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1.1. Multipla skleroza

1.1.1. Klini¢ki izolirani sindrom

Multipla skleroza (MS) je &esta kroni¢na bolest sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) koja je
patohistoloski obiljeZena podru¢jima upalne demijelinizacije koja se §iri SZS-om. Iako je MS
kako patoloski tako i klinicki heterogena bolest, u 85% bolesnika bolest pocinje s akutnom ili
subakutnom epizodom neuroloskog deficita koja se moze pripisati jednoj ili vise

demijelinizacijskih lezija. Ovakvu prezentaciju nazivamo klinicki izoliranim sindromom (CIS).

U 21% pacijenata CIS se prezentira s optickim neuritisom, u 46% sa mijelopatijom, u 10% sa
simptomima mozdanog debla te u 23% s multifokalnim simptomima. (1) Jedno od glavnih
obiljezja MS-a je visok stupanj varijabilnosti u kona¢nom ishodu izmedu bolesnika, sa spektrom
bolesti koji varira od benignog, pa ¢ak 1 asimptomatskog pa do malignih slucajeva. Stoga
odredivanje laboratorijskih 1 klinickih ¢imbenika koji bi pouzdano predvidjeli dugoro¢ni ishod

bolesti u ranoj fazi bolesti je neophodno.

1.1.2. Opticki neuritis

Akutni demijelinizirajuci opticki neuritis je naj¢es¢i uzrok unilateralnog, bolnog gubitka vida u
mladoj zivotnoj dobi. U SAD-u, incidencija akutnog opti¢kog neuritisa je 5 slu¢ajeva na 100
000, a prevalencija 15 na 100 000, sto vrlo vjerno prati podatke o MS-u. (2) Takoder se ¢esce
javlja kod Zena, u omjeru 2:1. Klasican trijas upalnog optickog neuritisa se sastoji od gubitka
vida, periokularne boli i diskromatopsije. Klini¢ki je karakteriziran relativno brzim nastupom

gubitka vida (s ili bez edema optickog diska) koji je naj¢esce pracen bolovima prilikom
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pokretanja o¢nih jabucica (Tablica 1). Dijagnoza se potvrduje dokazivanjem postojanja skotoma,
gubitka sposobnosti raspoznavnanja boja na zahva¢enom oku te tipi¢nim nalazom vidinih
evociranih potencijala. Kako se iza optickog neuritisa mogu skrivati i druge bolesti osim MS-a,
postavljanje to¢ne dijagnoze je jako bitno zbog razlicitih nacina lijeCenja. Dijagnoza
demijelinizirajuc¢eg optickog neuritisa se obicno postavlja klinic¢ki, no danas je neizostavno

uciniti MR optickih Zivaca i mozga zbog dokazivanja demijelinizacijskih lezija.

Akutni ili subakutni nastanak — progresija od nekoliko dana do 2 tjedna

Mladi odrasli bolesnik, tipicno mladi od 45 godina, ali se moZe javiti u bilo kojoj dobi

Periokularna bol (90%), osobito prilikom pomicanja o¢nih jabucica — nastaje prije ili za vrijeme

gubitka vida

Unilateralan gubitak vidne oStrine — varijabilne tezine

Smanjen kontrastan vid te raspoznavanje boja — nije srazmjerno gubitku vidne oStrine

Pogorsanje simptoma kod povisene tjelesne temperature (Uhthoffov fenomen)

Ipsilateralni relativni aferentni pupilarni defekt

Normalan nalaz optickog diska (65%) ili edem opti¢kog diska (35%)

Blagi periflebitis

Ispadi vidnog polja
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Spontani oporavak vida u viSe od 90% slucajeva, koja pocinje unutar 2-3 tjedna, bez obzira na

lijecenje

Nema pogorsanja vida nakon $to se izostave kortikosteroidi

Blijjedoca optickog diska unutar 4-6 tjedana od nastanka

Tablica 1. Obiljezja tipicnog demijelinizacijskog opti¢kog neuritisa kod odraslih. Modificirano

prema Shams et al (3).

Bilateralni, simultani opticki neuritis se vrlo rijetko moze javiti u sklopu MS-a, iako ovakva
prezentacija uvijek treba pobuditi sumnju na neku drugu bolest. Bilateralni opticki neuritis u
sklopu MS-a se najcesce javlja kod hijazmatskog optickog neuritisa. (4) Na seriji od 235
bolesnika s opti€¢kim neuritisom, 15 bolesnika (6.4 %) je imalo bilateralni opti¢ki neuritis, od

kojih su tri slu€aja bila postinfektivna, a jedan slucaj je bio vezan uz sarkoidozu. (5)

Inflamatorne opti¢ke neuropatije drugih uzroka osim MS-a su puno rijede 1 imaju lo$iju
prognozu. Poseban problem predstavlja opticki neuromijelitis (NMO) koji je povezan uz
postojanje specificnog serumskog protutijela na akvaporin-4 vodene kanale (NMO-IgG
protutijelo). (6) Kako danas postoji kvantitavni radioimunoprecipitacijski esej kojim se ovo
protutijelo lagano moze dokazati u serumu, moguce je relativno lagano postaviti dijagnozu
NMO-a kod bolesnika s recidiviraju¢im optickim neuritisima. Kako se uz NMO cesto javljaju i
druge autoimune bolesti, danas se smatra da su svi sluc¢ajevi autoimunog optickog neuritisa (koji
se nazivaju autoimunim zbog postojanja ili NMO-IgG protutijela ili nekog drugog autoimunog

protutijela) trebaju smatrati dio NMO spektruma te tako i lijeciti. (6,7) Bolesnici s autoimunim
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optickim neuritisom zahtjevaju drukciji postupak od pacijenata s tipi¢nim demijelinizacijskim
optickim neuritisom, prvenstveno jer zahtjevaju dugotrajnu imunosupresivnu terapiju za
indukciju 1 odrzavanje remisije te je rana dijagnoza ovih bolesnika od presudne vaznosti. Od
ostalih autoimunih bolesti ON se moze susresti kod bolesnika sa sistemskim lupusom
eritomatosusom, sarkoidozom i Behcetovom bolesti kada uz simptome optickog neuritisa moraju

biti prisutni i znakovi zahvacanja ostalih organskih sustava. (8)

Iako je dobar oporavak vidne funkcije gotovo pravilo optickog neuritisa vezanog uz MS,
ireverzibilno aksonalno oSte¢enje se dogada vrlo rano u tijeku bolesti. Studije koje su koristile
,»Ocular coherence tomography* (OCT) su pokazale da je aksonalno ostec¢enje ¢esto kod
bolesnika s optickim neuritisom te su pokazale stanjenje sloja retinalnih Ziv¢anih vlakana u 74%

bolesnika unutar 3 mjeseca od akutnog optickog neuritisa. (9)

Dijagnoza demijelinizacijskog opti¢kog neuritisa se postavlja klini¢ki. Neuro-oftalmoloskom
obradom se smanjuje moguénost pogreske i ona je neophodna zbog procjene oporavka vida, koje
je jedan od dijagnostickih obiljezja, kao $to je navedeno u Tablici 1. Svakao MRI mozga ima
poseban znacaj zbog procjene prosirenosti demijelinizacijskih oste¢enja. Od oftalmoloskih
testova velik znacaj imaju ispitivanje vidne ostrine niskog kontrasta (Sloan tablice) i kontrastna
osjetljivost (Pelli-Robsn test). Oba testa imaju dobru koleraciju s nalazom MRI-a i mjerenjem
debljine sloja retinalnih Ziv€anih vlakana OCT-om. (10,11) Oba testa se mogu provesti uz krevet

bolesnika, te je pokazano da mogu razlikovati pacijente s MS-om od zdravih pojedinaca. (12,13)

Oporavak vidne funkcije se dogada spontano te pocinje unutar 2-3 tjedna od nastanka simptoma,

stabilizira se tijekom nekoliko mjeseci te se nastavlja popravljati do godine dana. (14)
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1.1.3. Patologija multiple skelroze

Postoji vrlo mali broj patoloskih studija kod bolesnika s klini¢ki izoliranim sindromom. Vecina
objavljenih istrazivanja je u¢injena u pacijenata s neuobicajenom klinickom prezentacijom ili u
pacijenata koji su na MR-u imali lezije koje su diferencijalno dijagnosticki odgovarale
tumorskom procesu, tako da su podatci dobiveni vrlo ogranicene vrijednosti. (15) Histopatoloski
pregled ovih akutnih lezija je pokazao hipercelularnost, pretezno zbog makrofaga koji sadrzavaju
lipide i perivaskularnih nakupina limfocita. Rubovi akutne lezije ne moraju biti prepoznatljivi
zbog demijelinizacije koja je u tijeku. Kroz cijelu leziju prisutna je parenhimska i perivaskularna
infiltracija, a centar lezije moze biti edematozan. Tijekom aktivne demijelinizacije broj
oligodendrocita je tipi¢no smanjen, ali mogu biti prisutni u dijelovima koji se remijeliniziraju.
(16) Zajednicko svim demijelinizacijskim bolestima je da se javljaju u pozadini upalne rakcije
koja je sastavljena od limfocita i aktiviranih makrofaga i mikroglije te pokazuju demijelinizaciju
u kojoj su aksoni barem djelomi¢no oCuvani. Vjeruje se da je upravo ovaj upalni proces
(vjerojatno autoimune prirode) odgovoran za tkivnu ozljedu u MS-u. (17) Predpostavlja se da je
u ranoj, relapsno-remitirajucoj fazi bolesti upala glavni pokreta¢ ostecenja, dok je kasnija
progresivna faza bolesti obiljezena neurodegeneracijom, koja je barem djelomi¢no neovisna od
upalne faze. (18) Kao §to je ve¢ reeno upalne stanice koje dominiraju u MS plakovima su T
stanice 1 aktivirani makrofazi ili mikroglia. U aktivnim lezijama ovaj proces prati i tezak
poremecaj krvno mozdane barijere te lokalna eksoresija proinflamamtornih citokina i kemokina
kao 1 njihovih receptora. (19,20) Potpuna demijelinizacija je prac¢ena razlicitim stupnjem akutne
ozljede aksona te njihovim gubitkom te kasnije remijelinizacijom.(21) S druge strane patoloske
promjene kod bolesnika sa sekundarno-progresivnim i primarno-progresivnim oblikom bolesti su

druk¢ije. Vecina starih plakova pokazuje znakove sporog i postupnog Sirenja rubova §to je
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povezano s umjerenim upalnim infiltratom, uglavnom T-stani¢nim, te aktivacijom mikroglije.
(22) Uz navedeno postoje i znacajne promjene u bijeloj tvari koja nije zahvacéena plakovima
(normal appearing white matter NAWM). Promjene u NAWM ukljucuju astrogliozu, aktivaciju
mikroglije, vaskularnu hijalinizaciju, poremecaj krvno-mozdane barijere, smanjenu gustocu
mijelina, remijelinizaciju, gubitak neurona i1 formaciju mikroplakova. (23,24) Jedno od vaznijih
otkri¢a u sekundarno progresivnim oblicima MS-a je otkri¢e limfoidnih struktura slicnih
folikulima koji sadrzavaju B, T i plazma stanice te mrezu folikularnih dendriti¢nih stanica koje
stvaraju CXCL13 u meningama. (25) Isti autori su takoder pokazali da su proliferirajuc¢e B
stanice prisutne u navedenim intrameningealnim folikulima, nalaz koji upucuje na formiranje
germinalnih centara. Ovakvo otkric¢e da se ektopicki limfoidni folikuli mogu razviti unutar
meningealnih ovojnica, dijela srediSnjeg ziv€anog sustava koji je imunoloski privilegiran,

pokazuje da su dogadaji koji se odvijaju u ciljnom tkivu vazni u patogenezi autoimunih bolesti.

Jedno od najvaznijh istrazivanja koje je pokazalo kako je MS heterogena bolesti je ucinila
Claudia Lucchinetti s koautorima. (26) Navedeni autori su pokazali da postoje 4 vrste
histopatoloska uzorka MS lezija. Uzorak I i II dijele nekoliko zajednickih karakteristika:
predominira T-limfocitni i makrofagni upalni inflitrat, a glavna karakteristika koja ih razlikuje je
prominentna depozicija imunoglobulina (pretezno IgG) i komplementa na mjestima aktivne
destrukcije mijelina iskklju€ivo u uzorku II. Oba uzorka su tipi¢no centrirana oko malih vena i
venula te imaju ostre rubove. Uzorak III se takoder sastoji od upalnog infiltrata koji se pretezno
sastoji od T limfocita i makrofaga te aktivirane mikroglije, ali za razliku od uzorka I 1 IL, u
uzorku III demijelinizacija nije bila koncentrirana oko vena i venula ve¢ je bio prisutan ouvan
prsten mijelina oko upaljenih Zila unutar demijelinizacijskog plaka. Rubovi lezije nisu ostri.

Jedno od glavnih obiljezja uzorka III je selektivan gubitak MAG-a. Takoder je prisutan gubitak
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oligodendrocita na rubu aktivnog plaka te u centru inaktivnog plaka. Uzorak IV je takoder
karakteriziran infiltratom koji se sastoji o T limfocita i makrofaga, a demijelinizacija je vezana
uz smrt oligodendrocita. I za tip III i tip IV je karakteristi¢na odsutnost remijelinizacije. Ovi
uzorci demijelinizacijskih lezija se razlikuju medu bolesnicima, homogeni su u svakog pojedinog
bolesnika, ali ne utjeu na klinicku prezentaciju niti tijek bolesti. (27) Iz svega navedenog moze
se zakljuciti da je MS heterogena bolest nepredvidiva tijeka, te da su neophodno potrebni

markeri koji bi omogucili bolji postupak s bolesnicima.

1.1.4. Rizi¢ni ¢imbenici multiple skleroze: genetika ili okoliSni ¢imbenici?

Uzrok MS-a je jos$ uvijek nerazjasnjen. Smatra se da su genetski, okoli$ni 1 imunoloski ¢imbenici
ukljuceni u etiologiju ove kompleksne, multifaktorijalne i heterogene bolesti. Postoje vrlo
uvjerljivi dokazi za okoliSne rizi¢ne ¢imbenike. Istrazivanja su pokazala da EBV igra vrlo vaznu
ulogu, medutim sam EBV ne mozZe objasniti neke aspekte epidemiologije MS-a, ukljucujuci
smanjenje rizika u migranata iz podrucja s visokim u podrucja s niskim rizikom. (28) S druge
strane postoje snazni dokazi o ulozi vitamina D u MS-u, a upravo vitamin D moze razjasniti prije

navedene nepodudarnosti. (29)

Medutim geografske varijacije u incidenciji MS-a se djelomi¢no mogu objasniti i genetskim
¢imbenicima. Prva istrazivanja koja su pokazala utjecaj genetskih ¢cimbenika u MS su pokazala
da je prevalencija MS-a medu srodnicima bolesnika prvog koljena 20-40 puta veca od
prvalencije u op¢oj populaciji. (30) Kako se smatra da je MS autoimuna bolest, od samog
pocetka se smatralo da klasa II kompleksa tkivne poduarnosti (MHC) igra vaznu ulogu kod
bolesnika s MS-om. Specifi¢ni haplotip koji je tada otkriven je HLA-DR2 (HLA-DRB1*1501-
DQB*0602), ali on moze objasniti samo oko 30% genetske komponente MS-a. (31,32) Novija
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istrazivanja su pokazala i da varijacije u DR1 kompleksu utjecu na sklonost MS-u i to na vrlo
slozen nacin te da je HLA-DRB1*15 zapravo samo dio haplotipa koji povecava sklonost MS-a.
To zahtjeva ili epistati¢ke interakcije, ili epigeneti¢ke modifikacije ili okolne strukturne

varijacije. (33,34) Takoder je pokazana i povezanost s HLA-C genom. (35)

Dva su glavna pristupa otkrivanju gena kandidata koji nose povecan rizik od MS-a:
prestrazivanje cijelog genoma ili istrazivanje specificnih gena kandidata. Jedno od najvec¢ih i
najvaznijih istrazivanja cijelog genoma je provedeno od strane Multiple Sclerosis Genetic
Consortium je pokazalo da su aleli za interleukin 2 receptor (IL2RA) i interleukin 7 receptor
(IL7RA) oni alelei unutar HLA lokusa koji su odgvorni za povecani rizik od MS-a. (36) Iako je
do sada objavljeno preko 100 gena kandidata za MS, niti jedan od njih nije pokazao
konzisentnost u ponovljenim istraZivanjima, osim zadnja dva gena. (37). Novija istrazivanja na
velikom broju ispitanika su ove lokuse na kormosomu 12q13-14 te uzvodno od CD40 na
kromosomu 20q13. (38) Takoder je studija na preko 2500 bolesnika i preko 7000 kontrola otkrila
nove lokuse TNFRSF1A, IRF8 i CD6. (39) Posebno je zanimljiv alel IRF8 koji kodira za
transkripcijski ¢cimbenik koji sudjeluje u signalizaciji tip I za interferon te je upleten u putu

odgovora na interferone.

Unato¢ ovim uspjesima, postoji potreba za dizajniranjem studija koje bi identificirale
najvjerojatnije bioloske kandidate upletene u nastanak MS-a pomocu koncepta genomske
konvergencije. (40) Ova metodologija prvo identificira gene kandidate s promjenjenom genskom
ekspresijom u bolesnika s MS-om ili Zivotinjskih modela, zatim se lista suzi na gene za koje je
poznato da su vezani uz automuni proces te na koncu da se navedeni geni nalaze na mjestima

koja su identificirani u ranije opisanim studijama.
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Na kraju, kada se 16 gena (CD58, RGS1, CXCR4, IL12A, IL7R, PTGER4, HLA B, HLA DRBI,
OLIG3/TNFAIP3, IL2RA, ZMIZ1, CD6, TNFRSF1A, MPHOSPH9, CLEC16A, IRF8) koji su
do sada pokazali najveci stupanj povezanosti s MS-om poveze u tako zvani zbroj genetskog
rizika 1 kada mu se dodaju poznati okoli$ni ¢imbenici (puSenje i izlozenost EBV infekciji) dobije
se zbroj koji umjereno moze predvidjeti rizik od MS-a te pokazuje konzistentnu diskimitornu
sposobnost u neovisnim uzorcima. (41) Medutim, takav zbroj i1 dalje ne moZze predvidjeti

konveziju od klini¢ki izoliranog sindroma u klini¢ki definitivnu MS.

