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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Buduci da je multipla skleroza (MS) poligenska bolest, a interferon
beta (IFN-B) plejotropan agens, osnovni cilj bio je utvrditi postoji li povezanost
polimorfizama gena autoimunosnog odgovora CCRS (rs333), CTLA4 (rs231775,
rs3087243) i TNFR10A (rs20576) s odgovorom na IFN-B te ima li specifiCnih spolnih

razlika u genetiCkoj pozadini djelotvornosti terapije.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je provedena genotipizacija metodama lancane
reakcije polimerazom (PCR)/PCR-polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata/ Real-
time PCR na 295 uzoraka genomske DNA izolirane iz limfocita krvi MS bolesnika (230
Zena i 65 muskaraca) sa kliniCki sigurnom MS prema McDonaldovim kriterijima i
relepsno remitirajuc¢im pocetkom. Prema kriterijima ucinkovitosti terapije bolesnici su

podijeljeni u skupine s pozitivnim (N=173) i bez odgovora (N=122) na terapiju IFN-3.

Rezultati istrazivanja: Nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05) u distribuciji
alela i genotipova +49 A/G i CT60 A/G CTLA4, A32 u CCR5 i TNFRSF10A rs20576
gena izmedu bolesnika s pozitivnim i onih bez odgovora na terapiju IFN-B. Utvrdena je
znacajno veéa (42,1%) ucCestalost CTLA4 +49 AA genotipa u Zena s pozitivhim
odgovorom na terapiju nego u bolesnica bez odgovora na terapiju (28,9%, OR=1,79,
p=0,039), a kodominantni geneti¢ki model AA vs. AG pokazao je statistiCku znacajnost
(p=0,042), kao i kombinacije ovog s CT60 AG (p=0,011) i CCR5 wt/wt genotipom
(p=0,025). Takoder, genotip CTLA-4 +49 AA znacajno predvida pozitivan odgovor na
terapiju u Zzena (p=0,011) i pridonosi 4,5% varijabilnosti odgovora. Isti AA genotip u
kombinaciji CT60 AG i s TNFRSF10A AA povezan je s pozitivnim odgovorom na
terapiju u MS bolesnika (p=0,005 i p=0,046). U skupini muskih bolesnika TNFRSF10A
rs20576 AA povezan je s povoljnim (p=0,044) odgovorom na terapiju.

Zaklju€ak: U ukupnom uzorku MS bolesnika polimorfizmi CTLA4 +49 A/G i CT60 A/G,
CCR5-A32 i TNFRSF10A rs20576, pojedinacno ili u kombinaciji, ne doprinose
znacajno odgovoru na terapiju IFN-B. Medutim, nakon stratifikacije prema spolu,
genotip CTLA4 +49 AA pokazao se prediktorom povoljnog odgovora u na lije¢enje IFN-

B u MS bolesnica, §to ukazuje na vaznost terapijskog pristupa MS ovisno o spolu.

Kljuéne rije€i: CC kemokinski receptor 5; Interferon beta; Imunomodulacijska terapija;
Multipla skleroza; Polimorfizam, genski; Protein 4 vezan uz citotoksi¢ni limfocit T;

Receptor 10A Cimbenika nekroze tumora
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SUMMARY

Objectives: Considering that multiple sclerosis (MS) is a polygenic disease and
interferon beta (IFN-B) a pleiotropic agent, the main objective of this research was to
determine whether there is an association between polymorphisms of
autoimmunity-related genes CCRS5 (rs333), CTLA4 (rs231775, rs3087243) and
TNFR10A (rs20576) with the therapeutic response to IFN-B and to assess possible
sex-specific genetic differences in treatment efficacy.

Patients and Methods: A molecular-genetic analysis was performed using
polymerase chain reaction (PCR), PCR-restriction fragment lenglth polymorphism, and
Real-time PCR methods on 295 genomic DNA samples from MS patients (230 females
and 65 males) clinically diagnosed (McDonald criteria) with relapsing-remitting MS.
According to the therapeutic response to IFN-B, patients were categorized into
responders (n=173) and non-responders (n=122) based on established clinical efficacy
criteria.

Results: There were no statistically significant differences (p>0.05) in the distribution
of alleles and genotypes of CTLA4 +49 A/G and CT60 A/G, CCR5-A32, and
TNFRSF10A rs20576 between responder and non-responder groups. However, a
significantly higher frequency (42.1%) of the CTLA4 +49 AA genotype was observed
in females with a positive therapeutic response (28.9%, OR=1.79, p=0.039). The
codominant genetic model (AA vs. AG) was statistically significant (p=0.042), as well
as combinations of this genotype with CT60 AG (p=0.011) and CCRS5 wt/wt (p=0.025).
Moreover, the CTLA4 +49 AA genotype significantly predicted a favorable response in
women (p=0.011), and contributed to 4.5% of response variability. The same AA
genotype, in combination with CT60 AG and TNFRSF10A AA, was associated with a
positive therapeutic outcome in all patients (p=0.005 and p=0.046, respectively). In the
smaller male subgroup, TNFRSF10A rs20576 AA was associated with a favorable
response to therapy (p=0.044).

Conclusion: In the overall MS patient sample, CTLA4 +49 A/G and CT60 A/G, CCR5-
A32, and TNFRSF10A rs20576 polymorphisms, individually or in combination, do not
significantly influence the therapeutic response to IFN-B. However, after stratification
by sex, the CTLA4 +49 AA genotype emerged as a predictor of favorable therapeutic
response in women indicating the importance of a gender-specific therapeutic
approach to MS.

Keywords: CC chemokine receptor 5; Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4;
Genetic polymorphism; Immunomodulatory therapy; Interferon beta; Multiple sclerosis;
Tumor necrosis factor receptor 10A.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Mutipla skleroza (MS) je kroni¢na, upalna, autoimunosna i neurodegenerativha
bolest sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS). Razvija se u geneticki predisponiranih
osoba potaknuta okoliSnim Cimbenicima, ¢eSc¢e u zena, u dobi izmedu 20. i 40. godine

i vodeci je uzrok netraumatske neuroloSke onesposobljenosti u mladih odraslih osoba.

Od vremena Jeana Charcota, koji je 1868. godine tijekom serije predavanja o do
tada nepoznatim stanjima i neprepoznatim bolestima prvi opisao karakteristiCne lezije
u lednoj mozdini i skovao naziv sclerose en plaque dajuci ime onomu Sto i danas
zovemo multiplom sklerozom, do danas, provedena su brojna istraZivanja, koja su

doprinijela razumijevanju ove slozene bolesti, medu kojima su i istrazivanja gena.

MS je posredovana odgovorom imunosnog sustava protiv antigena SZS-a.
Upalne stanice kroz o$teéenu krvno-mozdanu barijeru (KMB) infiltriraju SZS. Aktivirani
limfociti T izlu€uju upalne posrednike (kemokine i citokine) i poti€u kaskadu upale pri
kojoj dolazi do oStecenja oligodendrocita, destrukcije mijelinskih ovojnica i oStecenja

aksona te formiranja plakova u bijeloj tvari mozga i kraljezni¢ke mozdine [1]

Bolest nije u potpunosti izljeCiva, no tijek bolesti je izmjenjiv lijekovima koji su
razvijeni posljednjih tridesetak godina i modificiraju tijek bolesti (engl. Disease

modifying therapy — DMT).

1.1. Epidemiologija multiple skleroze

Incidencija MS-a raste i procjenjuje se da je u svijetu oko 2,9 milijuna oboljelih te
da je globalna prevalencija 36 na 100.000 stanovnika, a incidencija 2,1 na 100.000
stanovnika godisnje [2]. U posljednjih 15 godina zabiljezen je porast broja oboljelih za
gotovo milijun, Sto se povezuje s boljom dijagnostikom, duljim preZivljenjem i
napretkom u lije€enju, ali i s mogucim stvarnim porastom incidencije [3]. U europskim
zemljama biljezi se najvece optere¢enje MS-om, s prosje¢nom prevalencijom od 133—
137 na 100.000 stanovnika i incidencijom od 6—7 na 100.000 stanovnika godiSnje [2].
Procjenjuje se da se u svijetu svakih pet minuta registrira jedna novooboljela osoba s
MS-om.



U Republici Hrvatskoj od MS-a boluje oko 6500 bolesnika te je prevalencija
bolesti oko 145 na 100.000 stanovnika Sto nas svrstava u zemlje s visokom

prevalencijom, uz vie od 6000 registriranih oboljelih, od ¢ega 72% su Zene [4].

Neravnomjerna rasprostranjenost MS-a u svijetu poznata je viSe destljeca i
dijelom je posljedica genetiCkih i etnickih varijacija u svjetskoj populaciji. Opcenito,
prevalencija MS raste s udaljavanjem od ekvatora prema polovima i ¢eS¢a je u
zemljama koje su smjesStene izmedu 40. i 65. stupnja sjeverne geografske Sirine, rijetka
je u tropima i na Dalekom istoku [5], pri €¢emu su opisane zone visokog, srednjeg i
niskog rizika za oboljevanje od MS-a. lako i dalje postoji opisani gradijent prevalencije
MS-a, danas razlike nisu toliko izrazene, moguce zbog bolje i ujednacenije dijagnostike
MS-a. Nadalje, MS je znaCajno CeS¢i kod Zzena nego kod musSkaraca te su one

zastupljene viSe od 70% i u incidenciji i u prevalenciji oboljelih [3].

1.2. Etiologija i patogeneza multiple skleroze

Etiologija MS-a nije u potpunosti razjasnjena, no istrazivanja ukazuju da bolest
nastaje kao rezultat medudjelovanja genetske predispozicije i okolinih ¢imbenika
tijekom razvoja i rane odrasle dobi. Medu €imbenicima okoliSa istiCu se nedostatak
vitamina D, sezonski ¢imbenici rodenja, puSenje duhana te izlozenost Epstein—Barr
virusu (EBV) [6].

Temeljni patoloski procesi u MS-u su upala, demijelinizacija, oSte¢enje aksona i
neurodegeneracija. Demijelinizirani plak je osnovna patohistoloka lezija u SZS-a
karakteristicna za MS. Nastaje kao posljedica infiltracije perivaskularnih prostora
mononuklearnim stanicama, preteZito limfocitima T i B , koje prodiru u okolnu bijelu
tvar, zahvacéajuéi odredena, pojedinaéna mjesta u SZS-u, pri éemu lokalizacija lezija

odreduje kako Ce se bolest klini¢ki oCitovati.

Pretpostavlja se da je za nastanak bolesti potrebno medudjelovanje imunolo$kih
i neurodegeneracijskin mehanizama koji se odvijaju istovremeno. Sto tono pokreée
nastanak bolesti nije utvrdeno. Prema jednoj teoriji, MS je potaknuta abnormalnim
imunoloskim odgovorom na vlastite mijelinske antigene te se imunosni sustav, pod
utjecajem geneti¢kih i okolidnih Cimbenika (EBV, vitamin D, puSenje) aktivira na

periferiji, zatim prolaze narusenom KMB i zapocinju autoimunosni napad na mijelin i

2



oligodendrocite. Ova teorija podupirana je nalaskom limfocita T i B, kao i upalnih
citokina, u aktivnim MS lezijama, i €injenicom da su imunomodulacijske terapije
iznimno ucinkovite u ranim, upalnim fazama bolesti. Prema drugoj se teoriji
pretpostavlja da je primarno zbivanje neurodegeneracija, odnosno metaboliCka i
mitohondrijska disfunkcija oligodendrocita i aksona, $to vodi ka spontanoj razgradniji
mijelina, a tek sekundarno, izloZeni mijelinski proteini potiCu imunosni sustav i izazivaju
autoimuni odgovor. Ova je hipoteza podrzana nalazima koji ukazuju da su aksonalno

oStecenje i mitohondrijske promjene prisutne i prije pojave klasi¢ne upale [6,7].

Temeljni principi autoimunosti, odnosno gubitak periferne imunoloske tolerancije,
vazni su za razvoj MS-a. Studije provedene na miSjem modelu MS-a,
eksperimentalnom autoimunosnom encefalomijelitisu (EAE), potvrdile su srediSnju
ulogu CD4+ limfocita T koji fizioloSki prepoznaju strane antigene koje prezentiraju
antigen predoCne stanice (engl. Antigen presenting cells — APC), putem molekula
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti klase Il (engl. Major histocompatibility complex
— MHC 1) ekvivalent kojega je u €ovjeka sustav humanih leukocitnih antigena (engl.
Human leukocyte antigen — HLA). U MS-u se CD4+ limfociti T aktiviraju i prema
vlastitim antigenima mijelina poput osnovnog proteina mijelina (engl. Myelin basic
protein — MBP), proteolipidnog proteina (engl. Proteolypid protein — PLP) i mijelinskog
oligodendrocitnog glikoproteina (engl. Myelin oligodendrocyte glycoprotein — MOG).
Nakon aktivacije u perifernim limfnim ¢vorovima CD4+ limfociti T prolaze kroz oSte¢enu
KMB, ulaze u SZS i zapoginju kaskadu upale, izluduju citokine koji usmjeravaju i
pojaCavaju imunoloski odgovor te aktiviraciju drugih stanica ukljuCuju¢i mikrogliju,
makrofage, citotoksi¢éne CD8+ limfocite T i limfocite B [8,9]. Oslobadanje posrednika
upale, slobodnih radikala i enzima dovodi do oSte¢enja mijelinskih ovojnica i aksona
neurona. Ostecenje mijelina pokrece aktivaciju oligodendrocitnih prekursora, koji
migriraju na mjesto ozljede i diferenciraju se u zrele oligodendrocite te se pokrece
nepotpuna reparacija mijelina. Medutim, u kroni¢nim MS lezijama taj proces zakazuje

zbog upalnog okruzenja, astrocitnih ozZiljaka i stani¢ne iscrpljenosti.

Medu razli¢itim podtipovima CD4+ limfocita T istiCu se proupalni pomagacki T
limfociti (engl. T helper cells — Th) tipa 1 koje izlu€uju interferon-gama (IFN-y) i tumorski
nekrotizirajuéi faktor alfa (TNF-a) te Th17 stanice koje izlu€uju interleukin (IL)-17 i IL-
22 te poveclavaju propusnost KMB i omogucuju regrutaciju dodatnih imunoloskih
stanica u SZS. Nasuprot tome zastitnu ulogu imaju Th tipa 2 koje izlu€uju protuupalne
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citokine, poput IL-4, IL-10i IL-13, i suprimiraju aktivnost Th1 i Th17 stanica. JoS vazniju
ulogu imaju regulacijski lifmociti T (Treg), fenotipa CD4+CD25+FoxP3+, koji odrzavaju

imunolosku toleranciju, a ¢iji broj i funkcijska sposobnost u MS-u je smanjen [10].

Limfociti B takoder igraju znacajnu ulogu te djeluju kao APC koje, koristeéi
molekule MHC I, prezentiraju antigene limfocitima T. Nadalje, izluCuju proupalne (IL-
6, TNF-a) ili protuupalne (IL-10) citokine. Aktivirani limfociti B proizvode antitijela protiv
mijelinskih proteina $to dodatno pridonosi demijelinizaciji i oSteCenju aksona. U
aktivnim MS lezijama pronadene su plazma-stanice i limfociti B u razli€itim stupnjevima

diferencijacije, $to potvrduje njihovu trajnu prisutnost i aktivnost unutar SZS-a [11].

U kasnijim fazama bolesti, unutar mozdanih ovojnica formiraju se ektopicni
limfoidni folikuli, gradeni od limfocita B i T, plazma-stanica te folikularnih dendriti¢kih
stanica i gradom su sli¢ni limfnim ¢vorovima, predstavljaju trajna Zarista autoimunosne
aktivnosti i doprinose kroni¢noj upali i oStecenju. Regulacijski limfociti B (Breg) imaju
protektivnu i imunomodulacijsku ulogu, takoder izlu€uju IL-10, IL-35 i transformirajuci
Cimbenik rasta- beta (engl. Transforming Growth Factor-beta — TGF-) i inhibiraju
aktivnost Th1 i Th17. Neravnoteza izmedu djelovanja Th1/Th17 i Th2/Treg citokinskih

profila smatra se osnovnim imunoloSkim obiljezjem MS-a [12].

Mitohondrijska disfunkcija prepoznata je kao mehanzam vazan za napredovanje
MS-a i neurodegeneraciju. U demijeliniziranim aksonima potreba za energijom naglo
raste jer se impuls mora provoditi duz oste¢ene membrane, bez izolacijskog sloja
mijelina, te naruSavanje funkcije mitohondrija dovodi do energetske iscrpljenosti

aksona, porasta oksidativnog stresa i posljedi¢ne degeneracije [13].

Koncept imunoloske privilegijle SZS-a zasniva se na mehanizmima koji
ograni¢avaju pristup stanicama imunosnog sustava, kako bi se neuroni zastitili od
upalnog ostecenja, Cemu doprinosi intaktna KMB, smanjena ekspresija adhezijskih
molekula te odsutnost klasiéne limfne drenaze. Istrazivanja dokazuju kako SZS nije
potpuno imunoloski izoliran, ve¢ da postoji dinami¢na suradnja s imunosnim sustavom
putem odvoda likvora kroz mozZdane ovojnice i uz prisutnost imunoregulacijskih

peptida Sto pridonosi odrzanju suptilnog nadzora antigena i odrzavanju tolerancije [14].

MS viSe se ne poima iskljuivo kao bolest bijele tvari jer su osim fokalnih
demijelinizacijskih lezija zamijeéene i difuzne promjene u bijeloj i sivoj tvari koje

pridonose gubitku aksona, atrofiji mozga i progresiji invaliditeta.
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Prema dvostrukom konceptu patogeneze, MS se opisuje kao bifaziCna bolest.
Pocetnu, upalnu i djelomi¢no reverzibilnu fazu obiljezava demijelinizacija uz
mogucnost remijelinizacije, dok progresivnu fazu karakteriziraju ireverzibilni gubitak

aksona i neurodegeneracija.

1.3. Kilini€ka slika i tijek multiple skleroze

Klinicka slika MS-a vrlo je varijabilna, a simptom moze biti bilo koji simptom
o$teéenja SZS-a, ovisno o lokalizaciji lezije. Neki od &e$éih simptoma MS-a ukljuduju:
smetnje vida, motori¢ke i senzorne deficite u vidu parestezija, poremecaj ravnoteze i
koordinacije, umor, tremor, spasticnost, poremecéaje mokrenja, seksualnu disfunkciju,
kognitivne i emocionalne promjene. Tijek bolesti u svake osobe je individualan, a na
osnovi kliniCkih simptoma i radioloskih obiljezja razlikuje se nekoliko tipicnih klini¢kih

fenotipova MS-a.

Klini€ki izolirani sindrom (engl. Clinicaly isolated syndrom — CIS) je prva klini¢ka
prezentacija koja je posljedica upalnoga demijelinizacijskoga poremeéaja SZS-a. Tri
su tipicne klinicke prezentacije optiCki neuritis, inkompletni transverzni mijelitis sa
simptomima gubitka motorike, osjeta i autonomne funkcije ispod razine oStecenja te
simptomi od strane mozdanoga debla i maloga mozga kao Sto su dvoslike, poremecaj
ravnoteze i vrtoglavica. Osim monofokalnih prezentacija CIS se moze, iako rjede,

prezentirati i multifokalno, kad je zahvac¢eno vise od jednoga dijela SZS-a.

Prije pojave jasnih kliniCkih simptoma, u nekih se osoba pronadu, kao slu€ajan
nalaz oslikavanja magnetskom rezonancom (MR), tipicne demijelinizacijskihe lezije,

no bez klini¢kih oCitovanja bolesti, Sto se naziva radioloski izoliranim sindromom (RIS).

Godinama prije postavljanja dijagnoze, pojedinci mogu dozivjeti privremena
razdoblja neuroinflamatorne aktivnosti koja ne dosezu ni klini¢ki niti dijagnosticki prag.
Klinicki vidljivu upalu SZS-a koja se moZe dijagnosticirati naziva se relapsom koji
prema jacini onesposobljivanja moZze biti blag, srednje tezak i tezak te simptomatski ili
asimptomatski. Simptomatski relaps je novi simptom ili pogorSanje postoje¢eg u
trajanju od minimalno 24 sata do nekoliko dana ili tiedana, uz uvjet da je od prethodne
egzacerbacije proslo najmanje mjesec dana. Nastanak novih lezija utvrdenih slikovnim

metodama, uz odsustvo simptoma odlika je asimtompatskog relapsa. Remisija MS-a
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je faza oporavka od relapsa te odsustvo daljnje progresije simptoma ili potpuno
ublazavanje simptoma unutar 3-6 mjeseci. Pseudorelaps je odraz nepotpunog
oporavka od ranije atake uz povratak simptoma koji su bili prisutni u posljednjem
napadaju, najceSce potaknut vanjskim cCimbenikom poput infekcije. Nepovratno
ostecenje neuroloske funkcije tijekom vremena smatra se progresijom. Aktivna bolest
se definira pojavom novih simptomatskih ataka ili drugim dokazima utvrdenom

aktivhom bolesti.

Prema klinickom tijeku su Lubin i suradnici 1996. g definirali Cetiri oblika MS-a:
relapsno-remitirajuéa MS (RRMS), primarno progresivna MS (PPMS), sekundarno
progresivha MS (SPMS) i progresivno-relapsiraju¢a MS (PRMS). Najce&¢i fenotip je
RRMS kojeg odlikuju epizode akutnog pogorSanja nakon kojih slijedi oporavak, bez
vidljive progresije bolesti izmedu pojedinacnih relapsa. SPMS karakterizira
kontinuirano povecanje neuroloSke onesposobljenosti sa ili bez relapsa i smatra se
krajnjim stadijem RRMS-a. PPMS odlikuje postupno pogorsanje neuroloskih simptoma
od samog pocetka bolesti i kontinuirano pogorsanje onesposobljenosti. Najrjedi od
klini¢kih oblika je PRMS, u kojemu su od pocetka prisutni akutni relapsi i kontinuirano
pogorsanje onesposobljenosti [15]. Sve veéa dostupnost MR i razvoj biomarkera
rezulirali su ukljuivanjem aktivnosti bolesti u karakterizaciju klinickog tijeka te je
predloZzena nova podjela. Osnovnim podtipovima RRMS-a i progresivnhog MS-a kao
modifikatori su dodani kliniCka aktivnost bolesti i aktivne lezije na MR-u [16]. CIS se
smatra dijelom spektra RRMS fenotipova, nadalje PPMS dijelom spektra progresivne
bolesti, a PRMS fenotip PPMS s aktivnoscu. Klini¢ki fenotipovi nisu razli€ite kategorije

bolesti ve¢ predstavljaju razliite stadije unutar kontinuuma bolesti MS-a [16].

U trenutku postavljana dijagnoze vecina bolesnika se prezentira kao RRMS, a
oko 10-15% bolesnika je s PPMS-a. U spektru progresivne bolesti vodec¢i mehanizam
je neurodegeneracija odnosno aksonalna degeneracija i atrofija mozga. Promjena
dijagnoze Cesto je retrospektivna jer je teSko odrediti trenutak u kojemu relapsni oblik
prelazi u sekundarno progresivni. Studijama prirodnog tijeka bolesti utvrdeno je da
RRMS prelazi u SPMS nakon 10 godina kod 10%, nakon 20 godina kod 50% te nakon
30 godina kod 93% oboljelih, a medijansko vrijeme od prvog relapsa do razvoja SPMS-
a iznosi priblizno 20 godina (raspon 1-51 godina) [17].

Suvremena istrazivanja pokazala su da u mnogih bolesnika postoji tihi,
kontinuirani gubitak funkcije koji napreduje neovisno o pojavi relapsa odnosno
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progresija neovisna o relapsima (engl. Progression independent of relapse activity —
PIRA) te je neurolo$ko pogorSanje moguce i u razdobljima klinicke stabilnosti i kada
nema novih relapsa ni utvrdenih novonastalih aktivnih lezija. To potvrduje da se
neurodegeneracija odvija od samog pocetka bolesti i smatra se da je “tiha” progresija
uzrokovana postupnim gubitkom aksona i atrofijom sive tvari [18]. Studije RRMS-a i
SPMS-a koje su bile dugog trajanja, pokazale su da se viSe od 50% progresije
onesposobljenosti dogada neovisno o relapsima [19], Sto je dodatno potvrdeno i
radioloskim studijama, kojima su utvrdene promjene u korteksu i dubokoj sivoj tvari uz
odsutnost nove upalne aktivnosti [20]. Prepoznavanje PIRA koncepta mijenja pristupe

lije€enju kojemu cilj viSe nije samo sprijeciti relapse, vec i usporiti tihu progresiju.

Cimbenici povezani s povoljnijim ishodima MS-a ukljuéuju Zenski spol, mladu dob
na poCetku bolesti, zahvaéenost vidnog Zivca ili senzorne simptome pri prvom relapsu
te potpun oporavak nakon njega dok je nepovoljni tijek povezan s muskim spolom,
starijom dobi na pocCetku bolesti i ranom pojavom motori¢kih simptoma ili cerebelarne
disfunkcije. Nadalje je utvrdeno da se upalna aktivnhost bolesti i broj relapsa s
vremenom smanjuje, dok neurodegenerativha komponenta postaje dominantna. Ovi
su nalazi bili kljuéni za razumijevanje da se ireverzibilno oStecenje aksona dogada ve¢

u ranim fazama bolesti [16].

1.4. Dijagnostika i pra¢enje multiple skleroze

Dijagnoza MS-a se postavlja kombiniranjem klinickih, slikovnih i laboratorijskih
nalaza uz isklju€ivanje drugih bolesti koje se mogu sliCno prezentirati. Postavlja se
prema McDonaldovim kriterijima [21,22], koji zahtijevaju dokaz o Sirenju lezija u
prostoru, odnosno postojanje viSe lezija u razliéitim dijelovima SZS-a (engl.
Dissemination in space — DIS), koje su nastale u razliito vrijeme (engl. Dissemination
in time — DIT). Glavna dijagnosticka metoda je MR, uz potporne nalaze oligoklonalnih
vrpci (engl. Oligoclonal bands — OCB) u cerebrospinalnom likvoru (CSL) i evociranim

potencijalima (EP).

MR je zlatni standard u dijagnostici MS-a koji omogucéuje neinvazivno te vrlo
osjetliivo otkrivanje demijelinizacijskih lezija u SZS-u [23]. Zahvaljujuéi visokoj

prostornoj rezoluciji ove metode se ve¢ malene promjene mogu utvrditi znatno prije



pojave klinickih simptoma, Sto osigurava rano dijagnosticiranje, dok serijsko
oslikavanje omogucuje i pracenje bolesti. DIS se dokazuje nalazom
T2-hiperintenzivnih lezija u najmanje dvije od pet tipi¢nih definiranih anatomskih regija
SZS-a: periventrikularno, kortikalno/jukstakortikalno, infratentorijalno, u lednoj mozdini
i optickom Zivcu. DIT se potvrduje nalaskom lezija koje se pojaCavaju nakon primjene
kontrastnog sredstva gadoliija (Gd) i koje predstavljaju aktivne lezije, uz prisustvo lezija
koje se ne pojaCavaju kontrastom (Gd-) ili utvrdivanjem novih lezija na kontrolnom
pregledu. TipiCne lezije u MS-u su ovalne, jasno ogranicene, lokalizirane uz vene i ako
su svjeze, aktivne lezije pojaCavaju se s kontrastom Sto je odraz narusenosti KMB-a.
MR-om se kvantificira atrofija sive i bijele tvari, vazna u procjeni neurodegenerativne
komponente bolesti, a MR tehnike poput FLAIR, 3D sekvenci, DTl i magnetizacijskog
transfera pruzaju jasniji uvid u promjene mikrostrukture te omogucuju diferencijalnu
dijagnostiku [24].

