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1. UvoD

1.1. Multipla skleroza

Multipla skleroza (engl. multiple sclerosis - MS) je kroni¢na autoimuna, upalna,
demijelinizacijska i degenerativna bolest sredidnjeg zivéanog sustava (SZS). Obiéno
pocinje u dobi od dvadesete do Cetrdesete godina Zivota i predstavlja vodeci uzrok
onesposobljenosti kod mladih ljudi. Zene oboljevaju ée$ée od muskaraca. Bolest se
najteS¢e manifestira povremenom pojavom neuroloSkih simptoma i znakova
(relapsno-remitirajuéi tijek) ili, riede postepenim pogorsanjem istih (progresivni tijek).
Prema tezini bolesti razlikujemo benigni i maligni oblik (1).

Simptomi bolesti posljedica su pojave upalnih demijelinizacijskih lezija u
bijeloj masi SZS, oste¢enja mozdane kore i dubokih sivih masa (mozdanih jezgara).
Vrsta i izrazenost neuroloSke disfunkcije ovisi o broju, lokalizaciji i veli€ini
demijelinizacijskih lezija, stupnju o$te¢enja mozdane kore i mozdanih jezgara.

Uzrok bolesti je jo$ uvijek nepoznat, mada je zadnjih godina ucinjen znacajan
napredak u razumijevanju epidemiologije i patofiziologije oboljenja $to ima znacajne

prakti€ne implikacije na unaprijedenju terapijskih moguénosti (2-3).

1.1.1. Epidemiologija multiple skleroze

Neravnomjerna rasprostranjenost MS u svijetu poznata je ve¢ viSe od
osamdeset godina. Nakon prvog svjetskog rata, 1922. godine Davenport (4) je
objavio vecu ulestalost MS u veterana ameriCke vojske iz sjevernih drzava SAD-a u

odnosu na one iz juznih.



Najranije analize rasprostranjenosti MS poti€u iz 1950. godine kada je
Lindberg (5), prouCavajuci stopu mortaliteta, utvrdio da je ista visa u zemljama s
umjerenom klimom u odnosu na tropska podruc¢ja. Od tada pa do danas su brojne
studije prevalencije i incidencije MS dale jasnu sliku zemljopisne rasprostranjenosti
MS u svijetu. Na osnovu toga, ucinjena je podjela u kojoj se razlikuju zone visokog,
srednjeg i niskog rizika za oboljevanje od MS (6). U zonu visokog rizika ukljuéena su
podrucja sjeverne Europe, sjeverne Amerike, Kanada, juzna Australija i Novi Zeland.
Podrucja umjerenog rizika su juzna Europa, juzna Amerika i sjeverna Australija, a
podrucjima niskog rizika pripadaju juzna Amerika i Azija (7). Opcenito, prevalencija
MS raste s udaljavanjem od ekvatora prema polovima i kre¢e se od 5-10/10°
stanovnika u tropima do 150-200/10° stanovnika u sjevernoj Americi i Kanadi.
Najnizu prevalenciju imaju Kina, Koreja i Malezija gdje iznosi 1-3/10° stanovnika (6).

Takva rasprostranjenost je dijelom posljedica genetiCkih i etni¢kih varijacija u
svjetskoj populaciji. Medutim, u regionima s relativno homogenom populacijom,
prevalencija znaCajno ovisi o zemljopisnoj Sirini. Povezanost prevalencije MS i
geografske Sirine uoCena je i u vedini europskih zemalja. Medutim, u nekim zemljama
poput Norveske, zivot u priobalnom podrudju, iako visoke geografske Sirine, nije
povezan s visokim rizikom oboljevanja od MS. To se objaSnjava vjerovatnim
prisustvom protektivnih okolisnih ¢imbenika koji utje€u na ucestalost oboljevanja (7-
8).

Posebna paznja istrazivata usmjerena su na manja podrucja u kojima je
prevalencija znatno viSa od one u njihovom okruZenju. Ta podru¢ja nazivamo
zariStima (engl. cluster) u prostornom smislu (9). Do sada su u Europi opisane Cetiri
zone visokog rizika sa znacajno visom prevalencijom MS: Orkney otoci u sjevernoj

Skotskoj (250/10°), Shetland otoci u sjeveroistocnoj Skotskoj (100/10°), Sardinija



(102/10°), te podrucje Gorskog kotara i Kogevja s prevalencijom od 151,9/10° (10-
12). Smatra se da takva podrucja predstavljaju posebno intrigantne modele za
istraZivanje uzroka MS.

Sliénu ulogu bi mogla imati i vremenska ZariSta, odnosno porast incidencije
oboljevanja u odredenom vremenskom periodu. JF.Kurtzke i saradnici (13) su objavili
pojavu "epidemije” MS na Farskim otocima nakon Britanske okupacije 1940. Godine.
Taj podatak, kao i drugi podaci u svezi vremenskih Zarista, su jo$ uvijek sporni, te
uzrok takvim pojavama porasta incidencije bolesti do danas nije razjasnjen (14-17).

Rijetka pojava MS medu Samicanima, Turkmencima, Uzbekistancima,
Kazahstancima, Kirgizima, nativnim Sibircima, ameri¢kim Indijancima, Kinezima,
Japancima, africkim crncima i novozelandskim Maorima, kao i visok rizik obolijevanja
medu stanovnicima Sardinije, Parsima i Palestincima, nedvojbeno upucuje da su
razliita rasna i etniCka podloznost za MS znacajne odrednice nejednake zemljopisne
distribucije bolesti (7,18).

Tako je i najveéa prevalencija MS od 100/10° utvrdena u populacijama
podrijetlom iz sjeverne Europe, kao $to je slu¢aj u Skandinaviji, na Britanskom otocju,
sjevernoj regiji SAD i jugu Kanade (19).

Bolest se pak javlja sa znatno nizom ucestaloSéu u podrucgjima pretezno
naseljenim stanovnistvom ostalih rasa (Orijent, Indija, Arapske zemlje, JuZna
Amerika i Afrika). Tako je u Sjevernoj Americi bolest u¢estala u dijelovima naseljenim
stanovnistvom skandinavskog podrijetla, a rijetka medu pripadnicima crne rase, ili
pak u ameriCkih Indijanaca. U Africi MS je rijetka u pripadnika crne rase, a relativno
Cesta u stanovnika europskog podrijetla (7,18).

Sliéno tome u Australiji i na Novom Zelandu bolest se vrlo rijetko javlja u

Aboridzina i Maora, nasuprot visokoj ucestalosti medu osobama bijele rase.



Prevalencija MS niska je (5/10°) u Arapa, a bolest gotovo da i nije dijagnosticirana u
madarskih Roma, Laponaca i Eskima (20).

Iz navedenih podataka uoCava se da se bolest javlja s veCom ucCestaloS¢u u
onim podru¢jima gdje je visoka frekvencija gena iz sjevernoeuropskih ili
skandinavskih populacija, $to ukazuje na genetiCku predispoziciju u razvoju bolesti.
Poser (21) je objavio teoriju o raSirenosti bolesti, koja pretpostavlja da su Vikinzi imali
odlu€ujucu ulogu u diseminaciji genetiCke podloznosti za MS Sirom svijeta, buduci da
su krajem VIII. i poCetkom IX. stolje¢a izvrsili prodor u vecinu europskih zemalja,
naselili se na udaljena podrucja, trgovali duz rije¢nih putova, te prodrli u Perziju,
Indiju i, vjerojatno, Kinu.

Takoder, znacajnu ulogu u ispitivanju etiologije MS imaju migracione studije
koje su pokazale da osobe koje su migrirale iz podrucja visokog u podrucje niskog
rizika za MS "nose sa sobom” rizik oboljevanja ako su migrirale nakon puberteta ili
preuzimaju rizik nove destinacije ukoliko su migrirale prije puberteta.Ta Cinjenica
osim $to ukazuje na utjecaj ¢imbenika okolisa govori i o "kriti€hom vremenu” kada
uzroCnik bolesti djeluje. U sluCajevima preseljenja iz zone niskog u zonu visokog
rizika dokazi o prihvatanju ili neprihvatanju rizika oboljevanja nove destinacije su jo$
uvijek dvojbeni (22-25).

Osim geografskih varijacija u rasprostranjenosti MS, kao i varijacija vezanih za
rasnu i etniCku pripadnost, postoje i razlike u pogledu dobi i spola. Tako je pocCetak
bolesti najceS¢e u dobi izmedu dvadesete i tridesete godine Zivota. Kod skoro 70%
bolesnika bolest pocinje od dvadesetprve do Cetrdesete godine Zivota. Bolest rijetko
pocCinje prije desete i nakon Sezdesete godine Zivota. Kao i kod drugih autoimunih

oboljenja, zene oboljevaju ¢eS¢ée od muskaraca (1,4 do 3,1 i viSe) (26-27).



1.1.2. Kliniéka slika, tijek i prognoza multiple skleroze

MS karakterizira raznolikost simptoma i nepredvidljivost tijeka. Unato¢ tomu
bolest ipak pokazuje odredene pravilnosti ako se prati kroz duze vremensko
razdoblje tako da vecinu bolesnika mozemo svrstati u jednu od tri glavne skupine.

NajCeSce se prezentira u vidu ataka neuroloSke disfunkcije koja se razvija
nekoliko dana do mjesec dana (relaps), a potom se djelomi¢no ili potpuno povlaci u
narednih nekoliko tjedana ili mjeseci (remisija). UCestalost napada i trajanje remisija
varira od bolesnika do bolesnika. Opisani tijek oboljenja nazivamo relapsno-
remitirajuéi (RR) i predstavlja naj¢es¢i kliniCki oblik oboljenja. Prisutan je u 80%
bolesnika u prvih 10-20 godina trajanja bolesti. U oko polovice bolesnika s ovakvim
tijekom bolesti isti vremenom prelazi u sekundarno progresivni (SP) oblik, kad nakon
faza pogorSanja ne slijedi potpun oporavak, ve¢ su ostecenja postupno sve veca i
postoji kontinuirana progresija bolesti s kratkim razdobljima poboljSanja ili
stabilizacije (1,3).

Najrjedi je primarno progresivni oblik (PP) kod kojeg je od pocetka bolesti
prisutna stalna progresija deficita bez faza poboljSanja i pogorS§anja. Ponekad bolest
moze imati benigni tijek s izoliranim atakama bolesti, bez trajnih ostecenja i nakon
dugog niza godina. Rijetki su slu€ajevi perakutnog tijeka bolesti, kada bolesnici umiru
nekoliko tjedana nakon prvih manifestacija simptoma (6).

Prosjeéno trajanje bolesti iznosi 20-30 godina. Pomoc¢ pri hodanju u otprilike
50% bolesnika s RR tijekom bolesti potrebna je za desetak godina od pocetka
bolesti. Ukupno gledajuéi, polovica oboljelih postaje invalidna u roku od 5-6 godina, a

ovisna o drugima nakon 15-20 godina (28).



Simptomi MS ovise o lokalizaciji demijelinizacijskih lezija.One su najprisutnije
u bijeloj masi mozga i kraljeziche mozdine. U zadnje vrijeme je, napretkom
radioloskih tehnika, utvrdeno da su prisutne i u sivoj masi mozga. Na pocetku bolesti
najcesSce se javljaju vidni, osjetni i piramidni znaci. Rjede su prisutni znaci mozdanog
debla, malog mozga i sfinkterijalne smetnje. Neke MS lezije mogu izazvati pojacane
elektricne impulse koje posljedi¢no izazivaju "pozitivne® ili paroksizmalne simptome.
Priroda tih simptoma ovisi o lokalizaciji lezija. Kortikalno locirane lezije mogu izazvati
epilepticke napadaje, lezije u mozdanom deblu neuralgiju trigeminalnog Zzivca,
facijalnu miokimiju i paroksizmalnu ataksiju. Za razliku od Zzarisnih neuroloskih
simptoma i znakova, kognitivne smetnje izgleda koreliraju sa stupnjem kortikalne
atrofije, ali i s ukupnim brojem demijelinizirajucih lezija. Rijetko se javljaju na pocetku
bolesti, da bi se u kasnijem tijeku javljale kod 30 do 60% bolesnika i ispoljavale kao
smetnje pamcenja, apstraktog miSljenja, paznje, kao i brzine procesiranja
informacija. Jedan od Cestih simptoma je pojacan, neobjasnjiv umor (fatigue), koji se
javlja u oko 40% bolesnika i predstavlja zna€ajnu smetnju u svakodnevnom Zivotu

(29).

1.1.3. Dijagnoza multiple skleroze

Dijagnoza MS se postavlja na osnovu klinicke slike i neuroloskog nalaza koji

nx

ukazuju na ostecenje ziv€anog sustava i tijeka oboljenja koji pokazuje "Sirenje u
vremenu i prostoru®. Dokaz o postojanju lezija unutar SZS-a omoguéuje MRI mozga i
kraljezicne mozdine i nalaz evociranih potencijala. Dokaz intratekalne sinteze IgG i

oligoklonih traka IgG u cerebrospinalnom likvoru doprinosi dijagnozi MS. Prije

postavljanja dijagnoze MS potrebno je iskljuciti oboljenja koja prema klini¢koj slici i



nalazu neuroradioloskih pretraga podsjecaju na MS. Prilikom postavljanja dijagnoze
MS primjenjuju se vazeci dijagnosticki kriteriji (u zadnje vrijeme McDonald-ovi kriteriji,
revizija 2005.) (30).

Diferencijalno-dijagnostiCke poteSkoée stvaraju oboljenja koja su prema
klinikoj slici, tijeku oboljenja i neuroradiolo§kom nalazu sli€na MS, kao sistemski
eritemski lupus, Sjogrenov sindrom, sarkoidoza, Lymeova bolest, antifosfolipidni
sindrom, neurosifilis, AIDS, Wippleova bolest, HTLV-1 vezana mijelopatija,
cerebrovaskularne bolesti (status lacunaris), CADASIL (cerebral autosomal dominant
arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy),vaskularne
malformacije, Moyamoya bolest, cerebralni limfomi, mitohondrijske bolesti,
funikularna mijelopatija, adrenoleukodistrofija s nastupom u odrasloj dobi, druge
genetske leukodistrofie s povremenim nastupom u odrasloj dobi, borelioza,
bruceloza, infekcije neurotropnim virusima i posebno ADEM (akutni diseminirani

encefalomijelitis (1, 31).

1.1.4. Patologija i patofiziologija multiple skleroze

Dokazano je da su infiltracija upalnih stanica, demijelinizacija i aksonska
degeneracija osnovni patoloSki mehanizmi koji uzrokuju klinicke manifestacije MS.
Aktiviranje autoimune upale koja dovodi do ostecenja mijelinske ovojnice aksona, a
dijelom i samog aksona, nastaje djelovanjem joS neidentificiranog okoliSnog
C¢imbenika na genetski predisponiranu osobu. Dok je autoimuni upalni proces
uglavnom razjasnjen, neurodegenerativni jos uvijek nije. Donedavno je smatrano da
neurodegeneracija slijedi nakon autoimune upalne faze, ali je u zadnje vrijeme,

koriste¢i suvremenije dijagnostiCke pretrage, ustanovljeno da i jedan i drugi proces



teku od samog pocetka bolesti s tim da je upalni proces dominantniji na pocetku, a
neurodegenerativni sve izrazitiji u kasnijoj fazi oboljenja (32-33).

