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POPIS KRATICA

AIRE — autoimuni regulator (prema engl. autoimmune regulator)

ALCAM - adhezijske molekule aktiviranih leukocita (prema engl. activated leukocyte
adhesion molecules)

AP - protein aktivator (prema engl. activator protein)

APC - stanice koje predocuju antigen (prema engl. antigen presenting cells)

Atp6i - ¢lan vakuolarne protonske pumpe transporter A iona I (prema engl. H' transporting
vacuolar proton pump member I)

BMP - kostani morfogenetski protein (prema engl. bone morfogenic protein)

CAM - stani¢ne athezijske molekule (prema engl. cell adhesion molecules)

CCL - kemokin CC (prema engl. C-C motif ligand)

CCR - receptor za kemokin CC (prema engl. C-C motif receptor)

CD - limfocitni diferencijacijski antigen (prema engl. cluster of diferentiation)

CIC - cirkuliraju¢i imuni kompleksi (prema engl. circulating immune complexes)

CRP - C-reaktivni protein (prema engl. C-reactive protein)

CSL - cerebrospinalni likvor

c-Src - C-terminalna Src kinaza (prema engl. C-terminal Src kinase)

CXCL - kemokin CXC (prema engl. C-X-C motif ligand)

DAP - aktivacijski protein DNAX (prema engl. DNAX activation protein)

DC-STAMP - transmembranski protein specifican za dendriticne stanice (prema engl.
dendpritic cell-specific transmembrane protein)

EDSS - prosirena ljestvica statusa invalidnosti (prema engl. expanded disability status scale)
EAE - eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (prema engl. experimental autoimmune

encephalomyelitis)



FcRy - receptor y kristalizabilnog fragmenta (prema engl. fragment, crystallisable, receptor y)
Foxp3 - transkripcijski ¢imbenik Foxp3 (prema engl. forkhead box P3)

Gab - GRB2-pridruzen vezujuci protein (prema engl. GRB2-associated-binding protein)

HLA - ljudski leukocitni antigen (prema engl. human leukocyte antigen)

Gd - gadolinij (prema lat. gadolinuium)

ICAM - medustani¢ne adhezijske molekule (prema engl. intercellular adhesion molecules)
IGF — ¢imbenik rasta nalik inzulinu (prema engl. insulin-like growth factor)

IFN - interferon (prema engl. interferon)

IKKp - podjedinica B inhibitora NF-xB kinaze (prema engl. inhibitor of NF-«kB kinase subunit
p)

IL - interleukin (prema engl. interleukin)

IRF — regulacijski ¢cimbenik interferona (prema engl. interferon regulatory factor)

ITAM - imunoreceptorski aktivacijski motiv temeljen na tirozinu (prema engl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif)

[U — medunarodne jedinice (prema engl. international unir)

JNK - c-Jun N-terminalna kinaza (prema engl. c-Jun N-terminal kinase)

LTBP3 - latentni za TGF-P vezujuéi protein 3 (prema engl. latent transforming growth factor
p binding protein 3)

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

MBP - mijelinski bazi¢ni protein (prema engl. myelin basic protein)

MBPL - materijal nalik na MBP (prema engl. MBP-like material)

M-CSF - cCimbenik poticanja makrofagnih kolonija (prema engl. macrophage colony-
stimulating factor)

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



MITF - transkripcijski ¢imbenik mikroftalmije (prema engl. microphtalmia-associated
transcription factor)

MMP - matriksna metaloproteinaza (prema engl. matrix metalloproteinase)

MR - magnetska rezonanca (prema engl. magnetic resonance)

MS - multipla skleroza (prema engl. multiple sclerosis)

NFAT - nuklearni ¢imbenik aktiviranih stanica T, signalna molekula (prema engl. nuclear
factor of activated T-cells)

NF-«kB - nuklearni transkripcijski ¢cimbenik kB (prema eng. nuclear factor-«xB)

NK - prirodnoubilacke stanice (prema engl. natural killer)

NO - dusikov oksid (prema engl. nitric oxid)

OKYV - oligoklonske vrpce

OPG - osteoprotegerin

OSCAR - osteoklasti¢ni receptor nalik imunoglobulinu (prema engl. osteoclast-associated
immunoglobulin-like receptor)

PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi (prema engl. peripheral blood mononuclear
cells)

PD - membranski receptor za programiranu smrt (prema engl. programmed cell death protein)
PRR - receptor koji prepoznaje obrazac (prema engl. pattern recognition receptor)

PTH - paratireoidni hormon

qPCR — kvantitativna reakcija polimeraze u realnom vremenu (prema engl. quantitative real-
time polimerase chain reaction)

RA - reumatoidni artritis (prema engl. rheumatoid arthritis)

RANK - receptor-aktivator nuklearnog ¢imbenika kB

RANKL - ligand za RANK receptor



RORyt - transkripcijski ¢imbenik RORyt (prema engl. retinoic acid receptor-related orphan
receptor yt)

RR - realpsno-remitirajuci (prema engl. relapse remitting)

SP - sekundarno-progresivan (prema engl. secondary progressive)

STAT - signalna molekula STAT (prema engl. signal transducer and activator of
transcription)

TAB2 - protein 2 koji se veze za TGF- aktiviranu proteinsku kinazu 1 (prema engl. TGF-f
activated protein kinase 1-binding protein 2)

Tbet - transkripcijski ¢imbenik Tbet (prema engl. T-box expressed in T cells)

TCR - T-stanic¢ni receptor (prema engl. T cell receptor)

TGF — transformirajuc¢i ¢imbenik rasta (prema engl. transforming growth factor)

Th - pomagacki limfociti T (prema engl. T helper)

TNF - ¢imbenik tumorske nekroze (prema engl. tumor necrosis factor)

Trl - inducirane regulatorne stanice T (iTregs)

TRAF - adaptorski protein RANK receptora (prema engl. tumour necrosis factor receptor-
associated factor)

TRAP - kisela fosfataza otporna na tartarat (prema engl. tartrate-resistant acid phosphatase)
Tregs - regulatorne stanice T (prema engl. T regulatory cells)

TREM - poticudi receptor izrazen na mijeloidnim stanicama (prema engl. triggering receptor
expressed by myeloid cells)

VCAM - vaskularne adhezijske molekule (prema engl. vascular adhesion molecules)

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (prema engl. vascular endothelial growth factor)

VLA - integrin VLA (prema engl. very late antigen)



1. UVOD

Multipla skleroza (MS, prema engl. multiple sclerosis) je kroni¢na bolest srediSnjeg
ziv€anog sustava slozene etiopatogeneze. Predstavlja veliki javnozdravstveni problem,
posebice stoga jer zahvaca mlade dobne skupine i vodi trajnom invaliditetu zbog, jo§ uvijek,

nedovoljno u¢inkovitog lijecenja.

1.1. Osobitosti multiple skleroze

MS je kroni¢na autoimuna upalna bolest srediSnjeg zivéanog sustava koja zahvaca
mijelinizirane neurone srediSnjeg zivéanog sustava te posljedi¢no, u razli¢itom opsegu,
ostecuje njihov mijelin 1 aksone (1-3). Najces¢i je uzrok netraumatskog invaliditeta
povezanog s neuroloskom boles¢u u populaciji mlade i srednje dobi (4). Procjenjuje se da u
svijetu ukupno od MS boluje oko dva milijuna ljudi, s prevalencijom od manje od 5/100.000
stanovnika u Sredi$njoj Africi do oko 30/100.000 stanovnika u Sjevernoj Europi i Sjevernoj
Americi (3). Dva puta je ¢eS¢a u Zena nego u muskaraca, a javlja se najcesce izmedu 20. i 40.
godine zivota. U pravilu, skloniji su joj ljudi bijele rase i to s rastu¢om prevalencijom i
incidencijom u smjeru sjevernije od Ekvatora (5). Populacija koje se prije 15. godine Zivota
preseli s podrucja manje na podrucje vece incidencije, preuzima povecan rizik razvoja MS

nove sredine (5,6).

1.1.1. Znacaj imunoloSke reakcije

Imunoloska reakcija, posebice djelovanje brojnih citokina, navodi se kao glavni
mehanizam izazivanja demijelinizacijskog oste¢enja u MS. Citokini dovode do privlac¢enja
imunoloskih stanica iz cirkulacije (ekstravazacije) i njihovog naseljavanja na mjestima
buduéeg demijelinizacijskog plaka. Osim toga, citokini sudjeluju i u osteéenju krvno-
mozdane barijere. Brojne druge molekule povezane s imunoloSkim odgovorom pomazu
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ekstravazaciji imunoloskih stanica i njihovom naseljavanju u bijeloj tvari srediSnjeg ziv€anog

sustava, $to posljedicno oste¢uje mijelinski omotac, a kasnije i aksone neurona.

1.1.2. Pokusni model

U 7zZivotinja je moguce izazvati eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (EAE,
prema engl. experimental autoimmune encephalomyelitis), koji predstavlja pokusni model MS
i ujedno podupire hipotezu o autoimunoj prirodi bolesti. U tom se modelu, u genetski
prijemCljivu  Zivotinju, ubrizgava homogenat mijelinskih proteina (primjerice bazicni
mijelinski protein, proteolipidni protein i mijelinski oligodendrocitni protein). Na taj se nacin
potice diferencijacija specificnih limfocita T, nazvanih encefalitogenim (7-10). Histoloska
analiza dokazuje da je upalni infiltrat sastavljen od limfocita T i B, makrofaga te aktivirane
mikroglije (11). S obzirom da MS poglavito oSteCuje bijelu tvar, u lezijama je znakovita
primarna demijelinizacija s oSte¢enjem mijelinskog omotaca oko oc¢uvanih aksona, premda
ponekad nalazimo i prekid aksona. Uz to, nasuprot opisanim lezijama znakovitim za relapsno-
remitiraju¢u (RR, prema engl. relapse remitting) MS, u poodmaklim stadijima bolesti i u
sekundarno-progresivnoj (SP, prema engl. secondary progressive) MS, lezije se nalaze i u
mozdanoj kori, uz slabo aktivne lezije u bijeloj tvari (12).

U imunopatogenezi MS, prema spoznajama dobivenim u modelu EAE, kljuc¢na je
uloga limfocita T. Oni se diferenciraju u podvrste pomagackih limfocita Th (prema engl. T
helper) CD4" (prema engl. cluster of diferentiation): Th1l, Th2 i Th17. U klasi¢noj teoriji
imunopatogeneze MS osobito su vazni pomagacki limfociti Th1. Oni su povezani s relapsima
bolesti, a glavni je dokaz ove tvrdnje da relapsima prethodi povecanje broja cirkuliraju¢ih
stanica koje luce interferon gama (IFN-y, prema engl. interferon y). Medu stanicama periferne
krvi koje luc¢e IFN-y, najve¢i je udio limfocita Thl, koje ujedno imaju povecan kapacitet

aktivacije makrofaga (13). Makrofazi pojacano izrazavaju molekule glavnog kompleksa



tkivne podudarnosti (MHC, prema engl. major histocompatibility complex), te poticu
prepoznavanje putem limfocita T i njihovu aktivaciju. Upravo se limfociti Thl nakupljaju u
mozdanim lezijama miseva s izazvanim EAE i u bolesnika koji boluju od MS (14,15).
Takoder, u bolesnika koji boluju od MS, davanjem IFN-y poveéava se broj egzacerbacija
(16). Medutim, postoje i studije koje naglasavaju da etiologija EAE nije podudarna etiologiji

MS, pa je uloga limfocita Thl u patogenezi MS i dalje predmet rasprava.

1.1.3. Limfociti i citokini

Pomagacki limfociti T CD4" izrazavaju na svojoj memebrani specifi¢ni recpetor TCR
(prema engl. T cell receptor), koji sluzi za specifi¢no vezanje antigena, u slucaju MS ve¢inom
nekim od glikoproteina mijelinskog omotaca neurona srediSnjeg Ziv€anog sustava, pri cemu
molekula CD4 sluzi kao koreceptor (17). Smatra se da su pojedini klonovi limfocita T
potencijalno autoreaktivni, zbog odredene specificnosti receptora TCR, $to predstavlja glavni
okida¢ autoimune reakcije, ukljucujuéi i MS (18). Tako aktivirani pomagacki limfociti T,
specificni za mijelinske antigene, dalje se diferenciraju u podvrste Thl, Tregs (prema engl. T

regulatory cells), Th2 i Th17 (Slika 1).
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Slika 1. Diferencijacija podvrsta limfocita Th. Ovisno o citokinima koji djeluju na naivni limfocit T,
diferencijacija se odvija u Cetiri smjera. U prisutnosti I1L-12, diferencijacija u limfocite Thl zahtjeva aktivaciju
glavnog regulatorng transkripcijskog ¢imbenika T-bet preko STAT1 i STAT4. Limfociti Thl proizvode IFN-y i
ukljucene su u imunost posredovanu stanicama protiv unutarstani¢nih bakterija i virusa. IL-4 potic¢e aktivaciju
STAT6 i GATA3 koje su odgovorne za Th2 stani¢nu diferencijaciju. Limfociti Th2 su vazni u humoralnoj
imunosti usmjerenoj protiv parazita, akciju posredovanu njihovim stvaranjem IL-4, IL-5 i IL-13. Kombinacija
TGF-B i proupalnih citokina, kao $to su IL-6 i IL-23, usmjerava diferencijaciju u limfocite Th koje proizvode IL-
17 odnosno limfocite Th17 i to regulacijom STAT3 i RORyt. Stanice Th17 igraju klju¢nu ulogu u zastiti protiv
izvanstani¢nih patogena i u autoimunim upalnim bolestima. Dodatno, TGF- moze potaéi diferencijaciju u
Foxp3" limfocite Treg, koje proizvode TGF-B i IL-10 te djeluju kao modulatori imunoloskog odgovora. APC,
predocna stanica (prema engl. antigen-presenting cell); Foxp3+, prema engl. forkhead box p3+; IFN, interferon;
MHC-TCR, prema engl. major histocompatibility complex—T-cell receptor; STAT, prijenosnik signala i
aktivator transkripcije (prema engl. signal transducer and activator of transcription); ROR, prema engl.
retinoid-related orphan receptor; TGF, transformiraju¢i ¢imbenik rasta (prema engl. transforming growth
factor); pomagacki T (Th, prema engl. T helper); Treg, regulacijski T limfocit (prema engl. regulatory T).
Modificirano prema: Leung S, Liu X, Fang L et al. The cytokine milieu in the interplay of pathogenic Th1/Th17

cells and regulatory T cells in autoimmune disease. Cell Mol Immunol. 2010 May;7(3):182-9.



1.1.3.1. Limfociti Th1

Limfociti Thl diferenciraju se tijekom primarne imunoloske reakcije, aktivacijom
naivnih limfocita T u mikrookoliSu bogatom citokinom IL-12 (prema engl. interleukin 12),
kojeg proizvode mijeloidne dendriticne stanice te IFN-y kojeg proizvode plazmocitoide
dendriticke stanice i stanice NK (prema engl. natural killer) (19). IL-12 je heterodimerne
strukture, sastavljen od dvije podjedinice p35 i p40, te aktivira signalnu molekulu STAT4
(prema engl. signal transducer and activator of transcription 4). Interferoni prenose signal
preko molekule STATI. Signalni putevi posredovani molekulama STAT1 i STAT4 poticu
transkripcijski ¢imbenik T-bet (prema engl. T-box expressed in T cells) koji je kljucan za
diferencijaciju naivnih limfocita T u podvrstu Thl (20). Limfociti Thl luce brojne citokine,
od kojih isticemo IFN-y, TNF-a (prema engl. tumor necrosis factor o), 1L-2 1 IL-12.
Fizioloski, ti citokini reguliraju stani¢ni imunoloski odgovor ucinkovit protiv tumorskih
stanica, virusa i bakterija i to aktivacijom makrofaga i citotoksi¢nih limfocita T. Uz to,
limfociti Thl posreduju neke tkivno-specifi¢ne autoimune bolesti, ukljucujuci dijabetes

ovisan o inzulinu, artritis, psorijazu i upalne intersticijske bolesti, u koje ubrajamo i MS (21).

1.1.3.2. Limfociti Th2

Podvrsta limfocita Th2 ve¢inom djeluje protuupalno, lu¢e¢i citokine TGF-B (prema
engl. tranforming growth factor ), IL-4, IL-5 i IL-13. Ta podvrsta limfocita potice aktivaciju
limfocita B, koji diferencijacijom u plazma-stanice i lu¢enjem imunoglobulina posreduju
humoralnu imunost. Za njihovu diferencijaciju kljucan je citokin IL-4, koji putem signalne
molekule STAT6 susljedno aktivira transkripcijski ¢imbenik GATA-3. Sam GATA-3 potice

prepisivanje citokinskih gena klju¢nih za odgovor Th2 (21,22).



1.1.3.3. Regulacijski limfociti T

Podvrste regulacijskih limfocita T CD4" takoder imaju vaznu ulogu u patogenezi MS.
Ti limfociti izrazavaju biljege CD4 i CD25, a ukljucuju nekoliko podvrsta, primjerice Tregs,
Th3 1 Trl (prema engl. T regulatory cells I). LuCenjem citokina te podvrste reguliraju
funkcije limfocita Th1 i Th2, odrzavajuci tako homeostazu imunoloskog sustava. Regulacijski
limfociti T diferenciraju se u timusu iz naivnih limfocita T uz citokine IL-2 i TGF-f, ¢ineci
populaciju prirodenih Tregs. U perifernim limfnim organima naivni limfociti T mogu se uz
citokin TGF-p, koji aktivira signalnu molekulu STATS i posljedi¢no transkripcijski ¢imbenik
Foxp3 (prema engl. forkhead box P3), diferencirati u inducibilne Tregs. Regulacijski limfociti
T proizvode male koli¢ine IL-2 i IFN-y te velike koli¢ine IL-10, IL-35 i TGF-B. Nuzni su za
odrzavanju periferne imunoloSke tolerancije jer nakon diferencijacije migriraju u periferne
limfne odjeljke gdje suprimiraju aktivaciju i efektorske funkcije autoreaktivnih limfocita T.
Uzimajuéi u obzir imunosupresivne funkcije i vaznost u imunotoleranciji, regulacijski

limfociti T predstavljaju vaznu liniju obrane organizma od autoimunih bolesti (22, 23).

1.1.3.4. Limfociti Th17

Subpopulacija limfocita T CD4", prvi puta izolirana u perifernoj krvi bolesnika koji
boluju od Chronove bolesti, definirana je kao populacija koja Iuci velike koli¢ine citokina IL-
17 1 IL-23. Za diferencijaciju limfocita Th17 vazan je IL-23, citokin heterodimerne strukture
sastavljen od podjedinica p40 (koju dijeli s IL-12, vaznim za diferencijaciju limfocita Thl) i
pl9 (jedinstvenu za IL-23). MiSevi kojima nedostaje gen za podjedinicu pl9 pokazuju
normalan odgovor Thl i potpuno odsutan odgovor Thl7 (24). Na temelju te spoznaje i
spoznaje da IL-12 i IL-23 koriste razli¢ite puteve signalne transdukcije, zakljuceno je da se
limfociti Thl i Thl7 mogu smatrati razliitim funkcionalnim podvrstama limfocita T,

naglaSavajuci vaznost IL-23 u diferencijaciji limfocita Th17. Medutim, naivni limfociti T ne



izrazavaju receptor za IL-23, nego je IL-23 nuZzan za prezivljenje i funkciju limfocita Th17,
posebice lucenje IL-17 znakovitoga za tu podvrstu. Isti¢e se da je za inicijalnu diferencijaciju
misjih limfocita Th17 potreban specificni citokinski mikrookoli§, posebice kombinacija
citokina IL-6 i TGF-B. TGF-p i IL-6 djeluju preko signalnih molekula STAT3 i IRF4 (prema
engl. interferon regulatory factor 4), koje reguliraju lucenje IL-23 i izrazaj membranskog
receptora za IL-23. Posljedi¢no, autokrinom regulacijom, IL-23 potice aktivaciju
transkripcijskog C¢imbenika RORyt (prema engl. retinoic acid receptor-related orphan
receptor yt) 1 lu¢enje IL-17 koji dovrSava program diferencijacije i stvara stabilni fenotip
limfocita Th17 (25). Takoder, IL-21, u suradnji s TGF-f, poti¢e diferencijaciju limfocita
Th17, aktivacijom transkripcijskog ¢imbenika RORyt te poja¢anjem izrazaja receptora za IL-
23 i IL-21 (24). Istrazivanjima ljudskih limfoctinih populacija pokazuje se neSto drugaciji
uzorak aktivacije. Klju¢ni ¢imbenici diferencijacije limfocita Th17 su IL-1p i IL-23, dok
TGF-B nije nuzan za taj proces, ali ga indirektno potice, inhibicijom diferencijacije ostalih
subpopulacija limfocita Th (25-29).

Sekrecijski profil limfocita Th17 je polimorfan. Glavni citokinski proizvod je IL-17
Ciji specificni receptor je ubikvitarano izrazen na razliitim stanicama, primjerice
fibroblastima, limfocitima T 1 B, razliitim mononuklearnim stanicama koStane srzi i
endotelnim stanicama krvnih Zila. Aktivacija receptora za IL-17 pokrece signalni put
transkripcijskog ¢imbenika NF-xB (prema eng. nuclear factor-x«B) i MAPK (prema engl.
mitogen activated protein kinase), $to susljedno poti¢e lucenje brojnih kemokina (CCL2,
CCL7, CCL20 i CXCL1) i citokina (IL-6, IL-8, IL-21, IL-22, IL-26 i TNF-a) te matriksne
metaloproteinaza MMP-3 (prema engl. matrix metalloproteinase) i MMP-13 (10,30). Uz to,
odredene subpopulacije limfocita Th17 lu¢e IFN-y.
Zakljucno, aktivacija limfocita Th17 posreduje neutrofilnu infiltraciju i upalu, pa se stoga IL-

17 smatra vrlo potentnim proupalnim citokinom. Takoder, limfociti Th17 poti¢u tkivno
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razaranje tijekom upalnog procesa te podrzavaju kronic¢ni upalni proces. Visoke koncentracije
citokina IL-17 1 IL-23 utvrdene su u razli¢itim autoimunim bolestima, primjerice MS,

reumatoidni artritis (RA, prema engl. rheumatoid arthritis) i psorijazi (24).

1.1.3.5. Znacajke imunoloskog odgovora limfocita Th u multiploj sklerozi

Nasuprot klasi¢ne patogenetske uloge limfocita Th1 u tkivno-specifiénim autoimunim
bolestima, niz pokusa na zivotinjskim modelima dokazuje klju¢nu vaznost limfocita Th17 u
MS, dok pri tome limfociti Thl imaju zastitnu ulogu (31). Posebice se u eksperimentalnim
modelima proucavalo djelovanje citokina IL-12 i1 IL-23, koji dijele zajednicku podjedinicu
p40, uz specificne podjedinice p35 za [L-12 i p19 za IL-23, a vazni su za diferencijaciju tih
limfocitnih subpopulacija. U modelu EAE, infiltracija limfocitima Th17 prethodi klinickom
razvoju bolesti. Usporedo se unutar srediSnjeg ziv€anog sustava aktiviraju stanice mikroglije
CD11b", uz lokalno lugenje citokina IL-1B, TNF-o i IL-6. Zna¢ajna infiltracija limfocitima
Thl odvija se tek nakon razvoja klinickih znakova bolesti. Nadeno je, takoder, da u kokulturi
stanica mikroglije 1 limfocita T specifi¢nih za mijelinski bazi¢ni protein (MBP, prema engl.
myelin basic protein), limfociti Th17 mnogo potentnije induciraju proupalne citokine od
limfocita Th1, premda obje subpopulacije limfocita Th pojacavaju izrazaj molekula MHC 1II i
kostimulacijskih molekula na membrani stanica mikroglije (32).
Misji modeli pokazuju da TGF-f zajedno s IL-6 potice polarizaciju naivnih limfocita T prema
limfocitima Th17, ¢ija ekspanzija dovodi do egzacerbacija EAE, $to je u suprotnosti s ¢esce
opisivanim protuupalnim djelovanjem citokina TGF-B. Pretpostavlja se da u fizioloskim
uvjetima, kada nema upalnog mikrookoliSa, TGF-B kojeg luce stanice imunoloskog sustava
koci efektorske autoreaktivne limfocite T odrzavaju¢i imunotoleranciju. U stanjima upale 1
infekcije, proupalni citokin IL-6, kojeg luce stanice nespecifi¢nog imunoloSkog odgovora,

ko¢i razvoj regulatornih limfocita T i1 poti¢e proupalni imunoloski T stani¢ni odgovor



dominantno posredovan limfocitima Th17. Taj antagonizam je posebice vazan za tumacenje
patogeneze autoimunih bolesti i uloge kroni¢ne upale u autoimunom procesu. Nadalje,
dokazano je da se broj limfocita Tregs ne mijenja znacajno u odnosu na kontrolnu skupinu u
perifernim odjeljcima imunoloskog sustava u modelu EAE, ali da u sredi$njem ziv€anom
sustavu postoji znacajna razlika u broju i aktivnosti tih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu,
Sto je u korelaciji s kliniCkom prezentacijom bolesti. U srediSnjem Zivéanom sustavu broj
limfocita Th17 povecava se s aktivno$éu EAE, a znacajno se smanjuje za vrijeme oporavka.
Tijekom razvoja EAE mijelinsko-specifi¢ni limfociti Tregs ciljano se nakupljaju u
strukturama srediSnjeg ziv€anog sustava, dok se s regresijom klinickih simptoma broj
mijelinsko-specifiénih limfocita Tregs znaGajno smanjuje. StoviSe, postoji znacajna
povezanost izmedu klini¢ke slike EAE te odnosa broja limfocita Tregs i Th17 u srediSnjem
ziv€anom sustavu, ali ne i u perifernim limfnim tkivima. Limfociti Tregs u srediSnjem
ziv€anom sustavu pretezno stvaraju IL-10, protuupalni citokin ¢ija je koncentracija u
negativnoj korelaciji s klinickim tijekom bolesti (33).

I u bolesnika koji boluju od MS istrazivana je uloga limfocita Tregs i Th17. Pokazane
su poviSene koncentracije citokina IL-17 u demijelinizacijskim plakovima i cerebrospinalnom
likvoru (34). Stanice mikroglije mogu djelovati kao predocne stanice (APC, prema engl.
antigen presenting cells) te kao izvrsne stanice ukljuene u proces upalne demijelinizacije
srediSnjeg Ziv€anog sustava. IL-17 u tim stanicama poti¢e izrazaj proupalnih molekula,
ukljucujuc¢i IL-6, duSikov oksid (NO, prema engl. nitric oxid), razlicite neutrofilne
kemotaksijske c¢imbenike i1 adhezijske molekule, Sto potvrduje ulogu limfocita Th17 u
patogenezi MS (35). Limfocitni infiltrat na mjestima lezija sastoji se poglavito od limfocita
Thl i Th17. Ukoliko u infiltratu dominiraju limfociti Th17, razvija se upalni proces zbog
pojacanog lucenja IL-17. IL-17 je kljuan za pokretanje autoimune reakcije u srediSnjem

zivéanom sustavu jer potice aktivaciju enzima MMP3 te privlaci neutrofile na mjestu upale.