Oligoklonalne vrpce su specificni imunoglobulini G (IgG) prisutni u CSL-u
bolesnika s MS-om i rezultat su intratekalne sinteze protutijela unutar SZS, ¢ija
detekcija je najvazniji laboratorijski pokazatelj intratekalne imunoloSke aktivnosti, odraz
aktivnosti limfocita B i plazma stanica unutar SZS, a utvrduju se usporedbom uzoraka
CSL i seruma istog bolesnika. Rezultat se smatra pozitivnim kada se u CSL-u
detektiraju jedinstvene IgG trake koje nisu prisutne u serumu te imaju visoku
dijagnosticku vrijednost i prisutne su u oko 90-95% bolesnika s klini¢ki potvrdenim
MS-om [25]. Bolesnici s CIS-om i pozitivnim OCB-om imaju znatno vedi rizik konverzije
u MS.

EP omogucuju objektivno mjerenje brzine i ucinkovitosti prijenosa Ziv€anih
impulsa kroz razliCite senzorimotorne putove, neinvazivna su i vrlo osjetljiva metoda
za otkrivanje supklini¢kih ostecenja i lezija koje nisu utvrdive klinicki ni radioloski, Cime
se moze dokazati DIS, a utvrduju bioelektricne odgovore mozga na specificnu vanjsku
stimulaciju. Vidni evocirani potencijali (VEP) metoda su ispitivanja funkcije vidnog puta
od mreznice do okcipitalnog korteksa, a oste¢enje mijelina u vidnom Zivcu, odnosno
opticki neuritis, uzrokuje produzenje latencije P100 vala, $to je najkarakteristicniji nalaz
u MS-u. Somatosenzorni evocirani potencijali (SSEP) sluze za procjenu vodljivosti
aferentnih osjetnih putova kroz lednu mozdinu i mozak te produljene latencije ukazuje

na demijelinizaciju u osjetnim putovima, Cesto i prije pojave klinickih simptoma.



Slusnim evociranim potencijalima mozdanog debla (engl. Brainstem Auditory Evoked

Potentials — BAEP) utvrduje se integritet slusnih puteva u mozdanom deblu [26].

ZnacCajan biljeg aktivnog neuroaksonalnog ostecCenja je nalaz lakih lanaca
neurofilamenata (engl. Neurofilament Light chain — NfL) u serumu i likvoru. Razine NfL-
a posebno su poviSene za vrijeme aktivhe bolesti, a smanjuju se ucinkovitim
lijeCenjem. Oni ne samo da omogucuju ranu dijagnozu i procjenu terapijskog odgovora,
vec¢ i potvrduju da je neurodegeneracija prisutna ve¢ u ranim fazama MS-a [27]. U
revidiranim McDonaldovim kriterijima iz 2024. godine naglasena je njihova vaznost u

MS-u te su dodani kao potporni biljeg za ranu dijagnostiku MS [22].

Pracenje bolesnika temelji se na klini¢kim, radioloSkim i laboratorijskim nalazima.
Klinicki se procjenjuje ucestalost relapsa, neuroloSki deficiti i svakodnevno
funkcioniranje. U tu se svrhu koristi proSirena skala statusa onesposobljenosti (engl.
Expanded Disability Status Scale — EDSS) koju je razvio Kurtzke 1983. godine i od
tada je standardni alat koriSten u kliniCkoj praksi, istrazivanjima te procjeni uc€inkovitosti
lijekova. EDSS ima raspon od 0 do 10 u koracima od 0,5 jedinica. Vrijednost 0

oznacava normalan neuroloski pregled, a vrijednost 10 smrt od MS-a. Ukupni rezultat

proizlazi iz nelinearnog zbroja rezultata procjene svakog pojedinacnog funkcijskog
sustava [28]. Standardnim neuroloskim pregledom ocjenjuje se 7 funkcionalnih
sustava (plus ,ostali“) i zajedno sa zapaZanjima i informacijama koje se odnose na
hodanje i potrebu za koristenjem pomagala za kretanje odredi se vrijednosti EDSS-a.
Sedam funkcionalnih sustava su piramidalni, cerebelarni, funkcije mozdanog debla,
osjetilne funkcije, funkcije mokraénog mjehura i debelog crijeva, vidni sustav,
umne/kognitivne funkcije te ostali sustavi. Za ocjenu pokretljivosti uzima se u obzir
duljina puta koji bolesnik moze prijeéi. Ukupni rezultat proizlazi iz zbroja svih rezultata
svakog pojedinacnog funkcijskog sustava koji se boduje u rasponu od 0 (normalna
funkcija) do 6 (najveca disfunkcija). EDSS ima dvije prijelomne tocCke: ispod rezultata
4, pacijent je u potpunosti pokretljiv, a iznad rezultata 5,5 su pacijenu potrebna
pomagala ili invalidska kolica. Promjena EDSS rezultata za 21,0 bod (ili 20,5 kod viSih
vrijednosti) obi¢no se smatra klini¢ki zna¢ajnom. Nedostatak ovog bodovnog sustava
je primarna usmjerenost na motori¢ke funkcije i simptome koji su olitovanje samo
dijela onesposobljenosti i tezine kliniCke slike MS-a te djelomiCna subjektivnost, ali
tome unato€ i dalje je vrijedan alat, jednostavan za koriStenje u kliniCkom okruzenju
[29].



Znacenje EDSS vrijednosti:
e EDSS 0 — uredan neuroloski nalaz
« EDSS 1,0 — 1,5 — minimalni neurolo$ki znaci bez funkcijskog ograni¢enja

« EDSS 2,0 — 3,5 — blaga do umjerena onesposobljenost, bolesnik je potpuno

pokretan
e EDSS 4,0 — 5,5 — izraZenija onesposobljenost, ali hod bez pomagala moguc¢
(=100-500 m)
« EDSS 6,0 — potreba za jednim pomagalom (Stap ili Staka) za hod 2100 m
« EDSS 6,5 - potreba za dva pomagala
« EDSS 7,0 - 7,5 — bolesnik je vezan za invalidska kolica
« EDSS 8,0 - 8,5 — uglavnom vezan za krevet, o€uvana funkcija ruku
« EDSS 9,0 - 9,5 — gotovo potpuno nepokretan, potrebna stalna njega
e EDSS 10 — smrt uslijed MS-a
Skor tezine MS-a (engl. MS Severity Score — MSSS) je statistiCki pokazatelj koji

kombinira EDSS i trajanje bolesti u godinama. Na osnovi velikih studija, EDSS
vrijednost pacijenta se usporeduje s EDSS vrijednostima drugih bolesnika s istim
trajanjem bolesti, Cime se dobiva relativha mjera tezine bolesti te se koristi za procjenu
agresivnosti bolesti, usporedbu pacijenata s razli€itim trajanjem MS-a, stratifikaciju
bolesnika u kliniCkim istrazivanjima te dugoro¢nu prognozu toka bolesti. Vazno je

naglasiti da MSSS nije dijagnosticki alat, ve¢ prognosticki i istrazivacki pokazatel.
MSSS se izrazava na skali od 1 do 10 pri Eemu je znacenje vrijednosti sljedece:
e 1-2-vrlo blaga bolest, spora progresija uredan neuroloski nalaz
e 3 -4 - Dblaga bolest
e 5—6 —umjerena tezina bolesti
e 7 — 8 —te8ka bolest, brza progresija

Visok MSSS ukazuje na brzu akumulaciju onesposobljenosti u kratkom vremenu,
dok nizak MSSS sugerira spor, benigniji tok bolesti. Prednost ovog bodovnog sustava
je 8to se u obzir uzima i trajanje bolesti pa je procjena tezine bolesti realnija, a
ograni¢enje zasnovanost isklju¢ivo na EDSS-u i zanemarivanje cestih i vaznih

simptomi umora i kognitivnog zatajivanja [30].
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Kombinacija klini¢kih i radioloskih pokazatelja koristi se u procjeni u€inka lijeCenja
kojim se nastoji sprijeCiti nove relapse, nastanak novih MR lezija i progresiju
onesposobljenosti (engl. No Evidence of Disease Activity — NEDA). Ukoliko se unato¢
lijeCenju utvrdi znaCajna aktivnost bolesti, terapiju je potrebno zamijeniti lijekom

dokazano bolje u€inkovitosti.

Laboratorijskim pretragama krvi se prate parametri vazni za procjenu sigurnosti
terapije te ukljuCuju pretrage jetrene i bubrezne funkcije, procjenu hematopoetskog

sustava i prisutnost infekcija.

1.5. LijeCenje multiple skleroze

LijeCenje bolesnika s MS-om zahtjeva multidisciplinarni pristup s ciljem smanjenja
aktivnosti bolesti, usporavanja progresije onesposobljenosti i ublaZzavanja simptoma te
obuhvaca lije€enje relapsa, lijeCenje koje modificira tijek bolesti te simptomatsko

lijeCenje.

1.5.1. LijeCenje akutnog relapsa

Novu epizodu neuroloSkog pogorsanja koja traje najmanje 24 sata i nije povezana
s infekcijom ili poviSenom temperaturom lijeci se kortikosteroidima (metilprednizolon)
u visokim dozama najceSc¢e 1 g/dan intravenozno tijekom 3-5 dana. U nastavku se
moze nastaviti s deeskalacijskom peroralnom terapijom te iznimno i od samog pocetka
lije€Cenja relapsa [31]. Plazmafereza se primjenjuje vrlo rijetko kod teskih, refratktornih

relapsa koji ne odgovaraju na lijeCenje kortikosteroidima.

1.5.2. Lije€enje koje modificira tijek bolesti

Revolucija u lije€enju MS dogodila se u posljednja tri desetlje¢a razvojem DMT
Cija se primjena, uz rano postavljanje dijagnoze, pokazala kljuénom je u dugoro¢nom
oCuvanju funkcionalne sposobnosti i kvalitete Zivota oboljelih. DMT smanjuju

uCestalost relapsa, MR aktivhost bolesti i usporavaju napredovanje bolesti, a
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primjenjuju kod RRMS i aktivnih progresivnih oblika MS-a. Aktivnost i proSirenost
bolesti odreduju strategiju lijeCenja. Kod manje aktivnih oblika MS pristup je
eskalacijski te se zapocCinje s lijekovima umjerene ucinkovitosti, povoljnijeg
sigurnosnog profila. Ukoliko se ne postigne NEDA, taj lijek se obustavlja i nastavlja se
s nekim od visoko ucinkovitih, koji se u visoko aktivnim oblicima MS-a mogu
primjenjivati i od samog pocetka bolesti te se takav princip naziva indukcijskim, a

podrzan je suvremenim smjernicama za lijeCenje MS-a [32].

Prema mehanizmu djelovanja i u€inkovitosti, DMT-ovi se mogu razvrstati u tri
glavne skupine: imunomodulacijsku terapiju (IMT), oralne imunomodulatorne lijekove i
visoko ucinkovite bioloske terapije. IMT je prva i najdulje koriStena, a lijekovi iz ove
skupne [33,34] interferon-beta (IFN-B) i glatiramer acetat (GA) ne potiskuju u
potpunosti imunosni sustav, nego ga uravnotezuju, smanjujuci patoloSku aktivaciju
limfocita. Drugu skupinu €ine oralni imunomodulatorni lijekovi druge generacije poput
fingolimoda, dimetil fumarata i teriffunomida. Njihova je primjena jednostavnija te imaju
i vecu ucinkovitost, a djeluju na migraciju limfocita, smanjuju oksidativni stres i
inhibiraju proliferaciju aktiviranih imunosnih stanica. Trecu skupinu cine visoko
ucinkovite bioloSke terapije koje snazno suprimiraju autoimunost. Medu njima su
monoklonska protutijela koja selektivno uklanjaju limfocite B natalizumab, okrelizumab,

ofatumumab i alemtuzumab.
1. Interferoni beta

IFN-B je prvi DMT, za lije€enje RRMS u SAD odobren je 1996. godine, a u
Republici Hrvatskoj u upotrebi od 1997.g, i dugi je niz godina bio lijek prve linije
lije€enja RRMS. IFN-8 je prirodni peptid s antivirusnim i antitumorskim djelovanjem
kojeg proizvode fibroblasti, NK stanice, limfociti B, limfociti T i makrofazi. Mehanizam
djelovanja IFN-f je sloZen te on regulira ekspresiju MHC Il antigena na APC, inducira
proizvodnju IL-10 u limfocitima T, pomiCe citokinsku ravnotezu prema protuupalom
odgovoru, inhibira migraciju limfocita T, blokira produkciju metaloproteinaza i
adhezijskih molekula. Nadalje povecéava faktore rasta neurona i prezZivljavanje neurona
te smanjuje populaciju Th17 limfocita i citokina IL-17 koji su ukljueni u
imunopatofiziologiju MS-a [33]. UCinak mu je posredovan transkripcijskim faktorima,
regulacijom gena te aktivacijom JAK-STAT signalnog puta. Vezivanje IFN-B na IFN
receptor tipa 1 dovodi do fosforilacije STAT1 i STAT2 i stvaranja heterodimera, koji se
translocira u jezgru i modulira ekspresiju gena [34].

12



Odgovor stanice na IFN-( je slozen i moze rezultirati promjenama u izrazaju vise
od 500 gena, a kakav ¢e biti odgovor ovisi o0 broju induciranih gena i obrascu indukcije
[35]. IFN-B pojaCava regulaciju mehanizama posredovanih FAS-receptorom i
proizvodnjom apoptotskih markera kao $to su aneksin-V i kaspaza-3 koji vode k
apoptozi limfocita B [36]. IFN-B nema izravno neuroprotektivho djelovanje, no
djelovanjem na CD4+Th1 stanice i mijenjanjem njihovog profila smanjuje se

demijelinizacija neurona kao i njihovo daljnje oStecenje [37].

Rezultati pocCetnih ispitivanja djelovanja IFN-B u bolesnika s RRMS pokazali su
smanjenje stope recidiva za 34% kod lije¢enja visokim dozama IFN-B1b i za 8% s niZim
dozama u usporedbi s placebom [38]. Studijom petogodi$njeg pracenja lijeCenja MS-
a IFN-B1b utvrdeno je smanjenje ukupnog broja lezija do 30% i smanjenje broja novih
lezija do 50%, no nije utvrdeno smanjenje progresije onesposobljenosti [39]. Tijekom
desetgodisSnjeg pracenja bolesnika s SPMS-om nisu utvrdeni povoljni dugoroc¢ni ishodi
ljeCenih IFN-B1b [40].

Za lijeCenje MS-a koriste se dva oblika rekombinantnog IFN-B. U bakteriji
Escherichia coli proizvodi se IFN-B-1b koji nije glikoziliran i od prirodnog se IFN-B
razlikuje u nekoliko aminokiselina zbog ¢ega ima nizu specifiCnu aktivnost, stoga su
potrebne viSe doze, s kojima raste rizik od razvoja neutralizirajucih protutijela. Snazno
se i reverzibilno veZe na humani serumski albumin $to mu smanjuje djelotvornost za
oko 10% u usporedbi s ekvivalentnom formulacijom IFN-B-1a Cdiji je slijed
aminokiselinska je identi€an onom u prirodnom IFN-3, a proizvodi se u stani¢noj liniji
jajnika kineskog hrcka. Pegilirani oblik, peglFN-B-1a ima polietilen glikol vezan s IFN-
B-1a, ¢ime se produljuje njegovova bioraspolozivost te smanjuje broj potrebnih
injekcija. Svi komercijalni pripravci IFN-B su injektibilne terapije i primjenjuju se
supkutano ili intramuskularno. Raspon nuspojava na IFN- je Sirok, od blagih kao sto
su lokalni bolovi i kozne reakcije na mjestu injiciranja, vruc€ice, mijalgije i simptoma
slicnih gripi do ozbiljnih kao Sto su suicidalne misli, halucinacije, kardiotoksi¢nost i

hepatotoksi¢nost radi kojih pacijenti nerijetko prekidaju lijeCenje [34].

2. GA je mjeSavina sintetskih polipeptida koji strukturno oponasaju MBP. Djeluje
indukcijom antigen-specifiCnih regulacijskih limfocita T (Th2 i Treg), izaziva pomak
imunoloSkog odgovora s proupalnog (Th1/Th17) na protuupalni Th2 profil,
kompetitivno se vezuje na HLA molekule, ¢ime se smanjuje prezentacija mijelinskih
antigena $to moZe pridonijeti neuroprotekciji. Aktivirani Th2 limfociti prolaze KMB i
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smanjuju upalu u SZS-u. Johnson i sur. su 1995. godine utvrdili da GA za 29%
smanjuje godiSnje stope relapsa i dovodi do poboljSanja klini¢kih ishoda. GALA
studijom je utrvrdeno 34% smanjenje godiSnje stope relapsa u odnosu na placebo,
bolja adherencija i podnosljivost. NajceS¢e nuspojave su lokalne reakcije na mjestu
injekcije (eritem, bol, otok), lipoatrofija kod dugotrajne primjene, svrbez, crvenilo lica,
stezanje u prsima, palpitacije, anksioznost. Ozbiljne nuspojave su iznimno rijetke,
nema povecanog rizika od infekcija ili maligniteta, a osobito je prikladan za mlade
bolesnike, posebice Zene koje planiraju trudnocu, bolesnike s komorbiditetima i

siguran za dugotrajnu primjenu [41—44]

3. Dimetil fumarat je peroralni lijek koji aktivira nuklearni ¢imbenik povezan s
drugiim eritroidnim 2 ¢imbenikom (engl. nuclear factor erythroid 2—related factor 2 -
Nrf2) signalni put, potice ekspresiju antioksidativnih i citoprotektivnih gena, smanjuje
oksidativni stres i upalni odgovor u SZS, modulira imunolo$ki odgovor pomicanjem s
proupalnog (Th1/Th17) prema protuupalnom (Th2) profilu te smanjuje migraciju
aktiviranih limfocita u SZS-u. Uginkovitost dimetil fumarata dokazana je DEFINE
studijom te je utvrdeno smanjenje godiSnje stope relapsa za 53% u usporedbi s
placebom te smanjenje rizika progresije onesposobljenosti za 38% i znacajno
smanjenje broja novih i aktivnih T2 lezija. CONFIRM studija pokazala je smanjenje
godisnje stope relapsa za 44% i znacajno smanjenje MR aktivnosti u usporedbi s GA-
om. Ucinkovitost mu je oko 45-50% viSa od IFN-B i GA. Nuspojave su crvenilo, osjeéaj
topline, gastrointestinalne smetnje u vidu mucnine, proljeva i bolova u trbuhu,
limfopenija i glavobolja, a ozbiljne nuspojave poput progresivhe multifokalne
leukoencefalopatije (PML) rijetke su i javljaju se uglavnom u bolesnika s dugotrajnom
teSkom limfopenijom stoga je potrebno redovito praéenje broja limfocita i oprez kod

dugotrajne limfopenije [45].

4. Teriflunomid reverzibilno inhibira mitohondrijski enzim dihidroorotat
dehidrogenazu, kljuCan za de novo sintezu pirimidina, €ime selektivno smanjuje
proliferaciju aktiviranih limfocita T i B, smanjuje upalni odgovor u SZS-u, bez izazivanja
potpune imunodeplecije. Njegova je ucinkovitost na smanjenje stope relapsa,
progresiju onesposobljenosti, aktivnost bolesti i konverziju CIS-a u klinicki definitivhu
MS dokazana u vi$e studija. Lijek je umjerene ucinkovitosti (oko 30—35%), usporedive
s IFN-B i GA. NajceSce blaze nuspojave su gastrointestinalne smetnje, alopecija,
glavobolja i hipertenzija, a teze su hepatotoksi¢nost, periferna neuropatija te ozbiljne
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infekcije. Zbog utvdene teratogenosti strogo je kontraindiciran u trudnocCi, a ne
preporucuje se niti u bolesnika s visoko aktivnim MS-om. Prikladan za bolesnike s
blagom do umjerenom aktivnoSc¢u bolesti te jednostavan za peroralnu primjenu jednom
dnevno [46,47].

5. S1P modulatori (Fingolimod, Siponimod, Ozanimod) su lijekovi koji svojim
vezivanjem za S1P receptore na limfocitima T i B sprije€avaju njihov izlazak iz limfnih
&vorova &ime se zadrzavaju na periferiji, $to posljedniéno smanjuje infiltraciju u SZS-
u. U usporedbi s IFN- -1a je utvrdeno da fingolimod kod RRMS smanjuje godisnju
stopu relapsa za 54-60%, zna€ajno smanjuje nove T2 i Gd+ lezija i atrofiju mozga.
UcCinkovit je i SPMS Studija EXPAND je pokazala je da siponimod znacajno usporava
progresiju onesposobljenosti uz smanjenje aktivnosti bolesti u SPMS, uz prihvatljiv
sigurnosni profil. U studiji SUNBEAM utvrdeno je da ozanimod u usporedbi s IFN-f3 -
1a smanjuje godiSnju stopu relapsa za 45-50%, znacajno smanjuje MR aktivnost
bolesti te ima povoljan u€inak na atrofiju mozga. Od ozbiljnijih nuspojava izdvajaju se
AV blok, bradikardija, porast prijemcivosti za infekcije te edem makule. S1P modulatori
predstavljaju vaznu peroralnu terapijsku opciju, osobito za bolesnike koji ne Zele

injekcijsku ili infuzijsku terapiju [48-50].

6. Kladribin je purinski nukleozidni analog (2-klorodeoksiadenozin) koji se
selektivnho nakuplja u limfocitima T i B zbog visoke aktivnosti deoksicitidin-kinaze i
niske aktivnosti 5’-nukleotidaze u tim stanicama. Nakon fosforilacije dolazi do
akumulacije toksi¢nih metabolita koji indiciraju selektivhu apoptozu limfocita T i B,
dugotrajnu redukciju autoimune aktivnosti, uz relativno oCuvanje urodene imunosti sto
rezultira selektivnim imunoloSkim preslagivanjem, uz minimalnu kontinuiranu
imunosupresiju. Ucinkovitost kladribina dokazana je CLARITY studijom te je u
usporedbi s placebom utvrdeno smanjenje godiSnje stope relapsa za 55-60%,
znacajno smanjenje broja novih T2 i kontrastom pojacanih MR lezija te smanjenje
rizika progresije onesposobljenosti. Dugotrajni terapijski u€inak postiZze se nakon dva
kratka ciklusa lije¢enja tijekom 2 godine, peroralnom primjenom lijeka. Ceste
nuspojave su limfopenija, najéeSce ovisna o dozi, glavobolja, mucnina, umor, povecéan
rizik herpes zoster infekcije, respiratorne i urinarne infekcije, dok su ozbiljne
oportunistiCke infekcije rijetke. Rizik za razvoj malignih bolesti nije potvrden, a zbog
teratogenosti je stroga kontracepcija potrebna tijekom i neko vrijeme nakon lijeenja.
NuzZno je pracenje broja limfocita te procjena rizika od infekcije. Primjenjuje se kod
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aktivnog RRMS-a, u bolesnika s visokom aktivhoS¢u bolesti, posebice onih koji

preferiraju kratke terapijske cikluse [51,52].

7. Natalizumab je monoklonsko protutijelo usmjereno na a4-integrin koji se nalazi
na povrsSini leukocita. Vezanjem za a4-integrin sprjeCava se interakcija leukocita s
vaskularnim adhezijskim molekulama (engl. Vascular cell adhesion molecule 1 —
VCAM-1) na endotelu KMB §to rezultira smanjenim prolaskom aktiviranih limfocita T i
B u SZS, &ime se znadajno reducira upala, demijelinizacija i nastanak novih lezija
karakteristiCnih za MS. Ne uzrokuje sistemsku imunodepleciju, ve¢ djeluje na migraciju
imunosnih stanica. U€inkovitost je potvrdena u velikoj studiji AFFIRM te je u usporedbi
s placebom utvrdeno smanjenje godiSnje stope relapsa za 68%, smanjenje rizika
progresije invaliditeta za 42%, izrazito smanjenje MR aktivnosti bolesti, novih T2 i
kontrastom pojacanih lezija [53]. Ceste nuspojave predstavaljaju glavobolja, umor,
mucnina, infekcije gornjih diSnih puteva, infuzijske reakcije. Najznacajnija, potencijalno
smrtonosna nuspojava, je PML, oportunisti¢ka infekcija uzrokovana reaktivacijom John
Cunningham (JC) virusa. Rizik za razvoj povecava se s nalazom protutijela na JC u
serumu bolesnika, trajanjem terapije duzim od 2 godine te prethodnim lijeCenjem
imunosupresivima. Stoga je obavezno redovito pracenje protutijela na JC virus te
kliniki i radioloSki nadzor [54]. Ostale nuspojave su alergijske reakcije, razvoj
neutraliziraju¢ih protutijela te hepatotoksic¢nost. Terapija natalizumabom se primjenjuje
kod visoko aktivnog RRMS-a te nakon izostanka uspjeha terapija umjerene
ucinkovitosti [53-55].

8. Ocrelizumab je anti-CD20 monoklonsko protutijelo koje djeluje selektivnom
deplecijom limfocita B, no ne i plazma stanica, $to smanjuje upalu u SZS-u, nastanak
novih lezija i usporava neurodegeneraciju. U studiama OPERA | i OPERA I
okrelizumab je usporeden s IFN-B1a te je utvrdeno smanjenje godiSnje stope relapsa
za oko 46—-47%, zna€ajno smanjenje broja novih i aktivnih MR lezija te smanjenje
pogresije onesposobljenosti. U studiji ORATORIO, ocrelizumab je pokazao smanjenje
rizika progresije invaliditeta za oko 24%, usporavanje pogorsanja funkcijskog statusa,
smanjenje progresije atrofije mozga. Zasad je jedina terapija s dokazanom
udinkovitodéu u PPMS-u. Ceste nuspojave ove infuzijske terapije su infekcije gornjih
diSnih puteva, umor, blage do umjerene infekcije. Do sada su zabiljeZeni iznimno rijetki
sluCajevi PML-a, uglavhom u bolesnika prethodno lijeCenih drugim terapijama. Peri

dugotrajnoj primjeni moze dovesti do smanjenja razine imunoglobulina i blago
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povecane ucCestalosti maligniteta, osobito karcinoma dojke. Prije poCetka terapije
obavezno je testiranje na hepatitis B, a tijekom lijeCenja preporucCuje se redovito
pracenje krvne slike i imunoglobulina. Primjenjuje se kao rana visokoefikasna terapija
u RRMS-u u bolesnika s agresivnim tijekom bolesti te kao standardna terapija u PPMS-
u [56-58].

9. Ofatumumab je takoder monoklonsko protutijelo usmjereno protiv CD20
antigena na povrSini limfocita B. Vezanjem za CD20 dolazi do selektivhe deplecije
perifernih limfocita B putem citotoksi¢nosti posredovane komplementom i protutijelima,
$to rezultira smanjenjem upalne aktivnosti u SZS-u uz relativno o&uvanje limfocita T i
urodene imunosti. Zbog subkutane primjene i nizih doza, uzrokuje brzu, ali reverzibilnu
depleciju limfocita B, uz brZzu repopulaciju u usporedbi s ocrelizumabom. Njegova
uCinkovitost potvrdena je u ASCLEPIOS | i Il studijama, u kojima je usporeden s
teriflunomidom te je utvrdeno smanjenje godidnje stope relapsa za 50-60%, znacajno
smanjenje broja novih i aktivnih MR lezija te povoljan ucinak na osteCenje aksona.
Ucinkovitost mu je usporediva s intravenskim anti-CD20 terapijama, no primjena je
jednostavnija, a nema ni povecanog rizika sekundarnih autoimunih bolesti i potreba za
dugotrajnim intenzivnim laboratorijskim pra¢enjem je manja u usporedbi s
alemtuzumabom. Primjenjuje se kao rana visokoefikasna terapija kod RRMS-a, kod
bolesnika s aktivnhom boleséu te kod bolesnika koji preferiraju samostalnu supkutanu
primjenu [59,60].