1.1.5. Imunopatogeneza multiple skleroze

Za MS se smatra da je klasicna T-stani¢ni posredovna autoimuna bolest s kompleksnom
genetskom podlogom. Medutim postalo je jasno kako je patogeneza MS-a zapravo mnogo
slozenija. (42) Autoreaktivne T stanice koje prepoznaju mijelinske antigene su prisutne i u
bolesnika s MS-om i u zdravoj populaciji. Aktivacija ovih T stanica je klju¢na u zapo¢imanju
MS-a. Sto aktivira te stanice je nepoznato. Molekularna mimikrija je jedan od moguéih
mehanizama, gdje virusni proteini (primjerice EBV) mogu zapoceti autoimunu patogenezu
pomocu mijelin reaktivnih T stanica. (43) Tako je pokazano da miSevi koji razviju
eksperimentalni alergijski encefalomijelitis (EAE) nakon injekcije jednog epitopa mijelinskog
proteina MBP-a, razvijaju CD4+ T stani¢ni odgovor na injicirani peptidni antigen, ali i na ostale
epitope MBP-a. (44) Ovaj fenomen se naziva ,,Sirenje epitopa“ te se smatra da se takoder dogada
u MS-u. Smatra se da je CD4+ T stani¢na reaktivnost najjaca za encefalitogene epitope te je ona
ograni¢ena HLA II molekulama koje su povezane s MS-om. (45) Moguce je da navedene HLA
molekule pridonose ekspanziji T stanica i ,,antigenskom Sirenju* jer se vezu za odredene

mijelinske epitope nakon inicijalnog mijelinskog ostecenja. S druge strane, smanjeno HLA
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vezanje ili manjak ekspresije odredenih mijelinskih peptida u timusu se moze prevesti u
negativnu selekciju i veéi udio perifernih T stanica s navedenim obiljezjima. (42) Osim
mijelinskih peptida, nadeno je i da drugi, nemijelinski antigeni, kao npr. mali heat-shock protein

alfa-B kristalin igraju vaznu ulogu. (46)

Akutne lezije MS-a se aktiviraju pomoc¢u CD4+ T pomo¢nih stanica tipa 1 (Thl stanica), $to se
podudara i s genetskim rizikom koji je ve¢inom povezan s HLA molekulama klase II.
Istrazivanja su pokazala da su T stanice klju¢ne u nastanku misjeg modela MS-a (EAE) te da su
obiljezene stvaranjem interleukina 17 (IL17). (47) IL23 koji pripada podobitelji IL12 s kojim i
dijeli p40 podjedinicu je kljucan u razvoju TH-17 stanica. Misevi koji su deficijentni za IL-23 ne
mogu razviti EAE, dok miSevi deficijentni za IL12 imaju ve¢u mogucnos razviti EAE. (42) S
druge strane uloga IL6 1 TGF beta u diferencijaciji TH-17 stanica je poznata te se bolest moze
zaustaviti pomocu protutijela na IL6. (48) I istrazivanja na ljudima su pokazala vaznost IL17 u
razvoju MS-a, pa su tako studije genomske analize ekspresijskog profila pokazale visak IL17
mRNA u krvi, likvoru te u mozdanom tkivu u MS bolesnika. (49) Medutim kako je ranije
navedeno u MS lezijama se nalaze 1 CD8+ T stanice te se stoga smatra da CD4+ T stanice
odgovorne za zapo¢imanje MS lezije, ali je njeno odrzavanje i stvarno oStecenje zapravo
posredovano CD8+ T stanicama. Ova pretpostavka je poduprta otkricem da se CD8+ stanice
mogu vezati za aksone. (50) Takoder je pokazano da mijeloidne dendriticke stanice igraju vaznu
ulogu u prezentaciji antigena efektornim stanicama i T stanicama, te se smatra da pridonose

antigenskom Sirenju u sazrijevanju TH-17 stanica. (51)

Medutim, T-stani¢na reaktivnost na mijelinske ili druge antigene je samo jedan od potrebnih

koraka. Fokalne promjene u propusnosti krvno-mozdane barijere ili fokalno povecanje u
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ekspresiji molekula koje sudjeluju u stani¢noj adheziji takoder mogu sudjelovati u patogenezi

MS-a. (42)

Medutim, u nekoliko poslijednjih godina, koncept MS- kao autoimune bolesti koja je
posredovana mijelin rekativnim T stanicama je dovedena u pitanje, posebice nakon nekoliko
kljucnih otkri¢a vezanih uz B stanice. (52, 53, 54) Medu njima je ve¢ ranije spomenuto otkrice
B-stani¢nih folikulima sli¢nih struktura u menigama pacijenata s MS-om. (25, 55) Zatim da je
znatna proporcija B stanica ili plazma stanica koje se nakupljaju u navedenim folikulima i u
ispitivanja rituksimaba, protutijelo na CD20 koji se nalazi na B limfocitima, koje je dalo klinicki

dokaz o prominentoj ulozi B stanica u patogenezi MS-a. (57)

Takoder postoje brojna istrazivanja koja povezuju MS s defektima imune regulacije. Mozda i

monoklonsko protutijelo na CD25 antigen, dovodi do smanjenja aktivnosti bolesti prema

nalazima MR-a. (58)

Unato¢ velikom napretku, jo$ uvijek postoji velik broj neodgovorenih pitanja u patogenezi MS-a:
pitanje inicijacije MS lezije, dogadaji koji doprinose oSte¢enju krvno-mozdane barijere, vaznost

imunoregulatornih procesa i mehanizmi koji dovode do aksonalnih ostec¢enja. (42)

1.1.6. Ima li klini¢ki izolirani sindrom vaZnost u progresiji multiple skleroze?

Brojna su istrazivanja pokazala da prva klini¢ka prezentacija MS-a, dakle CIS, ima vrlo vaznu

ulogu na tijek bolesti i prognozu.
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Istrazivanje provedeno u sklopu European Database for Multiple Sclerosis (EDMUS) je
pokazalo da je srednji interval od pocetka bolesti do progresije definirane EDSS-om znacajno
duzi kod bolesnika zenskog spola, u bolesnika kod kojih je bolest poc¢ela u mladoj zivotnoj dobi,
u bolesnika s relapsno-remitiraju¢im oblikom MS-a, u bolesnika s potpunim oporavkom nakon
CIS-a te u bolesnika s duzim vremenom do drugog kilni¢kog dogadaja. Takoder je srednji
interval bio duzi u bolensika koji su se prezentirali s optickim neuritisom za razliku od bolesnika
koji su se prezentirali mijelopatijom ili cerebralnim simptomima. (59) Sli¢ne su rezultate
pokazale i studije na manjem broju bolesnika. Studija na 308 bolesnika je pokazala da CIS u
vidu optickog neuritisa u usporedbi s CIS-om u vidu mijelopatije ili simptoma mozdanog debla
ili CIS koji je poslijedica oste¢enja aferentnih puteva ima znacajno nizi rizik od razvoja klinicki
definitivhog MS-a kao i razvoja sekundarno progresivnog oblika bolesti. (60) Pacijenti koji su
imali potpuni oporavak neuroloSkog deficita nakon CIS-a su takoder imali nizi rizik od razvoja
sekundarno progresivnog oblika bolesti. (60) Medutim nakon dovoljno dugackog pracenja (20
godina) klinicki definitivna MS se razvije u podjednakom broju bolesnika sa CIS-om bez obzira
na klinicku prezentaciju (65% bolesnika s optickim neuritisom, 60% bolesnika s CIS-om koji se
prezentirao simptomima mozdanog debla i 61% bolesnika s mijelopatijom). (61) Ova
nepodudarnost u rezultatima se moze objasniti ¢injenicom da bolesnici s opti¢kim neuritisom,
kao grupa, imaju vecu vjerojatnost da im MR mozga bude uredan od pacijenta s CIS-om drugih
prezentacija, te je tima i vjerojatnost razvoja klinic¢ki definitivne MS kao i progresije invaliditeta

manja. (62)

Ve¢ su ranija istrazivanja pokazala da MRI igra vaznu ulogu u predvidanju razvoja MS-a nakon
optickog neuritisa. Tako je jedno od prvih istrazivanja na ovu temu pokazalo da je prisutnost

demijelinizacijskih lezija na MRI-u znacajno vezano uz kasniju progresiju u klinicki definitivnu
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MS. (63) Kasnije je najvece istrazivanje bolesnika s optickim neuritisom Optic Neuritis
Treatment Trial (ONTT) pokazalo agregatnu kumulativnu vjerojatnost za razvoj MS-a unutar 15
godina od 50% (95% CI, 44%-56%).(64) Ta vjerojatnos iznosi 25% (95% CI, 18%-32%) za
bolesnike koji nemaju demijelinizacijskih plakova na MR mozga i 72% (95% CI, 63%-81%) za
bolesnike s jednim ili viSe demijelinizacijskih plakova u MR-u mozga. Rizik od razvoja MS-¢ je
najvisi u prvih pet godina te se nakon toga smanjuje. Medutim, rizik i dalje perzistira tijekom

svih 15 godina prac¢enja u bolesnika koji su imali oStecenja na inicijalnom MR-u mozga.

MR igra vaznu ulogu i u ostalim oblicima CIS-a. Klinicki definitivni MS se razvije u 19%
bolesnika s normalnim prvim MR-om, a u 88% s patoloSkim prvim MR-om; Stovise klinicki
ishod bolesnika ovisi o broju i volumenu lezija u prvom MR-u. (65) Medutim 10-ogodiSnje
pracenje bolesnika iz ONTT istrazivanja je pokazalo da vec¢ina bolesnika s optickim neuritisom
koji razviju MS ima benigan tijek bolesti u navedenom razdoblju neovisno o nalazu inicijalnog
MR-a. (66) S druge strane, neovisno o klini¢koj prezentaciji, nakon 20 godina prac¢enja bolesnika
s CIS-om, nalazi MR-a imaju prediktivnu vrijednost u predvidanju razvoja klinicki definitivne
multiple skleroze, a volumen lezija te njihova promjena tijekom vremena su u korelaciji s
invaliditetom nakon 20 godina. (61) Slicno ovim rezultatima nedavno objavljeno istrazivanje
iskljuc¢ivo na bolesnicima s optickim neuritisom je pokazalo da lezije u kraljeznickoj mozdini,
infratentorijske lezije, te lezije koje se imbibiraju kontrastom unutar tri mjeseca od nastanka
optickog neuritisa te nove T2 lezije nakon 3 mjeseca imaju prediktivnu vrijednost za invalidnost

nakon 6 godina. (67)

Drugi, vrlo vazan paraklinicki kriterij za dijagnozu MS-a je cerebrospinalna teku¢ina (CSF), s
povisenim IgG indeksom i pozitivnim oligoklonskim vrpcama (OCB). Inicijalna istrazivanja su

pokazala da je rizik od MS-a poviSen u bolesnika s optickim neuritisom koji imaju intratekalnu
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sintezu IgG-a neovisno o nalazu MR-a, medutim navedeni trend nije dostigao statisticku
znacajnst vjerojatno zbog relativno malog broja pacijenata. (68) Kasnije studije su medutim
pokazale da nalaz CSF-a s mononuklearnom pleocitozom i/ili OCB-om znacajno povecava rizik
za razvoj MS-a, 49% (CI 38%—65%) u usporedbi s 23 % (CI 12%-44%) za pacijente s
normalnim CSF-om, p=0-02. (69) Takoder, CSF MRZ (Morbili, Rubela, Zoster) reakcija u
bolesnika s ON ima dijagnosticku osjetljivost od 61%, 1 dijagnosti¢ku specifi¢nost od 72% u

predvidanju razvoja MS-a. (70).

1.1.7. Uloga MR-a u dijagnozi klini¢ki izoliranog sindroma i multiple skleroze

MR je mozda i najvazniji paraklinicki kriterij za postavljanje dijagnoze MS-a. Ova metoda nam
omogucuje definiranje kriterija diseminacije u prostoru ve¢ u prvoj prezentaciji MS-a, dakle
CIS-a, te ubrzava postavljanje dijagnoze klinicki definitivnog MS-a kada bolesnik nema drugog
klinickog dogadaja, dakle diseminacije u vremenu. Ovdje je neizostavno spomenuti Brakhofove
kriterije te njihovu modifikaciju iz 2000. godine koji nam govore da je kriterij diseminacije u
prostoru zadovoljen onda ako bolesnik ima zadovoljena 3 od slijedec¢a 4 kriterija (Tablica 2):
Najmanje jednu aktivnu leziju (leziju u T1 vremenu koja se imbibira kontrastom) ili 9 lezija
hiperintenzivnih u T2 vremenu od kojih jedna mora biti infratentorijska, jedna jukstakortikalna te
3 paraventrikularne lezije. (71, 72) Novost u modifikaciji kriterija je da se lezija u kraljeznic¢koj
mozdini moze smatrati ekvivalentom infratentorijskoj leziji, a lezija koja se imbibira kontrastom
se moze smatrati ekvivalentom leziji koja se imbibira u mozgu, te svaka lezija u kraljeznickoj

mozdini moze doprinijeti zbroju lezija u mozgu kako bi se dosegao potreban zbroj T2 lezija. (72)
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Moraju biti zaodovljena 3 od slijedec¢a 4 kriterija:

1. Najmanje jedna lezija koja se imbibira kontrastom ili devet T2 hiperintenzivnih lezije ako

nema aktivnih lezija

2. Najmanje jedna infratentorijska lezija

3. Najmanje jedna jukstakortikalna lezija

4. Najmanje tri periventrikularne lezije

Napomena: Lezija u kraljezni¢koj mozdini se moze smatrati ekvivalentom infratentorijskoj leziji: lezija koja se
imbibira kontrastom se smatra ekvivalentom leziji koja se imbibira u mozgu, svaka lezija u kraljezni¢koj mozdini

moze doprinijeti zbroju lezija u motgu kako bi se dosegao potreban zbroj T2 lezija.

Tablica 2. MRI kriteriji za diseminaciju u prostoru

Glavna zamjerka ovim kriterijima je bila §to su razvijeni na relativno malom broju bolesnika.
Kasnije provedene multicentri¢ne studije na velikom broju bolesnika su pokazale da bolesnici
koji zadovoljavaju Barkhof/Tintore kriterije imaju stopu konverzije od oko 45% u usporebi s
10% kod bolesnika koji nemaju lezija. (73) Prema ovom istrazivanju to¢nost navedenih kriterija
je 68% (osjetljivost 49%, specificnost 79%) u predvidanju konverzije u MS. Ova studija je
potvrdila prognosti¢ku vrijednost MR-a: bolesnici s negativnim MR-om imaju najbolju
prognozu, bolesnici koji imaju pozitivan MR, ali ne zadovoljavaju Barkhof/Tintore kriterije
imaju srednju prognozu, dok bolesnici koji zadovoljavaju Barkhof/Tintore kriterije imaju
najlosiju prognozu. Takoder, ovi kriteriji imaju prihvatljivu specifi¢nost, no nesto nizu
osjetljivost no $to se prije mislilo. Ogranicenje svih ovih ispitivanja je §to nisu ukljucivali nalaz
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likvora i nalaz magneske rezonance kraljeznicke mozdine. Manja studija koja je ukljucila nalaze
MRI-a kraljeznicke mozdine je pokazala da dodatak ove pretrage povecava vjerojatnost

postavljanja kriterija diseminacije u prostoru, ali nema utjecaja na diseminaciju u vremenu. (74)
Pokusaj da se poveca osjetljivost Brakhof/Tintore kriterija na inicijalnom MR-u nije uspjela bez

uvodenja kontrolnog MR-a s kontrastom. (75)

Godine 2006. jednocentri¢na studija na bolesnicima s klinicki izoliranim sindromom je
predlozila nove MR kriterije za MS. (76). Prema navedenim kriterijima diseminacija u prostoru
je postignuta s najmanje jednom T2 lezijom na najmanje dvije od 4 lokalizacije
(jukstakortikalno, periventrikularno, infratentorijsko, spinalno). Diseminacija u vremenu
zahtjeva drugi MR neovisno o vremenu inicijalnog MRI-a. U usporedbi s McDonaldovim
kriterijima iz 2001. godine, ovi kriteriji su sli¢ne visoke specifi¢nosti, ali bolje osjetljivosti. Kada
se usporede do sada koriSteni kriteriji specificnost svih je visoka (2001 McDonald, 91%; 2005
McDonald, 88%; Swanton, 87%), dok je osjetljivost Swanton 1 2005 McDonald kriterija visa od
2001 kriterija (2001 McDonald, 47%; 2005 McDonald, 60%; Swanton, 72%). (77). Medutim

samo Swanton kriteriji imaju neovisan ucinak na rizik od konverzije u klinicki definitvnu MS.

Medutim MR se uvijek treba promatrati u kontekstu klinicke slike. Mozda najbolji primjer za
navedeno su rezultati studije koja je pokazala da je u bolesnika koji se prezentiraju s
monofokalnim klini¢ki izoliranim sindromom rizik od konverzije u klini¢ki definitivnu MS
znacajno visi u bolesnika koji imaju vise od 9 T2 lezija ili najmanje jednu leziju koja se imbibira
kontrastom, dok se navedeni u¢inak ne vidi u bolesnika s multifokalnim klini¢ki izoliranim
sindromom. (78) Ovi podatci pokazuju da je nalaz MR samo uz pazljivu anamnezu i klini¢ki
pregled vazan u definiranju rizika od konverzije u klinicki definitivan MS. Najnovija

istrazivanja pokazuju da je samo jedan MR koji pokazuje diseminaciju u prostoru (prema ranije
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opisanim kriterijima) i pokazuje i leziju koja se imbibira kontrastom i T2 lezije koje se ne
imbibiraju kontrastom $to sugerira diseminaciju u vremenu, dovoljan za predvidanje ranog
razvoja klini¢ki definitivnog MS-a ako se MR uc¢ini unutar prva tri mjeseca od pocetka

simptoma. (79)

Sirokom uporabom MR-a primjeéeno je da neki pacijenti koji nemaju klini¢ke simptome
karakteristicne za MS imaju promjene na mahnetu koje su vrlo tipi¢ne za MS na temelju njihove
lokalizacije 1 morfologije (periventrikularni smjestaj, zahvacenost korpus kalozuma, ovoidne,
dobro ogranicene lezije). Kao $to je ve¢ ranije naglaseno bolesnici s klinicki izoliranim
sindromom imaju rizik od razvoja MS-a djelomi¢no ovisan o nalazu MRI-a, pa se postavlja
pitanje koliki je rizik bolesnika koji se prezentiraju sa slu¢ajnim nalazom tipi¢nih
demijelinizacijskih lezija na MR-u, tzv. radioloski izoliranim sindromom (RIS). Na seriji od 44
bolesnika s RIS-om nadeno je da u njih 59% dolazi do radioloske progresije, a u 23% do razvoja
klinicki izoliranog sindroma ili klinicki definitivnog MS-a. (80) Prisutnost lezija koje se

imbibiraju kontrastom na inicijalnom MRI-u je prediktor diseminacije u vremenu.

Iako je MRI vrlo vazan u predvidanju razvoja MS-a nakon klinicki izoliranog sindroma, jos
uvijek postoji potreba za markerima koji bi s ve¢om specificnoscu i osjetljivosé¢u mogli

predvidjeti razvoj klini¢ki definitvnog MS-a nakon klini¢ki izoliranog sindroma.

1.1.8. Dijagnosticki kriteriji za multiplu sklerozu

Sve do 1983. godine nisu postojali dijagnosticki kriteriji za MS. Iste godine doneseni su prvi
dijagnosticki kriteriji za MS, koji se nazivaju Poserovim kriterijima prema inicijatoru i vodi

tadasnjeg ekspertnog tipa C.M. Poseru. (81) Prema navedenim kriterijima klinicki definitian MS
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se moze postaviti u bolesnika koji ima dva relapsa te klinicki dokaz o dvije odvojene lezije ili u
bolesnika s dva relapsa, klinicki dokaz jedne lezije i paraklinicki dokaz druge odvojene lezije.
Dva relapsa moraju zahvatiti dva razli¢ita dijela CNS-a, moraju se javiti u razmaku najmanje od
30 dana te moraju trajati najmanje 24 sata. U paraklinicke dokaze spadaju evocirani potencijali,
CT ili MR. Drugi pojam koji se spominje u ovim kriterijima je laboratorijski utvrden defintivni
MS. Pod pojmom laboratorijski utvrden smatra se nalaz likvora koji pokazuje oligoklonske vrpce
ili poviSen IgG indeks. Dakle laboratorijski utvrden definitivni MS ima onaj bolesnik koji ima
dva relapsa, te ili klini¢ki ili paraklini¢ki dokaz jedne lezije i pozitivne oligoklonske vrpce ili
pozitivan IgG index. Takoder oni bolesnici koji imaju jedan relaps, klinicki dokaz o dvije
odvojene lezije i1 pozitivne oligoklonske vrpce ili IgG indeks te bolesnici koji imaju jedan relaps,
klinicki dokaz jedne lezije 1 paraklinicki dokaz druge odvojene lezije i pozitivne oligoklonske
vrpcee ili IgG indeks. Treci pojam koji se uvodi ovim kriterijima je klinicki vjerojatan MS. Tu
spadaju bolesnici koji imaju dva relapsa i klini¢ki dokaz o jednoj leziji, jedan relaps i klinicki
dokaz o dvije odvojene lezije, jedan relaps, klinicki dokaz o jednoj leziji i paraklinicki dokaz o
drugoj, odvojenoj leziji. Cetvrti pojam je laboratorijski utemeljen vjerovatan MS u koji spadaju
bolesnici s dva relapsa i pozitivnim oligoklonskim vrpcama i li IgG indeksom. Ovi kriteriji su
vrijedili slijede¢ih 20 godina te su uvelike pomogli u boljem razumjevanju patofiziologije kao 1
lije¢enja MS-a. Prve randomizirane studije koje su dovele do registracije interferona kao lijeka
prvog izbora u lijeCenju relapsno remitirajuc¢eg oblika MS-a su temeljene na bolesnicima koji

zadovoljavaju Poserove kriterije.