Neutrofilna aktivacija te druge vrste metaloproteinaza, proteaza i gelatinaza naruSavaju
selektivnu permeabilnost krvno-mozdane barijere i dodatno poveéavaju neutrofilnu
infiltraciju. Povecana aktivnost proteaza privlac¢i znac¢ajan broj monocita/makrofaga na mjesto
upale $to dovodi do osStecenja mijelina i aksona. Nasuprot tome, u lednoj mozdini se upalna
reakcija razvija kada dominiraju limfociti Thl u odnosu na limfocite Th17, upuéujuci na
zakljuak da su za autoimunu upalu u mozgu vazniji limfociti Th17, a u lednoj mozdini
limfociti Th1 (36).

Uz promjene subpopulacija Thl i Th17, u MS su uocene promjene u djelovanju
limfocita Tregs. Bolesnici koji boluju od MS nemaju znac¢ajnu razliku u broju limfocita Tregs
u odnosu na zdrave ispitanike, ali u in vitro pokusima dokazana je supresija njihove funkcije
(37). Prema izrazaju membranskog receptora za programiranu smrt (PD-1, prema engl.
programmed cell death protein 1), limfociti Tregs dijele se na naivne i memorijske, a njihov
broj promijenjen je u bolesnika koji boluju od MS (38,39).

No i dalje se u patogenezi MS uz limfocite Th17 i Tregs istice vaznost limfocita Thl,
poglavito zbog proupalnog djelovanja i poticanja mononuklearne infiltracije. Uz pomagacke
limfocite T CD4", u patogenezi MS vazni su i citotoksiéni limfociti T CDS8". Citotoksi¢ni
limfociti T pretezito se nalaze perivaskularno u bijeloj tvari za razliku od pomagackih
limfocita T naseljenih na periferiji demijelinizacijskih lezija. MS je karakterizirana velikom
varijabilnos¢u lokalizacije lezija u srediSnjem ziv€anom sustavu, §to je povezano s tkivhom
distribucijom molekula MHC, pa mijelin-specificni limfociti T, unato¢ tome S$to je MBP
Siroko zastupljen u mozdanom tkivu, ne infiltriraju cijeli mozdani parenhim ve¢ samo

odredena mjesta gdje stvaraju demijelinizacijske plakove (40,41).
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1.1.4. Etiologija i patogeneza multiple skleroze
Etiologija i patogeneza MS jos uvijek nisu potpuno razjasnjene, ali novije studije
upucuju na zdruzeno djelovanje nekoliko ¢imbenika, uklju¢uju¢i imunoloske procese, virusne

i neke druge infekcije te okolisne i genetske ¢imbenike.

1.1.4.1. Molekularna mimikrija u multiploj sklerozi

S obzirom na autoimunu etiologiju, postavljena je hipoteza o molekularnoj mimikriji
kao imunopatogenskom ¢imbeniku bolesti. Molekularna se mimikrija javlja kada peptidi
patogena, virusa ili bakterije, strukturalno slice autoantigenima (krizna reaktivnost). Infekcija
razli¢itim patogenima, ¢ija molekularna struktura nalikuje antigenima srediSnjeg ziv€anog
sustava, moze posredovati kriznu reaktivnost, ali niti za jedan odredeni patogen nije dokazana
uzro¢na povezanost. Molekularna mimikrija ovisi i o fenotipu molekula MHC skupina i II, a
da bi se bolest potaknula uz molekulanu mimikriju vazna je i aktivacija nespecificnog

imunoloskog odgovora (42).
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Slika 2. Migracija limfocita T u tkivo srediSnjeg Zivéanog sustava u pokusnom modelu
autoimunog encefalomijelitisa. Memorijski limfociti koji izrazavaju molekulu CCR6 izlaze iz zila
korioidnog pleksusa u podlezeéu tkivnu stromu, a nakon toga migriraju prema epitelnim stanicama korioidnog
pleksusa koje izrazavaju kemoatrakcijsku molekulu CCL20. CCL20 signalizacija preko molekule CCR6
omogucuje limfocitima T prolazak preko “Cvrstih spojeva” izmedu epitelnih stanica korioidnog pleksusa (krvno-
mozdana barijera) i ulazak u mozdane ventrikle, odakle navedene stanice migriraju u subarahnoidalni prostor.
Restimulacija tih limfocita T makrofagima u subarahnoidalnom prostoru dovodi do proizvodnje razli¢itih
citokina, povecanja broja limfocita T i stimulaciju krvno-mozdane vaskulature, $to poti¢e drugi val upalne
stani¢ne invazije srediSnjeg ziv€anog sustava. Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (EAE; prema engl.
experimental autoimmune encephalomyelitis); CCL, kemokin CC; CXCL, kemokin CXC, CCR, receptor za
kemokin CC. Modificirano prema: Ranshoff RM. Immunology: In the beginning. Nature. 2009 Nov

5:462(7269):41-2.
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1.1.4.2. Propusnost krvno-moZdane barijere u multiploj sklerozi

Prelazak leukocita u sredi$nji zivcani sustav predstavlja klju¢ni korak u tijeku MS, no
okida¢ toga procesa jo$ nije potpuno razjasnjen (Slika 2). Aktivirani limfociti Thl ulaze u
srediS$nji ziv€ani sustav, te se reaktiviraju prepoznavanjem autoantigena (mijelinskih proteina)
na stanicama makrofaga i mikroglije.

U ranoj fazi bolesti krvno-mozdana barijera postaje propusna, $to se prikazuje
magnetskom rezonancom uz upotrebu Gd (prema lat. gadolinium)-kontrasta. Imbibicija
kontrastom u novonastalim osteenjima srediSnjeg zivéanog sustava znak je propusnosti
krvno-mozdane barijere. Vazan ¢imbenik u poveéanju propusnosti krvno-mozdane barijere
jest citokin IL-13 kojeg luce aktivirani makrofagi i mikroglija, a moZe potaknuti astrocite na
luc¢enje drugih ¢imbenika, primjerice vaskularnog endotelnog ¢imbenika A (VEGF-A, prema
engl. vascular endothelial growth factor A) koji dodatno povecava propusnost krvno-
mozdane barijere (10).

Leukociti prelaze u sredis$nji zivcani sustav kroz endotelne stanice na nekoliko nacina:
stvaranjem pora, transcelularnom dijapedezom, koja je sli¢na fagocitozi te paracelularnom
dijapedezom, izmedu endotelnih stanica (43).

U fizioloskim uvjetima, aktivirani limfociti T u malom broju prolaze krvno-mozdanu
barijeru, no ne vezu se na endotelne stanice zbog razmjerno slabog izrazaja stani¢nih
adhezijskih molekula (CAM, prema engl. cell adhesion molecules). Molekule CAM zasluzne
su za privlacenje 1 vezanje leukocita na endotelne stanice (44). Endotelne stanice, aktivirane
citokinima, primjerice TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-22 i IL-1p pojacano izrazavaju molekule
CAM koje dalje regrutiraju leukocite pokrecuci upalnu kaskadu. U MS i EAE dokazan je
pojacan izrazaj molekula CAM, uklju¢uju¢i ICAM-1/CD54 (prema engl. intercellular
adhesion molecule 1/CD54), VCAM-1/CD106 (prema engl. vascular adhesion molecule

1/CD106) 1 ALCAM/CD166 (prema engl. activated leukocyte adhesion molecule/CD166). U
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svladavanju longitudinalnih sila krvnog protoka vazno je i medustani¢no djelovanje
posredovano selektinima. Tako leukociti izrazavaju L-selektin, a aktivirani endotel E- i P-
selektine, dok obje vrste stanica izrazavaju integrin VLA4 (prema engl. very late antigen 4).
Djelovanjem tih signala leukociti sporo klizu po povrSini zile u smjeru protoka Kkrvi,
zaustavljajuci se u odredenom trenutku (45).

Uz navedene citokine, i neki kemokini poticu aktivaciju limfocita T i prijelaz krvno-
mozdane barijere. U neuroinflamatornim procesima uocen je pojaCan izrazaj kemokina
CCL19/ELC (prema engl. C-C motif ligand 19/EBII ligand chemokine) i CCL21/SLC (prema
engl. C-C motif ligand 21/secondary lymphoid-tissue chemokine). U MS i EAE ti kemokini
posreduju aktivaciju limfocita T 1 predo¢nih stanica koje izrazavaju receptor CCR7 (prema
engl. C-C motif receptor 7). Uz to, in vitro je pokazano da endotelne stanice mozdanog tkiva
pojacano izlu¢uju CXCL10 1 CXCLS8 (prema engl. C-X-C motif ligand), Sto pridonosi

polarizaciji prema upalnom odgovoru Th1l u MS (46).

1.1.4.3. Imunoloski odgovor u multiploj sklerozi

U MS se opisuyju cetiri oblika imunoloSkih mehanizama koji uzrokuju
demijelinizaciju. Tip I je posredovan limfocitima T, u kojem demijelinizaciju posreduju
aktivirani makrofagi, izravnim djelovanjem i lucenjem citoksina. Najces¢i patoloski oblik MS
je tip II koji ukljucuje limfocite T i protutijela, a demijelinizacija je uzrokovana djelovanjem
specificnih protutijela 1 aktivacijom komplementa. U tipu III nalazimo distalnu
oligodendropatiju jer se degenerativne promjene nalaze u distalnim nastavcima
oligodendrocita koji  kasnije odumiru apoptozom. Tip IV nastaje primarnim

oligodendrocitnim oSte¢enjem i sekundarnom demijelinizacijom (47).
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1.1.4.4. Infektivni ¢imbenici u patogenezi multiple skleroze

Infekcije, u prvom redu virusne, mogu imati ulogu u patogenezi MS mehanizmima
koji ukljucuju molekularnu mimikriju te promjene genoma uzrokovane virusima. Osim toga,
poticanju autoimunosti prilikom virusne infekcije pridonosi i mehanizam Sirenja epitopa
(prema engl. epitope spreading), proces tijekom kojega upalna reakcija na epitope MBP
potice daljnje prepoznavanje drugih epitopa istoga proteina (48).
S patogenezom MS povezuju se i infekcije virusom Epstein-Barr, citomegalovirusom i
virusom gripe. Svi ti virusi mogu per se uzrokovati demijelinizaciju, najéese u obliku klinicke
slike postinfekcioznog encefalomijelitisa, subakutnog skleroziraju¢eg panencefalitisa, koji se
povezuju i s infekcijom virusom ospica te progresivnu multifokalnu encefalopatiju, koja se

povezuje s virusima Papova (49).

1.1.4.5. OkoliSni ¢imbenici u patogenezi multiple skleroze

Okolisni ¢imbenici pridonose patogenezi MS, a posebice se istiCe geografska Sirina.
Vec je spomenuto da se rizik razvoja MS povecéava sjevernije ili juznije od Ekvatora, moguce
uzorkovano manjkom vitamina D zbog slabije insolacije (50). Vitamin D pripada skupini
solubilnih sekosteroida i, uz paratireoidni hormon, vazan je u metabolizmu kalcija jer regulira
koncentraciju kalcija u krvi djelovanjem na koStanu razgradnju 1 bubrezno izlucivanje kalcija.
Vazna je takoder i njegova imunoregulacijska funkcija. In vitro, modulira imunoloski
odgovor inhibirajué¢i lucenje proupalnih citokina odgovora Thl, u isto vrijeme poti¢uci
limfocite Th2 (51). U srediSnjem ziv€anom sustavu, posredovanjem stanica mikroglije,
blokira stvaranje proupalnih citokina i NO. Uz to, vazan je za regulaciju neurotransmitorske i

neuralne funkcije. Novija istrazivanja pokazuju da sudjeluje i u regulaciji procesa
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demijelinizacije i potencijalne remijelinizacije, zaustavlja oligodendrocitnu apoptozu i potice
diferencijaciju oligodendrocitnih progenitora u zrele stanice (52).

Uz geografski polozaj i pusSenje predstavlja riziéni ¢imbenik za razvoj MS (53).
Bolesnici koji puse ili su pusili imaju povisen fibrinogen, CRP (prema engl. C-reactive
protein) 1 proupalne citokine, primjerice IL-6, a uz to podlozniji su respiratornim infekcijama

koje su vazan okidac relapsa u MS (54).

1.1.4.6. Genetski ¢imbenici u patogenezi multiple skleroze

Odredeni geni, posebice MHC, povezani su s razvojem MS. Pojedine alelne varijante
gena MHC, odnosno HLA (prema engl. human leukocyte antigen), na kromosomu 6p21
odreduju rizik razvoja MS, posebice geni skupine II. U predjelu lezija dokazan je izrazaj
molekula skupine II DR15 i DQ6, dok zastitni ¢imbenik predstavljaju molekule skupine I
C554 1 skupine II DRBI1-11. Najveci rizik obolijevanja nosi molekula HLA-DR2, zbog
ucinkovitosti predoCavanja antigena, a povezana je s razvojem RR-MS 1 primarno-
progresivne (PP, prema engl. primary progressive) MS.

No bez obzira na dokazane povezanosti, pojedini HLA-haplotipovi samo povecavaju
rizik obolijevanja u okviru poligenskog obrasca patogenetskih ¢imbenika, a ne znace nuzno
razvoj bolesti. Na epidemioloskoj razini rizik obolijevanja ve¢i je medu srodnicima bolesnika
nego u opcoj populaciji, a posebice je veci u roditelja, brace, sestara i potomaka oboljelih.
Kod jednojajcanih blizanaca rizik obolijevanja je 25%, dok je kod dvojaj¢anih blizanaca
2,5%. Cinjenica da jednojajéani blizanci ne obolijevaju nuzno dokazuje da bolest nije

iskljucivo genetski uvjetovana (5,10,55).
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1.1.5. Cerebrospinalni likvor u bolesnika koji boluju od multiple skleroze

U bolesnika cerebrospinalni je likvor bezbojan 1 proziran, uz ve¢inom normalan broj
stanica (do 100 stanica/mm3) i koncentraciju bjelan¢evina (do 100 mg/dL). Cak i tijekom
egzacerbacije bolesti, broj stanica je normalan ili pokazuje blagu pleocitozu. No znacajno je
da su koncentracije imunoglobulina IgG, odnosno indeks IgG, poviseni u 75-85% bolesnika,
zbog intratekalne sinteza IgG koji ima abnormalan elektroforetski profil, nazvan oligoklonske
vrpce koje su znak intratekalne sinteze odredenog podrazreda IgG. Fizioloski, u
cerebrospinalnom likvoru nalazimo vise od 400 razlicitih vrsta proteina, pa se odredivanjem
proteinskog profila u bolesnika nastoje utvrditi markeri tijeka bolesti. Uz proteinski, u tijeku

su istrazivanja lipidog i1 nukleinskog profila cerebrospinalnog likvora bolesnika (56,57).

1.1.5.1. Markeri upale u cerebrospinalnom likvoru bolesnika

Proteinski profil topljivih posrednika upale, posebice citokina IL-1, IL-12, TNF-aq,
interferona, IL-10 i TGF-B, promijenjen je u bolesnika, ali ¢vrsta korelacija sa znakovima
aktivnosti bolesti, prije svega radioloskim nalazom magnetske rezonance te njihova klinicka

vaznost kao pokazatelja tijeka bolesti i prognoze jo$ nije jasno utvrdena (58).

1.1.5.2. Markeri demijelinizacije u cerebrospinalnom likvoru bolesnika

Prisutnost multilamelarnih  mijelinskih ~ fragmenata  vidljivih u uzorcima
ultracetrifugiranog sedimenta cerebrospinalnog likrova analiziranim elektronskim
mikroskopom u egzacerbaciji bolesti uputila je na vaznost mijelinskih proteina kao moguc¢ih
markera demijelinizacije (59). Najvise je istrazen protein MBPL (prema engl. MBP-like
material) koji je poviSen u 80% bolesnika u egzacerbaciji RR-MS pa se koncentracija MBPL

u cerebrospinalnom likvoru moze rabiti za dokazivanje klinickog relapsa. Vrijednosti ostaju
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povisene 4-6 tjedana nakon egzacerbacije, ali fizioloSke koncentracije ne iskljucuju
egzacerbaciju. Dokaz egzacerbacije, naravno, mogu¢ je kontrastnom neuroradioloSskom

dijagnostikom, prvenstveno magnetskom rezonancom (60).

1.2. Klini¢ke znacajke multiple skleroze

Premda MS moze zahvatiti bilo koji dio srediSnjeg ziv¢anog sustava, u klinickoj
praksi neka su mjesta ¢eS¢e zahvacena. Takoder, neki ¢imbenici povecavaju rizik pojave
relapsa. Tako su relapsi ¢es¢i u proljeée i ljeto (61). Uz to, virusne infekcije (primjerice
prehlada, gripa ili gastrointestinalne infekcije) i opcenito, stresna stanja poveéavaju rizik
pojave relapsa. Smanjena ucestalost relapsa zamijecena je tijekom trudnoce, a povecava se

unutar prva tri mjeseca nakon rodenja djeteta (5).

1.2.1. Simptomi i znakovi bolesti

Zbog slozene patogeneze, MS nije jedinstvena u svojem nastupu, tijeku, klini¢koj slici
1 prognozi kod svakog bolesnika. Obzirom da MS moze oStetiti gotovo svaki dio sredi$njeg
zivéanog sustava, bolesnici razvijaju razli¢ite simptome, a naj¢esce se javljaju znaci oStecenja
piramidnih, osjetnih, vidnih i autonomnih puteva (5). Najces¢e bolest zapoc€inje unutar
nekoliko dana kao klinicki izolirani sindrom (CIS, prema engl. clinically isolated syndrome) s
piramidnim 1 osjetnim simptomima (u 45% bolesnika). Moze zapoceti i kao opticki neuritis (u
20% bolesnika), a u malog broja bolesnika zapocinje zahva¢anjem mozdanog debla (u 10%
bolesnika). Preostalih 25% bolesnika ima kod prve pojave bolesti oste¢eno vise od jednog
sustava (62). Nastup simptoma u daljnjem tijeku bolesti (nakon prve klinicke manifestacije)
naziva se relaps ili egzacerbacija, a rijetko se javlja viSe od dva puta godisnje. Simptomi su
odredeni mjestom oSte¢enja srediSnjeg Ziv€anog sustava pa na temelju toga razlikujemo

specifi¢ne klinicke entitete.
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Stupanj ostecenja neuroloskih funkcija u bolesnika koji boluju od MS myjeri se
Kurtzkeovom ljestvicom, odnosno proSirenom ljestvicom stupnja oSte¢enja (EDSS, prema
engl. expanded disability status scale) (63). Njome se kvantitativno procjenjuje stupanj
klinickog oSte¢enja pojedinih neuroloskih funkcionalnih sustava, ukljuujuéi piramidni
sustav, mali mozak, mozdano deblo, osjetni sustav, sustav inervacije analnog i mokra¢nog

sfinktera, vidni sustav i kognitivna neuralna mreza.

1.2.1.1. Opticki neuritis

Bolesnici se zale na gubitak vida ili ispad vidnog polja, ve¢inom na jednom oku.
Tipi¢no, zapo€inje bolnos¢u zahvacéenog oka, potenciranoj kretanjem o¢nog bulbusa. Osobito
je zahvacen modalitet vida za boje pa bolesnici Cesto slabije vide jarko crvenu boju
(diskromatopsija). Vazno je istaknuti da nemaju svi bolesnici s optickim neuritisom MS, ali je
prediktivno da ¢e 30% bolesnika koji se prezentiraju opti€¢kim neuritisom unutar 5 godina

razviti drugi neuroloski ispad koji ¢e zadovoljiti kriterije dijagnoze MS (64).

1.2.1.2. Piramidni simptomi

Vecina bolesnika koji boluju od MS napredovanjem bolesti razvija znakove oStecenja
piramidnih puteva pa se tako od simptoma javlja otezan hod (zbog spasticke parapareze i
ataksije donjih udova) te gréevi u nogama po spastickom tipu. Uz to, javljaju se i
lateralizirajuée slabosti udova odredene strane tijela, odnosno spastiCke hemipareze. Ti
simptomi mogu nastati naglo ili se mogu javiti postupno unutar nekoliko tjedana. Bolesnici
koji se jave samo sa znacima transverzalnog mijelitisa, odnosno parapareze ili monopareze
donjeg uda uz urednu magnetsku rezonancu mozga, razviju MS u 25% slucajeva, a bolest

pokazuje progresiju kroz 10 godina u 67% bolesnika (5, 10).
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1.2.1.3. Osjetni simptomi

Lhermitteov znak istezanja straznjih kolumni, koji se o€ituje osje¢ajem poput “udara
struje”, kroz kraljeznicu 1 prema udovima kod antefleksije glave, premda nije
patognomonic¢an za MS, jedan je od prvih i najupecljivijih znakova prilikom pregleda
bolesnika. Uz to, redovito se javljaju i parestezije koje bolesnici opisuju kao “obruc” oko
prsa, trbuha, udova i zdjelice, a odraz su malih demijelinizacijskih plakova u lednoj mozdini.

Vrlo su Ceste 1 dizestezije te hipoestezije udova (5, 10).

1.2.1.4. Ostali simptomi

Dvoslike: Kod mlade osobe kod koje dvoslike traju nekoliko dana ili tjedana vrlo je
suspektna MS. Najces¢i znak kod pregleda bulbomotorike je internuklearna oftalmoplegija, a
posljedica je oste¢enja medijalnog longitudinalnog fascikulusa u podru¢ju mozdanog debla.
Bilateralna oftalmoplegija je gotovo patognomoni¢na za MS.

Kognitivno-bihevioralne promjene: Mnogi bolesnici zamjecuju oStecenje kognitivnih

funkcija 1 poremecaje raspolozenja. Najces¢e kognitivne smetnje su otezana koncentracija,
odsutnost, smanjena verbalna fluentnost i psihomotorno usporenje. Ove smetnje mogu se
javiti na pocetku bolesti, ali i u kasnijim fazama. Takoder, prevalencija depresije je veca u
populaciji bolesnika koji boluju od MS.

Inkoordinacija: Ataksija je vrlo Cesta, a u nekih bolesnika trunkalna ataksija je tako

snazno izrazena da onemogucuje ¢ak i samostalno sjedenje.

Govor: Zbog zahvacenosti maloga mozga 1 pripadajucih puteva bolesnici razvijaju
skandirani govor, a zahvacanje ostalih mozdanih centara zaduzenih za govor dovodi do
dizartrije 1 zamjene slogova u rije¢ima.

Urinarna _inkontinencija: Vrlo je Cest simptom MS (80-90% bolesnika), a najcesci

oblik je urgentna inkontinencija, premda se moZe razviti i urinarna retencija.
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Paroksizmalni_simptomi: Nagla pojava dizartrije, ataksije, spazama ili vrtoglavice

mogu biti prvi simptomi MS osobito u mladih osoba.

Vrtoglavica: Simptom traje nekoliko dana, ¢esto pracen drugim simptomima osSteé¢enja
mozdanog debla, primjerice nistagmusom, senzornim ispadima na licu ili unilateralnom
gluho¢om.

Umor: Redovit je simptom koji ne mora korelirati s aktivnos¢u bolesti, a najceséi je
razlog zbog kojega bolesnici napustaju posao.

Bol: Javlja se u 90% bolesnika i sve se ¢eS¢e prepoznaje kod inicijalnog pregleda.
Dijeli se u paroksizmalnu (trigeminalna neuralgija), neurogenu (osjecaj utrnulosti ili zarenja) i
muskuloskeletalnu (bol u kompenzirajucoj zdravoj strani kod hemipareze)

Spasticitet: PoviSen tonus miSi¢a kod mirovanja znak je oSteCenja piramidnog puta

(5,10).

1.2.2. Klinicki oblici multiple skreroze

Bolesnici mogu razviti nekoliko razli¢itih klinickih oblika bolesti (RR-MS, PP-MS,
SP-MS 1 benigni oblik). Uz MS, postoje i drugi oblici demijeliniziraju¢ih bolesti srediSnjeg
zivéanog sustava, ukljucujuci opticki neuromijelitis (Morbus Devic), Schilderovu difuznu
sklerozu, Marburgovu sklerozu i Baloovu koncentri¢nu sklerozu, koje neki smatraju oblicima

MS.
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Tablica 1. Klinicki oblici multiple skleroze

Klini€ki oblik MS

Opis

1. Relapsno-remitirajuc¢i (RR-MS)

Najces¢i s 80% pojavnosti, a karakterizira ga
nepredvidiva pojava relapsa nakon kojeg slijedi razdoblje
remisije bez znakova aktivnosti bolesti. Neuroloski ispadi
koji se jave za vrijeme relapsa mogu potpuno nestati, no
¢esce ostavljaju neurolosko ostecenje koje do relapsa nije

bilo vidljivo.

2. Primarno-progresivni (PP-MS)

Javlja se u 10-20% bolesnika, a karakterizira ga izostanak
remisije nakon relapsa; bolest ima stabilan progresivni

tijek od samog pocetka.

3. Sekundarno-progresivni (SP-MS)

Javlja se unutar 6-10 godina u 30-40% bolesnika koji
zapoc¢nu kao RR-MS, a zatim razviju progresivni tijek bez

remisija.

4. Benigni

Slican je obliku RR-MS, ali izmedu relapsa nema

rezidualnog neuroloskog deficita ili je on vrlo diskretan.

22



1.2.3 RadioloSke znacajke multiple skleroze

Magnetska rezonanca je uz klini¢ku sliku kljucni instrument u dijagnosticiranju MS
obzirom na dijagnosticki kriterij dokaza prostorne i vremenske diseminacije
demijelinizacijskih lezija. Za postavljanje dijagnoze MS na temelju magnetske rezonance
postoji standardizirani protokol koji ukljucuje sagitalne snimke u standardnim sekvencama sa
supresijom signala tekucine, aksijalne snimke protonske gustoce (prema engl. proton density),
snimke u T2-vremenu i aksijalne snimke u Tl-vremenu nakon aplikacije Gd-kontrasta.
Posebice su znacajne kontrastne (post-Gd) snimke u T1-vremenu, ukoliko su suspektne lezije
vidljive protokolom standardnim sekvencama sa supresijom signala tekucine (65). Post-Gd
snimke vazne su i stoga Sto pokazuju mjesta oSteéenja krvno-mozdane barijere jer Gd-
kontrast ne moZze pro¢i iz krvi u mozak preko zdrave krvno-mozdane barijere.