10. Alemtuzumab je monoklonsko protutijelo usmjereno protiv CD52 antigena,
koji je visoko izraZzen na povrsini zrelih limfocita T i B , kao i na monocitima i
dendritickim stanicama. Vezanjem za CD52 dolazi do brze deplecije perifernih limfocita
radi citotoksiCnosti posredovane komplementom i protutijelima, nakon Cega slijedi
repopulacija imunosnih stanica promijenjenog imunoloskog profila, uz relativni porast
regulacijskih limfocita T i smanjenje autoreaktivnih limfocita T. UCinkovitost je dokazana
velikim randomiziranim klinickim studijama CARE-MS | i CARE-MS Il te je utvrdeno da
u usporedbi s IFN-B -1a smanjuje godiSnju stopu relapsa oko 70%, znacajno smanjuje
nove i aktivne lezije MR, usporava progresiju onesposobljenosti, a kod dijela bolesnika
zabiljeZeno je poboljSanje EDSS skora. Primjenjuje se kod visoko aktivnhog RRMS-a,
u bolesnika s brzim pogorSanjem bolesti te kod izostanka odgovora na terapije
umjerene ucinkovitosti, intravenskom aplikacijom u dva kratka terapijska ciklusa, prve

godine tijekom 5 dana, a druge godine tijekom 3 dana. Ozbiljnije nuspojave su razvoj
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sekundarnih autoimunosnih bolesti, primjerice autoimunosne bolesti S§titnjace,
imunosne trombocitopenijske purpure, autoimunosne nefropatije te infekcije. Zbog
sigurnosnog profila, primjena zahtijeva strogu selekciju bolesnika i strukturirano

dugotrajno pracenje, najmanje 48 mjeseci nakon druge doze [61-64].

1.5.3. Simptomatska i potporna terapija u multiploj sklerozi

Simptomatsko i potporno lije¢enje poboljSava funkcionalnu sposobnost, smanjuje
simptome i unaprjeduje kvalitetu Zivota. Jedan od najCeScih simptoma MS-a je kronicni
umor pa se za ublazavanje daju amantadin i modafinil, iako ne postoje jasni dokazi o
koristi [65]. Vaznu ulogu ima i uravnoteZena higijena sna, pravilan ritam spavanja,
odmor i tjelesna aktivnost. Spasti¢nost je esta u uznapredovalim fazama bolesti te se
lije€i baklofenom i tizanidinom, a nadopunjuje fizikalnom terapijom. Bol i parestezije
ublaZzavaju se antikonvulzivima poput gabapentina i pregabalina, a mokraéni simptomi
urgencije i inkontinencije antikolinergicima. Antidepresivi iz skupine selektivnih
inhibitora ponovne pohrane serotonina (SSRI) primjenjuju se u lije€enju depresije, a

ucinak imaju i na neuropatsku bol [66].

Uz farmakoloSke mijere, fizikalna i radna terapija imaju znacajnu ulogu u jer

pomazu u odrzavanju pokretljivosti, snage i samostalnosti bolesnika.

1.6. Genetika multiple skleroze

1.6.1. Geneticki €imbenici u multiploj sklerozi

Nasljedni doprinosi riziku za razvoj MS-a su neosporni, a genetska komponenta
MS-a potvrdena je brojnim genetickim, epidemioloskim i studijama blizanaca. Rizik za
MS u opcoj populaciji iznosi oko 0,1%, a kod srodnika oboljelih u prvom koljenu (djeca,
braéa/sestre) rizik je 2—4%. Kod dizigotnih blizanaca rizik doseze oko 5%, dok je kod
jednojaj¢anih blizanaca oko 25-30%. Nadalje, prevalencija MS-a varira medu rasnim
i etniCkim skupinama: najviSa je u sjevernoeuropskim i skandinavskim populacijama,

umjerena u juznoeuropskima, a niska u azijskim i africkim. Ovaj geografsko-genetski

18



gradijent ukazuje na ulogu naslijeda, ali i mogucih faktora okoliSa (npr. vitamin D,
infekcije) [3].

Najvazniji genetski Cimbenik rizika za MS povezan je s genima za HLA u
kromosomskoj regiji 6p21.3. RijeC je o regiji koja kodira proteine odgovorne za
prezentaciju antigena limfocitima T. Specifi¢no, alel HLA-DRB1*15:01 (ranije oznacen
kao DR2) viSestruko povecava rizik za MS te nositelji ovog alela imaju oko tri puta veci
rizik oboljeti u odnosu na op¢u populaciju. Proteinski produkt DRB1*15:01 moze vezati
peptide mijelinskih proteina MBP, MOG, PLP te ih prezentirati CD4+limfocitima T, ¢ime
inicira autoimunosnu aktivaciju. Uz to, identificirani su i zastitni aleli, poput HLA-
A*02:01, koji smanjuju rizik za MS, vjerojatno zahvaljujuéi efikasnijem uklanjanju
autoreaktivnih limfocita T tijekom sazrijevanja u timusu. Razliite populacije pokazuju
specificne HLA rizine varijante: primjerice, u azijskih populacijama povezanost je
pronadena s HLA-DRB1*04:05 i HLA-DPB1*03:01, dok u africkim populacijama
dominiraju DRB1*15:03 varijante [67].

lako HLA kompleks objasnjava oko 20-30% ukupnog genetskog rizika, napredak
molekularne genetike, osobito kroz studije asocijacijskog probira Citavog genoma
(engl. genome-wide association studies — GWAS), identificirao je vise od 200 ne-HLA
lokusa koji dodatno pridonose riziku bolesti. Znacajniji medu njima su gen za IL-2
receptor alfa (IL-2RA) koji kodira a-lanac receptora za IL-2, a polimorfizmi gena utjecu
na diferencijaciju Treg i odrzavanije periferne tolerancije te gen receptora a za IL-7 koji
sudjeluje u prezivljenju limfocita T, a njegove su varijante povezane s povecanom
propusnos¢u KMB-a i autoimunosnim odgovorom. Nadalje geni JAK-STAT signalnog
puta koji je presudan za citokinsku regulaciju i diferencijaciju Th17 stanica. Gen CD58
kodira antigen povezan s funkcijom limfocita 3 i sudjeluje u signalizaciji i aktivaciji
limfocita T, a zastitni aleli pojaCavaju Treg funkciju [68]. Ovi geni ne djeluju izolirano,
ve¢ interakcijom unutar signalnih puteva koji reguliraju pro i protuupalne procese.
StoviSe, vecina identificiranih gena nalazi se i medu genima povezanima s drugim
autoimunosnim bolestima (npr. lupus, dijabetes tipa 1, reumatoidni artritis,
autoimunosna bolest Stitne Zlijezde), Sto ukazuje na zajedniCku genetsku osnovu

autoimunosti [69].

Epigenetika predstavlja kljuénu vezu izmedu genetske osjetljivosti i okoliSnih
¢imbenika. Promjene u metilaciji DNA, modifikacijama histona i ekspresiji mikroRNA
mogu utjecati na aktivnost imunoloSkih gena bez promjene genske sekvence.
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Zamijec¢ena je hipometilacija promotorskih regija gena HLA-DRB1 i ILZRA u limfocitima
T oboljelih od MS-a, Sto rezultira pojaanim izrazajem ovih gena i posljedicnom
hiperaktivacijom stanica imunosnog sustava [70]. MikroRNA-128 i mikroRNA-340
dodatno potiCu Th17 proliferaciju i snizavaju Treg populaciju, ¢ime se povecCava

sklonost autoimunosti [71] .

EBV, puSenje i manjak vitamina D poznati su okoliSni modulatori koji mogu
promijeniti epigenetske uzorke imunoloskin gena. Ove gen-okoli§ interakcije
objasSnjavaju zasto genetska predispozicija sama po sebi nije dovoljna za nastanak

bolesti, ve¢ djeluje u sinergiji s vanjskim C¢imbenicima [69].

Analize nasljednosti na temelju GWAS podataka pokazuju da genetska
komponenta objasnjava oko 40% ukupne varijabilnosti u riziku obolijevanja od MS-a.
Trenutno dostupni poligenski skorovi rizika omogucuju kvantificiranje genetskog rizika
pojedinca kombiniranjem ucinaka stotina identificiranih varijanti. Takvim modelima se
uspjeSno moze predvidjeti sklonost razvoju bolesti u istrazivackim kohortama te bi u
buducnosti mogli imati klini€ku primjenu u ranoj identifikaciji osoba s visokim rizikom,
posebice ako se kombiniraju s biljezima iz perifernih imunosnih stanica ili MR nalazima
[72].

Najveci broj poznatih gena prvenstveno je povezan s podloZznoS¢u za nastanak
MS-a, no novija istrazivanja usmjerena su i na genetiku progresije i varijacije odgovora
na terapiju. Varijante u genima TNFRSF1A i NFKB1 povezane su s brzim prelaskom
RRMS-a u SPMS oblik. Takoder, genetske razlike u metabolizmima interferona i drugih

IMT mogu utjecati na terapijski odgovor .

Sekvenciranjem cijelog genoma (engl. Whole Genome Sequencing — WGS) i
cijelog egzoma (engl. Whole Exsome Sequencing — WES) prepoznate su rijetke
varijante u mitohondrijskim i oligodendrocitnim genima koje pridonose
neurodegenerativnim aspektima bolesti. Time se potvrduje da MS ima i neurobiolo$ku,
a ne samo imunoloSku genetsku komponentu. Integracija genomske, epigenomske,
transkriptomske i proteomske analize (tzv. multi-omic pristup) danas je klju¢an alat u
identificiranju molekularnih podtipova MS-a, s velikim potencijalom u daljnjem razvoju

personalizirane medicine [73].
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1.6.2. CTLA4 gen

Jedan od gena koiji reguliraju imunolosku funkciju i potencijalno bi mogli utjecati
na djelovanje IMT je gen za protein 4 vezan uz citotoksicni limfocit T (engl. cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4 — CTLA4) smjeSten u kromosomskoj regiji 2q33 uz
druge gene vazne u regulaciji odgovora limfocita T. CTLA-4 protein je transmembranski
receptor limfocita T, ¢lan transmembranskih imunoreceptora iz imunoglobulinske
superfamilije, vazna imunoregulacijska molekula koja se uglavnom izrazava na
povrsini limfocita T, kljuCna u sprjeCavanju njihove aktivacije i odrzavanju periferne
tolerancije [12]. Djelovanje CD28 antigena u naivnim limfocitima T preko CD80/CD86
liganda na APC izaziva aktivaciju posredovanu njihovim receptorima. CTLA-4 je
negativan regulator aktivacije limfocita T zbog vecéeg afiniteta prema CD80/CD86

ligandu u odnosu na CD28 .

Nekoliko se varijanti CTLA4 gena, uklju€ujuci polimorfizme jednog nukleotida
(engl. single nucleotide polymorphism — SNP), povezuje s autoimunosnim bolestima
(8,9). Polimorfizam +49A/G (rs231775) predstavlja supstituciju adenina s gvaninom u
prvom egzonu CTLA4 gena te posljediénu zamjenu aminokiseline alanin s treoninom
na 17. mjestu u peptidu, Sto utje€e na inhibicijsku ulogu CTLA-4 i aktivnost limfocita T.
Alel G povezan je s nizom ekspresijom, a alel A s viSom ekspresijom CTLA-4 na
povrsini limfocita T [38]. Funkcijska uloga ovog polimorfizma u autoimunosnim
bolestima proizlazi iz njegova utjecaja na nizu razinu mRNA koja kodira topivu izoformu
CTLA-4 (engl. solubile CTLA-4 — sCTLA-4) [74]. Polimorfizam CTLA4 CT60A/G
(rs3087243) oznaCava zamjenu adenina s gvaninom u 3 regiji gena koja se ne prevodi
(engl. untranslated region — UTR) u polipeptidni lanac. Funkcionalna ispitivanja
ukazuju da je G alel na poziciji CT60 povezan s 50% niZzom razinom mRNA za sCTLA-
4 izoformu i s nizom razinom Treg [75]. Istrazivanje provedeno na zivotinjskom modelu
MS-a pokazalo je povezanost ekspresije CTLA-4 s upalnim procesom [68]. Meta-
analiza i studije provedene u razli€itim populacijama bolesnika dale su proturjeéne

rezultate povezanosti polimorfizama CTLA4 gena s podloznosti i razvojem MS [76].
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1.6.3. CCR5 gen

Do danas je poznato oko 50 kemokina, sekretornih proteina koje proizvode
leukociti i tkivne stanice, povezanih s imunosnim sustavom, a Cija funkcija je
usmjeravanje leukocita k mjestima upale njihovim povecanim gradijentom. Kemokinski
receptori smjesteni su u membrani i pripadaju u skupinu receptora vezanih s G-
proteinom. Nakon vezanja kemokina i njegovog receptora dolazi do vezanja s G-

proteinom te aktivacije signalnih putova i upalnih gena.

Gen za C-C kemokinski receptor 5 (CCRS5) kodira CCRS5 protein koji se izrazava
na stani¢noj membrani i sluzi kao stanini receptor za upalni protein makrofaga (eng|.
macrophage inflammatory protein — MIP) 1a , MIP-13 i RANTES kemokine. CCR5
kemokinski receptor veze se s G proteinom i izrazen je na limfocitima T (CD4+ i CD8+),
monocitima, makrofazima posebno tijekom upale, dendritickim stanicama i mikrogliji u
neuroinflamaciji. Funkcija receptora ostvaruje se preko veze s G-proteinom i sluzi kao
koreceptor za ulazak nekih virusa, poput virusa humane imunodeficiijencije (HIV) tipa
1, u stanice. Receptor CCR5 ima ulogu u upalnim odgovorima na infekcije, ali se
takoder povezuje s autoimunosnim bolestima, primjerice celijakijom, dijabetesom tipa
1 i autoimunosnom bolesti stitnjaCe [77]. Autoimunosni upalni mehanizam znacajan je
u razvoju MS-a, a vaznu ulogu imaju CC-kemokini i njihovi receptori koji posreduju pri
regrutaciji leukocita u tkiva, a opazena je i ekspresija CCR5 na limfocitima u

perivaskularnim infiltratima upalnih lezija SZS-a [78].

Sam CCRS5 gen sastoji se od Cetiri egzona i dva introna te je smjeSten u
kromosomskoj regiji 3p21. Delecija CCR5-A32 (rs333) oznaCava gubitak od 32
nukleotida, uklju€ujuci kodone 175-185 i dovodi do pomaka okvira Citanja te do prekida
sinteze polipeptidnog lanca na kodonu 206. Promijenjeni proteinski receptor duzine je
215 aminokiselina, nedostaju mu 3 transmembranske domene te se ne savija pravilno

¢ime gubi funkcionalnost, a potom se mijenja i izraZzenost na povrsini stanice.

Kako se CCRS uglavnom eksprimira na povrSini monocita i razli¢itih podtipova
limfocita kao $to su NK, CD4+ i CD8+ limfocita T to doprinosi njihovom ulasku u SZS,
aktivaciji limfocita T i indukciji oslobadanja citokina . Uloga CCR5 u MS-u naglasena je
otkricem poviSene razine ovog receptora u CD8+ limfocitima MS bolesnika te na
eksperimentalnom zivotinjskom modelu Sto implicira njegovu ulogu na podloznosti i
progresiju MS-a [79].
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1.6.4. TNFRSF10A gen

Odredeni citokini iz obitelji liganda TNF induciraju apoptozu vezanjem na njihove
odgovarajuce receptore koji sadrze domenu smrti. Gen za receptor 10A ¢imbenika
nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10A —
TNFRSF10A) smjesten je na kromosomu 8p21.3 i kodira receptor 1 TNF-srodnog
liganda koji inducira apoptozu (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1
— TRAILR1) te je ukljucen u autoimunosne bolesti posredovane limfocitima T, kao Sto
je MS [80,81]. TRAILR1, poznat jo$ i kao DR4 (engl. death receptor — DR) je
membranski receptor na koji se veze ligand koji inducira apoptozu povezanu s TNF,
posreduje u vanjskom putu apoptoze i imunoloskoj regulaciji. Apoptoza posredovana
Clanovima TNF-superfamilije faktora rasta neurona igra kljunu ulogu u interakciji
Ziv€anog i imunoloskog sustava. U slu€aju neoodgovarajuceg formiranja signalnog
kompleksa koji inducira smrt (engl. Death-Inducing Signalling Complex — DISC) ili
blokade kaspaze-8 signalizacija se mozZe usmijeriti prema aktivaciji NF-kB, MAPK

signalnim i proupalnim putevima.

Svi TRAIL receptori izrazeni su na oligodendrocitima, neuronima i astrocitima
[82], a TRAILR1 povezuje se s MS-om. Tijekom terapije IFN-B, pojaCana ekspresija
TRAIL-a moze izazvati apoptozu u granulocitima ili monocitima, inhibirati aktivaciju

autoreaktivnih limfocita T i promicati proizvodnju Treg.

Polimorfizam TNFRSF10A rs20576 je Cesta varijanta krivog smisla u kojoj dolazi
do transverzije adenina u citozin u egzonu 5, uzrokuje zamjenu aminokiseline
pGlu228Ala uz mjesto sidrenja za membranu te mozZe utjecati na vezanje TRAIL-a i
signalizaciju apoptoze. SNP rs20576 nalazi u izvanstani¢noj, cisteinom bogatoj
domeni receptora, a zbog blizine membrani i promjene u prijenosu signala kroz
transmembransku regiju prema citosolnoj domeni smrti mogu rezultirati izostankom
formiranja DISC signalnog kompleksa koji inducira apoptozu [82]. Istrazivanja ovog
polimorfizma u raznim bolestima pokazala su povezanost rs20576-C alela s nekim

vrstama tumora [83].

Prethodna su istraZivanja utvrdila da TRAIL/TRAIL receptorski sustav sudjeluje
u razli¢itim koracima aktivacije imunosnih stanica (migraciji, proliferaciji, diferencijaciji)
te moze biti povezan s razliitim autoimunosnim poremecajima ukljuuju¢i MS
[31,33,34]. TRAIL ima imunosupresivnu, imunoregulacijsku i imunoefektorsku funkciju
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te je ukljuCen u patogenezu MS-a, iako njegova toCna uloga nije u potpunosti
razjasnjena [84]. Osim toga, pokazalo se da TRAIL inducira IFN-B u limfocitima T, NK
stanicama i monocitima [85], a njegova je razina mRNA bila predloZzena kao marker

odgovora za lije€enje IFN-3 [86].

1.6.4. CCRS5, CTLA4 i TNFRSF10A geni u etiopatogenezi MS-a i odgovoru na
imunomodulacijsku terapiju

Usprkos znacajnom razvoju novih lijekova jos uvijek ne postoji u€inkovita terapija
primjerena svim MS bolesnicima, a IFN-B u 30-50% bolesnika ne daje odgovarajuci
terapijski odgovor. FarmakogenetiCka istrazivanja pokazala su da je odgovor na IMT
slozen poligenski mehanizam koji je jo$ uvijek nedovoljno istrazen. Studijama gena
kandidata i GWAS studijama [87,88] identificirane su pouzdane genetiCke varijante
kljucne za terapijski odgovor MS bolesnika. Vecina tih studija analizirala je povezanost
pojedinacnih alela/genotipova s klinickim odgovorom na terapiju, no moze se ocCekivati
da su genske interakcije iznimno znacajne u terapijskom odgovoru kao sto su kljucne
i u samoj predispoziciji za bolest. Nadalje, dosadasnje studije su pokazale da postoje
razlike ne samo u incidenciji, dobi nastupa i progresiji bolesti izmedu muskaraca i zena,
vec i da postoji razliit, ali jo§ nedostatno istrazen odgovor na IMT s obzirom na spol.
GWAS studije ukazale su na brojne lokuse i gene koji reguliraju imunolosku funkciju,

a mogli bi pridonijeti razvoju bolesti te potencijalno utjecati na djelovanje IMT-a [89].

Produkti CCR5 i CTLA4 gena klju¢ni su regulatori imunoloskog odgovora, pa iako
djeluju na razli¢ite nacCine i u razli€itim fazama imunoloSkog odgovora, igraju vaznu
ulogu u autoimunosnim bolestima poput MS-a. Dokazi upucuju na to da su kemokini i
kemokinski receptori uklju€eni u regulaciju upale induciranjem infiltracije i migracije
limfocita T u SZS, $to se smatra jednim od kljuénih procesa u patogenezi MS-a [90].
Nekoliko je studija pokazalo da je ekspresija CCR5 znacajno povecana u aktivnim
demijeliniziraju¢im lezijama i u cerebrospinalnoj tekucini pacijenata s MS-om tijekom
relapsa [91,92]. Bolesnici koji su homozigoti za CCR5-A32 alel ili su heterozigotni
nositelji alela nemaju ekspresiju CCRS5 proteina ili je ona smanjena na povrsini stanica,
$to dovodi do smanjene migracije leukocita na mjesta lezija i smanjene upale u SZS-
u. Do sada je provedeno nekoliko asocijacijskih istrazivanja CCR5-A32 polimorfizma
u MS bolesnika, pri ¢emu su dobiveni kontradiktorni rezulati [93-95]. Rijetke

24



provedene farmakogeneticke studije povezuju ovu mutaciju s povoljnim odgovorom na
IFN- terapiju [23]. Dvije uklju€uju i CTLA4 gen te ukazuju na povezanost polimorfizma
+49 A/G s terapijom IFN-B [96,97], dok polimorfizam CT60 A/G nije bio obuhvaéen
slicnim istraZivanjima. Istrazivanje polimorfizma CTLA4 CT60 provedeno je u svega 4
studije [98-101] vezane uz podloznost i/ili tijek MS-a, pri ¢emu je samo studija u
flamanskoj populaciji pokazala povezanost ovog polimorfizma unutar CTLA4 +49
A/G*G-CT60*G haplotipa s podloznosti za MS [101].

lako meta-analize objavljenih studija u MS-u nisu pronasle povezanost izmedu
polimorfizama CCR5-A32 i CTLA4 +49 A/G i podloznosti za MS u europskim
populacijama [76,97], njihov utjecaj na kliniCku ekspresiju ili odgovor na lijeCenje ne
moze se iskljuciti, posebno ako se uzme u obzir njihova kombinacija i medudjelovanje.
Na primjer, neke studije su pokazale da je mutacija CCR5-A32 povezana sa kasnijim
nastupom pocetka bolesti [102], odgodenom kliniCkom progresijom MS-a [94,95] i
ranijom smrtnoS¢u [103], dok polimorfizam CTLA4 +49 A/G utjeCe na tijek ili
napredovanje bolesti u nekim populacijama [99,104-106]. Svega je je nekoliko studija
istraZivalo povezanost izmedu ucinkovitosti lijeCenja IFN-B i polimorfizama u genima
CCRS5 i CTLAA4. Prisutnost alela CCR5-A32 bila je povezana s optimalnim odgovorom
na lije€enje IFN-B kod egipatskih pacijenata [107], ali nije imala utjecaja na rizik od
recidiva kod danskih pacijenata [96]. Kod ruskih pacijenata, polimorfne varijante vise
gena imunoloskog odgovora, poput onih koje kodiraju CCR5, IFNAR1, TGFB1, DRB1
i CTLA-4, istraZzene su u utjecaju na ucinkovitost lijeCenja IFN-B. Prisutnost alela
CCRb5-A32 samostalno ili u kombinaciji sa specificnim alelima drugih gena (kao $to su
CCR5-A32 + IFNAR1 G + IFNB1 T/T ili CCR5-A32 + IFNAR1 G + IFNG T) bila je
povezana s boljom efikasnoScu lije€enja IFN-3. lako nije uo€ena znacajna povezanost
izmedu pojedinacnog alela/genotipa CTLA4 +49 A/G i odgovora na terapiju, uoCena je
zanimljiva interakcija. Tako je kombinacija genotipa CCR5 wt/wt s alelom CTLA4 +49G
povecala znaCajnost povezanosti s izostankom odgovora na lije¢enje IFN-B (p = 0,002)

za 12,9 puta u usporedbi s pojedinacnim nepovoljnim genotipom CCRS wt/wt [97].

GenetiCke analize obuhvatile su razliCite gene i genske varijante TRAIL/TRAIL
receptorskog sustava obzirom da su TRAIL receptori i njihovi ligandi povezani s
imunoloSkim odgovorom i autoimunosnim poremecajima pa i MS-om. Istrazivanje
genske ekspresije ukazalo na ulogu TRAIL sustava u mehanizmu djelovanja IFN- u

MS-u [85], a dosad je samo u Spanjolskih bolesnika s RRMS-om provedena studija
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TNFRSF10A gena u odgovoru na IMT na reprenzetativnom broju uzoraka [86,108].
Polimorfizam rs20576 (CC genotip) identificiran je kao moguéi prediktor pozitivhog
odgovora na terapiju IFN-f3 s obzirom da se ovaj genotip pokazao povezanim s ve¢om
vjerojatnoScu odrzavanja stabilnog EDSS-a tijekom dvije godine lijeCenja IFN-B (p =
0,025) [108]. S druge strane, studija iz 2020 godine provedena na malom broju, ukupno
73, iranskih MS bolesnika nije utvrdila razliku u frekvenciji genotipova i alela izmedu
skupina MS bolesnika niti povezanost TNFRSF10A rs20576 s odgovorom na terapiju
IFN-B [75].

Dostupne DMT za MS djeluju na razliCite komponente imunoloSkog sustava s
ciliem kontrole upale i usporavanja progresije bolesti. IMT prve linije, IFN-B i GA, djeluju
modulacijom stani¢nog odgovora limfocita T i smanjenjem upalnih citokina. lako su
dostupni novi visokoucinkoviti lijekovi, IFN-B nalazi svoje mjesto u lijeCenju CIS-a,
manje aktivnih oblika MS posebice kod Zena koje planiraju trudnoéu te kao

deeskalacijska terapija odrzavanja nakon primjene monoklonskih protutijela [32].

Stoga je i dalje od interesa ispitati geneticke varijante koje mogu utjecati na
odgovor na terapiju IFN-f kako bi se identificirali biljezi efikasne terapije u MS-u. Nasa
ranija istrazivanja polimorfizama CCR5-A32 i CTLA4 +49 nisu pokazala utjecaj u
podloznosti za MS ili na njezine kliniCke manifestacije [109,110], a potencijalni utjecaj

ovih polimorfizama na ucinkovitost IMT do sada nismo istrazivali.

Literaturni podaci o utjecaju CCR5, CTLA4 i TNFRSF10A polimorfizama u
odgovoru na terapiju IFN-B ostaju rijetki, ¢esto nekonzistentni te nisu ispitivani u
kombinacijama obuhvacenim ovim istrazivanjem. Takoder, dosadas$nji rezultati nisu
stratificirani s obzirom na spol, a terapijski odgovor u MS-u razli€it je izmedu
muskaraca i Zena. Navedeno ukazuje na potrebu za daljnjim istraZivanjem povezanosti

odabranih polimorfizama s odgovorom na terapiju koja modificira tijek bolesti.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

FarmakogenetiCka istraZivanja pokazala su da je odgovor na IMT slozen
poligenski mehanizam. GWAS studije identificirale su preko 200 MS rizicnih lokusa, a
viSe od pola locirano je u genima koji reguliraju imunolosku funkciju, no nisu utvrdene

pouzdane genske varijante klju¢ne za terapijski odgovor.