Upalni proces zapocinje proliferacijom, aktivacijom i ulaskom autoreaktivnin T
limfocita u cirkulaciju. Aktivirani T limfociti uzrokuju promjenu endotela (ekspresija
adhezivnih molekula) krvno-mozdane barijere nakon ¢ega dolazi do njihovog ulaska
u SZS. U tom procesu sudjeluje niz razligitih molekula, kao i kemokini koji privlage
upalne stanice, adhezijske stanice koje omogucavaju imunoendotelijalnu interakciju,
te metalproteinaze koje omogucuju migraciju imunih stanica parehnimom SZS (33-
35).

Nastalom upalnom reakcijom dolazi do ostecenja mijelinskog omotaca, a
dijelom i samog aksona. Na mjestu oSteCenja nastane akutna, a potom kroni¢na
demijelinizacijska lezija ili plak. U ranoj fazi nastanka lezije se patomorfoloski sastoje
od perivaskularne infiltracije (limfocita i makrofaga) uz demijelinizirani dio aksona.
Starije lezije pokazuju degenerativne promjene samog aksona.

Do nedavno je smatrano da su lezije rasporedene samo u bijeloj masi
cerebralnih hemisfera, u cerebelumu, meduli spinalis i o€nom Zzivcu, a danas je
poznato da je oko 25% lezija smjeSteno u dubokim sivim masama i kori mozga, ¢ak i

nx

unutar retine. Osnovna karakteristika lezija u MS je tzv. pojava "Sirenja u vremenu i
prostoru sto je u skladu s klinickom slikom i tijekom oboljenja (29).

U lezijama nastaje remijelinizacija koja je ve€inom nepotpuna, a zapazeno je i
remodeliranje Ziv€anih vlakana u smislu promjene uobicajenih karakteristika Ziv€anih
vlakana, ali i redistribucije jonskih kanaliCa kao odgovor na gubitak uobiCajene

mijelinske potpore. Poremecaj skokovite kondukcije uzrokovane demijelinizacijom

objasnjava brojne klinicke simptome u MS (36).



1. 1. 5. Etiologija multiple skleroze

Unato¢ intenzivhom istrazivanju u zadnjih pedeset godina uzrok oboljevanja
od MS do sada nije razjasnjen. Opsezne epidemioloSke studije Sirom svijeta
rezultirale su dvjema pretpostavkama. Prva pretpostavlja da je MS bolest uvjetovana
uticajem c&imbenika okoliSa na pojedinca, ne negirajuéi pri tom genetsku
predispoziciju. Druga (genetska) pretpostavka tvrdi da geni, koji vjerovatno reguliraju
funkciju imuniteta, odreduju podloznost oboljevanju od MS. Ta pretpostavka ne
porice vaznost okolisnih Cimbenika kao pokretata razvoja MS u predisponiranih

pojedinaca (3).

U prilog okoliSne pretpostavke govore sljedece Cinjenice:

e Zemljopisna rasprostranjenost MS u svijetu je neravnomjerna

e Jasna povezanost uCestalosti bolesti i zemljopisne Sirine

¢ Incidencija se mijenja u relativno kratkim vremenskim intervalima za $to je
vjerovatnija promjena sredine nego genske mutacije

e Migracije u predpubertetsko doba mijenjaju podloznost MS u potomaka
migranata Ciji se morbiditet bitno razlikuje od morbiditeta njihovih predaka

e Postojanje vremenskih i prostornih Zarista (clustera)

e Opisani primjeri spornih epidemija (37-40)

U prilog genetske pretpostavke za nastanak MS govore sljedece Cinjenice:



e Postojanje varijacija u oboljevanju unutar istog zemljopisnog podrucja. Tako
npr.odredene populacije rijetko ili gotovo nikako ne oboljevaju od MS ¢ak iako
Zive u podrucju visokog rizika (18, 41-42)

¢ Pripadnici bijele rase oboljevaju ¢eS¢e od pripadnika drugih rasa

e Povecan rizik oboljevanja kod ¢lanova obitelji MS bolesnika

e Znatno vecCa konkordantnost u monozigotnih u odnosu na dizigotne blizance

(43-45)

Na temelju svih navedenih istraZivanja danas se smatra da je MS sloZena
bolest koja je uzrokovana geneticko-okoliSnim medudjelovanjem, premda joS uvijek
postoje odredena razilazenja glede relativnog znacaja uzro¢nih faktora i prirode
njihove interakcije (29).

Pod pojmom okoliSnih €imbenika podrazumijevamo niz podrucja koja se
medusobno prozZzimaju.Ta se podru¢ja Cesto odreduju kao geoklimatsko ili
sociokulturno podrucje.NajCesce ispitivani okolisni Cimbenici su infekcije, vakcinacije,
stres, zanimanje, klima, geoloSka obiljezja i nadin prehrane. lako do sada nije
otkriven okolisni €imbenik ili ¢imbenici koji se sa sigurno$éu mogu povezati s
nastankom MS, dosadasnja istrazivanja najvise ukazuju na virusnu etiologiju (46-47).
Pritom se moze raditi o potencijalno izravhom djelovanju nekog virusa ili o
neizravnoj, unakrsnoj reakciji s neuralnim antigenom tzv. molekularnoj mimikriji.
UcCinak takvog djelovanja ovisi o individualnoj reakciji imunosnog sustava. Zbog
zamjene peptida tj. antigena virusa s vlastitim antigenom mijelinske ovojnice, u

predisponiranih osoba zapocinjenje autoimuni upalni proces koji ostecuje mijelin (36).
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1.1.6. Genetika multiple skleroze

DosadasSnja geneticko-epidemioloSka istrazivanja MS ukazala su da je u
pitanju bolest multifaktorijalne etiologije u kojoj geneticki faktori odreduju

predispoziciju za bolest (48).

1.1.6.1. Familijarna multipla skleroza

Ispitivanja pojave MS u srodnika bolesnika (blizanaca, brace i sestara,
roditelia i daljnjih srodnika) su pokazala da se sklonost za MS kod pojedinca
povecCava ako u obitelji ima bolesnog ¢lana. Oko 15-20% bolesnika u svojoj blizoj ili
daljnjoj rodbini ima oboljelog od MS i u vecini slu€ajeva radi se o dvoje do troje
oboljelih unutar jedne obitelji (49).

Studije koje su ispitivale u€estalost medu srodnicima oboljelih osoba utvrdile
su da najCeS¢e obolijevaju braca i sestre bolesnika (rizik 4%), Sto moze biti
posljedica konasljedivanja faktora podloznosti, ali i dijelijenja zajednickih okoliSnih
c¢imbenika tijekom djetinjstva. Rizik za djecu bolesnika iznosi 2%, dok srodnici drugog
stupnja srodnosti imaju rizik javljanja bolesti oko 1% (20,49).

Prema Galtonu (50) razlikovanje relativnog doprinosa geneti¢kih i okoliSnih
¢imbenika u multifaktorijalnim bolestima omogucuju studije blizanaca, a usporedba
konkordantnih stopa izmedu monozigotnih i dizigotnih parova omogucéava procjenu
specificno geneti¢kih ¢imbenika u etiologiji bolesti. Ako je jedan od blizanaca obolio
od MS, moguénost da oboli i drugi u prosjeku je 25-30% kod jednojajc¢anih i 3% u
dvojaj¢anih blizanaca. Navedena visoka stopa podudarnosti bolesti u monozigotnih

blizanaca u usporedbi s dizigotnim blizancima potvrdena je u viSe populacijskih
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studija, dok su novija istrazivanja u viSe od polovice blizanackih parova otkrila
demijelinizacijske asimptomatske lezije u blizanca koji nije obolio od MS (51).

Do sada su provedana svega dva sustavna istraZivanja ucestalosti MS u
potomaka konjugalnih parova (52-53). U oba istraZivanja rizik za potomke roditelja
koji oboje boluju od MS znacajno je visi (30,5%) negoli u onih potomaka kojima je
samo jedan od roditelja obolio (2%). Konsangvinitet je rijedak medu pripadnicima
bijele rase i, koliko je poznato, samo je jedno populacijsko istrazivanje rizika u
potomaka provedeno u slu€aju MS (54). Rezultati, iako dobiveni na malom uzorku,
pokazuju da je rizik gotovo Cetiri puta veci za bracu i sestre MS bolesnika Ciji su
roditelji prvi rodaci (51).

Rezultati studija adoptiranih bolesnika nedvojbeno pokazuju da usvojena
djeca, iako od ranog djetinjstva odgojeni u MS bolesnika, nemaju povecéan rizik za
MS u odnosu na rizik op¢e populacije, $to ukazuje da je obiteljska MS povezana s

dijeljenjem zajednickih gena prije negoli s dijelienjem zajedni¢kog okolisa.

1.1.6.2. Geneti¢ka podloznost za multiplu sklerozu

Geneticke studije MS su ukazale da je u pitanju poligenska bolest u kojoj geni,
djelujuci neovisno ili epistatski, determiniraju podloZnost za oboljevanje (48).

Nastojanja da se utvrde geni zdruZeni s patogenezom MS, ili pak oni koji
utjeCu na klinicki tijek bolesti, zasnivaju se uglavhom na funkcionalnim istraZivanjima
gena kandidata, genomskom probiru vezanosti (engl. linkage genome screen), te s
njime povezanim studijama mapiranja gena kandidata, a u novije vrijeme provode se

i genomska istrazivanja genske ekspresije uz pomoc¢ mikro€ipova (49,56).
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Funkcionalna istraZivanja gena kandidata temelje se na njihovoj potencijalnoj
bioloSkoj vaznosti u razvoju bolesti. Zbog autoimunog karaktera MS pokuSaji
identificiranja gena kandidata zasnivali su se uglavhom na istrazivanju polimorfnih
gena Ciji su produkti ukljuéeni u imunoloski odgovor. Istrazivanja mogucih gena
kandidata, kao Sto su geni glavnog sustava tkivhe podudarnosti (engl. human
leukocyte antigen-HLA), T-stani¢ni receptorni geni (engl. T-cell receptor gene - TCR),
¢imbenik nekroze tumora (engl. Tumor necrosis factor - TNF), geni za citokine,
kemokine, mijelinski antigeni i imunoglobulinski geni, uglavnhom nisu pokazala
oCekivani genetiCki utjecaj ovih gena na podloznost za MS (57-61).

Naime, s iznimkom HLA regije, brojni rezultati dobiveni za razliCite gene
najcesce nisu ponovljeni u kasnijim neovisnim istrazivanjima. Tako je npr. mijelin
bazi¢ni protein (MBP) lociran na kromosomu 18q22-g23, koji je vazan element u
sustavu sintetiziranja mijelina, te ima ulogu u odrzavanju stabilnosti mijelina i
inicijaciji remijelinizacije, pokazao pozitivhu korelaciju s MS u studijama provedenim
u genetiCki izoliranoj finskoj populaciji, medutim rezultati nisu potvrdeni u drugim
populacijama, $to se moze objasniti genetickom i etioloSkom heterogenosti u MS (62-
63).

Takoder, geni kandidati ispitivani u eksperimentalnom encefalomijelitisu (engl.
experimental encephalomyelitis-EAE), miSjem modelu MS, takoder su dali
nekonzistentne rezultate (64-65).

HLA regija najpolimorfniji je genski sustav u €ovjeka lokaliziran na 6qg21.1-
21.3, a povezuje se s Citavim nizom, najCesSce autoimunih bolesti. Ipak, u ovoj regiji
nalaze se i drugi geni koji nisu izravno povezani s imunoloskim odgovorom. Danas

se HLA regija, koja se proteze na 4,5 Mb i sadrzi dvjestotinjak gena najceSce
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uklju€enih u regulaciju razvoja i sazrijevanja T-stanica, kao i u razliCite imunoloSke
procese, nedvojbeno povezuje s MS (66).

Medutim, identifikacija uzro¢nih alela i dokazivanje prezentacije antigena
direktno povezanih s MS odvija se sporo. lako je najprije prijavljena zdruzenost HLA
klase | antigena A3 i B7 s MS, daljnja istrazivanja utvrdila su jaCu povezanost HLA
klase Il antigena DR15 i DQ6 s polimorfizmima Dw2 i DR2. U svakom slucaju, HLA
uzorci u MS bolesnika razlikuju se od onih u zdravih osoba. Istrazivanja provedena u
sjevernoj Europi i Americi detektirala su tri HLA varijante koje se ¢eSce javljaju u MS
bolesnika negoli u opcoj populaciji. Tako &vrstu asocijaciju s 2 - 4 puta veéim
relativnim rizikom bolesti pokazuje HLA DRB1*1501, DQA1*0102 i DQB1*0602
haplotip. Medutim, jaku neravnotezu vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium-
LD) u ovoj regiji otezava utvrdivanje specificne podloznosti s obzirom da se u
sjevernoeuropskim populacijama HLA DRB1*1501, DQA1*0102 i DQB1*0602 gotovo
uvijek javljaju zajedno (62).

Studije genomskog probira vezanosti izdvojile su takode HLA regiju kao jedinu
jasno povezanu s MS (49).

Izgleda da povezanost s HLA-DR2 alelom objasnjava signal u ovom probiru,
ali toéan mehanizam kojim gen ili geni utjeCu na rizik za bolest tek treba utvrditi.
Nekoliko populacija koje nisu podrijetlom iz sjeverne Europe imaju razliCite DRB1
asocijacije s MS. Tako je u bolesnika sa Sardinije utvrdena povezanost s DRB1*1501
i s DRB1*0301 (DRB1*17) i DRB1*0405 alelima, na Kanarskim otocima i u Turskoj s
DR4 alelom. U ameriCkih Afrikanaca koji boluju od MS utvrden je DQB1*0602-
DQA1*0102 genotip prisutan na DRB1*1501 haplotipu, kao i DRB1*1503 i

DRB1*1101 koji nosi DQ6 haplotip. lako su lokusi DR15 i DQ6 usko vezani, pa se
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crossing-over izmedu njih rijetko dogada, nedavna istrazivanja u ovoj populaciji
ukazuju da su geni podloznosti za MS smjesteni blize DQ negoli DR genima (51, 49).

Ispitivanje MS i antigena HLA sustava u Gorskom kotaru ukazalo je da se
autohtoni MS bolesnici razlikuju od kontrola za antigen DR2, te da imaju poviSen rizik
za antigene Al (RR=2,39). Genska analiza pak izdvojila je prvenstveno DRB1*15, ali
i DRB1*04, DQB1*0303 i DQB1*0602 kao rizicne alele (67).

Spoznaja da se klini¢ki fenotip MS i prisutnost oligoklonskih podrucja u
spinalnoj tekucini mogu pojaviti i u svezi s patoloskim mutacijama u mitohondrijskoj
DNA potaklo je detaljnu procjenu mitohondrijskih gena kao kandidata za podloznost
u MS, ali niti jedna mutacija niti polimorfizam nisu pokazali povezanost s MS u
sistemskom probiru neselektiranih bolesnika.

S druge strane, inicijalne studije genomskog probira koje traze genetic¢ku
povezanost svojstva i polimorfnih markera u cijelom genomu identificirale su vise od
70 lokusa podloznosti. Medutim, samo su neke regije, ukljuCujuéi 6p21, 3q21-22,
18pl1l, 17922-24,17p11i 19913, potvrdene u dva ili viSe istrazivanja (62).

Unato€ vec¢em broju studija vezanosti provedenih na razini cijelog genoma,
ocCekivani genetiCki doprinos u razjasnjavanju MS nije postignut. Studije genomskog
probira pokazuju nedovoljnu statisticku snagu, ¢emu pridonosi i ipak podcijenjena

geneticka slozenost bolesti.