Uvodenjem i sve ve¢om dostupno$¢éu MR-a pokazala se potreba novih dijagnostickih kriterija
koji su objavljeni 2001. godine. (82). Dvije glavne novosti u ovim kriterijima je uklju¢ivanje

MRI-a te postavljanje dijagnostickih kriterija za primarno rprogresivan oblik MS-a. Takoder u
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paraklinic¢ke kriterije se sada ubrajaju nalaz MR-a, pozitivne oligoklonske vrpce u likvoru te
produzene latencije vala P100 u vidnim evociranim potencijalima. Sto se ti¢e nalaza MRI-a vise
je rec¢eno u prethodnom poglavlju jer su u McDonaldove kriterije uklju¢eni Barkhof/Tintore MR

kriteriji. McDonaldovi kriteriji su prikazani u tablici 3.

Klinic¢ka prezentacija Dodatni kriteriji potrebni za postavljanje

dijagnoze

Dva ili viSe relapsa, objektivni klinicki dokaz 2 | Ne

ili viSe lezija

Dva ili vise relapsa, objektivan klinicki znak 1 | Diseminacija u vremenu pokazana
lezije MRI-om
ili

Dvije ili viSe lezija na MRI-u plus pozitivan
likvor

ili

Cekati slijede¢i relaps koji zahvaca drugu

lokalizaciju

Jedan relaps; objektivan klini¢ki znak 2 ili viSe | Diseminacija u vremenu pokazana

lezija MRI-om
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Drugi klinicki dogadaj

Jedan relaps, objektivan klinicki znak 1 lezije | Diseminacija u vremenu pokazana
(monosimptomatska prezentacija; klinicki MRI-om

izolirani sindrom)
ili

Dvije ili viSe lezija na MRI-u plus pozitivan

likvor

Diseminacija u vremenu, pokazana
MRI-om
ili

Drugi klinicki dogadaj

Tablica 3. McDonaldovi kriteriji iz 2001. 1 2005. godine za relapsno remitirajuci oblik MS-a

Navedeni kriteriji su se vrlo brzo prosirili te su postali prihvaceni od vecine neurologa koji se
bave MS-om. Pet godina kasnije objavljeni su revidirani McDonaldovi kriteriji. (83) Vecina
novosti se ponovno odnosi na nalaz MR-a o ¢emu je ve¢ ranije diskutirano, ali je ponovno
potrebno naglasiti vaznost MR-a kraljeznicke moZdine u dijagnozi MS-a. Diseminacija u
vremenu pomoc¢u MR-a se moZe posti¢i na dva nacina. Prvi nacin je ako se pokaze nova lezija u

T1 vremenu koja se imbibira kontrastom najmanje 3 mjeseca nakon pocetka simptoma, ali da se
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ne nalazi na mjestu inicijalnog dogadaja. Drugi nacin je ako se pokaZze nova T2 lezija u bilo
kojem MR-u koji se u¢ini nakon inicijalnog MR-a koji mora biti u¢injean najmanje 30 dana

nakon nastupa inicijalnog klinickog dogadaja.

1.2. Biomarkeri

1.2.1. Definicije

Biomarkeri su vrlo vazni indikatori normalnih i abnormalnih bioloskih procesa. Po definiciji,
bioloski markeri ili biomarkeri su obiljezja koja se objektivno mogu izmjeriti, a sluze kao
pokazatelj normalnog bioloskog procesa, patoloskog procesa ili farmakoloskog odgovora na
terapeutsku intervenciju. (84) Biomarkeri imaju mnoge korisne primjene, primjerice u otkrivanju
1 pracenju bolesti te procjeni rane ucinkovitosti lije¢enja. Oni su od neprocijenjive koristi u
otkrivanju, odredivanju stupnja ili klasifikaciji proSirenosti, prognozi bolesti te procjeni i

pracenju klini¢kog odgovora na lijeCenje.

MS je bolest heterogena u stopi progresije, klinickim simptomima, specifi¢nosti imunoloSkog
odgovora te patologiji lezija, Sto je poslijedica razli¢itih ¢imbenika na patoloski autoimuni
odgovor. (85) U tako kompleksnoj bolesti s razli¢itim patogenetskim mehanizmima, pojedini
biomarker ¢e najvjerojatnije biti poslijedica samo jednog od mnogih patogenih mehanizama.
Stoga ¢e stratifikacija pacijenata biti mogucéa samo koriStenjem definirane skupine biomarkera
kako bi se odredio relativan doprinos svakog od razlicitih patogenetskih mehanizama. (86) Svaki
od mogucih biomarkera bi se trebao validirati u razli¢itim skupinama bolesnika u prospektivnim,

multicentri¢énim studijama. Validacijski kriteriji za biomarker se definiraju prema svrsi za koju je
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pojedini biomarker namijenjen te se treba standardizirati u razli¢itim populacijama sa slijede¢im
ciljevima:
1) Klini¢ka vaznost: biomarker ima sposobnost da prati promjene patoloskog procesa i/ili

terapeutske intervencije u relativno kratkom vremenskom periodu.

2) Osjetljivost: moguénost da se biomarker izmjeri sa zadovoljavaju¢om preciznoscu i da

promjena biomarkera odrazava promjenu odredenog klini¢kog cilja.

3) Specifi¢nost: sposobnost biomarkera da identificira osobe koje boluju od odredene bolesti

ili odgovor na odredenu inetrevenciju

4) Vjerojatnost lazno pozitivnih i lazno negativnih sluc¢ajeva: koja se definira situacijom u

kojoj promjena biomarkera ne odrazava promjenu odredenog klini¢kog cilja.

5) Tocnost, preciznost, reproducibilnost i varijabilnost laboratorijskog testa kojim se

biomarker mjeri. (86)

Potrebno je naglasiti da trenutno ne postoji niti jedan biomarkr za MS koji zadovoljava sve

navedene kriterije. (87)

1.2.2. Biomarkeri multiple skleroze

Jedna od najcesc¢ih metoda koja se koristi u pra¢enju aktivnosti bolesti i progresije kod bolesnika
s MS-om je MR. Medutim, iako ova metoda ima brojne prednosti, kako je ve¢ i ranije receno,
poznato je da broj i volumen lezija vrlo slabo korelira sa stupnjem invalidnosti, tzv. klinicko-

radioloski paradoks, te se MRI ne moze smatrati dobrom zamjenom za klinicki ishod. (88)
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Jedini biomarker koji se koristi u postavljanju dijagnoze MS-a je kvalitativno i kvantitativno
odredivanje imunoglobulina IgG u likvoru. Prisutnost oligoklonskih IgG vrpci u likvoru, a
odsutnost u serumu se pokazala vrlo osjetljiv, ali nedovoljno specifi¢an biomarker za MS. Do
danas nije otkrivena povezanost oligoklonskih vrpci s niti jednim specificnim antigenom te se
smatra da je intratekalna sinteza usmjerena protiv razli¢itih protutijela. Medutim nedavno
objavljeno istrazivanje u kojem je koristena proteinska analiza ekspresije s vise od 37000
obiljezenih proteina, je identificirala dva epitopa EBV virusa kao vazna antigena za formiranje

oligoklonskih vrpci. (89)

Dugo se smatralo da je prisustvo anti-mijelinskih (anti-MOG i anti-MBP) protutijela vazan
bioloski marker u prognozi i progresiji MS-a. No do sada objavljena istrazivanja su dala

kontradiktorne rezultate tako da je upotreba ovih protutijela kao biomarkera i dalje upitna.

Kompletno sekvencioniranje ljudskog genoma je omogucilo brzi razvoj sistemske biologije koja
se naziva i ,,omika*“. Ovaj pojam oznacava sveobuhvatnu analizu bioloskih sistema te je do sada
razvijeno nekoliko ,,omika* poddiscplina: genomika, proteomika, metabolomika. Ovim
postupcima mogu se definirati velike skupine biomarkera u odredenim bioloskim uzorcima te
one omogucuju analiti¢ki pristup pomocu kojega se analiziraju svi produkti genoma na razini
mRNA ili proteina odjednom. (90) Ove se metode uglavnom koriste u istrazivackim
laboratorijima te omogucuju otkrivanje multiplih biomarkera koji su promijenjeni vrlo rano u
tijeku bolesti te se mijenjaju s njenom progresijom ili kao odgovor na djelovanje lijeka. Vaznost
ovih metoda je njihova mogucénost razvoja biomarkera za bolesti koje imaju asimptomatsku fazu,

kao $to je na primjer MS. (91)
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1.2.3. Genomika

Nedavni razvoj genomike je omogucio po prvi puta da se premoste brojni od gore navedenih
problema u razvoju biomarkera za MS. Genomska analiza ekspresijskog profila zapravo
predstavlja profil ili otisak svih gena u odredenom tkivu ili stani¢noj populaciji u odredenom
vremenu. Kako je humani genom u potpunosti poznat, omogucena je potpuna analiza svakog
ljudskog gena u bilo kojem kontekstu te je time omoguceno razumijevanje kompleksnih
molekularnih interakcija te otkrivanje biomarkera koji koreliraju s klini¢kim znakovima kao 1
otrkivanje novih terapijskih moguénosti. (92) Genomska analiza se provodi pomoc¢u mikro¢ipova
koji se sastoje od oligonukleotida poznatog sastava koji su pri¢vrs¢eni na podlogu po odredenom
redu, vrlo velike gusto¢e. DNA mikro¢ipovi se mogu podijeliti u dvije skupine na temelju vrste
DNA. Oligo ¢ipovi se sastoje od sintetiziranih oligonikleotida, dok se cDNA ¢ipovi sastoje od
klonirane ili PCR-om amplificirane komplemetarne DNA molekule. (93, 94) Glavna zamjerka
ovoj metodi je Sto nije vezana uz hipotezu ve¢ je okrenuta otkri¢u. U ovom tipu istrazivanja,
istraziva¢ prepoznaje poteskoce koje se javljaju pri pokusaju analize kompleksnih interakcija
pomocu relativno jednostavnijih studija, pa koristi ekspersijske studije mnogih gena kako bi
dobio odgovor na eksperimentalno pitanje. Zbog genske kompleksnosti i heterogenosti MS,
smatra se da genomska analiza ekspresijskog profila daje jasnu prednost te da ¢e dovesti do
stvaranja novih hipoteza na koje se ne bi moglo pomisliti na temelju dosadasnjeg znanja te koje

su prekompleksne da bi se mogle istrazivati konvencionalnim istrazivanjima. (92)
Glavni potencijali genomske analize ekspresijskog profila u MS-u su:

1. Identificirati transkripcijske razlike izmedu MS bolesnika i normalnih kontrola te izmedu

razli¢itih klini¢kih oblika bolesti

2. Identificirati promjene u stanicama koje predvidaju klinicki odgovor na lijecenje
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Identificirati nove biomarkere koji bi se mogli koristiti u dijagnozi, prognozi i lijecenju
MS-a
Identificirati gene kandidate za genetske studije

Identificrati ekspresijske profile gena ili stani¢ne puteve koji su povezani s razlicitim

fenotipovima bolesti koji se temelje na nalazu MRI-a ili histopatoloskih nalaza (92)

Potrebno je naglasiti da ova metoda ima i neka ogranic¢enja. Neki od glavnih uzroka

varijabilnosti u rezultatima studija koje su koristile genske ¢ipove u MS-u su:

Intraindividualne i interindividualne varijacije (95)
KoriStenje mikro¢ipova od razli¢itih proizvodaca

Razlic¢itosti u metodama koje se koriste u procesiranju mikro¢ipova: amplifikacija cDNA,

obiljezavanje proba, uvjeti hibridizacije.

Koristenje razli¢itih kriterija i statistickih metoda za analiziranje podataka (92)

Specificnosti koje mogu utjecati na rezultate vezane uz gensomske analize ekspresijskog profila

pune krvi su:

l.

Koristenje razli¢itih tehnika sakupljanja uzoraka (npr. cijela krvi ili samo mononuklearne

stanice periferne krvi)

Postupanje sa stanicama ex vivo prije njihove separacije ili ekstrakcije RNA: pokazano je

da je ekspresija mnogih gena osjetljiva na ex vivo uvjete (96)

Promjene u stani¢cnom udjelu pojedinih stanica krvi, odnosno promjene u postotku

mononuklearnih stanica u perifernoj krvi
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Varijacije vezane uz stadij bolesti: grupiranje bolesnika s razli¢itim formama bolesti ili
ukljucivanje bolesnika s razli¢itom aktivnoS¢u bolesti (npr. pacijenata s aktivnom bolesti

nasuprot pacijenata u klinickoj remisiji)

Pojava relapsa, infekcije ili primjena nekog lijeka neposredni prije sakupljanja uzorka

(92)

Nedavno su objavljene smjernice koje bi trebale poboljsati pouzdanost rezultata dobivenih

mikrocipovima (92):

1.

Rezultati dobiveni genskim mikro¢ipovima se trebaju provjeriti alternativnim metodama
(npr. RT-PCR-om). Potrebno je naglasiti da nedostatak podataka dobivenih
konfirmatornim metodama ne umanjuje vrijednost podataka dobivenih mikroc¢ipovima,

ako su podatci dobiveni kvalitetno provedenim eksperimentom.

Zbog heterogenosti bolesti rezultati bi se trebali replicirati u nezavisnoj skupini

bolesnika. Kao alternativa mogu posluziti biostatisticke metode.

Potrebno je standardizirati vrijeme dana kada su uzorci izvadeni te vremenski prozor

izmedu sakupljanja uzorka i njegova procesiranja.

Analaizirati distribuciju glavnih mononuklearnih populacija u ukupnom broju leukocita.
Osigurati da relaps, infekcije ili uzimanje lijekova ne utjece na rezultate.

Osigurati standardiziranu metodu sakupljanja uzorka.

Ukljuciti u analizu i one gene koji u blizini ,,cut-off* vrijednosti.
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8. Pomocu ove metode se dobiva velika koli¢ina podataka, te je potrebno stvoriti
repozitorije dobivenih podataka tako da i ostali istrazivaci imaju pristup dobivenikm
rezultatima. Ovakvi repozitoriji bi trebali biti u skladu s MIAME (Minimum Information

About a Microarray Experiment) smjernicama. (97)

9. Donijeti zajednicki standard za objavljivanje podataka dobivenim mikro¢ipovima.

1.2.3.1. Sto je do sada otkriveno genomskom analizom ekspresijskog profila mozdanog
tkiva u MS-u?

Prva studija koja je koristila genske mikro¢ipove na mozdanom tkivu bolesnika s MS-om je
objavljena 1999. godine. (98) U tom istrazivanju monitorirao se ekspresijski uzorak vise od 5000
gena te se usporedivala njihova razlika izmedu normalnog tkiva i akutnog MS plaka. Nadena je
razlika u ekspresijij 62 gena medu kojima su Dufty kemokinski receptor, interferon regulatorni
faktor-2 i receptor2 za TNFalfa. Nakon ove studije provedeno je viSe istrazivanja s ciljem ili
otkrivanja biomakera (99, 100) ili molekularnih mehanizama patofiziologije MS-a ili otkrivanja

mogucih terapeutskih ciljeva. (95, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108)

Vecina ovih studija je ograni¢eno na postmortem analizu jer se biopsije mozga u bolesnika s
MS-om vrlo rijetko izvode. RNA propada relativno brzo nakon smrti, tako da je potrebno vrlo
brzo procesirati mozdano tkivo kako bi se dobila RNA dovoljne kvalitete za mikroCipove.
Unato¢ tome RNA se moze izolirati iz postmortem uzoraka i do 20 sati nakon smrti, iako kratko
vrijeme ne garantira kvalitetu RNA. (109) Unato¢ svim manama postmortem tkivo je vadan
izvor za istrazivanje genske ekspresije mikro¢ipovima, posebice u istrazivanju patogenetskih

mehanizama te otkrivanja mogucih terapijskih ciljeva. (109) Vrlo je vazno pazljivo
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okarakterizirati tkivo koje ¢e koristiti za izolaciju RNA, imunohistokemijska karakterizacija
tkiva pomoc¢u markera za demijelinizaciju, infiltraciju i gliozu je neophodna za kvalitetni
interpretaciju podataka. Ove zahtjeve je gotovo nemoguce upotpunosti ispuniti, ali ih je potrebno

uzeti u obzir prilikom interpretacije podataka.

Kako bi identificirali gene koji dopridonose patologiji MS lezija, Whitney i suradnici su
usporedivali gensku ekspresiju u MS lezijama i mozgovima miSeva s EAE s onom u normalnoj
bijeloj tvari. (95) U ovom istrazivanju koristeni su genski mikrocipovi s 2798 ljudskih gena.
Jedno od vaznijih otkri¢a u ovom istrazivanju je da je 5-lipokisgenaza (5-LO), klju¢ni enzim u
biosintezi proinflamatornih leukotriena, poviseno eksprimirana u MS lezijama i mozgovima
EAE miSeva. lako ovaj nalaz nije specifi¢an za MS, on podupire vaznost proinflamatorne
aktivnosti u demijelinizacijskom procesu te sugerira mogucéu ulogu protuinflamatorne terapije u

MS-u.

Tajouri 1 suradnici su usporedivali ekspresiju RNA izmedu kroni¢nih aktivnih i akutnih MS
lezija medusobno te u usporedbi s normalnom bijelom tvari. (101) Autoris u identificirali 139
gena koji su razlic¢ito regulirani u MS plaku u usporedbi s normalnim tkivom. Od navedenog
broja, 69 gena je pokazalo zajednicki predznak ekspresije i u kroni¢nim aktivnim i u akutnim
lezijama, dok je njih 70 bilo razli¢ito eksprimirano izmedu akutnih i kroni¢nih aktivnih lezija.
Od navedenih gena isti¢u se ve¢ poznati geni koji su upleteni u MS kao §to su mijelin bazicni
protein, glutation-S-transferaza M1 te razliciti faktori rasta. Kako su i korni¢ni i akutni plak imali
vecinu gena slicno eksprimiranih, zaklju€eno je da kvantitativne, viSe nego kvalitativne, razlike u
genskoj ekspresiji definiraju progresiju akutnog u kornicni aktivni plak. Daljnja istrazivanja su
potvrdila razliku u genskoj ekspresiji izmedu kroni¢nih ativnih i inaktivnih lezija, i u njihovim

rubovima i u centralnim dijelovima. (102) Od promijenjenih gena isti¢u se geni upleteni u upalni
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odgovor, apoptozu, te geni indukcije stresa. Glavne razlike su nadene u genskoj ekspresiji
izmedu ruba i centra aktivnih lezija (57 1 69 gena), dok je puno manja razlika nadena izmedu

ruba i centra inaktivnih lezija (samo 11 i 2 gena koji su razli¢ito eksprimirani). (103)

Analiza genske ekspresije mikro¢ipovima na MS lezijama dobivenim autopsijom je takoder
pokazala razli¢itu razinu ekspresije gena koji kodiraju upalne citokine, osobito interleukin 61 17,
interferon gama te ostale nizvodne puteve. Usporedba akutnih (karakteriziranih upalom) s
,tithim* lezijama (koje nisu karakterizirane upalom) je takoder nasla razli¢ito eksprimirane gene.
(104) Neki od ovih gena su odabrani kao meta za terapiju u mi§jem modelu MS-a, EAE te su ovi

rezultati potvrdili vaznost ovakvih istrazivanja u MS-u.