Prisutnost samo jedne lezije vidljive magnetskom rezonancom nije patognomoni¢na za
bolest, ali odredene distribucije i tipovi lezija su visoko suspektne za MS. Posebno su
dijagnosticki znacajne perpendikularne, poput ,jezicaca vatre®, oblikovane lezije korpusa
kalozuma (Dawsonovi prsti), jukstakortikalne lezije te lezije mozdanog debla. Uz njih, za
dijagnozu su vazne i lezije u lednoj mozdini koje valja razlikovati od longitudinalnog
ekstenzivnog transverzalnog mijelitisa (prisutnog u optickom neuromijelitisu), koji zahvaca
tri ili viSe segmenata ledne mozdine. U MS, po definiciji, transverzalni mijelitis zahvaca
manje od tri segmenta ledne mozdine. Valja naglasiti da je heterogenost lezija vazna osobina
MS (Slika 3). Nalaz razmjerno malih supkortikalnih lezija smjeStenih u vanjskoj kapsuli i
dubokom dijelu bijele tvari, bez zahvacanja korpusa kalozuma, vise upucuje na bolest malih

krvnih zila nego na MS (5,10).
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Slika 3. Izgled demijelinizacijskih lezija u srediSnjem Zivéanom sustavu bolesnika koji boluju od
multiple skleroze prikazan magnetskom rezonancom. A) Transverzalni presjek kroz mozak koji
prikazuje periventrikularne i jukstakortikalne lezije te lezije u bijeloj mozdanoj tvari. B) Sagitalni
presjek kroz mozak koji prikazuje periventrikularne lezije, tipi¢no “Dawsonove prste”. C) Sagitalni
presjek kroz infratentorijske strukture te vratni dio ledne mozdine koji prikazuje nekoliko
demijelinizacijskih lezija mozdine na razinama drugog i Cetvrtog vratnog kraljeska. Modificirano

prema fotografijama sa stranice www.radiopaedia.org.
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1.2.4. Dijagnosticki kriteriji za postavljanje dijagnoze multiple skleroze

Danas su za postavljanje dijagnoze MS vazeci revidirani McDonaldovi kriteriji iz
2010. godine (66), koji se baziraju na klinickim i paraklinickim kriterijima te na diseminaciji
bolesti u prostoru i vremenu. Postavljeni su su 2001. godine, revidirani 2005. 1 2010. godine,
a predlazu definicije: MS, suspektne MS 1 iskljucenje MS. Zamijenili su Poserove i jos starije

Schumacherove kriterije.

1.2.5. Lijecenje multiple skleroze
Suvremeni protokoli lijeCenja MS razlikuju se s obzirom na klini¢cku formu 1 stupanj
aktivnosti bolesti, a poglavito uklju¢uju glukokortikode te razliite bolest-modificirajuce

lijekove, ukljuc¢ujuci IFN-B, glatiramer-acetat, mitoksantron i natalizumab (69-71).

1.2.5.1. Lijecenje relapsa

Tijekom relapsa visoke doza intravenskih  glukokortikoida, primjerice
metilprednizolona, u dozi 500-1.000 mg/dan kroz tri do pet dana, predstavljaju uobicajenu
terapiju prvog izbora, a ovakva vrsta lijeCenja jo§ se naziva 1 “pulsna terapija
glukokortikoidima” (5). Oralni glukokortikoidi imaju sli¢énu u¢inkovitost 1 sigurnost primjene
te se daju u ekvivalentnim dozama kao i intravenski glukokortikoidi (69). Relapse teze
klinicke slike, koji ne odgovaraju na terapiju glukokortikoidima, moze se lijeciti

plazmaferezom (5).

25



Tablica 2. Revidirani McDonaldsovi Kriteriji iz 2010. godine

Klinic¢ka slika

Dodatne informacije®

Dva ili viSe napadaja
(relapsa) i dvije ili viSe

objektivne Kklinicke lezije.

Dva ili viSe napadaja
(relapsa) i jedna

objektivna klinicka lezija.

Diseminacija u prostoru vidljiva sljede¢im pokazateljima:

- MR

- ili pozitivan nalaz u CSL (pozitivne OKV 1/ili poviSen IgG indeks) i 2 ili viSe lezije na MR

koje su po distribuciji tipicne za MS
- ili sljedeci klinicki relaps koji zahvaéa drugo mjesto

- prisutnost 1 ili vise lezija vidljivih u T2 vremenu u najmanje 2 od 4 sljedeca podrucja mozga:

periventrikularno, jukstakortikalno, infratentorijalno ili u lednoj mozdini.

Jedan napadaj (relaps) i
dvije ili viSe objektivnih

klini¢kih lezija.

Diseminacija u vremenu vidljiva sljedeé¢im pokazateljima:

- MR

- ili sljede¢i klinicki relaps

- bez potrebe snimanja vise MR $to omogucuje brzu dijagnozu bez da se zrtvuje specifi¢nost, a
poboljsavajuci osjetljivost. Simultana prisutnost asimptomatskih Gd-imbibiranih i Gd-
neimbibiranih lezija bilo kada u tijeku bolesti; ili novootkrivena lezija u T2 vremenu i/ili Gd-

imbibirana lezija na kontrolnom MR, bez obzira na vrijeme u odnosu na inicijalnu snimku; ili

pricekati sljedeci relaps.

Jedan napadaj (relaps) i
jedna objektivna klinicka
lezija (CIS, klinicki

izolirani sindrom).

Diseminacija u prostoru i vremenu vidljiva sljede¢im pokazateljima:

- diseminacija u prostoru - jedna ili viSe lezija u T2 vremenu u najmanje 2 od 4 za MS tipi¢ne
regije sredi$njeg ziv€anog sustava (periventrikularna, jukstakortikalna, infratentorijalna i u
lednoj mozdini); ili pricekati sljede¢i relaps koji bi implicirao drugo mjesto u srediSnjem

zivéanom sustavu.

- diseminacija u vremenu - simultana prisutnost asimptomatskih Gd-imbibiranih i Gd-
neimbibiranih lezija bilo kada u tijeku bolesti; ili novootkrivena lezija u T2 vremenu i/ili Gd-
imbibirana lezija na kontrolnom MR, bez obzira na vrijeme u odnosu na inicijalnu snimku; ili

pricekati sljedeci relaps.

Podmukla neuroloska

progresija koja je
suspektna na MS (PP-

MS).

Jednogodisnja progresija bolesti (odredena retrospektivno ili prospektivno) te 2 od 3 kriterija:

- dokaz diseminacije u prostoru u mozgu koji se temelji na jednoj ili vise lezija u T2 vremenu u

regijama karakteristicnim za MS (periventrikularne, jukstakortikalne i infratentorijalne)

- dokaz diseminacije u vremenu u lednoj mozdini temeljenu na dvije ili vise lezija u T2

vremenu

- pozitivan nalaz u CSL (pozitivne OKV 1i/ili poviseni IgG indeks).

* MR - magnetska rezonanca; CSL - cerebrospinalni likvor; OKV - oligoklonalne vrpce.
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1.1.5.2. Bolest-modificirajuca terapija

RR-MS: Trenutno je osam lijekova odobreno za lije¢enje RR-MS: IFN-B1a, IFN-B1b,
glatiramer-acetat, mitoksantron, natalizumab, fingolimod, teriflunomid i1 dimetil-fumarat
(70,71). Ti su lijekovi umjereno ucinkoviti u smanjenju broja napadaja (71). Interferoni i
glatiramer-acetat podjednako ucinkovito smanjuju broj relapsa (za oko 30%) (72). Rano
zapoceto dugorocno lijecenje tim lijekovima poboljSava ishod bolesti, poglavito bez znacajnih
nuspojava (73,74). Natalizumab smanjuje broj relapsa ucinkovitije nego navedeni lijekovi
prvog izbora, ali zbog nezeljenih nuspojava predstavlja drugu liniju lijecenja u bolesnika koji
ne reagiraju odgovarajuce na druge lijekove ili u bolesnika s tezim oblicima bolesti (62,72).
Mitoksantron, ¢ija je primjena ograni¢ena zbog teskih neZeljenih ucinaka, predstavlja trecu
liniju lije¢enja u bolesnika u kojih prve dvije linije lijeCenja ne pokazu odgovarajuci ucinak
(62). Lijecenje klinicki izoliranog sindroma interferonom smanjuje vjerojatnost progresije
bolesti u klinicku MS (5,75). U€inak ostalih navedenih lijekova (fingolimod, teriflunomid i
dimetil-fumarat) jos se potvrduje u klinickim studijama (76).

PP-MS: Nijedna dosadasnja terapija nema zadovoljavajuéu ucinkovitost u promijeni
tijeka PP-MS (62). Od 2011. godine samo je mitoksantron odobren za primjenu kod SP-MS
jer usporava progresiju bolesti i smanjuje broj relapsa unutar dvije godine (77,78).

Svi navedeni bolest-modificirajuéi lijekovi imaju nezeljene ucinake. Jedan od najce$¢ih pri
primjeni glatiramer-acetata i interferona jest iritacija na mjestu aplikacije, gdje se s vremenom
javlja lokalizirana destrukcija masnog tkiva, odnosno lipoatrofija. Interferoni mogu izazvati
simptome nalik gripi, a pojedini bolesnici koji uzimaju glatiramer-acetat opisuju crvenilo lica,
stezanje u grudima, palpitacije, dispneju i anksioznost u trajanju od manje od 30 minuta.
Mnogo teze nuspojave davanja tih lijekova su oStecenje jetre izazvano interferonom,
sistolicka disfunkcija, smanjena fertilnost i akutna mijeloi¢na leukemija izazvani glatiramer-

acetatom te progresivna multifokalna encefalopatija izazvana natalizumabom (79).
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1.3. Funkcionalna povezanost imunoloskog i koStanog sustava — osteoimunologija

U brojnim autoimunim bolestima, primjerice RA, ankilozirajuéem spondilitisu i
sistemskom eritematoznom lupusu, poremecen je koStani metabolizam. Uzrok smanjenja
kostane mase zbog pojacane lokalne i sustavne koStane razgradnje posredovane osteoklastima
je primarno imunoloski. U tih bolesti nalazimo poremecéen imunoloski odgovor limfocita T i
B uz Cesto prisutna autoantitijela (reumatoidni faktor, anticitrulinska protutijela). Takoder
postoji znacajna povezanost izmedu pojedinih alelnih oblika molekula HLA i razvoja tih
bolesti, primjerice HLA-DR4 i RA (80). Na taj poremecaj kostanog metabolizma posredovan
imunoloskim sustavom nadovezuje se nepovoljan ucinak nekih oblika lijeCenja, posebice
primjene kortikosteroida. Obzirom da je i MS autoimuna bolest uzrokovana poremecenim
imunoloskim odgovorom, neke studije istrazivale su profil osteoklastogenetskih molekula u
bolesnika koji boluju od MS (81-83), no uzroci poremecenog kostanog metabolizma u tih

bolesnika jo§ nisu potpuno razjasnjeni.

1.3.1. Diferencijacija osteoklasta i koStani metabolizam

Funkcije koStanog sustava ukljuCuju: zastitu vitalnih organa i koStane srzi, potpornu
ulogu misSi¢ima, metabolicku ulogu, posebice homeostaze kalcija te sudjelovanje u
diferencijaciji hematopoetskih/imunoloskih stanica. Kost se neprestano obnavlja u procesu
kostane pregradnje, tijekom kojeg osteoklasti, izlu¢ivanjem klorovodi¢ne kiseline te
acidorezistentnih endosomalnih i lizosomalnih enzima, razgraduju povrsinski sloj spongiozne
ili kortikalne kosti, nakon cega se na tome mjestu, djelovanjem osteoblasta, stvara nova kost.
KoStana pregradnja neprestano se fizioloski odvija 1 u odraslih osoba te osigurava ravnotezu
izmedu razgradnje postojeceg i1 izgradnje novog kosStanog tkiva tako da ukupna masa kosti

ostaje ocuvana. U brojnim stanjima kost se pojacano razgraduje, primjerice
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postmenopauzalnoj osteoporozi, periodontalnoj bolesti, metastatskim tumorina, multiplom
mijelomu i razli¢itim oblicima artritisa. Te su bolesti pracene promjenama lokalne ili sistemne
razine hormona (primjerice estradiola, dihidrotestosterona, PTH, kalcitonina i 25-
hidroksikolekalciferola) i proupalnih citokina (primjerice TNF-a, IL-1, IL-6, IL-23), koji
remete proces koStane razgradnje ili stvaranja nove kosti. U toj regulaciji kljucni su signali
koji ukljucuju receptor RANK (prema engl. receptor-activator of NFxB), ligand RANKL i
osteoprotegerin (OPG). Uz to, otkriveno je da osteoklasti, osim razgranje kosti, imaju vaznu

ulogu u regulaciji funkcija osteoblasta i imunoloskih stanica u patoloSkim stanjima (84).

1.3.2. Osovina RANKL/RANK/OPG

Otkri¢e sustava RANKL/RANK/OPG znacajno je doprinijelo razumijevanju funkcije
osteoblasta i stromalnih stanica u regulaciji koStanog metabolizma. Osim toga limfociti T
izrazavaju brojne citokine, uklju¢uju¢i RANKL, koji djeluju na diferencijaciju i aktivnost
osteoklasta. Medudjelovanje ¢imbenika RANKL i IFN-y klju¢no je u regulaciji stvaranja
osteoklasta u upalno promijenjenim zglobovima. Osteoblasti i osteoprogenitorske stromalne
stanice lu¢e OPG koji koci aktivnost osteoklasta, te time $titi kostano tkivo od pojacane
razgranje, vezuci se za ¢imbenik RANKL i sprecavajuci njegovo vezanje za RANK (Slika 4).
Odnos ¢imbenika RANKL/OPG je stoga vazan pokazatelj koStane razgradnje u patoloSkim

stanjima (85).

1.3.2.1. RANKL

Cimbenik RANKL izrazen je u membranskom (homotrimerni transmembranski
protein tipa II) i topljivom obliku. Nalazimo ga u koStanom tkivu te u limfnim ¢vorovima,
timusu, plué¢ima, slezeni i koStanoj srzi. Vecina ¢imbenika koji djeluju osteoresorptivno potice
izrazaj ¢cimbenika RANKL na osteoblastima, kondroblastima i stromalnim stanicama.
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Slika 4. Osteoblastna regulacija diferencijacije i funkcije osteoklasta. Cimbenici koji stimuliraju
resorpciju kosti kao §to su 1a,25(0OH),D;, PTH, PGE, i IL-11 djeluju na osteoblaste na nacin da poticu izrazaj
RANKL. Osteoblasti proizvode M-CSF. Osteoklastni prekursori monocitno-makrofagne loze izrazavaju RANK i
c-Fms. Osteoklastni prekursori stani¢no-stani¢nom interakcijom prepoznaju RANKL izrazen na osteoblastima i
u prisustvu M-CSF se diferenciraju u mononuklearne preosteoklaste. Mononuklearni preosteoklasti izrazavaju
DC-STAMP koji je od esencijalne vaznosti za fuzioniranje preosteoklasta u multinuklearne osteoklaste. Zreli
osteoklasti takoder, izrazavaju RANK, a RANKL potice resorpcijsku aktivnost osteoklasta vezuci se za RANK.
PTH, paratireoidni hormon; PGE,, prostaglandin E2 (prema engl. prostaglandine E,); RANK, prema engl.
receptor-activator of nuclear-factor kB; RANKL, RANK ligand; M-CSF, ¢imbenik stimulacije kolonija
makrofaga (prema engl. macrophage colony-stimulating factor); DC-STAMP, transmembranski protein
specifican za dendriticke stanice (prema engl. dendritic cell-specific transmembrane protein). Modificirano
prema: Takahashi N, Maeda K, Ishihara A, i sur. Regulatory mechanism of osteoclastogenesis by RANKL and

Wnt signals. Front Biosci (Landmark Ed). 2011 Jan 1;16:21-30.
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Luce ga i aktivirani limfociti T, primjerice u sinovijalnoj tekucini bolesnika koji boluju od
reumatoidnog artritisa, gdje potice razaranje zgloba (86). U isto vrijeme, aktivirani limfociti T
pojacano luce IFN-y koji uzrokuje degradaciju adaptorskog proteina receptora RANK
(TRAF6, prema engl. tumour necrosis factor receptor-associated factor 6), $to rezultira
inhibicijom aktivacije osteoklasta potaknute ¢cimbenikom RANKL (87).

Takoder, RANKL potice otpustanje nezrelih osteoklastnih progenitora u cirkulaciju,
kao dio homeostaze hematopetskog sustava, povezujuci regulaciju kosStane pregradnje s
regulacijom hematopoeze (88).

Osim toga pokazano je da signal RANKL/RANK regulira razvoj limfnih ¢vorova i
hiperplaziju mlije¢nih Zlijezda u miSa. RANKL je izrazen na epitelnim stanicama dojke za
vrijeme laktacije te u nekih maligno transformiranih stanica, §to govori u prilog moguce uloge

¢imbenika RANKL u regulaciji stani¢ne proliferacije (89).

1.3.2.2. RANK

RANK, homotrimerni transmembranski protein tipa I, izraZen je na brojnim tjelesnim
stanicama pa se tako nalazi na ostoklastnim progenitornim stanicama, dendritickim stanicama
koze, u neuronima termoregulacijskih regija mozga, skelethom miSicu, timusu, jetri,
gusteraci, debelom crijevu, nadbubreznoj zlijezdi, prostati, endotelnim stanicama krvnih Zila,
epitelnim stanicama dojke te u nekim karcinomskim stanicama, ukljucujuci stanice karcinoma
dojke i prostate koje Cesto metastaziraju u kost (90,91). Mutacije gena za RANK, koje
aktiviraju gen, fenotipski se oCituju pojac¢anom diferencijacijom i aktivacijom osteoklasta, §to
je najrazvidnije u Pagetovoj bolesti pra¢enoj osteolizom. S obzirom na njegov pojacan izrazaj
u tumorskim stanicama, RANK se posljednjih godina aktivno istraZzuje kao potencijalni cilj

antitumorske terapije (89,92).
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1.3.2.3. Osteoprotegerin

OPG je, osim u kosStanom, izrazen u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi slezenu, kostanu
stz, srce, jetru i bubreg. Hormoni, citokini i ¢imbenici koji poticu izrazaj ¢imbenika RANKL
uglavnom smanjuju izrazaj ¢cimbenika OPG, §to potic¢e diferencijaciju i aktivnost osteoklasta.
Stoga odnos RANKL/OPG korelira s intenzitetom osteoresorpcije u brojnim patoloskim
stanjima pra¢enim poremecenom kostanom pregradnjom (93). Na izrazaj ¢imbenika OPG u
osteoblastima djeluje signalni put Wnt/B-katenin koji regulira diferencijaciju i akivnost
osteoblasta (94). Stoga se smatra da su za homesotazu koStane mase klju¢ni signalni putevi
RANKL/RANK u osteoklastima i Wnt/B-katenin u osteoblastima.

Uz osteoprotektivnu ulogu, u miSeva je pokazano da OPG djeluje zaStitno na
aterosklerotske kalcifikacije velikih krvnih zila (95). No, u bolesnika a kroni¢nim bubreznim
zatajenjem, koji razvijaju sekundarni hiperparatireoidizam, osteoporozu i vaskularne
kalcifikacije, taj ucinak nije dokazan. Zbog navedenog su potrebne daljnje studije koje ¢e
dokazati ili odbaciti sada upitnu ulogu RANKL/OPG odnosa u serumu kao indikatora kostane
mase odnosno kostane resorpcije (96).

Opisane su dvije bolesti uzrokovane mutacijom gena za OPG. Jedna je Pagetova
bolest, pracena pojacanom koStanom pregradnjom, osteopenijom i frakturama, a druga je
idiopatska hiperfosfatazija, znakovita po kifozi, deformitetima dugih kostiju i acetabularnoj

protruziji, takoder uzrokovanima pojacanom koStanom pregradnjom (97,98).

1.3.3. Regulacija stvaranja i aktivacije osteoklasta

Regulacija koStane razgradnje podrazumijeva regulaciju diferencijacije osteoklasta iz
monocitno/makrofagnih  progenitorskih stanica te regulaciju aktivnosti specifi¢nih
funkcionalnih proteina koji u zrelih osteoklasta omogucuju njihovu migraciju, prianjanje i

resorpciju.
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U razli¢itim bolestima, primjerice RA, koStanim metastazama i Pagetovoj bolest,
resorpcija kosti osteoklastima nadvlada stvaranje kosti osteoblastima, $to dovodi do smanjene

kostane mase, fragilnosti kosti i patoloskih kostanih fraktura.

1.3.3.1. Morfologija osteoklasta

Osteoklasti su multinuklearne stanice koje se diferenciraju iz mijeloidnih
hematopoetskih stanica, kao i makrofagi i dendriticke stanice. Aktivni osteoklasti su velike
multinuklearne stanice s nekoliko desetaka jezgara (promjera do 100 wm), posebice
ucinkovite u ionskom transportu, vezikularnom transportu 1 sekreciji proteina na
lokaliziranom mjestu koStane povrSine. U kosti, zreli osteoklasti se nalaze u resorptivnim
jamicama na koStanoj povrSini nazvanim Howshipove lakune. Na histoloskim preparatima
osteoklasti se doimaju pjenasti zbog brojnih vezikula 1 vakuola s nagomilanim stani¢nim
materijalom. Vakuolarni lizosomi bogati su kiselim fosfatazama pa stoga osteoklaste
identificiramo bojenjem na izrazaj kisele fosfataze otporne na tartarat (TRAP, prema engl.
tartrate-resistant acid phosphatase) 1 katepsin K. Za razliku od razvijenog Golgijevog
kompleksa, endoplazmatski retikulum je priliéno oskudan u osteoklastima (85,99). Na mjestu
aktivne resorpcije kosti, osteoklasti oblikuju specijaliziranu naboranu membranu koja je u
kontaktu s koStanim tkivom i olakSava razlaganje kosti znaCajno povecavajuci stani¢nu
povrsinu. To omogucuje ucinkovitiju sekreciju i ponovni unos sadrzaja koji se resorbira, a

morfoloska je karakteristika aktivnih osteoklasta.
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1.3.3.2. Fiziologija osteoklasta

Zreli osteoklast mora biti osposobljen za masivan transport protona koji zakiseljavaju
resorpcijsku pukotinu i razlazu mineralizirani matriks. To uklju¢uje pojacanu propusnost
naborane membrane za kloride. Usporedo se na bazolateralnoj membrani izmjenjuju kloridi 1
hidrogenkarbonati da se odrze fizioloske vrijednosti membranskog potencijala i citosolnog pH
(100). Za optimalno zakiseljavanje resorpcijske lakune uz navedeni mehanizam potrebno je
osigurati brtvljenje resorpcijskog odjeljka oblikovanjem zone (pojasa) zatvaranja putem
integrina izrazenih na povrsini osteoklasta (101). Taj mehanizam omogucuje vezikularnu
transcitozu degradiranog kolagena s naborane prema bazolateralnoj membrani 1 otpustanje u
izvanstani¢ni odjeljak, ¢ime se dovrSava kosStana resorpcija te se fragmenti kolagena otpustaju

u cirkulaciju.

1.3.3.3. Djelovanje osteoklasta

Nakon diferencijacije i aktivacije, osteoklasti se kemotaksijom priblizavaju mjestima
djelovanja, stvaraju Howshipove lakune 1 razgraduju koStani materijal. Pojas zatvaranja je
okruzen prstenom specijaliziranih adhezijskih struktura, podosoma. Prianjanje osteoklasta za
koStani matriks, posredovano vezanjem integrina aVB3 za matriksni protein osteopontin,
poti¢e koStanu razgradnju. Generiranje velike koli¢ine vodikovih iona omogucuje
karboanhidraza na naboranoj membrani, $to dovodi do zakiseljavanja i1 razgradnje
mineraliziranog koStanog matriksa u kalcijske 1 fosfatne ione, vodu te druge sastojke. loni
vodika prenosi se u resorpcijsku lakunu protiv velikog koncentracijskog gradijenta
protonskim pumpama, posebice vakuolarnom ATP-azom. Uz to, nekoliko hidroliti¢kih
enzima, ukljucujuéi katepsine i MMP, luce se u resorpcijsku lakunu iz lizosoma i razgraduju

organske sastojke matriksa (101,102).
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Katepsin K je kolagenoliti¢ka cisteinska proteaza nalik papainu, izrazito izrazena u
osteoklastima. Luci se u resorpcijsku lakunu, a optimalno je aktivna u kiseloj sredini. Glavna
je proteaza koja razgraduje kolagen tipa I i ostale nekolagenske proteine (103).

Skupina MMP ukljucuje vise od 20 endopeptidaza ovisnih o cinku. Osteoklasti

izrazavaju nekoliko oblika enzima, od kojih su najvazniji MMP-9 i MMP-13 (104).

1.3.4. Slijed diferencijacije osteoklasta

Osteoklasti se razvijaju iz hematopoetske mati¢ne stanice kroz nekoliko stadija
diferencijacije. Za diferencijaciju prema ostoeklastnoj progenitorskoj stanici klju¢no je
djelovanje makrofagnog cimbenika poticanja kolonija (M-CSF, prema engl. macrophage
colony-stimulating factor) 1 transkripcijskog ¢imbenika PU.1. Nedostatak gena za cFms
(receptor za M-CSF) i PU.1 uzrokuje nedostatak makrofaga i osteoklasta. M-CSF potice
proliferaciju osteoklastnih progenitora, podrzava njihovo prezivljenje i pojacava izrazaj
receptora RANK, nuznog za osteoklastogenezu. Transkripcijski ¢imbenik PU.1 veze se za
promotorsku regiju gena za cFms te poti¢e njegovu transkripciju, a miSevi kojima nedostaje
¢imbenik PU.1 razvijaju osteopetrozu. U daljnjem slijedu diferencijacije osteoklasta nuzan je
transkripcijski ¢imbenik MITF (prema engl. microphtalmia-associated transcription factor)
aktiviran signalom ¢imbenika M-CSF, koji se veze za promotorsku regiju gena koji kodira
anti-apoptotski protein Bcl-2 pa miSevi kojima nedostaje gen za Bcl-2 razvijaju
osteopetroti¢ni fenotip (105-107).

Diferencijaciju osteoklasnih progenitorskih stanica u multinuklearni osteoklast
posreduje nekoliko molekula, uklju¢ujuéi par ligand i1 receptor RANKL/RANK te
unutarstani¢ne signalne molekule TRAF6, c-Fos, NF-kB i NFATcl (prema engl. nuclear
factor of activated T-cells, cytoplasmic 1). Uz to vazan je 1 kostimulacijski signal posredovan

molekulama FcRy (prema engl. fragment, crystallisable, receptor y) i DAP12 (prema engl.
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DNAX activation protein of 12 kD). Nedostatak tih molekula uzrokuje osteopetrozu zbog
nemogucnosti razvoja multinuklearnih osteoklasta usprkos normalnom ili ¢ak povec¢anom
broju monocitno/makrofagnih stanica. U razvoju multinukleranih osteoklasta iz
mononuklearnih progenitora sudjeluju i molekule DC-STAMP (prema engl. dendritic cell-
specific transmembrane protein), Gab2 (prema engl. GRB2-associated-binding protein 2) i
IKKB (prema engl. inhibitor of NF-xB kinase subunit [f) ali je osteopetroza kod njihova
nedostatka manje izrazena (108, 109).