1.2. Hemostaza i fibrinoliza

Hemostaza je proces zaustavljanja krvarenja na mjestu ozljede krvne Zile i

ponovnog uspostavljanja kolanja krvi nakon sanacije ozljede. U ranoj fazi, tzv.

primarnoj hemostazi, koja nastaje jednu do dvije sekunde nakon lezije, dolazi
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do stiskanja krvne Zzile i stvaranja trombocithnog d&epa koji zatvori otvor u
stijenci. U drugoj fazi, tzv. sekundarnoj hemostazi, stvara se fini ugrusak, koji
ucvrsti trombocitni ¢ep. U treéoj fazi, tzv. tercijalnoj hemostazi, ugrusak se ucvrsti,
dolazi do obnavljanja krvne stijenke, a potom do fibrinolize i uklanjanja ugruska.
U procesu hemostaze sudjeluju krvne  Zile, trombociti, Cimbenici
zgruSavanija, C¢imbenici fibrinolize i njihovi regulatori.
Fibrinoliza je esecijalni fizioloSki mehanizam. Obavlja dvije vazne funkcije u

hemostatskim procesima :

1. razlaganje ugrusSka bogatog fibrinom nakon $to je zavrSio proces zaustavljanja

krvarenja
2. ograniCava stvaranje ugruska

U procesu fibrinolize sudjeluju: plazminogen (inaktivni proenzim), aktivatori
plazminogena (tkivni plazminogen aktivator-t-PA, urokinaza aktivator-u-PA i Xlla,
zatim potiskivaci aktivatora (plazminogen aktivator inhibitor-PAl), plazmin (aktivirani

plazminogen) i potiskivaci plazmina (slika 1) (68-69).

Pod fizioloSkim uvjetima dogada se stalna aktivacija fibrinolize buduc¢i da se
degradacijski proizvodi fibrina (fdp) mogu otkriti i u uvjetima mirovanja. Kontinuirana
pojava fibrina kao i stalni ucinci hormona su vjerovatno odgovorni za bazalnu
aktivaciju fibrinolitickog puta. U aktivaciji fibrinolize sudjeluju t-PA, koji se

kontinuirano Iu€i u vanjskom putu aktivacije, i urokinaza (69).

U fizioloSkim uvjetima t-PA je slab aktivator plazminogena dok obje
komponente nisu vezane za fibrin. Cak ni poveéanje koncentracije t-PA od 20 do 100
puta (npr. kod teSkog fizickog napora) neCe dovesti do sistemske aktivacije

fibrinolize. Stvaranje slobodnog plazmina s posljedi€nom fibrinogenolizom neée se
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dogoditi sve dok ne postoji veliko (1000 do 5000 puta vece) povecanje i
koncentracija t-PA. Kako tijelo zeli sprijeciti intravaskularnu formaciju fibrina, t-PA i
plazminogen se brzo vezu u slu€aju produkcije fibrina kako bi se stvorio plazmin za
degradaciju fibrina. Nastali fibrin degradacioni produkt ograni¢ava daljnje nastajanje

fibrina sprjeCavajuci polimerizaciju fibrina kao i agregaciju trombocita (69).
Nekoliko mehanizama i sistema uklju¢eno je u aktivaciju fibrinolize :

1. regulacija biosinteze t-PA

2. inhibicija fibrinolize putem djelovanja inhibitora koji kolaju krvotokom

3. lokalizacija fibrinolize ¢ime se spreCava sistemska aktivacija

4. uklanjanje fibrinolitickih aktivatora koji se javljaju lokalno u poviSenim
koncentracijama krvnom strujom i postepeno odstranjenje iz cirkulacije

mononuklearnim fagocitnim sistemom u jetri i slezeni.

5. inhibicija fibrinolitickog puta u koju je uklju¢eno nekoliko inhibitora, pri Eemu vecina
spada u vrstu serpina, a to su a-2-antiplazmin, a-2-makroglobulin, inhibitor plazmin-
aktivatora tip 1 (PAI-1), inhibitor plazmin-aktivatora tip 2 (PAI-2), cl inhibitor i

glikoprotein bogat histidinom (69).
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Slika 1. Proces fibrinolize.

1.3. Fibrinoliza i multipla skleroza

Posljednjih godina sve znacajnije mjesto medu ispitivanim faktorima rizika za
MS zauzimaju i poremecaji hemostatskog sustava koji se primarno odnose na
promjene fibrinolitickog potencijala. Naime, pokazano je da karakteristicna upala,
fokalna demijelinizacija i degeneracija aksona u MS nastaju nakon narusavanja
krvno-mozdane barijere pri ¢emu dolazi do ulaska serumskih proteina, ukljuCujuci
fibrin(ogen), u SZS. Kod MS bolesnika, kao i kod EAE, nadeni su na
demijeliniziranim aksonima depoziti fibrina, koji se neucinkovito uklanjaju uslijed
reducirane fibrinolize (70-71).

Pojacana aktivnost plazminogen aktivatora korelira s pocetkom inflamacije i
migracije limfocita u parenhim mozga (72-73). Priljev fibrin(ogena) je udruzen s
pojacanom aktivnodc¢u t-PA, klju¢nog fibrinolitickog enzima. U MS aktivacija t-PA je
uskladena sa signifikantnim porastom PAI-1, prevenirajuéi ucinkovito ukljanjanje
fibrina (74-75).

Nadalje, EAE miSevi deficijentni za TPA gen pate od ranijeg poCetka i teze

forme bolesti $to je udruZzeno s visokom razinom PAI-1 i neuCinkovitim uklanjanjem
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fibrina (70). Slicni nalazi su objavljeni kod oboljenja perifernih Zivaca kod kojih je
fibrin pokazao uc€inak ometanja procesa remijelinizacije i doprinosio demijelinizaciji i
degeneraciji aksona (76).Takoder, dokazano je da u akutnom EAE perivaskularni

depoziti fibrina koreliraju s nastankom paralitiCkih klinickih znakova (77).

1.3.1. Tkivni plazminogen aktivator (t-PA) i multipla skleroza

Tkivni plazminogen aktivator je visoko specificna serin proteinaza i jedan od
dva glavna aktivatora plazminogena. Primarni supstrat za t-PA in vivo je zimogen
plazminogena, kojeg t-PA aktivira do Siroko specificne proteinaze plazmina. lzvan
SZS-a, t-PA je primarno tromboliticki enzim, jer je glavni supstrat plazmina fibrin. No,
unutar SZS-a, uloga t-PA i plazmina nisu toliko razjasnjena kao $to nisu poznati ni
njihovi primarni supstrati (74,75,70).

Tkivni plazminogen aktivator je znaCajan u migraciji stanica i remoduliranju
tkiva. Poveéana enzimska aktivnost uzrokuje hiperfibrinolizu, koja se oc€ituje kao
pretierano krvarenje; smanjena aktivnost dovodi do hipofibrinolize koja moze
rezultirati trombozom ili embolijom.

Biosinteza t-PA nije stalna i jednolika, ve¢ je podlozna kruZznom ritmu.
Endotelne stanice su primarno mjesto sinteze t-PA. Te stanice u raznim dijelovima
tijela sintetiziraju i oslobadaju t-PA u razliitim koncentracijama. Dodatno, t-PA
sintentiziraju mezotelne stanice, megakariociti i monociti.

U plazmi, t-PA je prisutan kao kompleks s PAI-1, stoga je koncentracija
slobodnog t-PA u plazmi samo 20%. BioloSki poluzivot t-PA je 4 minute, $to je sli¢no
poluzivotu PAI-1. Vezanje t-PA za fibrin je karakterizirano relativno visokim afinitetom

(78).
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TPA gen je mapiran na kromosomu 8p12-p11.2, a I/D polimorfizam je rezultat
prisutnosti ili odsutnosti ponavljanja Alu sljeda u osmom intronu TPA gena i odreduje

tri genotipa: Il, ID i DD (79).

1.3.2. Inhibitor plazminogen aktivatora-1 (PAI-1) i multipla skleroza

Inhibitor plazminogen aktivatora-1 je glikoprotein koji regulira fibrinolitiCki
sustav, prvenstveno inhibirajuci tkivni i urokinazni aktivator plazminogena. Osnovna
funkcija PAI-1 je smanjenje fibrinolize Sto dovodi do akumulacije fibrina, a poviSenje
u plazmi PAI-1 utjeCe na normalni degradacijski mehanizam fibrina i poti€e trombozu.
Prema novijim istraZivanjima povisenje PAI-1 osim $to vodi do hipofibrinolize,
smanjuje aktivnost matriks metaloproteaza (MMP) i stani¢nu adheziju.

Da bi se ispitalo moguce znacCenje proteolitickin mehanizama na razvoj
upalnih lezija u MS, ispitivan je polimorfizam u promotorskoj regiji PAI-1 kao rizi¢ni
¢imbenik u MS. Aktivatori plazminogena (PA) glavni su pokretaci kaskadne aktivnosti
nekoliko metaloproteaza. Aktivhost samoga PA moZe biti zakoCena posredstvom
PAI-1. U zariStima MS prisutni su i PA i PAI-1.

PAI-1 gen je lociran na 7921.3-22 kromozomu Sto se poklapa s glavnim
lokusom podloznosti za MS na 7921-22. U promotorskoj regiji PAI-1 gena utvrdeno je
postojanje specificnog polimorfizma 4G/5G koji utjeCe na ekspresiju PAI-1.
Funkcionalni polimorfizam 4G/5G oznaCava inserciju/deleciju jednog guanina na
poziciji 675 u promotorskoj regiji PAI-1 gena (80). Studije su pokazale da
homozigotne osobe 4G4G imaju u plazmi koncentraciju PAI-1 25% viSu negoli osobe

genotipa 5G5G (81).
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Luomala i suradnici (82) pokazali su povezanost navedenog polimorfizma PAI-
1 gena s podloznoSc¢u za bolest u zena. Alel povezan s boleS¢u korelira s nizom PAI-
1 produkcijom, §to smanjuje inhibiciju proteinaze i stoga poja¢ava migraciju stanica
kroz izvanstani¢ni matriks.

U hrvatskih i slovenskin MS bolesnika uz PAI-1 istrazen je i utjecaj Alu I/D
TPA polimorfizma na podloznost i klinicku ekspresiju MS (83). lako pojedinacno
gledajuci navedeni polimorfizmi ne utje€u na predispoziciju za bolest, TPA DD/PAI-1
4G4G kombinacija genotipa pokazala je grani¢nu znacajnost u reduciranom riziku za

MS, sugerirajuci gen-gen interakciju.

1.3.3. Angiotenzin konvertirajuc¢i enzim (ACE) i multipla skleroza

Renin-angiotenzinski sustav vazan je regulator krvnog tlaka i homeostaze
elektrolita. Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin-converting enzyme,
ACE) Kkatalizira hidrolizu angiotenzina | u angiotenzin Il koji je snazan
vazokonstriktor. Enzim takoder inaktivira bradikinin koji je snazan vazodilatator.

Takoder je poznato da su plazmatski t-PA i PAI-1 djelomi¢no regulirani renin-
angiotenzinskim sustavom (RAS). Naime, angiotenzin Il pored toga $to uzrokuje
vazokonstrikciju i zadrzavanje soli i vode, takoder inhibira fibrinolizu (83).

Brojna istraZivanja su pokazala da angiotenzin Il nakon Sto se vezZe za
endotelne stanice promovira proizvodnju PAI-1, tako da viSsa ekpresija ACE
indirektno vodi do viSe razine PAI-1. ACE je peptidaza koju mogu stvarati aktiviranii
makrofazi (84). To je enzim koji posreduje u upali, participira u stimulaciji T stanica
putem antigenskih peptida i utje€e na propusnost krvno-mozdane barijere. Povecana

ekspresija ACE je uoCena u serumu (85) i cerebrospinalnom likvoru (86) MS
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bolesnika, a takoder blokiranjem tog enzima u EAE je opaZeno da dolazi do
suprimiranja bolesti, §to govori 0 mogucoj patogenetskoj ulozi ovog enzima u MS
(85).

ACE gen se nalazi unutar kromosomske regije 17923 koja je takoder jedna od
regija podloZznosti za MS prema rezultatima  asocijacijskih  studija.
Insercijsko/delecijski (I/D) polimorfizam odrazava se kao prisutnost () ili odsutnost
(D) 285-bp Alu ponavljaju¢eg sljeda unutar introna 16 i odreduje tri genotipa: DD, Il i
ID. Koncentracija ACE u serumu i tkivima varira ovisno o I/D polimorfizmu koji je
odgovoran za 14-50% interindividualne varijabilnosti aktivnosti enzima. Tako je
pokazano da je srednja vrijednost aktivnosti plazmatskog ACE u osoba s DD
genotipom dvaput viSsa od osoba s Il genotipom, dok ID osobe imaju intermedijarne
vrijednosti (87).

Do sada je objavljeno samo jedno istrazivanje o uticaju I/D polimorfizma ACE
gena na podloznost za MS u slovenskih i hrvatskih bolesnika, koje je pokazalo da DD

genotip doprinosi pove¢anom riziku za MS u muskaraca (88).
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2. CILJ RADA

S obzirom na dokazanu reduciranu fibrinolizu u MS Dbolesnika,
posljednjih se godina kao moguci riziCni Cimbenici istrazuju geni koji posredno ili
neposredno reguliraju taj proces. Stoga je osnovni cilj ovog rada istrazivanje
specificnih polimorfizama gena za tkivni plazminogen aktivator (TPA), inhibitor
plazminogen aktivatora-1 (PAI-1) i angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (ACE) u MS
bolesnika, te utvrdivanje njihovog pojedinachog i medusobnog utjecaja na
predispoziciju i kliniCku ekspresiju bolesti (dob nastupa, trajanje bolesti, stupanj
invaliditeta, te progresiju MS).
Takoder, tijekom istrazivanja dodatno e se dobiti podatci o ucCestalostima
ispitivanih polimorfizama u stanovniStvu Bosne i Hercegovine Sto ¢e doprinjeti
boljem poznavanju geneti¢ke strukture navedene populacije, te istrazivanju drugih

sloZenih poligenskih bolesti u ovoj regiji.

Specifini ciljevi istrazivanja su sljededi:

- analizirati frekvenciju TPA, PAI-1 i ACE alela i genotipova u skupini MS bolesnika,
podskupinama s PP i RR+SP tipovima bolesti, kao i u skupini kontrolnih ispitanika

- usporediti distribuciju TPA, PAI-1 i ACE alela i genotipova u skupinama MS
bolesnika i kontrolnih ispitanika ovisno o njihovom spolu

- utvrditi utjecaj razliCitih TPA, PAI-1 i ACE alela i/ili genotipova, kao i njihovo
zajednicko djelovanje, na predispoziciju za bolest u muskih i Zenskih bolesnika s PP i
RR+SP tipovima bolesti usporedbom s kontrolnim skupinama muskih i Zenskih

ispitanika
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- ispitati utjecaj razlicitih TPA, PAI-1 i ACE genotipova na dob javljanja bolesti u
muskih i Zzenskih bolesnika s PP i RR+SP tipovima bolesti

- ispitati utjecaj razli¢itih TPA, PAI-1 i ACE genotipova na trajanje bolesti u muskih i
Zzenskih bolesnika s PP i RR+SP tipovima bolesti

- ispitati utjecaj razli¢itih TPA, PAI-1 i ACE genotipova na skalu invaliditeta (EDSS) u
muskih i Zzenskih bolesnika s PP i RR+SP tipovima bolesti

- ispitati utjecaj razliCitih TPA, PAI-1 i ACE genotipova na indeks progresije bolesti
(PI) u muskih i Zenskih bolesnika s PP i RR+SP tipovima bolesti

- ispitati medusobno djelovanje TPA, PAI-1 i ACE genotipova na Klinicke

karakteristike bolesti kod muskih i Zenskih bolesnika s PP i RR+SP tipovima bolesti
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 170 MS bolesnika koji Zive na podru¢ju Bosne i
Hercegovine (BIH) i lijeCe se u KB Mostar i KUC Tuzla. Od toga je bilo 120 (70,6%)
Zena i 50 (29,4%) muskaraca, pa je odnos spolova iznosio 2,4 :1.

