.15, Qiagen, 2008, Vokietija). PGR ir
pirosekoskaitos pradmeny sekos pateiktos 3 lenteléje. Parinkus optimalius
PGR reakcijos temperatiirinius rezimus pradmeny prisijungimui prie
modifikuotos DNR ir laikantis gamintojo protokolo, atliktas taikiniy
pagausinimas naudojant PGR reakcijos mi$inj. Pagausintas produktas
patikrintas vykstant elektroforezei 3 % agarozés gelyje.

3 lentelé. VDR, CYP2R1, CYP24A1 geny PGR ir pirosekoskaitos pradmenys

Pradmeny sekos llgis, GC, % A.mphkono
nt ilgis, bp
GTTGGGTTGTTTTTGTTTGTT
_nl
VDR-p AAAAG 26 30,8
VDR Biotinas- 131
ap? CCTATCCTAAAACCCCCTTT 21 47,6
C
VDR- TTGTTTTTGTTTGTTAAAAG
; 21 | 238 -
seq G
CYP2R1 | GGAAGTTTTGGAGAGTTGAA
1 23 43,5
P GAG
Biotinas- 222
SiYIZDZRl CCTCTCCCTACACCTAACTC 28 46,4
P TACTTTCT
f:sz(I;ZRl AGTTGTTGAAGTAGAGG 17 41,2 —
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https://www.ensembl.org/index.html

3 lentelés tesinys

CYP24A1- | AGTGTAAGGAGGTATTAA 26 308
p! TGTTTTGA '
Biotinas 130
aC;PZA'Al_ AAAAAAACAAAAAAAACC 30 13,3
AACTAATATAAT
CYP24A1- | GGAGGTATTAATGTTTTGA
seq? G 20 35,0 -

PGR - polimerazés grandininé reakcija; p! — prasminis pradmuo; ap? —
antiprasminis pradmuo; seq® — pirosekoskaitos pradmuo; nt — nukleotidai; bp —
baziy poros.

3.4.2. VDR, CYP2R1, CYP24A1 pirosekoskaita

Pirosekoskaitos metodas leidzia kiekybiskai jvertinti kiekvieno citozino
metilinimo lygj konkreCioje tiriamoje sekoje. Rengiant §j disertacijos darba
atrinkty méginiy metilinimo intensyvumas (MI) jvertintas 10 VDR CpG
pozicijy, 6 CYP2R1 CpG pozicijose ir 7 CYP24A1 CpG pozicijose. PGR
produkty pirosekoskaita atlikta naudojant PyroMark Gold Q24 Reagents
rinkinj ir kitus reagentus (Qiagen) laikantis gamintojo rekomendacijy.
Kiekvieno geno CpG pozicijy metilinimo lygis vertintas naudojant PyroMark
Q24 programing jrangg (versija 2.0.6, Qiagen, 2009) ir pateiktas procentine
iSraiska.

3.5. Periodontologinis tiriamyjy jvertinimas

Siekiant jvertinti létinio periodontito pasireiskimo daznj sergantiems RA, 93
tiriamiesiems atliktas detalus odontologinis gydytojo periodontologo
istyrimas VUL Zalgirio klinikoje. Periodontologinj ityrima sudaré visy danty
zondavimas graduotu zondu 6 taskuose ir ortopantomograma. RA pacienty
periodonto biuklé vertinta remiantis Siais parametrais: kraujavimo indeksas
(K1, %), zondavimo gylis (ZG, mm), periodonto jungties netekimo lygis
(PNL, mm), alveolinio kaulo rezorbcija (AKR, %), netekty danty skaiCius.
Periodontito diagnozé patvirtinta remiantis 2018 m. Amerikos periodontology
akademijos (angl. American Academy of Periodontology) ir Europos
periodontology federacijos (angl. European Federation of Periodontology)
periodontito klasifikacijos gairémis [211]. Remiantis gairémis létinis
periodontitas suskirstytas pagal stadijas, atitinkamai: | stadija — lengvas létinis
PD; Il stadija — vidutinio sunkumo létinis PD; 111 stadija — sunkus létinis PD;
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IV stadija — pazenggs sunkus létinis PD. Tiriamieji, kurie neatitiko PD
diagnostikos kriterijy, buvo laikomi periodontologiskai sveikais (RA+PD-),
0 visi likg, kuriems buvo diagnozuotas lengvas, vidutinis ar sunkus PD,
priskirti periodontitu serganciyjy (RA+PD+) grupei. Periodontologinéje
anketoje surinkti duomenys apie tiriamyjy burnos higienos ir zalingus jprocius
(rukyma, alkoholio vartojima, kt.). Tiriamieji, turintys maziau nei 8 dantis ir
vartojantys periodonto audinius galin¢ius paveikti medikamentus (pvz., kalcio
kanalo blokatorius, kt.) nebuvo jtraukti j tiriamyjy imtj. Visi kiti jtraukimo ir
nejtraukimo j tyrima kriterijai iSvardyti 3.1 punkte.

3.6. Statistiné duomeny analizé

Tiriamyjy demografiniams, klinikiniams, biocheminiams kintamiesiems
palyginti taikytas apraSomosios statistikos metodas (vidurkis, mediana,
standartinis nuokrypis, kt.). Duomeny normalumui tikrinti naudotas Sapiro ir
Vilko testas (angl. Shapiro-Wilk normality test). Esant normaliai
pasiskirsc¢iusiems duomenims, vidurkiy analizei taikyti parametriniai kriterijai
(t-test, ANOVA), nesant hormalumo — neparametriniai Kriterijai (Wilcoxon,
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U test). Koreliacijoms tarp kintamyjy
atitinkamai naudoti Pirsono arba Spirmeno koreliacijos koeficientai. VDR
VNP aleliy/genotipy dazniy pasiskirstymui apskaiciuoti naudotas chi kvadrato
kriterijus (angl. Chi-square test). RA rizikos ir VDR geno aleliy/genotipy rysio
jvertinimui atliktas $ansy santykio (SS) ir 95 % pasikliautinojo intervalo (PI)
skaiCiavimas.

VDR, CYP2R1 ir CYP24A1 DNR metilinimas jvertintas kokybiskai — t.y.
pagal kontroliniy méginiy MI vidurkj buvo apskaiCiuotas geny bazinis
metilinimo lygis — méginiai suskirstyti j metilintus ir nemetilintus. Tokiu badu
apskaiciuotas metilinimo daznis (MD). Kategoriniy kintamyjy rySiui jvertinti
naudotas chi kvadrato kriterijus arba FiSerio testas. Kiekybiniam VDR,
CYP2R1 ir CYP24A1 MI (procentais) jvertinimui pritaikius Sapiro ir Vilko
normalumo testg, atitinkamai naudoti t testo arba Mano ir Vitnio rango sumy
kriterijus (angl. Mann-Whitney rank-sum test). Duomenys laikyti statistiskai
reikSmingais, kai p<0,05.

Statistinei duomeny analizei ir duomeny vizualizavimui naudotos Microsoft
Office Excel 2016 (Microsoft Corporation, JAV), R (versija 1.1.383, RStudio
Inc, JAV), SPSS statistinis paketas (V22.0, IBM, JAV), GraphPad Prism
(versija 7.03, GraphPad Software, JAV), MedCalc (versija 14.8.1, MedCalc
Software Ltd., Belgija), Stata/MP 13.0 (StataCorp LP, JAV) programos,
ClustVis internetinis jrankis [212].
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4. REZULTATAI

4.1. Demografiniai ir klinikiniai tiriamyjy duomenys

Tiriamuoju laikotarpiu, nuo 2017 m. iki 2020 m. sausio Su sezoniniais
intervalais (kaip apraSyta 3.2. punkte), i tyrimg buvo jtraukti 386 asmenys. RA
serganéiy pacienty grupe sudaré 206 tiriamieji (184 moterys ir 22 vyrai), i$
kuriy 76 vartojo vitamino D papildus, 130 — jy nevartojo; 109 pacientai buvo
gydomi Dbiologiniais liga modifikuojanciais vaistais (bLMV) Kkartu su
tradiciniais sintetiniais LMV (metotreksatas, sulfasalazinas,
hidroksichlorokvinas, kt.), like 97 — tik tradiciniais sintetiniais LMV.
Vidutinis RA pacienty amzius jtraukimo j tyrimg metu buvo 55,01 + 11,08
metai, vidutiné RA ligos trukmé 11,71 + 9,22 metai. Palyginamajai analizei
180 kontrolinés grupés tiriamyjy (163 moterys ir 17 vyry) buvo jtraukti |
tyrima suderinus su serganCiy RA tiriamyjy grupe pagal amziy ir lytj.
Kontrolinés grupés amziaus vidurkis jtraukimo j tyrimg metu buvo 53,15 +
10,68 metai. Detali apraSomoji duomeny statistiné analizé pateikiama 4
lenteléje.

4 lentelé. Demografiniai, klinikiniai, biocheminiai serganéiyjy RA ir
kontrolinés grupés duomenys

. . Sergantieji Kontroliné grupé e .

Kintamasis RA (n=206) (n=180) p reikSmé
Lytis (moterys/vyrai) 184/22 163/17 0,6879
AmZius (metais) 55,01 + 11,08 53,15 + 10,68 0,0975
KMI (kg/m?) 25,62 + 4,64 26,46 + 4,74 0,1005
25(0OH)D (nmol/l): 44,96 + 21,92 54,90 + 22,82 p<0,0001*
trikumas (n, %) 127 (62,62) 79 (43,89)
nepakankamumas (n, %) 57 (27,67) 73 (40,55)
norma (n, %) 20 (9,71) 28 (15,56)
Rikymas (n): 0,0619
taip 34 18
ne 172 162
Sus1rg:1mo RA amzius 43.30 + 12,80 B B
(metais)
Slrgm_10 RA trukmé 11,71 +9,22 B B
(metais)
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4 lentelés tesinys

DAS28 CRB ligos aktyvumas: 4,16 + 1,46 - -
didelis (n, %) 56 (27,18)
vidutinis (n, %) 98 (47,57)
nedidelis (n, %) 19 (9,22)
remisija (n, %) 33 (16,01)
SVK 0,95+ 0,61 - —
RAID 4,74 £2,23 - -
CRB (mg/l) 12,55+ 21,7 - -
VAS (mm) 45,57 + 20,88 - -

Reik§més atspindi vidurkj + standartinj nuokrypj arba n, %; CRB — C reaktyvus
baltymas; DAS28 — ligos aktyvumo indeksas 28; KMI — kiino masés indeksas; RA —
reumatoidinis artritas; RAID — reumatoidinio artrito ligos poveikio klausimynas;
SVK — sveikatos vertinimo klausimynas; VAS — skausmo vizualiné analogijos skalé.
* — statistiSkai reik§Smingi skirtumai.