Posljednji korak u procesu diferencijacija u zreli funkcionalni osteoklast sa
sposobnoscu razgradnje kosti i ranije opisanim morfoloskim znacajkama ukljucuje molekule
c-Src (prema engl. C-terminal Src kinase), CIC-7 (prema engl. circulating immune complexes
7), Atp6i (prema engl. H' transporting vacuolar proton pump member I), katepsin K i LTBP3
(prema engl. latent transforming growth factor  binding protein 3). MiSevi kojima nedostaju

te molekule stvaraju osteoklaste koji nisu funkcionalni u smislu koStane razgradnje (108).

1.3.4.1. Signalni putevi receptora RANK

Uz M-CSF koji je vazan za proliferaciju i preZivljenje osteoklastnih progenitora,
¢imbenik koji izravno regulira osteoklastogenezu je RANKL pa proces diferencijacije
osteoklasta mozemo analizirati u kontekstu signalizacije RANKL/RANK (Slika 5).

Receptor RANK ne sadrzi intrinzi¢ku enzimatsku aktivnost u svojoj intracelularnoj
domeni pa za pokretanje unutarstanicnog signala treba adaptorske molekule iz obitelji
proteina TRAF, posebice TRAF6. Nacelno, ti proteini posreduju signale potaknute citokinima
iz obitelji TNF i receptorima PRR (prema engl. pattern recognition receptor). Citoplazmatski
dio receptora RANK sadrzi tri mjesta za vezanje molekule TRAF6 i dva mjesta za vezanje
drugih molekula TRAF. Vezanje molekule TRAF6 za RANK potice trimerizaciju TRAF6

koja posljedicno aktivira transkripcijske ¢imbenike NF-kB i MAPK te kinaze JNK (prema
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engl. c-Jun N-terminal kinase) 1 p38. Aktivacija transkripcijskih ¢imbenika ostvaruje se
oblikovanjem signalnog kompleksa RANK/TRAF6/TAB2 (TAB2, prema engl TGF-f
activated protein kinase 1-binding protein 2) koji aktivira NF-kB 1 MAPK (109-113).

Aktivacija ¢imbenika NF-kB klju¢na je za signal receptora RANK te je receptor po
tome dobio i1 ime (114). Obitelj NF-kB je skupina dimernih transkripcijskih ¢imbenika koji
prepoznaju zajedniCku DNA-sekvencu nazvanu xB. U sisavaca postoji pet proteina NF-xB
(Rel (cRel), RelA (p65), RelB, NF-«kB1 (p50) i NF-kB2 (p52)), a za osteoklastogenezu su
klju¢ni p50 1 p52, obzirom da misevi s nedostatkom tih molekula razvijaju osteopetrozu zbog
poremecaja stvaranja osteoklasta. Proteini NF-kB se u mirujuc¢ih (neaktiviranih) stanica
nalaze u citoplazmi, a nakon stimulacije razli¢itim agonistima, ukljuc¢ujuc¢i i RANKL, brzo
ulaze u jezgru. Aktivacija ¢cimbenika NF-kB postize se dvama signalnim putevima. Klasi¢ni
signalni put ukljucuje fosforilaciju inhibicijske kB kinaze IKK (prema engl. I-«B kinase), $to
uzrokuje njezinu degradaciju. I-xB proteine sadrzava ve¢ina NF-kB dimera osim p52:RelB
koji se nalaze u citoplazmi. Alternativnim putem aktivira se dimer p52:RelB, koji nije vezan
za kinazu IKK, a uklju€uje procesiranje citoplazmatskog kompleksa p100:RelB. Danas se drzi
da je klasi¢ni put aktivacije nuzan za osteoklastogenezu (108,115).

Receptor RANK aktivira i kompleks transkripcijskih ¢imbenika AP-1 (prema engl.
activator protein 1), posebice kljuéne komponente c-Fos. Cimbenik AP-1 je dimerni
kompleks koji se sastoji od proteina Fos, Jun i ATF (prema engl. activating transcription
factor). Pri tome je protein c-Fos nuzan za aktivaciju ¢imbenika NFATc1 i razvoj osteoklasta
pa miSevi kojima nedostaje funkcija proteina c-Fos razvijaju osteopetrozu. Proteini obitelji
Jun nisu esencijalni za osteoklastogenezu jer je u miSjem modelu dokazano da se nedostatak
pojedinog proteina moze nadomjestiti funkcijom drugog. Kinaza MAPK posreduje aktivaciju
¢imbenika AP-1 pa je stoga vazna za sazrijevanje osteoklasta, Sto je posebice dokazano

studijama in vitro (108,116).

37



S CSF-1R
Ca?*
-kalmodulin
kompleks
l MAPK
Kalcineurin | | | PYK2
Q‘ 1 ' NFKB © IKB JNK-ERI‘IMAFKM
| o
NFATc1 P AP-1
Integrini

Slika 5. Signalni put receptora RANK. AP-1, protein-aktivator 1 (prema engl. activator protein 1);
ERK, kinaze regulirane izvanstanicnim signalom (prema engl. extracellular signal-regulated
kinases); 1IxB, inhibitor kB (prema engl. inhibitor of xB); M-CSF, ¢imbenik stimulacije kolonija
makrofaga (prema engl. macrophage colony-stimulating factor); MAPK, mitogenom aktivirane
protein kinaze (prema engl. mitogen-activated protein kinases); NFATcl, jezgreni cimbenik
aktiviranih stanica T, citoplazmatski 1 (prema engl. nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1);
NF«B, jezgreni ¢imbenik kB (prema engl. nuclear factor kB); OPG, osteoprotegerin (prema engl.
osteoprotegerin); PYK2, proteinska tirozin kinaza 2 (prema engl. protein tyrosine kinase 2); TRAF,
¢imbenik vezan uz TNF receptor (prema engl. TNF receptor-associated factor). Modificirano prema:
Edwards JR, Mundy GR. Advances in osteoclast biology: old findings and new insights from mouse

models. Nat Rev Rheumatol. 2011 Apr;7(4):235-43.
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1.3.4.2. Uloga ¢imbenika NFATcl

Signalizacija RANKL/RANK aktivira ¢imbenike NF-kB, AP-1 i MAPK-a, no ti
signalni putevi nisu specifi¢ni za RANK te se pokrecu i pojedinim citokinima, primjerice IL-
1, koji ne poticu samo osteoklastogenezu. Daljnja istrazivanja pokazala su da je aktivacija
¢imbenika NFATcl kljuéna u signalizaciji RANKL/RANK, $to upucuje na njegovu
integralnu ulogu u osteoklastogenezi (117, 118).

Obitelj transkripcijskih ¢imbenika NFAT otkrivena je u limfocitima T, a ukljucuje pet
clanova: NFATcl (NFAT2), NFATc2 (NFATI), NFATc3 (NFAT4), NFATc4 (NFAT3) i
NFATS. Uz imunoloski sustav, ta obitelj transkripcijskih ¢imbenika ukljucena je u regulaciju
drugih bioloskih sustava, primjerice kardiovaskularnog i1 miSiénog. Njihova aktivacija
posredovana je specificnom fosfatazom, kalcineurinom, putem signala kalcij/kalmodulin pa
inhibitori kalcineurina (takrolimus i ciklosporin A) snazno koce osteoklastogenezu (119).

Za osteoklastogenezu kljucan je protein NFATcl. Nakon stimulacije ¢imbenikom
RANKL aktivirani NFATcl veze se za promotorsku regiju samog NFATcl, a taj
autoamplifiacijski mehanizam specifi¢an je za promotor gena za NFATc1 i odvija se tijekom
terminalne diferencijacije osteoklasta. Protein NFATc2 nalazi se u citosolu osteoklastnih
progenitora i prije stimulacije ¢imbenikom RANKL. U fizioloskim uvjetima posreduje
inicijalnu indukciju promotora gena za NFATcl zajedno s ¢imbenikom NF-kB, a tek
pojacano izrazen znacajnije potice osteoklastogenezu (118,120).

Ciljni geni aktiviranog ¢imbenika NFATc1, uz spomenuti proces autoamplifikacije, su
za TRAP, kalcitoninski receptor, katepsin K, integrine 3 i OSCAR (prema engl. osteoclast-
associated immunoglobulin-like receptor). Posljednji je kljucan za stani¢no-stani¢nu fuziju
osteoklastnih progenitora. Transkripcijska aktivacija diferencijacijskih gena potpomognuta je
stvaranjem kompleksa izmedu NFATcl i kofaktora AP-1 (Fos/Jun), PU.1 i MITF pa razliciti
kompleksi induciraju razli¢ite ciljne gene (121).
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1.3.4.3. Kostimulacijski signali za RANK

Uz esencijalne osteoklastogenetske ¢imbenike RANKL i M-CSF, jo$ su neke
molekule uklju¢ene u signalni proces sazrijevanja osteoklasta. Posebice kostimulacijski
receptori OSCAR 1 TREM2 (prema engl. triggering receptor expressed by myeloid cells 2)
pojacavaju osteoklastogenetski signal putem adaptorskih proteina DAP12 i FcR vy koji sadrze
sekvence ITAM (prema engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) te aktivacijon
tirozinske kinaze Syk. Receptor OSCAR, koji pripada imunoglobulinskoj superobitelji
molekula, izrazen je na osteoklastnoj lozi i kljucan je za fuziju mononuklearnih osteoklastnih
progenitora te medustanicnu interakciju s osteoblastima (122). TREM2 takoder pripada
imunoglobulinskoj superobitelji molekula i izrazen je na mijeloidnim stanicama, a klinicki,
homozigotna mutacija gena za TREM2 uzrokuje demenciju ranoga pocetka sa frakturama i
cistama kostiju ili bez njih, dok rijetka mutacija na genu za TREM2 (rs75932628-T) ukazuje
na povisen rizik za razvoj Alzheimerove demencije (123). U kontekstu tih receptora, RANK
poti¢e osteoklastogenezu fosforilacijom sekvenci ITAM 1 pojacanjem izrazaja receptora

OSCAR (122).
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1.3.5. Osteoblastna regulacija osteoklastogeneze

Za uravnotezenu kosStanu pregradnju potrebno je uskladeno djelovanje osteoklasta i
osteoblasta. Stoga postoji medusobna povratna sprega regulacije funkcija tih dvaju vrsta
stanica, primjerice osteoblastno lucenje ¢imbenika OPG u stanjima pojacane kosStane
razgradnje koci aktivnost osteoklasta.

Osteoblasti su specijalizirane stromalne stanice mezenhimskog podrijetla koje stvaraju
i odlazu koStani matriks te omogucéuju mineralizaciju kostanog tkiva. Zreli osteoblasti odlazu
izvanstani¢ni matriks, primjerice kolagen tipa I i proteoglikane te kristale kalcijevog fosfata,
ve¢inom hidroksiapatita (124,125). Zreli osteoblasti izrazavaju neke specificne biljege i
receptore za ¢imbenike rasta, ukljucujuéi osteokalcin, koStani sijaloprotein, neke integrine 1
citokine te receptore za paratireoidni hormon (PTH, prema engl. parathyroid hormone) i
¢imbenicima rasta nalik inzulinu I 1 IT (IGF, prema engl. insulin-like growth factor). Nakon
zavrSenog procesa stvaranja kosti, manji broj osteoblasta se dalje diferencira u osteocite
uklopljene u izvanstani¢ni kosStani matriks.

Uz odgovarajuée osteoblastogenetske cimbenike, osteoblasti se razvijaju iz
mezenhimskih progenitorskih stanica (126). Klju¢ni ¢imbenici rasta koji poti¢u sazrijevanje
osteoblasta i posljedi¢no stvaranje kosti su kostani morfogenetski proteini (BMP, prema engl.
bone morfogenic protein) 1 TGF-B, koji pripadaju TGF-superobitelji molekula i dijele
zajednicki TGF-f signalni put. I drugi regulacijski sustavi su vazni za stvaranje kosti,
posebice PTH. Navedeni hormon luci se iz paratireoidnih Zlijezda ovisno o serumskoj razini
kalcija (127). Intermitentna stimulacija tim hormonom povecava aktivnost osteoblasta,
premda u visokim koncentracijama PTH pospjesSuje razgradnju koStanog matriksa, pa kazemo
da djeluje bifinkcionalno. Uz PTH i vitamin D3, odnosno njegov aktivni metabolit 1,25-

dihidroksi vitamin D3, pospjeSuje stvaranje kosti tako da potice diferencijaciju osteoblasta
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putem receptora za vitamin D3, izrazenog na osteoblastnim progenitorima (128). U regulaciji
stvaranja kosti sudjeluju jo$ neki hormoni, primjerice adrenokortikotropni hormon koji djeluje
sli¢no kao PTH te steroidni hormoni, posebice estrogen i glukokortikoidi.

Osteoblasti proizvode nekoliko ¢imbenika koji reguliraju diferencijaciju i aktivnost
osteoklasta. Najvazniji ¢imbenici su RANKL i M-CSF. M-CSF luce stanice osteoblastne loze
i on djeluje parakrino na osteoklastne progenitore koji izazavaju receptor c-Fms te potice
njihovo prezivljenje (129). Za osteoklastogenezu je nuzan i RANKL izrazen na osteoblastima
poglavito u membranskom obliku. Osteoblasti lu¢e i OPG koji djeluje kao neutralizacijski
receptor za RANKL te na taj nacin negativno regulira osteoklastogenezu. Primjerice, OPG

moze snazno inhibirati stvaranje osteoklasta potaknutih vitaminom D3 i PTH (130).

1.3.6. Imunoloska regulacija osteoklastogeneze

Na koStanu pregradnju, uz regulaciju putem hormona i osteoblasta, djeluje i
imunoloski sustav. FizioloSko znacCenje te regulacije nije potpuno objasnjeno, ali se
pretpostavlja da se tako iz kosti mobiliziraju ioni kalcija i fosfata, koji sudjeluju u regulaciji
upalnih procesa i aktivaciji mehanizama upalne kaskade. I u imunoloskoj regulaciji

osteoklastogeneze kljucna je efektorska signalna osovina RANKL/RANK/OPG.

1.3.6.1. Uloga ¢imbenika RANKL u imunolo$kom sustavu

Regulacijska uloga signalnog puta RANKL/RANK i prije njegova istrazivanja u
okviru koStane biologije otkrivena je tijekom aktivacije limfocita T i prezivljenja dendritickih
stanica. Poznato je da RANKL ima vaznu ulogu i u razvoju imunoloSkog sustava (131).
Tijekom razvoja timusa signal aktiviran receptorom RANK regulira mikrookoli§ timusnog
tkiva i1 posreduje uspostavu centralne toleracije (izbjegavanje autoimunosti) uklanjanjem

autoreaktivnih klonova limfocita T. U fetalnom timusu aktivacija osovine RANKL/RANK u
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podvrsti stromalnih stanica, medularnim timusnim epitelnim stanicama, potie izrazaj
autoimunog regulatora (AIRE, prema engl. autoimmune regulator) te omogucava
predocavanje vlastitih tkivno-specifi¢nih antigena. Limfociti T koji velikim afinitetom
prepoznaju vlastite tkivno-specifi¢ne antigene odumiru u timusu apoptozom. Premda RANKL
nije kljudan za diferencijaciju prirodenih regulacijskih limfocita Treg Foxp3™ u timusu, on
djeluje na funkcije perifernih dendriti¢nih stanica tako da odrzava dovoljan broj limfocita
Tregs nuznih za uspostavu periferne tolerancije i regulaciju intenziteta imunoloskog odgovora
(131,132). U pokusnim modelima je pokazano da se presadivanjem timusa u kojem nedostaje
izrazaj receptora RANK u miSevima divljeg soja se izaziva autoimuna reakcija posredovana
limfocitima T. Nedostatno poticanje transkripcijskog ¢imbenika AIRE ¢imbenikom RANKL
tijekom fetalnog razvoja moze se u kasnijoj dobi dijelom kompenzirati regulacijom izrazaja
molekule CD40-ligand na podvrsti aktiviranih limfocita T. U miSeva kojima je izbacen gen za
RANKL ili RANK poremecen je razvoj limfnih ¢vorova i Payerovih ploc¢a, Sto potvrduje da
je signal aktiviran receptorom RANK nuZzan za razvoj perifernih limfnih organa (133-135).

U patoloskim stanjima, primjerice autoimunoj upalnoj bolesti crijeva, RANKL potice
dendriticke stanice, S§to upucuje na njegovu ulogu u autoimunim procesima. S druge strane,
keratinociti izrazavaju RANKL kao odgovor na ultraljubicasto zrac¢enje koze, sto posljedicno
moze aktivirati Langerhansove stanice i biti okida¢ ekspanzije Tregs u odvodnim limfnim
¢vorovima. Dakle, djelovanje cimbenika RANKL na predo¢ne stanice moze biti dvojako, pro-

1 protuupalno, ovisno o kontekstu i lokalizaciji (136,137).

1.3.6.2. Regulacija osteoklastogeneze limfocitima T
U nekim stanjima aktivirani limfociti T izrazavaju RANKL te mogu izravno poticati
osteoklastogenezu. Posebice su aktivirani pomagacki limfociti T CD4+ odgovorni za

pojacanu osteoklastnu resorpciju kosti kod autoimunog artritisa (138). No limfociti T u
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zglobovima bolesnika koji boluju od RA u isto vrijeme luce citokine koji koce signal
RANKL/RANK. Odgovor Thl smatra klju¢nim za razvoj zglobnih osStec¢enja, a limfociti Thl
lu¢e IFN-y i TNF-a u visokim koncentracijama (87). Premda TNF-a poti¢e aktivnost
osteoklasta, IFN-y ko¢i osteoklastogenezu blokiranjm signala pokrenutog receptorom RANK
putem brze razgradnje molekule TRAF6. Te su stanice ucinkovite u stanicnoj imunosti i
za$titi od unutarstani¢nih infekcija virusima, bakterijama i drugim mikroorganizmima (139).
S druge strane, Th2 stanice stvaraju visoke koli¢ine IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 koje pojacavaju
humoralne imunoloske odgovore koji su odgovorni za zastitu od parazita. Ipak, neki od
kljuénih citokina proizvedenih od strane ovih stanica, najvise IFN-y, IL-4, IL-10 i IL-2,
pokazuju inhibicijski u€inak na osteoklastogenezu. (87,139). No navedeni rezultati upucuju
na zakljucak da niti limfociti Th1 niti Th2 ne posreduju izravno oStecenja kosti u RA.
Daljnjim istrazivanjima uvrdeno je da Thl7 podvrsta limfocita T najpotentnije potice
diferencijaciju i aktivnost osteoklasta.

U upalno promijenjenim zglobovima kod bolesnika koji boluju od RA povecan je
izrazaj IL-17 (140). IL-17 potice lokalnu upalu u autoimunim bolestima preko proizvodnje
drugih citokina. U sinovijalnoj tekucini bolesnika izolirani su limfociti Th17 koji izrazavaju
RANKL, a ne proizvode visoke koncentracije IFN-y. Oni poticu lokalnu upalu i stvaranje
upalnih citokina, ukljucujuci i TNF-q, te poticu izrazaj ¢imbenika RANKL na sinovijalnim
fibroblastima. Premda limfociti Thl7 izrazavaju viSe razine c¢imbenika RANKL od
subpopulacija Thl i Th2, njihov uc¢inak na osteoklastogenezu je poglavito neizravan, putem
poticajnog djelovanja IL-17 na izrazaj ¢imbenika RANKL na mezenhimskim stromalnim
stanicama (140,141).

Infiltracija limfocita Th17 u upalno promijenjeni zglob povezuje poremeceni odgovor
limfocita T 1 oSte¢enje kosti u artritisu te naglasava ulogu limfocita Th17 u patogenezi RA.

Terapijske intervencije s ciljem farmakoloske inhibicije citokina potrebnih za diferencijaciju
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limfocita Th17, primjerice IL-6, TGF-B i IL-23, imaju veliki klini¢ki potencijal. Rezultati
pokazuju povoljan klinicki rezultat inhibicijom limfocita Th17 u razli¢itim upalnim
bolestima, ukljucujuéi psorijazu, RA i ankilozantni spondilitis (142,143).

Limfociti Tregs odlikuju se sposobnosc¢u inhibicije aktivacije drugih subpopulacija
limfocita T, posebice autoreaktivnih. Neutralizacija citokina IL-17 ili IL-6 u kulturama
limfocita Th17 usmjerava njihovu diferencijaciju prema limfocitima Tregs. Supresija
limfocita Tregs in vivo uzrokuje egzacerbaciju artritisa, dok u isto vrijeme povecanje broja
limfocita Tregs koci upalu i razaranje kosti. Neka istrazivanja pokazuju da povecéanje broja
limfocita Tregs moze imati zaStitni osteoprotektivni ucinak posredovan izravnim

inhibicijskim djelovanjem Tregs na osteoklastogenezu (144-146).

1.4. Primarni poremecaj aktivnosti osteoklasta u multiploj sklerozi

Svega je nekoliko studija istrazivalo poremecaj osovine RANKL/RANK/OPG u MS
(81-83). Trenutno se zna da je u serumu povisena razina RANKL i OPG, ali da su klinicki
parametri koji dokazuju osteoporozu (prvenstveno gustoca kosti mjerena radioloski) i dalje u
granicama normale (82). Ove nalaze povezuje zaklju¢ak da u MS postoji tendencija pojacane
razgradnje kosti, ali je ona kompenzirana poviSenim razinama neutralizacijskog receptora
OPG koji $titi kost od razgradnje (147). Obzirom da je osovina RANKL/RANK/OPG
povezana sa razvojem autoimunosti, moguce je da u MS dolazi do primarnog poremecaja
funkcije tih ¢imbenika $to sekundarno remeti koStani metabolizam. Dosada$nja istrazivanja
provedena su poglavito na bolesnicima u poodmaklim stadijima bolesti, dugotrajno lijeCenim
imunosupresivnim lijekovima te je potrebno istraziti profil tih regulacijskih molekula u

bolesnika na klinickom pocetku bolesti.
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1.4.1 Osteoporoza i multipla skleroza

U bolesnika koji boluju od MS invalidnost smanjuje fizicku aktivnost, §to povecava
rizik razvoja osteoporoze zbog atrofije misi¢a i smanjene vlacne sile na kost. Posljedi¢no se
smanjuje koStana masa i1 razvija osteoporoza (148). Dolazi do smanjenja kvalitete kosti,
ukljuCujuéi sastav kostanog matriksa i mikroarhitekturu kostanog tkiva, te poremecaja
kostane pregradnje. Uz to, bolesnici se za vrijeme relapsa lijeCe visokim dozama
glukokortikoida, ¢ija je primjena najceséi uzrok razvoja sekundarne osteoporoze u razvijenim
zemljama. Zbog smanjene koStane gustoce osteoporoza je pracena kompliciranim frakturama
kod padova (patoloske frakture), Sto posebice ugrozava bolesnike koji boluju od MS obzirom

da su u njih poremecaji ravnoteze i koordinacije povezani sa ¢estim padovima (149).

1.4.2 Glukokortikoidi i osteoporoza

Glukokortikoidi koji se primjenjuju u lijecenju bolesnika tijekom relapsa bolesti, bez
obzira na povoljan antiuplani uc¢inak, pridonose gubitku kosti i razvoju osteoporoze.
SuprafizioloSke doze glukokotikoida uzrokuju smanjenje misiéne mase, poremecaj djelovanja
hormona rasta i IGF-1 (prema engl. insulin-like growth factor 1) te razvoj sekundarnog
hiperparatiroidizma zbog smanjene intestinalne apsorpcije i povec¢anog bubreznog izlucivanja
kalcija. Izravno na kostane stanice djeluju tako da koce diferencijaciju, prezivljenje i funkcije
osteoblasta (sinteze matriksnih proteina, ¢imbenika rasta i citokina) te poticu prezivljenje i
aktivnosti osteoklasta. U konacnici dolazi do smanjenja koStane mase te bolesnici koji
dugotrajno uzimaju glukokortikoide moraju biti redovito praceni zbog povecanog rizika

razvoja osteoporoze (149,150).
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Bolesnici sa MS ne dobivaju glukokortikoide kao kontinuiranu terapiju veé¢ se za
ublazavanje trajanja i intenziteta relapsa koriste visoke doze glukokortikoida (5). Studija
Zorzona i suradnika pokazala je da mladi bolesnici koji boluju od MS, koji ina¢e imaju
zanemariv stupanj invalidnosti, nakon “pulsne terapije” glukokortikoidima ubrzano gube kost,
a nakon odredenog vremena se koStana masa nadoknaduje (151). Druga studija koja je
istrazivala u¢inak visokih doza metiprednizolona u kratkom intervalu na kost, takoder u
mladih bolesnika koji boluju od MS, pokazala je da takva primjena ne uzrokuje razvoj
osteoporoze (152).

Opéenito, mozemo re¢i da mehanizam smanjenja kostane gustoce u bolesnika koji
boluju od MS nije potpuno razjasnjen te da nema jasnog odgovora dolazi li do gubitka
koStane mase primarno, zbog poremecaja imunoloSkog sustava, ili sekundarno, zbog

neaktivnosti povezane s invaliditetom i terapije lijekovima koji uzokuju osteoporozu.
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2. HIPOTEZA

Pretpostavljamo da zbog poremecenog imunoloskog odgovora u MS, koji ukljucuje
aktivaciju limfocita T i pojacano luCenje proresorptivnih kemokina i citokina, dolazi do
primarnog poremecaja osovine RANKL/RANK/OPG u smislu poveéanog omjera
RANKL/OPG i pojacane osteoklastogeneze s posljedi¢nim gubitkom kosti. Na taj primarni
poremecaj koStanog metabolizma nadovezuju se sekundarni Cimbenici (primjena

glukokortikoida, smanjena fizicka aktivnost i atrofija misi¢a) koji pridonose osteoporozi.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je analizirati parametre koStane pregradnje i upale u krvi 1
cerebrospinalnom likvoru u MS na klinickom pocetku bolesti u odnosu na profil
osteoresorptivne osovine RANKL/RANK/OPG.

Taj glavni cilj studije istrazili smo kroz sljedece specifi¢ne ciljeve:

1. Odrediti razine ¢imbenika diferencijacije osteoklasta (RANK, RANKL i OPG) u krvi i
cerebrospinalnom likvoru u bolesnika koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti
te 1h usporediti s vrijednostima u kontrolnih ispitanika i bolesnika s uznapredovalom
RR-MS.

2. Odrediti razine proupalnih (IL-la, IL-1B, IL-17, TNF-a, CXCL12, CCL2) i
imunosupresivnih (IL-4 i IL-10) medijatora u krvi i cerebrospinalnom likvoru
bolesnika koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti te ih usporediti s
vrijednostima u kontrolnih ispitanika i bolesnika s uznapredovalom RR-MS.