Svi bolesnici imali su dijagnozu MS prema McDonald-ovim kriterijima (30), te
su klini¢ki obradeni sukladno EDMUS (European Database for Multiple Sclerosis)
protokolu (89).

Za svakog bolesnika utvrdena je dob pocetka bolesti, poCetni simptomi/znaci,
klinicke karakteristike bolesti, kao i familijarna pojavnost bolesti. Stupnjevi invalidnosti
izrazeni su u prosirenoj ljestvici invaliditeta (engl. Expanded Disability Status Scale -
EDSS) prema Kurtzke-u (90). Duzina trajanja bolesti odredena je kao vrijeme od
prvog nastupa bolesti do zadnjeg klinickog pregleda, a indeks progresije (Pl)
izraCunat kao odnos EDSS i duzine trajanja bolesti. Klinicke karakteristike MS

bolesnika prikazane su u tablici 1.

Kontrolnu skupinu je €inilo 170 zdravih, dobrovoljnih davatelja krvi, stanovnika
BIH, koji u svojim obitelima nemaju neurodegenerativnih bolesti. Za svakog
bolesnika odreden je kontrolni ispitanik istog spola, dobi, mjesta rodenja i Zivljenja,

te etniCke pripadnosti.

Molekularno-geneticka analiza krvi napravljena je na Zavodu za biologiju i
medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.
Istrazivanjem je osigurano postivanje temeljnih eti¢kih i bioetiCkih principa u

skladu s Nurnber8kim kodeksom i najnovijom revizijiom HelsinSke deklaracije.
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Medicinski podaci i humani materijal prikuplien je u skladu s etiCkim i bioetiCkim
principima, pri ¢emu je osigurana privatnost ispitanika uklju¢enih u istrazivanje i
zastita tajnosti podataka. Svi su ispitanici bili upoznati sa svrhom i metodologijom
samog istrazivanja, te su dali pismeni pristanak. IstraZivanje su odobrila EtiCka

povjerenstva Medicinskog fakulteta u Rijeci, SKB Mostar i UKC Tuzla.

Tablica 1. Klinicke karakteristike MS bolesnika (N=170)

Ukupno Muskarci Zene p
(n=170) (n=50) (n=120)
Dob 39,419,4 38,148,7 40,0+9,6 0,224
Dob nastupa? 30,8+8,3 27,5+7,0 30,5+8,3 0,023
Tijek bolesti, n
(%)
primarno- 10 (5,9) 2 (4,0 8 (6,7)
progresivni (PP)
sekundarno- 31 (18,2) 11 (22,0) 20 (16,7)
progresivni (SP)
relapsno- 129 (75,9) 37 (74,0) 92 (76,6) 0,603
remitiraju¢i (RR)
Trajanje bolesti? 8,3+7,0 10,0+7,5 8,3+7,1 0,164
EDSS® 3,442,8 3,242,0 3,543,1 0,612
PI° 0,43+0,32 0,37+20,31 0,46+2+0,32

EDSS- skala invaliditeta (engl. expanded disability status scale)
Pl-indeks progresije

% srednja vrijednost (godine) + SD

® srednja vrijednost EDSS + SD

¢ srednja vrijednost Pl + SD
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3.2. Metode

3.2.1. Molekularno-geneti€ka analiza

3.2.1.1. Izolacija DNA

Ispitanicima je izvadeno po 5 ml periferne krvi, koja je do DNA izolacije
zamrznuta u epruvetama s antikoagulansom (EDTA) na —20°C. Za molekularno-
geneticku analizu izolirali smo genomsku DNA iz periferne krvi ispitanika pomocu
kitova za izolaciju (Macherey-Nagel), prema uputama proizvodaca. Izoliranu DNA
pohranili smo na -20°C na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog

fakulteta u Rijeci.

3.2.1.2. Genotipizacija

3.2.1.2.1. Analiza Alu I/D polimorfizma TPA gena

Polimorfizam Alu I/D u TPA genu utvrdili smo pomoéu metode lanCane
reakcije polimerazom (PCR)(91). Metoda se bazira na sintezi tj. umnozavanju
molekula DNA in vitro pomoc¢u specificne DNA polimeraze (enzim koji katalizira
sintezu DNA), a toliko je osjetljiva da sinteza moze zapocCeti od jedne molekule DNA.
DNA polimeraza koja se danas upotrebljava za PCR reakciju, termostabilna je
polimeraza izolirana iz termofilnih bakterija. Naj¢eSée je to Taq polimeraza, koja za
svoju aktivnost treba DNA slobodne nukleotide, magnezijeve jone i kratke odsjeCke

DNA zvane Kklice ili po€etnice (eng. primeri).
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Pocéetnice

zavrSnom dijelu

su kratki oligonukleotidni lanci komplementarni

poCetnom i

gena koji Zelimo umnoziti. PoCetnice koje smo koristili u nasem

istraZivanju prikazane su u tablici 2, a uvjeti PCR reakcije u tablici 3. Uzorke smo

analizirali u serijama od po 10-20 uzoraka, uz negativnu kontrolu.

Tablica 2. Sekvence pocetnica i temperatura njihovog spajanja (Ts)

Pocetnice Sekvence pocetnica Ts
TPA/F TCCGTAACAGGACAGCTCA 60,0
TPA/R ACCGTGGCTTCAGTCATGGA 60,0

PCR reakcija je prikazana na slici 2.

METODA LANCANE REAKCIJE POLIMERAZE - PCR

4 e a ) .KORAK.
Wmmwrljﬁm% DENATURACLIA
HMMMWM o9 C)

WWWWW
™ N2 o LL11~“~L‘
s R %’5& 2. KORAK - SPAJANJE
W‘rf‘" e PRIMERA (40-65°C )
‘n-*'T'I“TFI"T‘T"TTT'TT“‘[Tn*mrﬂT“'TTI"f"H T *
. = _‘m. TRV S
| '~ AT / " 3.KORAK-
”7; i ” (> ELONGACWIA (72°C)
Wl\ux‘\ui%

Slika 2. Prikaz metode lan¢ane reakcije polimerazom (PCR).
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Cine je tri stupnja (92):

DENATURACIJA (95°C) — denaturirana toplinom dvostruka uzvojnica DNA se
razdvaja na visokoj temperaturi na dvije jednolancane DNA (> 90°).

ANNEALING (40°-65°C) — vezanje pocCetnica za ciljnu sekvencu jednolancane
DNA. Pocetnice sluze kao pokretaCi serije sintetskih reakcija kataliziranih
termostabilnom Taq polimerazom, a imaju sekvence komplementarne krajevima
DNA ulomka koji se Zeli umnoziti. Taj proces se odvija na temperaturi 40°- 65°C
ovisno o temperaturi taljenja pojedinog para Klica.

ELONGACIJA (72°C) — temperatura se podize na 72°C i enzim Taq
polimeraza se koristi za udvostru¢avanje i produljivanje DNA ulomka.

Nakon PCR reakcije produkte smo provjerili elektroforezom u trajanju od 35-
45 minuta pri 80V. Po 8 pl PCR produkta i 2 pl boje BPB nanosili smo na 2%
agarozni gel u koji smo prethodno dodali 2,5 pl etidium bromida. PCR produkte
analizirali smo pod UV lampom na transluminatoru. Veli¢inu PCR produkta utvrdili

smo primjenom standardnog DNA markera.

Tablica 3. Program TPA, PCR — temperaturni ciklusi

Korak PCR
postupka Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1. 94°C 4 min 1
2. 94°C 1 min 0.5 sec
58°C 1 min 0.5 sec 32x
72°C 2 min 0.5 sec
3. 72°C 10 min 1
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3.2.1.2.2. Analiza 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena

Polimorfizam 4G/5G u promotorskoj regiji PAI-1 gena utvrdivali

SMo

pomocu kombinacije metode PCR-RFLP, uz specificne pocetnice i uvjete prema

navedenim procedurama (Tablice 4-7) (82). Uzorke smo analizirali u serijama od

10-40 uzoraka, uz negativnu kontrolu (bez DNA).

Tablica 4. Sekvenca pocetnica i temperatura njihovog spajanja (Ts )

Pocetnice Sekvenca pocetnica Ts
PAI-1/F 5°CAG AGA GAG AGT CTG GCC ACGT 60,0
3
PAI-1/R 5'CCA ACAGAG GACTCTTGG TCT 3° 60,0
Tablica 5. Reakcijska smjesa u kona¢nom volumenu od 15 pl

Koli¢ina (za 1 uzorak) Konac¢na koncentracija
10 x PCR pufer 1.5l 1 x PCR pufer
50 x mM MgCI 0.45 ul 1 mM
10 x mM dNTP 0.3 ul 0.05 mM
10 x primer PAI/F 0.375 ul 0.2 ul
10 x primer PAI/R 0.375 ul 0.2ul
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Tablica 6. Program-PAI , PCR-temperaturni ciklusi

Korak PCR
postupka Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1. 94°C 5 min 1
2. 94°C 1 min 0.5 sec
60°C 1 min 0.5 sec 30x
72°C 2 min 0.5 sec
3. 72°C 7 min 1

PCR produkte provjerili smo elektroforezom u trajanju 30 min pri 80 V.
Po 6ul PCR produkta i 2ul boje XC/BPB nanosili smo na 2 % agarozni gel u
koji smo prethodno dodali 2,5 ul etidium bromida. PCR produkte analizirali smo
pod UV Ilampom na transluminatoru. Velicinu PCR produkta utvrdili smo
primjenom standardnog DNA markera (od 100 bp).Ocekivana veli¢ina PCR
produkta bila je 99 bp za 5G i 98 bp za 4G fragment.

Nakon ove aplikacije napravili smo restrikciju PCR produkta. U preostali
9ul PCR produkta dodali smo: 2 pul pufera REact 2, 0.2 yl Enz.Bsi YI, 8.8 ul
bidestilirane vode. Restrikcijsku smjesu inkubirali smo tijekom 2,5 sata na 55 °C

u PCR aparatu prema programu R55 (Tablica 7).

Tablica 7. Program: R55, restrikcijski uvjeti

Korak Temperatura Vrijeme Br.ciklusa
1. 55°C 2:30 min. 1
2. 8 °C 0:00 min: 1
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Restrikcijske fragmente (8 ul produkta + 2 pl boje XC/BPB) provjeravali smo

elektroforezom (60 min pri 80V) na 4 % agaroznom gelu u koji smo prethodno

dodali 2,5 ul etidium bromida. Restrikcijske

fragmente

analizirali

uv

lampom. Veli€inu restrikcijskih fragmenata utvrdili smo primjenom standardnog

DNA markera (od 100 bp). Ovisno o migraciji restrikcijskih fragmenata na gelu

jasno su se razlikovali 4G /4G, 4G/5G i 5G/5G PAI-1 genotipovi (Tablica 8).

Tablica 8. Veli¢éina PCR produkta i veli€ina restrikcijskih fragmenata u

analizi polimorfizma 4G/5G u promotorskoj regiji PAI-1 gena
Genotip PCR produkt (bp) Restrikcijski fragmenti (bp)
4G4G 98
98,99
4G5G 98 77 22
5G5G 77 22

3.2.1.2.3. Analiza Alu I/D polimorfizma ACE gena

Polimorfizam Alu I/D u ACE genu utvrdili smo pomo¢u PCR metode (93-94).

PocCetnice koje smo koristili u nasem istrazivanju prikazane su u tablici 9, a uvijeti

PCR postupka u tablici 10.
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Tablica 9. Sekvenca pocetnica i temperatura njihovog spajanja (Ts)

Pocetnice Sekvenca pocetnih oligonukleotida Ts
ACE/F CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 60,0
ACE/R GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 60,0

Tablica 10. Program ACE, PCR — temperaturni ciklusi

Korak PCR postupka Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1. 94°C 5 min 1
2. 94°C 1 min 0.5 sec
60°C 1 min 0.5 sec 30x
72°C 2 min 0.5 sec
3. 72°C 10 min 1
Alu 1/D polimorfizam je rezultat prisutnosti ili odsutnosti ponavljanja Alu

sekvence u intronu 16 ACE gena. Umnozavanjem ili PCR reakcijom razlikuju se tri
moguca genotipa: DD genotip (vidljiv kao fragment veliCine 190 bp), Il genotip

(fragment od 490 bp) i ID genotip (dva fragmenta od 190bp i 490 bp) (93,94).
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3.3. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada podataka je provedena uz pomoc¢ racunalnih programa

Statistica 8.0 for Windows, Epi 6 i MedCalc. Usporedba ucestalosti razlicitih alela i
genotipova u grupi i podgrupama bolesnika s grupom zdravih ispitanika izvrSena je
pomocu X2 testa i Fisher egzaktnog testa. Omjer izgleda (engl. odds ratio-OR) i
pripadajuéi 95% raspon pouzdanosti (engl. confidence interval-Cl) izraCunati su kako
bi se procijenio u€inak razli¢itih alela/genotipova u podloznosti za MS.
Za izraCunavanje ocCekivane prevalencije homozigota i heterozigota za ispitivane
polimorfizme koristili smo Hardy-Weinbergovu jednadzbu: (p+q)2=p2+2pq+g2; gdje p
predstavlja frekvenciju alela divljeg tipa, a g frekvenciju mutiranog alela. Eventualna
odstupanja u distribucijama genotipova od onih oc€ekivanih prema Hardy-
Winbergovom zakonu ispitana su takoder x2 testom.

Korelacijskom analizom i analizom varijance ustanovljen je utjecaj razliitih
TPA, PAI-1 i ACE alela i/ili genotipova na klinicke karakteristike bolesti (dob nastupa,

trajanje, EDSS, PI). Statisticka znaCajnost razlika izrazena je na razini 0,05.

34



4. REZULTATI

4.1. Klini¢ke karakteristike bolesnika s obzirom na spol i tijek bolesti

Prije negoli smo pristupili analiziranju u€inka TPA, PAI-1 i ACE polimorfizama
na podloznost i ekspresiju MS, ispitali smo da li postoje razlike u Kklini¢kim
karakteristikama bolesnika s obzirom na spol i tijek bolesti. U tablici 11. prikazane su
vrijednosti kliniCkih parametara (dob nastupa bolesti, trajanje bolesti i EDSS) za sve
bolesnike ukupno, te u skupinama od 120 (70,6%) Zena i 50 (29,4%) muSkaraca,
uzimajuci u obzir i pojedine tipove bolesti (PP, SP, RR, kao i skupinu RR+SP).

Srednja vrijednost dobi nastupa bolesti u uzorku MS bolesnika iznosi 30,8
godina (SD 8,35). Bolest znacajno ranije (p=0,023) pocinje u muskaraca (27,5+7,0)
negoli Zena (30,5+8,3), Sto se posebice oCituje u skupinama bolesnika s RR
(p=0,001) i RR+SP (p=0,002) tipovima bolesti.

Srednja vrijedost EDSS u svih bolesnika je 3,39 (SD 2,80) bez znacajne
razlike izmedu muskaraca i zena, osim u SP tipa bolesnika gdje je znacajno visi
(p=0,031) u skupini zena (8,29+4,33) negoli muskaraca (5,14+2,01).