4.2. Vitamino D kiekio ir reumatoidinio artrito
klinikiniy duomeny sasajos

Tyrimo metu 25(OH)D trikumas (<50 nmol/l) nustatytas 62,62% serganéiy
RA tiriamyjy (n=127), nepakankamumas (>50-75 nmol/l) 27,67 % (n=57), o
normali (>75 nmol/l) vitamino D koncentracija tik 9,71% (n=20) tiriamyjy.
Vidutiné vitamino D koncentracija sergan¢iy RA Kkraujo serume buvo
statistiSkai reikSmingai mazesné uz kontrolinés grupés tiriamyjy vitamino D
koncentracijg (44,96 + 21,92 vs. 54,90 + 22,82 nmol/l, p<0,0001) (7 pav., A).
Vitamino D papildus vartojantiems sergantiems RA tiriamiesiems taip pat
buvo nustatyta maZesné vitamino D koncentracija palyginti su papildus
vartojanciais sveikais asmenimis, p<0,001 (7 pav., B). Miisy duomenys taip
pat patvirtino statistiskai reikSminga neigiama vitamino D kiekio koreliacija
su DAS28 CRB ligos aktyvumo indeksu (r-0,2614, p=0,0017) ir SVK balu
(r—0,1893, p=00065) sergant RA (7 pav., C, D). Priesingai — reikSmingy
koreliacijy vertinant 25(OH)D kiekio ir RAID rysj nustatyta nebuvo. Visgi
vartojantiems vitamino D papildus sergantiems RA pacientams buvo biidinga
didesné 25(OH)D koncentracija kraujyje ir mazesnis DAS28 CRB ligos
aktyvumas (p<0,05). Taigi galima daryti prielaida, kad didesné vitamino D
koncentracija yra susijusi su mazesniu RA aktyvumu.
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7 pav. Vitamino D (VitD) kiekis tiriamyjy kraujo serume ir koreliacija su
klinikiniais reumatoidinio artrito (RA) rodikliais. (A) — VitD kiekio (nmol/l)
palyginimas tarp serganCiy RA ir kontrolinés grupés asmeny; (B) — VitD
kiekis tarp vartojanciy papildus (pap.) RA ir kontrolinés grupés asmeny; (C) —
VitD koreliacija su RA ligos aktyvumo indeksu (DAS28 CRB); (D) — VitD
koreliacija su sveikatos vertinimo klausimynu (SVK).

4.3. VDR geno polimorfizmy analizé

Rengiant §j disertacinj darba pirma karta tirtoje Lietuvos populiacijos imtyje
buvo jvertintas Fokl, Apal, Tagl ir Bsml VDR geno polimorfizmy daznis
sergantiems RA ir kontrolinés grupés asmenims. Genotipy dazniy jvertinimui
pritaikytas Hardzio ir Veinbergo (angl. Hardy—Weinberg, H-V) désnis. Fokl,
Apal, Tagl ir Bsml genotipy, iSskyrus Bsml polimorfizmo RA grupéje
(p=0,045), pasiskirstymas atitiko H-V pusiausvyra. Mokslinio tyrimo metu
statistiSkai reik§Smingo rysio tarp keturiy tirty VDR polimorfizmy aleliy ar
genotipy ir padidéjusios rizikos (SS, 95% PI) sirgti RA nerasta (5 lentelé).
Ivertinus tirty polimorfizmy aleliy ar genotipy pasiskirstymg tarp RA ir
kontrolinés grupés tiriamyjy, statistiskai reik§mingy skirtumy taip pat nerasta
(p>0,05).
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5 lentelé. VDR geno polimorfizmy genotipy ir aleliy dazniai serganciyjy RA
ir kontroléje grupéje

Genotipy daznis, Aleliy daznis, SS HoV
n (%) n (%) (95% PI)|
Apal AA | Aa | aa | X¥p) | A a | Xp) X%(p)
i 0,983
Sergantieji | 56 | 99 | 51 211 | 201 (0,618 0,302
RA (2 27) | (48) | (2 1) | 4 s
(206) | (27) | (48) | (25) 1172 (51) | (49) 0322 | 1.564) (0,583)
0,557 0,570 ,
Kontroliné | 41 | 95 | 44 ( ) 177 | 183 ( ) (é'gfss 0,561
grupé (180) | (23) | (53) | (24) (49) | (51) " 0 (0,454)
Tagql TT| Tt | tt T |t
1,041
Sergantieji | 95 | 92 | 19 282 | 130 (0,5?19 0,237
RA (206 46) | (45) | (9 68) | (32 el 0,626
(206) | (46) | (45)| (9) 0.014 (68) | (32) 0002 | 2002) ( )
1
Kontroliné | 83 | 81 | 16 (0.993) 247 | 113 (0.961) (3323 0,360
grupé (180) | (46) | (45) | (9) (69) | (31) | (0,548)
1,366)
Bsml BB | Bb | bb B b
Sergantieji | 91 | 101 | 14 283 | 129 ((())12287 4,028
RA (206) | (44) | (49) | (7 69) | (31 ] (0,045
(206) | (44) | (49)| (7) 0.036 (69) | (31) 0001 | 2,049) (0,045)
0,982 0,981 ;
Kontroliné | 80 | 87 | 13 ( ) 247 | 113 ( ) (83256 2,685
grupé (180)| (45) | (48) | (7) (69) | (31) ’ (0,101)
1,351)
Fokl FF | Ff | ff F f
1,071
Sergantieji | 43 | 110 | 53 196 | 216 (0’275 1,023
RA (206 21) | (53) | (26 48) | (52 (0,312
(200) | (21)|(53) [(28)| o | (48) | 6D | 4e | g ggg) | O31D
0,958 0,832 1,031
Kontroliné | 38 | 98 | 44 ( ) 174 | 186 ( ) © 3?7 1,461
grupé (180)| (21) | (55) | (24) 48) | (52) 1’368) (0,227)

H-V — Hardzio ir Veinbergo pusiausvyra; X? — chi kvadraty kriterijus; Pl —
pasikliautinasis intervalas; p — p reikimé; RA — reumatoidinis artritas; SS — Sansy
santykis; VDR — vitamino D receptorius.

Vitamino D koncentracija statistiSkai reikSmingai skyrési tarp RA ir
kontrolinés grupés tiriamyjy analizuojant pagal keturis VDR polimorfizmus,
i8skyrus Taql tt, Bsml bb ir Fokl ff genotipus (p<0,005) (6 lentel¢). Sergantieji
RA ir kontrolinés grupés tiriamieji, turintys recesyvinius Tagl, Bsml ir Fokl
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alelius, pasizyméjo panasiomis vitamino D koncentracijomis. Taip pat
tendencingai didesné vitamino D koncentracija aptikta Tagl tt genotipo
tiriamuyjy kraujo serume, palyginti su Taqgl Tt genotipo tiriamyjy koncentracija
(p=0,0597) bei Bsml bb palyginti su Bb genotipo tiriamyjy koncentracija
(p=0,1145).

6 lentelé.Vidutiné vitamino D koncentracija serganéiy RA ir kontrolinés
grupés tiriamyjy Kraujo serume pagal VDR genotipus

Genotipas Sergantieji RA Kontroliné grupé p reik§meé
Vitamino D koncentracija (nmol/l, V£SN)
Apal
AA 43,46 + 23,52 54,89 £ 21,7 0,0034*
Aa 45,3+ 22,37 53,71 £ 23,05 0,009*
aa 45,87 + 19,44 57,49 + 23,64 0,0087*
Tagql
TT 46,2 £ 20,65 56,47 + 24,3 0,0014*
Tt 42,86 + 24,29 53,11 + 21,33 0,0003*
tt 48,88 + 14,8 55,86 + 23,02 0,2869
Bsml
BB 46,62 + 20,71 56,78 + 23,66 0,0012*
Bb 43,15 + 23,97 53,62 + 22,16 0,0002*
bb 47,16 + 11,9 51,89 + 22,83 0,8952
Fokl
FF 42,54 + 18,62 54,99 + 24,1 0,0123*
Ff 44,97 + 23,75 56,12 + 22,08 <0,0001*
ff 43,4 +£ 20,59 46,0 £ 23,62 0,2143

RA — reumatoidinis artritas; VDR — vitamino D receptorius; V £ SN — vidurkis £
standartinis nuokrypis; * — statistiskai reik§mingi skirtumai.

Tyrimo rezultatai parodé, kad vidutiné CRB koncentracija (mg/l) buvo
statistiSkai reik§mingai didesné sergan¢iy RA tiriamyjy, kuriems nustatytas
Apal aa vs. Aa genotipas (p=0,0049), Fokl Ff vs. ff genotipas (p=0,0162) ir aa
vs. ff genotipas (p=0,0061), serume. Remiantis §iais rezultatais galima daryti
prielaida, kad Apal aa genotipas yra susijes su didesne CRB koncentracija
sergant RA (8 pav.).
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8 pav. C reaktyvaus baltymo (CRB) koncentracija ir vitamino D receptoriaus
(VDR) geno polimorfizmai serganc¢iyjy reumatoidiniu artritu (RA) grupéje.

4.4. VDR, CYP2R1, CYP24A1 geny DNR metilinimo
analizés rezultatai

Remiantis mokslinés literatiros duomenimis, rengiant §j disertacijos darba
pirmg kartg buvo jvertintas vitamino D apykaitos geny (VDR, CYP2R1,
CYP24A1) DNR metilinimo poky¢iy profilis serganciy RA ir sveiky asmeny
leukocituose. Tyrimo metu DNR metilinimo intensyvumas ir metilinimo
daznis buvo jvertinti 35 RA sergantiems pacientams ir 41 kontrolinés grupés
tiriamajam. Vidutinis RA pacienty amzius jtraukimo j tyrimg metu buvo 51,63
* 10,45 metai, vidutiné RA ligos trukmé 12,40 + 8,22 metai. Palyginamajai
analizei kontroling grupe, suderintg su tiriamaja grupe pagal amziy, lytj ir
vitamino D kiekj, sudaré vidutiniskai 50,78 + 11,85 mety asmenys. Siekiant
kuo tiksliau jvertinti epigenetinius skirtumus tarp atvejo ir kontrolinés grupiy,
vitamino D koncentracija abiejose tiriamyjy grupése statistiSkai reikSmingai
nesiskyré (50,89 + 29,54 vs. 56,05 + 28,67, p>0,05). Detali aprasomoji
antropometriniy, sociodemografiniy ir klinikiniy duomeny analiz¢ pateikta 7
lenteléje.
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7 lentelé. DNR metilinimo analizés tiriamyjy duomeny charakteristikos

Kintamasis Sergantieji RA, | Kontroliné grupé, . pv '
n=35 n=41 reikSmé

Lytis (n, %) 0,91
moterys 34 (97,1) 40 (97,5)
vyrai 1(2,9) 1(2,5)
AmzZius (metais) 51,63 + 10,45 50,78 + 11,85 0,74
KMI (kg/m?) 25,60 + 4,39 26,22 +£5,51 0,99
Rikymas (n, %): 0,54
riko 3 (8,6) 2(4,9)
anksc¢iau rikeé 4(11,4) 8 (19,5)
nertiko 28 (80) 31 (75,6)
DAS28 CRB ligos
aktyvumas: 4,20+ 1,45
didelis (n, %) 7 (20) - -
vidutinis (n, %) 20 (57,2)
nedidelis (n, %) 4 (11,4)
remisija (n, %) 4(11,4)
Ligos trukmé (metais) 12,40 + 8,22 - -
25(0OH)D (nmol/l): 50,89 + 29,54 56,05 + 28,67 0,2745
trikumas (n, %) 16 (45,7) 17 (41,5)
nepakankamumas (n, %) 10 (28,6) 11 (26,8)
norma (n, %) 9 (25,7) 13 (31,7)
CRB (mg/l) 6,32 +7,12 —

ReikSmés atspindi vidurkj + standartinj nuokrypj arba n, %; CRB - C reaktyvus
baltymas; DAS28 — ligos aktyvumo indeksas 28; KMI — kiino masés indeksas.

VDR, CYP2RI, CYP24A1 geny DNR metilinimo profilis. Tyrimo metu
apskaiciuotas vidutinis VDR, CYP2R1 ir CYP24A1 metilinimo intensyvumas
sergan¢iy RA ir kontrolinés grupés tiriamyjy leukocituose buvo mazas: VDR
geno 2,39 % vs. 2,48%, CYP2R1 2,53 % vs. 2,41%, o CYP24A1 geno 16,02
% vs. 15,17 %. Pagal kontroliniy méginiy MI vidurkj apskai¢iuotas geny
metilinimo daznis — méginiai suskirstyti j metilintus ir nemetilintus (9 pav.,
A, B). Nors statistiskai reikSmingy skirtumy tarp RA ir kontrolinés grupés tirty
geny MI nenustatyta (p>0,05), tyrimo rezultatai parodé reikSmingai didesnj
CYP24A1 MI, palyginti su VDR ir CYP2R1 geny metilinimo intensyvumu
(p<0,0001). Skirtumy nustatyta abiejose tiriamyjy grupése (9 pav. C, D).