Stoga je hipoteza istrazivanja da pojedini geni imunoloskog odgovora, uz gene

Ciji produkti sudjeluju u metabolizmu lijekova, mogu utjecati na nacin djelovanja IFN-(3.

Buduci da je MS slozena poligenska bolest te da je IFN-3 plejotropan agens, opdéi
je cilj istrazivanja utvrditi aditivni i epistatski u€inak odabranih polimorfizama CCRS,
CTLA4 i TNFRSF10A gena autoimunosnog odgovora radi identificiranja bolesnika s
genetickom pozadinom kod kojih je terapija IFN-B djelotvorna. Povrh toga, zbog
razliCitog terapijskog odgovora izmedu muskaraca i Zzena s MS-om, analizirat ¢e se
klinicki odgovor ovisno o spolu bolesnika.

Specifini ciljevi istrazivanja:

1. provesti molekularno-genetiCku analizu varijanti gena CCRS (rs333), CTLA4
(rs231775, rs3087243) i TNFRSF10A (rs20576) koje potencijalno utjeCu na razlicit
kliniCki odgovor u MS bolesnika lije€enih IFN-3

2. odrediti distribuciju genotipova i alela polimorfizama CCRS5 (rs333), CTLA4
(rs231775, rs3087243) i TNFRSF10A (rs20576) u MS bolesnika

3. usporediti uCestalost genotipova i alela polimorfizama CCRS5 (rs333), CTLA4
(rs231775, rs3087243) i TNFRSF10A (rs20576), pojedinac¢no i u kombinacijama,
izmedu bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-B i onih bez odgovora na
terapiju

4. utvrditi povezanost genotipova i alela polimorfizama CCRS (rs333), CTLA4
(rs231775, rs3087243) i TNFRSF10A (rs20576), pojedinacno i u kombinacijama,
s odgovorom na terapiju IFN- ovisno o spolu

5. procijeniti utjecaj polimorfizama CCR5 (rs333), CTLA4 (rs231775, rs3087243) i
TNFRSF10A (rs20576) u odgovoru na lije€enje IFN-B s obzirom na tijek bolesti

uzevsi u obzir dob nastupa bolesti te stopu relapsa i EDSS prije poCetka terapije.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Vrsta istrazivanja, ispitanici i prikupljanje materijala

Provedeno istrazivanje je retrospektivno i ukljuCuje osobe oboljele od MS-a
lijeCene IFN-B kako bi se utvrdio potencijalni u€inak odredenih genskih varijanti na
terapijski odgovor. Svi bolesnici prikuplijeni su u okviru prethodnih znanstveno-
istraZivackih projekata ,Geneticka analiza multiple skleroze® (br. 062-1962766-0470),
prihvacenog 2007. godine i financiranog od Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta
Republike Hrvatske, potom projekta ,Genetska analiza multiple skleroze“ (Projekt
2014-2018. UNIRI: 13.06.1.1.10) kao i tijekom bilateralnih projekata hrvatsko-
slovenske suradnje koji su se viSekratno odvijali od 2006-2013. godine pod naslovima
“‘Genetski Cimbenici u multiploj sklerozi“ i ,Farmakogenetika imunomodulacijske
terapije u multiploj sklerozi i utjecaj genskih polimorfizama pojedinih metaboliCkih
puteva“.

Stoga su u istrazivanju koristeni uzorci genomske DNA bolesnika iz genske baze
MS registra Zavoda za biologiju i medicinsku genetiku, Medicinskog fakulteta u Rijeci
i Klini¢kog instituta za genomsku medicinu, UMC u Ljubljani. DNA je izolirana iz stanica
limfocita periferne krvi prema standardnom protokolu proizvodacda (Qiagen
FlexiGene® DNA Kit (250), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka i QlAamp® DNA Mini Kit
(50), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka) te je pohranjena na -20°C u Tris-EDTA puferu
na Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku, Medicinskog fakulteta, SveuciliSta u

Svi bolesnici s klini¢ki sigurnom MS prema McDonaldovim kriterijima klinicki su
obradeni sukladno EDMUS (European Database for Multiple Sclerosis) protokolu.
Stupnjevi invalidnosti izrazeni su EDSS-om. Trajanje bolesti odredeno je kao razdoblje
(u godinama) izmedu pocetnog nastupa bolesti do zadnjeg klinickog pregleda, a indeks
progresije (Pl) kao odnos EDSS-a i trajanja bolesti, izraCunat ukoliko bolest traje barem
5 godina. U trenutku uvodenja terapije IFN-B svi su bolesnici imali RRMS tijek bolesti.
Isklju€ni kriterij istraZivanja bio je primarno-progresivan (PP) tijek bolesti s obzirom da
terapija IFN-B nema ucinka u ovih MS bolesnika. Epidemiolo$ki i klini¢ki podaci
dobiveni su iz strukturiranih upitnika, koji su nakon razgovora s bolesnicima popunjeni
prilikom prikupljanja uzoraka krvi za izolaciju DNA ili naknadno prilikom klini¢kog

praéenja bolesnika.
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KliniCki kriteriji za odgovor na IFN-B terapiju primijenjeni su nakon dvije godine
lije€enja. Bolesnici s RRMS podijeljeni su u dvije skupine: bolesnici s pozitivnim
odgovorom na terapiju IFN-B (engl. Responders — Rs), kod kojih nije bilo recidiva i
napredovanja bolesti prema EDSS-u i bolesnici bez odgovora na terapiju IFN- (engl.
non-responders — NRs), koji su imali jedan ili viSe relapsa i /ili povecanje EDSS-a od
najmanje 1 bod nakon 6 mjeseci tijekom razdoblja pracenja.

U istrazivanije je prvotno uklju¢eno 304 MS bolesnika (234 zena i 70 muSkaraca)
na terapiji s IFN-3, od ¢ega je Rs skupinu Cinilo 173 bolesnika (133 Zena i 40 muskarca)
s pozitivnim odgovorom na terapiju, dok su drugu NRs skupinu €inila 122 bolesnika
(97 Zena i 25 muskarca) bez odgovora na terapiju. Prema kriterijima za Rs i NRs za
devet bolesnika nismo imali odgovarajuce podatke prema kojima bismo ih sa
sigurnoS¢u uvrstili u jednu od navedenih skupina te je molekularno-geneticka analiza
provedena za ukupno 295 osoba oboljelih od MS-a Cije su kliniCke i demografske

karakteristike prikazane u tablici 1.

Tablica 1. Klinicke i demografske karakteristike MS bolesnika (N=295)

Ukupno Rst NRs?
Zene/muskarci 3,5:1 3,3:1 3,8:1
Dob? 39,2 + 8,9 (20 — 65) 39,1+8,6 (20 — 63) 39,319,3 (23 — 65)
Dob nastupabolestiy 28,1+7,8 (16 —54) 28,9+ 7,6 (16 —54) 27,2+ 8,2 (16 — 48)
Trajanje bolesti® 10,4 +6,9 (2 - 36) 9,6 £ 6,4 (2-33) 11,6+ 7,5(2-36)
EDSS prije IFN-B° 2,8+1,5(0,5-7,5) 28+1,6(05-7) 29+1,4(1-7,5)
PIP 0,36+0,26 (0,06 —1,25) | 0,32 +0,22 (0,06 —-1,2) | 0,38 £ 0,25 (0,08-1,25)
MSSS¢ 3,79+2,37 (0,16 - 9,83) | 3,31+2,29(0,17-9,46) | 4,48 + 2,31 (0,16 — 9,83)
1 bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-B  2bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-
asrednja vrijednost (godine) = SD besrednja vrijednost + SD

3.2. Metode

3.2.1. Molekularno-geneticka analiza

Cjelokupna genska analiza uzoraka MS bolesnika provedena je na Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Rijeci, na Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku uklju€ujuci
pripremu uzoraka, lan€anu reakciju polimerazom (engl. Poymerase chain reaction —
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PCR) i PCR - polimorfizam duljine restrikcijskin fragmenata (engl. Restriction
fragment lenght polymorphism — RFLP) te dijelom na Zavodu za anatomiju gdje je
proveden lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time PCR ).
DNA je izolirana iz stanica limfocita periferne krvi prema standardnom protokolu
proizvodaca (Qiagen FlexiGene® DNA Kit (250), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka i
QlIAamp® DNA Mini Kit (50), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka) te je pohranjena na -
20°C u Tris-EDTA puferu na Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku, Medicinskog
fakulteta, SveuciliSta u Rijeci i KliniCkom institutu za genomsku medicinu, UMC u
Ljubljani.

Koncentraciju i Cisto¢u izolirane genomske DNA provjerili smo mjerenjem
spektrofotometrom (Thermo Scientific BioMate 3, Thermo Electron Scientific
Instrument Corporation, Madison, SAD) kako bi kvalitetom zadovoljila provodenje
PCR-ova te radi izraduna koli¢ine uzorka potrebnog za Real-time PCR. Cisto¢a
izolirane DNA bila je omjer apsorbancije A260/A280 u rasponu od 1,7 do 1,9 (za 98%

uzoraka), dok se koncentracija kretala izmedu 150 i 350 pg/ml.

3.2.1.1. Analiza polimorfizma A32 CCR5 gena

Prisutnost polimorfizma A32 CCRS gena (rs333) utvrdena je PCR metodom.
UmnoZavanje ciljnog fragmenta DNA molekule odvijalo se u volumenu od 15 pl u
termociklerima (Mastercycle personal, Eppendorf, Hamburg, Germany). Uzorci su
analizirani u serijama od po 20 — 40 uzoraka uz negativnu kontrolu (bez DNA uzorka),
pozitivnhu kontrolu (uzorak DNA heterozigota) i DNA marker (50bp).

Uvjeti i poCetnice za PCR dati su u tablicama: slijed pocetnih oligonukleotida za
analizu A32 CCRS5 i temperatura spajanja (Ts) pocetnih oligonukleotida (tablica 2),

sadrzaj reakcijske smjese (tablica 3) te program PCR-a (tablica 4):
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Tablica 2. Sekvenca pocetnih oligonukleotida i temperatura njihovog spajanja (Ts) za

analizu CCR5-A32 polimorfizma

Pocetnice Sekvenca pocetnih oligonukleotida (5'- 3") Ts(°C)
CCR5-F 5" CAA AAA GAA GGT CTT CAT TAC ACC 3’ 59,0
CCR5-R 5 CCTGTGCCTCTTCTT CTCATT TCG 3’ 59,0

Tablica 3. PCR reakcijska smjesa za CCR5-A32 polimorfizam u konaénom volumenu

od 15 pl

Volumen (ul)

Konaéna

za 1l uzorak koncentracija
10x PCR pufer 1,50 1x PCR pufer
25 mM MgCl, 0,90 1mM
10 mM dNTP 0,30 0,05 mM
10x primer CCR5- F 0,75 0,2 uM
10x primer CCR5- R 0,75 0,2 uM
bidestilirana voda 10,15
Taq polimeraza 0,15 15U
DNA 0,50

Tablica 4. Program PCR — temperaturni ciklusi, CCR5-A32 polimorfizam

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1.1 94 °C 1 min

1.2 55°C 1 min 5 x

1.3 72°C 1 min

2.1 94 °C 30s

2.2 60 °C 30s 35 x

2.3 72°C 45 s

Amplificirani PCR produkti analizirani su gel-elektroforezom u trajanju od 45 min
pri 85V na 3% agaroznom gelu u koji je prethodno dodano 0,1 mg/ml etidijevog
bromida (2,5l etidijevog bromida u 50 ml otopine gela). Po 10 ml PCR produkta i 1 ml

brom-fenol modrila (engl. bromophenol blue - BPB) nanoseno je u jazice na gelu. PCR
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produkti vizualizirani su pomocu transiluminatora Uvidoc HD6 (Uvitec, Cambridge,
UK), pod UV lampom. Veli¢ina PCR produkta utvrdena je primjenom DNA standarda
(50 bp DNA ladder).

U prisustvu polimorfizma A32 CCR5 gena dolazi do delecije 32 bp u CCR5 genu
za kemokinski receptor. Ovisno o migraciji PCR produkata na gelu razlikuju se
homozigoti divljeg tipa, heterozigoti i homozigoti za ovu polimorfnu varijantu s tri
moguca genotipa: wt/wt, wt/A32 i A32/A32. U tablici 5. prikazana je oCekivana veli€ina

PCR produkata za sva tri genotipa.

Tablica 5. Veli¢ina PCR produkata pri utvrdivanju CCR5-A32 genotipova

Genotip PCR produkt (bp)
wt/wt* 137

wt/A32 105, 137
A32/A32 105

*Wt — divlji tip (engl — wild type)

3.2.1.2. Analiza polimorfizama CTLA4 gena

Za utvrdivanje genskih polimorfizama CTLA4 +49A/G (rs231775) i CT60A/G
(rs3087243) koristena je metoda PCR- RFLP, koja nakon PCR reakcije ukljuCuje i
restrikciju s odgovaraju¢im enzimima (BstE |l enzim za +49A/G polimorfizam i HpyCH4
IV enzim za CT60A/G polimorfizam). Uvjeti PCR-RFLP reakcije navedeni su u
tablicama: slijed pocetnih oligonukleotida za analizu A32 CCR5 i temperatura spajanja
(Ts) pocCetnih oligonukleotida (tablica 6), sadrzaj reakcijske smjese (tablica 7) te
program PCR-a (tablica 8). Umnnazanje ciljnih fragmenata DNA molekule odvijalo se
u volumenu od 10 pul u termociklerima (Mastercycle personal, Eppendorf, Hamburg,
Germany). Produkti PCR reakcije, kao i restrikcijski fragmenti nakon restrikcije,
odvojeni su tehnikom agarozne gel-elektroforeze. Uzorci su analizirani u serijama od
po 20 — 40 uzoraka uz negativnu kontrolu (bez DNA uzorka), pozitivhu kontrolu (uzorak
DNA heterozigota) i DNA marker (50bp).
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Tablica 6. Sekvenca pocetnih oligonukleotida i temperatura njihovog spajanja (Ts) za
analizu +49A/G i CT60 polimorfizama CTLA4 gena

Pocetnice Sekvenca pocetnih oligonukleotida (5°- 3") Ts (°C)
CTLA4 +49 - F 5" AAGGCTCAGCTGAACCTGGT3 54,0
CTLA4 +49 - R 5 CTGCTGAAACAAATGAAACCCS 54,0
CTLA4 CT60 - F 5 GAGGTGAAGAACCTGTGTGGTS’ 56,0
CTLA4 CT60 - R 5 ATAATGCTTCATGAGTCAGCT3 56,0

Tablica 7. PCR reakcijska smjesa za polimorfizme +49A/G i CT60 CTLA4 gena u

kona¢nom volumenu od 10 pl

CTLA4 +49A/G CTLA4 CT60
Kolicina (ul) Koliéina (ul)
za 1 uzorak za 1 uzorak
10 x PCR pufer 1,0 1,0
50 mM MgCl 0,3 0,3
10 mM dNTP 0,2 0,2
10 x primer CTLA4 +49-F 0,5 -
10 x primer CTLA4 +49-R 0,5 -
10 x primer CTLA4 CT60-F - 0,33
10 x primer CTLA4 CT60-R - 0,33
bidestilirana voda 7,2 7,04
Taqg polimeraza 0,1 0,1
DNA 0,7 0,7

Tablica 8. PCR — temperaturni ciklusi, CTLA4 +49A/G i CT60 polimorfizmi

CTLA4 +49A/G CTLA4 CT60

Korak Temperatura | Vrijeme .Broj Temperatura | Vrijeme .Broj
ciklusa ciklusa
A. 94°C 3 min 1x 94°C .

5 min. 1x

B.1. 94°C 40 s 94°C 30 sec.
B.2. 58°C 40 s 32 x 56°C 30 sec. 30 x

B.3. 72°C 40s 72°C 30 sec.
C. 72°C 3 min 1x 72°C 5 min 1x
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PCR produkti se provjeravaju elektroforezom u trajanju od 20 min pri 85V na 1,0%
agaroznom gelu otoplienom u 0,5xTAE puferu. U gel se dodaje 0,1 mg/ml etidijevog
bromida (2,5 pl etidijevog u 50 ml otopine gela). Elektroforeza traje 25 minuta pri 80V.
Vizualizacija se vrsi se transiluminatorom Uvidoc HD6 (Uvitec, Cambridge, UK) pod
UV-lampom.

Nakon umnazanja i provjere cilinog DNA fragmenta napravljena je restrikcija

preko noci (16-18 h) na 37 °C u vodenoj kupelji prema uvjetima navedenim u tablici 9.

Tablica 9. Restrikcijska smjesa za analizu +49A/G i CT60 polimorfizama CTLA4 gena

CTLA4 +49A/G CTLA4 CT60
Koli¢ina za 1 uzorak Koli¢ina za 1 uzorak
PCR produkt 5 ul 5l
10 x pufer 1 ul SB 10X 1 ul NE CutSmart 10X
enzim 0,2 ul BstE Il 0,2 ul HpyCH4lv
bidestilirana voda 3,8 ul 3,8 ul

Restrikcijski fragmenti (5 pl produkta + 1 pl boje BPB) razdvojeni su
elektroforezom (60 min pri 85 V) na 3% agaroznom gelu uz dodatak 2,5 pl etidium
bromida (10mg/ml). Ovisno o migraciji restrikcijskih fragmenata na gelu razlikovali su

se homozigoti A/A, heterozigoti A/G i homozigoti G/G genotipa (tablice 10 i 11).

Tablica 10. Velicéina PCR produkta i veli€ina restrikcijskih fragmenata za pojedini

genotip pri analizi +49A/G polimorfizma CTLA4 gena

Genotip PCR produkt (bp) | Restrikcijski fragment (bp)
CTLA4 +49 A/A 152 152
CTLA4 +49 AIG 152 152 132 20
CTLA4 +49 G/G 152 132 20

Tablica 11. Veli€¢ina PCR produkta i veli€ina restrikcijskin fragmenata za pojedini

genotip pri analizi CT60 polimorfizma CTLA4 gena

Genotip PCR produkt (bp)| Restrikcijski fragment (bp)
CTLA4 CT60 A/A 178 178
CTLA4 CT60 A/G 178 178 107 71
CTLA4 CT60 G/G 178 107 71
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3.2.1.3. Analiza polimorfizma TNFRSF10A gena

Za analizu polimorfizma rs20576 TNFRSF10A gena koristen je Real-time PCR s
TagMan predizajniranim esejem za genotipizaciju SNP-a: C__ 12102849 10 (Tablica
12) na uredaju StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, DE, SAD) te softver za analizu diskriminacije alela dostupan uz uredaj.

Tablica 12. Opis TagMan Assay C_ 12102849 10 za rs20576 polimorfizam
TNFRSF10A gena

. Aleli DNA sekvenca
TagMan Assay ID | Gen (SNP) Pozicija [VIC/EAM] konteksta
TNFRSF10A | Chr.8:23200707 TGTACCTGATTCTTTGTGG
C_ 12102849 10 GIT ACACAC[G/T]ICGATGTCACT
— - (rs20576) (GRCh38) CCAGGGCGTACAATC

Prije postupka Real-time PCR-a odredena je koncentracija uzoraka izolirane
DNA. Koncentracija je odredivana spektrofotometrom (Thermo Scientific BioMate 3,
Thermo Electron Scientific Instrument Corporation, Madison, SAD) nakon ¢ega je za
svaki uzorak DNA pripremljeno razrjedenje konacne koncentracije 10 ug u 10 mL
pomocu formule c1V1=c2V2. Reakcijska smjesa i uvjeti Real-time PCR-a navedeni su

u tablicama 13 i 14.

Tablica 13. Reakcijska smjesa za Real-time PCR (konacni volumen 9 L)

Sadrzaj reakcijske smjese Volumen (pL)
2x KAPA HRM FAST Master Mix 4,250
TagMan SNP Genotyping Assays, 0.955
rs20576 ’
Bidestilirana voda 3,995
DNA 0,500

Pripremljena reakcijska smjesa u kojoj se nalazi Master Mix, SNP Genotyping
Assays i bidestilirana voda rastoCena je u volumene od po 8,5 uL u koje su dodani
pojedinacni uzorci DNA (0,5 yL) nakon Cega slijedi vorteksiranje (1000 okretaja u

minuti). Reakcijska smjesa rasporedena je na plo¢u s 96 jaZica, uzorci su radeni u
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duplikatu, kao i negativna kontrola. Slijedi Real-time PCR reakcija prema uvjetima

navedenim u tablici 9.

Tablica 14. Real-time PCR temperaturni ciklusi

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (mm:ss) | Broj ciklusa
Enzimska aktivacija 95 03:00 1
Denaturacija 95 00:03
Hibridizacija/elongacija 60 00:40 0

Real-time PCR reakcije interpretirana je pomocu StepOnePlus™ softvera,
varijanta 2.3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, SAD)
gdje su Rn vrijednosti dobivene temeljem fluorescentnih signala svake jazice Sto
odreduje alele za svaki pojedini uzorak. Na Slici 1 prikazan je primjer rezultata alelne
diskriminacije, gdje su vrijednosti za Alel 1 (VIC boja) usporedene s vrijednostima za
Alel 2 (FAM boja). Svaka jazica na ploCi s 96 mjesta za uzorake prikazana je kao
pojedinacna toCka na slici s pripadaju¢im vrijednostima fluorescencije za obje boje
(VIC i FAM).

Allelic Discrimination Plot

¥

“
o

s
[ ]

»Homozygous S/G - Homozygous T/T
@ Heterozygous G/ Undeterminect

Slika 1. Alelna diskriminacija postupkom Real-time PCR s vrijednosti Alela 1 (VIC boja)
i Alela 2 (FAM boja)
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3.3. Eticki aspekti istrazivanja

Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je u okviru projekta ,Farmakogenetika
multiple skleroze: odgovor na imunomodulacijsku terapiju® (uniri-biomed-18-137)
financiranog od strane SveuciliSta u Rijeci. Uzorci genomske DNA za istrazivanje
prikupljeni su retrospektivno iz genske baze MS registra Zavoda za biologiju i
medicinsku genetiku, Medicinskog fakulteta u Rijeci i Klini¢kog instituta za genomsku
medicinu, UMC u Ljubljani. KoriSteni su isklju¢ivo DNA uzorci MS bolesnika lijeCenih
IFN-B prikupljeni u sklopu prethodnih znanstveno-istrazivackih projekata genetskih
istrazivanja MS koji se nalaze pohranjeni u navedenim genskim DNA bazama.

Studija je provedena u skladu s eti¢kim smjernicama koje su osigurale pravilno
provodenje istraZivanja i sigurnost ispitanika. lIstrazivanjem je tako osigurano
postivanje temeljnih etiCkih i bioetickih principa, autonomnosti, pravednosti,
dobrocinstva i neskodljivosti, u skladu s Nurnberskim kodeksom i najnovijom revizijom
HelsinSke deklaracije. Medicinski podaci i humani materijal prikupljeni su u skladu s
etiCkim i bioetiCkim principima, pri Eemu je osigurana privatnost ispitanika uklju¢enih u
istrazivanje i zastita tajnosti podataka koriStenjem Sifriranih uzoraka iz navedenih baza.
Svi su ispitanici bili upoznati sa svrhom i metodologijom samog istrazivanja, dobili su
informacijski obrazac i tek nakon detaljnog objasnjenja i odgovora na eventualna
pitanja potpisali su informativni pristanak za sudjelovanje u istrazivanju gena kandidata
ukljuCenih u etiopatogenezu i odgovor na terapiju MS-a. IstraZzivanje genetickih
Cimbenika u MS-u dobilo je etiCko odobrenje u vrijeme projekata tijekom kojih su
prikupljeni MS bolesnici, a ovo istrazivanje odgovora na imunomodulacijsku terapiju
IFN-B odobrilo je Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Rijeci (2170-24-04-3/1-
22-4).

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka napravljena je u raCunalnim programima Statistica
za Windows, verzija 14.1.0.8 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD) i MedCalc za Windows,
verzija 14.12.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium). Za analizu Kklinickih
pokazatelja koriStena je deskriptivna statistika (srednje vrijednosti, standardne

devijacije), a usporedba normalno rasporedenih varijabli izmedu skupina testirana je t-
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testom/analizom varijance. U daljnoj statistiCkoj analizi koristeni su Fisherov egzaktni
test i chi-kvadrat (x2) test za usporedbu ucestalosti genotipova/alela kao i kombinacija
polimorfizama svih gena izmedu skupina te za provjeru odstupanja od Hardy-
Weinbergove ravnoteze. Za analizu genetiCke povezanosti koriSteni su omjeri izgleda
(engl. odds ratio — OR) i pripadajuci 95%-tni intervali pouzdanosti (engl. confidence
intervals — Cl). Hardy—Weinbergova ravnoteza je procijenjena pomoc¢u Simple Hardy-
Weinberg Calculator-Court Lab (Washington State University of Veterinary Medicine,
Pullman, WA, USA). Geneticki modeli definirani su na sljedeci na€in: kodominantni
(MM vs. Mm vs. mm), dominantni (MM vs. Mm + mm), recesivni (mm vs. Mm + MM) i
overdominantni (MM + mm vs. Mm), gdje M predstavlja major alel, a m predstavlja
minor alel. Kako bi se procijenio neovisni, ali i aditivni/epistatski u€inak polimorfizama
analiziranih gena na terapijski odgovor, provedena je multipla regresijska analiza koja
je ukljucila sljedece varijable: polimorfizme, dob nastupa bolesti, stope relapsa i
vrijednosti EDSS-a prije poCetka primjene terapije IFN-B. Parcijalni koeficijenti
korelacije izraCunati su radi testiranja korelacija izmedu pojedinih alela/genotipova i
vrste terapijskog odgovora, pri Cemu su kontrolirani dob nastupa bolesti, stope relapsa
i vrijednosti EDSS-a prije lijeCenja IFN-B. StatisticCka znacajnost postavljena je na

razinu 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Kilinicke karakteristike bolesnika i odgovor na terapiju IFN-B

Od 295 bolesnika s MS-om ukljuCenih u molekularno-geneticku analizu ove
studije, 173 (58,6%) bolesnika klasificirano je s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-
B, a 122 (41,4%) bolesnika su bez odgovora na terapiju IFN-B. Klinicke karakteristike
bolesnika sazete su u tablici 15. UoCen je trend prema kasnijoj pojavi bolesti i nizoj
stopi relapsa kod bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN- nego kod onih
bez odgovora na terapiju (p = 0,083 odnosno p = 0,051). Srednja vrijednost EDSS-a
na pocetku nije se znacCajno razlikovala izmedu skupina s pozitivnim odgovorom na
terapiju i onih bez odgovora na terapiju IFN- (p = 0,623), ali su osobe bez odgovora
na terapiju imale tezu MS u krajnjoj tocki ispitivanja (EDSS = 3,9 £ 1,6) nego osobe s
pozitivnim odgovorom na terapiju (EDSS = 2,5 + 1,6; p = 0,0001) (slika 4).