U MS bolesnika srednja vrijednost trajanja bolesti od poCetka do termina
zadnjeg pregleda iznosi 8,3 godine (SD 7,0). U skupinama s RR i RR+SP tipovima

bolesti njeno trajanje je zna¢ajno duze u muskaraca (p=0,004 i 0,047).
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Tablica 11. KliniCke karakteristike MS bolesnika ukupno i prema spolu i tijeku

bolesti

Ukupno MS Ukupno (n=170) | Muskarci (n=50) | Zene (n=120) p
Dob 39,449,4 38,1+8,7 40,0+9,6 0,224
Dob nastupa 30,848,3 27,5+7,0 30,548,3 0,023
bolesti
Trajanje bolesti 8,30+7,0 10,0+7,5 8,30+7,1 0,164
(godine)
EDSS 3,4+2,8 3,212,0 3,543,1 0,612
PPMS Ukupno (n=10) | Muskarci (n=2) Zene (n=8) p
Dob nastupa 34,548,1 34,0+4,2 34,6+9,0 0,929
boleti
Trajanje bolesti 8,2+4,7 9,0+1,4 8,045,3 0,805
(godine)
EDSS 5,1+1,8 4,7+3,2 5,2+1,7 0,750
SPMS Ukupno (n=31) | Muskarci (n=11) Zene (n=20) p
Dob nastupa 31,7+£7,8 30,648,1 32,2+7,8 0,592
bolesti
Trajanje bolesti 14,348,6 12,849,1 15,148,5 0,481
(godine)
EDSS 7,1+3,9 5,1+2,0 8,3+4,3 0.031
RRMS Ukupno (n=129) | Muskarci (n=37) | Zene (n=92) p
Dob nastupa 30,2+£8,5 26,516,4 31,748,7 0,001
bolesti
Trajanje bolesti 6,85,8 9,1+7,0 5,915,1 0,004
(godine)
EDSS 2,4+1.4 2,6+1,5 2,3+1,3 0,277
RR+SPMS Ukupno (n=160) | Muskarci (n=48) | Zene (n=112) p
Dob nastupa 30,5+8,3 27,5+7,0 31,8+8,5 0,002
bolesti
Trajanje 8,3+7,1 10,0+7,5 7,546,8 0,047
bolesti(godine)
EDSS 3,543,1 3,212,0 3,313,1 0,743
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4.2. Utjecaj polimorfizama gena ukljuéenih u fibrinolizu na podloznost za MS

S obzirom na utvrdene statistiCki znacajne razlike u kliniCkim karakteristikama
bolesnika u odnosu na spol i tijek bolesti, u daljnjim analizama se vodilo racuna da se
utjecaj polimorfizama gena uklju¢enih u fibrinolizu na MS ispituje i po tim

kategorijama.

4.2.1. Utjecaj Alu I/D polimorfizma TPA gena na podloznost za MS

Analizirane distribucije TPA I/D genotipova bile su podudarne s oc€ekivanim
vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi (bolesnici p=0,522, kontrola
p=0,977).

Tablice 12 i 13 prikazuju uc€estalost TPA genotipova (ll, ID, DD) i alela (I, D) u
ukupnom uzorku MS bolesnika, kao i u bolesnika s odredenim podtipovima bolesti, u
usporedbi s kontrolnim ispitanicima.

lako su kod bolesnika u€estalosti Il genotipa (31,8%) i | alela (53,5%) bile viSe
negoli u kontrolnih ispitanika (11=24,7%, 1=50,3%), razlike nisu bile statisti¢ki znaajne
(p=0,149 i 0,399). Takoder, nije uoCena statistiCki znacajna razlika u zastupljenosti
pojedinih TPA 1I/D genotipova i alela ni kada su odvojeno analizirane podskupine

bolesnika i usporedene s kontrolnim ispitanicima (p>0,05).
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Tablica 12. Frekvencija alela i genotipova TPA gena u MS bolesnika (N=170) i

kontrolnih ispitanika (N=170)

MS bolesnici % Kontrola p OR
Genotip | PP SPP RR® Total % (95% ClI)
(N=10) | (N=31) | (N=129) | (N=170) | (=170
I 3 9 42 1,42
42 (32,6) | 54 (31,8) 0,149
(30,0) (29,0) (24,7) (0,88-2,28)
ID 2 87 0,73
16 (51,6) | 56 (43,4) | 74 (43,5) 0,158
(20,0) (51,2) (0,48 - 1,12)
DD 5 6 41 1,03
31 (24,0) | 42 (24,7) 0,899
(50,0) (19,4) (24,1) (0,63 - 1,69)
Alel %
1,14
| 40,0 54,8 54,3 53,5 50,3 0,399
(0,84 — 1,54)
D 0,88
60,0 45,2 45,7 46,5 49,7 0,399
(0,65 -1,12)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti

®SpP - sekundarno progresivni tijek bolesti

°RR - relapsno-remitirajudi tijek bolesti
OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 13. Usporedba frekvencije alela i genotipova TPA gena u MS

bolesnika i kontrolnih ispitanika s obzirom na tijek bolesti

MS bolesnici %
Kontrola
I b
Genotip ppa RR+SP % 1 OR 2 OR?
(N=10) (N=170) | " ©@5%cl | P (95% CI)
(N=160)
Il 3 51 (31.9) 42 0.708 1,31 0,149 1,42
(30,0) (24,7) (0,32-5,28) (0,88-2,31)
ID 2 l72us0 | & 0,075 024 | 62 0.78
(20,0) (51,2) (0,05-1,16) (0,51-1,20)
DD 5 37 (23,1) 41 0,081 315 0,832 095
(50,0) (24,1) (0,87-11,41) (0,57-1,57)
Alel %
0,66 1,18
| 40,0 54,4 50,3 0,374 0,294
(0,26-1,65) (0,87-1,60)
D 1,52 0,85
60,0 45,6 49,7 0,374 0,293
(0,63-3,81) (0,63-1,15)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti
®RR+SP - relapsno-remitirajuci + sekundarno progresivni tijek bolesti
OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
! _ razlika izmedu PP i kontrole

? _ razlika izmedu (RR+SP) i kontrole

Isti trend viSe frekvencije Il genotipa i | alela je zamije¢en kada smo usporedili
bolesnike i kontrolne ispitanike u odnosu na spol, ali ni tada razlike nisu dosegle

razinu statistiCke znacajnosti (p>0,05) (tablice 14 i 15).
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Tablica 14. Frekvencija alela i genotipova TPA gena u muskih MS bolesnika (N=50) i

kontrolnih ispitanika (N=50)

Muskarci
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=50) % (N=50)
Il 1,12
19 (38,0) 17 (34,0) 0,677
(0,59-2,69)
ID 0,92
22 (44,0) 23 (46,0) 0,841
(0,42-2,03)
DD 0,88
9 (18,0) 10 (20,0) 0,799
(0,33-2,39)
Alel %
1,13
I 60,0 57,0 0,667
(0,64-1,99)
D 0,88
40,0 43,0 0,667
(0,50-1,55)

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 15. Frekvencija alela i genotipova TPA gena u MS bolesnica (N=120) i

kontrolnih ispitanica (N=120)

Zene
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=120) % (N=120)
1 1,56
35(29,2) 25 (20,8) 0,137
(0,87-2,83)
1D 0,67
52 (43,3) 64 (53,3) 0,122
(0,40-1,11)
1,09
DD 33 (27,5) 31 (25,9) 0,770
(0,61-1,93)
Alel %
1,14
| 50,9 47,5 0,465
(0,80-1,63)
D 0,88
49,1 52,5 0,465
(0,61-1,25)

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

4.2.2. Utjecaj 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena na podloznost za MS

Frekvencije PAI-1 genotipova i alela u tri podskupine bolesnika ovisno o tijeku
bolesti, zatim u svih bolesnika, te u zdravih ispitanika prikazane su u tablicama 16 i
17. Analiza je pokazala da su pojedini genotipovi i aleli podjednako zastupljeni medu

bolesnicima i kontrolnom skupinom (p>0,05).
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Takoder, analizirane distribucije PAI-1 genotipova bile su podudarne s

oCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi (bolesnici p= 0,424,

kontrola p=0,978).

Tablica 16. Frekvencija alela i genotipova PAI-1 gena u MS bolesnika (N=170) i

kontrolnih ispitanika (N=170)

MS bolesnici % (N) Kontrola p OR
Genotip | PP? SPP RR°® Total % (95% ClI)
(N=10) | (N=31) | (N=129) | (N=170) | =170
4G4G 3 8 13032 |41(241| 0,707 0,91
(0.0 (25 8) (25 9) (0.56-1.49)
4G5G 6 17 (54,8) | 74 (57,4) | 97 (57,1) 87 0,277 1.26
(60 0) (51 2) (0 83-1 94)
5G5G 1 6 (19,4) | 25 (19,4) | 32 (18,2) 39 0,351 0,78
(10.0) (22 9) (0.46-1 32)
Alel %
1,05
4G 60,0 53,2 51,9 52,6 51,5 0,759
(0,78-1,42)
5G 0,95
40,0 46,8 48,1 47,4 48,5 0,759
(0,71-1,29)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti
®SpP - sekundarno progresivni tijek bolesti
°RR - relapsno-remitirajudi tijek bolesti
OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 17. Usporedba frekvencije alela i genotipova PAI-1 gena u MS bolesnika i

kontrolnih ispitanika s obzirom na tijek bolesti

MS bolesnici %
Kontrola
I b
Genotip ppa | RR*SP % 1 OR 2 OR?
(N=10) N=170) | © | @%cy | P | (95%ci)
(N=160)
4GAG 38 1,23 0,89
3(30,0) 44 (25,9) | 0,774 0,654
(23,8) (0,30-4,95) (0,54-1,47)
AG5G 91 1,43 1,26
6 (60,0) 87 (51,2) | 0.589 0,299
(56,9) (0,39-5,25) (0,821-1,94)
5G5G 31 0,37 0,81
1 (10,0) 39 (22,9) | 0.369 0,429
(19,3) (0,05-3,04) (0,47-1,37)
Alel %
1,41 1,03
4G 60,0 52,2 51,5 0,460 0,854
(0,56-3,55) (0,76-1,40)
5G 0,71 0,97
40,0 47,8 48,5 0,460 0,854
(0,28-1,77) (0,72-1,32)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti
®RR+SP - relapsno-remitirajuci + sekundarno progresivni tijek bolesti
OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
! _ razlika izmedu PP i kontrole

? _ razlika izmedu (SP + RR) i kontrole

Nadalje smo ispitali postoji li razlika u u€estalosti pojedinih PAI-1 genotipova i
alela izmedu MS bolesnika i kontrolnih isopitanika s obzirom na spol, ali rezultati su
ukazali da ne postoje znacajne razlike u njihovoj distribuciji izmedu navedenih

skupina (p>0,05) (tablice 18 i 19).
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Tablica 18. Frekvencija alela i genotipova PAI-1 gena u muskih MS bolesnika (N=50)

i kontrolnih ispitanika (N=50)

Muskarci
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=50) % (N=50)
1,25
4G4G 13 (26,0) 11 (22,0) 0,640
(0,50-3,13)
1,09
4G5G 29 (58,0) 28 (56,0) 0,840
(0,49-2,40)
0,68
5G5G 8 (16,0) 11 (22,0) 0,446
(0,25-1,85)
Alel %
55,0 50,0 0,479 122
4G : ’ ’ (0,70-2,13)
0,81
5G 45,0 50,0 0,479
(0,47-1,43)

OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 19. Frekvencija alela i genotipova PAI-1 gena u MS bolesnica (N=120) i

kontrolnih ispitanica (N=120)

Zene
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=120) % (N=120)
0,80
4GAG 28 (23,3) 33(27,5) 0,459
(0,45-1,44)
1,35
4G5G 68 (56,7) 59 (49,2) 0,245
(0,81-2,25)
0,82
5G5G 24 (20,0) 28 (23,3) 0,531
(1,44-1,52)
Alel %
51,7 52,1 0,927 0.98
4G ! ’ ’ (0,69-1,41)
1,02
5G 48,3 47,9 0,927
(0,71-1,45)

OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

4.2.3. Utjecaj Alu I/D polimorfizma ACE gena na podloznost za MS

Distribucija ACE 1/D genotipova i alela u ukupnom uzorku MS bolesnika, kao i

kod pojedinih subtipova bolesti, nije se zna€ajno razlikovala od distribucije u zdravih

ispitanika (p>0,05) (tablice 20 i 21).
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Navedene distribucije ACE I/D genotipova bile su podudarne s ocCekivanim
vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi (bolesnici p=0,964, kontrola

p=0,885).

Tablica 20. Frekvencija alela i genotipova ACE gena u MS bolesnika (N=170) i

kontrolnih ispitanika (N=170)

MS bolesnici % (N) Kontrola p OR
Genotip | PP? SPP RR° Total % (95% ClI)
(N=10) | (N=31) | (N=129) | (N=170) (N=151)
1l 3(30) | 2(6,4) |32(24,8) |36(21,2) | 31(183) | 0,496 1,20
(0,71-2,06)
ID 2 (20,0) 22 60 (46,5) | 87 (51,2) | 89 (52,3) | 0,828 0,95
(71,0) (0,62-1,46)
DD 7(22,6) | 37 (28,7) | 47 (27,6) | 50 (29,4) | 0,719 0,92
5 (50,0) (0,57-1,47)
Alel %
40,0 41,9 48,1 46,8 44.4 0,538 1,10
| (0,81-1,49)
D 60,0 58,1 51,9 53,2 55,6 0,538 0,91
(0,67-1,23)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti
®SP - sekundarno progresivni tijek bolesti
°RR - relapsno-remitirajudi tijek bolesti

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 21. Usporedba frekvencije alela i genotipova ACE gena u MS bolesnika i

kontrolnih ispitanika s obzirom na tijek bolesti

MS bolesnici %
Kontrola
i b
Genotip ppa RR+SP % 1 OR 2 OR?
(N=10) (N=170) | " ©@s%cn | P (95% CI)
(N=160)
T 3(30 34 31 (18,3 1,92 1,21
(30) (18:3) | 363 0.492
(21,2) (0,47-7,85) (0,70-2,08)
ID 2 (20,0 82 89 (52,3 0,23 0,96
(20,0) (52.3) | 4066 0.841
(51,3) (0,05-1,10) (0,62-1,47)
DD 5 (50,0 44 50 (29,4 2,40 0,91
(50,0) (294) | 181 0701
(27,5) (0,67-8,66) (0,56-1,47)
Alel %
| 40,0 46.9 44.4 0.533 0,75 0,937 0,99
(0,29-1,87) (0,72-1,34)
D 60,0 53.1 55,6 0.533 1,34 0,937 1,01
(0,53-3,37) (0,74-1,38)

4PP - primarno progresivni tijek bolesti
®RR+SP - relapsno-remitirajuci + sekundarno progresivni tijek bolesti
OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
! _ razlika izmedu PP i kontrole

? _ razlika izmedu (SP + RR) i kontrole

Takoder, ACE I/D polimorfizam podjednako je zastuplijen u muskaraca i Zzena

obje ispitivane skupine (p>0,05) (tablice 22 i 23).