52



B Nemetilinti 100 B Nemetilinti
100 mm Metilinti L = Metilinti
2 R
=) -
© 504 o 50
=]
£ £
E =
g 0- 2 04
VDR CYP24A1CYP2R1 VDR CYP24A1CYPZR1
Sergantieji RA Kontroliné grupé
C D
X 254 p<0.0001 p<0.0001 X p < 0.0001 p < 0.0001
E [ W E 259 I
; 20 220_ :
g w
§ 157 § 15-
=] =
c £
o 10+ =} _
E E"
£ £
E 5+ E 5
= =
0 T T T 0
VDR CYP24A1CYP2R1 VDR CYP24MCYP2R1
Sergantieji RA Kontroliné grupée

9 pav. VDR, CYP24Al ir CYP2R1 metilinimo daznis (%) reumatoidinio artrito
(RA) (A) ir kontrolingje grupéje (B); VDR, CYP24Al, CYP2R1 geny
metilinimo intensyvumo (%) palyginimas RA (C) ir kontrolinéje grupéje (D).

VDR, CYP2R1, CYP24A1 atskiry CpG pozicijy metilinimo intensyvumo
analizé. Rengiant §j disertacinj darba, atrinkty méginiy MI jvertintas 10 VDR
CpG pozicijy, 6 CYP2R1 CpG pozicijose ir 7 CYP24A1 CpG pozicijose.
Rezultaty palyginimas tarp serganciy RA ir kontrolinés grupés tiriamyjy
naudojant hierarchinés klasterizacijos metoda statistiskai reikSmingy skirtumy
neparodé (p>0,05). Taciau, vertinant atskiras CpG pozicijas sergan¢iy RA
tirlamojoje grupéje, nustatyta intensyviau metilinta VDR geno 8 CpG pozicija
palyginti su 1-4 bei 7 CpG pozicijomis (1 vs. 8 p<0,0001; 2 vs. 8 p<0,0001; 3
vs. 8 p=0,0060; 4 vs. 8 p=0,0014; 7 vs. 8 p=0,0032). Taip pat stipriau metilinta
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CYP24A1 geno 1 CpG pozicija palyginti su 2—7 pozicijomis (p<0,0001) bei
rasti statistiskai reik§mingi skirtumai tarp 3 ir 47 8io geno CpG pozicijy (3
vs. 4 p<0,0001; 3 vs. 5 p=0,0005; 3 vs. 6 p=0,0079; 3 vs. 7 p=0,0020). Ivertinus
CYP2R1 geno atskiry pozicijy metilinimg rasta statistiSkai reikSmingai
stipriau metilinta 3 CpG pozicija palyginti su 1-5 pozicijomis (1 vs. 3
p=0,0019; 2 vs. 3 p=0,0286; 3 vs. 4 p=0,0003; 3 vs. 5 p=0,0035). Hierarchiné
VDR, CYP24Al ir CYP2R1 geny Kklasterizacija sergantiy RA grupéje
pavaizduota 10 pav.

A B
CYP24A1

2 o
o

1

e e
'

10 pav. VDR (A), CYP24Al (B), CYP2R1 (C) CpG pozicijy metilinimo
intensyvumo (MI) palyginimas serganc¢iy reumatoidiniu artritu (RA) tiriamyjy
grupéje hierarchinés klasterizacijos metodu. Skaiciai X asSyje atspindi atskiras
geny CpG pozicijas; skaiCiai y aSyje — tiriamuosius; spalviné skalé nuo
mélynos iki raudonos rodo maziausias ir didziausias MI reikSmes.

DNR metilinimo ir sociodemografiniy rodikliy sgsajos. Tyrimo metu
jvertintos VDR, CYP24Al ir CYP2R1 geny metilinimo lygio ir
sociodemografiniy RA grupés rodikliy sgsajos. CYP24A1l metilinimo
intensyvumas tiesiogiai koreliavo su sergan¢iy RA tiriamyjy amziumi
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(r=0,519, p=0,0017). Ivertinus CYP24A1 metilinimo daznj, nustatyta, kad
vyresnio amziaus serganciy RA tiriamyjy méginiai buvo labiau metilinti nei
jaunesnio amziaus asmeny (p<0,01). Vis délto kity sasajy tarp DNR
metilinimo lygio ir sociodemografiniy rodikliy (pvz., lyties, rukymo, kt.)
nebuvo aptikta.

DNR metilinimo ir RA klinikiniy parametry sgsajos. Tyrimo rezultatai parodé
tendencingai didesnj DAS28 CRB ligos aktyvuma RA tiriamiesiems, kuriy
CYP24A1 buvo metilintas, lyginant su nemetilintu geno promotoriumi (3,71
+ 0,891 vs. 4,60 + 0,48, p=0,0774) (11 pav., A). Visgi statistiskai reik§mingy
sgsajy tarp tirty geny MI ir DAS28 nenustatyta. Kity RA klinikiniy rodikliy
analizé parodé, kad didesnis RAID balas buvo susijes su VDR metilinimo
biikle (4,58 + 1,64 vs. 6,22 + 0,66, p=0,018) (11 pav., B), taip pat, didesni
SVK balai nustatyti sergantiems RA tiriamiesiems, kuriy VDR (0,82 + 0,20
vs. 1,05 +0,23) ir CYP2R1 (0,85 + 0,19 vs. 0,97 £ 0,12) buvo metilinti, taciau
skirtumai nebuvo statisti§kai reik§Smingi (p>0,05) (11C pav.).
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11 pav. CYP24A1, VDR, CYP2R1 metilinimo daznio ir reumatoidinio artrito
(RA) Klinikiniy parametry palyginimas: DAS28 — ligos aktyvumo indeksas 28
(A); RAID - RA ligos poveikio klausimynas (B); SVK — sveikatos vertinimo
klausimynas (C).

55



DNR metilinimo ir vitamino D sgsajos. Rengiant §j disertacinj darbg
nustatyta, kad serganciy RA tiriamyjy, kuriy genai buvo metilinti, vitamino
D koncentracija buvo didesné palyginti su nemetilintais DNR méginiais:
VDR geno (57,57 + 28,93 vs. 47,40 £ 29,88 nmol/l), CYP24A1 geno (53,23 £
26,22 vs. 48,23 + 34,41 nmol/l) ir CYP2R1 geno (60,41 + 30,73 vs. 44,54 +
27,63 nmol/l). Nors rasti skirtumai nebuvo statistiskai reik§mingi (p>0,05),
taciau rezultatai rodo, kad minéty geny metilinimas gali bati susijes su
didesniu vitamino D lygiu kraujo serume (12 pav., A-C). T3 jrodo ir VDR
geno 8-0s pozicijos MI tiesioginé koreliacija su vitamino D koncentracija
(r=0,3485, p=0,0345). Jvertinus bendrg VDR ir CYP2R1 metilinimo
intensyvuma, taip pat rasta tiesioginé koreliacija su vitamino D
koncentracija serganéiy RA tiriamyjy grupéje (p>0,05). Palyginus
sergan¢iy RA ir kontrolinés grupés duomenis, nustatyta, kad vitamino D
stokojantiems (<50 nmol/l) RA pacientams budingas statistiskai
reik§mingai aukstesnis CYP24A1 metilinimo intensyvumas palyginti su
vitamino D stokojanciais sveikais asmenimis (p=0,0104) (12 pav., D).
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12 pav.Vitamino D (VitD) koncentracija (nmol/l) ir VDR (A), CYP24Al (B),
CYP2R1 (C) metilinimo daznis; CYP24A1 metilinimo intensyvumo (%)
palyginimas pagal vitamino D koncentracija tarp reumatoidiniu artritu (RA)
serganciy ir kontrolinés grupés asmeny (D).
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Sergantys RA tiriamieji, kuriems buvo nustatyta pakankama vitamino D
koncentracija (=75 nmol/l) ir vitamino D trukumas, taip pat pasiZyméjo
didesniu CYP2R1 MI palyginti su ekvivalencius vitamino D kiekius turinciais
kontrolinés grupés tiriamaisiais (p>0,05). Visgi, kategorizavus serganéius RA
tiriamuosius pagal vitamino D kiekj (normalus kiekis vs. triikumas, normalus
kiekis vs. nepakankamumas (>50-75 nmol/l), trikumas vs. nepakankamumas)
statistiskai reik§mingy VDR, CYP24Al ir CYP2R1 metilinimo lygio skirtumy
neaptikta.

4.5. Létinio periodontito rySys su reumatoidiniu artritu

Periodontologinis istyrimas VUL Zalgirio klinikoje atliktas 93 RA sergantiems
tiriamiesiems. Tyrimo imtj sudaré 84 moterys ir 9 vyrai, vidutinis tiriamyjy
amzius jtraukimo j tyrimg metu buvo 54,01 £ 11,01 mety ir varijavo nuo 29 iki
75 mety, vidutiné RA ligos trukmé buvo 12,65 + 10,38 mety. Norint jvertinti
skirtumus tarp PD serganciy ir periodontologiskai sveiky RA tiriamyjy,
sudarytos RA+PD+ (n=63, 67,8 %) ir RA+PD- (n=30, 32,2 %) grupés.
RA+PD+ grupé statistiSkai reikSmingai buvo susijusi su lytimi, t.y. vyrai
dazniau sirgo PD nei moterys (p=0,029). Taip pat svarbu paminéti, kad visi
periodontologiSkai sveiki RA sergantys pacientai buvo neriikantys ir dazniau
naudojo tarpdancéiy siiilg nei RA+PD+ grupés tiriamieji (p<0,05). Demografinés
ir tirlamyjy gyvensenos jprociy charakteristikos pateiktos 8 lenteléje.

8 lentelé. RA+PD+ ir RA+PD- grupiy demografinés ir gyvensenos jpro¢iy
charakteristikos

RA+PD+ RA+PD—
. . IS viso grupé grupé p
Kintamasis n=93 n=63 n=30 reik§meé
(67,8 %) (32,2 %)
Amzius (metais) 54,01 +11,01 | 5533+9,5 | 51,23+ 13,37 0,168
KMI (kg/m?) 24,96 £ 4,34 | 2524 +4,39 | 24,38 +4,26 0,539
Lytis (n, %) 0,029*
moterys 84 (90,32 %) | 54 (85,71 %) 30 (100%)
vyrai 9 (9,68 %) 9 (14,29 %) 0
Riikymas (n, %) 0,005*
nertko 54 (58 %) 36 (57,1 %) 18 (60 %)
rako 15 (16,2 %) 15 (23,8 %) 0
anksciau raké 24 (25,8 %) 12 (19,1 %) 12 (40 %)
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8 lentelés tesinys

2 ir daugiau karty

69 (74,2%)

43 (68,3%)

26 (86,7%)

Alkoholio 0,505
vartojimas (n, %)

niekada 49 (52,7 %) 31 (49,2 %) 18 (60 %)

1 karta per savaite 5 (5, 3%) 3 (4,8 %) 2 (6,7 %)

1 kartg per ménesj 39 (42 %) 29 (46 %) 10 (33,3 %)
Odontologiné 0,333
profilaktika (n,

%)

<karta per metus 16 (17,2%) 12 (10,8%) 4 (13,3%)

1 k. per metus 54(58%) 38 (60,3%) 16 (53,3%)

du ir daugiau k. per | 23 (24,8%) 13 (20,6%) 10 (33,4%)

metus

Tarpdanéiy sitlas 0,016*
(n, %)

taip 69 (74,2%) 42 (66,7%) 27 (90%)

ne 24 (25,8%) 21 (33,3%) 3 (10%)

Danty valymas 0,155
danty Sepetéliu/d.