Tablica 15. KliniCke karakteristike svih MS bolesnika (N=295) prema odgovoru na

lije€enje IFN-B

MS bolesnici ukupno (N=295)

Klini¢ki podaci Rs? (N=173) NRsP (N=122) p

Dob nastupa bolesti® 28,9+7,6 27,248,2 0,083

Broj relapse u prethodne 1,7+1,1 (1-7) 2,0+1,2 (1-6) 0,051

dvije godine

EDSS prije poéetka terapije® 2,841,6 (0,5-7) 2,911,5 (1-7,5) 0,623
> -

EDSS nakon 2 2 godina od 2,5+1,6 (1-6,5) 3,9+1,7 (1-75) | 0,0001

pocetka terapije
aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-

¢srednja vrijednost (godine) + SD; dsrednja vrijednost + SD

Kada su oboljeli od MS-a stratificirani prema spolu, trendovi uo€eni u ukupnom
uzorku (prema kasnijoj pojavi bolesti i nizoj stopi relapsa kod bolesnika s pozitivhim
odgovorom na terapiju IFN-B nego kod onih bez odgovora na terapiju) (p = 0,098 i p =
0,074) te tezi MS u krajnjoj toCki ispitivanja (EDSS = 4,0 vs. 2,7; p = 0,0001) bili su

prvenstveno vidljivi kod bolesnica (slika 2), ali nije primije¢ena znacajna razlika u
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kliniCkim karakteristikama izmedu muskih bolesnika koji su pozitivho odgovorili i onih

koji nisu odgovaorili na terapiju IFN-3 (tablica 16).

Tablica 16. Klinicke karakteristike osoba oboljelih od MS-a (N=295) prema spolu i

odgovor na terapiju IFN-3

MS muskarci (N=65)

MS Zene (N=230)

Kliniéki podaci Rs® NRs® p Rs” NRs” p
(N=40) | (N=25) (N=133) | (N=97)

Dob nastupa bolestic | 29,246,9 | 28.4+7.6 | 0,662 | 28,8t7.8 | 26,983 | 0,098

Broj relapse u

protekle dvije 1’(?_-’;)’0 1’(%1)’1 0,559 1’%;)’2 2’(11%’;)’2 0,074

godined

EDSS prije podetka | 27416 | 2122 28416 | 3,0%13

terapijed (1-65) | (1-75) |%3®| (057 | (1-55 | %34

EDSS nakon 22 god. | 2,0¢10 | 3128 2717 | 4.0%15

od podetka terapijed |  (1-4) (1-7.5) | 9190 0565 | (1-7y | 90001

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3
¢srednja vrijednost (godine) = SD;

dsrednja vrijednost + SD

Znacajno nize vrijednosti EDSS-a (p=0,0001) u svih MS bolesnika i MS bolesnica s

pozitivnim odgovorom na terapiju naspram onih bez odgovora na terapiju IFN-

prikazuje slika 2.
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Odgovor na terapiju INFb: 1-NRs, 2-Rs

Slika 2. EDSS nakon =2 godina od pocetka terapije prema odgovoru na lijeCenje IFN-
B u: a) svih MS bolesnika (za Rs - 2,5£1,6, za NRs - 3,911,7); b) Zena oboljelih od MS

(zaRs - 2,7+1,7, za NRs — 4,0£1,5)
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4.2. Utjecaj CCR5 gena u odgovoru na terapiju IFN-

Ocekivanu prevalenciju homozigota i heterozigota za polimorfizam CCR5-A32 (rs333)
izracunali smo pomoc¢u Hardy-Weinbergove jednadzbe: (p+q)? = p? + 2pg + g2 (p -
frekvencija major alela; q - frekvencija minor alela). Nismo utvrdili odstupanje molekularno-
genetiCkom analizom utvrdene distribucije genotipova od izraCunate distribucije genotipova
(p=0,843 za Rs i p=0,568 za NRs) $to potvrduje da su ispitivane skupine bolesnika u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi.

Tablica 17 prikazuje distribuciju ucCestalosti CCR5-A32 genotipova i alela, a
usporedbom ucestalosti CCR5-A32 genotipova i alela izmedu skupina nisu utvrdene

statistiCki znacajne razlike (p>0,05).

Tablica 17. UCestalost genotipova i alela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena u svih
MS bolesnika (N=295) prema odgovoru na lijeCenje IFN-3

MS bolesnici ukupno (N=295)

. Rs? NRsP .
Genotip / alel (N=173) (%) (N=122) (%) p OR (95% CI)
CCR5°-A32
wtwt* 150 (86,7) 110 (90,2) 0,71 (0,34 - 1,49)
wtA32 22 (12,7) 12 (9,8) 0,517 | 1,34(0,63-2,81)
A32A32 1(0,6) 0 (0,0) -

Wit 93,1 95,1 0,69 (0,34 - 1,42)
0,313
A32 6,9 4,9 1,44 (0,71 — 2,94)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Tablica 18 prikazuje analizu povezanosti genetickih modela (kodominantni - wtwt
vs. WtA32 vs. A32 A32, dominantni - wtA32 + A32A32 vs. wtwt, recesivni - A32A32 vs.
wtA32 + wtwt i overdominantni - wtA32 vs. wiwt + A32A32) s odgovorom na terapiju

IFN-B u MS bolesnika pri ¢emu nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike (p>0,05).
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Tablica 18. Povezanost genetickin modela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena s

odgovorom na lije€enje IFN-B u svih MS bolesnika (N=295)

MS bolesnici ukupno (N=295)

wiwt + A32A32

Rs? NRsP .

(N=173) (%) (N=122) (%) P | ORE%CH
Genetiéki model CCR59-A32
Kodominantni
wiwt* vs. wtA32 | 150 (86,7) : 22 (12,7) 110 (90,2) : 12 (9,8) | 0,436 | 0,74 (0,35 — 1,56)
witwt vs. A32A32 | 150 (86,7):1(0,6) | 110 (90,2): 0 (0,0) | - i
WtA32 vs. A32A32| 22 (12,7):1(0,6) | 12(9.8):0(0,0) | - i
Dominantni
WtA32 + A32A32 _ _
e 23 (13,3) : 150 (86,7) |12 (9,8) : 110 (90,2) | 0,367 | 1,41 (0,67 — 2,95)
Recesivni
A32032 vs. _ _
o 1(0,6): 172 (99,4) |0 (0,0): 122 (100,0)| - i
Overdominantni
WEA32 vs. 22 (12,7): 151 (87,3) 12 (9,8) : 110 (90,2) | 0,447 | 1,35 (0,63 — 2,81)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B
Cl — interval pouzdanosti

¢OR — omjer rizika;

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5;

*wt- engl, wild type, divlji tip

Nakon podjele MS bolesnika prema spolu nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika

(p>0,05) izmedu Rs i NRs bolesnika u frekvencijama alela i genotipova kod

muskaraca, N=65 (tablica 19) i zena, N=230 (tablica 21), niti u u€estalosti genetickih
modela (tablice 20 i 22).
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Tablica 19. UcCestalost genotipova i alela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena u

muskaraca oboljelih od MS-a (N=65) prema odgovoru na lijeCenje IFN-

MS muskarci (N=65)

. Rs? NRsP .
Genotip / alel (N=40) (%) (N=25) (%) p OR (95% CI)
CCR5%-A32
wiwt* 35 (87,5) 23 (92,0) 0,61 (0,11 - 3,41)
wtA32 5(12,5) 2(8,0) 0,488 | 1,64(0,29-9,19)
A32A32 0 (0,0) 0 (0,0) -
wt 93,8 96,0 0,63 (0,12 - 3,35)

0,451
A32 6,2 4,0 1,60 (0,30 - 8,58)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omijer rizika, Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Tablica 20. Povezanost genetickin modela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena s

odgovorom na lijeCenje IFN-B u muskaraca oboljelih od MS-a (N=65)

MS muskarci (N=65)

Rs? NRsP

(N=40) (%) (N=25) (%) p OR (95% CI)°®

Genetic¢ki model CCR59-A32

Kodominantni

wtwt* vs. wtA32 | 35 (87,5): 5 (12,5) | 23(92,0):2(8,0) | 0,572 | 0,61 (0,11 — 3,40)

wtwt vs. A32A32 | 35(87,5):0(0,0) | 23(92,0):0(0,0) - -

wtA32 vs. A32A32| 5(12,5):0(0,0) | 2(8,0):0 (0,0) - -

Dominantni

wtA32 + A32A32

Vs, wewt 5(12,5): 35 (87,5) | 2(8,0):23(92,0) | 0,572 | 1,64 (0,29 — 9,19)

Recesivni

A32A32 vs.
wtA32 + wtwt

0 (0,0) : 40 (100,0) | 0 (0,0) : 25 (100,0) - -

Overdominantni
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wtA32 vs.
wiwt + A32A32 5(12,5):35(87,5) | 2(8,0):23(92,0) | 0,572 | 1,64 (0,29 —9,19)
aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B
¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Tablica 21. Ucestalost genotipova i alela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena u Zena

oboljelih od MS-a (N=230) prema odgovoru na lijecenje IFN-3

MS zene (N=230)

. Rs? NRsP .
Genotip / alel (N=133) (%) (N=97) (%) p OR (95% CI)
CCR5Y-A32
wtwt* 115 (86,5) 87 (89,7) 0,73 (0,32 - 1,67)
wtA32 17 (12,8) 10 (10,3) 0,580 | 1,28(0,56 -2,92)
A32A32 1(0,7) 0 -
wt 92,9 94,8 0,71 (0,32 - 1,56)

0,392
A32 7.1 5,2 1,42 (0,64 - 3,12)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-

¢OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Tablica 22. Povezanost genetickih modela A32 polimorfizma (rs333) CCR5 gena s

odgovorom na lije€enje IFN-B u zena oboljelih od MS-a (N=230)

MS zene (N=230)

Rs? NRsP

(N=133) (%) (N=97) (%) p OR (95% CI)°

Geneti¢ki model CCR5¢-A32

Kodominantni

wtwt* vs. wtA32  |115 (86,5) : 17 (12,8)|87 (89,7) : 10 (10,3)| 0,552 | 0,78 (0,34 — 1,78)

wtwt vs. A32A32 | 115(86,5) : 1(0,7) | 87 (89,7):0(0,0) | - -

wtA32 vs. A32A32| 17 (12,8):1(0,7) | 10(10,3):0(0,0) | - -

Dominantni
wtA32 + A32A32 18 (13,5): 115 10 (10,3) : 87 ~
vs. wtwt (86,5) (89,7) 0,461 | 1,36 (0,60 — 3,10)
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Recesivni

A32A32 vs.
wtA32 + wiwt

1(0,7):132(99,2) | 0(0,0):97 (100,0) - -

Overdominantni

wtA32 vs.
wiwt + A32A32 17 (12,8) : 116 (87,2)(10 (10,3) : 87 (89,7)| 0,566 | 1,28 (0,56 — 2,92)
aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B
¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Provedena multipla regresijska analiza nije pokazala znaCajnu povezanost
(p>0,05) izmedu odgovora na terapiju IFN-B i pojedinaénog CCR5-A32 genotipa kod
MS bolesnika, uzevsi pri tome grupe MS bolesnika koji su pozitivnho odgovorili i one
koji nisu odgovorili na terapiju IFN- kao zavisnu varijablu, dok su nezavisne varijable
(prediktori) bile: dob pocetka bolesti, stopa relapsa i EDSS prije poCetka lijeCenja. Osim
toga niti nakon stratifikacije prema spolu dob pocetka bolesti, stopa relapsa i EDSS
prije lije€enja nisu bili povezani s odgovorom na lije€enje u kombinaciji s CCR5-A32

varijantom, niti kod muskaraca niti kod Zena.

4.3. Utjecaj CTLA4 gena u odgovoru na terapiju IFN-3
Oba ispitivana polimorfizma CTLA4 gena, +49 A/G (rs231775) i CT60 A/G

(rs3087243), u nasih skupina MS bolesnika nalaze se u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi (za Rs p=0,138 i p=0,265; za NRs p=0,783 i p=0,557).

4.3.1. CTLA4 +49 A/G polimorfizam (rs231775)
Ucestalost CTLA4 +49 A/G genotipova, alela (tablica 23) i geneti¢kih modela

(tablica 24) u MS bolesnika koji su pozitivno odgovorili i onih koji nisu odgovorili na

terapiju IFN-B nije se statisti¢ki zna¢ajne razlikovala (p>0,05).
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Tablica 23. UCestalost genotipova i alela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena u svih MS bolesnika (N=295) prema odgovoru na lije€enje IFN-3

MS bolesnici ukupno (N=295)

. Rs? NRsP c
Genotip / alel (N=173) (%) (N=122) (%) p OR (95% CI)
CTLA4% +49 AIG
AA 72 (41,6) 40 (32,8) 1,46 (0,90 — 2,37)
AG 72 (41,6) 61 (50,0) 0,273 | 0,71 (0,45-1,14)
GG 29 (16,8) 21 (17,2) 0,97 (0,52 — 1,79)
A 62,2 57,8 1,21 (0,87 — 1,70)

0,256
G 37,8 42,2 0,82 (0,59 - 1,15)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Tablica 24. Povezanost genetickin modela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena s odgovorom na lije€enje IFN-B u svih MS bolesnika (N=295)

Ukupno (N=295)

(N=1F\;§33 (%) (N=T§28)b(%) P | ORES%CI
Geneticki model CTLA4Y +49 A/IG
Kodominantni
AA vs. AG 72 (41,6): 72 (41,6) | 40 (32,8):61(50,0) | 0,109 | 1,52 (0,91 — 2,55)
AA vs. GG 72 (41,6): 29 (16,8) | 40(32,8):21(17,2) | 0,446 | 1,30 (0,66 — 2,58)
AG vs. GG 72 (41,6): 29 (16,8) | 61 (50,0): 21 (17,2) | 0,639 | 0,85 (0,44 — 1,65)

Dominantni

AG + GG vs. AA | 101 (58,4) : 72 (41,6) | 82 (67,2): 40 (32,8) | 0,123 | 0,68 (0,42 — 1,11)

Recesivni

GG vs. AG + AA |29 (16,8) : 144 (83,2) | 21 (17,2) : 101 (82,8) | 0,920 | 0,97 (0,52 — 1,79)

Overdominantni

AG vs. AA + GG | 72 (41,6) : 101 (58,4) | 61 (50,0): 61 (50,0) | 0,154 | 0,71 (0,45 — 1,14)
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aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Nakon podjele MS bolesnika prema spolu, nisu utvrdene statistiCke znacCajnosti
(p>0,05) u distribuciji genotipova i frekvenciji alela CTLA4 +49 A/G (tablica 25) niti u
uCestalosti genetiCkih modela (tablica 26) izmedu muskaraca koji su pozitivho
odgovorili i onih koji nisu odgovorili na terapiju IFN-B. Medutim, statistiCki znacajno
veca prevalencija CTLA4 +49 AA genotipa prisutna je u Zzena s pozitivhim odgovorom
na terapiju IFN-B (42,1%) u odnosu na Zene koje nisu adekvatno odgovorile na terapiju
IFN-B (28,9%, p = 0,039; OR = 1,79; 95%CI = 1,02-3,13) (tablica 27). Takoder,
statisticCku zna€ajnost u skupini MS Zena (tablica 28) pokazuju i CTLA4 +49 A/IG
geneticki modeli: kodominantni AA vs. AG (p = 0,042; OR = 1,85; 95%CI = 1,02-3,36)
i dominantni model AG + GG vs. AA (p = 0,039; OR = 0,56; 95%CI = 0,3 —0,98).

Tablica 25. UCestalost genotipova i alela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena u muskaraca oboljelih od MS-a (N=65) prema odgovoru na lijeCenje IFN-

MS muskarci (N=65)

. Rs? NRsP 0 c
Genotip / alel (N=40) (%) (N=25) (%) p OR (95% CI)
CTLA4% +49 AIG
AA 16 (40,0) 12 (48,0) 0,72 (0,26 — 1,98)
AG 18 (45,0) 11 (44,0) 0,655 | 1,04(0,38 - 2,85)
GG 6 (15,0) 2 (8,0) 2,03 (0,38 -10,95)
A 62,5 68,0 0,71 (0,34 - 1,52)

0,382
G 37,5 32,0 1,40 (0,66 — 2,98)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8
¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
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Tablica 26. Povezanost genetickin modela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena s odgovorom na lije€enje IFN-B u muskaraca oboljelih od MS-a (N=65)

MS muskarci (N=65)

Rs? NRsP c

(N=40) (%) (N=25) (%) P | ORM%CH
Geneti¢ki model CTLA49 +49 A/G
Kodominantni
AA vs. AG 16 (40,0) : 18 (45,0) | 12 (48,0): 11 (44,0) | 0,705 | 0,82 (0,28 — 2,35)
AA vs. GG 16 (40,0) : 6 (15,0) 12 (48,0): 2 (8,0) 0,368 | 0,44 (0,08 — 2,60)
AG vs. GG 18 (45,0) : 6 (15,0) 11 (44,0):2(8,0) | 0,502 | 0,55 (0,09 — 3,19)
Dominantni
AG + GG vs. AA | 24 (60,0): 16 (40,0) | 13 (52,0): 12 (48,0) | 0,526 | 1,38 (0,51 — 3,79)
Recesivni
GGvs.AG+AA | 6(15,0): 34 (85,0) 2(8,0):23(92,0) | 0,415 | 2,03 (0,38-10,95)
Overdominantni
AGvs. AA+GG | 18 (45,0): 22 (55,0) | 11 (44,0): 14 (56,0) | 0,937 | 1,04 (0,38 — 2,85)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Tablica 27. Ulestalost genotipova i alela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena u zena oboljelih od MS-a (N=230) prema odgovoru na lije¢enje IFN-3

MS zene (N=230)

. Rs? NRsP .
Genotip / alel (N=133) (%) (N=97) (%) p OR (95% CI)
CTLA4" +49 A/G
AA 56 (42,1) 28 (28,9) 1,79 (1,02 — 3,13)*
AG 54 (40,6) 50 (51,5) 0,114 | 0,64 (0,38 — 1,09)
GG 23 (17,3) 19 (19,6) 0,86 (0,44 — 1,68)
A 62,2 54,9 1,38 (0,95 - 2,01)

0,094
G 37,8 45,1 0,73 (0,50 — 1,06)
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aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
*statistiCka znacajnost izmedu Rs i NRs za CTLA4 +49 AA genotip, p=0,039

Tablica 28. Povezanost genetickin modela +49 A/G polimorfizma (rs231775) CTLA4

gena s odgovorom na lijeCenje IFN-B u Zena oboljelih od MS-a (N=230)

MS zene (N=230)

Rs? NRsP c

(N=133) (%) (N=97) (%) P OR (95% Cl)
Geneti¢ki model CTLA49 +49 AIG
Kodominantni
AA vs. AG 56 (42,1) : 54 (40,6) | 28 (28,9):50 (51,5) | 0,042 | 1,85 (1,02 — 3,36)
AA vs. GG 56 (42,1) :23(17,3) | 28(28,9):19(19,6) | 0,194 | 1,65 (0,77 — 3,53)
AG vs. GG 54 (40,6) : 23 (17,3) | 50 (51,5): 19 (19,6) | 0,756 | 0,89 (0,43 — 1,83)
Dominantni
AG + GG vs. AA | 77 (57,9): 56 (42,1) | 69 (71,1):28 (28,9) | 0,039 | 0,56 (0,32 — 0,98)
Recesivni
GGvs. AG +AA | 28 (1(;'23)7; 10| 19(19,6): 78 (80.4) | 0,657 | 0,86 (0.44-1,68)
Overdominantni
AG vs. AA + GG | 54 (40,6): 79 (59,4) | 50 (51,5): 47 (48,5) | 0,100 | 0,64 (0,38 — 1,09)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti
dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

lako u ukupnom uzorku MS bolesnika multipla regresijska analiza nije pokazala

statisti¢ki znacajnu povezanost (p>0,05) CTLA4 +49 A/G polimorfizma s odgovorom

na terapiju, nakon stratifikacije prema spolu utvrdeno je da prisutnost genotipa CTLA4

+49 AA znacajno predvida pozitivan odgovor na terapiju IFN-B kod MS bolesnica (B =

0,211; promjena R?: 0,045; p = 0,011), doprinosec¢i 4,5% varijabilnosti odgovora.

Znacajan utjecaj genotipa AA na odgovor na terapiju IFN- u ovoj skupini MS bolesnica

potvrden je analizom parcijalnog koeficijenta korelacije (r = 0,231; p = 0,006).
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4.3.2. CTLA4 CT60 A/G polimorfizam (rs3087243)

Usporedbom ucestalosti CTLA4 CT60 A/G genotipova, alela (tablica 29) i

genetickih modela (tablica 30) izmedu skupina bolesnika s pozitivnim odgovorom na

terapiju IFN- i onih koji nisu adekvatno odgovorili na terapiju nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike (p>0,05) u svih MS bolesnika kao niti nakon stratifikacije bolesnika
prema spolu (tablice 31, 32, 33 i 34).

Tablica 29. UCestalost genotipova i alela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243) CTLA4

gena u svih MS bolesnika (N=295) prema odgovoru na lijec¢enje IFN-

MS bolesnici ukupno (N=295)

. Rs? NRsP c
Genotip / alel (N=173) (%) (N=122) (%) p OR (95% CI)
CTLA4° CT60 A/G
AA 37 (21,4) 21 (17,2) 1,31 (0,72 - 2,37)
AG 78 (45,1) 63 (51,7) 0,496 | 0,77 (0,48 — 1,22)
GG 58 (33,5) 38 (31,1) 1,11 (0,68 — 1,83)
A 43,9 43,0 1,03 (0,75 — 1,44)

0,829
G 56,1 57,0 0,96 (0,69 — 1,34)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti
dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Tablica 30. Povezanost genetickih modela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243)
CTLA4 gena s odgovorom na lijeCenje IFN-B u svih MS bolesnika (N=295)

Ukupno (N=295)

(N=1F\;§; (%) (N:ngs)b(%) P | OR(35%CI*
Geneticki model CTLA4? CT60 A/G*
Kodominantni
AA vs. AG 37 (21,4) : 78 (45,1) | 21 (17,2): 63 (51,7) | 0,272 | 1,42 (0,76 — 2,67)
AA vs. GG 37 (21,4) : 58 (33,5) | 21 (17,2): 38 (31,1) | 0,676 | 1,15 (0,59 — 2,26)
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AG vs. GG 78 (45,1): 58 (33,5) | 63 (51,7): 38 (31,1) | 0,436 | 0,81 (0,48 — 1,37)

Dominantni

AG + AA vs. GG [115 (66,5) : 58 (33,5) | 84 (68,9) : 38 (31,1) | 0,668 | 0,90 (0,55 — 1,47)

Recesivni

AA vs. AG + GG |37 (21,4) : 136 (78,6) |21 (17,2) : 101 (82,8) | 0,375 | 1,30 (0,72 — 2,37)

Overdominantni

AG vs. AA + GG | 78 (45,1) : 95 (54,9) | 63 (51,7): 59 (48,3) | 0,268 | 0,77 (0,48 — 1,22)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-B
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
*GenetiCki model pretpostavlja A alel kao minor alel

Tablica 31. UCestalost genotipova i alela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243) CTLA4

gena u muskaraca oboljelih od MS-a (N=65) prema odgovoru na lijeCenje IFN-3

MS muskarci (N=65)

. Rs? NRs® on NG
Genotip / alel (N=40) (%) (N=25) (%) p OR (95% CI)
CTLA4 CT60 A/G
AA 13 (32,5) 4 (16,0) 2,53(0,72 - 8,89)
AG 16 (40,0) 16 (64,0) 0,153 | 0,38(0,13 -1,05)
GG 11 (27,5) 5(20,0) 2,03 (0,38-10,95)
A 52,5 48,0 1,20 (0,59 — 2,43)

0,618

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-B
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Tablica 32. Povezanost genetickih modela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243)
CTLA4 gena s odgovorom na lije€enje IFN-B u muskaraca oboljelih od MS-a (N=65)

MS muskarci (N=65)

Rs? NRsP
(N=40) (%) (N=25) (%) P

OR (95% CI)°

51




Geneti¢ki model CTLA4Y CT60 A/G*

Kodominantni

AA vs. AG 13 (32,5): 16 (40,0) | 4 (16,0): 16 (64,0) | 0,080 | 3,25 (0,87 -12,14)
AA vs. GG 13 (32,5):11(27,5) | 4(16,0):5(20,0) | 0,620 | 1,48 (0,32 —6,90)
AG vs. GG 16 (40,0) : 11 (27,5) | 16 (64,0): 5(20,0) | 0,222 | 0,45 (0,13 -1,61)
Dominantni

AG +AA vs. GG | 29 (72,5): 11 (27,5) | 20 (52,0): 5 (20,0) | 0,496 | 0,66 (0,20 — 2,19)

Recesivni

AA vs. AG + GG | 13 (32,5): 27 (67,5) | 4 (16,0) : 21 (84,0) | 0,418 | 2,53 (0,72 — 8,89)

Overdominantni

AG vs. AA + GG | 16 (40,0) : 24 (60,0) | 16 (64,0): 9 (36,0) | 0,063 | 0,38 (0,13 — 1,05)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
*Geneticki model pretpostavlja A alel kao minor alel

Tablica 33. Ucestalost genotipova i alela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243) CTLA4

gena u Zena oboljelih od MS-a (N=230) prema odgovoru na lijeCenje IFN-3

MS zene (N=230)

. Rs? NRsP .
Genotip / alel (N=133) (%) (N=97) (%) p OR (95% CI)
CTLA4 CT60 A/G
AA 24 (18,1) 17 (17,5) 1,04 (0,52 — 2,06)
AG 62 (46,6) 47 (48,5) 0,114 0,93 (0,55 -1,57)
GG 47 (35,3) 33 (34,0) 1,06 (0,61 — 1,84)
A 41,4 41,8 1,32 (0,90 - 1,95)

0,156
G 58,6 48,2 0,76 (0,51 — 1,11)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
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Tablica 34. Povezanost genetiCckin modela CT60 A/G polimorfizma (rs3087243)
CTLA4 gena s odgovorom na lije€enje IFN-B u Zena oboljelih od MS-a (N=230)

MS zene (N=230)

Rs? NRsP
(N=133) (%) (N=97) (%) P

OR (95% CI)°

Geneti¢ki model CTLA4Y CT60 A/G*

Kodominantni

AA vs. AG 24 (18.,1): 62 (46.,6) | 17 (17,5): 47 (48,5) | 0,855 | 1,07 (0,52 — 2,22)
AA vs. GG 24 (18,1) : 47 (35,3) | 17 (17,5): 33 (34,0) | 0,982 | 0,99 (0,46 — 2,13)
AG vs. GG 62 (46,6) : 47 (35,3) | 47 (48,5): 33 (34,0) | 0,797 | 0,93 (0,52 — 1,66)
Dominantni

ng AAYS 86 (64,7) : 47 (35,3) | 64 (66,0): 33 (34,0) | 0,836 | 0,94 (0,54 — 1,64)
Recesivni

éé VS-AG* 154 (18,1): 109 (82,0) | 17 (17,5): 80 (82,5) | 0,919 | 1,04 (0,52 — 2,06)

Overdominantni

ég vs. AA ¥ 62 (46,6) : 71 (53.4) | 47 (48,5): 50 (51,5) | 0,783 | 0,93 (0,55 — 1,57)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T
*GenetiCki model pretpostavlja A alel kao minor alel

Multipla regresijska analiza nije pokazala zna€ajnu povezanost (p>0,05) izmedu
odgovora na terapiju IFN-B i pojedinatnog CTLA4 CT60 A/G genotipa kod MS
bolesnika. Osim toga, dob pocetka bolesti, stopa relapsa i EDSS prije poCetka terapije
nisu bili povezani (p>0,05) s odgovorom na lije€enje IFN-B u kombinaciji s ovom

genskom varijantom, niti kod muskaraca niti kod Zena.
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4.3.3. Medudjelovanje +49 i CT60 polimorfizama CTLA4 gena

Kako bi ispitali medudjelovanje CTLA4 +49 (rs231775) i CT60 (rs3087243)
polimorfizama u odgovoru na terapiju IFN-B usporedili smo kombinacije genotipova
izmedu skupine s pozitivnim odgovorom na terapiju i onih bez odgovora na terapiju
IFN-B (tablica 35). Kombinacija heterozigotnih CTLA4 +49 i CT60 genotipova AG/AG
statisti¢ki je znacajno rjeda (26,0%) u skupini MS bolesnika bez adekvatnog odgovora
na terapiju nego u Rs skupini ( 38,5%) MS bolesnika (p = 0,023; OR = 0,56; 95%CI =
0,34 -0,92). Zbog vrlo niske uCestalosti pojedinih genotipova za njih OR nije izraCunat,
a iz istog razloga niske ucestalosti kombinacije genotipa CTLA4 +49/CT60 AG/AA

interpretacija OR-a je ograni¢ena.