3. Korelirati dobivene vrijednosti izrazaja osteoklastogenetskih Cimbenika, citokina i
kemokina u krvi i cerebrospinalnom likvoru s klinickim parametrima tezine bolesti i

intenziteta koStane pregradnje.
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4. MATERIJALI I METODE

Uzorci krvi 1 cerebrospinalnog likvora prikupljeni su od bolesnika Zavoda za
neurologiju 1 Zavoda za vaskularnu kirurgiju Klinicke bolnice “Dubrava”, a njihova analiza
provedena je u Laboratoriju za molekularnu imunologiju Hrvatskog instituta za istrazivanje
mozga i u ImunoloSkom laboratoriju Zavoda za fiziologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Istrazivanje je ustrojeno kao presjecna studija kojom je utvrden izrazaj nekoliko
skupina molekula koje djeluju na diferencijaciju i aktivnost imunoloskih i osteoklastnih
stanica u uzorcima periferne krvi i cerebrospinalnog likvora, posebice molekula osovine

RANKL/RANK/OPG, na genskoj i proteinskoj razini.

4.1. Ispitanici

Uzorci bolesnika koji boluju od MS prikupljani su na Zavodu za neurologiju Klinicke
bolnice “Dubrava” u razdoblju od 2009. do 2014. godine (Slika 6). U istrazivanje je ukljuceno
ukupno 66 bolesnika koji boluju od MS, od toga na klinickom pocetku bolesti 33 te 30 sa
razvijenom RR-MS. U skupini bolesnika koji su na klinickom pocetku bolesti bilo je 16 Zena i
17 muskaraca, dobi od 20 do 62 godine. U skupini bolesnika sa razvijenom RR-MS bilo je 22
zene 1 8 muskaraca, u dobi od 24 do 58 godina. Usporedo su u istom razdoblju prikupljeni
kontrolni uzorci na Zavodu za vaskularnu kirurgiju Klinicke bolnice “Dubrava”. Ta skupina
ukljucuje 30 ispitanika, od toga 19 zena i 11 musSkaraca, u dobi od 18 do 67 godina. Uz
specifi¢ne analize u okviru istrazivanja, opisane kasnije u odjeljku Metode, na prikupljenim
uzorcima provedne su i rutinske klinicke pretrage koje su ukljucivale: SE (sedimentacija
eritrocita), CRP (C-reaktivni protein), leukocite u krvi, ione Ca, anorganske fosfate, alkalnu

fosfatazu te izraCunavanje EDSS.
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Bolesnici s MS Zdravi ispitanici Bolesnici s MS

- klini¢ki pocetak bolesti n=30 - razvijena bolest

n=13 n=3l

(== .

RANKL,OPG,
IL-1B, TNF-a

RANKL,OPG,
IL-1B, TNF-a

RANKL,
RANK, OPG,

RANKL,
RANK, OPG,

IL-lgt, IL-1f, IL-1a, IL-1P,
1L-4, 1L-10, L4, IL-10,
TNF-a, TNF-a,
CXCLI12, CXCLI12,

CCL2 CCL2

RANKL,OPG,
IL-1B, TNF-c

Slika 6. Dizajn istraZivanja. IstraZivanje je provedeno na uzorcima periferne krvi i cerebrospinalnog likvora
kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od MS. U prikupljenim uzorcima analiziran je proteinski i
transkripcijski profil odabranih citokina i kemokina, te su dobiveni rezultati korelirani s klinickim podatcima.
MS, multipla skleroza; CSL, cerebrospinalni likvor; ELISA, prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay;
PCR, lancana reakcija polimeraze (prema eng. polymerase chain reaction); PBMC, mononuklearne stanice
periferne krvi (prema engl. peripheral blood mononuclear cells); RANK, receptor aktivator nuklearnog
¢imbenika kB (prema engl. receptor-activator of nuclear-factor xB); RANKL, RANK ligand; OPG,
osteoprotegerin (prema engl. osteoprotegerin); IL, interleukin; TNF-a, ¢imbenik nekroze tumora o (prema engl.

tumor necrosis factor a); CXCL, kemokin CXC; CCL, kemokin CC.
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4.1.1. Bolesnici na klinickom pocetku bolesti

Jednu skupinu u istraZivanju ¢ine bolesnici na klini¢kom pocetku bolesti. U tu skupinu
ukljuceni su bolesnici u trenutku dijagnosticiranja MS, odnosno nakon §to je u njih utvrdeno
dva ili viSe relapsa bolesti ili dvije ili viSe objektivne klinicke lezije prema revidiranim
kriterijima po McDonaldu (66). Skupinu ¢ini ukupno 33 bolesnika, a tezina bolesti
procijenjena prema bodovanju EDSS (63) iznosila je od 0,5 do 4 (medijan 1.5).

U klini¢koj obradi tih bolesnika (diferencijalna krvna slika, biokemijska pretraga urina
1 sedimentacija urina, leukociti i proteini u cerebrospinalnom likvoru, Pandyjeva reakcija 1
rentgenogram srca i pluéa) iskljuene su druge upalne demijelinizirajuce bolesti srediSnjeg
zivéanog sustava, odnosno druge autoimune ili infektivne bolest. Takoder, iskljucene su sve
ostale bolesti koje mogu djelovati na imunolosku reaktivnost ili koStani metabolizam,
primjerice metaboli¢ke bolesti, bolesti koje izravno ili neizravno remete koncentraciju kalcija
1 fosfata u krvi te kroni¢ne upalne bolesti. Iskljuceni su i bolesnici u kojih su primijenjivani
lijekovi ili medicinski pripravei koje djeluju na aktivnost koStanih stanica i koStanu
pregradnju te na aktivnost imunoloskih stanica 1 imunoloSki odgovor, primjerice
kortikosteroidi.

Tijekom uobicajenog dijagnosti¢kog protokola tim bolesnicima uzimaju se uzorci
periferne kvi i cerebrospinalnog likvora. Uz odobrenje Eti¢kog povjerenstva Klinicke bolnice
“Dubrava” i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te vlastorucno potpisani informirani
pristanak, dio tih uzorka preriferne kvi i cerebrospinalnog likvora upotrijebljen je za dodatne

analize u okviru doktorske disertacije.
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4.1.2. Bolesnici s uznapredovalom boleS¢u

U drugu pokusnu skupinu ukljuceni su bolesnici koji boluju od MS tijekom 2 do 10
godina (medijan 5) te je u njih dijagnosticiran klini¢ki oblik bolesti RR-MS prema
revidiranim kriterijima po McDonaldu (66). Ti bolesnici redovito primaju IFN-3 (Betaferon;
supkutana aplikacija 9,6 UI svaki drugi dan). Uz to, bolesnici se tijekom relapsa lijece
intermitentnom pulsnom kortikosteroidnom terapijom (metilprednizolon; intravenska
aplikacija 500-1000 mg 3-5 dana uz gastroprotekciju). Tu skupinu klinickog oblika bolesti
RR-MS ¢ini 30 bolesnika, a procjena njihove tezine bolesti prema EDSS bodovanju takoder
se kretala u rasponu od 0,5 do 4, sli¢no skupini bolesnika na klinickom pocetku bolesti. Kao i
u prethodnoj skupini, iskljuCene su sve druge upalne demijelinizirajuce bolesti srediSnjeg
ziv€éanog sustava te bolesti 1 lijekovi koji mogu djelovati na koStani metabolizam i imunoloski
sustav, osim opisane primjene IFN-B (kontinuirana primjena) i kortikosteroida (tijekom
relapsa).

U tih bolesnika dodatno su, uz rutinsku klinicku obradu, u okviru istraZivanja
analizirani uzorci periferne krvi, nakon dobivanja vlastoru¢no potpisanog informiranog
pristanka. Uzorci cerebrospinalnog likvora nisu uzimani jer u opisanoj fazi bolesti ne

predstavljaju dio rutinske klinicke dijagnostike te njihovo prikupljanje nije eticki prihvatljivo.

4.1.3. Kontrolni ispitanici

Kontrolnu skupinu sacinjavalo je 30 ispitanika koji su na Zavodu za vaskularnu
kirurgiju Klinicke bolnice “Dubrava” podvrgnuti elektivnom operativnom zahvatu vena
donjih ekstremiteta zbog lijeCenja venskih varikoziteta. Operativni zahvat provodi se u
epiduralnoj anesteziji prilikom koje se anestetik daje u epiduralni prostor. Za vrijeme
postupka uvodenja u anesteziju, anesteziolog koristi iglu uvodnicu (mandren) kroz koju uvodi

cjevCicu (epiduralni kateter) za primijenu anestetika (ksilokain; 250-300 mg, 1% otopine).
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Nakon uvodenja mandren se vadi, a iz cjevc€ice se ispusti nekoliko kapi cerebrospinalnog
likvora.

Za potrebe istrazivanja prikupila se ta koli¢ina cerebrospinalnog likvora, dovoljna za
provodenje svih planiranih analiza. Usporedo je u istog bolesnika dodatno analiziran uzorak
periferne krvi, uzet radi provodenja rutinske klinicke obrade u okviru planiranog zahvata
(lijecenja osnovne bolesti). Uzorci su prikupljeni nakon dobivanja vlastoru¢no potpisanog
informiranog pristanka ispitanika.

U kontrolnu skupinu ukljuceni su samo ispitanici koji su prema dobivenim rezultatima
klinickih pretraga bili zdravi, osim dijagnoze venskih varikoziteta donjih ekstremiteta.
IskljuCeni su svi ispitanici koji su bolovali od upalnih, autoimunih, infektivnih ili
metabolickih bolesti. Takoder su iskljuceni ispitanici lije€eni lijekovima koji djeluju na

imunolosku reaktivnost ili koStanu pregradnju.

4.2. Metode

U skladu s ciljevima istrazivanja, iz uzoraka periferne krvi izdvojene su
mononuklearne stanice te je u njima analiziran izraZaj gena za upalne i koStano-regulacijske
molekule (IL-1a, IL-1B, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-a, CXCL12, CCL2, RANK, RANK i OPG)
postupkom kvantitativne reakcije lancane polimeraze (qPCR, prema engl. quantitative
polymerase chain rection). Usporedno je iz uzoraka periferne krvi izdvojena plazma te je u
tim uzocima odredena koncentracija upalnih i1 koStano-regulacijskih molekula na proteinskoj
razini (IL-1B, TNF-a, RANKL, OPG) postupkom ELISA (prema engl. enzyme-linked
immunosorbent assay). U uzorcima cerebrospinalnog likvora nije bilo dovoljno stanica za
izolaciju RNA 1 analizu izrazaja gena te je stoga u tim uzocima odredena samo proteinska

razina spomenutih molekula postupkom ELISA.
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4.2.1. Uzimanje uzoraka

Uzorci periferne krvi (3-4 mL) dobiveni su standardnom venepunkcijom iz kubitalne
vene u epruvete oblozene antikoagulansom etilen-diamin-tetraoctenom kiselinom (EDTA,
prema engl. ethylene diamine tetra acetic acid). Od tog je uzorka, koji je koriSten za rutinsku
klini¢ku analizu, izdvojen 1 mL periferne krvi koja je razrijedena fizioloSkom otopinom
puferiranom fosfatnim puferom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u omjeru 1:1.
Tako razrijedeni uzorak nadslojen je na otopinu za razdvajanje na gradijentu fikola
(Histopaque, Sigma, St. Louis, SAD; gusto¢a 1.077 g/mL). Nakon vrtnje tijekom 25 min na
sobnoj temperaturi brzinom 400 x g, gornji sloj koji sadrzi razrijedenu plazmu prikupljen je
za odredivanje proteinske razine ciljnih molekula i spremljen na temperaturu od -80°C do
provodenja analize. Prsten mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMC, prema engl.
peripheral blood mononucler cells) izdvojen je i opran dva puta u otopini PBS te
homogeniziran i smrznut u otopini za izolaciju RNA (Tri Reagent, Sigma-Aldrich Corp.)

Uzorci cerebrospinalnog likvora (300-400 pL) su prikupljeni tijekom standardne
dijagnosticke procedure u bolesnika na klinickom pocetku MS te tijekom uvodenja u
epiduralnu anesteziju u kontrolnih ispitanika. Uzorci nisu sadrzavali dovoljno
mononuklearnih stanica za analizu izrazaja gena. Nakon prikupljanja su centrifugirani tijekom
5 minuta brzinom vrtnje 400 x g, na temperaturi od 4°C. Supernatant je prenesen u sterilnu

epruvetu 1 smrznut na na temperaturu od -80°C do provodenja analize.

4.2.2. Izolacija RNA

Uzroci PBMC (1-2 milijuna stanica) homogenizirani su i smrznuti u otopini za
izolaciju RNA Tri Reagent (I mL). Nakon odmrzavanja uzorci su inkubirani na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta, a potom centrifugirani brzinom od 12.000 x g tijekom 30

minuta na temepraturi +4°C. Potom je u uzorke dodano 0,2 mL kloroforma, uzorci su

54



inkubirani tijekom 2 minute na temperaturi od 4°C i centrifugirani brzinom 10.000 x g
tijekom 15 minuta na temperaturi od 4°C. Gornja, vodena faza, je preneSena u novu epruvetu,
na nju je dodano 0,5 mL izopropranolola te je otopina inkubirana tijekom 60 minuta na
temepraturi od -20°C da se RNA precipitira. Ponovnim centrifugiranjem pri brzini 12.000 x g
tijekom 15 minuta na temperaturi od 4°C istalozen je dobiveni precipitat na dno epruvete,
opran etanolom (75%) i centrifugiran brzinom od 7.500 x g tijekom 5 minuta na temepraturi
od 4°C.

Dobivani talog RNA otopljen je u destiliranoj vodi (30 puL) te je izmjerena koli¢ina i
Cistoéa dobivene RNA pomocéu UV-VIS spektrofotometra za mjerenje malih uzoraka
(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE,
SAD). Mjerena je apsorbancija (A) pri 260 nm i 280 nm te je odreden njihov omjer koji je za

sve uzorke iznosio Aje280>1,8, ukazujuéi na kvalitetnu RNA.

4.2.3. Obrnuto prepisivanje i kvantitativna reakcija lan¢ane polimeraze

Ukupna stani¢na RNA je potom obrnuto prepisana i umnozena postupkom qPCR.
Izolirana RNA (1 pg po uzorku) prepisana je u komplementarnu DNA (cDNA, prema engl.
complementary DNA) postupkom obrnutog prepisivanja (RT, prema engl. reverse
transcription) upotrebom seta kemikalija High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, u svaki uzorak
RNA (u ukupnom volumenu 9 pL) dodan je 2X RT pufer (10 pL) i 20X mjesavina enzima
reverzne transkriptaze (1 pL) i inkubirano na temeperaturi od 37°C tijekom 60 minuta.
Reakcija je zaustavljena grijanjem tijekom 5 minuta na temperaturi od 95°C.

Dobivena cDNA analizirana je postupkom qPCR pomoc¢u uredaja ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Analizirani su izrazaji gena sustava
RANKL/RANK/OPG te upalnih i koStanih-regulacijskih citokina (IL-1a, IL-1p, IL-4, IL-10,
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IL-17, TNF-a) i kemokina (CXCL12 i CCL2) pomoéu komercijalno dostupnih setova
kemikalija TagMan Assay (Applied Biosystems) i TagMan Gene Expression Master mix
(Applied Biosystems) prema uputama proizvodaca. TagMan Assay sastoji se od para
specifiénih zacetnika i probe koja na 5'-kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3'-kraju
hvata¢ fluorescencije (NFQ, prema engl. nonfluorescent quencher). Proba se veze na cDNA
izmedu oba zacetnika, a produljenjem zacetnika, DNA polimeraza cijepa probu i tako dovodi
do odvajanja fluorescentne boje od NFQ i emitiranja fluorescencije. Svaka reakcija sastojala
se od duplikata, u reakcijskom volumenu od 25 pL, u plo¢icama s 96 zdenaca (ABI PRISM
Optical 96-Well Plate; Applied Biosystems). Smjesa sadrzava: 0,5 pL cDNA (25 ng); 0,25 U
uracil N-glikozilaze (AmpErase; Applied Biosystems); po 200 nM 5’-zafetnika 1 3’-
zacetnika; 250 nM TagMan probe i 0,625 U DNA-polimeraze (AmpliTaq Gold DNA
polymerase). Tijekom umnozavanja uzorci su inkubirani tijekom 2 minute na temepraturi od
50°C kako bi se aktivirao enzim uracil N-glikozilaza, a potom tijekom 10 minuta na
temepraturi od 95°C da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a aktivirala DNA-polimeraza.
Potom slijedi 40 ciklusa tijekom kojih su uzorci inkubirani na 95°C kroz 15 s 1 na 60°C kroz
60 s. Rezultati su prikazani kao relativna koli¢ina cDNA prema relativoj standardnoj krivulji.
Standardna krivulja dobivena je uporabom 5 serijskih razrjedenja uzorka za kalibraciju
(cDNA iz PBMC kontrolnih uzoraka). Relativna koli¢cina RNA u uzorcima je izrazena u
odnosu na koli¢cinu RNA za GAPDH (prema engl. glyceraldehide 3-phosphate
dehydrogenase), koji je sluzio kao ,,endogena“ kontrola (ubikvitarno izrazeni gen u svim
stanicama). Relativna koli¢ina RNA za ciljni gen u uzorku izrazena je u odnosu na koli¢inu

RNA za GAPDH 1 prikazana za pojedine skupine uzoraka.
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4.2.4. Postupak ELISA

Koli¢ina ciljnih proteina u uzroacima plazme i cerebrospinalne tekucine za proupalne i
kostane-regulacijske molekule odredena je postupkom ELISA. Obzirom na male ocekivane
koncentracije pojedinih molekula koriSteni su setovi kemikalija ELISA s velikom
osjetljivos¢u: IL-1B i TNF-a (Platinum sensitive ELISA, eBioscience, San Diego, CA, USA)
te solubilni (s)RANKL i OPG (High Sensitivity ELISA Immunoassays, Biomedica
Medizinprodukte GmbH & Co KG, Be¢, Austrija).

Postupak je proveden prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorci (volumena 20-50
puL) su dodani na plocice oblozene specificnim protutijelima i inkubirani 2 do 16 sati na
sobnoj temperaturi (ovisno o pojedinom setu ELISA). Ovisno o uputama, plo¢ice su oprane 4
puta puferom za ispiranje (za setove IL-1p i TNF-a) ili su bez ispiranja (za setove SRANKL i
OPG) dodana specificna protutijela konjugirana peroksidazom (HRP, prema engl.
horseradish peroxidase). Nakon inkubacije tijekom 1-4 sata (ovisno o uputama) na sobnoj
temperaturi plocice su oprane 4 puta puferom za ispiranje. Reakcija vezanja specificnog
protutijela za ciljni protein vizualizirana je kolorimetrijski, uporabom substrata tetra-metil-
benzidin (TMB; prema engl. tetramethylbenzidine), te zaustavljena nakon 20-30 minuta
hidroklornom kiselinom, ovisno o brzini razvoja reakcije. Opticka gustoca (OD, prema engl.
optic density) je odredena unutar 15 minuta od zaustavljanja reakcije na ¢itacu mikroplocica
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), na ekscitacijskoj valnoj duzini 450 nm.

Koncentracije proteina u uzorcima plazme i cerebrospinalnog likvora odredene su
prema standardnoj krivulji odnosa ocitanja OD 1 koncentracije standardne otopine.
Standardna krivulja dobivena je uporabom 6 serijskih razrjedenja standardne otopine poznate
koncentracije ukljuene u svaki set kemikalija. Za kontrolu postupka ELISA uz uzorke
nepoznate koncentracije i razrjedenja standardne otopine usporedno su analizirani i kontrolni

uzorci (pozitivna i negativna kontrola).
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4.3. Statisticka analiza

Klinicki i laboratorijski podatci za svaku skupinu ispitanika prikazani su medijanima
uz interkvartilni raspone (IQR, prema engl. interquartile range). Takoder, vrijednosti
relativnog izrazaja gena u uzorcima PBMC te koncentracije proteina u plazmi i
cerebrospinalnom likvoru za proupalne i kostane-regulacijske molekule prikazane su
medijanima uz IQR.
Statisticka analiza razlike izmedu skupina provedena je uporabom neparametrijskog testa
Mann-Whitney za usporedbu dvije skupine ili testa Kruskal-Wallis te post hoc testa Mann-
Whitney uz korekciju po Bonferroniju za usporedbu tri skupine. Povezanost vrijednosti
klini¢kih 1 laboratorijskih podataka te vrijednosti izrazaja gena i koncentracije proteina
analizirana je postupkom korelacije ranga i Spearmanovog koeficijenta rho (p) s 95%-tnim
intervalom pouzdanosti (CI, prema engl. confidence interval). Za testiranje ucinkovitosti
razlikovanja (diskriminacije) dobivenih vrijednosti izmedu kontrolne skupine i skupine
bolesnika koji boluju od MS rabljene su krivulje ROC (prema engl. receiver-operating
characteristic). Analizom je prikazana povrSina ispod krivulje (AUC, prema engl. area under
the curve) s 95%-tnim CI, a dijagnosti¢ka efikasnost procijenjena je osjetljivoséu i
specifi¢nosscu testa kod odredene prijelomne vrijednosti.
U svim smo testovima za razinu statistiCke znacajnosti (vrijednost o) postavili p < 0,05. Za
statistiCku obradu podataka koriSten je racunalni program MedCalc (version 12,5, MedCalc

Inc., Mariakerke, Belgija).
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5. REZULTATI

Rezultati dobiveni laboratorijskim pretragama i specifiénim analizama provedenim u
skladu s postavljenim ciljevima doktorske disertacije, na uzorcima bolesnika koji boluju od
MS i kontrolnih ispitanika, podijeljeni su u tri skupine. Prva skupina rezultata prikazuje
¢imbenike osovine RANKL/RANK/OPG u krvi i cerebrospinalnom likvoru kontrolnih
ispitanika i bolesnika. Druga skupina rezultata prikazuje proupalne i antiupalne medijatore
(citokine i kemokine) u krvi i cerebrospinalnom likvoru, odnosno TNF-a, IL-1B, CXCL12,
CCL2, IL-17, IL-10 1 IL-4 te odnos njihova izrazaja s c¢imbenicima osovine
RANKL/RANK/OPG. Trec¢a skupina rezultata dobivena je statistickom analizom korelacija
izmedu laboratorijskih 1 klinickih parametara u bolesnika koji boluju od MS na klinickom
pocetku bolesti te odabranih regulacijskih ¢imbenika koji su pokazatelji aktivnosti osteoklasta

1 kosStane razgradnje.

5.1. Znacajke bolesnika i kontrolnih ispitanika

Glavni cilj istrazivanja bio je utvrditi poremecaj osovine RANKL/RANK/OPG u
bolesnika koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti u odnosu na odgovarajuce zdrave
ispitanike, kao pokazatelja aktivnosti osteoklasta i koStane razgradnje. Skupina bolesnika s
uznapredovalom MS (klini¢kog oblika RR-MS) dodatno je uklju¢ena kako bi se utvrdio
ucinak tijeka bolesti i primijenjenog lijeCenja na ¢imbenike te osovine u odnosu na klinicki
pocetak bolesti (Tablica 3).

Skupine kontrolnih ispitanika i bolesnika nisu se medusobno razlikovale po dobi 1
spolu (Tablica 3, Slika 7). Sustavni upalni parametri (broj leukocita, SE, CRP), odredeni

tijekom standardne klini¢ke obrade u kontrolnoj skupini i skupini bolesnika na klini¢kom
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pocetku bolesti, kretali su se u fiziologkom rasponu (5 do 10x10°/L za leukocite, <5 mg/L za

CRP i <15 mm/h za SE). Ciljne molekule analizirane su na razini izrazaja gena u odijeljenim

mononuklearnim stanicama periferne krvi postupkom qPCR, a na proteinskoj razini u plazmi

i cerebrospinalnom likvosu postupkom ELISA. U bolesnika na klinickom pocetku bolesti

ucinjene su i dodatne laboratorijske analize serumskih razina parametara koStanog

metabolizma (alkalna fosfataza, kalcij, fosfati).

Tablica 3. Znacajke kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multiple skleroze

e Kontrolni Bolesnici na C eres .

Znacajka o s e e . oo « Bolesnici koji boluju
(zdravi) ispitanici | klinickom pocetku od RR-MS (n=30)
(n=30)" MS (n=33)

Dob, godine 42,5 (35,0 -47,0) 37,0 (28,0 —49,5) 37,5 (29,5 —-45,5)
Spol, ZM 19/11 16/17 22/8
Leukociti,
x10°/L 7,6 (6-9,1) 7,6 (5,6 —9,0) NO
CRP, mg/L 0,9 (0,5-1,6) 0,8(0,5-1,2) NO
SE, mm/h 7,0 (6,0 —10,0) 6,0 (5,0—-11,5) NO
EDSS (skala 0 NO 1,8 (1,0 - 3,0) 2,0 (1,5-3,0)

do 10), bodovi

* Podatci su prikazani kategoricki, za spol, ili medijanom (uz intekvartilni raspon) za sve

ostale varijable. Z/M, Zzene i muskarci; MS, multiple skleroza; RR-MS, relapsno-remitirajuci

oblik MS; CRP, C-reaktivni protein; SE, sedimentacija eritrocita; EDSS, skala procjene tezine

bolesti, prema engl. expanded disability status scale; NO, nije odredivano.
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Slika 7. Znacdajke skupina kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multiple
skleroze. Studija je ukljucivala kontrolne ispitanike (n=30) te dvije skupine bolesnika:
bolesnike koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti (MS, n=33) te bolesnike koji boluju
od uznepredovale bolesti relapsno-remitiraju¢eg klinickog oblika (RR-MS, n=30). Skupine se
nisu medusobno znacajno razlikovale po dobi. Klinicki je MS procijenjena prema skali
procjene tezine bolesti EDSS (prema engl. expanded disability status scale), a procjena se nije
znacajno razlikovala izmedu skupina MS i RR-MS. Rezultati su prikazani kao medijan (uz
interkvartilni raspon), a razlika izmedu skupina testirana je Kruskal-Wallis testom za dob, te
Mann-Whitney testom za EDSS.
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5.2. Cimbenici osovine RANKL/RANK/OPG u krvi i cerebrospinalnom likvoru

U svrhu testiranja hipoteze o ulozi osovine RANKL/RANK/OPG u patogenezi MS,
postavljene u ovoj doktorskoj disertaciji, u prvom nizu pokusa odredili smo profil izrazaja
gena za molekule OPG, RANKL i RANK u mononuklearnim stanicama periferne krvi
bolesnika na klinickom pocetku MS te ga usporedili s profilom izrazaja gena u uzorcima
kontrolne skupine te u uzrocima bolesnika sa uznapredovanom RR-MS. Cimbenici te osovine
vazni su u regulaciji imunoloskog odgovora, ali su takoder nuzni za aktivaciju osteoklasta.
Vezanjem ¢imbenika RANKL za receptor RANK, izrazen na osteoklastnim progenitorima,
pokrecu se signalni putevi kljuéni za diferencijaciju osteoklasta u zrele funkcionalne stanice
koje razgraduju kost. Pri tome OPG djeluje kao neutralizacijski receptor za RANKL, ¢ime
koci aktivnost osteoklasta i koStanu razgradnju (85).