(n, %)

1 kartg 24 (25,8%) 20 (31,7%) 4 (13,3%)

ReikSmeés atspindi vidurkj + SN (standartinis nuokrypis) arba n, %; KMI — kiino
masés indeksas; PD — periodontitas; RA — reumatoidinis artritas; * — statistiskai
reikSmingi skirtumai.

Beveik tre¢daliui RA serganéiy pacienty (n=27, 29,0 %) diagnozuotas
sunkus létinis ir sunkus pazenggs PD (I11+1V stadija). Létinio periodontito

paplitimas tarp serganc¢iy RA tiriamyjy pavaizduotas 13 pav.
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Periodontito stadijos:
[] Periodontologiskai sveiki
I
[ ]
W -

13 pav. Periodontito stadijos tarp serganciy reumatoidiniu artritu.

Létinio periodontito ir RA klinikinés sgsajos. RA+PD+ grupés tiriamiesiems,
palyginti su RA+PD— grupe buvo nustatytas didesnis RA ligos aktyvumas
vertinant DAS28 CRB indeksg (4,37 + 1,28 vs. 3,82 + 1,65), taip pat didesné
CRB koncentracija (mg/l) (13,82 + 24,44 vs. 8,44 + 12,99 mg/l), deja, aptikti
skirtumai nebuvo statistiS§kai reik§mingi (p>0,05). Vis délto, atlikus detalesne
duomeny analize, paaiskéjo, kad serganéiy vidutinio sunkumo ir sunkiu Iétiniu
PD grupéje DAS28 CRB indeksas buvo statistiskai reik§mingai didesnis nei
periodontologiskai sveiky ir lengvo 1étinio PD grupés (4,49 £ 1,22 vs. 3,86 +
1,58, p=0,033) (14 pav.), o tai jrodo, kad sunkesné PD stadija yra susijusi su
aktyvesne RA liga. Taip pat RA+PD+ grupés tiriamieji Zyméjo didesnes VAS
(45,81 £ 20,11 vs. 40,83 + 21,75 mm) vertes ir surinko daugiau RAID
klausimyno baly (4,68 + 2,17 vs. 3,94 + 2,44) nei periodontologiskai sveiki
RA grupés asmenys (p>0,05).
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14 pav. Ligos aktyvumo indekso 28 (DAS28) palyginimas pagal periodontito
(PD) stadijas; * — statistiskai reikSmingi skirtumai, kai p<0,05.

Létinio periodontito parametrai RA+PD+ grupéje. RA+PD+ grupés
tiriamiesiems periodontologinio jvertinimo metu rasti statistiskai reikSmingai
didesni KI, AKR, PNL, ZG periodontito parametrai (p<0,001) ir didesnis
netekty danty skaiéius (p=0,004) palyginti su RA+PD— grupés tiriamaisiais.
Statistiskai reikSmingo rysio tarp seropozityvaus RA (teigiami RF/anti-CCP)
ir PD diagnozés aptikta nebuvo (p>0,05). Tyrimo metu nustatyta akivaizdi
rukymo ir PD sgsaja: rikantiems ir anksciau rukiusiems RA pacientams taip
pat nustatyti aukstesni KI, AKR, PNL, ZG periodontito parametrai, palyginti
su niekada nertikiusiais RA+PD+ tiriamaisiais. Panasiis pokyciai buvo
budingi ir vyresniems RA sergantiems pacientams (p<0,05), vyresnis amzius
taip pat buvo susijes su vidutinio sunkumo ir sunkiu létiniu PD (p=0,006).
Idomu, kad 48 (51,6 %) RA sergantiems pacientams, kurie buvo gydyti bLMV
ar bLVM Kartu su tradiciniais sintetiniais LMV, nustatyti mazesni KI ir AKR
periodontito parametrai (p< 0,05). Taip pat Sios grupés pacientams létinio PD
diagnozé buvo patvirtinta statistiskai reikSmingai re¢iau nei tik tradiciniais
sintetiniais LMV gydytiems pacientams (p<0,05) (15 pav. A, B).
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15 pav. Biologiniy liga modifikuojanciy vaisty (bLMV) rySys su periodontitu
(PD) (A) bLMV rysys su kraujavimo indeksu (KI) ir alveolinio kaulo
rezorbcija (AKR) (B) serganc¢iyjy reumatoidiniu artritu (RA) grupéje; ** —
statistiskai reik§mingi skirtumai, kai p<0,001; * — kai p<0,05.

Vitamino D, reumatoidinio artrito ir periodontito rysys. Tirtoje
periodontologiskai jvertinty sergan¢iy RA pacienty imtyje nustatytas didelis
vitamino D trikumo/nepakankamumo (<75nmol/l) paplitimas, siekiantis 90,4
% (n=80). Vidutiné vitamino D koncentracija kraujo serume buvo 45,65 +
21,33 nmol/l. Periodontologiskai sveiky RA pacienty grupéje nustatytos
tendencingai didesnés 25(OH)D reikSmés, palyginti su periodontitu
serganciais tiriamaisiais (48,13 + 27,47 vs. 44,48 + 17,82 nmol/l, p>0,05).
Taip pat aptikta statistiSskai reik§Smingai mazesné vitamino D koncentracija
RA+PD+ grupéje, kuriai diagnozuotas pazZenges sunkus létinis PD (IV
stadija), palyginti su vidutinio sunkumo PD (Il stadija) (39,61 + 17,12 vs.
52,07 + 18,23 nmol/l, p=0,031) grupe. Tyrimo duomenys leidzia daryti
prielaida, kad didesné vitamino D koncentracija yra susijusi su geresnémis PD
iSeitimis RA sergantiems pacientams.

5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. Vitamino D reik§mé ir VDR geno polimorfizmy daznis tarp
reumatoidiniu artritu serganéiy pacienty tirtoje Lietuvos populiacijoje

Pastaraisiais deSimtmeciais vitamino D jtaka RA patogenezéje ir jo rySys su
ligos Klinikine eiga buvo tirti eksperimentiniuose, atvejo kontrolés ir
klinikiniuose vitamino D papildy vartojimo tyrimuose. Mokslingje literatiiroje
pateikiami rezultatai yra kontroversiski ir skiriasi — priklauso nuo geografinio
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regiono, etninés grupés, vertinty aplinkos veiksniy, tyrimo dizaino. Vis délto
atliktais eksperimentiniais in vivo ir in vitro tyrimais buvo jrodyta, kad RA
patogenezéje dalyvaujancios imuninés sistemos lastelés yra jautrios aktyviai
vitamino D formai 1,25(0OH).Ds ir netiesiogiai lemia prieSuzdegimin;j atsaka,
pasireiskiantj sumazéjusia j fibroblastus panasiy sinoviocity proliferacija, taip
pat sumazéjusia osteoklasty salygota kaulo ir kremzlés destrukcija bei
prouzdegiminiy citokiny kiekio gamyba [131, 213]. Gyviny modelio tyrimo
metu, sutrikes VDR signalinis kelias eksperimentinéms 1étiniu artritu
sergantioms peléms sukélé greitesnj erozinio artrito progresavimg [214].
Rengiant §j disertacinj darbg analizuotas vitamino D trukumo paplitimo
mastas tarp RA serganciy pacienty, jo jtaka ligos eigai, jvertintas VDR geno
polimorfizmy daznis RA populiacijoje.

Nors dalis serganéiy RA pacienty vartojo vitamino D papildus, miisy tyrimo
rezultatai parodé didelj vitamino D trikumo paplitima tarp RA pacienty, Sio
vitamino trukumas nustatytas 62,62 % tiriamyjy. Vitamino D trilkumas yra
galbit susijes su padidéjusia rizika sirgti RA, ligos aktyvumu, blogesne fizine
pacienty sveikata, gyvenimo kokybe. G.G. Song ir bendraautoriy atliktoje i$
215 757 tiriamyjy ir 874 atsitiktiniy RA atvejy metaanalizéje buvo nustatyta,
kad vitamino D papildy vartojimas yra susij¢s su 24,2 % mazesne rizika sirgti
RA [137]. Kito didelio masto stebéjimo — skerspjavio tyrimo (COMORA,
angl. Comorbidities in Rheumatoid arthritis), vykusio 15-oje pasaulio
valstybiy, rezultatai parodé net 71 % vitamino D nepakankamumo paplitima
tarp koréjieciy ir tik 36 % tarp Italijos RA serganéiy pacienty [215]. Panasis
rezultatai pateikti ir multicentriniame pilotiniame 13 Europos valstybiy
tyrime, kuriame 625 RA pacientams ir 276 pagal amziy ir lytj atrinktiems
sveikiems kontrolinés grupés tiriamiesiems buvo vertintas vitamino D kiekis.
Doktoranté E. Punceviciené ir prof. I. Butrimiené buvo $io EULAR finansuoto
tyrimo tyréjos, taip pat projekto straipsniy bendraautorés. Tyrimo
duomenimis, vitamino D trokumas (<20 ng/ml) nustatytas beveik 66 % RA
serganciy tiriamuyjy, taip pat jvertinti skirtumai tarp skirtingy Europos krasty:
ispany populiacija pasizyméjo didesniu vitamino D kiekiu, palyginti su
Lietuvos, Latvijos ir Lenkijos tiriamaisiais [5]. Pateikti rezultatai rodo
skirtingg vitamino D triikumo paplitima tarp geografiniy regiony, jskaitant ir
Lietuva.

Svarbu paminéti, kad rengiant §j disertacinj darbg nustatyti statistiSkai
reikSmingi vitamino D kiekio skirtumai tarp serganCiy RA ir kontrolinés
grupés tiriamyjy, taip pat neigiama vitamino D ir ligos aktyvumo (DAS28) bei
fizinés sveikatos (SVK) koreliacija sutampa su aprasytais kity autoriy
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publikuotuose tyrimuose ir metaanalizése [5, 6, 137, 149, 215, 216]. 2017 m.
publikuoto klinikinio tyrimo duomenimis, 3 ménesius taikytas gydymas
vitamino D papildais reik§mingai sumazino RA ligos aktyvuma vertinant
pagal DAS28 CRB indeksg [159]. Vis délto panaSaus dizaino tyrimy rezultatai
skiriasi. Vitamino D kiekio skirtumy tarp serganciy RA ir kontrolinés grupés
tirilamyjy ir koreliacijos su ligos aktyvumu nedidelés imties lenky populiacijos
tyrime nebuvo rasta [217]. PanaSius duomenis yra paskelbes ir Higginsas su
bendraautoriais — tyrimo duomenimis, mazesnis vitamino D kiekis koreliavo
su didesne VAS verte, bet ne su DAS28 balu [218].

Sio tyrimo metu atlikta genetiné VDR polimorfizmy analizé padidéjusios
rizikos sirgti RA ir sgsajy su atskirais genetiniais variantais nenustaté,
reikSmingy skirtumy tarp serganciy RA ir kontrolinés grupés tiriamyjy
vertinant aleliy ir genotipy pasiskirstymo daznj taip pat nebuvo rasta.
Remiantis $iais duomenimis, hipotezé, kad VDR polimorfizmai yra susije su
padidéjusia rizika sirgti RA Lietuvos populiacijoje miisy tyrime nebuvo
patvirtinta. PanaSius rezultatus yra publikave ir kity Europos $aliy tyréjai.
Nedidelés imties italy, ispany ir vokie¢iy populiacijos tyrimuose nebuvo rasta
sasajy tarp tiriamyjy VDR polimorfizmy daznio ir RA predispozicijos [184,
219, 220]. Tik Taql tt genotipas siejosi su jaunesniu susirgimo RA amZiumi
nei TT ir Tt genotipai [184]. Platus rezultaty spektras yra pateiktas ir keliose
metaanalizése, apimanciose skirtingy geografiniy regiony tyrimus [13,
181,221]. G.G. Song ir bendraautoriy atliktoje i§ 7 tyrimy surinkty duomeny
metaanalizéje sasajy tarp RA ir VDR geno polimorfizmy nenustatyta
(SS=1,1740, 95%, C1=0,994-1,387, p=0,059). Visgi, suskirs¢ius tiriamuosius
pagal etning kilme, rasta statistiSkai reik§minga F alelio ir RA sasaja
europietiams (SS=1,402, 95%, Cl=1,126-1,746, p=0,003) [13]. Tokie pat
rezultatai buvo publikuoti ir kitoje metaanalizéje, apimancioje 4 Azijos ir 5
Europos tyrimy bei pranciizy RA populiacijos tyrimo duomenis [181, 221].
Susidoméjimas genetiniy VDR varianty tyrimais ir RA predispozicija
greiciausiai kilo dél dalinés ne HLA genetinés RA etiologijos bei VDR jtakos
vitamino D funkcijai, Siam veikiant per VDR, esanéius monocituose,
aktyvuotuose limfocituose ir kitose imuninés sistemos lastelése,
dalyvaujanciose sanario uzdegimo procese [222].