Tablica 35. Distribucija kombinacija CTLA4 49+ i CT60 genotipova u svih MS bolesnika
(N=295) prema odgovoru na lije¢enje IFN-3

MS bolesnici ukupno (N=295)

(Nzll:\;z; (%) (NQ'EZ; (%) P OR (95% CI)
Kombinacija genotipova CTLA4 +49/CT60
AA T AA 32 (18,5) 20 (16,4) 0,625 | 1,17 (0,63 —2,15)
AAAG 32 (18,5) 15 (12,4) 0,148 | 1,63 (0,84 —3,16)
AA /GG 8 (4,6) 5(4,1) 0,829 | 1,13 (0,36 — 3,56)
AG/ AA 4(2,3) 1(0,9) 0,349 | 2,86 (0,32 — 25,94)
AG | AG 45 (26,0) 47 (38,5) 0,023 | 0,56 (0,34 -0,92)
AG /GG 23 (13,3) 13 (8,4) 0,496 | 1,13 (0,62 — 2,65)
GG/ AA 1 (0,6) 0 (0,0) - -
GG/ AG 1 (0,6) 1 (0,9) - -
GG /GG 27 (15,6) 20 (16,4) 0,856 | 0,94 (0,50 — 1,77)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-
PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Nakon podijele MS bolesnika prema spolu, nisu utvrdene statistiCke znacCajnosti
(p>0,05) u distribuciji kombinacije genotipova CTLA4 +49 (rs231775) i CT60

(rs3087243) izmedu muskaraca koji su pozitivno odgovorili i onih koji nisu odgovorili
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na terapiju IFN-B (tablica 36). Medutim, statisticki znaCajno veéa prevalencija
kombinacije genotipa CTLA4 +49/CT60 AA/AG prisutna je u Zena s pozitivnim
odgovorom na terapiju IFN-B (21,1%) u odnosu na Zene Kkoje nisu adekvatno
odgovorile na terapiju IFN-B (8,3%, p = 0,011; OR = 2,97; 95%CI = 1,29-6,84), dok je
statistiCki znacajno manja prevalencija kombinacije heterozigotnih genotipova CTLA4
+49/CT60 AG/AG u Zena s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-3 (24,8%) u odnosu
na Zene koje nisu adekvatno odgovorile na terapiju IFN-B (39,2%, p = 0,021; OR =
0,51; 95%CI = 0,29-0,90) (tablica 37).

Tablica 36. Distribucija kombinacija CTLA4 49+ i CT60 genotipova u muskaraca
oboljelih od MS-a (N=65) prema odgovoru na lijec¢enje IFN-

MS muskarci (N=65)
a b
(N=40) (%) N5 ) | P OR (95% C1)

Kombinacija genotipova CTLA4 +49/CT60

AA | AA 12 (30,0) 4 (16,0) 0,209 | 2,25(0,63-7,97)
AA | AG 4 (10,0) 7 (28,0) 0,070 | 0,29 (0,74 —1,11)
AA /GG 0 (0,0) 1(4,0) - -

AG | AG 12 (30,0) 9 (36,0) 0,615 | 0,76 (0,26 -2,20)
AG / GG 5 (12,5) 2 (8,0) 0,572 | 1,64 (0,29 — 9,20)
GG /GG 6 (15,0) 2 (8,0) 0,411 | 2,03 (0,38 — 10,95)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Tablica 37. Distribucija kombinacija CTLA4 49+ i CT60 genotipova u zena oboljelih od
MS-a (N=230) prema odgovoru na lijeCenje IFN-3

MS zene (N=230)

(N=133) (5% (Nlig%b w | P OR (95% CI)
Kombinacija genotipova CTLA4 +49/CT60
AA | AA 20 (15,0) 16 (16,5) 0,764 | 0,90 (0,44 — 1,83)
AA | AG 28 (21,1) 8 (8,3) 0,011 | 2,97 (1,29 — 6,84)
AA /GG 8 (6,0) 4 (4,1) 0,526 | 1,49 (0,44 —5,09)
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AG | AG 33 (24,8) 38 (39,2) 0,021 | 0,51 (0,29 -0,90)

AG /GG 18 (13,5) 11 (11,3) 0,621 | 1,22 (0,55 - 2,72)

GG /GG 21 (15,8) 18 (18,6) 0,581 | 0,83 (0,41 — 1,64)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omjer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Multipla regresijska analiza pokazala je statistiCki zna¢ajnu povezanost (p=0,006)
kombinacije genotipova CTLA4 +49/CT60 AA/AG s odgovorom na terapiju, pri ¢emu
ova kombinacija znac¢ajno predvida pozitivan odgovor na terapiju IFN- kod svih MS
bolesnika (B = 0,199; promjena R?: 0,039; p = 0,006), doprinosec¢i 3,9% varijabilnosti
odgovora. Znacajan utjecaj kombinacije genotipova CTLA4 +49/CT60 u odgovoru na
terapiju IFN-B u MS bolesnika potvrden je analizom parcijalnog koeficijenta korelacije
(r=0,200; p = 0,006). Povezanost je utvrdena i u skupini MS bolesnica s obzirom na
odgovor na terapiju IFN-B: kombinacija genotipova znafajno predvida pozitivan
odgovor na terapiju IFN-B kod MS Zena (B = 0,228; promjena R?: 0,052; p = 0,005),
doprinoseci 5,2% varijabilnosti odgovora. Povrh toga, utvrdena je statisti¢ki znacajna
povezanost (p=0,005) ove kombinacije CTLA4 +49/CT60 AA/AG genotipa i kasnije
dobi nastupa bolesti s pozitivnim odgovorom na terapiju prisutna u svih MS bolesnika

(B = 0,202; promjena R2: 0,060; p = 0,005), doprinoseéi s 6,0% varijabilnosti odgovora.

Nadalje, kombinacija heterozigotnih genotipova CTLA4 +49/CT60 AG/AG
znacajno predvida negativan odgovor na terapiju IFN-B kod svih MS bolesnika (B =
0,209; promjena R?: 0,043; p = 0,004), doprinoseci 4,3% varijabilnosti odgovora, to je
i potvrdeno analizom parcijalnog koeficijenta korelacije (r = 0,208; p = 0,004). Statisticki
znacajna povezanost (p = 0,004) ove kombinacije CTLA4 +49/CT60 AG/AG genotipa
s negativnim odgovorom na terapiju prisutna je i u MS bolesnica (B = 0,212; promjena

R?: 0,047; p = 0,007) gdje doprinosi 4,7% varijabilnosti odgovora.

4.4. Utjecaj TNFRSF10A gena u odgovoru na terapiju IFN-

Molekularno—genetiCka analiza TNFRSF10A rs20576 varijante uspjeSno je
provedena na ukupno 285 uzoraka MS bolesnika dok analiza za 10 uzoraka nije bila

uspjeSna uslijed neodgovarajuce kvalitete DNA za Real-time PCR reakciju, moguce
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zbog degradacije DNA koja je prilikom pohrane uzoraka zadovoljavala preporucene
kriterije kvalitete. Po provedenoj analizi, TNFRSF10A rs20576 varijanta gena u obje
skupine MS bolesnika, Rs (N=165) i NRs (N=120), nalazi se u Hardy-Weinbergovoj
ravnoteZzi (p=0,352 i p=0,819).

Usporedbom ucestalosti TNFRSF10A rs20576 genotipova, alela (tablica 38) i
genetiCkih modela (tablica 39) izmedu skupina bolesnika s pozitivnim odgovorom na

terapiju IFN-B i onih koji nisu adekvatno odgovorili na terapiju nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike (p>0,05) u svih MS bolesnika.

Tablica 38. UcCestalost genotipova i alela TNFRSF10A gena (rs20576) u svih MS

bolesnika (N=285) prema odgovoru na lije¢enje IFN-

MS bolesnici ukupno (N=285)

. Rs? NRs" 0n ~1\C
Genotip / alel (N=165) (%) (N=120) (%) p OR (95% CI)
TNFRSF10A%, rs20576
AA 107 (64,9) 74 (61,6) 1,15 (0,70 — 1,87)
AC 54 (32,7) 41 (34,2) 0,663 | 0,71 (0,45 — 1,14)
cc 4(2,4) 5 (4,2) 0,97 (0,52 — 1,79)
A 81,2 78,8 1,17 (0,77 — 1,77)

0,470
C 18,8 21,2 0,86 (0,57 — 1,30)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

9TNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

Tablica 39. Povezanost genetiCkih modela varijante rs20576 TNFRSF10A gena s
odgovorom na lije€enje IFN-B u svih MS bolesnika (N=285)

Ukupno (N=285)

NRsP
(N=120) (%) P

Rs?
(N=165) (%)

Geneti¢ki model TNFRSF10AY, rs20576

OR (95% CI)°

Kodominantni

AA vs. AC 107 223’3;:54 74 (61,6): 41 (34,2) | 0,716 | 1,10 (0,66 — 1,81)
AA vs. CC 107 (64,9): 4 (2,4) | 74(61,6):5(4.2) | 0,389 | 1,81 (0,47 - 6,96)
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AC vs. CC 54 (32,7):4 (2,4) | 41(34,2):5(4,2) | 0,478 | 1,65 (0,42 — 6,52)

Dominantni

AC + CC vs. AA |58 (35,1): 107 (64,9) | 46 (38,4): 74 (61,6) | 0,582 | 0,87 (0,54 — 1,42)

Recesivni

CCvs. AC+AA | 4(2,4):161(97,6) | 5(4,2): 115(95,8) | 0,412 | 0,57 (0,15 — 2,17)

Overdominantni

ACvs. AA + CC |54 (32,7): 111 (67,3) | 41 (34,2) : 79 (65,8) | 0,799 | 0,94 (0,57 — 1,54)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

Nakon podjele MS bolesnika prema spolu, utvrdene su statisticki znacajne razlike
u distribuciji genotipova (tablica 40) i uCestalosti genetiCkih modela (tablica 41) za
varijantu rs20576 TNFRSF10A izmedu muskaraca koji su pozitivno odgovorili i onih
koji nisu odgovorili na terapiju IFN-B. Genotip TNFRSF10A (rs20576) AA manje je
zastupljen u skupini MS muskih bolesnika s pozitivhim odgovorom na terapiju (48,7%)
nego u onih bez adekvatnog odgovora na terapiju IFN-B (75,0%; p = 0,044; OR =0,32;
95%CI = 0,10-0,97). Nasuprot tome, genotip TNFRSF10A (rs20576) AC CeSci je u
skupini MS muskih bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju (46,2%) nego u onih
bez adekvatnog odgovora na terapiju IFN-B (16,7%; p = 0,022; OR = 4,29; 95%CI =
1,24-14,88).

Tablica 40. Ucestalost genotipova i alela TNFRSF10A gena (rs20576) gena u

muskaraca oboljelih od MS-a (N=63) prema odgovoru na lijeCenje IFN-3

MS muskarci (N=63)

. Rs? NRsP c
Genotip / alel (N=39) (%) (N=24) (%) p OR (95% CI)
TNFRSF10A, rs20576
AA 19 (48,7) 18 (75,0) 0,32(0,10 - 0,97)*
AC 18 (46,2) 4 (16,7) 0,058 | 4,29 (1,24-14,88)"
cc 2 (5,1) 2 (8,3) 0,60 (0,08 — 4,53)
A 71,8 83,3 0,144 | 0,51 (0,21 - 1,26)
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c 28,2

16,7 1,96 (0,79 — 4,86)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omjer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

*statistiCka znacajnost izmedu Rs i NRs za TNFRSF10A AA genotip, p=0,044
“statistika znagajnost izmedu Rs i NRs za TNFRSF10A AC genotip, p=0,022

Statisticku znacajnost u skupini MS muskaraca (tablica 41) pokazuju rs20576
TNFRSF10A A/C geneticki modeli: kodominantni AA vs. AC (p = 0,024; OR = 0,24
95%CI = 0,07-0,83) i overdominantni model AC + CC vs. AA (p = 0,022; OR = 4,29;
95%CI = 1,24 —14,88). Zbog vrlo niske ucestalosti rs20576 TNFRSF10A CC genotipa
u obje skupine MS bolesnika, a koji se pribraja u overdominanthom modelu,

interpretacija OR-a je u ovom slucaju ogranicena.

Tablica 41. Povezanost genetickih modela varijante rs20576 TNFRSF10A gena s

odgovorom na lije€enje IFN-B u muskaraca oboljelih od MS-a (N=63)

MS muskarci (N=63)

NRsP
(N=24) (%) P

Rs?
(N=39) (%)

OR (95% CI)°®

Geneticki model TNFRSF10A, rs20576

Kodominantni

AA vs. AC 19 (48,7): 18 (46,2) | 18 (75,0):4 (16,7) | 0,024 | 0,24 (0,07 - 0,83)
AAvs. CC 19 (48,7): 2 (5,1) 18 (75,0):2(8,3) | 0,959 | 1,06 (0,13 - 8,31)
AC vs. CC 18 (46,2): 2 (5,1) 4(16,7): 2 (8,3) 0,188 | 4,50 (0,48 -42,25)
Dominantni

AC+CCvs. AA | 20(51,3):19(48,7) | 6(25,0):18(75,0) | 0,069 | 2,84 (0,92 —8,77)
Recesivni

CCvs. AC+ AA 2 (5,1):37 (94,9) 2(8,3):22(91,7) | 0,616 | 0,60 (0,08-4,53)
Overdominantni

ACvs. AA+CC | 18(46,2):21(53,8) | 4(16,7):20(83,3) | 0,022 | 4,29 (1,24 -14,88)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f3

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
dTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

59




Nakon podjele MS bolesnika prema spolu, nisu utvrdene statistiCke znacCajnosti
(p>0,05) u distribuciji genotipova i frekvenciji alela TNFRSF10A (rs20576) (tablica 42)
niti u uCestalosti genetickih modela (tablica 43) izmedu MS bolesnica koje su pozitivho

odgovaorile i onih koje nisu odgovorile na terapiju IFN-[3.

Tablica 42. Ucestalost genotipova i alela TNFRSF10A gena (rs20576) gena u zena
oboljelih od MS-a (N=222) prema odgovoru na lijecenje IFN-3

MS Zzene (N=222)
. Rs? NRsP
Genotip / alel (N=126) (%) (N=96) (%) p OR (95% CI)°
TNFRSF10AY, rs20576
AA 88 (69,8) 56 (58,3) 1,65 (0,95 — 2,89)
AC 36 (28,6) 37 (38,6) 0,189 | 0,64 (0,36 - 1,12)
cc 2 (1,6) 3(3,1) 0,50 (0,08 — 3,05)
A 84,1 77,6 1,53 (0,95 — 2,47)
0,082
C 15,9 22,4 0,65 (0,41 — 1,06)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

9TNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

Tablica 43. Povezanost genetiCkih modela varijante rs20576 TNFRSF10A gena s
odgovorom na lije€enje IFN-B u Zena oboljelih od MS-a (N=222)

MS zene (N=222)

Rs? NRsP
(N=126) (%) (N=96) (%) P

OR (95% CI)°

Geneti¢ki model TNFRSF10A, rs20576

Kodominantni

AA vs. AC 88 (69,8) : 36 (28,6) | 56 (58,3): 37 (38,6) | 0,098 | 1,62 (0,92 — 2,85)
AAvs. CC 88 (69,8): 2 (1,6) 56 (58,3) : 3 (3,1) 0,356 | 1,06 (0,38 -14,55)
AC vs. CC 36 (28,6) : 2 (1,6) 37 (38,6) : 3 (3,1) 0,688 | 1,46 (0,23 - 9,25)
Dominantni

AC + CCvs. AA | 38(30,2): 88 (69,8) | 40 (41,7):56 (58,3) | 0,076 | 0,61 (0,35 — 1,05)
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Recesivni

CCvs.AC+AA | 2(1,6):124(98,4) | 3(3,1):93(96,9) | 0,453 | 0,50 (0,08 — 3,05)

Overdominantni

AC vs. AA + CC | 36 (28,6): 90 (71,4) | 37 (38,5): 59 (61,5) | 0,118 | 0,64 (0,36 -1,12)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B

¢OR — omjer rizika; CI — interval pouzdanosti

dTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

Multipla regresijska analiza nije pokazala statistiCki znaCajnu povezanost
(p>0,05) TNFRSF10A rs20576 polimorfizma s odgovorom na terapiju IFN-B u

ukupnom uzorku MS bolesnika, niti nakon stratifikacije s obzirom na spol.

4.5. Medudjelovanje CCR5, CTLA4 i TNFRSF10A gena u odgovoru na
terapiju IFN-B

Nakon $to smo istrazili pojedinacni utjecaj CCR5, CTLA4 i TNFRSF10A gena u
odgovoru na terapiju IFN-B kod MS bolesnika, ispitali smo njihovu medusobnu
povezanost s odgovorom na terapiju IFN- usporedbom kombinacija svih genotipova
izmedu bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju i bolesnika bez odgovora na
terapiju IFN-(3.

Tablica 44 prikazuje kombinacije genotipova za varijante CCR5-A32, CTLA4 +49
A/G i CTLA4 CT60 A/G u svih MS bolesnika s obzirom na odgovor na lijecenje IFN-{3.
U tablici nisu date sljedeée kombinacije genotipova CCR5-A32, CTLA4 +49 A/Gi CT60
A/G: wtA32/-/AA, WtA32/AA/AA, wWtA32/AAIGG, WwtA32/AG/IAA, wiwt/GG/AA,
WtA32/GG/AA, wtA32/GG/AG, wtA32/AG+GG/AA koje se javljaju u niti jednoj ili samo
u jednoj skupini MS bolesnika $to mozZe rezultirati velikim OR-om, ali i vrlo Sirokim CI-
om S§to ograniCava interpretaciju. Takoder, s oprezom treba interpretirati i OR-ove za
druge rijetko zastupljene kombinacije genotipova. Znacajna statistiCka razlika utvrdena
je za sliede¢e kombinacije CCR5-A32, CTLA4 +49 A/G i CT60 A/G genotipova:
wiwt/AG/AG (p = 0,016; OR = 0,53; 95%CI = 0,32-0,89) i wtwt/AG+GG/AG (p = 0,015;
OR =0,53; 95%CI = 0,32-0,88).
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Tablica 44. UCestalost kombinacije genotipova za CCR5-A32 varijantu (rs333) i CTLA4
+49 A/IG (rs231775) te CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS bolesnika (N=295)

prema odgovoru na lijecenje IFN-

02525d SIQL":‘/A'(; nglo_ﬁf/lG MS bolesnici ukupno (N=295)

Genotip (Nle;f;; i~ (N:Tszs)b(% | p | oR(@s%CI
wWiwtt | AA - 63 (36,4) 39(32,0) | 0429 (0,751 ’—221,99)
Wt A32 | AA - 9(5,2) 1(0,8) 0,074 (0,8:? ’Edés,l)
wwt | AG : 62(358) | 57(467) |0061| 403 )
WtA32 | AG - 9(5.2) 4 (3,3) 0,432 (o,491 ’E%,as)
wiwt GG . 25 (14,5) 14 (115) | 0,459 (0,651’3’%,62)
WtA32 | GG - 4(2,3) 7(5,7) 0,139 (o,1f’i391,36)
wiwt | AGYGG - 87(503) | 71(582) | 0480 (0,073 i
wtA32 | AG+GG - 14 (8,1) 11 (9,0) 0,780 (0,38 ’f%,og)
witwt - |AA 32 (18,5) 21(17,2) | 0,777 (0,63’_1%,00)
Wit . | ac 68 (39,3) 50(48.4) | 0123 | (1,9% 1)
wt A32 . |ac 9(52) 433|043 o 43%738)
wiwt - oo 50(289) | 30(248) |0412| 1%,
wt A32 - GG 8 (4,6) 8 (6.6) 0,473 (o,zg ’—691,89)
witwt AA AA 28 (16,2) 20 (16,4) 0,962 (0753?’881,84)
wtwt AA AG 27 (15,6) 14 (11,5) | 0,314 (0’711"_15”85)

WwtA32 | AA AG 5(2.9) 1(0,8) 0,245 (o,423L6391,22)
wiwt AA GG 8 (4,6) 5(4.1) 0,829 (o,3é ’—1?:’%,56)
wiwt AG AA 3(L7) 1(0.8) 0,513 (o,222i1§0,78)
wwt | AG AG 40 (23,1) 44(36,1) | 0,016 | (43°% 5o
wtA32 | AG AG 4(2,3) 3(2)5) 0,935 (0,28 ’3127)
wwt | AG GG 19(110) | 1298 |0752| (e3"S 4a)
wtA32 | AG GG 4(2,3) 1(0,8) 0,349 (0,322;855,94)
witwt GG AG 1(0,6) 1(0,8) i .

wiwt GG GG 23 (13,3) 13 0,496 (0,621E92,65)
wtA32 | GG GG 4(2,3) 7(10,7) 0,139 (0,18 ’f’%,%)
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wiwt AG+GG | AA 4(2,3) 1(08) | 0349 (0,322i8§5,94)
wiwt | AGGG | AG 41236) | 45369 |0015| 22°% o0
WtA32 | AG+GG | AG 4(2,3) 3(25) | 0935 (o,zf ’82,27)
wiwt AG+GG | GG 42 (24,3) 25(20,5) | 0,445 (0,711 ’—245,18)
wtA32 | AG+GG | GG 8 (4,6) 8 (6,6) 0,473 (0,23 ’E%gg)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCTLA-4-gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

eCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

Za genske varijante CCR5-A32, CTLA4 +49 A/G i CT60 A/G kombinacije
genotipova wWtwt/AG/AG i wiwt/AG+GG/AG koje su pokazale statistiCku znaCajnost
(p=0,015i p=0,016) izmedu svih MS bolesnika s pozitivhim i bez odgovora na lijecenje
IFN- statisticka znacajnost je potvrdena nakon stratifikacije prema spolu samo u MS

bolesnica:

- kombinacija genotipova witwt/AG/AG rjeda je u MS Zena s pozitivhim odgovorom
na terapiju (21,8%) nego u onih bez odgovora na terapiju (37,1%; p = 0,010;
OR=0,48; 95%CI = 0,28 — 0,84)

- kombinacija genotipova wtwt/AG+GG/AG rjeda je u MS Zena s pozitivnim
odgovorom na terapiju (22,6%) nego u onih bez odgovora na terapiju (38,1%; p =
0,010; OR=0,48; 95%CI = 0,28 — 0,84)

Nadalje, multipla regresijska analiza pokazala je da kombinirana prisutnost
genotipa CCR5 wtwt/CTLA4 +49 AA znacajno predvida pozitivan odgovor na lijeCenje
kod MS bolesnica (B = 0,188; promjena R?: 0,035; p = 0,025; parcijalni koeficijenti r =
0,204, p = 0,016). Nasuprot tome, nije uoCena znacajna povezanost izmedu odgovora
na terapiju IFN-B i genotipa CCR5-A32 ili CTLA4 +49 A/G kod muskih MS bolesnika.
Osim toga, dob nastupa bolesti, stopa relapsa prije lijeCenja i vrijednost EDSS-a prije
poCetka terapije nisu bili povezani (p>0,05) s odgovorom na lije€enje, ni pojedinacno

ni u kombinaciji s analiziranim polimorfizmima, niti kod muSkaraca niti kod Zena.

Tablica 45 prikazuje kombinacije genotipova za varijante CCR5-A32 i
TNFRSF10A rs20576 u svih MS bolesnika s obzirom na odgovor na lije¢enje IFN-.
Usporedbom ucestalosti kombinacija genotipova CCR5-A32 i TNFRSF10A rs20576
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izmedu skupina MS bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju i MS bolesnika bez

odgovora na terapiju IFN-B nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (p>0,05).

Tablica 45. UcCestalost kombinacije genotipova za varijante CCR5-A32 (rs333) i
TNFRSF10A rs20576 u svih MS bolesnika (N=285) prema odgovoru na lijeCenje IFN-

§

CCRo®-A32 | TN RSFIOA" MS bolesnici ukupno (N=285)

Genotip (N=1R(>385; (%) (NszRoS)b(%) p OR (95% CI)°
wiwt AA 93 (56,4) 66(55.0) | 0703 | (0 457] 75
wt A32 AA 13 (78,8) 8(6,7) 0,699 (0,481 ’—2%,99)
wiwt AC 48 (29.1) 37(30,8) | 0,751 (0,55(3)’?21,54)
wt A32 AC 6 (3.,6) 4(3,3) 0,891 (0133’_103,96)
wiwt cc 4(24.2) 5 (4,2) 0,412 (ng:’”zm
wt A32 cC 0 (0,0) 0(0,0) - -

wiwt AC+CC 52 (31,5) 42 (35,0) 0,537 (0,55 ’5351,41)
wt A32 AC+CC 6 (3,6) 4(3,3) 0,891 (0,3(%’—103,96)
wwt AA+AC 141 (8,5) 103(858) | 0,928 | (1501 .00)
wt A32 AA+AC 19 (11,5) 12 (10,0) 0,685 (07551 ’_172,51)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-8

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip
eTNFRSF10A - Gen za receptor 10A €imbenika nekroze tumora

Takoder nisu utvrdene statistiCki znacCajne razlike (p>0,05) u distribuciji
kombinacija genotipova CCR5-A32 i TNFRSF10A rs20576 izmedu skupina MS
bolesnika (Rs i NRs) nakon stratifikacije prema spolu (tablice 46 i 47). Ipak, u muskih
MS bolesnika postoji izrazen trend na granici statisticke znacajnosti (p = 0,051) manje
uCestalosti kombinacije CCR5 wtwt i TNFRSF10A AA (14% vs. 66,7%) i vece
uCetalosti CCR5 witwt i TNFRSF10A AC (41% vs. 16,7%) u skupini s pozitivnim
odgovorom na terapiju u odnosu na skupinu bez adekvatnog odgovora na terapiju IFN-
B (tablica 46).
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Tablica 46. UcCestalost kombinacije genotipova za varijante CCR5-A32 (rs333) i
TNFRSF10A rs20576 u muskaraca oboljelih od MS-a (N=63) prema odgovoru na

lije€enje IFN-B

CCR5!-A32 | TN SSPIOA" MS muskarci (N=63)
a b

Genotip (N=:F;95) ” (N:'\lzzf o | P | OR(95%C)
wiwt AA 16 (41,0) 16 (66,7) | 0,051 (ngfSl’Ol)
wt A32 AA 3(7,7) 2(8,3) 0,927 (0,14(1) ’?25,93)
witwt AC 16 (41,0) 4 (16,7) 0,051 (1,003L4f2,13)
wt A32 AC 2 (5,1) 0(0,0) i :

witwt ccC 2(51) 2(8,3) 0,616 (o,og’_5253)
wiwt AC+CC 18 (46,2) 6(250) | 0,100 (0,825’77,87)
wiwt AA+AC 32 (82,1) 20(8,3) | 0,897 (0,22’?13,53)
wt A32 AA+AC 5(12,8) 2 (83,3) 0,585 (0,291 ’E%,og)

aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-
¢OR — omijer rizika; ClI — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5;

*TNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

*wt- engl, wild type, divlji tip

Tablica 47. UcCestalost kombinacije genotipova za varijante CCR5-A32 (rs333) i
TNFRSF10A rs20576 u Zena oboljelih od MS-a (N=222) prema odgovoru na lije¢enje

IFN-B
CCR5:-A32 | [N SSPLA” MS zene (N=222)
Genotip (szgﬁ (%) (Nzl\géib(%) P OR® (95% CI)
wiwt AA 77 (61,1) 50 (52,1) | 0,179 (o,sé f52,47)
wt A32 AA 10 (7,9) 6 (6.3) 0,631 (0,461L ’-2%,69)
wiwt AC 22(254) | 33@44) 0147 | 39 o
wt A32 AC 4(3,2) 4(42) 0695 (0,1;3) ’-7%,10)
wiwt cC 2 (1,6) 3(3.1) 0,453 (o,og ’E)%,OS)
witwt AC+CC 34 (27,0) 36 (37,5) | 0,096 (0,359’_621,09)
whwt AA+AC 109(865) | 83(865) | 0992 | (805 g
wt A32 AA+AC 14 (11,1) 10(104) | 0869 | 461’9%,5 5
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aRs - bolesnici s pozitivhim odgovorom na terapiju IFN-f3

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip
eTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora

Multipla regresijska analiza nije pokazala zna€ajnu povezanost (p>0,05) izmedu
odgovora na terapiju IFN-B za kombinacije genotipova CCR5-A32 i TNFRSF10A
rs20576 kod MS bolesnika. Osim toga, dob nastupa bolesti, stopa relapsa prije
lijeCenja i vrijednost EDSS-a prije pocCetka terapije nisu bili povezani (p>0,05) s
odgovorom na lije€enje, ni pojedinacno ni u kombinaciji s CCR5-A32/TNFRSF10A

rs20576 varijantama, niti kod muskaraca niti kod zena.