47




Tablica 22. Frekvencija alela i genotipova ACE gena u muskih MS bolesnika

(N=50) i kontrolnih ispitanika (N=50)

Muskarci
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=50) % (N=50)
I 11 (22,0) 7 (14,0) 1,73
0,301
(0,61-4,91)
ID 26 (52,0) 27 (54,0) 0,92
0,841
(0,42-2,02)
DD 13 (26,0) 16 (32,0) 0,75
0,747
(0,31-1,78)
Alel %
48,0 41,0 1,33
| 0,320
(0,76-2,32)
D 52,0 59,0 0,75
0,320
(0,43-1,32)

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 23. Frekvencija alela i genotipova ACE gena u MS bolesnica (N=120) i

kontrolnih ispitanica (N=120)

Zene
Genotip
MS bolesnici Kontrola
p OR
% (N=120) % (N=120)
I 25 (20,8) 24 (20,0) 1,05
0,838
(0,56-1,97)
ID 61 (50,8) 62 (51,7) 0,97
0,897
(0,58-1,60)
DD 34 (28,4) 34 (28,3) 1,00
1,000
(0,57-1,75)
Alel %
46,3 45,8 1,02
| 0,927
(0,71-1,46)
D 53,7 54,2 0,98
0,927
(0,69-1,41)

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

4.2.4. U€inak medudjelovanja gena uklju€enih u fibrinolizu na podloznost za MS

4.2.4.1. Medudjelovanje TPA i PAI-1 gena u podloznosti za MS

Interakciju TPA i PAI-1 gena u podloznosti za MS ispitali smo usporedujudi
kombinacije genotipova u skupini bolesnika/bolesnica i u kontrolnim skupinama

(tablice 24 i 25).
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Tablica 24. Interakcija TPA i PAI-1 gena u MS bolesnika (N=50) i kontrolnoj
skupini (N=50)

MS
TPA PAl-L | Dolesnici% | onirolate | OR | 95%cCl D
genotipovi | genotipovi (N=50) (N=50)

I 4G4AG 4 (8,0) 3(6,0) 1,36 0,29- 0,696
6,34

I 4G5G+5G5G | 15 (30,0) 14 (28,0) 1,10 0,46- 0,826
2,62

ID+DD 4G4AG 9 (18,0) 8 (16,0) 1,15 0,41- 0,790
3,28

ID+DD 4G5G+5G5G | 22 (44,0) 25 (50,0) 0,79 0,36- 0,548
1,73

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

50




Tablica 25. Interakcija TPA i PAI-1 gena u MS bolesnica (N=120) i kontrolnoj
skupini (N=120)

MS
TPA pal-L | bolesnice% |\ niro1a% | OR | 95%Cl P
genotipovi | genotipovi (N=120) (N=120)
I 4G4G 9 (7,5) 7 (5,8) 1,31 | 0,47-3,64 | 0,606

I 4G5G+5G5G | 26 (21,7) | 18(15,0) | 1,57 | 0,81-3,04 | 0,184

ID+DD 4G4G 19 (15,8) | 26(21,7) | 0,68 | 0,35-1,31 | 0,249

ID+DD | 4G5G+5G5G | 66 (55,0) | 69 (57,5) | 0,90 | 0,54-1,50 | 0,696

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u distribuciji kombinacija TPA i PAI-1

genotipova kod bolesnika/bolesnica i kontrolnih ispitanika (p>0,05).

4.2.4.2. Medudjelovanje ACE i PAI-1 gena u podloznosti za MS

Kombinacije ACE i PAI-1 genotipova usporedene su izmedu skupine
bolesnika/bolesnica i kontrolnih ispitanika, pri €emu nisu utvrdene statisticki znacajna

razlike u distribuciji niti za jednu postoje¢u kombinaciju (p>0,05) (tablice 26 i 27).
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Tablica 26. Interakcija ACE i PAI-1 gena u MS bolesnika i kontrole

MS
ACE pAl-L | Dolesnici% |y onirola%e | OR | 95%Cl D
genotipovi | genotipovi (N=50) (N=50)
DD 4G4AG 4 (8,0) 1(2,0) 4,27 0,46- 0,202
39,55

DD 4G5G+5G5G 9 (18,0) 15 (30,0) 0,51 0,20- 0,164

1,31

ID+I 4G4G 9(18,0) | 10(20,0) | 0,88 0,32- | 0,799
2,39

ID+Il | 4G5G+5G5G | 28 (56,0) | 24 (48,0) | 1,38 0,63- | 0,424
3,03

OR — engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 27. Interakcija ACE i PAI-1 gena u MS bolesnica i kontrole

MS
ACE pal-L | Polesnice | yonirola | OR | 95%cCH P
genotipovi | genotipovi (N=120) (N=120)
DD 4G4G 11 (9,2) | 12 (10,0) 0,91 0,38- 0,826
2,15
DD 4G5G+5G5G | 23 (19,1) | 22 (18,3) 1,06 0,55- 0,869
2,02
ID+I 4G4G 17 (14,2) | 21 (17,5) 0,78 0,39- 0,480
1,56
ID+I 4G5G+5G5G | 69 (57,5) | 65 (54,2) 1,15 0,69- 0,603
1,91

OR — engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

4.2.4.3. Medudjelovanje TPA, PAI-1i ACE gena u podloznosti za MS

Analizom medusobne interakcije TPA, PAI-1 i ACE polimorfizama nije
utvrdena statisticki znacCajna razlika u distribuciji kombinacija genotipova u skupini
MS bolesnika, kao i u skupini bolesnica, u odnosu na kontrolne ispitanike (p>0,05)
(tablice 28 i 29). Usporedeni su samo bolesnici koji su imali RR+SP tijek bolesti zbog

malog broja bolesnika s PP tijekom MS.
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Tablica 28. Interakcija TPA, PAI-1 i ACE gena u podloznosti za bolest kod SP+RR

MS bolesnika
TPA PAI-1 ACE MS Kontrola
I 4G4AG DD boleo/sn|0| % OR 95%Cl| D
0 (N=50)
(N=48)

- - - 16 (33,3) | 14 (28,0) 1,29 0,51- 0,567
3,04

- + - 7 (14,6) 8 (16,0) 0,89 0,29- 0,846
2,69

- + + 2(4,2) 0 (0,0) 5,43 0,25- 0,279

116,09

+ - - 10 (20,8) | 10 (20,0) 1,05 0,39- 0,918
2,81

+ + - 2(4,2) 2 (4,0) 1,04 0,14- 0,967
7,72

+ + + 2(4,2) 1(2,0) 2,13 0,18- 0,542
24,29

- - + 5(10,4) | 11 (22,0) 0,41 0,13- 0,128
1,29

+ - + 4 (8,3) 4 (8,0) 1,05 0,25- 0,953
444

OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 29. Interakcija TPA, PAI-1 i ACE gena u podloznosti za bolest kod SP+RR

MS bolesnica

TPA PAI-1 ACE MS Kontrola
I 4G4AG DD bole;nlce % OR 95%Cl| D
0 (N=120)
(N=112)

- - - 48 (42,9) | 52 (43,3) 0,98 0,58- 0,942
1,65

- + - 11 (9,8) 15 (12,5) 0,76 0,33 - 0,519
1,74

- + + 5(4,5) 10 (8,3) 0,51 0,17- 0,238
1,55

+ - - 18 (16,1) | 14 (11,7) 1,45 0,68- 0,333
3,07

+ + - 4 (3,6) 5 (4,2) 0,85 0,22- 0,815
3,26

+ + + 4 (3,6) 2(1,7) 2,18 0,39- 0,372
12,17

- - + 15 (13,4) | 18 (15,0) 0,88 0,42- 0,726
1,84

+ - + 7 (6,1) 4 (3,3) 1,93 0,55- 0,304
6,79

OR - engl. odds ratio - omjer izgleda

Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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4.3. Utjecaj polimorfizama gena ukljuéenih u fibrinolizu na klini€ku ekspresiju

MS

U rezultatima su prikazani utjecaji pojedinacnih polimorfizama gena koji su
uklju€eni u proces fibrinolize na ekspresiju bolesti, kao i njihovo medudjelovanje na
dob nastupa, trajanje bolesti, progresijski indeks (PI) i stupanj invaliditeta (EDSS). S
obzirom da se razli€iti subtipovi bolesti medusobno razlikuju analize su ucinjene kod
bolesnika s PP i RR+SP tijekom bolesti. Takoder, kako su kliniCke karakteristike
bolesti pokazale razliku u nekim parametrima ovisno o spolu, sve navedene analize

su provedene odvojeno u ispitanika muskog i Zenskog spola.

4.3.1. Utjecaj Alu I/D polimorfizma TPA gena na kliniéku ekspresiju MS

Kod bolesnika s PP tijekom koji imaju Il genotip bolest pocinje ranije

(32,0+8,5) u odnosu na bolesnike s ID+DD genotipom (35,6+8,3), ali razlika nije

statistiCki znacajna (p=0,553) (slika 3).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti
Genotip
N Dob nastupa bolesti (x+SD)
TPAIL | 3 32,000+8,5440
TPA
D00 | [ 35,571418,304
p=0,55329
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
50
45
.GE) 40
e)
o
o
2 35 ‘\
()
©
43
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5 30
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@ .
c
3
5 25
20 -
15

TPAID+DD TPAI

Slika 3. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov

TPA genotip.

Kod bolesnika s RR+SP tijekom usporedena je dob nastupa bolesti u
muskaraca i Zena ovisno o prisuthom TPA genotipu. U obje skupine nema znacajne
razlike u dobi nastupa izmedu osoba s Il genotipom u odnosu na osobe s ID+DD

genotipovima (slika 4).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene

Dob nastupa Dob nastupa
N bolesti (x+SD) N bolesti (x+SD)
TPAIl | 18 28,500+7,123 33 | 32,8181+9,761

TPA 30 | 26,7857+6,914 | 78 | 31,3712+8,001
ID+DD

p=0,92860
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

38

36 |
34t

2l |

30t — —

28 | /
C

26t

dob nastupa bolesti / godine

24 ¢

=0— muskarci

- Zene

22

TPA ID+DD TPA
TPAnonlli TPAII

Slika 4. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov

TPA genotip.

Duzina trajanja bolesti u bolesnika s PP tijekom bolesti je neSto visa kod
osoba Il genotipa u usporedbi s ID+DD genotipom, ali ne i statistiCki znacajno

(p=0,7486) (slika 5).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti
Genotip
N Trajanje bolesti (x+SD)
TPAIL 1 3 9,000+7,5498
TPA
ID+DD 7 7,8571+3,6710
p=0,74582
Vertikalna crta oznacava 0,95 ClI
18
16 e
14
12 e

10

trajanje bolesti
oo

TPAID+DD TPAII

Slika 5. Prosje¢no trajanje bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov t-PA

genotip.

U MS bolesnika s RR+SP tijekom bolesti TPA genotip ne utje€e na trajanje

bolesti ni u muskih ni u Zenskih bolesnika (p=0,890) (slika 6).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti
Genotip Muskarci Zene
Trajanje bolesti Trajanje bolesti
N (x£SD) N (x£SD)
TPAII 18 10,2222+7,009 33 6,727315,589
TPA 30 9,8000+7,932 78 7,8718+7,306
ID+DD
p=0,89034

Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

30

25

20

15

10

trajanje bolesti / godine

-10 —— muskarci
TPAID+DD TPAIl
~0- Zene

TPAnon Ili TPAII

Slika 6. Prosjecno trajanje bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov

TPA genotip.

Bolesnici s PP tijekom bolesti imaju nizi EDSS (3,8+1,3) ukoliko imaju Il genotip

od onih s ID+DD genotipom (5,7+1,8), ali razlika nije zna¢ajna (p=0,143) (slika 7).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti
Genotip
N EDSS (x+SD)
TPAI 3 3,8333+1,2583
+
TPAID+DD 7 5,7142+1,7995
p=0,14348
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
8
. -
6 S
5
()
)
@)
Lu —_—
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2
1

TPAID+DD TPAII

Slika 7. Stupanj invalidnosti (EDSS) u PP bolesnika s obzirom na njihov TPA genotip.

Vrijednosti EDSS se ne razlikuju u skupinama muskaraca i zena s obzirom na

njihov TPA genotip (p=0,500) (slika 8).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti
Genotip Muskarci Zene
EDSS (x£SD) EDSS (x+SD)
N N
TPA I 18 | 3,3889+2,272 | 33 | 3,0937+2,431
TPA 30 | 3,0167+1,7835 | 78 | 3,4221+3,380
ID+DD
p=0,49963
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl
50
4.5
4,0 =
35
[9))]
(%))
0
3,0
2,5
2,0 4
1,5

TPAID+DD

TPAnNnon Ili TPAII

TPAII

=— muskarci

=i - Zene

Slika 8. Stupanj invalidnosti (EDSS) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov TPA

genotip.

U bolesnika s PP tijekom bolesti usporeden je Pl ovisno o prisuthom TPA

genotipu, pri ¢emu je bio znacajno Vvisi (p=0,010) kod bolesnika s ID+DD genotipom

(0,70+0,16) u odnosu na Il genotip (0,25) (slika 9).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip
N Pl (x+SD)

TPAI 2 0,2500

TPA ID+DD 6 0,6967+0,1589

p=0,00929
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl

Pl

TPAID+DD TPAII

Slika 9. Progresijski indeks (PI) u PP bolesnika s obzirom na njihov TPA genotip.

U bolesnika s SP+RR tijekom bolesti Pl nije ovisio o TPA genotipu (p=0,751)

(slika 10).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
PI (x+SD) PI (x+SD)
N N
TPA I 12 | 0,3058+0,168 | 20 | 0,4290+0,297

TPA 23 | 0,3809+0,352 | 52 | 0,4585+0,346
ID+DD

p=0,75152
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

0,7

0,6

0,5

0,4

Pl

0,3

0,2

0,1

00 —— muskarci
TPAID+DD TPAII
=i - Zene

TPAnNnon Ili TPAII

Slika 10. Progresijski indeks (Pl) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov TPA

genotip.
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4.3.2. Utjecaj 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena na kliniéku ekspresiju MS

Kod bolesnika s PP tijekom i 4G5G+5G5G genotipom bolest pocinje deset
godina ranije (31,7+7,2) u odnosu na bolesnike s genotipom 4G4G (41,0+7,0), ali

razlika ipak nije statistiCki znacajna (p=0,095) (slika 11).

MS bolesnici s PP tijekom bolesti
Genotip Dob nastupa bolesti
N (xtSD)
464G 3 | 41,000+7,000
4G5G+5GSG | 7 | 31 7143+7,1580
p=0,09539
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
55
50 ——
g
£ 45
o
(@]
g 40
O —
o]
c:s
2 35
@
I
S .
2 30
©
25 -
20

PAI-1 4GAG PAI-1 4G5G+5G5G

Slika 11. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov

PAI-1 genotip.
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U bolesnika s RR+SP tijekom bolesti dob nastupa u muskaraca i u Zena je

ista, bez obzira na PAI-1 genotip (p=0,960) (slika 12).

MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
Dob nastupa Dob nastupa
N bolesti (x+SD) N bolesti (x+SD)
4G4G 13 27,4616,41 25 31,68+9,34
4G5G+5G5G | 35 27,45+7,27 86 31,84+8,36
p=0,95987
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl
38
36
o 34
=
3
S 32 o S
3 30
©
-Q —_—
S 28
=}
2
c 26
o)
<]
© 24
22
20

PAI-1 4G4G

PAI-1 4G5G+5G5G

PAI 4G4Ginon 4G4G

—— muskarci

= - Zene

Slika 12. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na

njihov PAI-1 genotip.