Tam tikry VDR genotipy jtaka vitamino D metabolizmui jrodo ir Siame tyrime
gauti rezultatai. Tendencingai didesné vitamino D koncentracija buvo
nustatyta Tagl tt ir Bsml bb genotipy serganciyjy RA grupéje palyginti su
kitais VDR genotipais, 0 tuos pac¢ius Fokl ff, Tagl tt ir Bsml bb genotipus
turintiems sergantiems RA ir kontrolinés grupés asmenims buvo budinga
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panasi vitamino D koncentracija. Vis délto statistiSkai reikSmingy sasajy tarp
VDR polimorfizmy ir ligos aktyvumo ar fizinés sveikatos rodikliy nebuvo
nustatyta. Priesingai $io tyrimo duomenims, neseniai publikuotoje analizéje
nustatyta, kad vitamino D trikumas buvo susijes su didesniu DAS28 CRB
ligos aktyvumu, SVK ir didesniu pazeisty sanariy skai¢iumi iSskirtinai Fokl
Ff/ff genotipo RA grupéje (p<0,05). Nors vertinant visg tyrimo imtj
reik§mingy sasajy tarp vitamino D koncentracijos ir ligos aktyvumo nebuvo
rasta [223]. Yra zinoma, kad Fokl ir Bsml yra priskiriami prie
funkcionuojan¢iy VDR geno regiony, o Fokl lemia skirtingo ilgio baltymy
produkcija. Trumpasis F alelio baltymas yra aktyvesnis ir susijgs su
maZesnémis vitamino D koncentracijomis, palyginti su f aleliu [224]. Sia
tendencija patvirtina ir Kiti atlikti tyrimai, kuriuose didesnis vitamino D kiekis
nustatytas turintiems ff genotipa [225, 226]. Homozigotinis trumpojo baltymo
FF genotipas, aptinkamas Zmogaus monocituose ir dendritinése lastelése, po
stimuliacijos interferonu (IFN)—y, lémé didesne IL-12 raiska (vertinant IL-
12p40, IL12p35ir IL-12p70 baltymus), palyginti su ff genotipo lastelémis. Tai
rodo, kad Fokl polimorfizmai veikia imuniniy lasteliy funkcijg ir galbtt
dalyvauja autoimuniniy ligy patogenezéje [227].

Atliktame tyrime sudarytos grupés yra homogeniskos, bet, nepaisant aptikty
reik§mingy asociacijy, tyrimas turi ir keleta trikumy. Statistiskai
nereikSmingus VDR geno polimorfizmy analizés rezultatus galéjo nulemti
sglyginai nedidelé tiriamyjy imtis, neatspindéjusi visos populiacijos duomeny.
Vis délto zinant, kad sergamumas RA Lietuvoje yra apie 15 tiikstanciy
pacienty, didesnés apimties tyrimai reikalauty daug laiko sanaudy ir finansiniy
iStekliy. Kita vertus, atliktas tyrimas jrodo etninius genetinius skirtumus ir
paneigia VDR geno polimorfizmy sasajg su RA etiopatogeneze. Be to, aptiktos
VDR polimorfizmy ir vitamino D sgsajos rodo geneting vitamino D
reguliacijos kilme.

5.2.Vitamino D atsako kelio geny metilinimo sgsajos
su reumatoidiniu artritu ir vitamino D kiekiu

Rysys tarp reumatoidinio artrito ir epigenetiniy modifikacijy, t.y. DNR
metilinimo, vykstancio ligos paveiktose lastelése ir audiniuose, taip pat
periferinio kraujo lgstelése, yra placiai tirlamas ir apraSomas mokslinése
publikacijose. Sukaupti duomenys leidzia manyti, kad epigenetiniai veiksniai
dalyvauja sudétinguose RA ligos mechanizmuose, gali buti potencialiai
vertinami kaip bioZzymenys arba net naudojami taikiniy terapijai [79, 97].
Vitaminas D, veikdamas kaip imunomoduliatorius ir gebantis daryti jtaka
skirtingy lasteliy ,,elgesio” mechanizmams, taip pat gali buti epigenetiskai
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paveikus ir dalyvauti RA patogenezéje [14, 97, 122]. Vis délto iki Siol nebuvo
atlikta tyrimy, kurie analizuoty vitamino D atsako kelio geny metilinimg RA
sergantiems pacientams.

Atlikto tyrimo metu buvo nustatytas panaSus vitamino D apykaitos geny
metilinimo lygis tarp RA ir kKontrolinés grupés tiriamyjy. Vertinant abi grupes
bendras metilinimo lygis buvo zemas, tik CYP24Al geno metilinimo
intensyvumas buvo statistiskai reikSmingai didesnis palyginti su VDR ir
CYP2R1 genais, ir sieké nuo 15 iki 17 %. Masy tyrimo duomenys sutampa su
Behceto ligos atveju tirtu VDR metilinimo profiliu, kuris nesiskyré tarp
serganciy ir sveiky asmeny [228]. Analogiskai, E.L. Beckett ir bendraautoriy
atlikto tyrimo metu tirty CYP2R1, CYP27B1, CYP24Al ir VDR geny
metilinimo lygis taip pat buvo Zzemas [200]. Rengiant §j disertacinj darba
nustatytas reikSmingai aukstesnis CYP24A1 geno metilinimo lygis gali bati
susijes su dideliu vitamino D trikumo pasireiSkimu abiejose tiriamosiose
grupése. CYP24A1 hipermetilinimas lemia sumazéjusia geno raiska, o kartu
slopina aktyvios vitamino D formos inaktivacijg. Kita vertus, mazas CYP2R1
ir VDR metilinimo intensyvumas rodo aktyvig geno raiskg ir netiesiogiai
indikuoja apie aktyvy vitamino D metabolizmo procesa.

Iskelta hipoteze patvirtina ir miisy tyrimo metu nustatyta sasaja tarp metilinty
VDR, CYP24A1 ir CYP2R1 geny ir didesniy vitamino D koncentracijy, taip
pat RA pacienty grupéje rasta teigiama VDR, CYP2R1 metilinimo
intensyvumo ir vitamino D kiekio koreliacija. Sio darbo rezultatai sutampa su
H. Zhu ir bendraautoriy publikuotu tyrimu: asmenims, kuriems buvo
nustatytas iSreikStas vitamino D trikumas (25(OH)D < 25 nmol/l), buvo
budingas sumazéjgs metilinimo lygis CYP2R1, CYP24A1 ir DHCR7 genuose
palyginti su kontrolinés grupés tiriamaisiais, kuriy vitamino D koncentracija
buvo normali (25(OH)D > 75 nmol/l) [203]. E. L. Beckett ir bendraautoriai
taip pat nustaté teigiamg vitamino D kiekio ir VDR metilinimo lygio
koreliacija, 0 CYP2R1 ir CYP24Al metilinimas, skirtingai nei misy
duomenimis, atvirks¢iai koreliavo su vitamino D koncentracija [200].
pat nustaté, kad vidutinis CYP2R1 ir CYP24Al geny metilinimo lygis
neigiamai koreliavo su papildy fone didéjanéiu serumo 25(OH)D kiekiu.
Idomu, kad tiriamiesiems, kuriems papildy vartojimas nepadéjo normalizuoti
vitamino D koncentracijos serume, tyrimo pradZioje iSmatuotas statistiskai
reik§mingai aukStesnis CYP2R1 ir CYP24A1 metilinimo lygis palyginti su
tiriamaisiais, kuriems gydymas buvo veiksmingas. Tai jrodo, kad bazinis
jvardyty geny metilinimo lygis gali padéti numatyti papildy vartojimo
efektyvuma [204]. Taigi remiantis $io ir kity tyrimy duomenimis, CYP24A1,
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CYP2R1, VDR metilinimo profilio ir vitamino D sgsajos jrodo vitamino D ir
epigenomo rysj.
Kategorizavus grupes pagal vitamino D kiekj, atlikta iSsamesné duomeny
analizé atskleid¢ statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tiriamyjy. RA
sergantiems pacientams, kuriems buvo nustatytas vitamino D trikumas (<50
nmol/l), aptiktas didesnis CYP2R1 ir CYP24A1 metilinimo intensyvumas,
palyginti su kontroline, vitamino D stokojancia grupe (25(OH)D <50 nmol/l).
Normos ribose vitamino D koncentracija (=75 nmol/l) turin¢iy RA serganciy
tiriamyjy CYP2R1 metilinimo lygis taip pat buvo aukstesnis nei ekvivalenty
vitamino D kiekj turiniy kontroliniy asmeny pogrupis. Ir nors RA
budingesnis globalus DNR hipometilinimas nei hipermetilinimas, ypac
stebimas periferinio kraujo vienbranduolése lastelése ir sinovijos
fibroblastuose [89, 96], taCiau miisy tyrime nustatyti metilinimo poky¢iai
leidZia svarstyti apie galimas vitamino D trikumo priezastis RA sergantiems
pacientams. Didesnis DNR metilinimo intensyvumas lemia vitamino D
apykaitos fermenty hipoprodukcija, salygota geny raiSkos slopinimo, ir maza
vitamino D kiekj organizme.
Nors tiriamyjy grupés buvo vienalytés, sudarytos pagal amziy ir vitamino D
kiekj, taciau statistiskai reikSmingy skirtumy tarp serganciy RA ir kontrolinés
grupés asmeny bendroje imtyje nenustatyta, iSskyrus tam tikrus skirtumus
rastus lyginant pogrupius pagal vitamino D koncentracijg. Gauti duomenys
irodo, kad vitamino D apykaitos geny metilinimo biiklé yra netiesiogiai
susijusi su vitamino D trikumu sergant RA. Taip pat zinant, kad 25(OH)D
metabolizavimo fermentai, i§skyrus VDR, yra dazniau aptinkami kitose nei
periferinio kraujo lastelése [122], galima daryti prielaida, kad tirty geny
metilinimo profilis gali varijuoti atsizvelgiant j tiriamg audinj ir lasteles.
Kaip neiSvengiamg $io tyrimo etapo trikumg galima jvardyti salyginai
nedidelj tiriamosios imties dydj ir auksta vitamino D stokos paplitima tarp
abiejy tiriamyjy (serganciy RA ir kontrolinés) grupiy. Minéti veiksniai galéjo
turéti jtakos analizuoty duomeny statistiniam reik§Smingumui. Kadangi VDR,
CYP24A1, CYP2R1 geny metilinimo tyrimai RA atveju pasaulyje iki Siol
nebuvo atlikti, norédami apskaiciuoti reikiamg imties dydj literatiiros
duomenimis remtis negal¢jome. Todél imties dydj apskai¢iavome teoriskai.
Gavus pirminius rezultatus paaiskéjo, kad metilinimo lygis ir atvejy (RA
serganciy ligoniy), ir kontrolinés grupés imtyse yra zemas ir skiriasi nedaug,
tad, siekiant i8laikyti norimg kriterijaus galig ir reik§mingumo lygmenj, abi
grupes turéty sudaryti beveik po 300 tiriamyjy. Kadangi gauti pradiniai DNR
metilinimo rezultatai reikSmingy skirtumy neparodé, o reikiamas imties dydis
buvo didesnis nei planuojamas biomedicininio tyrimo bioetikos protokole ir
ribojamas finansiniy iStekliy, detalesné metilinimo analizé buvo atlikta
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tirlamuosius suskirstant pagal vieng i§ labiausiai iSsiskyrusiy klinikiniy
rodikliy — vitamino D kiekj. Svarbu paminéti, kad gauti rezultatai nurodo tokiy
tyrimy poreik]j ateityje.