Tablica 48. prikazuje kombinacije genotipova za TNFRSF10A rs20576, CTLA4
+49 A/G (rs231775) i CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS bolesnika (N=295)
prema odgovoru na lije€enje IFN-. U tablici nisu date sljede¢e kombinacije genotipova
TNFRSF10A rs20576, CTLA4 +49 A/G i CT60 A/G: CC/AA/-, CC/GG/-, CC/-IAA,
CC/AA/AA, CC/AA/AG, CC/AAIGG, AA/AG/AA, CC/IAG/AA, AAIGG/AA, AC/IGG/AA,
CC/GG/AA, AA/GG/AG, AC/GG/AG, CC/IGG/AG, CC/IGG/GG stoga Sto se pojedini
genotip ne javlja ni u jednoj ili samo u jednoj skupini MS bolesnika $to moze rezultirati
velikim OR-om, ali i vrlo Sirokim CI §to ograniCava interpretaciju. Takoder, s oprezom
treba interpretirati i OR-ove za druge rijetko zastupljene kombinacije genotipova.
Usporedbom ucestalosti kombinacija genotipova TNFRSF10A rs20576, CTLA4 +49
A/G i CT60 A/G varijanti izmedu skupina MS bolesnika s pozitivnim odgovorom na
terapiju i MS bolesnika bez odgovora na terapiju IFN-B nisu utvrdene statistiCki

znacajne razlike (p>0,05).
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Tablica 48. UcCestalost kombinacije genotipova za TNFRSF10A rs20576 varijantu i
CTLA4 +49 A/G (rs231775) te CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS bolesnika
(N=285) prema odgovoru na lije¢enje IFN-3

T’;IEZRE)SSI;(lSS)A f;gL":‘/‘g C('?ch)T/lG MS bolesnici ukupno (N=285)

Genotip (NleéSS; (%) (NzTgos)b(%) P | OR(©S%CIF
A AA i 44267) | 26(L7) | 0334 (o430
AC AA ] 23 (13,9) 11(9,2) | 0,223 (0’751 ’féAg)
AA AG i 46(27,9) | 35(292) | 0239 | % o
AC AG ; 22(133) | 22(183) | 0,250 (0,3g’fi,31)
cc AG - 4(24) 2(1,7) | 0,662 (o,zé 62,14)
AA GG ; 17 (10,3) 13(108) | 0886 | o 42’?52,03)
AC GG - 9(55) B(67) | 0670 | (530516
AA ] AA 24 (14,5) 11(9,2) | 0,175 (0,73’55%,59)
AC - AA 10(6.1) 8(67) 0836 (0,3? ’?02,36)
AA ] AG 49 (29.7) | 41(342) |0423| o 48’%,35)
AC i AG 25 (15,2) 18 (15,0) | 0,971 (0,521 ’i)]i,95)
cc - AG 3(18) 2(L7) 0923 (0,1&% ’9?5,64)
AA : GG 34(206) | 22(183) | 0,634 (o,sj ’—1%,10)
AC - GG 19 (11,5) 15(12,5) | 0,800 (0,44(1) ’?]i,ss)
cC ; GG 1(0,6) 1(0,8) - -

AA AA AA 20 (12,1) 11(9.2) | 0,430 (0,63} f72,97)
AC AA AA 9 (5,5) 7(58) 0891 (0,3? ’?%,58)
AA AA AG 21(127) | 12(100) | 0,478 (O’Gg’f’lzjg)
AC AA AG 10 (6,1) 2(L7) |0,088 (0,823L8117,70)
AA AA GG 3(1,8) 3(25) ]0,693 (0,12 ’—7%,64)
AC AA GG 4(2,4) 217 0,662 (0,2(-‘} fé,m)
AC AG AA 1(0,6) 1(0,8) - -

AA AG AG 28 (17,0) 28(23,3) | 0,183 (0,3? ’E71,21)
AC AG AG 1485 | 16133 | 0193 0% o
cc AG AG 3(1,8) 1(08) | 0,49 (0,232l231,50)
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AA AG GG 15 (9,1) 7(58) 0313 (o,ei ’2,09)
AC AG GG 7(4,2) 5(42) 0975 (0,321 ’9%,30)
cc AG GG 1(0,6) 1(0,8) - -

AA GG GG 16(97) | 12(100) | 0932 | 4 ,9% o
AC GG GG 8 (4,8) 8(6,7) | 0512 (0,2(? ’—7]i,96)

@Rs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-

PNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-3

¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dTNFRSF10A - Gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora
eCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

Multipla regresijska analiza pokazala je statistiCki znacajnu povezanost (p=0,046)
kombinacije genotipova CTLA4 +49/TNFRSF10A AA/AA i kasnije dobi nastupa bolesti
s odgovorom na terapiju, pri ¢emu ova kombinacija znacCajno predvida pozitivan
odgovor na terapiju IFN-B kod svih MS bolesnika (B = 0,147; promjena R?: 0,044; p =
0,046), doprinoseci 4,4% varijabilnosti odgovora. U skupini MS bolesnica povezanost
s odgovorom na terapiju IFN-B je utvrdena za samu kombinaciju genotipova CTLA4
+49/TNFRSF10A AA/AA koja znacajno predvida pozitivan odgovor na terapiju IFN-3
kod MS Zena (B = 0,200; promjena R? 0,040; p = 0,015), doprinose¢i 4,0%

varijabilnosti odgovora.

Tablica 49 prikazuje odabrane kombinacije genotipova za sve Cetiri polimorfne
varijante svih triju TNFRSF10A, CTLA4 i CCR5 gena u svih MS bolesnika (N=285)
prema odgovoru na lijecenje IFN-B. Usporedbom ucestalosti kombinacija genotipova
za sve varijante CCR5-A32, TNFRSF10A rs20576, CTLA4 +49 A/G (rs231775) i CT60
A/G (rs3087243) izmedu skupina MS bolesnika s pozitivhim odgovorom na terapiju i
MS bolesnika bez odgovora na terapiju IFN- nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
(p>0,05).

Tablica 49. Distribucija odabranih kombinacija genotipova za CCR5-A32, TNFRSF10A
rs20576, CTLA4 +49 A/G (rs231775) i CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS

bolesnika (N=285) prema odgovoru na lijecenje IFN-3

CCR5 |[TNFRSF10| CTLA4' | CTLA4 — B
A329 |A®rs20576| +49 A/G |CT60 A/G MS bolesnici ukupno (N=285)
, Rs?2 NRsP on ~\C
Genotip (N=165) (%) |(N=120) (%) p OR (95% CI)
wiwtt | AA AA i 38(230) | 25(208) | 0,660 | 4 . o)
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wiwt | AC AA : 22(133) | 11(92) | 0,283 (0,711’523’28)
wiwt | AA AG . 39 (23,6) | 32(26,7) | 0,560 (0,58f351’ 46)
wiwt | AC AG . 19 (11,5) | 21(17,5) | 0,154 (0,3%5311’20)
wiwt AA GG - 16 (9,7) 9(7,5) |0519 (0,5(:3L’§23,11)
wiwt AC GG - 7(4,2) 5(4,2) |0975 (0,35’923730)
wiwt | AA i AA 21(127) | 11(92) | 0,349 (0,671f‘53’12)
wiwt AC - AA 9(5,5) 8(6,7) | 0670 (0738’_812,16)
wiwt | AA : AG 42(255) | 38(3L7) | 0250 | (04277 o
wiwt | AC . AG 23(13,9) | 17 (14,2) | 0,957 (0’500’_9?93)
wiwt | AA . GG 30(18,2) | 17(14,2) | 0,368 (0773’3’52157)
wiwt AC - GG 16 (9,7) 12 (10,0) | 0,932 (0,42’872,13)
wiwt | AA AA AA 17 (10,3) | 11(9.2) | 0,750 (07511’9‘;,53)
wiwt AC AA AA 9 (5,5) 7(58) |0,891 (0,32 ’3%,58)
wiwt | AA AA AG 18 (10,9) | 11(9,2) | 0,631 (07551’_212,67)
wiwt | AC AA AG 9 (5,5) 2(1,7) | 0122 (o,7:z3 f106,05)
wiwt | AA AG AG 24 (14,5) | 26 (21,7) | 0,121 (0,33(3{521,1 2
wwt | AC AG AG 13(79) | 15(128) | 0,199 | 2% ),
wiwt AA AG GG 12 (7,3) 6(5,0) | 0,439 (0,54% fa,og)
wwt | AC AG GG 636) | 5@42) |0819| o % o
wiwt AA GG GG 15(9,1) 8(6,7) | 0,460 (075;{%,42)
wwt | AC GG |GG 6(36) | 542 |0819| 0,05
WtA32 | AA AA - 6 (3,6) 1(08) | 0,167 (0,53? ’-5307,80)
wt A32 | AA AG - 6 (3,6) 3(25) |0,59 (0,3é- ’fém)
wt A32 | AA - AG 6 (3,6) 3(25) | 0,590 (0,361 ’fé,m)
wtA32 | AA AG AG 3(1.8) 2(1,7) |0923 (0,181 ’9%,64)
Wt A32 | AA GG GG 1(0,6) 4(33) |0123 (o,og ’-171,60)

aRs - bolesnici s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-
bNRs - bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-B
¢OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

dCCRS5 - gen za C-C kemokinski receptor 5; *wt- engl, wild type, divlji tip

eTNFRSF10A - Gen za receptor 10A Cimbenika nekroze tumora
fCTLA4 - gen za protein 4 vezan uz citotoksi¢ni Limfocit T

69




5. RASPRAVA

Terapija IFN-B predstavlja siguran, u€inkovit i najdulje koristen imunomodulacijski
terapijski pristup u lije€enju MS-a unutar eskalacijskog modela lije€enja, osobito RR
oblika bolesti. Njegova ucinkovitost potvrdena je brojnim randomiziranim klini¢kim
ispitivanjima i dugotrajnim klinickim pracenjima, pri ¢emu je pokazano da IFN-
znacajno smanjuje godisnju stopu relapsa, usporava akumulaciju neuroloskog deficita
te djelomino odgada progresiju bolesti. Unato€ dokazanoj ucinkovitosti, kliniCka
iskustva i rezultati brojnih studija ukazuju na znacajnu varijabilnost terapijskog
odgovora medu pacijentima, Sto implicira slozenu interakciju izmedu terapijskog ucinka
IFN-B i individualne genetske predispozicije. Takva heterogenost terapijskog ishoda ne
moze se objasniti isklju€ivo kliniCkim karakteristikama bolesti, poput dobi pri nastupu,
poCetne stope relapsa ili inicijalnog stupnja onesposobljenja, ve¢ upucuje na slozeno
medudjelovanje imunoloskih mehanizama, okoliSnih ¢Cimbenika i1 genetske
predispozicije. U naSem istrazivanju, pri analizi klinickih karakteristika bolesnika
oboljelih od MS-a u odnosu na odgovor na terapiju IFN-f (tablica 15), uocen je trend
kasnije pojave bolesti i nize stope relapsa kod bolesnika s pozitivnim terapijskim
odgovorom u usporedbi s onima bez odgovora na terapiju, ali bez statistiCke
znacajnosti. Srednja vrijednost EDSS-a na pocetku pracenja nije se znacajno
razlikovala izmedu tih dviju skupina, medutim bolesnici bez odgovora na terapiju IFN-
B su imali tezi stupanj bolesti u krajnjoj tocki ispitivanja u odnosu na bolesnike s
pozitivnim odgovorom (p=0,0001) Sto je i bio jedan od kriterija navedenoj podjeli
skupina MS bolesnika. Stoga i nasi nalazi dodatno potvrduju da pocetne klinicke
karakteristike same po sebi nisu dovoljne za pouzdano predvidanje terapijskog ishoda.
Sve je jasnije da terapijski uCinak IFN-B proizlazi iz njegove sposobnosti istodobne
modulacije viSe imunoloskih puteva, uklju€ujuéi regulaciju citokinskog profila uz
smanjenje proupalnih citokina, inhibiciju migracije leukocita kroz KBM, poticanje Treg
te modulaciju apoptotskihn mehanizama autoreaktivnin imunosnih stanica. U tom
kontekstu, identifikacija specificnih genetskih varijanti, kao i njihovih medusobnih
interakcija, predstavlja kljuan preduvjet za dublje razumijevanje mehanizama koji

odreduju heterogeni terapijski odgovor na IFN-.

U skladu s rastu¢im spoznajama da je terapijski odgovor na imunomodulacijsku

terapiju u MS-u rezultat sloZzenih gensko-okolidnih interakcija, a ne samo djelovanja
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pojedinaCne genske varijante, nasSe istraZivanje ukljuCuje i medusobnu povezanost
polimorfizama gena CCR5-A32, CTLA-4 +49 A/G, CTLA-4 CT60 A/G i TNFRSF10A s
klinickim odgovorom na lije€enje IFN-B kod hrvatskih i slovenskih bolesnika. Odabir
navedenih genskih varijanti temelji se na njihovoj poznatoj ulozi u klju¢nim
imunoloskim procesima relevantnima za patogenezu MS-a i mehanizam djelovanja
IFN-B. Posebna vrijednost ovakvog pristupa lezi u mogucnosti simultane procjene vise
komplementarnih imunoloskih puteva. Polimorfizam CCR5-A32 povezan je s
promjenama u kemokinskoj signalizaciji i migraciji leukocita prema upalnim lezijama u
SZS-u, dok se varijante u CTLA-4 genu odrazavaju razlikom u regulaciji limfocitne
aktivacije i funkciji Treg stanica. Istodobno, polimorfizmi u TNFRSF10A genu
zahvacaju apoptotske i proupalne signalne puteve, koji mogu modulirati eliminaciju
autoreaktivnih imunosnih stanica i time utjecati na ucinkovitost imunomodulacijske

terapije.

Vazno je naglasiti da je ovo istrazivanje dodatno usmjereno na analizu spolno
specificnih razlika u terapijskom odgovoru. Spol predstavlja jedan od najsnaznijih
bioloSkih modifikatora imunolodkog odgovora u MS-u, pri ¢emu Zene ne samo da
obolijevaju CeSCe, vec€ i CeSce razvijaju RR oblik bolesti, dok muskarci pokazuju
sklonost tezim i progresivnijim Kklinickim fenotipovima. Hormonski, genetski i
epigenetski Cimbenici doprinose spolnom dimorfizmu imunolo$kih odgovora, §to moze
imati izravne implikacije na ucinkovitost IFN- terapije i farmakogenetske asocijacije
[111]. Spolni hormoni, osobito estrogen i progesteron, kljuéni su za modulaciju T-
stani¢nih odgovora u MS-u. Estrogen pokazuje razli€ite u€inke ovisno o koncentraciji:
nize razine mogu poticati proupalni Th1 i Th17 odgovor, dok viSe koncentracije
inhibiraju Th1/Th17 diferencijaciju i istodobno poti€u Treg, pomicuci imunoloSku
ravnotezu prema protuupalnom profilu. Progesteron dodatno jac¢a imunoloSku
toleranciju snizavanjem produkcije proupalnih citokina karakteristiCnih za Th1 i Th17
podskupine i poticanjem regulacijskih mehanizama. U tom kontekstu, Zene s MS-om
Cesto pokazuju izrazeniju aktivaciju Th1 i Th17 stanica uz poveéanu produkciju IFN-y
i IL-17 i veéu uCestalost relapsa, ali istodobno i snazniju aktivaciju regulacijskih puteva,
Sto omogucuje bolju kontrolu upale i sporiju progresiju bolesti [111,112]. Stoga je u
ovom radu farmakogenetska analiza provedena uz stratifikaciju prema spolu, ¢ime se
nastojalo izbje¢i maskiranje potencijalno znacajnih spolno specificnih genetskih

uCinaka u ukupnom uzorku. Takav pristup omogucuje finiju interpretaciju rezultata i
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pridonosi razvoju personaliziranog terapijskog pristupa u MS-u, koji uzima u obzir ne
samo kliniCke karakteristike bolesti, ve¢ i individualni genetski i bioloski kontekst

bolesnika.

CCR5 ima Kklju€nu ulogu u regulaciji imunoloskog odgovora posredovanjem
migracije leukocita prema mjestima upale, ukljudujuéi lezije u SZS-u karakteristi¢ne za
MS. CCRS5 je visoko izraZzen na aktiviranim CD4+ i CD8+ limfocitima T, monocitima i
makrofagima, a njegova interakcija s ligandima CCL3, CCL4 i CCL5 omogucuje
usmjeravanje efektorskih imunosnih stanica kroz KMB u upalna Zarista. U patogenezi
MS-a, ovaj proces predstavlja jedan od klju¢nih koraka u inicijaciji i odrzavanju
neuroinflamacije, sto CCR5 ¢ini relevantnim kandidatom za farmakogeneticka
istrazivanja terapijskog odgovora [113]. Polimorfizam CCR5-A32 (rs333),
karakteriziran delecijom od 32 bazna para, dovodi do promjene u strukturi receptora i
posljedi€éno smanjene ekspresije funkcionalnog CCR5 na povrSini imunosnih stanica.
lako homozigoti za A32 varijantu gube funkcionalni receptor, heterozigotni nositelji
pokazuju djelomi¢no oCuvanu, ali smanjenu CCRS5 signalizaciju. U kontekstu MS-a,
takva djelomi¢na redukcija moze rezultirati smanjenom migracijom autoreaktivnih
limfocita T u SZS, &me se potencijalno ublazava intenzitet upalne infiltracije i
posljedicno ostec¢enje mijelina i aksona. Dosadasnja istrazivanja o ulozi CCR5-A32
polimorfizma u MS-u dala su neujednacene rezultate. Dok su neke studije sugerirale
da prisutnost A32 alela moze biti povezana s blazim tijekom bolesti ili povoljnijim
terapijskim odgovorom, druge nisu potvrdile zna€ajnu povezanost ni s rizikom razvoja
bolesti ni s klinickim ishodima [114,115]. Ovakva heterogenost rezultata vjerojatno je
odraz razlika u veli€ini uzoraka, etnickom sastavu populacija, kriterijima definiranja
terapijskog odgovora, ali i interakcije CCR5 polimorfizma s drugim geneti¢kim i
okoliSnim ¢imbenicima. Alel CCR5-A32 pokazuje izrazitu geografsku varijabilnost, s
najve¢om ucestaloS¢u u populacijama sa sjevero-zapada Europe, $to dodatno moze
pridonijeti razlikama u rezultatima farmakogenetickih istraZivanja medu populacijama
[113]. Rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali zna€ajan pojedinacni utjecaj CCR5-
A32 polimorfizma na odgovor na terapiju IFN-B u ukupnom uzorku bolesnika (tablice
17 i 18). Distribucija alela i genotipova CCR5-A32 nije se znacajno razlikovala (p>0,05)
izmedu MS bolesnika s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-f i onih bez odgovora
na terapiju u nasem uzorku, uz podatak da je frekvencija ovog alela od 7,1% u nasoj

populaciji relativno niska [116]. lako je funkcionalni u€inak delecije na razini proteinske
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strukture dobro dokumentiran, njezin utjecaj na transkriptomski profil imunosnih
stanica u MS-u i tijekom IFN-[ terapije jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Ovi nalazi
u skladu su s dijelom literature koja naglasava ograni€enu prediktivhu vrijednost
pojedinacnih kemokinskih polimorfizama u slozenim autoimunim bolestima poput MS-
a [114].

Medutim, vazno je istaknuti da odsutnost samostalnog ucinka ne iskljuCuje
biolosku relevantnost CCR5-A32 varijante. NaSi rezultati o uCestalosti kombinacija
genotipova sugeriraju da ovaj polimorfizam djeluje prvenstveno kao modifikator
terapijskog odgovora, Ciji se ucinak ocCituje tek u kombinaciji s drugim funkcijski
povezanim genetskim varijantama (tablica 44), Sto je naglaseno rezultatima multiple
regresijske analize koja povezuje kombinaciju genotipova CCR5-A32 wiwt/CTLA4 +49
AA s predikcijom pozitivnog odgovora na terapiju IFN-B (B = 0,188; promjena R?: 0,035;
p = 0,025). Takav nalaz dodatno podupire koncept poligenske regulacije odgovora na
IFN-B, pri ¢emu sinergijski ucinci vise imunoloskih puteva nadilaze utjecaj pojedinacnih
gena. Usporedba naS$ih rezultata s prethodnim istraZivanjima, osobito s podacima
dobivenim u istrazivanju Kulakove i sur., koje je obuhvatilo varijantu CCR5-A32 i
CTLA4 +49 dodatno ukazuje na vaznost populacijskih razlika u farmakogeneti¢kim
analizama [97]. lako su veli€ina uzorka i kriteriji za definiranje odgovora na terapiju bili
usporedivi, u ruskoj kohorti zabiljeZzen je veci udio bolesnika bez odgovora na IFN-
terapiju (65% u odnosu na 41% u nasem uzorku), kao i visa uCestalost CCR5-A32
alela [97], kao potvrda geografskoj varijaciji. Medutim u navedenom radu nije
provedena analiza polimorfizma CTLA4 CT60, kao ni TNFRS10A, dok su u nasem
istraZivanju ove varijante bile uklju€ene, $to pruza dodatni uvid u potencijalnu ulogu
kombinacija imunoregulacijskih gena u odgovoru na terapiju IFN-B. Stoga je
neophodna integracija genotipskih, transkriptomskih i klinickin podataka u buduéim
istrazivanjima, kako bi se $to preciznije definirala uloga CCR5 signalizacije u modulaciji

terapijskog odgovora.

CTLA-4 protein predstavlja jedan od klju¢nih negativnih regulatora adaptivhog
imunoloSkog odgovora i ima srediSnju ulogu u odrzavanju imunoloske tolerancije.
Ekspresija CTLA-4 prvenstveno je povezana s aktiviranim CD4+ i CD8+ limfocitima T
te Treg, pri Cemu CTLA-4 kompetitivno inhibira kostimulacijski signal CD28 vezanjem
za ligande B7-1 (CD80) i B7-2 (CD86) na antigen-prezentiraju¢im stanicama [115].
Time se smanijuje proliferacija limfocita T, produkcija citokina i nastavak imunoloSke
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kaskade, Sto je od presudne vaznosti u sprjeCavanju pretjerane ili autoreaktivhe

imunolosSke aktivnosti.

Klinicka vaznost CTLA4 u regulaciji autoimunosti potvrdena je nalazima da
heterozigotne mutacije u ovom genu dovode do teskih poremecaja imunolosSke
homeostaze, rezultirajuci ranijim nastupom autoimunosnih bolesti,
hipogamaglobulinemijom, rekurentnim infekcijama i povecanjem rizika za razvoj
malignih bolesti [115]. Ovi podaci ukazuju da i relativho suptilne promjene u funkciji ili
ekspresiji CTLA4, poput onih uzrokovanih pojedinacnim nukleotidnim polimorfizmima,
mogu imati mjerljiv uCinak na imunolosku ravnotezu te potencijalno modulirati tijek
autoimunih bolesti poput MS-a, kao i odgovor na imunomodulacijsku terapiju. Studije
koje su usporedivale zdrave ispitanike s nelijeCenim bolesnicima s RRMS i SPMS
oblikom bolesti pokazale su povecan udio CD4+ limfocita T koji izrazavaju CTLA-4 na
svojoj povrsini, pri ¢emu je ta razlika bila izrazenija u bolesnika s RRMS oblikom bolesti
[117]. Ovakav nalaz sugerira da poveéana ekspresija CTLA-4 moze predstavljati
kompenzacijski mehanizam u uvjetima kroni¢ne imunoloSke aktivacije, karakteristiCne
za MS. Medutim, funkcionalna analiza ovih stanica otkriva vazan paradoks: CD4+
limfociti T izolirani iz SPMS bolesnika, a u manjoj mjeri i iz RRMS bolesnika, nakon
stimulacije anti-CD3 i rekombinantnim IL-2, nisu u stanju eksprimirati normalne razine
povrSinskog CTLA-4 [117]. Takav nalaz upucuje na funkcionalni deficit CTLA-4
signalizacije unato¢ poveéanom udjelu CTLA-4+ stanica, $to moZzZe doprinijeti

nekontroliranoj aktivnosti limfocita T i progresiji bolesti.

Dodatno, eksperimentalni modeli temeljeni na stimulaciji limfocita T reaktivnih na
MBP pokazali su da inhibicija CTLA-4 dovodi do snaznog proliferativnog odgovora i
poveéane proizvodnje proupalnih citokina u zdravih kontrola, dok je ovaj efekt
znacajno oslabljen u bolesnika s MS-om [118]. Ovi rezultati ukazuju da je CTLA-4
signalni put u MS-u funkcijski kompromitiran, Sto moze ograni€iti sposobnost
imunoloSkog sustava da adekvatno regulira autoreaktivne limfocite T, a takav
poremecaj ima izravan utjecaj na ucinkovitost terapija koje se zasnivaju na modulaciji

aktivnosti limfocita T, ukljuCujuci IFN-[3.

Posebno zanimljivi podaci dolaze iz analize memorijskih CD8+ limfocita T
izoliranih iz CSL-a. Kod bolesnika s PPMS i RRMS utvdena je odsutnost ekspresije
CTLA-4 na ovim stanicama, osobito kod mladih bolesnika s PPMS-om, dok zdrave
kontrole pokazuju oCekivani pad izraZzaja s povecanjem dobi [119]. Navedeno upucuje

74



na pojavu prerane imunosenescencije CD8+ limfocita T u MS-u, Sto moZze pridonijeti

brzoj progresiji bolesti i slabijem odgovoru na IMT.