Rezultati analize izrazaja gena postupkom qPCR pokazali su da nema znacajne razlike
izmedu skupina zdravih ispitanika i bolesnika na klinickom pocetku MS (Slika 8). Medutim
znacajna razlika uocena je izmedu skupina zdravih ispitanika i bolesnika s uznapredovalom
RR-MS, i to za RANK (p<0,0001) i OPG (p=0,03), koji su jafe izraZeni u toj skupini
bolesnika. Takoder, skupina bolesnika s uznapredovanom RR-MS imala je znacajno veci
izrazaj gena za RANK (p=0,0002) i RANKL (p=0,03) u odnosu na skupinu bolesnika na
klinickom pocetku bolesti (Slika 9). 1z toga mozemo zakljuciti da izrazaj gena za ¢imbenike
RANKL/RANK/OPG u mononuklearnim stanicama periferne krvi nije promijenjen u
bolesnika na klinickom pocetku MS u odnosu na zdrave ispitanike, ali se znacajno poveéava u
uznapredovaloj RR-MS, i to i u odnosu na zdrave ispitanike i u odnosu na bolesnike na
klinickom pocetku MS. Medutim, omjer izrazaja gena za RANKL i OPG, koji je pokazatel]
aktivnosti osteoklasta, bio je usporediv u svim skupinama, jer se i u skupini bolesnika koji

boluju od RR-MS izrazaj gena za oba ¢imbenika povecavao razmjerno.
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Slika 8. Izrazaj gena za RANKL i OPG u mononuklearnim stanicama periferne
krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je
ukljucivala kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na
klinickom pocetku bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-
remitiraju¢eg klinickog oblika (RR-MS). RNA je izolirana iz mononuklearnih stanica
periferne krvi, prepisana u ¢cDNA i analizirana postupkom qPCR. Vrijednosti izraZaja gena
dobivene su uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju
(cDNA iz kontrolnog uzorka) i normalizirane u odnosu na koli¢inu cDNA za GAPDH
(,,endogena“ kontrola), a prikazane su kao medijan uz interkvartilni raspon za svaku skupinu.
Razlika izmedu skupina analizirana je Kruskal-Wallis testom te post hoc Mann-Whitney
testom uz korekciju po Bonferroniju. Prikazane su samo statisticki znacajne razlike (p<0,05).
RANKL, prema engl. receptor activator of NF-xB ligand; OPG, osteoprotegerin.
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Slika 9. Izrazaj gena za RANK i omjer RANKL/OPG u mononuklearnim stanicama
periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je
ukljucivala kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na
klinickom pocetku bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-

Kontrola

remitirajuceg klinickog oblika (RR-MS). RNA je izolirana iz mononuklearnih stanica periferne
krvi, prepisana u cDNA i analizirana postupkom qPCR. Vrijednosti izrazaja gena dobivene su
uporabom standardne krivulje izraZaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (¢cDNA iz kontrolnog
uzorka) i normalizirane u odnosu na koli¢inu cDNA za GAPDH (,endogena“ kontrola), a
prikazane su kao medijan uz interkvartilni raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina
analizirana je Kruskal-Wallis testom te post hoc Mann-Whitney testom uz korekciju po
Bonferroniju. Prikazane su samo statisticki znacajne razlike (p<0,05). RANK, prema engl.
receptor activator of NF-kB; RANKL; RANK ligand; OPG, osteoprotegerin.
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Osim razine izrazaja gena, odredili smo i proteinsku razinu ¢cimbenika RANKL i OPG
u plazmi i cerebrospinalnom likvoru kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od MS.
Cimbenik RANKL izraZen je i kao membranska i kao topljiva molekula, a posebice ga u
topljivom obliku stvaraju aktivirani limfociti T (86). Osim toga, membranske molekule mogu
se odcjepljivati s membrane stanica djelovanjem proteolitickih enzima, tako da je
koncentracija topljivog oblika u vecini slu¢ajeva dobar pokazatelj ukupne koli¢ine ¢imbenika
RANKL (87).

U uzorcima plazme odredena je koncentracija navedenih proteina postupkom ELISA
za sve tri skupine ispitanika te je utvrdena znacajno veca koncentracija topljivog ¢imbenika
RANKL (sRANKL, prema engl. soluble RANKL) u uzorcima bolesnika s uznapredovalom
RR-MS i u odnosu na kontrolne ispitanike (p=0,002) i u odnosu na bolesnike na klinickom
pocetku MS (p=0,03). Nasuprot tome, koncentracija ¢imbenika OPG podjednaka je u svim
analiziranim skupinama (Slika 10). U prilog pretpostavci da je ukupni izrazaj ¢imbenika
RANKL razmjeran koli€ini topljivog oblika molekule govori i statisticki znacajna pozitivna
korelacija jacine izrazaja gena za RANKL u mononuklearima periferne krvi i koncentracije
topljivog ¢imbenika RANKL u plazmi istih uzoraka (p = 0,206, 95% CI -0,005 do 0,399, p =
0,05; Slika 13).

Proteinsku razinu molekula odredili smo i1 u cerebrospinalnom likvoru, ali samo za
skupine zdravih ispitanika i bolesnika na klinickom pocetku MS, jer u skupini bolesnika koji
boluju od RR-MS punkcija cerebrospinalnog likvora nije uc€injena s obzirom da se ne provodi
u okviru rutinskog klinickog postupka pracenja bolesti 1 nije eticki prihvatljiva (Slika 11).
Dok izmedu skupina nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji topljivog ¢imbenika
RANKL, koncentracija ¢imbenika OPG znacajno je niza u skupini bolesnika na klinickom

pocetku MS u odnosu na kontrolne ispitanike (p=0,0003).
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Nadalje, analizirali smo omjer topljivih ¢imbenika SRANKL i OPG u plazmi i
cerebrospinalnoj tekuéini. Kako smo prije naveli, taj omjer je pokazatelj bioloske dostupnosti
¢imbenika RANKL s obzirom da OPG djeluje kao neutralizacijski receptor za RANKL i
onemogucava njegovo vezanje za aktivacijski receptor RANK izrazen na membrani ciljnih
stanica (85).

Dok u plazmi bolesnika na klinickom pocetku MS nema znacajne razlike u omjeru
topljivih ¢imbenika SRANKL/OPG, u cerebrospinalnom je likvoru taj omjer znacajno veci
(p=0,005), ponajprije zbog smanjene koncentracije ¢imbenika OPG u odnosu na kontrolne
ispitanike (Slika 12.). No bolesnici s uznapredovalom RR-MS imaju znacajno veci omjer
topljivih ¢cimbenika SRANKL i OPG u plazmi (p=0,02), §to upucuje na zakljuc¢ak da navedeni
¢imbenici sudjeluju u patogenezi MS te da se poremecaj njihovog lucenja razvija najprije
unutar srediSnjeg Ziv€anog sustava, a s napredovanjem bolesti moze se detektirati i sustavno u
cirkulaciji.

Takoder smo usporedili odgovarajuce plazmatske i likvorske koncentracije topljivih
¢imbenika SRANKL i OPG, ali nismo utvrdili njihovu medusobnu znac¢ajnu korelaciju. Treba
napomenuti da su koncentracije ¢imbenika OPG bile nekoliko puta vece u cerebrospinalnom
likvoru u odnosu na plazmatske koncentracije i u skupini kontrolnih ispitanika i u skupini
ispitanika na klinickom pocetku MS (p<0,0001 za oboje), dok za koncentraciju topljivog
¢imbenika sSRANKL razlika nije bila toliko naglasena (p=0,02 za kontrolnu skupinu i p=0,06
za skupinu na klinickom pocetku MS) (Slike 10 1 11). Navedeni nalazi, zajedno s prethodno
opisanim rezultatima, potvrduju pretpostavku da su u bolesnika na kliniCkom pocetku MS
koncentracije tih ¢imbenika poremecene najprije unutar srediSnjeg zivéanog sustava na mjestu

razvoja lezija, $to govori u prilog intratekalne regulacije lucenja tih ¢imbenika.
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Slika 10. Koncentracija topljivih ¢imbenika RANKL i OPG u plazmi kontrolnih
ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala kontrolne
ispitanike, te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na klini¢kom pocetku
bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-remitirajuceg
klinickog oblika (RR-MS). Koncentracije proteina analizirane su postupkom ELISA, a
dobivene su uporabom standardne krivulje razrjedenja rekombinantnog proteina, prema
uputama proizvodaca, i prikazane kao medijan uz interkvartilni raspon za svaku skupinu.
Razlika izmedu skupina analizirana je Kruskal-Wallis testom te post hoc Mann-Whitney
testom uz korekciju po Bonferroniju. Prikazane su samo statisticki znacajne razlike
(p<0,05). RANKL, prema engl. receptor activator of NF-xB ligand; sRANKL; topljivi
oblik ¢imbenika RANKL (prema engl. soluble RANKL); OPG, osteoprotegerin.
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Slika 11. Koncentracija topljivih ¢imbenika RANKL i OPG u cerebrospinalnom
likvoru kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza
je ukljucivala kontrolne ispitanike te skupinu bolesnika koji boluju od MS na klinickom
pocetku bolesti (MS). Koncentracije proteina analizirane su postupkom ELISA, a
dobivene su uporabom standardne krivulje razrjedenja rekombinantnog proteina, prema
uputama proizvodaca, i1 prikazane kao medijan uz interkvartilni raspon za svaku
skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je Mann-Whitney testom. Prikazane su
samo statisticki znacajne razlike (p<0,05). RANKL, prema engl. receptor activator of
NF-xB ligand; sRANKL; topljivi oblik ¢imbenika RANKL (prema engl. soluble);
OPQG, osteoprotegerin.
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Slika 12. Omjer topljivih ¢imbenika RANKL/OPG u plazmi i cerebrospinalnom
likvoru kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza
je ukljucivala kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju
od MS na klinickom pocetku bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale
bolesti relapsno-remitiraju¢eg klinickog oblika (RR-MS; samo za plazmu). Rezultati
su prikazani kao medijan (uz interkvartilni raspon), a razlika izmedu skupina testirana
je Kruskal-Wallis testom za koncentracije u plazmi, te Mann-Whitney testom za
koncentracije u likvoru. Prikazane su samo statisticki znacajne razlike (p<0,05).
RANKL, prema engl. receptor activator of NF-«B ligand; sSRANKL; topljivi oblik
¢imbenika RANKL (prema engl. soluble); OPG, osteoprotegerin.
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Slika 13. Korelacija izraZzaja gena i plazmatskih koncentracija ¢imbenika RANKL i OPG u
uzorcima periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multiple skleroze.
Izrazaj gena analiziran je u mononuklearnim stanicama periferne krvi postupkom qPCR, te izrazen u
obliku relativne koli¢ine RNA. Razina proteina u plazmi odredena je postupkom ELISA, te izrazena
koncentracijom ng/mL. Odgovaraju¢e vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i
bolesnika, statisticki su analizirane testom korelacije ranga i prikazane Spearmanovim koeficijentom
rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl. confidence interval). Za razinu
statisticke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05. RANKL, prema engl. receptor activator of
NF-«B ligand; OPG, osteoprotegerin.
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5.3. Citokini i kemokini u krvi i cerebrospinalnom likvoru

Brojni proupalni i imunosupresivni citokini i kemokini koji sudjeluju u patogenezi MS
djeluju i1 na izrazaj ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG te, posljedi¢no, na aktivnost
osteoklasta i koStanu razgradnju (139). Stoga je cilj druge skupine pokusa bio utvrditi profil
izrazaja gena za odabrane proupalne (IL-1a, IL-1p, TNF-a, IL-17) i imunosupresivne (IL-4,
IL-10) citokine te kemokine (CCL2 i CXCL12) u mononuklearnim stanicama periferne krvi
bolesnika na klinickom pocetku MS te ga usporediti s profilom izraZzaja gena u uzorcima
kontrolne skupine i u uzrocima bolesnika s uznapredovanom RR-MS.

Rezultati analize izraZaja gena postupkom qPCR pokazali su da nema znacajne razlike
izmedu skupina zdravih ispitanika 1 bolesnika na klinickom poc€etku MS za proupalne citokine
(IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-17; Slika 14,15). Nasuprot tome, izraZzaj gena za imunosupresivni
citokin IL-10 bio je znacajno nizi (p=0,02) u odnosu na kontrolne ispitanike (Slika 16). Osim
toga izrazaj gena za CCL2, koji privlaci monocite, dendriti¢ne stanice i memorijske limfocite
T na mjesto upalnog procesa (46), znacajno je veci u bolesnika na klinickom pocetku MS u
odnosu na kontrolne ispitanike (p=0,03; Slika 17).

U odnosu na bolesnike na klini¢kom pocetku MS, izrazaj gena u skupini bolesnika s
uznapredovalom RR-MS razlikovao se za veéi broj analiziranih citokina i kemokina (Slike
15-17). Tako se izrazaj gena za imunosupresivne citokine znacajno razlikovao, te je bio veci
za IL-4 (p=0,0006), a manji za IL-10 (p=0,0002) u bolesnika s uznapredovalom RR-MS u
odnosu na kontrolne ispitanike (Slika 16). Uz to je i izrazaj proupalnog citokina TNF-a bio
znacajno manji u odnosu na kontrolne ispitanike (p=0,002), moguée zbog primijenjene
terapije (Slika 15). Nasuprot tome izrazaj gena za kemokine CCL2 1 CXCL12 bio je znacajno
ve¢i u skupini bolesnika s uznapredovalom RR-MS u odnosu na kontrolne ispitanike
(p<0,0001 za CCL2 1 p=0,005 za CXCL12), ali i u odnosu na klinicki po¢etak MS (p<0,0001

za CCL2 1 p=0,03 za CXCL12; Slika 17).
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Slika 14. Izrazaj gena za citokine IL-1a i IL-13 u mononuklearnim stanicama
periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze.
Analiza je ukljucivala kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji
boluju od MS na klinickom pocetku bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od
uznapredovale bolesti relapsno-remitiraju¢eg klinickog oblika (RR-MS). RNA je
izolirana iz mononuklearnih stanica periferne krvi, prepisana u ¢cDNA i analizirana
postupkom qPCR. Vrijednosti izrazaja gena dobivene su uporabom standardne krivulje
izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kontrolnog uzorka) i
normalizirane u odnosu na koli¢inu ¢cDNA za GAPDH (,,endogena“ kontrola), a
prikazane su kao medijan uz interkvartilni raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu
skupina analizirana je Kruskal-Wallis testom te post hoc Mann-Whitney testom uz
korekciju po Bonferroniju. Nije bilo znacajne razlike izmedu skupina.
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Slika 15. IzrazZaj gena za citokine TNF-a i IL-17 u mononuklearnim stanicama periferne
krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala
kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na klinickom pocetku
bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-remitirajuc¢eg klinickog
oblika (RR-MS). RNA je izolirana iz mononuklearnih stanica periferne krvi, prepisana u cDNA i
analizirana postupkom qPCR. Vrijednosti izrazaja gena dobivene su uporabom standardne krivulje
izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kontrolnog uzorka) i normalizirane u
odnosu na koli¢inu cDNA za GAPDH (,,endogena“ kontrola), a prikazane su kao medijan uz
interkvartilni raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je Kruskal-Wallis
testom te post hoc Mann-Whitney testom uz korekciju po Bonferroniju. Prikazane su samo
statisticki znaCajne razlike izmedu skupina (p<0,05).
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Slika 16. Izrazaj gena za citokine IL-4 i IL-10 u mononuklearnim stanicama periferne krvi
kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala
kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na klinickom
pocetku bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-remitirajuceg
klinickog oblika (RR-MS). RNA je izolirana iz mononuklearnih stanica periferne krvi, prepisana
u c¢cDNA i analizirana postupkom qPCR. Vrijednosti izrazaja gena dobivene su uporabom
standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kontrolnog uzorka) i
normalizirane u odnosu na koli¢inu cDNA za GAPDH (,,endogena‘ kontrola), a prikazane su kao
medijan uz interkvartilni raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je
Kruskal-Wallis testom te post hoc Mann-Whitney testom uz korekciju po Bonferroniju. Prikazane
su samo statisticki znacajne razlike izmedu skupina (p<0,05).

74



40

35

30

25

20

15

10

CCL2 (relativne jedinice)

p < 0,0001

p=0,03

p <0,0001

_—|—_£-

3,5

3,0

2,5

2,0

15

1,0

0,5

CXCL12 (relativne jedinice)

0,0

Kontrola

RR-MS

p = 0,005

p=0,03

T

Kontrola

RR-MS

Slika 17. IzraZaj gena za kemokine CCL2 i CXCL12 u mononuklearnim stanicama periferne
krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala
kontrolne ispitanike te dvije skupine bolesnika: bolesnike koji boluju od MS na klinickom pocetku
bolesti (MS) te bolesnike koji boluju od uznapredovale bolesti relapsno-remitirajué¢eg klinickog
oblika (RR-MS). RNA je izolirana iz mononuklearnih stanica periferne krvi, prepisana u cDNA i
analizirana postupkom qPCR. Vrijednosti izrazaja gena dobivene su uporabom standardne krivulje
izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kontrolnog uzorka) i normalizirane u
odnosu na koli¢inu cDNA za GAPDH (,,endogena“ kontrola), a prikazane su kao medijan uz
interkvartilni raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je Kruskal-Wallis
testom te post hoc Mann-Whitney testom uz korekciju po Bonferroniju. Prikazane su samo
statisticki znacajne razlike izmedu skupina (p<0,05).
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Osim razine izrazaja gena, odredili smo 1 proteinsku razinu proupalnih citokin TNF-o
1 IL-1P za koje se zna da sudjeluju u patogenezi MS. Koncentracije tih citokina mogu biti
povisene sustavno u cirkulaciji, podrijetlom aktiviranih limfocita T i monocita perfirene krvi,
ali i lokalno, unutar tekalnog prostora, gdje ih stvaraju aktivirane stanice mikroglije i limfociti
T infiltrirani na periferiji demijelinizacijskih lezija (153).

U uzorcima plazme odredena je koncentracija TNF-a i IL-1B postupkom ELISA za
kontrolne ispitanike 1 bolesnike na klinickom pocetku MS, ali nije utvrdena znacajna razlika u
koncentraciji tih proupalnih citokina u naSem setu uzoraka (Slika 18).

Proteinsku razinu TNF-a 1 IL-1 odredili smo i u cerebrospinalnom likvoru za
skupine zdravih ispitanika i bolesnika na klinickom pocetku MS (Slika 19). Zanimljivo je da
je, nasuprot ocekivanju, koncentracija tih proupalnih citokina bila niza u skupini bolesnika
nego u kontrolnih ispitanika (p=0,002 za IL-1pB i p=0,003 za TNF-o). Navedeni rezultat
mogao bi predstavljati kompenzacijski mehanizam supresije proupalnih citokina kao pokusaj
obuzdavanja kroni¢nog upalnog procesa tijekom razvoja MS (154). S druge strane, navedeni
bi citokini mogli biti vezani za receptore na ciljnim stanicama (stanice vaskulanog endotela,
stanice mikroglije, limfocite T) unutar ili oko patoloskih lezija, pa je stoga koncentracija
topljivih molekula (dostupnih mjerenju postupkom ELISA) u cerebrospinalnom likvoru
snizena. Nadalje treba napomenuti da su koncentracije navedenih citokina vrlo niske (do 2,5
ng/mL) te je, bez obzira §to je odabran set kemikalija ELISA visoke osjetljivosti (Platinum
sensitive ELISA, eBioscience), njithova koncentracija oko praga osjetljivosti uporabljenog seta (i
nije detektirana u dijelu uzoraka) te bi mjerenja u budu¢im analizama trebalo ponoviti
uporabom jos osjetljivijeg seta ELISA.

Takoder smo usporedili odgovaraju¢e plazmatske i likvorske koncentracije proupalnih
citokina IL-1B 1 TNF-a., ali nismo utvrdili medusobnu znacajnu korelaciju, $to govori u prilog

lokalne (intratekalne) regulacije lu€enja tih citokina.
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Slika 18. Koncentracija citokina IL-1pB i TNF-o. u plazmi Kkontrolnih ispitanika i
bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala kontrolne ispitanike te
skupinu bolesnika koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti (MS). Koncentracije
proteina analizirane su postupkom ELISA, a dobivene su uporabom standardne krivulje
razrjedenja rekombinantnog proteina, prema uputama proizvodaca, i prikazane kao
medijan uz interkvartilnim raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je
Mann-Whitney testom. Nije bilo znacajne razlike izmedu skupina.
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Slika 19. Koncentracija citokina IL-1f i TNF-a u cerebrospinalnom likvoru kontrolnih
ispitanika i bolesnika koji boluju od multipe skleroze. Analiza je ukljucivala kontrolne
ispitanike te skupinu bolesnika koji boluju od MS na klinickom pocetku bolesti (MS).
Koncentracije proteina analizirane su postupkom ELISA, a dobivene su uporabom standardne
krivulje razrjedenja rekombinantnog proteina, prema uputama proizvodaca, i prikazane kao
medijan uz interkvartilnim raspon za svaku skupinu. Razlika izmedu skupina analizirana je Mann-
Whitney testom. Prikazane su samo statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina (p<0,05).
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5.4. Korelacije ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG s izraZzajem proupalnih i
imunosupresivnih medijatora

Na izrazaj cimbenika osovine RANKL/RANK/OPG regulacijski djeluju brojni
proupalni i imunosupresivni medijatori, koji tako neizravno reguliraju aktivnost osteoklasta i
kostani metabolizam (87). Stoga je sljedeci cilj bio analizirati povezanost izmedu izrazaja
odabranih citokina i kemokina u mononukelarnim stanicama periferne krvi u kontrolnih
ispitanika 1 bolesnika koji boluju od MS sa izrazajem gena za cimbenike osovine
RANKL/RANK/OPG te plazmatskom koncentracijom topljivih ¢imbenika SRANKL i OPG.

Dok provedenom analizom nismo utvrdili statisticki znacajnu povezanost ¢imbenika
RANKL, RANK i OPG na genskoj i proteinskoj razini s izrazajem gena za proupalne citokine
(IL-1a, IL-1B, TNF-a i1 IL-17), izrazaj navedenih ¢imbenika znacajno je povezan s izrazajem
kemokina i imunosupresivnih citokina. Tako vrijednosti izrazaj gena za IL-4 znacajno
pozitivno koreliraju s izrazajem gena za aktivacijski receptor RANK (p<0,0001) i njegov
ligand RANKL (p=0,008), a takoder 1 s koncentracijom topljive molekule SRANKL (p=0,04).
Nasuprot tome, izrazaj gena za IL-10 znaCajno negativno korelira s izrazajem gena za
aktivacijski receptor RANK (p=0,03) 1 koncentracijom topljive molekule sRANKL
(p=0,006). Vrijednosti izrazaja gena za kemokine CCL2 i CXCL12 pozitivno koreliraju s
¢imbenicima osovine RANKL/RANK/OPG, 1 to izrazaj gena za CCL2 s izraZajem gena za
aktivacijski receptor RANK (p<0,0001) i neutralizacijski receptor OPG (p=0,03), a izrazaj
gena za CXCL12 s izrazajem gena za aktivacijski receptor RANK (p<0,0001) 1 njegov ligand
RANKL (p=0,001). Iz navedenih rezultata mozemo zakljuciti da su kemokini CCL2 i
CXCLI12, koji su potaknuti tijekom upalnog procesa (45,155) 1 citokin IL-4, koji uz
imunosupresivni u¢inak poti¢e limfocite B 1 lucenje protutijela ¢ime pridonosi patogenezi MS
(156), povezani sa stimulacijom osovine RANKL/RANK/OPG, dok je imunosupresivni
citokin IL-10 povezan sa kocenjem aktivnosti te osovine (Slike 20-24).
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Slika 20. Korelacija izrazaja ¢imbenika RANKL i receptora RANK s izraZzajem gena za IL-4 u uzorcima
periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju od multiple skleroze. Izrazaj gena analiziran je u
mononuklearnim stanicama periferne krvi postupkom gPCR te izrazen u obliku relativne koli¢ine RNA. Razina
proteina u plazmi odredena je postupkom ELISA, te izrazena koncentracijom ng/mL. Odgovarajuce vrijednosti,
izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i bolesnika, statistiCki su analizirane testom korelacije ranga i
prikazane Spearmanovim koeficijentom rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl.
confidence interval). Za razinu statistiCke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05. RANK, prema engl.
receptor activator of NF-xB; RANKL, RANK ligand.
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Slika 21. Korelacija izrazaja ¢imbenika RANKL i receptora RANK s izrazajem
gena za IL-10 u uzorcima periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji
boluju od multiple skleroze. Izrazaj gena analiziran je u mononuklearnim stanicama
periferne krvi postupkom qPCR te izrazen u obliku relativne koli¢ine RNA. Razina
proteina u plazmi odredena je postupkom ELISA, te izrazena koncentracijom ng/mL.
Odgovaraju¢e vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i bolesnika,
statisticki su analizirane testom korelacije ranga 1 prikazane Spearmanovim
koeficijentom rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl.
confidence interval). Za razinu statisticke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05.
RANK, prema engl. receptor activator of NF-xkB; RANKL, RANK ligand.
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Slika 22. Korelacija izraZzaja ¢imbenika OPG i receptora RANK s izraZajem gena
za CCL2 u uzorcima periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju
od multiple skleroze. Izrazaj gena analiziran je u mononuklearnim stanicama
periferne krvi postupkom qPCR te izrazen u obliku relativne koli¢ine RNA.
Odgovarajuée vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i bolesnika,
statisticCki su analizirane testom korelacije ranga i prikazane Spearmanovim
koeficijentom rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl.
confidence interval). Za razinu statisticke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05.

CCL2 RNA (relativne jedinice)

RANK, prema engl. receptor activator of NF-kB; OPG, osteoprotegerin.
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Slika 23. Korelacija izrazaja ¢cimbenika RANKL i receptora RANK s izraZajem gena
za CXCLI12 u uzorcima periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika koji boluju
od multiple skleroze. Izrazaj gena analiziran je u mononuklearnim stanicama periferne
krvi postupkom qPCR te izrazen u obliku relativne koli¢ine RNA. Odgovarajuce
vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i bolesnika, statisticki su
analizirane testom korelacije ranga i1 prikazane Spearmanovim koeficijentom rho (p) s
95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl. confidence interval). Za razinu
statisticCke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05. RANK, prema engl. receptor
activator of NF-xB; RANKL, RANK ligand.
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5.5. Korelacije ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG s klinickom procjenom

aktivnosti bolesti i pokazateljima koStane pregradnje

Zadnji set analiza proveden je s ciljem da se utvrdi povezanost profila ¢imbenika
osovine RANKL/RANK/OPG s klinickom procjenom tezine bolesti i osnovnim biokemijskim
pokazateljima intenziteta koStanog metabolizma (koncentracija anorganskog fosfora,
koncentracija kalcija i aktivnost ukupne alkalne fosfataze) u bolesnika na klinickom pocetku

MS.