Istrazivanja na biopsijskim uzorcima bolesnika sa sekundarno progresivnim oblikom MS-a su
pokazala da je proces izmedu bijele tvari koja se ¢ini normalna (NAWM) i MS lezija zapravo
kontinuum te ovi rezultati podupiru koncept MS patogeneze kao generaliziranog procesa koji
zahvaéa cijeli SZS. (105) Kada se usporedivala genska ekspresija NAWM u postmortem
mozgovima MS-a nadena je poviSena ekspresija gena vezanih uz odrzavanje stanicne
homeostaze i zastitnim neuralnim mehanizmima za koje se zna da su inducirani nakon
ishemijskog prekondicioniranja. (106) Kada se upsoredivala ekspresijska razina 33000 gena u
postmortem dobivenoj motorickoj kori bolesnika s MS-om i kontralama, nadeno je ukupno 488
gena sa smanjenom ekspresijom i 67 gena s pove¢anom ekspresijom u motorickom korteksu
bolesnika s MS-om. Od vaznijih gena nadena je smanjena ekspresija 26 nuklearno kodiranih
mitohondrijskih gena te gena mitohondrijskog respiratornog lanca kompleks I i III, $to je bilo
specificno za neurone. Takoder je pronadena smanjena ekspresija gena vezanih uz GABA
neurotransmisiju. (107) Ovi rezultati upucuju da smanjeno stvaranje ATP-a u demijeliniziranim

segmentima gornjeg motorickog puta doprinosi invaliditetu MS bolesnika.
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Jedna od prednosti genomike je da se mogu analizirati samo geni vezani uz odredeno usko
specificno podrucje. Tako je studija koja je istrazivala razli¢itu ekspresiju gena vezanih uz
funkciju krvno mozdane barijere kod MS bolesnika pokazala 52 gena s razli¢itom ekspresijom u

lezijama u usporedbi s NAWM i kontrolama. (108)

Zaklju¢no se moze re¢i kako je analiza RNA ekspresije pomocu genskih mikro¢ipova u tkivu
mozga MS bolesnika dala vazna otkri¢a vezana uz patogenezu MS-a. Identifikacija endogenih
protektivnih mehanizama u mozgu MS bolesnika moze dovesti do otkri¢a novih lijekova koji bi
mogli usporiti progredivan gubitak neuroloske funkcije koji je neizbjezan u MS-u. (109) Buduce
studije s ve¢im brojem dobro definiranih bolesnika dat ¢e bolji uvid u molekularnu osnovu

heterogenosti koja se vidi kod MS-a.

1.2.3.2. Sto je do sada otkriveno genomskom analizom ekspresijskog profila krvi u MS-u?

Jedan od glavnih problema koji se treba razmotriti u studijama koje koriste genomsku analizu
ekspresijskog profila krvi su velike interindividualne i vremenske varijacije u genskoj ekspresiji
u zdravih pojedinaca. (110, 111) Ove varijacije ovise o stanicnoj kompoziciji krvi, ali 1 spolu,
dobi i vremenu uzimanja uzorka. Ove djelomicno intrinzicke sistemske varijacije mogu bi
uzrokovane razlikama u genotipu, epigenetskim fenomenima ili okoliSnim i prehrambenim
¢imbenicima. Zbog toga je potrebno kontrolirati $to je viSe moguce varijabli pri procesiranju

uzoraka za genomsku analizu.

Genomska analiza ekspresijskog profila krvi ima vise prednosti: uzorak za analizu je lako
dostupan tako da je moguce uliniti analizu na ve¢em broju bolesnika nego u genomskoj analizi

mozdanog tkiva. Rezultati dobiveni ovom metodom mogu dati naranije informacije o u¢inku
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lijekova, jer je to jedan od prvih organa s kojim je lijek u doticaju. Medutim treba naglasiti da
krv ima 1 velike nedostatke, prvenstveno $to reflektira utjecaj raznih faktora koji nisu vezani uz

bolest. (112)

Dvije su moguc¢nosti izolacije RNA. Jedna je iz uzoraka mononuklearnih stanica periferne krvi
koje se odvoje pomocu Ficoll gradijenta, a druga iz uzoraka pune krvi (Paxgene epruvete). Oba

postupka imaju svoje metodoloske nedostatke.

Genomska analiza ekspresijskog profila krvi se do sada korisitila u MS-u u viSe svrha:
dijagnostickoj (razlikovanje MS bolesnika od zdravih kontrola; razlikovanje razli¢itih
podskupina MS-a; razlikovanje lijeCenih od ne lijeCenih bolesnika), prognostic¢koj (razlikovanje
bolesnika u relapsu i remisiji) te terapijskoj (razlikovanje bolesnika koji reagiraju na terapiju
nasuprot onih koji ne reagiraju na lijeCenje). Jedna od prvih studija koja je koristila ovu metodu u
krvi na 4000 testiranih gena pokazala je da u 34 gena postoji znacajna razlika izmedu bolesnika
sa relapsno remitiraju¢im oblikom MS-a i zdravih kontrola. Od vaznijih gena koji su bili
znacajno vise eksprimirani izdvajaju se P protein, LCK, IL-7 receptor, matriks metaloproteinaza-
19, M130 antigen i peptidil-prolil izomeraza. Od zna¢jno snizeno eksprimiranih gena izdvajau se
SAS transmembranski 4 superobitelj protein, STRL22, AFX protein, faktor-45 DNA
fragmentacije i immunoglobulin gama 3. (113) Bomprezzi i suradnici su pokazali da 53 gena
mogu razlikovati bolesnike s MS-om od zdravih kontrola, te su nalazi ovoga istrazivanja podrzali
koncept da je aktivacija autoreaktivnih T stanica od primarne vaznosti u patogenezi MS-a. (99)
Analizom genskog profila krvi ne samo da se mogu razlikovati bolesnici s MS-om od zdravih
ispitanika, ve¢ se mogu razlikovati bolesnici koji su u relapsu od onih koji su u remisiji. Tako su

Achiron i suradnici pokazail da 721 gena koji sudjeluju u aktivaciju stanica, Sirenje epitopa te
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bijegu od regulatornog imunosnog nadzora, identificira MS bolesnika u akutnom relapsu od onih

koji su u remisiji. (114)

Analiza genske ekspresije krvi mikro¢ipovima se puno koristila u istrazivanju odgovora na
imunomodulacijsko lije¢enje. Tako je analiza genske ekspresije u krvi bolesnika koji su lije¢eni
interferonom pokazala da njegovo djelovanje nije samo protuupalno. (115) Daljnja istraZivanja
su pokazala da lijeCenje interferonom beta znacajno mijenja gensku ekspresiju 21 od 1263
analizirana gena nakon 3 1 6 mjeseci terapije. Od promijenjenih gena, 9 ih je imalo promotore
koji odgovaraju na interferon, no nije bilo promjene u Thl ili Th2 markerima. (116) Ove studije
su pokazale da je genski odgovor na lijeCenje interferonom kompleskan i ukljucuje utjecaj na
stani¢nu migraciju, degradaciju matriksa, proliferaciju, kontrolu stani¢nog ciklusa, stani¢nu
diferencijaciju, procesiranje i prezentaciju stanica, apoptozu te regulaciju citokina i kemokina.
Drugo pitanje na koje se pokusalo odgovoriti ovom metodom je kako prepoznati koji bolesnici
¢e odogovriti na lijeenje interferonom, a koji ne¢e. Nadeno je da interleukin 8 potencijalno
moze razlikovati one bolesnike koji ¢e reagirati na terapiju. (117) Takoder je nadeno da
interferon beta djeluje na gensku ekspresiju selektivno i ovisno o vremeno S$to takoder moze
posluziti kao monitoriranje terapijskog odogovora. (118) To se prvenstveno dogada s genima
koji sudjeluju u antiviralnom odgovoru, a koji se induciraju ve¢ 1 — 4 sata nakon primjene lijeka.
Sli¢no se dogada i s genima koji sudjeluju u signalizaciji interferona beta, kao i markerima

limfocitne aktivacije.

Nakon analize viSe objavljenih studija te nedavno objavljenim potvrdnim istrazivanjem doslo se
do zakljucka da 15 markera koji su razliito eksprimirani tijekom cijelog lijecenja interferonom

beta mogu posluziti kao najbolji biomarkeri odgovora na ovaj lijek: EIF2AK?2, IF16, [F144,
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IF144L, IFIH1, IFIT1, IFIT2, IFIT3, ISG15, MX1, OASL, RSAD2, SN, XAF1 i marker

238704 at. (119)

Iz navedenog je vidljivo da je koriStenje DNA mikroc¢ipova dovelo do nekoliko znacajnih otkri¢a
vezanih 1 uz patogenezu MS-a, ali i nacinu djelovanja interferona. Kako je MS heterogena bolest
potrebno je uzeti mnogo ¢imbenika u obzir kako bi se povecala pouzdanost i reproducbilnost
podataka dobivenih ovim istrazivanjima. Trenutno nema niti jednog istrazivanja koje je koristili
gensku ekspresiju mikroCipovima u bolesnika s prvim simptomom MS-a, klinicki izoliranim
simptomom. Ovakvo istraZzivanje moglo bi dati vazne podatke o genima koji su upleteni u

najranijim fazama bolesti.

1.2.4. Proteomika

Proteini koje kodiraju geni su odgovorni za nastanaka autoimunih bolesti, tako da direktno
mjerenje njihove ekspresije i funkcije moze dati vrlo vazne podatke u monitoriranju bolesti.
Nedavni napredak u proteomici je omogucio profiliranje velikog broja proteina u tkivima ili
serumu. Primjena ove tehnologije na autoimune bolesti omogucuje identifikaciju proteinskih
biomarkera za dijagnozu i monitoriranje bolesti u klinickom okruzenju. Sli¢no kao i genomika,
proteomika moze sluziti u procjeni tezine bolesti, progresiji invalidnosti, te odgovoru na terapiju.
Unato¢ navedenom, pouzdani markeri koji bi zadovolji ranije navedene ciljeve joS uvijek

nedostaju. (120)

Proteomika se puno koritstila u istrazivanju MS-a, pretezno u otkrivanju novih patogenetskih
mehanizama, u istrazivanju uloge okolisnih ¢imbenika, te karakterizaciji autoimunog odgovora.

(121)
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Jedno od najvaznijih otkri¢a u otrkivanju novih patogenetskih mehanizama je vezano uz
koagulacijsku kaskadu. Han i suradnici su pomucu proteomike identificirali proteine koji su
jedinstveni za tri glavna tipa MS lezija: akutni plak, kroni¢ni aktivni plak i kroni¢ni plak. (122)
Tkivni faktor i protein C inhibitor su identificirani unutar kroni¢nih aktivnih plakova, nalaz koji
sugerira da disregulacija molekula vezanih uz koagulaciju ima vaznu ulogu u MS-u. Ovo
istrazivanje je nadalje pokazalo da primjena hirudina ili rekombinantnog aktiviranog proteina C
smanjuje tezinu bolesti u EAE modelu te suprimira Th1 i Th17 citokine u astrocitima i imunim
stanicama. Primjena mutiranih oblika rekombinantnog aktiviranog proteina C je pokazala da su
oba njegova svojstva (antikoagulantno i funkcija signalizacije) neophodna kako bi se smanjila
tezina bolesti. Ovo istrazivanje je mozda najbolji primjer kako ovakva istrazivanja mogu dovesti
do otkri¢a specifi¢nih patogenstksih mehanizama. Vec¢ ranije je opisana uloga proteomike u

otkrivanju EBV-a kao moguc¢eg okidaca MS-a. (89)

Kako se smatra da je MS autoimuna bolest za predpostaviti je da istrazivanje imunog odgovora
korisno u ranoj dijagnozi, prognozi i pracenju MS bolesnika. Antigenski mikroc¢ipovi su uspjeli
pokazati promjene u spektru protutijela koje su poslijedica antigensko Sirenje koje prati EAE
progresiju, §to je dovelo do razvoja cjepiva protiv MS-a. (123) Takoder podatci dobiveni
proteomikom sugeriraju da antigenski mikro¢ipovi mogu identificirati spektar protutijela koji je
povezan s razliitim oblicima MS-a te identificirati patogene mehanizme i terapeutske ciljeve. To
je nedavno 1 potvrdeno te je pokazano da svaki oblik MS-a (relapsno remitirajuci, sekundarno
progresivni i primarno progresivni) ima jedinstveni spektar protutijela koji ih razlikuje ne samo

medusobno ve¢ i od zdravih kontrola i ostalih autoimunih bolesti. (124)
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Iz navedenog se moze zakljuciti kako su antigenski mikrocipovi obecavajuca tehnologija u
otkrivanju bolesnika koji imaju povecan rizik za razvoja MS-a, ¢ak i prije nastanka simptoma.

(125)

1.2.5. Metabolomika

Metabolom se definira kao ukupan skup malih molekula metabolita (kao $to su hormoni i druge
signalne molekule) koji se nalaze unutar odredenog bioloskog uzorka. Nekoliko skupina
istrazivaca koristi metabolomiku u istrazivanju MS-a. Tako je pokazano da tijekom MS-a
makrofazi i astrociti stvaruju NO, metabolit za koji se smatra da doprinosi nekoliko aspekata
MS-a kao $to je poremecaj krvno-mozdane brarijere, oSte¢enju oligodendrocita 1

demijelinizaciju, te aksonalnu degeneraciju. (126)

Drugi metabolom za koji je otkriveno da igra vaznu ulogu u MS-u je N-acetil-aspartat (NAA).
Novija istrazivanja su pokazala da precizno mjerenje razine NAA specificnom metodom MRI
spektroskopije moze identificirati bolesnike s relapsno remitiraju¢em oblikom MS-a u njihovom
prijelazu u sekundarno progresivni oblik bolesti. (127) Ovi podatci sugeriraju da metabolomiti

mogu biti vrlo osjetljivi biomarkeri neurodegenerativne i upalne faze patogeneze MS-a. (128)

36



37

Hipoteza

2. HIPOTEZA



Hipoteza |

Rezimiraju¢i podatke navedene u Uvodu, znanstvena i stru¢na utemeljenost naseg istrazivanja

ogleda se u slijedecem:

1. Jedno od glavnih obiljezja MS-a je visok stupanj varijabilnosti u kona¢nom ishodu
izmedu bolesnika, sa spektrom bolesti koji varira od benignog, pa ¢ak i asimptomatskog
pa do malignih slu¢ajeva. Stoga odredivanje laboratorijskih i klini¢kih ¢imbenika koji bi

pouzdano predvidjeli dugorocni ishod bolesti u ranoj fazi bolesti je neophodno.

2. MS heterogena bolest nepredvidiva tijeka, te su neophodno potrebni markeri koji bi

omogucili bolji postupak s bolesnicima.

3. Iako su likvor i MRI vrlo vazni u predvidanju razvoja MS-a nakon klini¢ki izoliranog
sindroma, jo$ uvijek postoji potreba za markerima koji bi s ve¢om specificnosc¢u i
osjetljivos¢u mogli predvidjeti razvoj klinicki definitvnog MS-a nakon klinicki izoliranog

sindroma.

4. Trenutno ne postoji niti jedan biomarkr za MS koji zadovoljava kriterije dobrog

biomarkera.

Stoga je cilj ovog istrazivanja pomoc¢u genomske analize ekspresijskog profila pune krvi otkriti

gene koji su upleteni najranijoj fazi multiple skleroze, klinicki izoliranom sindromu.
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HIPOTEZA:

Genomskom analizom ekspresijskog profila pune krvi u pacijenata s optickim neuritisom,
klini¢ki izoliranim sindromom, mogucée je odrediti diferencijalno eksprimirane gene koji mogu
posluziti kao potencijalni genski markeri za dijagnosticiranje i pracenje razvoja multiple

skleroze.
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3.1. Opéi ciljevi

1. Odrediti genske markere koji bi posluzili za bolju dijagnozu i pracenje bolesnika s

klinicki izoliranim sindrom 1 multiplom sklerozom.

3.2. Specific¢ni ciljevi

1. Provesti analizu genske ekspresije pomocu genskih ¢ipova koristec¢i uzorke pune krvi

uzete od bolesnika s optickim neuritisom.

2. Odrediti znacajno promjenjenu ekspresiju mRNA u uzorcima krvi pacijenata s optickim

neuritisom u usporedbi sa zdravim kontrolama.

3.3. Doprinos i o¢ekivana primjena istrazivanja

Multipla skleroza je kroni¢na upalna bolest srediSnjeg ziv€anog sustava koja ve¢inom zahvaca
osobe mlade zivotne dobi te dovodi do znacajnog invaliditeta. Kada se javi prvi simptom,
dijagnoza multiple skleroze se ne moze postaviti jer prema kriterijima mora postojati

diseminacija bolesti u vremenu i prostoru.

Iako postoje paraklinicki kriteriji kojima se povecava rizik od razvoja multiple skleroze nakon
klinicki izoliranog sindroma (npr. optickog neuritisa), joS uvijek ne postoje dovoljno precizni

biomarkeri koji bi predvidjeli razvij MS-a nakon CIS-a.
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Cilj oviog istrazivanja je odrediti znac¢ajno promijenjenu ekspresiju mRNA u uzorcima krvi
bolesnika s opti¢kim neuritisom u usporedbi sa zdravim kontrolama. Tako promijenjena mRNA
mogla bi posluziti kao genski marker koji je direktno vezan uz patofizilogiju demijelinizacijskih
bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava. Otkrivanje genskih markera bi imalo posljedicu u ranom
zapocinjanju i pra¢enju imunomodulacijskog lije¢enja, $to je od presudne vaznosti u bolesnika s

MS-om.
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4.1. Odabir bolesnika

Uzorci periferne krvi su prikupljeni od bolesnika s akutnim opti¢kim neuritisom i odgovrajaceg
broja zdravih bolesnika uskladenih prema po dobi i spolu, koji su €inili kontrolnu skupinu.

Uzoreci krvi su skupljeni unutar 4 tjedna od nastanka prvih simptoma bolesti.

Svim bolesnicima je ucinjen MR mozga i MR vratne kraljeznice, a sekundarni uzroci
demijelinicacijskih oStecenja su iskljuceni odgovaraju¢im laboratorijskim pretragama koje
ukljucuju: analizu cerebrospinalne teku¢ine — broj stanica, IgG indeks i1 oligoklonske vrpce,
imunoloski testovi (ENA, ANA, ANCA, aCl IgG and IgM), IgM i IgG potutijela na Borreliu

burgdorferi u serumu i likvoru, HIV test, serumska razima vitamina B12 i hormoni $titnjace.

4.2. RNA izolacija

Uzorci su skupljeni od bolesnika s opti¢kim neuritisom te odgovaraju¢ih kontrolnih bolesnika u
jutranjim satima. Periferna krv je izvadena u PAXgene™ epruvete (Preanalytix, Qiagen), koje su
specijalno proizvedene za dobivanje visoko kvalitetne RNA iz ljudske krvi. Nakon vadenja,
epruvete su stavljene u okomiti polozaj te su ostvljene 24 sata na sobnoj temperaturi. Nakon toga

su spremljene na -80°C dok se nije pristupilo RNA izolaciji.

Ukupna RNA iz uzoraka izolirana je uz primjenu RNA kita za izolaciju RNA (PaxGene,
Preanalytix). Svi uzorci tretirani su DNA-zom (RNase-free DNase set, Qiagen). Koncentracija

dobivene RNA odredena je mjerenjem absorbancije razrijedenog uzorka pri valnoj duljini od 260
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nm na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf), a kvaliteta izolirane RNA odredena je

uporabom RNA 6000 Nano LabChip kita na 2100 Bioanalyzeru (Agilent Technologies).

4.3. Analiza genske ekspresije na DNA ¢ipovima

Genska ekspresija je analizirana uporabom DNA ¢ipa za analizu cjelokupnog humanog genoma

(Human Genome U133 PLUS 2.0 GeneChip, Affymetrix) koji sadrzi 54 675 25-baznih proba.