Eksperimentalni modeli dodatno potvrduju funkcionalnu vaznost CTLA-4 puta.
Inhibicija njegovih liganada, B7-1 i B7-2, dovodi do divergentnih imunoloskih ishoda
zbog njihove interakcije s CD28. Primjena anti-B7-1 protutijela potiCe Th2
diferencijaciju i ublazava tijek EAE-a, dok anti-B7-2 protutijela favoriziraju Th1 odgovor
i pogorSavaju klini¢ke i histoloSke pokazatelje bolesti [120]. Istrazivanja naglasavaju
da ravnoteza unutar CD28/CTLA-4 osi ima presudnu ulogu u usmjeravanju adaptivnog

imunoloskog odgovora.

U kontekstu terapije IFN-[3, viSe studija pokazalo je da ovaj lijek izravno utjeCe na
CTLA-4 signalni put. Hallal-Longo i sur. opisali su porast intracelularnih razina CTLA-
4 u mononuklearnim stanicama periferne krvi, $to je koreliralo sa smanjenom
proliferacijom i pove¢anom apoptozom limfocita T [121]. Nadalje, Sellebjerg i sur.
utvrdili su da IFN-B povecava udio CD4+ limfocita T s visoko izrazenim CD25
(CD25"high) koiji istovremeno eksprimiraju i CTLA-4, dodatno podupiruéi tezu da IFN-
B potiCe regulacijske mehanizme imunoloskog odgovora [122]. Espejo i sur. uo€ili su
da tijekom prva tri mjeseca terapije IFN-B ne dolazi do znacajnih promjena u
proliferativnom odgovoru limfocita T putem CD28/CTLA-4 puta, no nakon tog razdoblja
povecéana produkcija IL-10 dovodi do inhibicije CD80:CD28/CTLA-4 signalizacije i
smanjene sinteze IL-2 [123]. Postupna reorganizacija regulacijskih imunoloskih mreza

ukazuje da terapijski odgovor na IFN- dolazi s vremenom.

U nasem istrazivanju analiza polimorfizama CTLA4 +49 A/G i CT60 A/G nije
pokazala znaCajan pojedinac¢ni uc€inak u odgovoru na terapiju IFN- u ukupnom uzorku
MS bolesnika. Medutim, nakon stratifikacije prema spolu, CTLA4 +49 AA genotip
pokazao se znaCajnim prediktorom pozitivnog terapijskog odgovora kod Zena,
samostalno (Tablica 27; p=0,006; OR=1,79) u kodominantnom AA vs. AG i
dominantnom genetickom modelu (Tablica 28; p=0,042; OR=1,85 i p = 0,039;
OR=0,56) te u kombinaciji s CCR5 wt/wt genotipom u predvidanju pozitivhog
terapijskog odgovora kod MS bolesnica (p = 0,016; r = 0,204). Ovaj nalaz ima snazno
biolosko uporiste, buduéi da je A alel povezan s viSom povrsinskom ekspresijom CTLA-
4 na limfocitima T, Sto moze rezultirati ucinkovitijom supresijom autoreaktivnih

imunoloskih odgovora.
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Osim toga, kombinacija CTLA4 +49 AA's CT60 AG genotipom pokazala je u MS
bolesnica (tablica 37) dodatni doprinos u odgovoru na terapiju IFN-B (p=0,011;
OR=2,97), §to upucuje na to da regulacijski u¢inak CTLA4 ovisi o medudjelovanju vise
funkcionalnih varijanti unutar istog gena. Ovi rezultati jasno podupiru koncept da
CTLA-4 ne djeluje izolirano, ve¢ kao dio Sire regulacijske mreZze koja ukljuCuje

kemokinsku signalizaciju, citokinski odgovor i apoptotske puteve.

Nasi nalazi takoder naglasavaju vaznost spolnog dimorfizma imunoloSkog
odgovora u MS-u. Poznato je da estrogeni i drugi spolni hormoni mogu modulirati
ekspresiju CTLA-4 i funkciju Treg stanica, $to moze djelomi¢no objasniti zasto je
povoljan u€inak CTLA4 +49 AA genotipa uocCen prvenstveno kod Zena. Ovi rezultati
dodatno potvrduju potrebu za spolno stratificiranim farmakogenetskim analizama,

buduci da objedinjavanje podataka moze prikriti klinicki relevantne genetske ucinke.

TNFRSF10A gen koji kodira receptor smrti TRAILR1 (DR4) kljuéan je u
ekstrinzicnom putu apoptoze. Vezanjem liganda TRAIL dolazi do oligomerizacije
receptora, regrutacije FADD i prokaspaze-8 te formiranja DISC kompleksa, Cime se
inducira kaskada apoptoze i eliminacija autoreaktivnih limfocita T. Polimorfizam
rs20576 (Glu228Ala) u TNFRSF10A genu moze smanijiti formiranje DISC kompleksa,
preusmijeriti signalizaciju prema NF-kB i MAPK putevima te pojacati proinflamatorne
mehanizme [124]. Takva promjena moZe doprinijeti perzistenciji upalne infiltracije u
SZS i poveéanoj produkciji citokina ukljuéenih u neuroinflamaciju, $to je znaéajno za
patofiziologiju MS-a [125]. Zbog niske uCestalosti homozigotnog TNFRSF10A rs20576
CC genotipa (2,4% u onih koji pozitivno reagiraju na terapiju i 4,2% u onih koji imaju
negativan odgovor), analiza distribucije genotipova ovog polimorfizma bila je
ograni¢ena, osobito u okviru genetiCkih modela koji ukljuuju CC genotip. Dodatno
ograni¢enje predstavlja relativno mali broj muskih bolesnika (N = 63), koji su nakon
stratifikacije prema odgovoru na terapiju IFN-B podijeljeni u dvije podskupine, $to

zahtijeva oprez u interpretaciji dobivenih rezultata.

Unato€ navedenim ograniCenjima, analiza stratificirana prema spolu pokazala je
statisticki znaCajnu povezanost varijante rs20576 TNFRSF10A s odgovorom na
terapiju IFN-B u muskaraca, ali ne i u Zena. U skupini muskih MS bolesnika, AA genotip
bio je znacajno rjede zastupljen medu bolesnicima s pozitivnim odgovorom na terapiju,
Sto upucuje na njegov potencijalno nepovoljan ucinak (p=0,044; OR = 0,32). Nasuprot
tome, heterozigotni AC genotip bio je zna€ajno ¢es¢i u onih MS bolesnika s povoljnim
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odgovorom na lije€enje, odnosno povezan s viSestruko pove¢anom vjerojatnoS¢u
povoljnog terapijskog odgovora (p=0,022; OR = 4,29). Ovi nalazi potvrdeni su i
analizom genetic¢kih modela, pri ¢emu su kodominantni (AA vs. AC) i overdominantni
(AC vs. AA + CC) modeli pokazali statisticku znacCajnost (p=0,024 i p=0,022), sto
sugerira moguci heterozigotni uc€inak (overdominance) rs20576 varijante u muskaraca.
Medutim, s obzirom na vrlo nisku ucestalost TNFRSF10A CC genotipa, posebice u
overdominantnom modelu, interpretacija dobivenih omjera rizika ostaje ograniCena. S
druge strane, kod Zena je genotip TNFRSF10A AA CeSc¢i u MS bolesnica s pozitivhim
odgovorom na terapiju IFN-3, ali iako razlika nije bila statisticki znacajna (OR=1,65 i
OR=1,15; p>0,05), navedeno moze ukazivati i na spolno specificnu modulaciju
TRAIL/TRAILR signalizacije. Ovaj nalaz podrzavao bi ranija istrazivanja koja sugeriraju
da spolni hormoni, poput androgena i estrogena, mogu utjecati na ekspresiju receptora
smrti, osjetljivost stanica na apoptozu i ravnoteZzu izmedu apoptotskih i
proinflamatornih signalnih puteva [44,126]. Interakcia TNFRSF10A rs20576 s
terapijskim u€inkom IFN-B moze se objasniti dodatnim pojacanjem izrazenosti TRAIL-
a na stanicama imunosnog sustava i poja¢avanjem osjetljivost autoreaktivnih limfocita
njime posredovanu apoptozu, $to doprinosi smanjenju patoloSke imunoloske aktivnosti
[41,125]. Funkcijski o€uvan TNFRSF10A receptor, kakav se pretpostavlja kod CC
genotipa, omogucuje ucinkovitiju realizaciju ovog terapijskog mehanizma, dok

prisutnost A alela mozZe ogranic€iti apoptotski odgovor i smanijiti u€inkovitost IFN-f3.

Buduéi da je kombinirana analiza TNFRSF10A i CTLA4 +49 AA/AA genotipa
pokazala doprinos povoljnijem terapijskom odgovoru u vidu stabilizacije EDSS-a i
smanjenja stope relapsa, navedeni ucinak pripisujemo i CTLA4 +49 AA genotipu koji
se ve¢ pokazao znacajnim i u kombinaciji s CCR5-A32 wtwt genotipom. Interakcija
TNFRSF10A i CTLA4 +49 AA/AA genotipova u MS bolesnica znacajno predvida
pozitivan odgovor na terapiju (p=0,015) doprinoseci ipak svega 4% varijabilnosti tog
odgovora. U ukupnom uzorku MS bolesnika ova kombinacija TNFRSF10A i CTLA4
+49 AA/AA genotipa tek zajedno s kasnijom dobi nastupa bolesti predvida pozitivan
odgovor na terapiju IFN-B (p=0,046) predvidajuc¢i 4,4% varijabilnosti terapijskog
odgovora. Ovi rezultati takoder potvrduju poligensku prirodu odgovora na IFN-B pa
istodobna prisutnost varijanti koje poti€u regulacijsku kontrolu limfocita T (CTLA4) i
uCinkovitu apoptotsku eliminaciju autoreaktivnih stanica (TNFRSF10A), stvara za

terapijski uspjeh povoljnije imunolosko okruzenje.
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Analiza kombinacija genotipova pokazala je da, iako CCR5-A32 varijanta sama
po sebi nije imala znacajan ucinak, u kombinaciji s odredenim CTLA4 genotipovima
djeluje kao genetski modifikator odgovora na terapiju IFN-B. U ukupnom uzorku MS
bolesnika statisticki znaCajno su se razlikovale kombinacije CCRS5-A32/CTLA4
+49/CTLA4 CT60 witwt/AG/AG i wiwt/AG+GG/AG, koje su bile riede medu bolesnicima
s pozitivnim odgovorom na terapiju IFN-B (tablica 44), $to upucuje na njihov
potencijalno nepovoljan ucinak. Ove kombinacije uklju€uju heterozigotnost CTLA4 +49
A/G (rs231775) u prisutnosti AG alela CT60 (rs3087243), Sto moze odraZavati
suboptimalnu inhibicijsku signalizaciju CTLA-4 i posljedi¢no slabiju regulaciju aktivacije
limfocita T i funkcije Treg. Nakon stratifikacije prema spolu, navedene povezanosti
ostale su statistiCki znacajne isklju¢ivo u MS bolesnica (p=0,010), dok u muskaraca
nisu potvrdene. U Zena su kombinacije Wiwt/AG/AG i wtwt/AG+GG/AG bile znacajno
riede u onih MS bolesnica koje su pozitivho odgovorile na terapiju IFN-3, nego u onih
koje nisu imale pozitivan odgovor, §to dodatno potvrduje spolno specifi¢nu osjetljivost
CTLA-4-posredovanih imunoregulacijskih mehanizama u modulaciji terapijskog
odgovora [25,31,38]. Poznato je da CTLA4 +49 A/G polimorfizam utjeCe na ekspresiju
i funkcionalnu stabilnost CTLA-4 molekule, dok CT60 varijanta modulira omjer
membranske i solubilne forme CTLA-4, pri ¢emu heterozigotne kombinacije mogu
rezultirati funkcijski nepovoljnim imunoloskim fenotipom. Navedeni nalazi u skladu su
s rezultatima multiple regresijske analize, prema kojoj kombinirana prisutnost genotipa
CCRS5 wtwt i CTLA4 +49 AA predvida pozitivan odgovor na IFN-B kod Zena, uz mali
(3,5%) ali statisti¢ki zna¢ajan (p=0,016) doprinos objasnjenju varijabilnosti terapijskog
ishoda. Bioloski gledano, CTLA4 +49 AA genotip povezuje se s ucinkovitijom
inhibicijom T-stani€ne aktivacije i o€uvanom funkcijom Treg stanica, dok odsutnost
CCR5-A32 varijante moze dodatno omoguditi kontroliraniju migraciju imunosnih
stanica u SZS. Suprotno tome, heterozigotne CTLA4 kombinacije, osobito u interakciji
s CT60 AG genotipom, mogu dovesti do slabije imunoregulacije i nepovoljnijeg

terapijskog ishoda.

Vazno je naglasiti da su mnoge kombinacije genotipova rijetko zastupljene, sto
ograniCava interpretaciju pojedinih omjera rizika, osobito onih s vrlo Sirokim intervalima
pouzdanosti. Medutim, konzistentnost rezultata u ukupnom uzorku MS bolesnika i u
skupini MS Zena, kao i njihova podudarnost s rezultatima regresijskih analiza, podupiru

zakljuCak da odgovor na IFN-B u MS-u nije odreden pojedinacnim genetskim
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varijantama, ve¢ njihovim medudjelovanjem, uz izrazenu spolnu specificnost i spolno

specificnu modulaciju CTLA-4 signalizacije.

Na kraju, klini¢ki parametri poput dobi pri nastupu bolesti, stope relapsa prije
lije€enja i poCetnog EDSS-a nisu pokazali neovisnu prediktivnu vrijednost za odgovor
na IFN-B, ni pojedinaéno ni u kombinaciji s analiziranim genetskim varijantama.
Medutim, dvogodiSnje pracenje pokazalo je ve¢i EDSS kod pacijenata koji nemaju
pozitivan odgovor na terapiju, posebno u Zenskoj populaciji, Sto potvrduje kliniCku
relevantnost primijenjenih kriterija, ali i dodatno naglasava vaznost imunogenetskih
Cimbenika u modulaciji terapijskog odgovora [127]. Treg, Th9 i Th17 podskupine CD4+
limfocita T imaju klju¢nu ulogu u patogenezi autoimunih bolesti, ukljuuju¢i MS i
reumatoidni artritis. Biljezi i regulacijski putevi, poput IL-6 i IFN-y, dodatno naglasavaju
spolno specifine razlike u imunoloSkom odgovoru na IFN-f3 , $to sve podrZzava potrebu

integracije genetskih i klinickih Cimbenika u procjeni terapijskog odgovora [128—-130].

Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju da personalizirani pristup, koji integrira
farmakogenetiCku stratifikaciju i spolno specifi¢ne imunoloske razlike, moze poboljSati
prognozu i odgovor na DMT u MS bolesnika. Unato¢ ograni¢enju studije radi relativho
malog broja sudionika, osobito muskaraca, te dvogodiSnjeg razdoblja pracenja, ovi
nasi rezultati upuéuju na to da odredeni genotipovi mogu posluZiti kao pouzdani
pokazatelji u€inkovitosti lijeCenja, ¢ime se naglaSava potencijalna uloga genetskog
testiranja u stratifikaciji pacijenata za personaliziranu terapiju. Takva stratifikacija
mogla bi pomoéi u identificiranju pojedinaca kod kojih bi terapija IFN-[3 bila djelotvorna.
Rezultati genetskog testiranja u kombinaciji s kliniCkim karakteristikama mogli bi se
koristiti u donoSenju utemeljenijih odluka pri lijeCenju bolesnika s MS-om. Primjerice,
predost IFN- kod bolesnica s genotipom CTLA4 +49 AA u odnosu na druge lijekove
iz iste skupine ucinkovitosti. Razumijevanje genetskih utjecaja takoder bi moglo
usmjeravati razvoj kombiniranih terapijskih pristupa, usmjerenih na viSe patofizioloskih
puteva uklju¢enih u MS, ¢ime bi se potencijalno povecala ucinkovitost lijeCenja i

smanijile nuspojave.

Nasi rezultati dodatno naglasavaju vaznost analiza specificnih za spol, kao i
potrebu za provodenjem vecih studija u drugim populacijama bolesnika kako bi se
rezultati potvrdili u razliCitim etnikim skupinama i zemljopisnim regijama. Nadalje,
snaga ovog istrazivanja lezi u sustavnoj analizi genetickih, klinickih i spolnih ¢imbenika,
8to doprinosi razumijevanju slozene poligenske i imunoloSke regulacije odgovora na
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IFN-B u MS-u. Ovakav pristup potencijalno moze poboljSati ishode lijeCenja,
prilagodavanjem terapije individualnim genetskim profilima, ¢ime se u konacnici
poboljSava skrb za bolesnike s MS-om, s moguénoséu primjene i u drugim sloZzenim

bolestima.
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6. ZAKLJUCCI

1. U MS bolesnika nisu utvrdene znacajne razlike (p>0,05) u KkliniCkim
karakteristikama prije poCetka terapije IFN-3 izmedu bolesnika s pozitivhim odgovorom
na terapiju i onih bez odgovora na terapiju, a razlika nije bila prisutna niti nakon

stratifikacije po spolu.

2. Nakon 2 godine od pocetka terapije IFN-B je utvrden znacajno veci (p < 0,0001)
EDSS u bolesnika bez odgovora na terapiju u odnosu na bolesnike s pozitivnim
odgovorom na terapiju IFN-B, Sto je potvrdeno i u Zenskih MS bolesnica (p < 0,0001),

ali ne i u muskih MS bolesnika.

3. U ukupnom uzorku MS bolesnika nije utvrden pojedinacni utjecaj polimorfizama
+49 A/G i CT60 A/G u CTLA4 genu (rs231775 i rs3087243), A32 u CCR5 genu (rs333)
ni rs20576 TNFRSF10A gena u odgovoru na lije€enje IFN-B, jer se distribucije alela i
genotipova nisu znacajno razlikovale (p>0,05) izmedu bolesnika s pozitivnim

odgovorom na terapiju i onih bez odgovora na terapiju IFN-.

4. Nakon podjele MS bolesnika prema spolu utvrdena je znacajno veca (42,1%)
uCestalost CTLA4 +49 AA genotipa u MS bolesnica s pozitivnim odgovorom na terapiju
IFN-B nego u MS bolesnica bez odgovora na terapiju (28,9%, p=0,039), a sukladno
tome i kodominantni geneticki model AA vs. AG pokazao je statistiCku znacajnost
(p=0,042).

5. U manjoj skupini muskih MS bolesnika TNFRSF10A rs20576 AA genotip se
pokazao povezan s povoljnim (p=0,044), a AC (p=0,022) s nepovoljnim odgovorom na
terapiju IFN-B Sto nije potvrdeno u vecoj skupini MS bolesnica ni u ukupnom uzorku
MS bolesnika, niti je razvidno iz frekvencije TNFRSF10A rs20576 alela (p>0,05).

6. Genotip CTLA4 +49 AA u MS bolesnica pokazao je zna¢ajnost u kombinaciji s
genotipom CT60 AG (p=0,011) i u kombinaciji s CCR5 wt/wt genotipom (p=0,025)
izmedu Zena s pozitivhim i bez odgovora na terapiju IFN-B, ali ukupna analiza ne
ukazuju na direktno medudjelovanje svih triju CTLA4, CCR5 i TNFRSF10A gena
(p>0,05).
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7. Genotip CTLA4 +49 AA pojedinacno znacajno predvida pozitivan odgovor na
terapiju IFN-B u Zena (p = 0,011) i pridonosi 4,5% varijabilnosti odgovora, a na isti nacin
djeluje i u kombinaciji s CT60 AG (p=0,006), u kombinacijis CCR5 wt/wt (p=0,016) i u
kombinacijis TNFRSF10A AA (p=0,046).

8. Kombinacija CTLA4 +49/CT60 AA/AG genotipa i kombinacija CTLA4
+49/TNFRSF10A AA/AA genotipa zajedno s kasnijom dobi nastupa bolesti povezana
je s pozitivnim odgovorom na terapiju u svih MS bolesnika (p=0,005 i p=0,046),

doprinoseci s 6,0% i 4,4% varijabilnosti odgovora.

9. Genotip CTLA4 +49 AA je prediktor povoljnog odgovora na lijeCenje IFN-8
prvenstveno kod MS bolesnica, $to ujedno naglasava vaznost terapijskog pristupa MS-

u specificnog za spol.
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IFN-B

Tablica 48. UcCestalost kombinacije genotipova za TNFRSF10A rs20576 varijantu i
CTLA4 +49 A/G (rs231775) te CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS bolesnika
(N=285) prema odgovoru na lije¢enje IFN-3

Tablica 49. Distribucija odabranih kombinacija genotipova za CCR5-A32, TNFRSF10A
rs20576, CTLA4 +49 A/G (rs231775) i CT60 A/G (rs3087243) varijante u svih MS

bolesnika (N=285) prema odgovoru na lije¢enje IFN-
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POPIS POKRATA

APC — antigen predoc¢ne stanice (engl. Antigen presenting cells)
BPB — brom fenol modrilo (engl. Bromphenol blue)

CCR5 - kemokinski receptor 5 (engl. Chemokine receptor 5)
CIS — klini¢ki izolirani sindorm (engl. Clinicaly isolated syndrom)
CSL — cerebrospinalni likvor

CTLA-4 — protein 4 vezan uz citotoksicni limfocit T (engl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 4)

EAE — eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis (engl. Experimental
autoimmune encephalomyelitis)

EDSS - proSirena skala statusa onesposobljenosti (engl. Expanded Dissabillity
Status Scale)

EVB - Epstein Barrov virus

GA — Glatiramer acetat

Gd- — gadolinij negativna lezija, neaktivna lezija

Gd+ — gadolinij pozitvna lezija, aktivna lezija

GWAS - cijelogenomska asocijacijska studija (engl. Genom Wide Association Study)
HHV-6 — humani herpes virus — 6

HLA — humani leukocitni antigen (engl. Human Leukocyte Antigen)
HSV — herpes virus

IFN-B — interferon beta

IFN-y — interferon gama

IgG — imunoglobulin G

IL — interleukin

KMB — krvno-mozdana barijera

MBP — bazi¢na mijelinska bjelan¢evina (engl. Myelin Basic Protein)
MOG — mijelinski oligodendrocitni glikoprotein

MR — magnetska rezonanca

MS — multipla skleroza

MSSS - skala za procjenu tezine multiple skleroze (engl. Multiple Sclerosis Severity
Score)
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NfL — laki lanci neurofilamenata (engl. Neurofilament Light chain)
PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polimerase chain reaction)
PPMS — primarno progresivna multipla skleroza

RT-PCR - lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time —
PCR)

RRMS - relapsno remitiraju¢a multipla skleroza

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
SPMS - sekundarno progresivna multipla skleroza

SZS — sredi$niji zivéani sustav

TNF a — tumorski faktor nekroze alfa (engl. Tumor necrosis factor alpha)

TNFRSF10A — gen za receptor 10A ¢imbenika nekroze tumora (engl. tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 10A)

TNFRSF1A — receptor 1A Cimbenika nekroze tumora (engl. Tumour-necrosis-factor
receptor superfamily member 1A)
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RADNO ISKUSTVO
Datum: 27.listopada 2014. — trenutaéno
Ustanova zaposlenja: Klinicki bolni¢ki centar Rijeka, Kredimirova 42, 51000 Rijeka, Hrvatska
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Radno mjesto: stru¢na suradnica u prodaji lijekova

Datum: kolovoz 2005. — travanj 2006.
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Ustanova zaposlenja: Ordinacija opée medicine dr Ljiljana Radovi¢ Antolovi¢, Rijeka,
Zametska 63

Radno mjesto: lije¢nica

Datum: studeni 2004.
Ustanova zaposlenja: Osnovna Skola «Sveti Matej», Viskovo

Radno mjesto: uditeljica prirode i biologije

Datum: srpanj 2004. — rujan 2004. ; srpanj 2001. — rujan 2002.

Ustanova zaposlenja: Ordinacija opée medicine Mirjana Krsti¢ Arbanas, dr.med, Bakar,
Veberova 157

Radno mjesto: lijenica

Datum: studeni 1998. — studeni 1999.

Ustanova zaposlenja: Dom zdravlja Rijeka

Radno mijesto: lije€nica pripravnica

OBRAZOVANJE

Datum: 2009. —

Ustanova: Medicinski fakultet Sveudilista u Rijeci, Bra¢e Branchetta 20, 51 000 Rijeka
Hrvatska
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USAVRSAVANJA

AD-LEARN mini-course for Residents: How to Start Reading Brain Scans in
Neurocognitive Disorders, Be¢, Austrija, 2025.

Advanced Life Support (ALS) —Rijeka, 2019.

"ESMIT Winter Course Thyroid and Cardiology tracs" Lisabon, Portugal. 2019
"ESMIT Spring Course Musculosceletal and Oncology tracs" Gronningen, Nizozemska.
2017

IAEA Training Course on Managemet of Thyroid and Parathyroid Disease, Limassol,
Cipar, 2015

IAEA Regional Training Course on Hybrid Imaging: SPECT/CT, PET/CT and Sentinel
Lymph Node Localization Techniques; Sarajevo, Bosna i Hercegovina, 2014

55. Seminar - European School of Nuclear Medicine, Bucharest, Rumunjska, 2013.
54. Seminar - European School of Nuclear Medicine, Opatija, Hrvatska, 2013.

51. Seminar — European School of Nuclear Medicine, Varna, Bugarska, 2012.
Poslijediplomski te€aj "Ultrazvuk vratnih organa”, KBC Zagreb, 2011.

47. Seminar — European School of Nuclear Medicine, Opatija, Hrvatska, 2011.

SUDJELOVANJE NA ISTRAZIVACKIM PROJEKTIMA

,Farmakogenetika multiple skleroze: odgovor na imunomodulacijsku terapiju®.
(Uniri- biomed-18-137) voditeljica prof. dr. sc. Nada Star¢evié¢ Cizmarevié
,<Utjecaj gena autoimunosnog odgovora na ucinkovitost imunomodulacijske
terapije interferonom beta u multiploj sklerozi“. (MedRi potpora-100.24.0004.)
voditeljica prof. dr. sc. Nada Star&evi¢ Cizmarevié¢

,Geneticko epidemioloSka reanaliza multiple skleroze u Gorskom kotaru ,,
(Uniri-iskusni-biomed-23-135) voditeljica prof. dr. sc. Nada StarCevi¢
Cizmarevi¢

Znacaj rijetkih varijanti gena imunoloskog odgovora u istraZivanju geneticke
osnove multiple skleroze HRZZ IP-2025-02-1266- voditeljica prof. dr. sc. Nada

Starcevié Cizmarevié
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SUDJELOVANJE NA ZNANSTVENIM SKUPOVIMA

Medunarodni kongres Hrvatskog drustva za nuklearnu medicinu, Pula 2024. — usmena
prezentacija i 3 poster prezentacije

Medunarodni kongres, ISABS, Split 2024. - 1 poster prezentacija

Medunarodni kongres Hrvatskog drustva za nuklearnu medicinu, Rovinj 2017. — 3
usmene prezentacije i 1 poster prezentacija

Medunarodni kongres Hrvatskog drustva za nuklearnu medicinu, Sibenik 2014. — 1
poster prezentacija

Medunarodni kongres Europskog drudtva za nuklearnu medicinu, Milano 2012. — 1

poster prezentacija
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