Tezina bolesti klinicki je procijenjena bodovanjem EDSS (ljestvica 0 do 10), koje u
obzir uzima stupanj neuroloSkog oSteCenja 1 pokretnost bolesnika (Tablica 2). U skupini
bolesnika na klinickom pocetku MS iznosila je od 0,5 do 4 (medijan 1,8), Sto predstavlja
bolesnike s blagim do umjerenim neuroloSkim ispadima koji su jo§S uvijek samostalno

pokretni.

Od laboratorijskih parametara u serumu su odredene koncentracije kalcija i
anorganskog fosfora biokemijskim postupkom, a u svih ispitanika bile su unutar fizioloskih
vrijednosti (Tablica 3). PoviSene serumske vrijednosti koncentracija kalcija i fosfata mogu biti
pokazatelj pojacane koStane razgradnje, jer se navedene tvari oslobadaju iz razgradenog

kostanog matriksa (157).

Aktivnost ukupne alkalne fosfataze odredena je kolorimetrijskim postupkom (158) te
je u nekih bolesnika na klini€kom pocetku MS imala sniZene vrijednosti (u 36% Zena 1 56%
muskaraca) (Tablica 4). Enzim je prisutan u vise oblika u raznim tkivima (u epitelu tankog
crijeva, bubreznim tubulima, kostima, jetri, placenti i leukocitima), a koStani i jetreni oblici
alkalne fosfataze, koji su najzastupljeniji u serumu, nastaju posttranslacijskim modifikacijama
(stupnjem glikozilacije tkivno-nespecificnog genskog produkta (159)). Ti oblici ne mogu se

razlikovati klasi¢énim biokemijskim postupkom odredivanja, pa se ofekuje da je u serumu
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odraslih zdravih osoba oko polovice ukupne aktivnosti alkalne fosfataze podrijetlom iz jetre, a
druga polovica iz kostiju (dok u serumu djece i adolescenata prevladava kostani oblik). U
raznim bolestima koje zahvacaju navedene organe dolazi do porasta katalitiCke koncentracije
alkalne fosfataze u serumu, ali u slucajevima kada je bolest jetre iskljucena, ukupna aktivnost
alkalne fosfataze ima klinicku vrijednost, odnosno daje dobru informaciju o intenzitetu

kostane izgradnji.

U prijasnjim odjeljcima prikazano je da u bolesnika na klinickom pocetku MS postoji
poremecen izrazaj cimbenika osovine RANKL/RANK/OPG, posebice znacajno niza
koncentracija topljivog ¢cimbenika OPG u cerebrospinalnom likvoru i zna¢ajno pove¢an omjer
sRANKL/OPG u odnosu na kontrolne ispitanike. Analizom povezanosti izraZaja ¢imbenika te
osovine 1 klini¢ke procjene tezine bolesti utvrdena je umjerena negativna korelacija
plazmatske koncentracije ¢imbenika OPG (p=-0,325, p=0,09) i slaba negativna korelacija
likvorske koncentracije ¢imbenika OPG (p=-0,199, p=0,2) sa stupnjem klinicke aktivnosti
prikazane EDSS-bodovanjem (Slika 24), Sto bi upucivalo na negativnu povezanost tih dvaju

varijabli.

S obzirom da smo od analiziranih biokemijskih parametara u skupini bolesnika na
klinickom pocetku MS utvrdili nize vrijednosti aktivnosti alkalne fosfataze u serumu 1 te
vrijednosti korelirali smo s izrazajem ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG. Utvrdili smo
umjerenu negativnu korelaciju plazmatske koncentracije ¢cimbenika OPG (p=-0,470, p=0,04) 1
umjerenu pozitivnu korelaciju izrazaja gena za RANKL u mononuklearima periferne krvi
(p=0,389, p=0,08) sa serumskim vrijednostima aktivnosti alkalne fosfataze (Slika 25). To
upucuje na bitnu povezanosti aktivnosti osovine RANKL/RANK/OPG 1 aktivnosti alkalne

fosfataze kao pokazatelja koStane izgradnje.
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U zadnjem setu analiza testirali smo osjetljivost i specifi¢nost dobivenih vrijednosti
izrazaja gena i koncentracije ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG te odabranih citokina i
kemokina (za koje smo prethodno utvrdili razlike u izrazaju izmedu skupina, a to su IL-4, IL-
10, CCL2 i CXCL12) u svrhu razlikovanja skupine kontrolnih ispitanika i bolesnika na
klinickom pocetku MS. Rezultati mjerenja testirani su ROC-krivuljama kojima se procjenjuje
»dijagnosticka ucinkovitost™ razlika vrijednosti izmedu kontrolne skupine i skupine bolesnika
na temelju osjetljivosti i specifi¢nosti testa kod odredene ,prijelomne vrijednosti“. Od
analiziranih ¢imbenika, najbolju sposobnost diskriminacije (razlikovanja) izmedu skupine
kontrolnih ispitanika i bolesnika na klinickom pocetku MS imaju vrijednosti koncentracija
¢imbenika OPG u cerebrospinalnom likvoru (p=0,0001), a umjerenu diskriminativnu
sposobnost imaju vrijednosti izrazaja gena za IL-10 (p=0,008) i CCL2 (p=0,03) u

mononuklearnim stanicama periferne krvi (Slika 26).

Iz svih prikazanih rezultata zakljuujemo da do poremecaja osovine
RANKL/RANK/OPG tijekom razvoja MS dolazi najprije lokalno (intratekalno) na mjestu
razvoja lezija i to posebice supresije ¢cimbenika OPG ¢ime se povecava bioloSka dostupnost
¢imbenika RANKL i njegovo vezanje za aktivacijski receptor RANK. Izrazaj ¢imbenika te
osovine poremecen je i prije nego se poremete vrijednosti klasi¢nih pokazatelja koStane
razgradnje u serumu (koncentracija kalcija 1 fosfata). Nasuprot tome, aktivnost alkalne
fosfataze povezana je s izrazajem Cimbenika RANKL i1 OPG te je umjereno sniZzena u
bolesnika na klinickom pocetku MS, §to bi govorilo u prilog smanjene koStane izgradnje. S
napredovanjem bolesti poremecaj izrazaja cimbenika osovine RANKL/RANK/OPG uocljiv je
na genskoj 1 proteinskoj razini i u plazmi bolesnika. Posebice je znacajan povecan omjer
topljivih ¢imbenika sSRANKL/OPG 1 povecan izrazaj aktivacijskog receptora RANK, S§to

upucuje na pojacanu aktivnost te osovine i stimulaciju kostane razgradnje.
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Tablica 4. Laboratorijski parametri procjene kostanog metabolizma u plazmi bolesnika

na klinickom pocetku multiple skleroze

Bolesnici na klinickom

Referentne fizioloske

Znacdajka®

pocetku MS vrijednosti
Fosfati, mmol/L 1,05 (0,92-1,17) 0,79 - 1,42
Kalcij, mmol/L 2,43 (2,38 —2,46) 2,14-2,53

57 (49 -177) Muskarci 60 — 142
ALP, U/L 5

57 (46 — 69) Zene 50 — 153

* Podaci su prikazani kao medijan (uz intekvartilni raspon). KoriStene su referentne

vrijednosti Dijagnostickog laboratorija Klini¢ke bolnice ,,Dubrava‘“. MS, multipla skleroza;

ALP, alkalna fosfataza.
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Slika 24. Korelacija EDSS sa razinama OPG u plazmi i likvoru bolesnika na
klinickom pocetku bolesti. Razina proteina u plazmi odredena je postupkom ELISA, te
izrazena koncentracijom ng/mL. EDSS oznacava klinicku ocjenu tezine bolesti (u
rasponu 0 do 10). Odgovarajuce vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika
1 bolesnika, statisticki su analizirane testom korelacije ranga i prikazane Spearmanovim

koeficijentom rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema engl.
confidence interval). Za razinu statisticke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05.

OPG, osteoprotegerin; EDSS, prema engl. expanded disability status scale.
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Slika 25. Korelacija izrazaja gena za ¢imbenik RANKL i koncentracije topljivog ¢imbenika OPG s
koncentracijom alkalne fosfataze u uzorcima periferne krvi bolesnika koji boluju od multiple skleroze.
Izrazaj gena analiziran je u mononuklearnim stanicama periferne krvi postupkom qPCR te izrazen u obliku
relativne koli¢ine RNA. Razina proteina u plazmi odredena je postupkom ELISA te izraZzena koncentracijom
ng/mL. Aktivnost ukupne alkalne fosfataze odredena je u serumu kolorimetrijskim postupkom. Odgovarajuce
vrijednosti, izmjerene u pojedinog kontrolnog ispitanika i bolesnika, statisticki su analizirane testom korelacije
ranga i prikazane Spearmanovim koeficijentom rho (p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI, prema
engl. confidence interval). Za razinu statisticke znacajnosti postavljena je vrijednost p=0,05. RANKL, prema
engl. receptor activator of NF-xB ligand; OPG, osteoprotegerin.
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Slika 26. Osjetljivost i specificnost testiranja izrazaja topljivog ¢imbenika OPG u cerebrospinalnom likvoru
te kemokina CCL2 i citokina IL-10 u mononuklearima periferne krvi kontrolnih ispitanika i bolesnika na
klinickom pocetku multiple skleroze. Razlikovna sposobnost vrijednosti izrazaja ¢imbenika OPG, CCL2 i IL-10
statisticki je testirana ROC-krivuljama (prema engl. receiver operating characteristic). ,,Dijagnosticke
ucinkovitosti“ razlika tih vrijednosti izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika koji boluju od multiple
skleroze ocijenjena je na temelju osjetljivosti i specifi¢nosti testa kod odredene ,prijelomne vrijednosti®.
Prikazana je statisticka analiza ROC-krivulja za odredenu prijelomnu tocku, prikazani su rezultati za vrijednost p
(za povrsinu ispod krivulie = 0.5) < 0.05.
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6. RASPRAVA

U cilju testiranja hipoteze istrazivanja, prema kojoj smo ocekivali da u bolesnika na
klinickom pocetku MS postoji poremecen izrazaj cimbenika RANKL/RANK/OPG,
provedeno je nekoliko skupina pokusa kojima smo najprije utvrdili profil izrazaja navedenih
¢imbenika na genskoj i proteinskoj razini, zatim razlike izrazaja tih ¢imbenika u odnosu na
kontrolne ispitanike i bolesnike s uznapredovalom RR-MS te na kraju njihovu povezanost s
izrazajem imunoregulacijskih molekula (citokina i kemokina) te klinickom procjenom tezine
bolesti i osnovnim biokemijskim parametrima koStanog metabilozma.

Potvrdili smo postavljenu hipotezu, jer smo pokazali da ve¢ na klinickom pocetku
bolesti postoji snizena koncentracija Cimbenika OPG, uz povisSen omjer cimbenika
sRANKL/OPG u cerebrospinalnom likvoru u odnosu na kontrolne ispitanike. Nadalje, u
bolesnika s uznapredovalom RR-MS poremecaj ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG
prisutan je i u plazmi, ¢emu vjerojatno pridonose i drugi faktori koji remete koStani
metabolizam, posebice lijeCenje kortikosteoridima i fizi€¢ka neaktivnost. U sljede¢im ¢emo
odjeljcima detaljno raspraviti dobivene rezultate u kontekstu njihovog znanstvenog doprinosa
s obzirom na dosadasnje spoznaje te moguceg klinickog znacenja u dijagnosti¢kim,
prognostickim 1 terapijskim protokolima. Klinicku vaznost potvrduje i ¢injenica da poremecaj
osovine RANKL/RANK/OPG nalazimo u nekim upalnim i autoimunim bolestima, te da
koncentracije ¢cimbenika SRANKL 1 OPG mogu sluZiti kao biomarker bolesti. U tih je bolesti
dokazan nepovoljan ucinak aktivacije RANKL/RANK-signala, primjerice u RA gdje je
dokazano da ¢imbenik RANKL, pojacano izraZzen u sinovijalnom tkivu, pridonosi razaranju
zglobne hrskavice i kostanog tkiva (160). Cak i neovisno o koStanim uéincima, visoke
koncentracije solubilnog ¢imbenika SRANKL koreliraju s rizikom razvoja Se¢erne bolesti tipa

II, dok je ¢imbenik OPG povezan s vaskularnom patologijom u aterosklerozi (161,162).
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6.1. Poremecaj funkcije imunoloSkog sustava koji uzrokuje razvoj multiple skleroze
pridonosi poremecaju osovine RANKL/RANK/OPG

Pri odredivanje profila molekula RANKL/RANK/OPG na proteinskoj i genskoj razini
u perifernoj krvi i cerebrospinalnom likvoru fokusirali smo se na bolesnike na kliniCkom
pocetku MS. U tih bolesnika mozemo testirati primarni poremecaj aktivnosti te osovine, koji
pripisujemo osnovnom imunoloskom poremec¢aju u MS, bez u¢inaka dodatnih ¢imbenika koji
negativno djeluju na kostani metabolizam, primjerice lijecenje kortikosteroidima i otezanu
pokretljivost bolesnika s uznapredovalom boles¢u. Takoder treba istaknuti da od svega
nekoliko studija koje su istrazivale ulogu ¢imbenika RANKL, RANK i OPG u MS, niti jedna
nije nije uklju¢ivala bolesnike u pocetnoj fazi bolesti, uz usporednu analizu izrazaja tih
¢imbenika u uzorcima periferne krvi i cerebrospinalnog likvora (81-83,147,163). U nasu
studiju ukljucili smo bolesnike na klinickom pocetku bolesti u kojih je postavljena dijagnoza
MS prema revidiranim kriterijima po McDonaldu (66). MS je kroni¢na autoimuna upalna
bolest srediSnjeg ziv€anog sustava, u Cijoj patogenezi imunoloski faktori imaju znacajan
doprinos jer imunoloSka reakcija, posebice djelovanjem brojnih proupalnih citokina, ¢ini
glavni mehanizam izazivanja demijelinizacijskog oSte¢enja (5). No, za razliku od nekih
drugih autoimunih bolesti, primjerice RA, kroni¢ne upalne bolesti crijeva ili sistemskog
lupusa, sustavni upalni markeri (SE, CRP, broj leukocita) najces¢e nisu poviseni u cirkulaciji
na klinickom pocetku bolesti i tijekom faza remisije (164), kako smo potvrdili i u naSoj
skupini bolesnika. Bolest se razvija unutar srediSnjeg Ziv€anog sustava, gdje citokini i
kemokini poti¢u ekstravazaciju imunoloSkih stanica i njihovo naseljavanje na mjestima
demijelinizacijskih plakova, a pridonose i oSte¢enju krvno-mozdane barijere. Unutar
demijelinizacijskih lezija posebice su u patogenezi vazne subpopulacije limfocita Thl i Th17,
zbog proupalnog djelovanja i poticanja mononuklearne infiltracije (32,36). Aktivirane upalne

stanice i limfociti lu¢e proupalne i imunopoticajne citokine lokalno, ali i sustavno, posebice s
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obzirom na povecanu propusnost krvno-mozdane barijere s napredovanjem bolesti. Ti
sustavno potaknuti upalni medijatori, primjerice IL-13, TNF-a, IL-17, mogu negativno
djelovati na koStanu pregradnju poticanjem diferencijacije 1 aktivnosti osteoklasta
(85,114,141). Tako smo u perifernoj krvi bolesnika na klini¢kom pocetku MS utvrdili pojacan
izrazaj proupalnog kemokina CCL2, ali i smanjen izraZaj imunosupresivnog citokina IL-10,
Sto bi govorilo u prilog oslabljenoj funkciji regulacijskih Tregs, uo¢enoj u MS (39).

Takoder smo utvrdili da se s napredovanjem bolesti dodatno pojacavaju proupalni
ucinci 1 stvaraju potentniji proresorptivni uvjeti. Tako bolesnici koji boluju od uznapredovale
RR-MS, u odnosu na bolesnike na klini¢kom pocetku MS, imaju znatnije povecan izrazZaj
proupalnih kemokina CCL2 i CXCL12 te povecanu koncentraciju ¢imbenika sRANKL u
perifernoj krvi. Osim toga, u bolesnika koji boluju od RR-MS postoje dodatni rizici koji
pridonose gubitku koStane mase i opasnosti od patoloskih fraktura. To ukljucuje fizicku
neaktivnost, miSi¢nu slabost i poremecaj ravnoteze koji nastaju zbog neuroloskih deficita, a
uzrokuju gubitak poticajnog djelovanja mehanostimulacije na stvaranje kosti i sklonosti
padovima (148). Uz to, kortikosteroidi koji se primjenjuju u lijecenju bolesnika koji boluju od
RR-MS tijekom relapsa bolesti, bez obzira na povoljan antiupalni ucinak, pridonose gubitku
kosti 1 razvoju osteoporoze i to izravnim djelovanjem na kostane stanice, ali 1 aktiviranjem

osovine RANKL/RANK/OPG (165).
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6.2. Profil ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG promijenjen je u bolesnika koji
boluju od multiple skleroze

Osim brojnih proupalnih i imunopoticajnih citokin, vaznih za diferencijaciju
supopulacija limfocita koji sudjeluju u imunopatogenezi MS, 1 cimbenici osovine
RANKL/RANK/OPG sudjeluju u regulaciji sazrijevanja imunoloskih stanica i imunoloskog
odgovora. Sustav RANKL/RANK/OPG je otkriven i istrazen istovremeno od strane nekoliko
istrazivackih skupina koje su neovisno proucavale klju¢ne ¢imbenike u kontekstu regulacije
aktivnosti kostanih stanica, dok su se druge fokusirale na ulogu u imunoloskom sustavu. Tako
je dokazano da je osovina RANKL/RANK/OPG klju¢na za sazrijevanje osteoklasta, ali,
takoder, i da RANKL izrazen na limfocitima T pospjeSuje imunoloSki odgovor poticanjem
prezivljenja 1 funkcije dendriti¢nih stanica, klju¢nih za preradu i predoCavanje antigena
(131,166,167).

Cimbenik RANKL otkriven je neovisnim radom &etiri istraZivacke skupine te nazvan i
TRANCE (prema engl. TNF-related activation-induced cytokine), ODF (prema engl.
osteoclast-differentiation factor) 1 OPGL (prema engl. osteoprotegerin ligand) (131,166).
Pripada TNF-superobitelji liganda i receptora, pa mu je prema TNF-nomenklaturi dodijeljen
naziv TNFSF11 (prema engl. TNF-superfamily 11). Po strukturi pripada tipu II
transmembranskog proteina i izrazito je homologan nekim drugim c¢imbenicima TNF-
superobitelji, primjerice ¢imbenicima TRAIL (prema engl. TNF-related apoptosis-inducing
ligand), TNF-a 1 Fas-ligand. Osim membranske forme postoji i topljivi oblik molekule koji
nastaje ili kodiranjem kra¢om izoformom glasnicke RNA (bez transmembranskog dijela) ili
odcjepljivanjem membranske forme, posredovano djelovanjem enzima metaloproteaza-
dezintegrina TACE (prema engl. TNF-a convertase). RANK, alternativno nazvan TRANCE-

R (prema engl. TRANCE receptor) i ODAR (prema engl. osteoclast differentiation and
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activation receptor), aktivacijski (signalni) je receptor za RANKL, prema TNF-nomenklaturi
klasificiran kao TNFRSF11A (131,166). Osteoprotegerin, klasificiran kao TNFRSF11B,
alternativno je nazvan OCIF (prema engl.osteoclastogenesis inhibitory factor) i FDCR-1
(prema engl. follicular DC-derived receptor-1), a primarno djeluje kao neutralizacijski
(decoy) receptor, modulirajuéi interakciju liganda RANKL 1 aktivacijskog receptora RANK
(131,166).

Aktivacija RANKL/RANK-signala unutar imunoloskog sustava kljuc¢na je za razvoj i
diferencijaciju epitelnog tkiva brojnih organa, ukljuc¢ujuéi limfne ¢vorove, mlije¢ne zlijezde,
medularne epitelne stanice timusa i folikularne epitelne stanice u limfnom tkivu crijeva. U
odraslom organizmu, RANKL je izrazen u razliCitim stanicama i tkivima ukljucujuci
limfocite T, osteoblaste, osteocite, stromu kostane srzi i pluca, a njegov izrazaj poticu razliciti
faktori vazni u regulaciji koStanog metabolizma, ukljucujuéi glukokortikoide, vitamin Ds, IL-
I, TNF-a, TGF-B, Wnt-ligand 1 bakterijski lipopolisaharid (167). Glasnicka RNA za
aktivacijski receptor RANK detektirana je u timusu, jetri, crijevu, mlije¢noj zlijezdi, prostati,
gusteraci, kostanoj srzi, srcu, plu¢ima, mozgu, skeletnim misi¢ima, bubregu, jetri 1 kozi te, Sto
je vazno za koStani metabolizam, na osteoklastnim progenitorskim stanicama (131,166).
Stvaranje neutralizacijskog receptora OPG prije svega je detektirano u stromalnim stanicama
koStane srzi, ali i u limfocitima B, dendriti¢cnim stanicama i folikularnim dendriti¢nim
stanicama nakon njihove aktivacije (131,166). Karakterizacija miSeva s izba¢enim genom za
RANKL ili RANK pokazala je da ti miSevi imaju poremecen razvoj sekundarnih limfnih
tkiva, uklju¢juci limfne ¢vorove, limfno tkivo pridruZzeno probavnom sustavu i slezenu (168).
Interakcija izmedu ¢imbenika RANKL 1 aktivacijskog receptora RANK regulira kljucne
funkcije dendriti¢nih stanica, ukljuuju¢i apoptozu, aktivaciju i lucenje citokina koji poticu

limfocite T (131,166).
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Cimbenik RANKL predstavlja kljuénu poveznicu funkcionalne interakcije izmedu kostanog i
imunoloskog sustava, time S§to djeluje na regulacijske i progenitorske stanice oba sustava.
Istrazivanja unutarstanicnog signalnog puta pokrenutog vezanjem cimbenika RANKL na
aktivacijski receptor RANK te regulacijskih mehanizama koji djeluju na prijenos toga signala
dalje su naglasila njihovo preklapanje unutar kostanog i imunoloskog sustava. Razja$njavanje
tih mehanizama i moguca terapijska aplikacija klju¢na je za brojne bolesti uklju¢ujuéi RA,
periodontitis, osteoporozu, osteoartritis, multipli mijelom i koStane metastaze, koje su sve
povezane s poremecajem koStanog metabolizma u smislu pojacanog koStanog razaranja
(131,166). Primjerice, RA je autoimuna bolest karakterizirana upalom sinovijalnih zglobova
te razaranjem zglobne hrskavice i subkondralne kosti (169,170). Brojne studije pokazale su da
su sinovijalni fibroblasti primarni izvor ¢imbenika RANKL odgovornog za pojacanu
diferencijaciju osteoklasta i osteoresorpciju. Pri tome, limfociti Th17 poti€u izrazaj ¢imebnika
RANKL na sinovijalnim fibroblastima, lucenjem citokina IL-17, IL-1, TNF-a i IL-6 (170).
Osim toga, limfociti Th17, posebice oni koji se diferenciraju iz regulacijskih limfocita Treg,
izrazavaju ¢imbenik RANKL kao odgovor na IL-6 kojeg luce sinovijalni fibroblasti te poticu
aktivnost zrelih osteoklasta (171). Osim osteoresorptivnog djelovanja, poticanjem
diferencijacije osteoklastnih progenitora i1 aktivnost zrelih osteoklasta, ¢imbenik RANKL
regulira 1 imunoloski odgovor. Primjerice u Secernoj bolesti tipa II aktivacija
RANKL/RANK-signalnog puta poti¢e rezistenciju na inzulin u jetri (162). Nasuprot tome,
¢imbenik RANKL poti¢e perifernu imunotoleranciju 1 imunosupresiju stimulacijom
diferencijacije regulacijskih limfocita Tregs u Secernoj bolesti tipa I (172). Iz prikazanog je
jasno da razne autoimune bolesti mijenjaju aktivnost osovine RANKL/RANK/OPG te da ta
osovina moze djelovati 1 imunopoticajno 1 imunosupresijski ovisno o patoloskom kontekstu i
pridruzenom mikrookoliSu citokina, posebice IL-1, IL-6, IL-17, IL-23, TNF-a i TGF-

(169,170).
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S obzirom da je poremeceni imunoloski odgovor klju¢an u patogenezi MS,
pretpostavili smo da, uz ostale promjene, moze ukljucivati i poremeéen izrazaj ¢imbenika
RANKL, RANK i OPG. Nadalje, u skladu s kompleksnom ulogom osovine
RANKL/RANK/OPG u imunoloskom i u koStanom sustavu, taj poremecaj bi s jedne strane
mogao pridonositi patogenezi demijelinizacijske bolesti a s druge strane remetiti kosStani
metabolizam, slicno drugim navedenim autoimunim bolestima. Od c¢imbenika osovine
RANKL/RANK/OPG u bolesnika na klinickom pocetku MS ukljuc¢enih u nase istrazivanje
najuocljivija je snizena likvorska koncentracija neutralizacijskog receptora OPG, uz poveéan
omjer ¢imbenika SRANKL/OPG, $to bi govorilo u prilog pojacane aktivnosti te osovine
unutar intratekalnog prostora. Znacajno veci omjer topljivih ¢imbenika sSRANKL i OPG
nalazimo i u plazmi bolesnika ali samo onih s uznapredovalom RR-MS, a ne na klinickom
pocetku bolesti. To upucuje na =zakljucak da se poremecaj aktivnosti osovine
RANKL/RANK/OPG razvija najprije unutar srediSnjeg zivéanog sustava, a s napredovanjem
bolesti moze se detektirati i sustavno. Treba joS naglasiti da su likvorske koncentracije
¢imbenika sSRANKL i1 OPG vise od odgovaraju¢ih koncentracija u plazmi, posebice za OPG,
Sto takoder potvrduje da se ti ¢cimbenici proizvode lokalno unutar sredi$njeg zivéanog sustava
i u skladu je s prethodnim istrazivanjima (82,83,147,163). Studija Hotfbauera i suradnika
detektirala je OPG na proteinskoj razini u cerebrospinalnom likvoru ispitanika koji boluju od
neupalnih neurolosSkih bolesti, u rasponu koncentracija sli¢noj vrijednostima koje smo
izmjerili u naSoj studiji (od 0,8 do 21,9 ng/mL) (83). U post-mortem uzorcima razlicitih
dijelova srediSnjeg ziv€anog sustava, mRNA za OPG specifi¢no je utvrdena u kraljezni¢noj
mozdini, odakle se OPG vjerojatno otpusSta u cerebrospinalnom likvoru. Medutim, nije
ziv€anog sustava i MS niti povezanost s proteinskim sadrzajem u cerebrospinalnom likvoru 1

leukocitnim populacijama. S druge strane, ¢cimbenik RANKL nije detektiran unutar sredi$njeg
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ziv€anog sustava niti na proteinskoj razini niti na razini izrazaja gena, premda je navedena
studija koristila proteinski set ELISA istog proizvodaca kao i nasa studija (high sensitivity
ELISA assay, Biomedica). U niskim koncentracijama (od 0,2 do 1,3 ng/mL) sSRANKL smo
detektirali u svim kontrolnim uzorcima i uzorcima bolesnika na klini¢kom pocetku MS, §to
pripisujemo mogucoj boljoj pripremi uzoraka i vecoj osjetljivosti novijeg seta ELISA, ali bez
znacajne razlike izmedu skupina. Iz navedenog zaklju¢ujemo da ¢imbenik OPG pridonosi
homeostazi unutar srediSnjeg Zzivéanog sustava od c¢imbenika RANKL, u skladu s
istrazivanjima koja su pokazala da OPG moze imati lokalni anti-apoptoti¢ni ¢imbenik u
benignim i malignim bolestima sredi¢njeg zivéanog sustava (83,173).
likvoru, u serumu nalazimo povisene koncentracije toga ¢imbenika posebice u bolesnika s
uznapredovalom MS. Takoder, postoji znaCajna povezanost izrazaja gena za RANKL u
mononukleranim stanicama periferne krvi i solubilnog oblika molekule, §to bi govorilo u
prilog zakljucku da su imunoloske stanice barem dijelom izvor toga ¢imbenika u cirkulaciji te
da koncentracija solubilne molekula dobro odrazava ukupnu koli¢inu toga ¢imbenika (167).
Alatab i suradnici takoder su istrazivali serumske koncentracije ¢imbenika RANKL zajedno s
drugim proupalnim molekulama (IL-1B, TNF-a i CRP) u kontrolnih ispitanika i nekoliko
klinickih formi MS (163). Sli¢no nasim rezultatima, utvrdili su znacajno viSu koncentraciju
¢imbenika RANKL u bolesnika koji boluju od MS, posebice u podskupini bolesnika koji
boluju od najagresivnijeg oblika PP-MS. U nastavku istrazivanja ista skupina autora pokazala
je da je koncentracija ¢cimbenika OPG visa, a cimbenika RANKL niza u bolesnika koji boluju
od RR-MS u odnosu na bolesnike koji boluju od SP-RS (82), iz ¢ega je zaklju¢eno da osovina
RANKL/RANK/OPG sudjeluje u patogenezi i progresiji MS.