Analiza ekspresije obavljen je prema postupniku Affymetrix koji ukljucuje sintezu cDNA iz
visoko kvalitetne RNA, prociS¢avanje dobivene cDNA, in vitro transkripcije u biotinom
oznacenu cRNA, hibridizacije proc¢is¢ene cRNA na Cipove te kemiluminiscencijske detekcije.
Svi genski ¢ipovi su oc€itani na Affymetrix GeneChip sustavu 3000 koriste¢i ciljni intenzitet
mjerenja od 100. Prigodom pokusa primjenjivale su se uobiCajene mjere za provjeru kvalitete i
normalizaciju (omjer 3'1 5' razine ekspresije gena te standardna normalizacija prema Affymetrix

postupniku).

Svi genski Cipovi obradeni su u Centru za funkcionalnu genomiku Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.
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851 Skeniranje

Slika 1. Pregled metode analize genskih mikroc¢ipova

4.4. Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom

Za qRT-PCR analizu, dva mikrograma ukupne RNA visoke kvalitete dobivene iz pune krvi
reverzno su prepisane uporabom SuperScriptTM First-Strand Synthesis sustava za reverznu
transkripciju prema postupniku proizvodaca (Invitrogen). Ekspresije gena od interesa mjerena je
pomocu LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green kita (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany) uz uporabu LightCycler instrumenta (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

4.5. Statisticke metode

Dobiveni podaci su analizirani uz uporabu slijede¢ih softwareskih programa: Affymetrix Gene
Chip Operating System (GCOS) 1.2, S-plus, R, DChip. GCOS 1.2 koristila se za detekciju i
izraCunavanje razine ekspresije pojedinih gena na Affymetrix Human Genome U133 PLUS 2.0
genskim Cipovima. Lista statistiCki znacajno promijenjenih gena se pred-filtrirala temeljem

slijede¢ih parametara: razina genske ekspresije u makar jednom uzorku iznad 100, omjer
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promjene u odnosu na kontrolnu skupinu od 1.8 ili 0.6, te statisticka P vrijednost promjene manja

od 0.01.

4.5.1. Selekcija i potvrda diferencijalno eksprimiranih gena u svojstvu biomarkera

Postupak selekcije potencijalnih biomarkera uklju¢ivao je uporabu odabranih progama unutar
slobodno dostupnog softverskog paketa R, te Principal Component Anaylsis u sklopu programa
S-Plus. Za odabir diferencijalno ekprimiranih gena (tzv “feature selection”) na osnovu cijeg
izrazaja se najbolje mogu razlu€iti bolesnici s optickim neuritisom od kontrola koristio se
algoritam Stanford PamR, koji omogucuje nenadgledani odabir kandidatskih gena. Selektirane
skupine gena su dodatno validirane statisticki pomoc¢u algoritama ,Linear Discriminant
Analysis® 1 ,,Support Vector Machines®. Dodatno, kako bismo na S$to bolji nacin mogli
vizualizirati razliku izmedu bolesnika i kontrola u ekspresiji odabranog biomarkerskog seta,
koristili smo Prinicipal Component Analysis. Kona¢no biomarkerski geni su validirani pomoc¢u
kvantitativne lancane reakcije polimeraze (QRT-PCR) u originalnoj skupini bolesnika s optickim

neuritisom.

4.5.2. Analiza genske ontologije

Kako bi se znacajno eksprimiranio geni mogli klasificirati na temelju njihovih svojstava genske
ontologije, koristili smo “Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery”
(DAVID). Koriste¢i “Functional Annotation Clustering” alat u DAVID-u identificirali smo
klastere genskih skupina sa zna¢ajno sli¢nim ontologijama te smo ih testirali nasuprot cijele liste

gena.
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4.5.3. Analiza statisticki znacajno promijenjenih signalnih putova

U svrhu odredivanja statisticki znacajno promijenjenih funkcijskih i signalnih putova, rezultati
analize ekspresije genskim ¢ipovima dodatno smo obradili GSEA 1.0 software-skim paketom.
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) jest statisticka metoda razvijena u svrhu obrade podataka
dobivenih analizom ekspresije na razini cjelokupnog genoma. Algoritam se temelji na principu
rangiranja gena na osnovu korelacije izmedu njihove ekspresije te pripadanja funkcionalnim
skupinama, koriste¢i pri tome metriku omjera signala i buke. U analizi podataka koristili smo
softwareski paket GSEA-P i set sa 522 predefinirane skupine gena. Rezultati statistickom
metodom GSEA omogudili su prepoznavanje najznacajnije promijenjenih funkcionalnih i
signalnih skupina gena. GSEA nam je istodobno omogucila potanji uvid u patofiziolosku

podlogu nastanka bolesti.

4.5.4. Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom

Za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije uporabljena je komparativna 274"

metoda, u kojoj
Ct oznacava ,.cycle treshold®, frakcionirani boj ciklusa kada fluorescentni signal dostize prag
detekcije. Ekspresija Cetiriju ,,housekeeping® gena (eucaryotic translation elongation factor 1
gamma, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, beta-2-micoglobulin i beta-actin)
analizirana je pomoc¢u geNorm 3.3 softwareskog paketa kojim se odreduje najstabilniji

»housekeeping™ gen. Gen sa najstabilnijom ekspresijom koristen je za normalizaciju rezultata.

Rezultati su prikazani u ,,fold change* u odnosu na komparabilnu razinu ekspresije.
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4.6. Odobrenja

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta sveuciliSta u Zagrebu. Ovo istrazivanje je dio projekta 108-
1081874-1988 Molekularne i bioloske osnove demijelinizacijskih bolesti ziv€anog sustava.

Svaki bolesnik potpisao je informirani pristanak.

50



51

Rezultati

S. REZULTATI



Rezultati |

U istrazivanje je ukupno ukljuceno 15 bolesnika s optickim neuritisom i 10 zdravih ispitanika.
Svi bolesnici s opti¢kim neuritisom su imali barem jednu demijelinizacijsku leziju na MR-u

mozga i svi su imali pozitivne oligoklonske IgG vrpce u likvoru.

Analizom na Affymetrixovim genskim c¢ipovima na 8 bolesnika s optickim neuritisom 1 6
zdravih ispitanika nadeno je 722 znacajno (p<0.05; ekspresijska razina >100. omjer promjene
>1.8 ili <0.6) promijenjenih gena. Od 722 promijenjena gena 377 ih je pokazalo poviSenu razinu
ekspresije, a 345 smanjenu razinu ekspresije u bolesnika s optickim neuritisom u usporedbi sa

zdravim kontrolama (Slika 2).
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Slika 2. Promijenjena genska ekspresija u krvi bolesnika s optickim neuritisom. Geni su izabrani
od 8 bolesnika s optickim neuritisom i 6 zdravih ispitanika prema p- vrijednosti (p<0.05) i
ekspresijskom maksimumu ve¢em od 100, te omjeru promjene >1.8 ili <0.6. Svaki stupac
predstavlja uzorak, a svaki red predstavlja gen. Crvena boja predstavlja povisenu ekspresiju, a
zelena boja predstavlja snizenu ekspresiju (N1-N6 su zdravi ispitanici, a MS1-MS8 su bolesnici s

optickim neuritisom).

5.1. Selekcija gena i njihova bioloska obiljezja

Kako se rezultati analize genskim mikro¢ipovim trebaju potvrditi drugom neovisnom metodom,
mi smo koristili kvantitativni RT-PCR. Ova metoda ima loSiju osjetljivost od genskih
mikrocipova tako da smo odabrali 9 gena, 5 s poviSenom i 4 sa smanjenom ekspresijom prema
,cut-of*“ vrijednosti ekspresijskog omjera > 1.8 ili <0.6 te iskljuivanjem gena s nepoznatom

funkcijom. Ovih 9 gena smo testirali u 15 bolesnika s optickim neuritisom i 10 zdravih kontrola.

Izabrani su slijedeci geni:

PTPRC (protein tyrosine phosphatase, receptor type, C)

Protein kodiran ovim genom je ¢lan protein tirozin fosfataza obitelji, za koje je poznato da su
signalne molekule koje reguliraju razlicite stani¢ne procese, ukljucujuci stanicni rast,
diferencijaciju, mitotski ciklus i onkogenu transformaciju. Za PTPCR se pokazalo da je

neophodan u regulaciji T i B stani¢nog signaliziranja. Funkcionira putem direktne interakcije s
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komponentama antigen-receptor kompleksa ili putem aktivacije razli¢itih kinaza iz Src obitelji

koje su potrebne za signalizaciju antigen receptor. (129)

SLC11A1 (solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters),

member 1)

Ovaj gen je ¢lan “solute carrier family 117 (proton-coupled transponter divalentnih metalnih
iona) te kodira za viSeprolazni membranski protein. Ovaj protein funkcionira kao transponter
divalentnih metala (Zeljeza 1 magnezija) te je upleten u metabolizam Zeljeza i otprnost domacina
na odredene patogene. Mutacije ovog gena su povezane s pojacanom osjetljivos¢u na infekcije

(npr. tuberkulozu) te inflamatorne bolesti kao §to su reumatoidni artitis i Crohnova bolest. (129)

SLPI (secretory leukocyte peptidase inhibitor)

Ovaj gen kodira sekretorni inhibitor koji Stiti epitelna tkiva od serinskih proteaza. Nalazi se u
razli¢itim izlu¢evinama kao $to su sjemena tekucina, cervikalna sluz, bronhijalni sekret te
pokazuje visoki afinitet za tripsin, leukocitnu eslastazu i1 katepsin G. Njegov inhibitorni u¢inak
doprinosi imunoloSkom odgovoru §tite¢i epitelne povrsine od napada endogenih proteolitickih

enzima. (129)

NAIP (NLR family, apoptosis inhibitory protein)

Ovaj gen je dio 500 kb invertirane duplikacije kromosoma 5q13. Ova regija sadrzi najmanje 4
gena 1 ponavljaju¢a elementa §to je ¢ini podloznom preraspodjelama i1 delecijama. Smatra se da

je NAIP modifikator spinalne miSi¢ne atrofije koja je uzrokovana mutacijom u susjednom SMN1
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genu. Protein kodiran ovim genom pokazuje visoku homologiju s genima koji sudjeluju u

inhibiciji apoptoze. (129)

LPXN (Leupaxin)

Produkt kodiran ovim genom je najjace eksprimiran u hematopoetskim stanicama te pripada
paxillin obitelji proteina. Sli¢no i drugim ¢lanovima ove obitelji protein, sastoji se od 4 leucinom
bogata motiva u N-kraju i 4 LIM domene u C-kraju. Ovaj protein funkcionira u stani¢no
specifi¢noj signalizaciji preko PYK2, koji je ¢lan obitelji fokalnihh adhezijskih kinaza. Kao
supstrat tirozin kinaze u limfoidnim stanicama, djeluje 1 kao regulator aktivnosti tirozin kinaze.

(129)

CCR3 (chemokine (C-C motif) receptor 3)

Protein kodiran ovim genom je receptor C-C tipa kemokina. Pripada obitelji 1 G-protein
vezanihh receptora. Na ovaj receptor se veze nekoliko razli¢itih kemokina ukljucujuéi eotaxin
(CCL11), eotaxin-3 (CCL26), MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13), and RANTES (CCLS5). Jako je

eksprimiran u eozinofilima i bazofilima, ali se nalazi i u TH1 i TH2 stanicama. (129)

ITGA4 (integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor))

Produkt ovog gena pripada obitelji protein integrin alfa lanca. Integrini su heterodimerni
integralni membranski protein koji se sastoje od alfa i beta lanca. Ovaj gen kodira alfa 4 lanac.

(129)
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CD28 molekula

Rezultati

CD28 kostimulacija je neophodna za CD4 pozitivnu T stani¢nu proliferaciju, prezivljenje,

stvaranje interleukina 1 te razvoj TH2 odgovora. (129)

SLAMF7 (SLAM family member 7)

Ovaj gen kodira membranski protein koji sudjeluje u stani¢noj adheziji. (129)

Simbol Affymetrix Opis gena Omjer p-

gena vrijednost

PTPRC 1552480 s at | Protein tyrosine phosphatase, receptor 4.316954 | 0.008133
type, C

SLC11A1 | 217507 at Solute carrier family 11 (proton-coupled | 4.24988 0.033451
divalent metal ion transporters),
member 1

SLPI 203021 at Secretory leukocyte peptidase inhibitor | 2.841743 | 0.038785

NAIP 204860 s at | NLR family, apoptosis inhibitory 2.78565 0.049564
protein

LPXN 242778 at Leupaxin 2.101067 | 0.000502

CCR3 208304 at Chemokine (C-C motif) receptor 3 0.40323 0.009491
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ITGA4 205884 at Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha | 0.521894 | 0.013865

4 subunit of VLA-4 receptor)

CD28 206545 at CD28 molecule 0.553633 | 0.003298

SLAMF7 | 219159 s at | SLAM family member 7 0.456093 | 0.022967

Tablica 4. Detalji 9 promijenjenih gena.

5.2. Analiza genske ontologije

Analiza genske ontologije jest statisticki pristup koji omogucava odredivanje zastupljenosti
pojedinih strukturnih i funkcionalnih pojmova unutar diferencijalno ekpsirimirane skupine gena
kako bi se odredila statisticki znacajna aktivnost pojedinih genskih skupina u ispitivanoj
populaciji bolesnika. Genska ontologija ima za svrhu nekoliko ciljeva. Kao prvo, da se odradi
tocan popis atributa za pojedine gene i genske produkte. Zatim, da se poboljSa anotacija za sve
gene 1 tocno odrede sve poznate informacije od sekvence DNA, preko proteinskog produkta, do
potencijalne funkcije pojedinog gena. Konac¢no, svrha je genske ontologije da omoguci $to bolju
analizu i uvid u generalne bioloske mehanizme u koje su pojedini geni ukljuceni, te omoguci

istrazivacki pristup na razini sustavne biologije.

Ontologija pokriva tri glavna podrucja i to: ,,cellular component* koji se odnosi na informaciju
za koji dio stanice ili ekstracelularnog prostora je vezana funkcija pojedinog gena; ,,molecular
function® koji se odnosi na molekularni proces u koji je pojedini gen ukljucen; ,,biological
process‘ koji se odnosi na funkcije gena u skupinama povezanih bioloskih procesa koji se
odvijaju u ve¢im integriranim organskim jedinicama poput tkiva, organa ili organizama.
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Kako bismo odredili pojmove genske ontologije najvise zastupljene u skupini statisticki znacajno
promijenjenih gena, koristili smo statisticki paket ,,Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID)®. Stoga smo analizirali odvojeno skupinu statisticki znacajno
promijenjenih gena s poviSenom ekspresijom u bolesnika s MS i skupinu gena sa snizenom

ekspresijom u bolesnika s MS-om.

Analiza genske onotolgije u skupni gena sa statisticki znacajno povisenom ekspresijom u
bolesnika s MS, pokazala je znacajnu zatupljenost pojmova za fosforilirane proteine, proteinsko
vezivanje, alternativni splicing, posttranslacijsku modifikaciju, stani¢nu smrt i programiranu

stani¢nu smrt.

U skupni gena sa statisticki znac¢ajno snizenom ekspresijom u bolesnika s MS-om, analiza je
pokazala znacajnu zastupljenost ontoloskih pojmova za negativnu regulaciju programirane
stani¢ne smrti, anti-apoptozu, negativnu regulaciju apoptoze, regulaciju stani¢nog transporta,
stani¢ni razvoj, te stani¢ni ciklus.

S namjerom da analiziramo ne samo zastupljenost pojedinih ontoloskih pojmova, ve¢ i njihovu
medusobnu funkcionalnu povezanost, proveli smo i tzv. ,,Gene Ontology Functional Annotation

Clustering*. Ovakav pristup omogucava sustavni uvid u povezanost vec¢ih skupina pojmova

genske ontologije.

U skupini gena s poviSenom ekspresijom u bolesnika s MS-om, funkcionalno klasteriranje

pokazalo je 3 skupine ontoloski pojmova s faktorom obogacenja ve¢im od 2.

U prvoj skupini pojmova genske ontologije prevladavali su geni ukljuceni u proteinsko

vezivanje, vezivanje te stani¢nu jezgru. Prikaz prve skupine moze se vidjeti u slici 3.
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fyn binding protein (fyb-120/1...

period h log 1 (dr phila)

arrestin, beta 2

serine/threonine kinasa 28

neural precursor cell expressed, developmentally down-regulate...
nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding)

at rich interactive domain 2a (bright- li...

nuclear factor of activated t-cells 5, tonicity-respo...

restin (reed-steinberg cell-expressed intermediate filament-associated pro...
leucine rich repeat (in flii) interacting protei...

actinin, alpha 4

acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 22 family, membe...
staphylococcal nuclease domain containing 1

calcium f calmodulin-dependent protein kinase id

protein phosphatase 2 (formerly 2b), catalytic subunit, alpha isoform (calcineurin a al...
becl2-like 1

survival of motor neuron 1, telome...

histone deacetylase 4

signal transducer and activator of transcription...

ataxin 1

arachidonate 5-lipoxygenase

bel? f adenovirus elb 19kda interacting protei...

mitogen-activated protein kinase 1

protein phosphatase 2 (formerly 2a), catalytic subunit, alpha isof...
hexamethylene bis-acetamide inducible 1

supervillin

reticulon 4

nuclear receptor subfamily 2, group ¢, member 2

thyroid hormone receptor associated protei...
hla-b associated transcript 1

arginine-glutamic acid dipeptide (re) repeats
protein inhibitor of activated sta...

epidermal growth factor receptor pathway substrate 15-li...
hmg-box transcription facto...

forkhead box p1

serine/arginine repetitive matri...

pou domain, class 2, transcription factor 1
bromodomain containing 4

max dimerization protein 1

a74-like factor 2 (ets domain transcription fac...
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a74-like factor 2 (ets domain transcription fac...
similar to dna-directed rna polymerase i (135 kda)
mastermind-like 2 (drosophila)

euchromatic histone-lysine n-methyltransferas...
nuclear receptor coactivator 1

tsc22 domain family, member 4

zinc finger homeobox 1b

ats variant gene 6 (tel oncogene)

integrator complex subunit 4

atp/gtp binding protein 1

cug triplet repeat, rna binding protei...

proteasome (prosome, macropain) activator subuni...
cut-like 1, ccaat displacement protein (drosophi...
serine/threonine kinase 25

vyl associated protein 1

calcium binding and coiled-coil domain 2
synaptopodin 2

set binding factor 2

golgi associated, gamma adaptin ear containing, arf binding protei...
exostoses (multiple) 1

unc-51-like kinase 1 (c. elegans)

wvacuolar protein sorting 25 (yea...

phosphofurin acidic cluster sorting protein 1

collagen, type iv, alpha 2 (goodpasture antigen) binding prot...
rabBa, member ras oncogene family

stromal interaction molecule 1
mitochondria-associated protein involved in granulocyte-macrophage colony-stimulatin
formin binding protein 1

wv-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1
cytochrome b-245, alpha polypeptide

kinesin family member 1b

hook homolog 2 (drosophila)

malate dehydrogenase 2, nad (mitochondrial)
adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subu...
hypothetical protein mgc130908

g protein-coupled receptor kinase interacto...
ubiquitin-activating enzyme elc (uba2 homolog, ye...
jumonji domain containing 2b

hypothetical protein flj20812

c-terminal binding protein 2

regulatory factor x, 2 (influences hla class ii expressi...

zing finger protein 530
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zinc finger protein 580

cdc-like kinase 4

zinc finger protein 641

nipped-b homeolog (dresophila)

kruppel-like factor 2 (basic)

dead (asp-glu-ala-asp) box polypeptide 17

zinc finger protein 710

polyhomeotic-like 2 (drosophila)

acyl-coenzyme a oxidase 1, palmitoyl

rab36, member ras oncogene family

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, typ...

acyl-coa synthetase long-chain family membe...
solute carrier family 40 (iron-regulated transporter), mem...
sperm associated antigen 9

dip2 disco-interacting protein 2 homolog b (drosophila)
af4/fmr2 family, membe...

thyroid hormone receptor associated protei...

plectin 1, intermediate filament binding protein 500...
myosin binding protein ¢, cardiac

microtubule-actin crosslinking factor 1

advillin

slingshot homolog 2 (drosophila)

adducin 1 (alpha)

pdz and lim domain 7 [enigma)

gelsolin (amyloidosis, finnish type)

nude nuclear distribution gene e homolog like 1 (a. nidulans)
arp2 actin-related protein 2 homolog (yea...

ig motif containing gtpase activating protei...

ptk2b protein tyrosine kinase 2 beta

map/ microtubule affinity-regulating kina...

udp-gal:betaglcnac beta 1,4- galactosyltransferase, polypepti...

hypothetical protein loc85007, isoform 2

st3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferas...

st2 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferas...
oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoam...
ubiguitin-conjugating enzyme e2, j1 {ubct homolog, ye...
b-cell receptor-associated protein 29

chromosome 3 open reading frame 31

sam domain and hd domain 1

breast carcinoma amplified sequenca 2

musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1

62

Rezultati



Rezultati

musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1

kiaaD457 protein

syntrophin, beta 2 (dystrophin-associated protein al, 59kda, basic compone...
gripl associated protein 1

cytoskeleton-associated protein 4

lysosomal-associated protein transmembrane 4 alpha

atg? autophagy related 7 homolog (5. cerevisi...

kiaa0999 protein

ras homolog gene family, member g

thyroid hormone receptor interactor...

phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers 1)
development and differentiation enhancing fact...

eukaryotic translation initiation factor 4 gamm...

nardilysin (n-arginine dibasic convertase)

argininosuccinate synthetase

lymphocyte cytosolic protein 2 (sh2 domain containing leukocyte protein of 76...
amyloid beta (a4) precursor protein-binding, family b, member 1 interacting pr...
zyg-11 homolog b (c. elegans)-like

tubulin tyrosine ligase-like family, membe...

leupaxin

stromal membrane-associated protein 1-like

pabpi-dependent poly a-specific ribonuclease subunit pan3

eukaryotic translation initiation factor 4e memb...

tao kinase 1

myotubularin related protein 2

kiaal174

trafficking protein, kinesin binding 2

ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing...

ankyrin repeat and kh domain containing 1

chromosome 20 open reading frame 13

rho gtpase activating protein 26

son of sevenless homolog 2 (drosophila)

inositol polyphosphate-5-phosphatase, 145kda

neutral sphingomyelinase (n-smase) activation associated fac...

zinc finger protein 529

baculoviral iap repeat-containing 1

hypothetical protein flj21951

solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), memb...

insulin-like 3 (leydig cell)

ring finger protein 120
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ring finger protein 120

linker for activation of t cells family, memb...

integrin, alpha x (complement component 2 receptor 4 subu...
toll-like receptor 10

vesicle transport through interaction with t-snares homeoleg 1a (ye...
insulin-like growth factor 1 recep...

protein tyrosine phosphatase, receptor typ...

endothelial differentiation, lysophosphatidic acid g-protein-coupled recept...
neuroblastoma breakpoint family, member 3

kiaal245

neurcbhlastoma breakpoint family, member 14

dead (asp-glu-ala-asp) box polypeptide 59

zinc finger, cche domain containing 6

cd55 antigen, decay accelerating factor for complement (cromer blood gr...