5.3. Létinio periodontito ir reumatoidinio artrito sgsajos

Reumatoidinio artrito ir periodontito rySys pastaruoju metu yra gana placiai
nagrin¢jimas ypa¢ dél ligy patogenezés mechanizmy sasajy, taip pat
periodontitui patognominés bakterijos P. gingivalis iSskiriamo fermento
PPAD4 gebéjimo citrulinizuoti zinduoliy baltymus ir galimo dalyvavimo RA
patogenezéje. Deja, bet skirtingy tyrimy, analizavusiy §iy patologijy rysj,
rezultatai nesutampa. Sis mokslinis tyrimas nagrinéjo RA ligos klinikiniy
rodikliy sgsajas su jau patvirtintu PD, atsizvelgiant | vitamino D ir
sociodemografiniy veiksniy jtaka. Atlikus pirming RA+PD+ ir RA+PD-
grupiy analize¢ ir vertinant RA Klinikinius parametrus, statistiskai reikSmingy
skirtumy tarp grupiy nebuvo rasta. Vis délto, atlike statistinius skaiciavimus
RA+PD+ grupés viduje, gavome reikSmingy sasajy tarp RA ligos aktyvumo
ir PD sunkumo (didesnés stadijos), taip pat duomeny apie vitamino D trikumo
jtaka RA ir PD bei Siy ligy tarpusavio ry$iui. Misy ziniomis, iki $iol yra
publikuoti tik pavieniai tyrimai, verting vitamino D ry§j su Siomis
uzdegiminémis ligomis.

Tyrimu nustatéme, kad PD yra placiai paplitusi tarp serganéiy autoimuniniu
artritu liga. Po i§samaus periodontologinio iStyrimo PD diagnozuotas 67,8 %
RA serganciy pacienty, i$ kuriy beveik tre¢daliui nustatyta sunki PD (III+1V)
stadija. Neseniai atlikto Suomijos mokslininky stebéjimo tyrimo duomenimis,
PD taip pat diagnozuotas 80 % ankstyvu RA ir net 85 % létiniu RA serganciy
pacienty [38]. Panasius rezultatus publikavo ir Kinijos tyréjai, PD diagnozg
patvirting 68 % RA tiriamyjy; jie taip pat jvertino, kad tikimybé sirgti PD
sergantiems artritu yra 5 kartus didesné nei sveikiems asmenims [229]. Taciau
atliktas Koréjos Nacionalinio sveikatos draudimo tyrimas, vertines 559 280
tirlamyjy imtj, nustaté, kad PD serga tik 20 % serganciyjy RA. Visgi rizika
susirgti RA buvo didesné sergantiems PD, nei kontrolinés grupés
tiriamiesiems (SS 1,22, p<0,001) [230]. Misy tyrimo metu rastas didelis
sergamumas sunkiu PD (29 %) serganciyjy RA grupéje yra didesnis palyginti
su bendra populiacija. Kaip pateikiama Kassebaum ir kolegy atliktoje
apzvalgoje ir metaregresingje analiz¢je, pagal amziy standartizuoto sunkaus
PD daznis yra 11,2 % [231]. Didesnis sergamumas PD gali bati nulemtas
sutrikusios $eimininko imuninés sistemos gynybos funkcijos sergant RA, tai
patvirtina ir miisy rezultatai.
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RA pacientai sergantys vidutinio sunkumo ir sunkiu PD, turéjo statistiSkai
reikSmingai didesnj DAS28 CRB ligos aktyvumo indeksg. Be to, RA+PD+
grupés tiriamieji savo bukle, apibrézta VAS ir RAID, tendencingai vertino
kaip sunkesne. Siai pacienty grupei taip pat buvo nustatytos blogesnés PD
parametry vertés palyginti su periodontologiskai sveikais RA serganciais
tiriamaisiais. Anksciau atlikty tyrimy duomenys sutampa su misy darbo
rezultatais, rodandéiais, kad egzistuoja tarppatologinis PD sunkumo ir RA ligos
aktyvumo rysys [232, 233]. Vis délto yra ir priestaraujanciy miisy rezultatams
duomeny: nedidelés imties, 40 serganciy RA tiriamyjy analize nebuvo
nustatyta rysio tarp RA aktyvumo ir PD sunkumo, taip pat tarp CRB ar SVK
kintamuyjy, nors autoriai patvirtino, kad seropozityvus RA (anti-CCP teigiami
titrai) buvo susijes su vidutinio sunkumo ir sunkiu periodontitu [234].
Pazymétina, kad aktyvus RA ir pazenges PD yra susije¢ su padidéjusiais
i8siskirian¢iy uzdegiminiy bioZymeny ir mediatoriy kiekiais (ypa¢ CRB, IL-
6, TNF-a, MMP, kt.) [235] ir pagrindzia misy rezultaty kilme. Padidéjes
sisteminis uZzdegimas skatina PD, ir atvirk§¢iai, PD taip pat lemia
uzdegimiskuma. Kaip pateikiama ,,dviejy smugiy“ (angl. ,, two-hit ) teorijoje,
periodonto disbiotiné mikrobiné bioplévelé sukelia pirmajj ,,smigj“ —
destrukciniy jvykiy kaskada sergant létiniu PD; antrasis ,,smiigis*, skatinantis
sisteminj uzdegiminj atsaka, yra salygojamas sisteminiy ligy, tokiy kaip RA
[236].

Svarbu pamineéti, kad tyrimo metu nustatytas statistiSkai reikSmingas ir
naudingas rysys tarp bLMV skiriamy RA gydymui ir periodontito parametry
(KI ir AKR). Pacientams, gydytiems bLMV ar bLMV kombinacija su
tradiciniais sintetiniais LMV, periodontitas buvo diagnozuojamas re¢iau nei
gydomiems tik tradiciniais sintetiniais LMV. Kadangi Zinoma, kad RA
sergantiems asmenims yra nustatomi didesni citokiny IL-6, TNF-a kiekiai
burnos skysciuose ir kraujo plazmoje, o padidéjusi B ir plazminiy lgsteliy
infiltracija yra susijusi su progresuojan¢ia periodonto kaulinio audinio
rezorbcija ir 1étiniu periodontitu [237, 238], todél slopinantis PD uzdegima
bLMV gydymo efektas gali buti logiskai paaiSkinamas. Misy teiginj
sustiprina ir 2020 m. publikuotas straipsnis, paremtas ankstesniy tyrimy
duomenimis, kuriame raSoma apie teigiama TNF-a inhibitoriy, IL-6R
inhibitoriy ir j anti-B limfocity funkcijas nukreipto gydymo poveiki
periodontitui [239]. Gydymas TNF-a inhibitoriais taip pat teigiamai veiké K,
ZG, PNL ir danteny indekso parametrus skiriant gydymg biologine terapija
nuo 6 savaiciy iki 9 ménesiy, kaip raSoma Zamri ir kolegy sistemingje
apzvalgoje [240]. Vis délto siekiant palaikyti §ig teorija tritksta duomeny, nes

68



kai kurie tyrimai teigia, kad PD netgi gali kliudyti gydymui bLMV pasiekti
terapinj efekta sergantiems RA [241, 242].

Visuotinai jrodyta, kad rikymas yra tieck RA, tiek PD rizikos veiksnys [39,
243, 244], taip pat siejantis abi Sias patologijas. Miisy tyrimo rezultatai jrodé,
kad rikymas statistiskai reikSmingai buvo susijes su RA+PD+ grupe palyginti
su periodontologiskai sveikais RA sergancCiais asmenimis. Be iSimties visi
periodontitu nesergantys RA pacientai buvo neriikantys, 0 beveik ketvirtadalis
RA+PD+ grupés tiriamyjy buvo rukoriai. Riukanciyjy ir vyresnio amziaus
pacienty burnos sveikatos rodikliai buvo blogesni, jiems nustatyti didesni
PNL, ZG, KI, AKR periodontito parametrai.

Kaip jau aptarta anksCiau, norint palaikyti optimalig vitamino D funkcija
kauly ir kalcio apykaitai ir bendra teigiama poveikj sveikatai, 25(OH)D
koncentracija kraujo serume turéty biti didesné nei 75 nmol/1 [116]. Lyginant
su anksciau publikuotais duomenimis [245], misy tirtoje 93 pacienty imtyje
apie 90 % tiriamyjy buvo nustatytas vitamino D nepakankamumas arba
trakumas. Skerspjiivio steb&jimo modeliy tyrimai teigia, kad vitamino D
trukumas ir mazesnis vitamino D papildy vartojimas yra susij¢s su padidéjusia
rizika sirgti RA ir létiniu PD [137, 246]. Musy tyrimo metu pastebéta
tendencija, kad sergantys periodontitu RA pacientai pasizymi mazesnémis
vitamino D koncentracijomis kraujo serume nei periodontologiskai sveiki RA
tiriamieji. Reik§mingai mazesnis vitamino D kiekis buvo nustatytas RA+PD+
grupei, kuriai diagnozuotas sunkus pazenges PD (IV stadija) palyginti su
vidutinio sunkumo PD (Il stadija). Sis rezultatas gali bati paaiskinamas
numanomu suminiu abiejy ligy sisteminiu uzdegiminiu poveikiu ir patvirtina
teiginj, kad vitamino D trikumas ir kartu egzistuojantys kiti rizikos veiksniai
gali paskatinti periodontopatiniy bakterijy dauginimasi ir pabloginti ligos eiga
[246].

Tikétina, kad visoje imtyje nustatyta maza vitamino D koncentracija galéjo
turéti jtakos statistiniy skai¢iavimy reik§mingumo trikumui tarp RA+PD+ ir
RA+PD- grupiy. [takos statistiniy skaiCiavimy rezultatams galéjo turéti ir
salyginai maza 93 tiriamyjy grupé bei RA+PD+ (n=63) ir RA+PD- (h=30)
grupiy im¢iy netolygumas. Visgi tai galéty buti paaiSkinama dideliu
sergamumu PD tarp RA pacienty. Tyrimo metu stebima ly¢iy imties
disproporcija grei¢iausiai susidaré dél didesnio RA paplitimo tarp
moteriSkosios lyties atstoviy, taip pat dél to, kad j periodontologiskai sveiky
RA asmeny grupe nebuvo jtrauktas né vienas vyras. Todél rezultatuose gauta
reikSmingg sergamumo PD skirtuma tarp ly¢iy reikéty vertinti kritiskai. Kitas
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Sio tyrimo etapo trikumas — didelio masto vitamino D stoka nustatyta tirtoje
kohortoje, kuri, tikriausiai, yra nulemta Lietuvos geografinés padéties.