Trajanje bolesti u bolesnika s PP tijekom bolesti i genotipom 4G4G je Sest

godina krace u odnosu na trajanje bolesti u nosilaca 4G5G+5G5G genotipa, a razlika

u duzini trajanja je na granici statisticke znacajnosti (p=0,057) (slika 13).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti
Genotip
N Trajanje bolesti (x+SD)
4G4G 3 4,000+
p=,05660
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl

16
14
12

10

trajanje bolesti / godine
(o))

PAI-1 4G4G PAI-1 4G5G+5G5G

Slika 13. Prosje¢no trajanje bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov PAI-

1 genotip.

Kod MS bolesnika s RR+SP tijekom (muSkaraca i Zena) nije nadena
statistiCki znaCajna razlika u trajanju bolesti s obzirom na PAI-1 genotip (p=0,584)

(slika 14).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti
Genotip Muskarci Zene
Trajanje bolesti (x+SD) Trajanje bolesti (x+SD)
N N
4G4G 13 11,61+7,27 25 8,10+8,60
4G5G+5G5G | 35 9,34+7,63 86 7,3716,28
p=0,58361
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
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~0- Zene
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Slika 14. Prosjecno trajanje bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov

PAI-1 genotip.

U skupini MS bolesnika s PP tijekom, razlika u stupnju invalidnosti izmedu

nosilaca 4G4G i 4G5G+5G5G genotipova je minimalna (p=0,849) (slika 15).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip
N EDSS (xtSD)

4G4G 3 5,3333+2,5166

4G5G+5G5G 7 5,0714+1,6938

p=0,84921
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
9
8 e
7
6

EDSS

PAI-1 4G4G PAI-1 4G5G+5G5G

Slika 15. Stupanj invalidnosti (EDSS) u PP bolesnika s obzirom na njihov PAI-1

genotip.

Razlika u stupnju invaliditeta u bolesnika i bolesnica s RR+SP tijekovima
bolesti s obzirom na prisutni PAI-1 genotip nije statistiCki znacajna (p=0,247) (slika

16).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
EDSS (x+SD) EDSS (x+SD)
N N
4G4G 13 3,85+2,71 86 3.04+2,37

4G5G+5G5G | 35 2,90+1,58 25 3,40+3,31

p=0,24715
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl
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55
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~0- Zene

PAI 4G4Ginon 4G4G

Slika 16. Stupanj invalidnosti (EDSS) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov PAI-1

genotip.

Vrijednost Pl kod MS bolesnika s PP tijekom bolesti ne ovisi o PAI-1 genotipu

(p=0,392) (slika 17).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip

N PI (x+SD)

4G4G 1 08

4G5GH+5G5G | 4 0,5543+0,2492

p=0,39204
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl
1,6

1,4 B

1,2

1,0

0,8 g

Pl

0,6

04

0,2 -1

0,0
PAI-1 4GAG PAI-1 4G5G+5G5G

Slika 17. Progresijski indeks (PI) u PP bolesnika s obzirom na njihov PAI-1 genotip.

U MS bolesnika s RR+SP tijekom bolesti razlike u vrijednosti Pl s obzirom na

PAI-1 genotip nisu pokazale statistiCku znac¢ajnost (p=0,992) (slika 18).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
Pl (x+SD) PI (x£SD)
N N
4G4G 10 0,38+0,25 14 0,48+0,33
4G5G+5G5G | 25 0,34+0,32 58 0,44+0,33
p=0,99188
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl
0,8
0,7
0,6 —
0,5
---eo -
o e e LN
0,4
&\(
0,3 -
0,2 -
0,1 == muskarci
PAI-1 4G4G PAI-1 4G5G+5G5G
- - Zene

PAI 4G4Ginon 4G4G

Slika 18. Progresijski indeks (Pl) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov PAI-1

genotip.

4.3.3. Utjecaj I/D polimorfizma ACE gena na klini€ku ekspresiju MS

U MS bolesnika s PP tijekom bolesti i DD genotipom bolest pocinje kasnije

(37,7£12,3) u odnosu na one s genotipovima ID+ll (33,1+6,3), ali razlika nije

statisti¢ki znac¢ajna (p=0,449) (slika 19).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip

N Dob nastupa bolesti (x+SD)

bD 3 37,6666+12,3423

IDHE | 7 33,1429+6,3095

p=0,44937
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

55
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35

30

dob nastupa bolesti / godine

25

20

ACE DD ACE ID+II

Slika 19. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov

ACE genotip.

Pocletak bolesti ne ovisi o ACE genotipu kod bolesnika s RR+SP tijekom

bolesti u oba spola (slika 20).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
Dob nastupa bolesti Dob nastupa bolesti
N (x£SD) N (x£SD)

DD 11 | 27,27273+3,690282 | 30 | 32,03333+t7,792496

ID+II 35 27,51429 81 | 31,71605+8.856120

p=0,86661
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

38

36

34

30

28

26

dob nastupa bolesti / godine

24

22

20 —— muskarci
ACE DD ACE ID+II
~0- Zene

ACE DD i ACE non DD

Slika 20. Srednja dob nastupa bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na

njihov ACE genotip.

U bolesnika s PP tijekom bolesti i DD genotipom bolest je trajala krace
(6,048,7) u odnosu na one s ACE genotipom ID+Il (9,14+2,1), ali razlika nije statisticki

znacajna (p=0,361) (slika 21).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip
N Trajanje bolesti (xxSD)

bD 3 6,0000+8,6602

ID+I 7 9,1429+2,1157

p=0,36109
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 CI

16

14

12 T

10

trajanje bolesti / godine

ACE DD ACE ID+II

Slika 21. Prosjec¢no trajanje bolesti (godine) u PP bolesnika s obzirom na njihov ACE

genotip.

Trajanje bolesti u RR+SP bolesnika oba spola bilo je podjednako bez obzira

na PAI-1 genotip (p=0,313) (slika 22).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti
Genotip Muskarci Zene
Trajanje bolesti Trajanje bolesti
N (x£SD) N (x£SD)
DD 13 27,27+3,69 30 32,03+7,79
ID+II 35 27,51+7,76 81 31,72+8,86
p=0,31308

Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl
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trajanje bolesti / godine

N W b OO N 00 ©

—— muskarci

~0- Zene

ACE DD ACE ID+lI
ACE DD i ACE non DD

Slika 22. Prosjecno trajanje bolesti (godine) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov

ACE genotip.

EDSS u bolesnika s PP tijekom bolesti nije pokazao statistiCki znacajnu razliku

s obzirom na ACE genotip (p=0,210) (slika 23).
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Genotip

MS bolesnici s PP tijekom bolesti

N EDSS (x+SD)

DD

3 4,0000+1,0000

ID+II

7 5,6429+1,9303

p=0,20958
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

EDSS

Slika 23.

genotip.

ACE DD ACE ID+II

Stupanj invalidnosti (EDSS) u PP bolesnika s obzirom na

njihov ACE

EDSS u RR+SP bolesnika oba spola nije znac¢ajno razli€it izmedu osoba s DD

i ID+11 genotipovima (p=0,802) (slika 24).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene

EDSS (x+SD) EDSS (x+SD)

DD 13 7,77+8,64 30 7,37+7,79

ID+II 35 10,77+7,03 81 7,59+6,95

p=0,80226
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl
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3,0
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Slika 24. Stupanj invalidnosti (EDSS) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov ACE

genotip.

Svega jedan bolesnik s PP tijekom bolesti je imao DD genotip i njegov Pl je

bio nizi (0,25) negoli Pl u bolesnika s ID+Il genotipovima (0,63) (slika 25).
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MS bolesnici s PP tijekom bolesti

Genotip
N PI (xtSD)

DD 1 0,25

ID+I 7 0,6328+

p=0,15880
Vertikalna crta oznac¢ava 0,95 Cl

1,0

0,8 -

0,6

04

0,2
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0,0
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-0,6

ACE DD ACE ID+lI

Slika 25. Progresijski indeks (PI) u PP bolesnika s obzirom na njihov ACE genotip.

U RR+SP bolesnika muskog spola PI je viSi u skupini s ID+Il genotipovima
(0,38+0,32) negoli u osoba s DD genotipom (0,23+0,12), dok je u bolesnica Pl gotovo

jednak u obje genotipske skupine, ali razlike nisu znacajne (p=0,354) (slika 26).
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MS bolesnici s RR+SP tijekom bolesti

Genotip Muskarci Zene
PI (x+SD) PI (x+SD)
N N
DD 6 0,23+0,12 53 0,45+0,33

ID+II 29 0,38+0,32 19 0,45+0,34

p=0,35400
Vertikalna crta oznacava 0,95 Cl

0,7

0,6 ==

05

0,4

0,3

Pl

0,2

0,1

0,0
1 —— muskarci

-0,1 - - Zene

ACE DD ACE ID+II

Slika 26. Progresijski indeks (PI) u RR+SP bolesnika s obzirom na njihov ACE

genotip.

4.3.4. Uéinak medudjelovanja gena ukljuéenih u fibrinolizu na kliniéku ekspresiju

MS

Uc€inak medudjelovanja gena TPA, PAI-1 i ACE na klinicku ekspresiju bolesti

(dob nastupa i trajanje bolesti, PI, EDSS) ispitivali smo samo u bolesnika s RR+SP
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tipovima bolesti, jer je u uzorku bilo svega deset bolesnika s PP tijekom bolesti $to bi
dovelo u pitanje korektnost rezultata. Takoder su analize ucCinjene odvojeno kod
bolesnika i bolesnica, uzimajuci u obzir da se i proces fibrinolize razlikuje ovisno o

spolu.

4.3.4.1. Uéinak medudjelovanja TPA i PAI-1 gena na klini€ku ekspresiju MS

lako je u bolesnika muskog spola uo¢ena najniza dob pocCetka bolesti u onih s
TPA Il i PAI-1 4G4G kombinacijom genotipova, ucinak medudjelovanja navedenih
polimorfizama nije znacCajno utjecao na ovu KliniCku karakteristiku  (p=0,151).
Takoder, dob nastupa bolesti kod bolesnica ne ovisi o razli€itim kombinacijama

genotipova TPA i PAI-1 gena (p=0,763) (slika 27).
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TPA | PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N Dob nastupa | N Dob nastupa (x+SD)
(x+SD)
1l 4G4G 4 25,00+7,66 8 32,00+8,38
1 4G5G+5G5G 14 29,50+6,92 25 33,08+10,31
ID+D0 4G4G 9 28,5545,94 17 31,53+10,00
ID+DLO 4G5G+5G5G 21 25,94+7,33 61 31,32+7,46
p=0,15141
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl
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p=0,76267
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl
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B) MS bolesnice
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—— PAI-1 4G4G

~0- PAI-1 4G5G+5G5G

Slika 27. Uc€inak medudjelovanja TPA i PAI-1 polimorfizama na dob nastupa bolesti

(godine) kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

Niti trajanje bolesti nije ovisilo o razli¢itim kombinacijama TPA i PAI-1

genotipova u skupinama muskih i zenskih bolesnika (p=0,663 kod mus$karaca,

p=0,618 kod Zena) (slika 28).
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TPA | PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N Trajanje bolesti (xtSD) | N Trajanje bolesti (x+SD)
1l 4G4G 4 13,25+8,38 8 8,19+5,64
1] 4G5G+5G5G| 14 9,36+6,67 25 6,26+5.60
ID+Dl 4G4G 9 10,89+7,15 17 8,06+9,86
ID+DI[ 4G5G+5G5G| 21 9,33+8,37 61 7,82+6,52
p=0,66281
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p=0,61837
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl
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Slika 28. Ucinak medudjelovanja TPA i PAI-1 polimorfizama na trajanje bolesti (godine)

kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

U skupini muskih bolesnika EDSS je znacajno ovisio o interakciji TPA i PAI-1
polimorfizama (p=0,007), a najvisa vrijednost je uoena u osoba s kombinacijom
genotipova TPA Il i PAI-1 4G4G (6,0+3,6). U bolesnica nije bilo statistiCki znacajne
razlike u vrijednostima EDSS izmedu skupina s razli€itim kombinacijama genotipova

(p=0,437) (slika 29).
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TPA PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N EDSS (xtSD)| N EDSS (x+SD)
1l 4G4G 4 6,00+3,58 8 3,50+2,36
1 4G5G+5G5G| 14 2,64+1,04 25 2,98+2,48
ID+DD | 4G4G 9 2,89+1,69 17 2,85+2,42
ID+DD | 4G5G+5G5G| 21 3,07+1,86 61 3,58+3,60
p=0,00724

Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

EDSS
o

1 —— PAI-1 4G4G

TPAID+DD TPAI
~0- PAI-1 4G5G+5G5G
A) MS bolesnici
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p=0,43687
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl
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Slika 29. UcCinak medudjelovanja TPA i PAI-1 polimorfizama na stupanj invalidnosti

(EDSS) kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

U skupinama oba spola na vrijednost Pl nije utjecala razli¢ita kombinacija TPA
i PAI-1 genotipova (p=0,367 kod muskaraca, p=0,777 kod Zzena), premda su najviSe
vrijednosti u obje skupine zabiljezene kod ispitanika s kombinacijom TPA Il i PAI-1

4GAG (slika 30).
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TPA PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N PI (xtSD) N Pl (xtSD)
1l 4G4AG 3 0,45+0,13 0,49+0,24
1l 4G5G+5G5G| 9 0,26+0,16 15 0,41+0,32
ID+DD | 4G4G 7 0,35+0,29 9 0,47+0,39
ID+DD | 4G5G+5G5G| 16 0,39+0,38 43 0,45+0,34
p=0,36686
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p=0,77751
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Slika 30. UCinak medudjelovanja TPA i PAI-1 polimorfizama na progresijski indeks (PI)

kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

4.3.4.2. Uéinak medudjelovanja ACE i PAI-1 gena na klini€ku ekspresiju MS

U skupinama MS bolesnika i bolesnica dob nastupa bolesti nije znacajno

ovisio o razliitim kombinacijama ACE | PAI-1 genotipova (p=0,268 u muskaraca,

p=0,616 u Zena). Bolest je u obje skupine imala najkasniji poCetak u nosioca ACE

DD i PAI-1 4G4G genotpova (slika 31).
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ACE | PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N Dob nastupa (xtSD) | N Dob nastupa (x+SD)
DD 4G4AG 4 30,00+1,41 32,8918,34
DD 4G5G+5G5G 9 25,71+3,73 21 31,67+7,73
ID+Il | 4G4G 9 26,33+7,50 16 31,00+10,05
ID+II | 4G5G+5G5G 26 27,92+7,95 65 31,8948,61
p=0,26802
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p=0,61653
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Slika 31. UCinak medudjelovanja PAI-1 i ACE polimorfizama na dob nastupa bolesti

(godine) kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

Medudjelovanje PAI-1 i ACE genotipova pokazuje da je trajanje bolesti
najkrace (6,5 godina) u muskih bolesnika s ACE DD i PAI-1 4G4G+4G5G
genotipovima, ali u odnosu na druge kombinacije genotipova razlika nije statisticki
znacajna (p=0,694) (slika 32).