Rezultati

sema domain, immunoglobulin domain (ig), transmembrane domain (tm) and short cyte

protein phosphatase 1f (pp2c domain containing)
matrix metallopeptidase 25

rab40c, member ras oncogene family

sortilin-related receptor, I{dIr class) a repeats-contain...
ubiguitin specific peptidase 22

dipeptidase 2

pleckstrin homology, sec? and coiled-coil domains 4
hypothetical protein loc201895

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily b (with tm and itim domains), mem.

fc fragment of iga, receptor ...
kiaal224
apolipoprotein b48 receptor

solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters), mem...

cytochrome b reductase 1
dkfzp586c1224 protein

g protein-coupled receptor 141

map/ microtubule affinity-regulating kina...
ras and rab interactor 2

rio kinase 2 (yeast)

casp8 and fadd-like apoptosis regulator
adamts-like 4

btb {poz) domain containing 9
hypothetical gene loc282846
transmembrane protein 83

fibronectin type iii domain containing 2b

gram domain containing 1a
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selenoprotein p, plasma, 1

churchill domain containing 1

hypothetical protein flj223447

sterile alpha motif domain containing 4b

fch and double sh2 domains 2

hypothetical protein flj102132

tripartite motif-containin...

pleckstrin homology domain containing, family a membe...
neurobeachin-like 2

jumonji domain containing 2

rna-binding protein

zinc finger, mynd-type containing ...

wd repeat and fyve domain containing 2

kiaal1l856 protein

cytoplasmic polyadenylation element binding protei...
zinc finger, anl-type domain 2

kiaaD892

ubiguitin specific peptidase 24

phosphodiesterase 4c, camp-specific [phosphodiesterase el dunce homelog, drosophila
chromosome 10 open reading frame 46

methionine sulfoxide reductase a

b-cell cllflymphoma 7a

ubiguitin-conjugating enzyme e2h (ubc8 homolog, yea...
adenosine monophosphate deaminase (isoform e)
ubiquitin specific peptidase 24

Slika 3. Prikaz prve skupine gena s poviSenom ekspresijom gdje prevladavaju geni ukljuceni u

proteinsko vezivanje, vezivanje te stani¢nu jezgru.

Druga skupina pojmova genske ontologije znac¢ajno obogacena u skupini gena s povisenom
ekspresijom u bolesnika s MS-om ukljucivala je gene ukljucene u fosforilaciju proteina,

metabolizam fosfora, fosforilaciju aminokiselina, aktivnost protein-kinaze, metabolizam

65



Rezultati |

proteina, fosforilaciju, serin/treonin kinaze, kataliticku aktivnost 1 aktivnost transferaza. Prikaz

svih gena i ontoloskih pojmova u skupini 2 vidljiv je u Slici 4.

tao kinase 1

serine/threonine kinase 10

map/ microtubule affinity-regulating kina...
pctaire protein kinase 2

calcium/ calmodulin-dependent protein kinase id
serine/threonine kinase 38

cdc-like kinase 4

mitogen-activated protein kinase 1

unc-51-like kinase 1 (c. elegans)

map/ microtubule affinity-regulating kina...
v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1
serine/threonine kinase 35

ribosomal protein 56 kinase, 90kda, polypeptide 3
rio kinase 3 (yeast)

insulin-like growth factor 1 recep...

ptk2b protein tyrosine kinase 2 beta
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
kiaa1527 protein

kiaa0999 protein

ubiguitin-activating enzyme elc (ubaZ homolog, ye...
collagen, type iv, alpha 3 (goodpasture antigen) binding p
fyn binding protein (fyb-120/1

protein phosphatase 2 (formerly 2a), catalytic subunit, al
rab40c, member ras oncogene family

protein phosphatase 1f (pp2c domain containing)
myotubularin related protein 2

slingshot homolog 2 (drosophila)

protein phosphatase 3 (formerly 2b), catalytic subunit, al

protein tyrosine phosphatase, receptor typ...
bromedomain containing 4

st2 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferas...
st2 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferas...
hla-b associated transcript 1

dead (asp-glu-ala-asp) box polypeptide 17
ubiquitin specific peptidase 24

zyg-11 homolog b (c. elegans)-like

hypothetical protein flj20813

atg? autophagy related 7 homolog (s. cerevisi...

ubiquitin specific peptidase 24
thyroid hormone receptor interacto

ubiquitin-conjugating enzyme e2, j1 (ubct homolog, ye...
chromosome 20 open reading frame 18

protein inhibitor of activated sta...

ubiquitin specific peptidase 32

ubiquitin-conjugating enzyme e2h {ubc8 homolog, yea...
tubulin tyrosine ligase-like family, membe...

methionine sulfoxide reductase a

thyroid hormone receptor associated protei...

hypothetical protein flj31951
Jobul

pabpi-dependent poly a-specific ribonuclease subunit pan3

rot...

pha isof...

pha isoform (calcineurin a al...

phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers 1)

sema domain, domain (ig),

argininosuccinate synthetase

set binding factor 2
exostoses (multiple) 1

period homolog 1 (drosophila)

nardilysin (n-arginine dibasic convertase)
eukaryotic translation initiation factor 4 gamm...
signal transducer and activator of transcription...
dipeptidase 2

ring finger protein 120

cytochrome b reductase 1

atp/gtp binding protein 1

matrix metallopeptidase 25

complement component 1, r subcomponent-like
casp8 and fadd-like apoptosis regulator
euchromatic histone-lysine n-methyltransferas...
nuclear receptor coactivator 1

<dS5 antigen, decay g factor for

gelsolin (amyloidosis, finnish type)

formin binding protein 1

eukaryotic translation initiation factor 4@ memb...
supervillin

advillin

staphylococcal nuclease domain containing 1
jumanji domain containing 2b

histone deacetylase 4

cug triplet repeat, rna binding protei...
acyl-coenzyme a oxidase 1, palmitoyl

domain (tm) and short cytc

(cromer blood gr...
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malate dehydrogenase 2, nad (mitochondrial)
similar to dna-directed rna polymerase i (135 kda)
pou domain, class 2, transcription factor 1

max dimerization protein 1

nuclear receptor subfamily 2, group ¢, member 2
zinc finger protein 580

a74-like factor 2 (ets domain transcription fac.
zinc finger protein 641

cut-like 1, ccaat displacement protein (drosophi...
arginine-glutamic acid dipeptide (re) repeats
mastermind-like 2 (drosophila)

nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding)
at rich interactive domain 2a (bright- li...
hexamethylene bis-acetamide inducible 1

zinc finger protein 539

hmg-box transcription facto...

nuclear factor of d t-cells 5, y-respo...

restin (reed-steinberg cell-expressed intermediate filament-associated pro.
survival of motor neuron 1, telome...

zinc finger protein 710

forkhead box p1

regulatory fact

x, 2 (influences hla class ii expres:
kruppel-like factor 3 (basic)

tsc22 domain family, member 4

zinc finger homeobox 1b

bel2/adenovirus e1b 10kda interacting protei...

ets variant gene 6 (tel oncogene)

thyroid hormone receptor associated protei...
integrator complex subunit 4

leucine rich repeat (in fl

nteracting protai...

churchill domain containing 1

serine/arginine repetitive matri...

oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoam...
baculoviral iap repeat-containing 1

kinesin family member 1b

dead (asp-glu-ala-asp) box polypeptide 50

hypothetical protein mgc13098

udp-gal:betaglcnac beta 1,4- galactosyltransferase, polypepti...
arp2 actin-related protein 2 homolog (yea...

c-terminal binding protein 2

ras homolog gene family, member g
rab6a, member ras oncogene family
b-call cll/lymphoma 7=

neutral sph yel ( ) d fac...
cytochrome b-245, alpha polypeptide

g protein-coupled receptor kinase interacto...

apolipoprotein bas receptor

selenoprotein p, plasma, 1

dip2 disco-interacting protein 2 homelog b (dresophila)

zine finger, cche domain containing 6

hypothetical protein loc85007, isoform 2

flj42393 protein

secretory leukocyte peptidase inhi

phosphodiesterase 4c, camp-specific {phosphodiesterase e1 dunce homolog, drosophila
dkfzp586c1324 protein
sam domain and hd domain 1

coagulation fact:
adamts-like 4

v {proaccelerin, labile fac...

histidine triad nucleotide binding protein 3
ankyrin repaat and kh domain containing 1

cytoplasmic polyadenylation element binding protei...

Slika 4. Prikaz druge skupine gena s poviSenom ekspresijom gdje prevladavaju geni ukljuceni u

fosforilaciju proteina, metabolizam fosfora, fosforilaciju aminokiselina, aktivnost protein-kinaze,
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metabolizam proteina, fosforilaciju, serin/treonin kinaze, kataliticku aktivnost i aktivnost

transferaza.

U trecoj skupini ontoloskih pojmova znacajno poveznih s genima s poviSenom ekspresijom u
bolesnika s MS bili su zastupljeni geni ukljuceni u funkciju citoskeleta, vezanje aktina,
organizaciju i biogenezu citoskeleta, dijelove citoskeleta i organele koje nisu vezane za

membranu. Prikaz svih gena i ontoloskih pojmova u skupini 3 vidljiv je u Slici 5.
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plectin 1, intermediate filament binding
supervillin

advillin

gelsolin (amyloidosis, finnish type)

arp2 actin-related protein 2 homolog [y«
actinin, alpha 4

slingshot homolog 2 (drosophila)
syntrophin, beta 2 [(dystrophin-associat:
adducin 1 {alpha)

myosin binding protein ¢, cardiac

hook homolog 2 (drosophila)
miicrotubule-actin crosslinking factor 1
pdz and lim domain 7 (enigma)

restin (reed-steinberg cell-expressed ini
neural precursor cell expressed, develog
kinesin family member 1b

map/ microtubule affinity-regulating kin
kiaa0457 protein

ig motif containing gtpase activating prc
calcium binding and coiled-coil domain 2
formin binding protein 1

amyloid beta (a4) precursor protein-bimni
tubulin tyrosine ligase-like family, meml
nude nuclear distribution gene e homolo
fyn binding protein (fyb-120/1...
protein phosphatase 2 [(formerly 2a), ca
ptk2b protein tyrosine kinase 2 beta
leucine rich repeat (in flii) interacting pri
similar to dna-directed rna polymerase i
synaptopodin 2

v-raf-1 murine leukemia viral oncogene

rho gtpase activating protein 26

Slika 5. Prikaz tre¢e skupine gena s povisenom ekspresijom gdje spadaju geni ukljuceni u

Rezultati

funkciju citoskeleta, vezanje aktina, organizaciju i biogenezu citoskeleta, dijelove citoskeleta i

organele koje nisu vezane za membranu.
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Analiza funkcionalnog klasteriranja ontoloskih pojmova u skupini gena sa snizenom ekspresijom
u bolesnika s MS-om, pokazala je tri skupine pojmova sa faktorom obogacenja ve¢im od 2. U
prvoj skupini ontoloskih pojmova prevladavali su pojmovi povezani s negativhom regulacijom
stani¢ne smrti, negativhom regulacijom apoptoze, negativnom regulacijom bioloskih procesa,
stani¢nim razvojem, smréu, programiranom smrcu i stanicnom diferencijacijom. Popis svih gena

zatupljenih u navedenim ontoloskim pojmovima mogu se vidjeti u slici 6.

clusterin

phosphoprotein enriched in astrocytes 15

bcl2-associated athanogene 3

taxl (human t-cell leukemia virus type i) binding protea...
apoptosis, caspase activation inhibitor

arachidonate 12-lipoxygenase

transglutaminase 2 (c polypeptide, protein-glutamine-gamma-glutamyltransfe...
prion protein (p27-320) (creutzfeld-jakob disease, gerstmann-strausler-scheinker syndr
heme oxygenase (decycling) 1

cd28 antigen (tp44)

activin a receptor, typ...

tial cytotoxic granule-associated rna binding prot...
adhesion molecule with ig-like domain 2

ras homolog gene family, member b

cytochrome ¢, somatic

nerve growth factor receptor (tnfrsf16) associated prot...
purine-rich element binding protein a
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced prote...

slam family member 7

sphingosine-1-phosphate phosphatase 1

melanoma antigen family h, 1

monocyte to macrophage differentiation-associa...
cyclin-dependent kinase inhibitor 1c (p57, kip2)
mindbomb homolog 1 (drosophila)

crebbp/ep200 inhibitor 1

platelet factor 4 (chemokine [c-x-c motif) ligan...

noggin

kruppel-like factor 4 (g...

axin 2 [(conductin, axil)

ceroid-lipofuscinosis, neuronal 5

acrosin binding protein

ubiquitin b

tubulin, beta 2a

kruppel-like factor 1 (erythr...

gata binding protein 2

neugrin, neurite outgrowth associated

four and a half lim domains 1

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymph...
cd86 antigen (cd28 antigen ligand 2, b7-2 antigen)

Ir8 protein
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Ir8 protein

growth factor independent 1b (potential regulator of cdknila, translocated in...
golgi associated pdz and coiled-coil motif containing
transforming growth factor, beta-induced, 68...

loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gen...
putative oxidoreductase

fus interacting protein (serine/arginine-ric...

zine fingers and homeoboxes 1

sestrin 2

btg family, member 3

ninjurin 2

phosphodiesterase 2b, cgmp-inhibited

integrin, alpha 4 {antigen c¢d49d, alpha 4 subunit of vla-4 recep...
growth arrest-specific 6

lim and senescent cell antigen-like domains 1

homecbox b2

myeloid flymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, drosophila); transloc:
carbonic anhydrase ii

integrin, beta 5

dynein, light chain, lc8-type 1

sex comb on midleg-like 1 {drosophila)

prothymaosin, alpha (gene sequence 28)

cd2-associated protein

polyhomeotic-like 1 (drosophila)

Slika 6. Prikaz prve skupine gena sa snizenom ekspresijom gdje spadaju geni povezani s
negativnom regulacijom stani¢ne smrti, negativnom regulacijom apoptoze, negativnom
regulacijom bioloskih procesa, stani¢nim razvojem, smréu, programiranom smréu i stanicnom

diferencijacijom.

71



Rezultati |

Druga skupina pojmova genske ontologije pokazala je znacajnu zastupljenost gena povezanih sa
stani¢nim ciklusom, regulacijom stani¢nog ciklusa, procesima povezanim sa stani¢nim ciklusom,
fazama stani¢nog ciklusa i regulacijom procesa putem stani¢nog ciklusa u skupini gena sa

snizenom ekspresijom. Ukupan popis gena 1 ontoloskih pojmova u skupini 2 moze se vidjeti u

Slici 7.

zwld interactor

cyclin-dependent kinase inhibitor 1c (p57, kip2)
cd28 antigen (tp44)

purine-rich element binding protein a

radl homolog (5. pombe)

btg family, member 3

cdknla interacting zinc finger protei...

sestrin 3

ras homolog gene family, member b

loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gen...
putative oxidoreductase

prothymosin, alpha (gene sequence 23)
response gene to complement 32

activin a receptor, typ...

tubulin, beta 2a

dbf4 homolog (5. cerevisiaa)

gl to s phase transition 2

cd2-associated protein

growth factor independent 1b (potential regulator of cdknla, translocated in...
gl to s phase transition 1

hypothetical protein s240ii117

ubiquitin b

crebbp/ep200 inhibitor 1
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Slika 7. Druga skupina sa snizenom ekspresijom gdje se nalaze geni povezani sa stanicnim
ciklusom, regulacijom stani¢nog ciklusa, procesima povezanim sa stani¢nim ciklusom, fazama

stani¢nog ciklusa i regulacijom procesa putem stani¢nog ciklusa.