Osim same progresije bolesti, na profil izrazaja ¢cimbenika RANKL i OPG mogu

djelovati 1 lijekovi koji se daju bolesnicima koji boluju od MS, primjerice IFN-B i
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glukokortikoidi. Weinstock-Guttman 1 suradnici istrazivali su ucinak intramuskularne
aplikacije IFN-Bla (30 pg) u bolesnika koji boluju od RR-MS na dinamiku izrazaja
¢imebnika RANKL 1 OPG u perifernoj krvi (147). Utvrdili su da IFN-f3 neposredno nakon
primjene (8 sati) smanjuje izrazaj ¢imbenika OPG a povecava izrazaj ¢imbenika RANKL,
dok u nastavku prac¢enja dolazi do pojacanog izrazaja ¢imbenika OPG. Uz to, IFN-3 dodan u
osteoklastogenetske kulture ex vivo, u kojma su mononuklearne stanice priferne krvi
potaknute ¢imbenicima RANKL i M-CSF, zna¢ajno smanjuje broj diferenciranih osteoklasta
(147). Osim IFN-B, tijekom relapsa bolesnici koji boluju od MS lijece se kratkotrajno visokim
dozama metilprednizolona (5). Cak i nakon kratkorogne primjene, suprafizioloskih doza
glukokotikoidi uzrokuju brzo i znacajno smanjenje kvalitete koStanog tkiva, $to ukljucuje
kostani matriks, mikroarhitekturu kosti, intenzitet kosStane pregradnje te otpornost na
mehanicke testove te predstavljaju glavni uzrok razvoja sekundarne osteoporoze (165).
Istrazivanju Dovia i suradnika, koje je ukljucivalo mlade bolesnike koji boluju od MS u fazi
relapsa, normalno pokretne i bez dodatnih bolesti koje djeluju na koStani metabolizam,
potvrdilo je da visoke doze glukokortikoida i nakon kratkotrajne primjene uzrokuju smanjeno
stvaranje kosti, uz poticanje koStane razgranje (152). Taj je ucinak prije svega posljedica
izravnog djelovanja glukokotikoida na koStane stanice, ukljucujuci kocenje diferencijacije,
prezivljenja i funkcije osteoblasta (sinteze matriksnih proteina, Cimbenika rasta i citokina) te
poticanje prezivljenja i aktivnosti osteoklasta (165,166). U tom negativnom uc¢inku na koStani
metabolizam  znaCajno je  djelovanje  glukokotikoida na  aktivnost  osovine
RANKL/RANK/OPG, i to poticanjem izrazaja ¢imbenika RANKL te smanjenjem izrazaja
neutralizacijskog receptora OPG (166,174).

Osim znacajno vece koncentracije ¢imbenika sSRANKL, bolesnici s uznapredovalom
RR-MS imaju i povecéan izrazaj gena za RANK u mononuklernim stanicama periferne krvi.

Pokretanje RANK-signala u osteoklastnim progenitorim klju¢no je za diferencijaciju
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osteoklastnih progenitora u zrele funkcionalne osteoklaste (131). Proupalni citokini,
primjerice TNF-a 1 IL-17, poticu izrazaj receptora RANK na osteoklastnim progenitorskim
stanicama u RA (175). Aktivacija RANKL/RANK-signala istrazivana je 1 u zlo¢udnim
tumorima koji primarno ili sekunarno zahvacaju koStano tkivo (166). Pri tome pojacanje
RANK-signala uzrokuje prekomjernu diferencijaciju i1 aktivnost osteoklasta, $to vodi
stvaranju osteolitickih ZariSta primjerice u multiplom mijelomu. Osim toga u nekim je
tumorima, primjerice raku dojke i melanomu, pokazano da stimulacija RANKL/RANK-
signala poti€e 1 razvoj primarnog tumora i razvoj metastaza (166,176).

Profil ¢imbenika RANKL, RANK i OPG u bolesnika koji boluju od MS utvrden u
nasoj studiji, posebice pove¢an omjer cimbenika SRANKL/OPG 1 pojacan izrazaj
aktivacijskog receptora RANK, pokazuje da oni imaju povecan osteoresorptivni potencijal te
vecu sklonost razvoju osteoporoze. Na taj primarni poremecaj osovine RANK/RANKL/OPG
u bolesnika na klinickom poc¢etku MS nadovezuje se ucinak primijenjene imunosupresivne i
imunomodulacijeske terapije te smanjena pokretljivosti s progresijom bolesti (150-154).
Meta-analiza koju su proveli Huang i1 suradnici pokazala je da bolesnici koji boluju od MS
imaju smanjenu koStanu gustoc¢u u usporedbi sa zdravim ispitanicima te da trajanje bolesti,
ukupna doza primijenjenih glukokotikoida i bodovanje prema EDSS-ljestvici predstavljaju
¢imbenike rizika manje kosStane gustoce i razvoja osteoporoze. Medutim, primijenjena analiza
nije razjasnila uzroke heterogenosti klinickih znacajki bolesnika vezano za koStane parametre
(149). Nase istrazivanje pridonosi razjasnjenju promjena kostanog metabolizma u bolesnika
koji boluju od MS, jer naglaSava vaznost primarnog poremecaja aktivnosti osovine
RANKL/RANK/OPG, s§to te bolesnike c¢ini podloznijim djelovanju sekundarnih pro-
resorptivnih Cimbenika koji dalje pogoduju poremecaju koStanog metabolizma i gubitku

kostane mase.
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6.3. Odnos proupalnih i imunosupresivnih citokina promijenjen je u bolesnika koji
boluju od multiple skleroze

Stani¢ni i molekularni mehanizmi koji uzrokuju razvoj autoimune upalna reakcije u
MS te regulacijski mehanizmi koji koce izbijanje i progresiju upalnog odgovora unutar
srediS$njeg ziv€anog sustava jo$ uvijek nisu potpuno razjasnjeni. Stoga su istrazivanja koja
povezuju promjene perifernog imunoloskog odgovora i imunoloske reakcije unutar srediSnjeg
ziv€anog sustava kljuéna za razumijevanje imunopatogeneze bolesti. Takoder, takva
istrazivanja omogucuju procjenu relevantnosti rezultata dobivenih analizom periferne krvi u
odnosu na analizu cerebrospinalnog likvora i samih lezija unutar srediSnjeg ziv€anog sustava
(koja su razmjerno malobrojna poglavito zbog nedostupnosti lokalnih uzoraka) (83). Stoga
smo u nasem istrazivanju analizirali profil izraZaja proupalnih i imunosupresivnih citokina i
kemokina u mononuklearima periferne krvi bolesnika koji boluju od MS, a za odabrane
medijatore odredili smo i proteinsku razinu u serumu i cerebrospinalnom likvoru.

Razvoju upalne reakcije pridonose aktivirane stanice vaskularnog endotela krvno-
mozdane barijere te stanice mikroglije koje lokalno luc¢e proupalne citokine i kemokine te
uzrokuju ekstravazacije leukocita i njihovog naseljavanja na mjestima demijelinizacijskih
plakova. Te privuene imunoloSke stanice dalje pridonose stvaranju lokalnog proupalnog
mikrookoliSa Sto posljedicno oSte¢uje mijelinski omota¢, a kasnije 1 aksone neurona.
Progresijom bolesti i daljnjim oSte¢enjem krvno-mozdane barijere te aktivirane imunoloske
stanice zastupljene su i u cirkulaciji te, prema rezultatima brojnih studija, njihova analiza
omogucuje procjenu aktivnosti MS (5,10,43,44). Medutim, u naSem istrazivanju nismo
potvrdili pojacan izrazaj citokina IL-1a, IL-1B, TNF-a i IL-17 u mononuklearnim stanicama
periferne krvi u bolesnika na klinickom pocetku MS. Naprotiv, bolesnici koji boluju od RR-
MS imali su smanjen izrazaj TNF-a tijekom remisije, $to se vjerojatno moze pripisati
primjeni IFN-B (177). Nasuprot naSim rezultatima, Alatab i suradnici utvrdili su povisSene

101



koncentracije citokina TNF-a, IL-1 i RANKL, zajedno s poviSenim vrijednostima upalnog
biljega CRP. Takoder su pokazali i1 inverznu povezanost koncentracija citokina TNF-o 1
RANKL s izrazajem transkripcijskog ¢imbenika Foxp3, koji je biljeg subpopulacije limfocita
Tregs. Medutim, razlike su bile znac¢ajne samo za skupinu bolesnika s klinickim oblikom PP-
MS, sto bi upucivalo na zakljucak da je upalni fenotip naglaseniji u agresivnijim i aktivnijim
formama bolesti (163). Nasuprot o¢ekivanju, u cerebrospinalnom smo likvoru utvrdili snizene
koncentracije proupalnih citokina TNF-a i IL-1B, Sto bi moglo predstavljati prilagodbu
upalnog procesa tijekom kroni¢nog upalnog procesa u MS (154). S druge strane, navedeni bi
citokini mogli biti vezani za receptore na ciljnim stanicama (stanice vaskulanog endotela,
stanice mikroglije, limfocite T) unutar ili oko patoloskih lezija pa je stoga njihova
koncentracija molekula u cerebrospinalnom likvoru sniZena. Napominjemo i da su izmjerene
koncentracije navedenih citokina vrlo niske (do 2,5 ng/mL) te nisu detektirane u svim
analiziranim uzocima, sliéno kao u istraZzivanjima Rossi i suradnika (178,179). Medu
skupinom bolesnika s klinickim oblikom RR-MS mjerljiva koncentracija IL-1p utvrdena je u
manje od pola analiziranih uzoraka cerebrospinalnog likvora (178). Detekcija IL-15 u vrijeme
remisije nije bila povezana s ranijim relapsom ili razvojem lezija na magnetskoj rezonanci.
Medutim perzistiranje proupalnog mikrookoliSa u RR-MS tijekom klini¢ke i radioloske
remisije ipak je predstavljalo negativni prognosticki faktor zbog povezanosti s indeksom
progresije 1 bodovanjem MSSS (prema engl. Multiple Sclerosis Severity Scale) tijekom
pracenja bolesnika. Ista skupina autora potvdila je poviSene koncentracije citokina TNF-a u
bolesnika s progresivnim formama MS, koji moze djelovati kao primarna neurotoksi¢na
molekula i uzorokovati ekscitotoksicnu smrt neurona in vitro (179). Studija koja je analizirala
brojne propulane citokine (ukljucujuéi IL-1B IL-8, IL-12, IL-17, TNF-a) u upalnim i

infektivnim bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava pokazala je da je cak 1 u bakterijskih
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meningitisa TNF-a poglavito detektiran u perifernoj krvi, a ne cerebrospinalnom likvoru
bolesnika (180).

Unato¢ nezamjetnim razlikama u izraZaju klasi¢nih proupalnih citokina (IL-1a, IL-1p,
TNF-o i IL-17), proupalni fenotip u serumu bolesnika koji boluju od MS povrdili smo
detektiranjem jafeg izrazaja proupalnih kemokina CCL2 i CXCLI12. Kemokinski gradijent
klju¢an je za migraciju upalnih stanica i limfocita na mjesta demijelinizacijskih lezija te
razjaSnjavanje tih mehanizama kemotaksije ima znacajan terapijski potencijal (181). I u
aktivnim 1 u neaktivnim lezijama detektiran je izraZaj kemokina CXCL12 (nazvanog i SDF-1,
prema engl. ctromal cell-derived factor 1), poglavito na astrocitima i endotelu krvnih zila, §to
potvrduje njegovu ulogu u ektravazaciji leukocita, a moze pridonositi 1 oSte¢enju aksona
(155). CCL2 (nazvan i MCP-1, prema engl. monocyte chemoattractant protein 1) jedan je od
klju¢nih kemokina koji kontrolira migraciju i infiltraciju monocita/makrofaga, a ukljucen je u
patogenezu brojnih neurodegenerativnih bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava ukljucujuci
Alzheimerovu bolest, MS i ishemijsko oSte¢enje mozga (182). Posebice je za patogenezu MS
znacajno da oba kemokina djeluju kemotaksijski na subpopulaciju limfocita Th17, koja uz IL-
17 luci 1 citokin IFN-y (nazvana subpopulacija Th17-1), a izrazava odgovaraju¢e kemokinske
receptore (CCR2 i CXCR3). Limfociti Th17-1 pojacano se diferenciraju u krvi te prelaze
krvno-mozdanu barijeru i akumuliraju se u mozdanom tkivu tijekom relapse MS (181).
Proupalni mirookoli§ bolesnika koji boluju od MS dodatno je potenciran poja¢anim izrazajem
IL-4, koji predstavlja Th2-citokin te potice limfocite B i luCenje protutijela te smanjenim
izrazajem IL-10, kojeg poglavito luce limfociti Tregs i ¢ini vazan homeostatski mehanizam

negativne povratne sprege djelovanja proupalnih citokina (21-23).
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6.4. Aktivnost osovine RANKL/RANK/OPG povezana je s citokinskim/kemokinskim
profilom i klinickim parametrima bolesti

Brojni ¢imbenici povecavaju rizik smanjenja koStane mase i razvoja ostoporoze u MS,
a poglavito se odnose na lije¢enje glukokortikoidima i otezanu pokretljivost (149-152). No uz
te sekundarne ¢imbenike, nasa je pretpostavka da postoji i primarni poremecaj aktivnosti
osovine RANKL/RANK/OPG, koja predstavlja kljuéni molekularni modulator kosStane
homeostaze (85,91,108). Analizom povezanosti izrazaja ¢imbenika te osovine i klinicke
procjene tezine bolesti utvrdena je inverzna povezanost serumske i likvorske koncentracije
neutralizacijskog receptora OPG sa stupnjem klinicke aktivnosti MS prikazane EDSS-
bodovanjem. Takoder smo wutvrdili negativhu korelaciju serumske koncentracije
neutralizacijskog receptora OPG te pozitivnu korelaciju izrazaja gena za RANKL u
mononuklearima periferne krvi sa serumskim vrijednostima aktivnosti alkalne fosfataze, kao
pokazatelja koStane izgradnje. Osim navedenih klinickih 1 koStanih parametara, i izrazaj
citokina (IL-4, IL-10) i kemokina (CCL2, CXCL12) bio je znafajno povezan s izraZajem
¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG. Weinstock-Guttman i suradnici takoder su
analizirali izrazaj ¢imbenika RANKL i OPG usporedno s parametrima koStanog metabolizma,
1 to tijekom primjene IFN-f u bolesnika koji boluju od RR-MS (147). Utvrdili su da tretman
modulira izrazaj ¢imbenika RANKL i OPG te da je koncentracija osteokalcina (biljega
koStane izgradnje) snizena u bolesnika, a povecava se nakon primjene IFN-B. Takoder je u

uzorcima periferne krvi uo€en pojacan izrazaj kemokina CCL4 (nazvanog i MIP-1f, prema

engl. macrophage inflammatory protein 1), koji potice osteolizu (147).

1z svega prikazanog mozemo saZeti da na klinickom pocetku MS dolazi do poremecaja
osovine RANKL/RANK/OPG, vjerojatno u sklopu primarnog autiomunog procesa.
Pretpostavljamo da do poremecaja osovine RANKL/RANK/OPG tijekom razvoja MS dolazi

najprije lokalno (intratekalno) na mjestu razvoja lezija, i to posebice supresije ¢imbenika OPG
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¢ime se povecava bioloska dostupnost ¢imbenika RANKL. Aktivnost alkalne fosfataze
povezana je s izrazajem ¢imbenika RANKL i OPG te je umjereno sniZzena u bolesnika na
klinickom pocetku MS, §to bi govorilo u prilog smanjene kostane izgradnje. S napredovanjem
bolesti pojacava se aktivnost te osovine na genskoj i proteinskoj razini i u plazmi bolesnika, a
posebice je znacajan poveéan omjer topljivih ¢imbenika SRANKL/OPG i povecan izrazaj
aktivacijskog receptora RANK, S§to upucuje na povecan osteoresorpciju. I u drugim
autoimunim bolestima patogenetska podloga ukljucuje poremecene funkcionalne interakcije
imunoloskog i koStanog sustava, a taj poremecaj ¢esto je uzrokovan promjenama aktivnosti
osovine RANKL/RANK/OPG. Izvor ¢imbenika RANKL i mjesto razvoja poremecaja klju¢no
je u odredivanju hoc¢e li poremecaj aktivnosti osovine primarno zahvatiti imunoloski ili
koStani sustav, a s razvojem u vecini bolesti na kraju zahvaca oba sustava. Pri tome
neutralizacijski receoptor OPG moze predstavljati vazan homeostatski krak osovine, dokazan
1 unutar srediSnjeg Ziv€anog sustava. Prema rezultatima nase studije, likvorske koncentracije
¢imbenika OPG imaju diskriminativnu vrijednost izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka na
klinickom pocetku MS, dok se s progresijom bolesti znacajno povecava plazmatska
koncentracija ¢imbenika RANKL, $to bi imalo klinic¢ki znacaj u smislu njihove uloge kao
biomarkera razvoja i progresije bolesti.

Daljnje istrazivanja potrebna su da bi se razjasnila uloga tih ¢imbenika u upalnim i
degenerativnim bolestima srediSnjeg ziv€anog sustava. S obzirom da Cimbenici osovine
RANKL/RANK/OPG sudjeluje u patogenezi i progresiji MS, mogli bi predstavljati
potencijalni cilj novijih terapijskih postupaka, tim vise Sto je bioloSka terapija koja ukljucuje
blokiranje djelovanja ¢imbenika RANKL i onemoguéava pokretanje RANKL/RANK-
signalnog puta u fazi klinickog ispitivanja ili se ve¢ primjenjuje za lijecenje nekih upalnih i

kostanih bolesti (183-187).
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7. ZAKLJUCCI

1. Na klinickom pocetku MS uz stvaranje proupalnog fenotipa dolazi i do poremecaja
aktivnosti ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG, vjerojatno u sklopu primarnog

autiomunog procesa.

2. Aktivnost osovine na poceku bolesti promijenjena je lokalno (intratekalno) u smislu
snizene likvorske koncentracije neutralizacijskog receptora OPG, ¢ime se povecava

bioloska dostupnost cimbenika RANKL.

3. U uznapredovaloj bolesti pove¢an je omjer sRANKL/OPG 1 izrazaj aktivacijskog
receptora RANK u stanicama periferne krvi, §to upucuje na pojacanu sustavnu aktivnost

osovine i povecan proresorptivni potencijal.

4. U bolesnika koji boluju od MS pojacan je izrazaj proupalnih kemokina CCL2 i CXCL12,
uz slabiji izrazaj imunosupresivnog citokina IL-10, Sto poti¢e migraciju imunoloskih

stanica 1 upalni odgovor.

5. Profil ¢imbenika osovine RANKL/RANK/OPG povezan je s izrazajem citokina IL-4 1 IL-
10 te kemokina CCL2 i CXCLI2 u lifocitima periferne krvi, upucujuéi na zajednicke

regulacijske mehanizme tih medijatora.
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10.

Izrazaj neutralizacijskog receptora OPG, koji koc¢i aktivnost RANKL/RANK-signala,
negativno korelira s procjenom tezine bolesti EDSS-ljestvicom, Sto znaci da je taj

osteoprotektivni ¢imbenik slabije izrazen u aktivnijoj bolesti.

Bolesnici na klinickom pocetku MS uklju€eni u istraZivanje prema EDSS-bodovanju
imaju umjerene neurolosSke ispade uz normalnu pokretljivost, ali ih oko polovice ima

snizene vrijednosti aktivnosti serumske alkalne fosfataze.

Izrazaj osteoresorptivnog ¢imbenika RANKL pozitivno korelira, a neutralizacijskog
receptora OPG negativno korelira s aktivno$¢u alkalne fosfataze u serumu, §to moze

upucivati na povezanost aktivnosti osovine i koStane izgradnje.

Likvorske koncentracije c¢imbenika OPG te izrazaj gena za IL-10 i CCL2 u
mononuklearima periferene krvi omogucuju razlikovanje uzoraka na klinickom pocetku

MS od kontrolnih uzoraka te mogu sluziti kao biomarkeri bolesti.

S obzirom da ¢imbenici osovine RANKL/RANK/OPG sudjeluju u patogenezi i progresiji
MS, mogli bi predstavljati potencijalni cilj novijih terapijskih postupaka u smislu primjene

bioloske terapije koja ko¢i RANKL/RANK-signalni put.
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8. SAZETAK

Multipla skleroza (MS, prema engl. multiple sclerosis) je autoimuna upalna bolest sredi$njeg
ziv€anog sustava u Cijoj patogenezi imunoloski faktori ¢ine glavni mehanizam demijelinizacijskog
osteCenja. Takoder, bolesnici koji boluju od MS imaju poremecenu koStanu pregradnju, §to se
najceSc¢e pripisuje primjeni glukokortikoida i smanjenoj pokretljivosti. Hipoteza ovoga istrazivanja je
da u bolesnika koji boluju od MS, osim tih sekundarnih ¢imbenika osteoporoze, postoji pojacano
djelovanje RANKL (prema engl. receptor-activator of nuclear factor-xB ligand)/RANK-signala u
sklopu primarnog autoimunog poremecaja. Stoga smo analizirali parametre kosStane pregradnje i upale
u perifernoj krvi i cerebrospinalnom likvoru u MS na klinickom pocetku bolesti u odnosu na profil
osteoresorptivne RANKL/RANK-osovine. Na pocetku bolesti snizena je likvorska koncentracija
neutralizacijskog receptora OPG (prema engl. osteoprotegerin), ¢cime se povecava bioloska dostupnost
¢imbenika RANKL. U uznapredovaloj bolesti povecan je omjer RANKL/OPG i izrazaj aktivacijskog
RANK-receptora u krvi, §to odrazava povecan proresorptivni potencijal. Profil ¢imbenika osovine
RANKL/RANK/OPG povezan je s izrazajem imunosupresivnih citokina IL-4 i IL-10 te proupalnih
kemokina CCL2 i CXCLI12. Izrazaj osteoresorptivnog ¢imbenika RANKL pozitivno korelira, a
neutralizacijskog receptora OPG negativno korelira s tezinom bolesti i aktivnos¢u alkalne fosfataze,
$to moze upucivati na povezanost aktivnosti osovine, intenziteta bolesti i kostane izgradnje. S obzirom
da osovina RANKL/RANK/OPG sudjeluje u patogenezi i progresiji MS, ti cimbenika mogli bi sluziti

kao biomarkeri bolesti i ciljne molekule novijih terapijskih postupaka.
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9. SUMMARY

Disturbed expression of the osteoresorptive cytokine RANKL in patients with multiple

sclerosis at clinical onset

Anton Glasnovié

Zagreb, 2015.

Multiple sclerosis (MS) is autoimmune inflammatory disease of the central nervous system in which
immunological factors play the crucial role of demyelinating damage. Also, patients with MS have
deregulated bone remodelling, mainly caused by glucocorticoid treatment and reduced mobility. We
hypothesized that, beside these secondary osteoporotic factors, MS patients have enhanced RANKL
(receptor-activator of nuclear factor-«B ligand)/RANK-signal as a part of underlying autoimmune
disturbance. Therefore we analyzed the parameters of bone remodeling and inflammation in peripheral
blood and cerebrospinal fluid in MS patients at clinical onset in relation to osteoresorptive
RANKL/RANK-axis. At MS clinical onset concentrations of decoy receptor OPG (osteoprotegerin)
are decreased in cerebrospinal fluid, increasing the bioavailability of RANKL. Advanced MS is
marked by higher RANKL/OPG ratio and activating RANK-receptor expression in peripheral blood,
which suggests increased proresorptive potential. RANKL/RANK/OPG profile is associated with the
expression of immunosuppressive cytokines IL-4 and IL-10 and proinflammatory chemokines CCL2
and CXCL12. Osteoresorptive factor RANKL is in positive, and decoy receptor OPG is in negative
correlation with disease severity and alkaline phosphatase activity, interconnecting axis activity,
disease intensity and bone formation. Since RANKL/RANK/OPG axis is involved in pathogenesis and
progression of MS, these factors may serve as disease biomarkers and molecular targets of novel
therapeutic approaches.
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