Vertinant skirtingy tyrimo etapy rezultatus, taip pat galima teigti, kad dél
atlikto atvejo kontrolés ir skerspjtivio tyrimo modelio nebuvo galima jvertinti
ekspoziciniy veiksniy priezastingumo su RA iseitimis, tik galimybé suzinoti
galimas sasajas ir rizikos veiksniy paplitimg. Visgi atlikto tyrimo nauda yra
neabejotina, nes surinkti duomenys papildé Zinias apie vitamino D, VDR geno
polimorfizmy, epigenetiniy modifikacijy vitamino D apykaitos genuose ir
létinio periodontito rysj su reumatoidiniu artritu.
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6. ISVADOS

1. Reumatoidiniu artritu sergantiems pacientams budinga reikSmingai
mazesné vitamino D koncentracija nei sveikiems asmenims (44,96 +
21,92 vs. 54,90 = 22,82 nmol/l, p<0,0001). MaZesné nei optimali
vitamino D koncentracija (<75 nmol/l) nustatyta 90,29 % RA
serganciy tiriamyjy ir yra susijusi su aukstesniu reumatoidinio artrito
ligos aktyvumu (DAS28 CRB indeksas) (p=0,0017) ir blogesne fizine
sveikata (SVK) (p=0,0065).

2. VDR geno polimorfizmai néra susij¢ su padid¢jusia rizika sirgti
reumatoidiniu artritu tirtoje Lietuvos populiacijos imtyje, bet tam tikri
genotipai gali turéti jtakos vitamino D kiekiui organizme.

3. Bendras vitamino D atsako kelio geny (VDR, CYP24Al, CYP2R1)
metilinimo lygis yra Zemas ir tiesiogiai koreliuoja su vitamino D
koncentracija kraujo serume. AukStesnis nei kontrolinés grupés
CYP24A1 ir CYP2R1 metilinimo lygis esant vitamino D trakumui ir
normai galbtt daro netiesiogine jtaka vitamino D kiekiui sergant
reumatoidiniu artritu.

4. Nustatytas didelis (67,8 %) reumatoidiniu artritu serganc¢iy pacienty
sergamumas periodontitu, beveik tre¢daliui (29 %) jy diagnozuota
sunki  periodontito  (III+IV) stadija. ReikSmingai didesnis
reumatoidinio artrito ligos aktyvumas (vertinant DAS28 CRB
indeksg) yra susijes su vidutinio sunkumo ir sunkiu periodontitu
(p=0,033).

7. PRAKTINE DARBO VERTE

Pastaraisiais deSimtmeciais RA gydymo galimybés iSsiplété. Gydymas
tradiciniais sintetiniais ir ypa¢ biologiniais liga modifikuojanciais vaistais
gydytojo reumatologo praktikoje didziajai daliai RA serganciy pacienty
leidzia pasiekti nedidelj ligos aktyvuma arba remisija. Vis dél to Sio
autoimuninio artrito gydymas turi biiti kompleksinis, paremtas ne tik
medikamentinio LMV gydymo skyrimu, bet ir apimti bukliy, galin¢iy
moduliuoti artrito eigg, iStyrimg ir gydyma. Kaip pabréziama disertacijos
literatiros apZzvalgoje, Vvitaminas D pasizymi jrodytu sisteminiu
imunomoduliuojanéiu, prieSuzdegiminiu poveikiu, yra svarbus reguliuojant
imuninés sistemos lasteles, dalyvaujancias RA patogenezéje. Remdamiesi Sio
mokslinio darbo rezultatais galime teigti, kad vitamino D stoka koreliuoja su
didesniu RA ligos aktyvumu, blogesniais fizinés sveikatos rodikliais. Didelis
vitamino D trikumas sergantiesiems RA neabejotinai turéty biti
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koreguojamas, 0 vitamino D papildy skyrimas galéty tapti kompleksinio RA
gydymo dalimi. Zinoma, kad létiniai infekcijos Zidiniai gali riboti RA
serganCiy pacienty gydymo galimybes ir bloginti ligos eigg. Nepaisant
apskritai gana gero odontologiniy paslaugy pricinamumo (deja, tai nevisada
pasakytina apie ilgai 1étinémis ligomis serganciuosius), 1étinio periodontito
paplitimas tirtoje RA serganéiyjy imtyje yra labai didelis. Sis tyrimas jrodé
létinio PD sunkumo ir RA ligos aktyvumo sgsajas, taip pat kad nustatoma
didesné vitamino D koncentracija Kraujo serume yra susijusi su geresnémis
PD iseitimis RA sergantiems pacientams.

Sio mokslinio tyrimo rezultatai papildé zinias apie poreikj informuoti
serganéius reumatoidiniu artritu pacientus apie vitamino D naudg ne tik
bendrai savijautai, kaulinio audinio apykaitai, bet ir RA ligos aktyvumui,
fizinés sveikatos gerinimui bei periodontito kontrolei. Todél, atsizvelgiant |
vitamino D koncentracijg kraujo serume, turéty buti rekomenduota naudoti
vitamino D papildus. Kitas svarbus veiksnys — reguliarts ir savalaikiai vizitai
pas gydytoja odontologa, periodontologa dél létiniy infekcijos Zidiniy, taip pat
létinio periodontito iStyrimo ir gydymo siekiant moduliuoti RA ligos
aktyvuma.

Apibendrinant — vitamino D papildy skyrimas ir Iétinio periodontito gydymas
yra saugiis, nebrangis ir naudingi RA eigg modifikuojantys veiksniai.
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9.4. Tiriamyjy anketos

REUMATOIDINIU ARTRITU SERGANCIU TIRIAMUJU ANKETA

TIRIAMOJO
KODAS

Vizito data
(metai/ménuo/diena)

Kraujo méginio paémimo data
(metai/ménuo/diena)

Gimimo data (metai)

Lytis: U Vyras [J Moteris
Ugis (cm) KMI

Svoris (kg)

Riukymas: U Taip [J Ne
Cigareciy vnt./d.

Susirgimo data (metai/ménuo)

Reumatoidinio artrito diagnozés patvirtinimo data (metai/ménuo)

Imunologiniai laboratoriniai tyrimai

RF (konc.)

ACCP (konc.)

Neigiamas [

Neigiamas [

Silpnai teigiamas [] (<3k./padidéjimas)

Silpnai teigiamas [J (<3k./padidéjimas)

Stipriai teigiamas [J (>3k./padidéjimas)

Stipriai teigiamas [ (>3k./padidéjimas)

Ligos aktyvumo rodikliai:

Rezultatas

Normos ribos

ENG (mm/h)

CRB (mg/l)
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Siuo metu skiriamas RA gydymas

V_a rtojimo Vaisto paskyrimo
. budas R

Pavadinimas (plos, plo Dozé data

‘p + PIO, (metai/ménuo)

i’v)
Prednizolonas
Metilprednizolonas
Metotreksatas
Leflunomidas
Azatioprinas
Sulfasalazinas
Plakvenilis
Biologiné terapija:

Anksciau skirtas RA gydymas
Vartojimo pradZios Nutraukimo data
Pavadinimas data A
o . (metai/ménuo)
(metai/ménuo)

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

Vitamino D papildy vartojimas [] TAIP [JNE
Vitamino D Papildo forma Dozé (TV, Vartojimo pradzia
papildy vartojimas | (lasiukai, ampulé, | mkg) (metai/ménuo)

kapsulés) 1mkg=40TV

Gretutinés ligos

Diagnozé

Dgn. nustatymo data
(metai/ménuo)

Taikomas gydymas
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Chirurginis gydymas

Diagnozé Operacijos data (metai/ménuo)

Vitamino D konc.

| 25(0H)D konc.kr.serume | nmol/I

DAS28

Skausmingi sanariai Suting sanariai

Skaicius Skaicius

Paciento savijautos

globalinis vertinimas(mm)

ENG CRB
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Suting sanariai 28 Skausmingi sanariai 28

1. Paciento bendras savijautos vertinimas:
Kaip Jis jauciatés dél sanariy ligos (pastaraja savaitg)
Labai gerai Labai blogai

Skausmo lygis (pastaraja savaite)
Kokio stiprumo skausmus jauciate?

Visai nejauciu Stipriausius kokius tik jmanoma

Gydytojo ligos aktyvumo vertinimas (pildo gydytojas)

Neaktyvi liga Labai aktyvi liga

Reumatoidinio artrito ligos poveikio (RAID) klausimyno rezultatai

Balas

Skausmas

Funkcinis nejgalumas

Nuovargis

Miegas

Fiziné savijauta

Emociné savijauta

Reumatoidinio artrito jveikimas

IS VISO

Sveikatos vertinimo klausimyno (SVK) rezultatai

Balas

1 skiltis

2 skiltis

3 skiltis

4 skiltis

5 skiltis

6 skiltis

7 skiltis

8 skiltis

IS VISO
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SVEIKATOS VERTINIMO KLAUSIMYNAS (SVK)

Kokius i$ toliau i§vardinty

veiksmy Jiis galéjote :?tlikti Galiu be _ -I[ilt‘; su _
per pastarasias keturias sunkum Sunkokai asmens Negaliu
savaites? Pazymékite Y a0alba
labiausiai tinkantj atsakyma. pag
1.Apsirengimas ir

susitvarkymas

apsirengti, uzsisegti sagas,

uztrauktuka, kabliukus, uzsiristi 0 1 2 3
batus

i$siplauti galva 0 1 2 3
2. Atsikélimas

at51_kelt1 nuo kédés _ 0 1 2 3
nesiremdamas rankomis

ilipti j lova ir jos 0 1 2 3
3.Valgymas

supjaustyti mésa 0 1 2 3
pakelti pilng stikling prie lipy 0 1 2 3
atidaryti pieno pakelj 0 1 2 3
4.Vaik§ciojimas

ar Jus galétuméte iSeiti i§ namy |

lauka, jeigu nereikeéty lipti 0 1 2 3
laiptais

uzlipti penkis laiptelius aukstyn 0 1 2 3
5.Higiena

nus1pr_a1ust1 ir nusiSluostyti visg 0 1 2 3
savo kiing

.rvlqud.otls vonia, t.y. jlipti ir 0 1 5 3
islipti

atsisésti ir atsikelti nuo klozeto 0 1 2 3
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6.Siekimas

paimti (pasiekti) galvos aukstyje

ir nuleisti Zemyn 2 kg sveriantj 0
daikta (tokj, kaip milty maiselis)
pasilenkti ir paimti drabuzius 0
nuo grindy

7.Griebimas

atidaryti ,,uzspaustas” masinos 0
duris

atidaryti uzsukama stiklaini,

kuris pries tai jau buvo kartg 0
atidarytas

atsukti ar uzsukti ¢iaupa 0
8.Aktyvumas

atlikti namy ruosos darbus ir 0
apsipirkti

ilipti | masing ir i$ jos i8lipti 0
i$siurbti kambarius ar darbuotis 0

sode
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REUMATOIDINIO ARTRITO LIGOS POVEIKIO KLAUSIMYNAS (RAID)

1. Skausmas
Apibraukite skai¢iy, kuris geriausiai apibtidina skausma, kurj jautéte dél
reumatoidinio artrito per pragjusias 7 dienas:

Visiskai| 0 | 1 | 2 | 3 | 4 | 5|6 | 7 | 8| 9 |10 |Labai
nejauciau stiprus

2. Funkcinis nejgalumas
Apibraukite skai¢iy, kuris geriausiai apibiidina, kaip jums buvo sunku dél
reumatoidinio artrito, atlickant kasdieng fizine veikla per pragjusias 7 dienas.

Visai| 0 | 1 | 2 | 3| 4|5 |6 | 7] 8| 9 |10 ]|Labai
nesunku sunku

3. Nuovargis
Apibraukite skaiCiy, kuris geriausiai apibiidina, kaip jums buvo sunku dél

reumatoidinio artrito atlikti kasdiening fizing veikla per praéjusias 7 dienas.

NejauGiauf O | 2 | 2 | 3 | 4|5 |6 | 7| 8] 9 |10 |Buvau
nuovargio visiSkai
i$sekes
(-usi)
4. Miegas

Apibraukite skai¢iy, kuris geriausiai apibiidina miego problemas (t.y. poilsj naktj),

kurias patyréte dél reumatoidinio artrito per praéjusias 7 dienas.