Unutar trece skupine ontoloskih pojmova znacajno povezanih sa skupinom gena snizenom u
bolesnika s MS-om prevladavali su geni povezani s metabolizmom imunoglobulina, podtipovima
imunoglobulina, domenom imunoglobulina, te imunoglobulin V-setom. Prikaz svih gena i

ontoloskih pojmova unutar skupine 3 vidljiv je u slici 8.
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t cell receptor delta variable 2

t cell receptor alpha locus

adhesion molecule with ig-like domain 2

myomesin (m-protein) 2, 165kda

fc fragment of ige, high affinity i, receptor for; alpha polyp...

myosin, light polypeptide kinase

cdna flj25984 fis, clone testi2014097, highly similar to v_segment translation pro...
cd200c antigen

triggering receptor expressed on myeloid cells-like 1

slam family member 7

chromosome 6 open reading frame 21

killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic ta...
cd36 antigen (cd28 antigen ligand 2, b7-2 antigen)

immunoglobulin kappa constant

immunoglobulin lambda constant 1 (mcg marker)

leucine rich repeat neuronal 2

major histocompatibility complex, class ii, dg alpha 1

cd23 antigen (tp44)

interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin m recept...

intercellular adhesion molecule 4 (landsteiner-wiener blood group)
transglutaminase 2 (c polypeptide, protein-glutamine-gamma-glutamyltransfe...
coagulation factor xiii, al polypepti...

hypothetical protein mgc40069

Slika 8. Treca skupina gena sa snizenom ekspreisjom gdje se nalaze geni povezani s
metabolizmom imunoglobulina, podtipovima imunoglobulina, domenom imunoglobulina, te

imunoglobulin V-setom.
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Zaklju¢no, analiza genske onotologije pokazala je znacajnu zastupljenost pojmova povezanih za
proteinsku fosforilaciju i unutarstanic¢ni odjeljak u skupini gena s povisenom ekspresijom u
bolesnika s MS-om, $to moZe ukazivati na pojacanu aktivaciju krvnih stanica i poviSenu signalnu
aktivnost, buduc¢i da se aktivacija receptora i signalnih molekula ¢esto vrsi upravo putem
fosforilacije. Na pojacanu stani¢nu aktivnost u uzorcima pune krvi bolesnika s MS-om takoder
ukazuju i znacajna zastupljenost pojmova vezanih uz citoskelet 1 aktin, te proteinsko vezivanje. S
druge strane, analiza u skupini gena sa snizenom ekspresijom u bolesnika s MS-om pokazala je
znacajnu zastupljenost pojmova vezanih uz inhibiciju apoptoze, stani¢ni ciklus, te proizvodnju
imunoglobulina. Ukupni rezultati analize genske ontologije ukazuju na pojacanu aktivnost
limfocita u bolesnika s MS, sa posljedicnom pojacanom reaktivno$cu i poviSenim
unutarstani¢nim signaliziranjem. S obzirom da je u analizi vidljiva smanjena zastupljenost gena
povezanih sa produkcijom imunoglobulina, za pretpostaviti je da se radi poglavito o aktivaciji T
limfocita. Takoder je vidljiva i inhibicija apoptoze u usporenje stani¢nog ciklusa u tim istim

stanicama.

5.3. Gene set enrichment analiza (GSEA)

GSEA je metoda kojom je moguce odrediti pokazuje li definirana skupina gena statisticki
znacajne, podudarne razlike izmedu dva bioloska stanja te rezultira u skupini razli¢ito
eksprimiranih gena. Svi geni s ekspresijskom vrijednosc¢u iznad pozadinske buke su obradeni

GSEA softwareom. Primarna statisticka metoda za ispitivanje GSEA rezultata je ,,normalized
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enrichment score” (NES) koji odrazava stupanj u kojem je odredena skupina gena prezastupljena
na vrhu ili dnu genske liste. Druga znacajna statisticka metoda je ,,false discovery rate” (FDR)
koja predstavlja procijenjenu vjerojatnost da skupina gena sa zadanim NES-om predstavlja lazno
pozitivan nalaz. Kao dodatni pokazatelj statistiCke znacajnosti promjene koristi se i ,,nominal p-

value* (NOM p-value).

Ukupan broj obogacenih putova u uzorcima bolesnika s MS-om bio je 534, od ¢ega su 4
funkcionalne skupine gena bile statisticki znacajno obogacene s FDR<0.25, a 45 funkcionalna
skupina gena s nominalnom p vrijednos¢u <0.05. Ukupan broj funkcionalnih skupina s
vrijednos¢u NES vec¢om od 1 u skupini bolesnika s MS-om iznosio je 240. U uzorcima zdravih
pojedinaca broj aktivnih putova iznosio je 913, od ¢ega je 113 bilo statisti¢ki znacajno aktivirano
s nominalnom p<0.05. U skupini zdravih pojedinaca ukupan broj funkcionalnih skupina s
vrijedno$¢u normaliziranog skora obogacenja (normalized enrichment score — NES) ve¢om od 1

iznosio je 486.

GSEA analizom je pronadeno 5 genskih skupina koje su bile zna¢ajno povezane sa skupinom
bolesnika s optickim neuritisom. Genska skupina sa najznacajnijom povezanosti je interleukin 7
(IL7 put) (slika 9). Ovaj rezultat je posebno interesantan u svjetlu nalaza da polimorfizam IL7RA

nosi povisen rizik od MS-a.
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Enrichment plot: IL7PATHWAY
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Slika 9. GSEA za IL7 put.

Drugi zanimljiv put za koji je GSEA pokazala znacajnost u bolesnika s optickim neuritisom je za
interleukin 2 receptor beta (IL2RB) put. Zanimljivo je da se u ovoj skupini gena nalaze IL7 i

IL7R za koje se od ranije zna da imaju vaznu ulogu u MS-u (slika 10).
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Enrichment plot: ILZRBPATHWAY
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Slika 10. GSEA za IL2RB.

U putu imunog odgovora koji za koji je takoder nadena povezanost s bolesnicima koji boluju od
optickog neuritisa nalazi se IL2RA, koji je takoder jedan od poznatih nositelja rizika od MS-a

(slika 11).
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Enrichment plot: NTHIPATHWAY
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Slika 11. GSEA za put imunog odgovora.

Takoder je pronadeno da interleukin 4 (IL4) i interleukin 4 receptor (IL4R) putevi imaju vaznu

ulogu bolesnika s opti¢kim neuritidom (slike 121 13).
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Enrichment plot:
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Slika 12. GSAE za IL4R.
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Enrichment plot: ST_INTERLEUKIN_4 PATHWAY

0.5
0.4 -

0.3

Enrichment score (ES)

Zero cross at 8371

"' (positively comelated)

Wk A O 2 m

'0' (negatively cormelated)
n] 2,500 5,000 T.500 10,000 12,500 15,000 17,500 20,000
Rankin Qrdered Dataset

Ranked list metric (Signal2Moise)

~=Enrichment profile — Hits Ranking metric scores

Slika 13. GSEA za IL4.

Vazno je za naglasiti da je vecina statisticki znac¢ajno obogaceni signalnih puteva i funkcioanlnih
skupina gena u bolesnika s optickim neuritisom vezana uz dva gena koji su otkriveni kao kljucni
geni koji nose povisen rizik od MS-a: IL2R I IL7R. Uloga IL2R je klju¢na u funkcioniranju T
regulatornih stanica, dok je funkcija IL7R neophodna u normalnom funkcioniranju T stanica, ali
1 B stanica. Upravo iz ovih rezultata vidljivo je da je u patogenezi MS-a, B stanice takoder igraju
vaznu ulogu. Takoder GSEA je pokazala vrlo vaznu ulogu IL4 puta koji je glavni protu-upalni

citokin unutar srediSnjeg ziv€anog sustava.
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Rasprava

6.1. Rezultati analize ukupne genske ekspresije u krvi bolesnika s optickim neuritisom

Ovo je prvo istrazivanje ukupne genske ekspresije u krvi bolesnika s opti¢kim neuritisom.
Analiza genske ekspresije ukupnog genoma je pokazala da je ekspresija mnogih gena razlicita
izmedu bolesnika s opti¢kim neuritisom i zdravih ispitanika. Ukupno je nadeno 722
promijenjena gena, od kojih je 377 pokazalo poviSenu razinu ekspresije, a 345 smanjenu razinu
ekspresije. Slican broj promijenjenih gena naden je i u bolesnika s relapsno remitiraju¢im MS-
om. (114) Od ukupno 722 promijenjeno gena, prema statisti¢koj znacajnosti i dosad poznatoj
ulozi u multiploj sklerozi, 5 s poviSenom razinom ekspresije (PTPRC, SLC11A1, SLPI, NAIP,
LPXN) te 4 gena sa snizenom razinom ekspresije (CCR3, ITGA4, CD28, SLAMF7) je izabrano

kao potencijalni biomarkeri.

Protein tirozin fosfataze (PTP) su skupina signalnih medijatora koje igraju vaznu regulatornu
ulogu u imunoloskim stanicama. PTPRC je pretezno eksprimirana u svim nukleiranim
hematopoetskim stanicama te sadrzi visoko glikolizirani ekstracelularni dio i jednu
transmembransku domenu te citoplazmatski dio koji sadrzi dvije PTP domene (D1 i D2). (130)
PTPRC je posebno izrazen na T stanicama, te ¢ini 10% svih povrSinskih proteinana T
stanicama. Sto se ti¢e signaliziranja T stani¢nog receptora, PTPRC ima pozitivnu ulogu koja
ukljucuje aktivaciju SFK Lck i FynT preko defosforilacije C-kraja tirozinskih rezidua Y505 i
Y528. (131) U skladu s ovom funkcijom, bolesnici koji nemaju PTPRC boluju od teske
kombinirane imunodeficijencije. (132) U perifernoj krvi ovih bolesnik broj B stanica je
normalan, ali je broj T stanica zna¢ajno smanjen, te onaj mali broj T stanica koji je preostao ne

odgovara na stimulaciju mitogenima.
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PTPRC je povezan i s nekoliko autoimunih bolesti. Snip C77G u PTPRC genu je povezan s MS-
om. (133) Ova mutacija dovodi do premecaja utiSavaca egzonskog splicinga za egzon 4 PTPRC
gena, $to za poslijedicu ima visoku razinu egzon 4 kodirane izoforme PTPRC-a u svim stani¢nim
linijama (CD45RA izoforma). Kako se ova izoforma ne dimerizira tako lagano kao CD45RO
izoforma, prema modelu autoinhibicije dimerizacijom, bolesnici s C77G mutacijom imaju
aberantnu aktivnost PTPCR-a u stanicama koje inace izrazavaju CD45RO. Kasnije studije
medutim nisu uspjele pokazati povezanost izmedu C77G i MS-a. (134, 135, 136) Medutim ¢ini
se da postoji povezanost izmedu C77G mutacije i poviSenog rizika za sistemsku sklerozu i
autoimuni hepatitis. (137, 138) Medutim, pronadeno je da druga mutacija u PTPRC genu, C59A

koja takoder interferira s alternativnim splicingom nosi odredeni povisen rizik od MS-a. (139)

Slijedeci gen koji je identificran u ovom istrazivanju je SLC11A1. Istrazivanja su pokazala da
ovaj gen regulira priming/aktivaciju makrofaga za mikrobicidnu i tumoricidnu aktivnost. Prema
navedenom SLCI11A1 ima mnoge pleotropne u¢inke na funkciju makrofaga, ukljucujuéi i ulogu
u stvaranju citokina (osobito TNF alfa i interleukina 1b), inducibilne NO sintetaze te prezentaciji
klase IT kompleska tkivne kompatibilnosti CD4 stanicama. (140) Sve ove funkcije su od
mozebitne vaznosti u indukciji 1/ili odrzavanju autoimunih bolesti. Opisano je nekoliko
polimorfizama u SCA11A1 genu koji utje€u na njegovu funkciju. (141) Promotorska regija
SLCI1A1 gena sadrzi polimorfizam unutar moguceg pojacivaca koji sadrzi Z-DNA formirajuce
dinukeotidno ponavljanje, a nekoliko je alela s razli¢itom ekspresijom SLC11A1 identificirano te
povezano s nekoliko autotoimunih bolesti kao $to su reumatoidni artritis, juvenilni reumatoidni
artiris, Crohnova bolest, tip 1 dijabetes, sarkoidoza i primarna bilijarna ciroza. (142, 143, 144,
145, 146) U jednoj studiji je analiziran polomorfizam SLC11A1 promotora u 104 bolesnika s

MS iz Juzne Afrike, te je nadeno da alel 5 znacajno povezan s MS bolesnicima. (147) Medutim
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druga istrazivanja nisu nasla povezanost izmedu SLC11A1 lokusa i MS-a. (148) Unato¢ ovim
kontradiktornim rezultatima nedavno je pokazano da je homeostaza zeljeza upletena i u
patogenezu MS-a. Tako je nadeno da je u mozdanom tkivu bolesika s MS-om normalna
distribucija transferinskog i feritinskog vezanja poremecena. Feritinskog vezanje je odsutno u
samoj leziji 1 njezinoj neposrednoj okolici, dok se udaljavajuéi od lezije ono vra¢a u normalu.
(149) Takoder je nadeno da je razina feritina znac¢ajno povisena i u serumu i cerebrospinalnoj
tekucini bolesnika s kroni¢nim, progresivnim oblicima bolesti, Sto implicira da homeostaza
zeljeza igra ulogu u progresiji MS-a. (150) Nalazi naSeg istrazivanja govore u prilog da je

homeostaza Zeljeza vazna i u ranim fazama MS-a.

SLPI je homeostatski protein koji je eksprimiran u epitelnim stanicama, makrofazima i
neutrofilima na mukoznim povrSinama. Upleten je u oporavak od upalnog procesa tako Sto
suprimira aktivnost proteaza atenuiraju¢i urodeni imunoloski odgovor i inhibiraju¢i aktivaciju i
proliferaciju B stanica. (151, 152) Indukcija SLPI-a u CNS-u je opisana kao poslijedica
cerebralng infarkta i ozljede kraljeznicke mozdine. (151, 153) Studija koja je koristila genske
mikro¢ipove na EAE modelu MS-a je pokazala da SLPI potice proliferaciju i diferencijaciju
oligodendrocita. (154) Autori ovog rada sugeriraju da SLPI ima vise uloga u upali CNS-a:
inhibicju patoloskih proteaza, imunomodulaciju i promociju oporavka CNS-a. Takoder poti¢uci
proliferaciju neuralnih zametnih stanica u odraslih i njihovu diferencijaciju prema

oligodendroglialnim stanicama, SLPI moze doprinijeti procesima popravka in vivo.
Ve¢ je ranije predlozeno da u MS-u postoji genetska predispozicija koja kao poslijedicu ima
nemogucnost autoreaktivnih imunoloskih stanica da udu u apoptozu. (155) Proteini koji

reguliraju apoptozu su abnormalno eksprimirani u aktvnim MS lezijama, dok je analiza periferne

krvi genskim mikro¢ipovima pokazala da veliki postotak gena koji su zahvaceni u MS-u
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reguliraju apoptozu. (156) Obitelj gena koji inhibiraju apoptozu (IAP) kodiraju proteine koji se
direktno veZzu i inaktiviraju inicijatorske i efektorne kaspaze, koje su vazne za zapo€imanje 1
izvrSavanje apoptoze, a u njih se ubrajaju X-vezane IAP (XIAP), humane IAP-1 (HIAP-1),
humane [AP-2 (HIAP-2) i NAIP. (157) Za razliku od ostalih IAP, NAIP sadrzi NACHT domenu
koja je povezana s osjetljivos¢u stanica urodenog imunoloSkog sustava na patogene. (158)
Pokazano je da su u bolesnika s aktivnim MS-om, razine HIAP-1 i HIAP-2 mRNA poviSene u
miruju¢im T stanicama, dok je razina NAIP mRNA povisena u cijeloj krvi, nalaz koji je
potvrden i nasim istrazivanjem. (159) Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da obrazac
ekspresije inhibitora apoptoze u imunoloskim stanicama moze posluziti u razlikovanju podtipova

MS-a te nam moze dati uvid u mehanizme odgovorne za razlic¢ite klinicke tijekove MS-a.

Jo$ uuvodu je naglasena uloga B stanica u imunopatogenezi MS-a. Kao poslijedica aktivacije B-
stani¢nog antigenskog receptora dolazi do aktivacije signalnih proteina, brojnih drugih glasnika i
intermedijarnih proteina koji provode signale, koji zajedno dovode do aktivacije nekoliko
klju¢nih transkripcijskih ¢imbenika koji reguliraju gensku ekspresiju. (160) Navedeni procesi
dovode do proliferacije, sekrecije citokina i diferencijacije ili u memorijske B stanice ili u
plazma stanice koje stvaraju citokine. Nekoliko fosfataza, ukljucujuci i ranije spominjanu
PTPRC, sudjeluju u defosforilizaciji i deaktivaciji klju¢nih signala zasluznih za provodenje u
signalnom putu B-stani¢nog antigenskog receptora. (161) LPXN je pretezno eksprimiran u
hematopoetskim stanicama, ukljucujucéi i B stanice. (162) Istrazivanja su pokazala da LPXN
pokazuje inhibitorni u¢inak na signalni put B-stani¢nog antigenskog receptora i funkciju B
stanica. (163) Kako je poznato da su B stanice klonalno ekspandirane u MS-u, povisena

ekspresija LPXN-a mozZe biti zastitni mehanizam u MS-u.
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Mijelinizacija u CNS-u zahtjeva preciznu meduigru izmedu oligodendrocitnih prekursronih
stanica i aksona. Prema jo$ nerazjasnjenom mehanizmu, oligodendrocitne prekursorne stanice
proliferiraju, migriraju prema aksonima, mijeliniziraju ih te se konacno diferenciraju u zrele
oligodendorcite. Nedavno objavljeno istrazivanje je pokazalo da primarne oligodendrocitne
prekursorne stanice zrazavaju CCR3 te da stimulacija odgovaraju¢im ligandom dovodi do
porasta unutarstani¢nog kalcija Sto govori u prilog njihovoj funkcionalnosti. (164) Prema ovom
istrazivanju CCR3 utjece na proces mijelinizacije Sto je od opce vaznosti za procese
remijelinizacije u bolesnika s MS-om. Takoder je ve¢ pokazano da je razina ekspresije CCR3
mRNA sniZena u bolesnika s MS-om, te da mjerenje mRNA CCR3 u kombinaciji s IL-1beta,
TNF-alpha, TGF-beta, CCL20 razlikuje bolesnike s MS-om od zdravih kontrola.(165) Isto tako
CCR3 u kombinaciji s CXCRS5 1 CCLS5 identificira bolesnike s primarno progresivnim MS-om, a
TNF-alpha, IL-10, CXCL10 1 CCR3 razlikuju bolesnike s relapsno-remitiraju¢im MS-om. (165)
Nase istrazivanje je takoder potvrdilo da snizena vrijednost CCR3 moze razlikovati bolesnike s

CIS-om od zdravih kontrola.

Suprotno ocekivanome, nase istrazivanje je pokazalo sniZzenu vrijednost ekspresije ITGA4.
Brojna istrazivanja su pokazala poviSenu ekspresiju ITGA4 u bolesnika s MS-om u usporedbi s
kontrolama te je ekspresija ITGA4 povezana s tipom bolesti i razvoju lezija na MR-u. (166, 167)
Takoder je nekoliko studija pokazalo da lijeCenje s interferonom dovodi do znacajnog smanjenja
ekspresije ITGA4.(168) Novija istrazivanja su takoder pokazala da ITGA4 ima skroman uc¢inak
na sklonost MS-u. Razlike u rezultatima nasSeg istrazivanja u usporedbi s do sada objavljenim

istrazivanjima se mogu objasniti §to smo ukljucili bolesnike u vrlo ranoj fazi bolesti.

Drugi gen koji je takoder pokazao smanjenu ekspresiju kod bolesnika s optickim neuritisom, a

koji je u dosada$njim istrazivanjima u bolesnika s relapsno-remitiraju¢im oblikom MS-a pokazao
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povisenu ekspresiju je CD28. Jos od ranije je poznata tzv. ,,two-signal hypothesis* prema kojoj
su potrebna dva signala za aktivaciju naivnih T stanica. Prvi signal naivne CD4 T stanice primaju
od antigen specificnog T-stani¢nog recpetora koji reagira s antigenskim peptidom koji se
prezentira u sklopu MHC II na povrSini antigen prezentirajucih stanica. Drugi signal dobivaju
od kostimulatornih molekula koje se nalaze na aktiviranim antigen prezentiraju¢im stanicama.
Jedna od kostimulatornih molekula na CD4 T stanicama je upravo CD28 molekula.
Stimulacijom CD28 molekule dolazi do poveéanja razine proliferacije i stvaranje citokina,
prezivljenja stanice, povecane ekspresije CD40 liganda i adehzijskih molekula potrebnih za
prelazak krvno mozdane barijere kao $to je ITGA4. (170, 171) Trenutno je u fazi klinicko
ispitivanje abataceptom u MS-u, a ovaj lijek je odobreno za lijeCenje reumatoidnog artritisa.
(172, 173) 1z navedenog je vidljivo da su funkcije ITGA4 1 CD28 povezane te je nase

istrazivanje pokazalo sniZzenu ekspresiju oba gena u optickom neuritisu.