Jokiy| O | 2| 2|3 |4 |5 |6 | 7] 8] 9 |10]Labai
problemy didelés
problemos

5. Fiziné savijauta
Bendrai atsizvelgiant j artrita, kuriuo sergate, kaip jus jvertintuméte savo fizing
savijautg per praéjusias 7 dienas? Apibraukite skai¢iy, kuris geriausiai apibtidina

jusy fizing savijauta.

Labai| O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 |Labai
gera bloga
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6. Emociné savijauta
Bendrai atsizvelgiant j artritg, kuriuo sergate, kaip jus jvertintuméte savo emocing
savijautg per praéjusias 7 dienas? Apibraukite skai¢iy, kuris geriausiai apibtidina

jUsy emocing savijauta.

Labai| O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 |Labai
gera bloga

7. Reumatoidinio artrito jveikimas

Bendrai atsizvelgiant j artrita, kuriuo sergate, kaip jums pavyko jveikti savo liga

(susitvarkyti su ja) per pragjusias 7 dienas?

Labai| O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 |Labai
gerai blogai

109



1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

ODONTOLOGINE TIRIAMOJO ANKETA

Tiriamojo kodas

Ar riikote?
1 Niekada neriikiau
L) Anks¢iau riikiau, bet dabar neriikau
" Taip, iki 20 cig. per diena
1 Taip, daugiau nei 20 cig. per dieng
Ar daznai vartojate alkoholj?
INiekada
[ Mazdaug 1 kartg per ménesj
[1Mazdaug 1 kartg per savaite
[JKasdien
Koks Jusy i$silavinimas?
1 Vidurinysis
[JAukStasis neuniversitetinis
) Aukstasis universitetinis
Kaip daznai valotés dantis su danty Sepetéliu?
] Nesivalau danty
11 kartg per dieng
(12 ar daugiau karty per dieng
Ar naudojate tarpdanciy Sepetélj/tarpdanciy sitila?
] Taip
1 Ne
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10) Vidutiniskai kaip daznai apsilankote pas gyd. odontologg?
1 Nesilankau
L) Reciau nei 1 kartg per metus
[ 1 kartg per metus
12 ir daugiau karty per metus
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KONTROLINES GRUPES ANKETA

TIRIAMOJO KODAS

Vizito data (metai/ménuo/diena)

Kraujo méginio paémimo data (metai/ménuo/diena)

Gimimo data (metai)

Lytis: UVyras [J Moteris

Ugis (cm) KMI

Svoris (kg)

Rikymas: ] Taip [J Ne

Cigareciy vat/d.

Vitamino D papildy vartojimas L] TAIP [JNE
Vitamino D Papildo forma Dozé (TV, Vartojimo pradzia
papildy vartojimas | (lasiukai, ampulé, | mkg) (metai/ménuo)

kapsulés) 1mkg=40TV

Gretutiniai susirgimai
Diagnozé Dgn. nustatymo data Taikomas gydymas

(metai/ménuo)
Laboratoriniai tyrimai
[ 25(0H)D konc.kr.serume | nmol/I
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9.5. Leidimai atlikti biomedicininj tyrimg

VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS
Wisdodi jutaiga, Universitets g. 3, LT- 01513 Vilnius, tel, (8 5) 268 7001, faks, (8 5) 272 8646, el. p. inforf@eor. vl
keaupiami ir saugomi Juridindy asmeny registre, kodas 211950810,
Fakulteto duomenys: MK. Ciarfionio g 21/27, LT-03101 Vilnius, tzl. (8 5) 23% 8701, (8 5) 239 7800, faks, (§ 5) 239 8705,
el. p. mfEmE it
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIV TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
M.E. Clurlionlo g. 2127, LT-03101 Vilnius, tel. (8 5) 268 6598, el. p. rhteliimf vt

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2016-11-08  Nr.158200-16-864-379

Tyrimo pavadinimas:
Reumatoidinio artrito etiopatogenezés ir klinikinés eigos sysajos su genetiniais ir
epigenetiniais veiksniais
Protokolo Nr.: 2
Versija: ' o2
Data: 2016-09-29
Asmens informavimo ir : :
informuoto asmens sutikimo forma: Tiriamyju grupei
WVersija: 2
Data: 2016-09-30
Asmens informavimo ir
informuoto asmens sutikimo forma: Kontrolinei grupei
Versija:
Data: 2016-09-30
Priedas Nr. 1 Reumatoidiniu artritu sergandiy tiriamyjy anketa
Versija: 1
Data: 2016-08-12
Priedas Nr. 2 Kaontrolinés grupés anketa
Versija: 1
Data: 2016-08-12
Priedas Nr. 3 D-PRO klausimynas (Simptomai ir Jutimai)
Versija: -
Data: 2013-09-17
Priedas Nr. 4 Sveikatos vertinimo klausimynas (Buitis)
Versija: 1
Data: 2012 m.
Priedas Nr. 5 Reumatoidinio artrito poveikis (RAID klausimynas)
Versija: lietuviska versija
Data: 2012-01-12
Pagrindinis tyréjas: Irena Butrimiené
[staigos pavadinimas: V3] Vilniaus universiteto ligoninés Santarifkiy klinikos
Reumatologijos centras; Reumatologijos, traumatologijos-
ortopedijos ir rekonstrukeings chirurgijos klinika
Adresas: Santarifkiy g. 2, LT-08661 Vilnius
Leidimas galioja iki: 2019-10-31
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Leidimas iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posedzio
{protokolas Nr. 158200-2016/11), vykusio 2016 m. laplaiéio 08 d. sprendimu.

Vilniaus regioninio biomedicininiy __tyrimy etikos komiteto eksperty grupés nariai
Nr. Vardas, pavardé veiklos sritis dalyvavo posédyie
1 doc. dr. Laimuté Jakavonyté filosofija taip
2 | prof.dr. Jelanta Dadoniené epidemiologija, medicina taip
3 | docdr. Jaunius Gumbis teisé ne
4 Genovaité Bulzgyté slauga taip
5 | profdr. Augustina Jankauskiené medicina taip
6 | dr. Laura Malinauskiené medicina taip
7 | Eglé Zubiené psichologija taip
& | prof. Saulius Vosylius e medicina taip
9 | Ugné Sakiiniené S L enty teises taip
Vilnizus regioging
Pirmininké bmmmtﬂﬂfis Laura Malinauskiené
tyrimy etikng
komiteta
LR Asmens duomeny teisinés apsaugos isf str. 3 punktas numato, jog asmens duomenys

apie asmens sveikatg automatiniu bidu, taip pat mokslinio medicininio tyrimo tikslais gali biti
tvarkomi tik praneSus Valstybinei duomeny apsaugos inspekeijai. $iuo atveju Valstybiné duomeny
apsaugos inspekeija privalo atlikt i3anksting patikra,

Pasibaigus tyrimui, tyréjas ar tyrimo ufsakovas privalo informuoti VRETEK radta apie
tyrimo pabaigq bei pateikti tyrimo ataskaitos santraulks.

Reikalavimas pateikti prane3ima apie tyrimo pabaiga bei ataskaitos santraukg isigaliojo nuo 2010
m. geguiés 6 d. §i reikalavima, rasite Lictuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro
{sakymo "Dél leidimy atlikti biomedicininj tyrima idavimo tvarkos aprado P&t\rirtinimo" (Zin,,
2008, Nr. 6-225: 2010, Nr. 55-2706; 2011, Nr. 233-1570; Nr. 67-3184) 18" punkte ,, Leidimas
atlifdti  biomedicinini tyrimg galioja iki biomedicininio tyrimo paraifkafe nurodytos tyrimo
pabaigos datos. Biomedicininiy tyrimy uisakovas, jo jgaliotas atstovas ir (ar) pagrindinis tyréjas
per 30 kalendoriniy dieny privalo rastu pranesti leidimq ailikti biomedicining tyrimq isdavusial
Institucijat (Lietwvos bioetikos komitetui ar regioniniam biomedicininiy tyrimy efikos komitetui)
apie fyri baigy ir kalendoriniy dieny pateikti tyrimo ataskaif %

[sakymo nuostata taikoma visiems biomedicininiams tyrimams.
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VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS )
Wishofi pstaiga, Universiteta g 3, LT- 01513 Vilmius, Damerys kaupiamsi i suigomi huridiniy asmenn registre, kodas 21 1950810
Fakulteto ducenenys: M.K. Clirtionle g 21727, 03101 Vilaius, iel, (8 5) 239 B700, &), p, mA@mivilt
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIY TYRIMT] ETIKOS KOMITETAS

Komiteto ducememys: M K. Ciurlionio g, 2127, 03100 Vilnius, tel. (8 5) 268 6998, ¢l. p. rhicki@mlvu lt

LEIDIMAS

ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRiMA

2018-05-08 Nr.158200-18/5-1037-533

Tyrimo pavadinimas:

Imunologiniy, genefiniy, epigenetiniy veiksniy analizé
autoimuniniy artrity efiopatogenezéje

Protokolo Nr.:

Versija:

Deata:

Informuoto asmens sutikimo forma:

Pagrindinis tyréjas:

[staigos pavadinimas:
Adresas:

Leidimas galioja iki:

2

2

20180502

2 (Autoimuninio artrito grupe)
20180502

2 (Kelio sanario biopsija)
201805 02

2 (Kontroliné grupé)

2018 0502

Irena Butrimiené

W3] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos
Santaridkiy g. 2, Vilnius

WVilniaus Universitetas

Universiteto g. 3, Vilnius

Walstybinis moksliniy tyrimy institutas, Inovatyvios
medicinos centras

Santariskiy g. 5, Vilnius

202009 30

prof. Saulius Vosvlius
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LR Asmens duomeny teisinés apsaugos istatymo 10 str. 3 punktas numato, jog asmens duomenys
apie asmens sveikaty automatiniu biidu, taip pat mokslinio medicininio tyrimo tikslais gali biiti
tvarkomi tik pranedus Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai. Siuo atveju Valstybiné duomeny
apsaugos inspekcija privalo atlikti iSanksting patikra. )

LR Asmens duomeny teisinés apsaugos jstatymo 12 str. 1 punktas numato, kad be duomeny
subjekto sutikimo asmens duomenys mokslinio tyrimo tikslais gali biti tvarkomi tik praneSus
Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai. Siuo atveju Valstybiné duomeny apsaugos inspekeija
privalo atlikti ianksting patikrg.

Pasibaigus tyrimui privaloma VRBTEK radtu informuoti apie tyrimo pabaiga bei pateikti
tyrimo ataskaitos santrauks.

Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro jsakymo "Dél leidimy atlikti biomedicininj tyrimg
i$davimo tvarkos aprafo patvirtinimo" (Zin., 2008, Nr. 6-225, 2016 m. sausio 8 jsakymo Nr. V-27
redakcija_(galiojanti suvesting redakcija (nuo 2017-01-04) VIL40. Leidimas atlikti biomedicining
tyrimg galioja iki biomedicininio tyrimo paraikoje nurodytos tyrimo pabaigos datos. VIL41.
Biomedicininiy tyrimy uZsakovas, jo igaliotas atstovas ar pagrindinis tyréjas per 30 kalendoriniy
dieny nuo biomedicininio tyrimo pabaigos privalo ra¥tu pranesti leidimg iSdavusiam Lietuvos
bioetikos komitetui ar regioniniam biomedicininiy tyrimy etikos komitetui apie biomedicininio tyrimo
pabaiga ir per 90 kalendoriniy dieny nuo biomedicininio tyrimo pabaigos pateikti biomedicininio
tyrimo vykdymo ataskaitos santrauks.

Jsakymo nuostata taikoma visiems biomedicininiams tyrimams.
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