Zadnja molekula je SLAMF7 za koju je poznato da regulira citotoksi¢nost NK stanica, te
migraciju i adheziju B stanica. (174, 175) No nedavno je otkrivena i njena uloga u CD8 T

stanicama te je moguce da je SLAMF7 upleten u razvoj CD8 T stani¢ne citotoksi¢nosti. (176)

Moze se zakljuciti da smo ovim istrazivanjem potvrdili od ranije poznate gene koji su upleteni u
nastanak MS-a. Od gena s poviSenom ekspresijom izdvajaju se PTPRC koji igra vrlo vaznu
ulogu u funkciji T stanica; CLSC11A1 koji igra vaznu ulogu u homeostazi zeljeza, ali i funkciji
makrofaga i stvaranju citokina; SLPI koji atenuira urodeni imunoloski odogovor i inhibira
aktivaciju B stanica; NAIP-a koji je vrlo vaZzan gen koji inhibira apoptozu; te LPXN koji j vazan
u funkcioniranju B stanica. Od gena sa snizenom ekspresijom izdvajaju se CCR3 koji je jedan
od klju¢nih gena mijelinizacije te SLAMF7 za kojega jos$ do sada nije pokazana uloga u

patogenezi MS-a. Takoder je nadena snizena ekspresija ITGA4 1 CD28 koji su inace poviSeni u
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relapsno remitiraju¢em obliku MS-a, §to moZe znaciti da oni zapravo sudjeluju u progresiji

ostecenja.

6.2. Rezultati analize genske ontologije

Kao sto je vec i ranije reCeno svrha je genske ontologije da omoguci §to bolju analizu i uvid u
generalne bioloSke mehanizme u koje su pojedini geni ukljuceni, te omogudi istrazivacki pristup
na razini sustavne biologije. Analiza genske onotolgije u skupni gena sa statisticki znac¢ajno
povisenom ekspresijom u bolesnika s MS, pokazala je znacajnu zatupljenost pojmova za
fosforilirane proteine, proteinsko vezivanje, alternativni splicing, posttranslacijsku modifikaciju,
stani¢nu smrt i programiranu stanicnu smrt. U skupini gena s poviSenom ekspresijom u bolesnika
s MS, funkcionalno klasteriranje pokazalo je 3 skupine ontoloski pojmova s faktorom
obogacenja ve¢im od 2. U prvoj skupini pojmova genske ontologije prevladavali su geni

ukljuceni u proteinsko vezivanje, vezivanje te stani¢nu jezgru.

Potencijalni autoantigeni u MS-u ukljucuju MBP, proteolipidni protein i MOG. Smatra se da T
stanice ulaze u CNS iz sistemske cirkulacije te da se naknadno reaktiviraju u CNS-una MHC I i
MHC II molekulama koje se nalaze na lokalnim antigen prezentiraju¢im stanicama. Do sada se
nije uspjeo identificrati HLA vezani peptid koji se nalazi u zdravom tkivu, a koji bi mogao
posluziti kao autoantigen u MS-u. Tek je nedavno jasno pokazano da je MBP auto-antigen u
MS-u. (176) Takoder je pokazano da proteini, koji su ve¢ od prije poznati kao biomarkeri za MS,

mogu predstavljati auto-antigene. Tako su aktin, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, rani

89



Rasprava |

faktor trudnoce i gelosin identificirani kao moguci proteini na koje se aktiviraju T stanice. (176)
Upravo je aktivacija T pomo¢nih stanica potrebna za adaptivni imunoloski odogovor na
patogene, te njihova brza aktivacija moZze kao poslijedicu imati organ-specificnu autoimunost,
kao Sto je slu¢aj u MS-u. Signalni procesi koji nastaju kao poslijedica aktivacije T stanica
reguliraju razli¢ite ishode, kao §to je sposobnost T stanica da razlikuju izmedu izmedu stranih

antigena 1 autoantigena. (177)

Druga skupina pojmova genske ontologije znac¢ajno obogacena u skupini gena s poviSenom
ekspresijom u bolesnika s MS ukljucivala je gene ukljucene u fosforilaciju proteina,
metabolizam fosfora, fosforilaciju aminokiselina, aktivnost protein-kinaze, metabolizam

proteina, fosforilaciju, serin/treonin kinaze, kataliticku aktivnost i aktivnost transferaza.

Ovi podaci su posebno interesantni jer se smatra da je upravo fosforilacija proteina klju¢na
poveznica izmedu upalne i degenerativne faze bolesti. Ve¢ je ranije primjeceno da se rane
promjene u neuronalnom kompartmentu dogadaju u MS-u neovisno o demijelinizaciji. Topivi
upalni citokini i glutamat su glavni determinatori neurodegeneracije u MS-u, a istrazivanja su
pokazala da su glutamatom posredovane ekscitatorne postsinapticke struje pojacane tijekom
ranih faza EAE-a upravo zbog promijenjene ekspresije i fosforilacije AMPA receptora. (179)
Trenutno prevladava misljenje kako je upalni proces koji je ogranicen na CNS u MS-u povezan s
oslobadanjem topljivih molekula koje mogu promijeniti ekscitatornu sinapti¢ku transmisiju te
konac¢no stimulirati sekundarnu neurodegeneraciju u sivoj tvari. Upravo procesi kao Sto je

fosforilacija i metabolizam proteina igraju klju¢nu ulogu u ovim procesima.

U tre¢oj skupini ontoloskih pojmova znacajno poveznih s genima s povisenom ekspresijom u
bolesnika s MS bili su zastupljeni geni ukljuceni u funkciju citoskeleta, vezanje aktina,

organizaciju i biogenezu citoskeleta, dijelove citoskeleta i organele koje nisu vezane za
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membranu. [ ovaj nalaz govori u prilog ranog aksonalnog oste¢enja u MS-u. U cerebrospinalnoj
tekucini bolesnika s MS-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima i bolesnicima s drugim
neuroloskim bolestima nadene su viSe razine tri glavna proteina neuronalnog citoskeleta: aktina,
tubulina i L-neurofilamenata. (180) Takoder je nadena jasna korelacija uzmedu klinickog
invaliditeta mjerenog EDSS-om. Sto je kraée vrijeme nakon relapsa to su vi$e vrijednosti L-
neurofilamenta u cerebrospinalnoj tekucini, $to govori da aksonalno oSte¢enje u MS-u nije u

potpunosti neovisno od upalnog procesa. (181)

Sto se ti¢e analize genske ontologije u skupini gena sa snizenom ekspresijom, u prvoj skupini
ontoloskih pojmova prevladavali su pojmovi povezani s negativnom regulacijom stani¢ne smrti,
negativnom regulacijom apoptoze, negativnom regulacijom bioloskih procesa, stani¢nim
razvojem, smréu, programiranom smrcu i stanicnom diferencijacijom. Vec¢ je ranije receno da u
MS-u postoji genetska predispozicija koja kao poslijedicu ima nemoguénost autoreaktivnih
imunoloskih stanica da udu u apoptozu. (155) Proteini koji reguliraju apoptozu su abnormalno
eksprimirani u aktivnim MS lezijama, dok je analiza periferne krvi genskim mikro¢ipovima
pokazala da veliki postotak gena koji su zahvac¢eni u MS-u reguliraju apoptozu, §to je potvrdeno

u ovom istrazivanju. (156)

Druga skupina pojmova genske ontologije pokazala je znacajnu zastupljenost gena povezanih sa
stani¢nim ciklusom, regulacijom stani¢nog ciklusa, procesima povezanim sa stanicnim ciklusom,
fazama stani¢nog ciklusa i regulacijom procesa putem stanicnog ciklusa u skupini gena sa
snizenom ekspresijom. Vaznost regulacije stani¢nog ciklusa u MS-u je pokazana u studijama

koje su koristile proteomiku. (182)

Unutar trece skupine ontoloskih pojmova znacajno povezanih sa skupinom gena snizenom u

bolesnika s MS-om prevladavali su geni povezani s metabolizmom imunoglobulina, podtipovima

91



Rasprava |

imunoglobulina, domenom imunoglobulina, te imunoglobulin V-setom. Vaznost imunoglobulina

je takoder ve¢ od ranije poznata u MS-u.

Zaklju¢no, analiza genske ontologije pokazala je znacajnu zastupljenost pojmova povezanih za
proteinsku fosforilaciju i unutarstanic¢ni odjeljak u skupini gena s povisenom ekspresijom u
bolesnika s MS-om, $§to moZe ukazivati na pojacanu aktivaciju krvnih stanica i poviSenu signalnu
aktivnost, buduc¢i da se aktivacija receptora i signalnih molekula ¢esto vrsi upravo putem
fosforilacije. Na pojacanu stani¢nu aktivnost u uzorcima pune krvi bolesnika s MS takoder
ukazuju i znacajna zastupljenost pojmova vezanih uz citoskelet 1 aktin, te proteinsko vezivanje. S
druge strane, analiza u skupini gena sa snizenom ekspresijom u bolesnika s MS pokazala je
znacajnu zastupljenost pojmova vezanih uz inhibiciju apoptoze, stani¢ni ciklus, te proizvodnju
imunoglobulina. Ukupni rezultati analize genske ontologije ukazuju na pojacanu aktivnost
limfocita u bolesnika s MS, sa posljedicnom pojacanom reaktivno$cu i poviSenim
unutarstani¢nim signaliziranjem. S obzirom da je u analizi vidljiva smanjena zasutpljenost gena
povezanih sa produkcijom imunoglobulina, za pretpostaviti je da se radi poglavito o aktivaciji T

limfocita.

6.3. Rezultati GSEA

GSEA je pokazala da su dva puta, IL7 put i IL2R put jedni od glavnih u patogenezi MS-a. Ovi
rezultati ne iznenaduju s obzirom na poznatu povezanost MS-a s markerima na IL7R na

kromosomu 5p13 1 [L2 RA na kromosomu 10p15. Ova povezanost je obiljeZena s relativno
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malim omjerom vjerojatnosti, zbog ¢ega je i bilo potrebno uciniti istrazivanja na jako velikom
broju ispitanika. (183) Takoder je pokazano da je IL2RA lokus povezan sa sistemskim lupusom i
ANCA povezanim sistemskim vaskulitisom. (184) Nadeno je da koncentracija IL2RA korelira s
rs11594656 genotipom i u sistemskom lupusu i ANCA pozitivnom vaskulitisu. (184) Povezanost
IL2RA lokusa s razli¢itim autoimunim bolestima sugerira na IL2RA put igra vaznu, ali jo§
uvijek nedefiniranu ulogu u svakoj od navedenih bolesti. Poremecaj IL2R signalnog puta
pomocu genetskih defekata u genu za IL2 ili komponenti IL2R kompleksa rezultira u teskoj, T-
stanicama vezanoj autoimunosti, §to ukazuje na klju¢nu ulogu ILR2 signalizacije u funkciji i

razvoju T regulatornih stanica. (185)

Interleukin 7 je potreban za stvaranje i preZivljavanje T limfocita. Nakon §to T stanice izadu iz
timusa, IL7 je neophodan za njihovo prezivljavanje te dostupnost IL7 ogranicava broj T stanica.
(186) Putevi koji proizlaze iz djelovanja IL7R ukljucuju Jak1/3-STATS put, PI3 kinaza put, src
obitelj kiniaza i drugi. (185) Povlacenje IL7 inducira apoptoticku smrt stanica. (185). IL7 takoder

igra vaznu ulogu u razvoju B stanica ukljucujuci prezivljavanje, proliferaciju i sazrijevanje. (186)

S druge GSEA je pokazala ¢ak dva puta vezana uz IL4. Regulacija upale CNS-a je neophodna
kako bi se sprijecilo nepovratno ostec¢enje stanica koje se dogada u neurodegenerativnoj fazi MS-
a. Studije na EAE su pokazale da je stvaranje IL4 unutar sredi$njeg zivcanog sustava neophodno
za kontroliranje autoimune upale unutar srediSnjeg zivéanog sustava. (187) Nadalje dostavljanje
protu-upalnih citokina kao $to je IL4 unutar srediSnjeg zivéanog sustava je obecavajuca genska

terapija MS-a. (188)

Zakljuéno se moze re¢i kako je GSEA analiza pokazala klju¢nu ulogu puteva vezanih uz
regulaciju funkcije T i1 B stanica, ali i puteve vezane uz protu-upalne procese unutar sredisSnjeg

ziv¢éanog sustava.
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Zakljuéci

Primjenom genomske analize ekspresijskog profila pune krvi u bolesnika s klini¢ki izoliranim

sindromom — opti¢kim neuritisom, odredili smo diferencijalno ekspremirane gene koji mogu

posluziti kao potencijalni genski marker multiple skleroze.

1.

Ukupno je nadeno 722 promijenjena gena, od kojih 377 pokazuje povisenu razinu
ekspresije, a 345 smanjenu razinu ekspresije u bolesnika s optickim neuritisom u

usporedbi sa zdravim kontrolama.

Od ukupno 722 gena ukupno 9 njih je izabrano za potencijalne biomarkere, 5 sa
povisenom razinom ekspresije (PTPRC, SLC11A1, SLPI, NAIP, LPXN) te 4 gena sa

snizenom razinom ekspresije (CCR3, ITGA4, CD28, SLAMF7).

Od gena s poviSenom ekspresijom izdvajaju se PTPRC koji igra vrlo vaznu ulogu u
funkciji T stanica; CLSC11A1 koji igra vaznu ulogu u homeostazi zeljeza, ali 1 funkciji
makrofaga i stvaranju citokina; SLPI koji atenuira urodeni imunoloski odogovor 1
inhibira aktivaciju B stanica; NAIP-a koji je vrlo vazan gen koji inhibira apoptozu; te
LPXN koji j vazan u funkcioniranju B stanica. Od gena sa sniZzenom ekspresijom
izdvajaju se CCR3 koji je jedan od klju¢nih gena mijelinizacije te SLAMF7 za kojega jo$

do sada nije pokazana uloga u patogenezi MS-a.

Analiza genske ontologije pokazala je znacajnu zastupljenost pojmova povezanih za
proteinsku fosforilaciju i unutarstanicni odjeljak u skupini gena s poviSenom ekspresijom
u bolesnika s MS, §to moZe ukazivati na pojacanu aktivaciju krvnih stanica i povisenu
signalnu aktivnost, buduci da se aktivacija receptora i signalnih molekula ¢esto vrsi

upravo putem fosforilacije. S druge strane, analiza u skupini gena sa snizenom
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ekspresijom u bolesnika s MS-om pokazala je znacajnu zastupljenost pojmova vezanih uz

inhibiciju apoptoze, stani¢ni ciklus, te proizvodnju imunoglobulina.

GSEA analiza je pokazala klju¢nu ulogu puteva vezanih uz regulaciju funkcije T i B

stanica, ali 1 puteve vezane uz protu-upalne procese unutar srediSnjeg zivéanog sustava.
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Sazetak

Uvod: Otkrivanje genskih markera koji mogu predvidjeti razvoj multiple skleroze nakon
optickog neuritisa imalo bi veliku korist u dijagnostickoj, ali 1 ranoj terapijskoj intervenciji u
bolesnika s multiplom sklerozom. Genskom analizom ekspresijskog profila pune krvi u
pacijenata s optickim neuritisom, klinicki izoliranim sindromom, moguce je odrediti
diferencijalno eksprimirane gene koji mogu posluziti kao potencijalni genski markeri za

dijagnosticiranje 1 pracenje razvoja multiple skleroze.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 15 bolesnika s akutnim optickim neuritisom i 10
zdravih kontrola. Genska ekspresija analizirana je uporabom DNA ¢ipa za analizu cjelokupnog
humanog genoma (Human Genome U133 PLUS 2.0 GeneChip, Affymetrix) koji sadrzi 54 675
25-baznih proba. Rezultati odabranih 9 gena potvrdeni su PCR-om. Dodatnu su rezultato

obradeni analizom genske ontologije i GSEA.

Rezultati: Ovo je prvo istrazivanje ukupne genske ekspresije u krvi bolesnika s optickim
neuritisom. Ukupno je nadeno 722 promijenjena gena, od kojih je 377 pokazalo povisenu razinu
ekspresije, a 345 smanjenu razinu ekspresije. Od ukupno 722 promijenjeno gena, prema
statistickoj znacajnosti i dosad poznatoj ulozi u multiploj sklerozi, njih 9 izabrano je za
potencijalne biomarkere; 5 sa povisenom razinom ekspresije (PTPRC, SLC11A1, SLPI, NAIP,
LPXN) te 4 gena sa snizenom razinom ekspresije (CCR3, ITGA4, CD28, SLAMF7). Analizom
genske ontologije i GSEA je pokazana vaznost proteinske fosforilacije i unutarstani¢nog
odjeljka, inhibicja apoptoze, gena vezanih uz stani¢ni ciklus te genskih puteva vezanih uz

funkciju B 1 T stanica, kao 1 interleukina vezanih uz protuupalne procese.

Zakljucak: Analizom genske ekspresije pune krvi pokazane su znacajne razlike u ekspresijskom

profilu bolesnika s optickim neuritisom u usporedbi sa zdravim kontrolama. Takoder su
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identificirani putevi vezani uz T stani¢nu regulaciju i protu-upalno djelovanje kao vazne

¢imbenike u ranoj fazi multiple skleroze.
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Introduction: Development of gene markers which are able to determin risk for development of
MS after optic neuritis, would be of particular importance in early diagnosis and therapeutic
intervention in patients with multiple sclerosis. Therfore, our hypothesis was that gene
microarray analysis of whole blood samples in patients with acute optic neuritis will determine
differentially expressed genes which can serve as potential gene markers for diagnosis and

follow-up of multiple sclerosis.

Materials and methods: We included 15 patients with acute optic neuritis and 10 healthy
controls. Gene expression was analyzed with DNA microarrays for whole human genome
analysis (Human Genome U133 PLUS 2.0 GeneChip, Affymetrix) which contains 54 675 25-
base pairs. Results of 9 selected genes were confirmed with PCR. Aditional analysis was

performed with gene ontology analysis and GSEA.

Results: This is the first study of whole genome expression analysis of whole blood in patients
with optic neuritis. Totally 722 genes with different expression were identified , 377 with
increased expression and 345 with decreased expression profiles. Based on statistical
significance and up to know known involvement in MS, from 722 genes, 9 were selected as
potential biomarkers, 5 with increased expression (PTPRC, SLC11A1, SLPI, NAIP, LPXN) and
4 with decreased expression (CCR3, ITGA4, CD28, SLAMF7). Gene ontology analysis and
GSEA showed that protein phosphorilation and intracelular compartment, apoptosis inhibition,
and pathways involved in cell cycles, T- and B-cell functions and anti-inflammatory CNS

pathways are implicated in MS pathology.

Conclusion: Gene expression analysis of whole blood showed significant differences in

expression profiles of patients with optic neuritis compared with healthy control. As well,
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pathways involved in T-cell regulation and anti-inflammatory pathways within CNS are

identified as important in early phases of MS.
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2009. godine zaposlen je u kumulativnom radnom odnosu na Klinici za neurologiju KBC-a i
Katedri za neurologiju Medicinskog fakulteta. Sudjeluje kao istraziva¢ na projektu ,,Molekularne
1 bioloske osnove demijelinizacijskih bolesti ziv€anog sustava®, voditeljice prof.dr.sc. Vesne
Brinar.

U svrhu znanstvene i stru¢ne edukacije pristupnik je aktivno sudjelovao na brojnim domaéim i
medunarodnim skupovima, zavr$io je stru¢ni poslijediplomski studij ,,Klinicka neurologija®,
Multiple Sclerosis Preceptorship Program, Tel-Aviv, Izrael 2008. godine i tri godine
Poslijediplomskog doktorskog studija ,,Biomedicina i zdravstvo®.

Objavio je preko 50 radova u casopisima indeksiranim u CC-u, ima preko 80 citata, gost
kourednik je specijalnog izdanja medunarodnog Casopisa Clinical Neurology and Neurosurgery
posvec¢enom multiploj sklerozi, koautor je nekoliko poglavlja udzbenika iz nuerologije koji je

sluzbeni udzbenik Medicinskog fakulteta. Aktivni je reviewer u 9 ¢asopisa indeksiranih u CC-u.
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