U bolesnica se pak trajanje bolesti statistiCki zna€ajno razlikuje (p=0,012) s
obzirom na interakciju PAI-1 i ACE polimorfizama. Tako u bolesnica koje imaju ACE
DD i PAI-1 4G4G genotip bolest traje 2 do 6 godina krace u odnosu na bolesnice s

ostalim kombinacijama ovih genotipova (slika 32).
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ACE | PAI-1 MS bolesnici MS bolesnice
N Trajanje bolesti (xxSD) | N Trajanje bolesti (x+SD)
DD 4G4G 4 10,50+10,40 9 4,00£3,23
DD 4G5G+5G5G 9 6,55+8,12 21 8,80+7,23
ID+IIl | 4G4G 9 12,11+6,15 16 10,40+9,86
ID+Il | 4G5G+5G5G 26 10,30+7,36 65 6,90+5,92
p=0,69362
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p=0,01242
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Slika 32. Ucinak medudijelovanja PAI-1 i ACE polimorfizama na trajanje bolesti (godine)

kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

U MS bolesnika i bolesnica nije nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika u visini

EDSS-a ovisno o prisutnoj kombinaciji ACE i PAI genotipova (p=0,987 za muskarce i

p=0,681 za zene) (slika 33).
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ACE

PAI-1

MS bolesnici

MS bolesnice

N

EDSS (x+SD)

N
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p=0,68129
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Slika 33. UCinak medudjelovanja PAI-1 i ACE polimorfizama na stupanj invalidnosti

(EDSS) kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

Takoder, niti Pl u bolesnika oba spola nije ovisio o kombinaciji ACE i PAI-1

genotipova (p= 0,901 u muskaraca, p=0,302 u zena) (slika 34).
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p=0,30207
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Slika 34. U¢inak medudijelovanja PAI-1 i ACE polimorfizama na progresijski indeks (PI)

kod MS bolesnika (A) i bolesnica (B).

4.3.4.3. Uéinak medudjelovanja TPA, PAI-1 i ACE gena na klini€ku ekspresiju MS

Medudjelovanje TPA, PAI-1 i ACE polimorfizama ne utjeCe znacajno na dob

nastupa bolesti niti u muskih (p=0,474) niti u Zenskih bolesnika (p=0,494).
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MS bolesnici

MS bolesnice

Genotip N Dob nastupa | N Dob nastupa (xt+SD)
(x+SD)
1-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD | 16 26,37+7,74 48 30,62+7,21
2-TPA ID+DD/PAI-1 4GAG/ACE ID+DD 7 28,4316,82 11 32,00+11,22
3-TPA ID+DD/PAI-1 4AGAG/ACE DD 2 29,00+1,41 5 31,20+9,04
4-TPA Il/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD 10 30,40+8,06 18 35,05+11,01
5-TPA II/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD 2 19,00+5,66 4 29,00+8,60
6-TPA 1I/PAI-1 4GAG/ACE DD 2 31,00 4 35,00+8,12
7-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 5 23,67+45,03 14 33,50+7,92
8-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 4 27,25+1,89 7 28,00+6,30
p=0,47432
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p=0,49403
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1-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD 5-TPA II/PAI-1 4GAG/ACE ID+DD
2-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD 6-TPA II/PAI-1 4G4G/ACE DD
3-TPA ID+DD/PAI-1 4GAG/ACE DD 7-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD
4-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD 8-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD

Slika 35. Medudjelovanje TPA, PAI-1 i ACE gena na dob nastupa bolesti u RR+SP

bolesnika (A) i bolesnica (B).

Najniza dob pocetka bolesti je zabiliezena u bolesnika (19 godina) i u
bolesnica (29 godina) koji su imali kombinaciju genotipova T-PA II/PAI-1 4G4G/ACE
ID +DD (slika 35).

U bolesnika najkrace trajanje bolesti (5,4 godine) je u skupini s TPA II/PAI-1
4G5G+5G5G/ACE DD kombinacijom genotipova, ali interakcija navedenih

polimorfizama nije zna€ajno utjecala na dob nastupa bolesti (p= 0,842) (slika 36).

99



U bolesnica je trajanje bolesti najkrate u skupini s TPA ID+DD/PAI-1

4G4G/ACE DD kombinacijom genotipova, $to je od 4 do 8 godina krace nego u

ostalim skupinama, ali bez statisticke zna€ajnosti (p=0,315) (slika 36).

MS bolesnici MS bolesnice
Genotip N Trajanje bolesti N Trajanje bolesti (x+SD)
(x£SD)
1-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD | 16 10,56+7,80 48 7,33+6,05
2-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD 7 11,00+6,63 11 10,18+11,24
3-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE DD 2 10,50+12,02 5 2,00+1,54
4-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD 10 9,90+7,00 18 6,19+5,83
5-TPA 1I/PAI-1 4G4AG/ACE ID+DD 2 16,0 4 9,85+7,55
6-TPA II/PAI-1 4GAG/ACE DD 2 10,50+13,43 4 6,50+3,11
7-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 5 5,40+9,84 14 10,00+7,89
8-TPA Il/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 4 8,00+6,48 7 6,4315,41
p=0,84222
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p=0,31555
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Slika 36. Medudjelovanje TPA, PAI-1 i ACE gena na trajanje bolesti u RR+SP

bolesnika (A) i bolesnica (B).

EDSS znacajno ovisi o razli€itim kombinacijama TPA, PAI-1 i ACE genotipova
u muskih bolesnika (p=0,0234), dok u bolesnica taj efekt nije uocen (p=0,876) (slika

37).
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MS bolesnici

MS bolesnice

Genotip N EDSS N EDSS
(x£SD) (x£SD)
1-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+D| 16 3,28+2,07 | 48 3,55+3,84
2-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD | 7 3,00+1,73 | 11 3,41+2,79
3-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE DD 2 2,50+2,12 5 1,50+0,87
4-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD | 10 2,85+1,08 | 18 3,30+2,77
5-TPA 1I/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD 2 8,00+2,12 4 3,22+2,25
6-TPA II/PAI-1 4GAG/ACE DD 2 4,00+4,24 | 4 3,62+2,78
7-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD| 5 2,40+0,65 | 14 3,68+2,60
8-TPA Il/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 4 2,12+0,85 7 2,14+1,38
p=0,02337
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p=0,87595
Vertikalna crta ozna¢ava 0,95 Cl

EDSS

O N B O RPN ®W A OO N ®

1 2 3 4 5 6 7 8

genotipovi

B) MS bolesnice

Slika 37. Medudjelovanje TPA, PAI-1 i ACE gena na stupanj invalidnosti (EDSS) u

RR+SP bolesnika (A) i bolesnica (B).

U skupinama oba spola interakcija TPA, PAI-1 i ACE polimorfizama nije

utjecala na vrijednosti Pl ni u muskaraca (p=0,931) ni u zena (p=0,976) (slika 38).
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MS bolesnici MS bolesnice
Genotip N PI N Pl
(x+SD) (x£SD)
1-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD| 16 | 0,41+0,39 | 34 0,45+0,34
2-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE ID+DD 6 0,38+0,31 | 7 0,47+0,42
3-TPA ID+DD/PAI-1 4G4G/ACE DD 1 0,21 1 0,75
4-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE ID+DD 6 0,27+0,17 | 10 0,43+0,27
5-TPA 1l/PAI-1 4G4AG/ACE ID+DD 2 0,49+0,13 2 0,36+0,26
6-TPA II/PAI-1 4GAG/ACE DD 1 0,35 3 0,57+0,23
7-TPA ID+DD/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 1 0,13 10 0,43£0,34
8-TPA II/PAI-14G5G+5G5G/ACE DD 3 0,23+0,15 | 5 0,37+0,43
p=0,93132
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p=0,97599
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Slika 38. Medudjelovanje TPA, PAI-1 i ACE gena na progresijski indeks (PI) u

RR+SP bolesnika (A) i bolesnica (B).
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5. RASPRAVA

Multipla skleroza je kroniéna, upalna bolest SZS karakterizirana upalnim,
demijelinizirajuéim promjenama, kao i primarnom ili sekundarnom aksonalnom
degeneracijom (95). Prevalencija MS je izmedu 2 i 200 oboljelih na 100000
stanovnika (18) i od nje u svijetu boluje vise od dva milijuna ljudi. S obzirom da
bolest poclinje izmedu puberteta i klimakterija i predstavlja naj¢eS¢i netraumatski
uzrok invaliditeta u mladih osoba, ne €udi veliko zanimanje za utvrdivanje uzro€nosti
bolesti. Medutim, unato€ viSegodiSnjim istrazivanjima uzrok MS do danas nije
razjasnjen.

Poput mnogih drugih autoimunih oboljenja MS spada u veliku grupu
multifaktorijalno uvjetovanih poremecaja, koji nastaju kompleksnom interakcijom
genetickih i okolisnih ¢imbenika.

Osnovne znacCajke ovog sloZzenog oboljenja su skromna nasljednost bez
klasiénog Mendelovog modela nasljedivanja i heterogenost same bolesti, Sto ukazuje
na Cinjenicu da je podloznost za MS determinirana promjenama velikog broja gena,
uz znacajnu ulogu gen/gen interakcija u njenoj patogenezi (95).

Studije blizanaca su pokazale visoku konkordantnost u monozigotnih (25-
30%) u odnosu na dizigotne blizance (5%), $to govori u prilog geneticke komponente
uzro¢nosti (96). S druge strane, ta ista konkordantnost od svega 30% kod
monozigotnih blizanaca, koji imaju isti genom, ukazuje da osim genetickih i Cimbenici
okoliSa imaju ulogu u razvoju bolesti.

Vide Cimbenika vanjske sredine se povezivalo uz oboljevanje od MS, od kojih

su naznacajnije virusne infekcije, izlaganje sunevom zraCenju, nacin prehrane,
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izloZenost razliCitim kemijskim spojevima, ali do danas nijedan nije sa sigurno$¢u
potvrden kao uzroCni okolisni faktor (95).

Otkrivanje gena podloznosti za kompleksnu bolest kao $to je MS predstavljalo
je veliki izazov za znanstvenike u zadnja dva desetlje¢a. lako smo joS daleko od
otkrica seta gena koji sudjeluju u etiopatogenizi MS odredeni uspjesi su ipak
postignuti, posebno u zadnje vrijeme razvojem genomskih studija udruzenosti (eng.
genom-wide-association studies-GWAS), koje se zasnivaju na tehnologiji
mikroCipova i objedinjuju prednosti dva eksperimentalna pristupa koja su do sada
dominirala: genomske probire vezanosti i studije mapiranja gena kandidata.Takve
studije su pokazale znaCajnu povezanost razvoja MS s glavnim sustavom tkivne
podudarnosti HLA, odgovornog za 30-60% genetiCke podloznosti za MS (97-99), ali i
da postoje drugi geni i lokusi smjesteni izvan HLA regije koji bi mogli odredivati
predispoziciju za MS (58-59). Tako su posljednje studije istakle vezanost MS s dva
gena koja kodiraju receptore za interleukin 2 (IL2RA) i interleukin 7 (IL7RA) (60), a
takoder i vitamin D kao znacajan okoli$ni ¢imbenik u direktnoj funkcionalnoj interakciji
s glavnom lokusom podloZznosti HLA-DRB1*1501 (61). Medutim, navedeni rezultati
jos trebaju biti potvrdeni u replikacijskim studijama u populacijama razliite etniCke
podloge s obzirom na geneticku i etioloSku heterogenost MS.

Posljednjih godina sve znacajnije mjesto medu ispitivanim €imbenicima rizika
za MS zauzimaju i promjene fibrinolitiCkog potencijala registrirane u MS bolesnika i
eksperimentalnin modela EAE miSeva. Naime, kod njih su na demijeliniziranim
aksonima uocCeni depoziti fibrinogena, koji se neucinkovito uklanjaju uslijed
reducirane fibrinolize (70-71).

Fibrinoliza je regulirana ravnotezom izmedu t-PA i njegovog inhibitora PAI-1. U

plazmi, t-PA je prisutan kao kompleks s PAI-1. Pretpostavlja se da ograni¢ena
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dostupnost t-PA u MS lezijama zbog formiranja t-PA/PAI-1 kompleksa smanjuje
sposobnost t-PA receptora da proizvode plazmin, $to dodatno umanijuje fibrinoliticki
kapacitet u aktivnim lezijama i mogucée dovodi do ostecenja aksona (74).

t-PA je Kklju¢ni fibrinoliticki enzim Cija je aktivhost znaajno povecana u
prisustvu fibrina (100-101). Prisutan je u visokoj koncentraciji u neuronima nakon
aktivacije, pa se smatra da ima ulogu u neuronalnom razvoju i sinaptiCkom
remodeliranju (102). U neurodegenerativnim oboljenjima, raskid veza izmedu
neuralnih stanica i izvanstanicnog matriksa djelovanjem plazmina predstavija
mehanizam nastanka neuralne staniéne smrti (103). U kroni¢nim upalnim
promjenama karakteristicnim za MS, prisutnost t-PA na demijeliniziranom aksonu s
nefosforiliranim neurofilamentima i fibrin(ogen)om ukazuje na njegovo sudjelovanije
pri oSte¢enju aksona (71). Druga pretpostavka je da je mozda u pitanju zastitni
mehanizam uklanjanja fibrinskih depozita koji pogorSavaju aksonalno osteéenje, kao
Sto je prikazano u modelu perifernog zivca (76), pri Cemu se promovira regeneracija
aktivacijom faktora rasta (104).

Dok se produkcija PAI-1 znac€ajno povecava tijekom razvoja lezije, t-PA uvijek
ima visoku razinu, $to ukazuje da frakcije t-PA moguce ostaju bez inhibicije i na taj
nacin on ostaje slobodan za degradaciju fibrina (71 ).

FibrinolitiCki potencijal u demijelinizirajuéim lezijama kod MS je izrazito
smanjen uslijed smanjenja t-PA i poveéanja PAI aktivnosti (71). Znacajna korelacija
izmedu t-PA, vremena razlaganja tromba, plazminogena i D-dimera u MS uzorcima
tkiva sugerira da fibrinoliza ovisi od plazmoliticke aktivnosti t-PA. U skladu sa
znacajnim porastom aktivnosti PAI-1, analize enzim-inhibitor kompleksa ukazuju da
PAI-1 inhibira t-PA aktivhost i naknadno fibrinoliticki potencijal u kroni€nim

neuroinflamatornim oboljenjima. IstraZivanja razlaganja tromba su pokazala gubitak
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funkcionalnog fibrinolitickog potencijala u demijelinizacijskim lezijama $to je znacCajka
svih inflamatornih patoloskih promjena s osteéenjem integriteta krvnih Zila u kojima
postoji disbalans u odnosu tPA:PAI-1 koji smanjuje udio aktivhog t-PA enzima (105).
Pretragom MRI mozga uoceni su fibrinski depoziti prije pojave klini¢kih znakova MS
(106) i imunohistokemijski, Sto predhodi cerebralnoj parenhimalnoj reakciji i
demijelinizaciji (107).

U eksperimentalnom modelu oStecenja perifernog Zivca, misevi deficijentni za
t-PA pokazuju pojaCanu aksonalnu degeneraciju i usporenu funkcionalnu
regeneraciju (76).

Fibrin je lokaliziran na ogoljenom aksonu u MS zajedno s t-PA i tu su
akumulirane fibrinske peptidaze velike molekularne tezine, produkti t-PA proteolize.
One mogucée predstavljaju paket rezidualne aktivnosti t-PA koje PAI inhibitorna
aktivnost nije detektirala na tim lokalitetetima. U kroni¢nim inflamatornim stanjima,
takva pojava se moze smatrati kao nastojanje da se smanje naslage fibrina na
demijeliniziranim aksonima i posreduje u aksonalnoj funkciji.

Zaklju¢no, smanjenje fibrinolitickog potencijala u MS nije rezultat smanjenja t-
PA, ve¢ stvaranja njegovog kompleksa s inhibitorima, najvjerovatnije PAI.

Ima nekoliko mehanizama koji mogu utjecati na balans proteaznih inhibitora i
reducirati fibrinolizu u inflamatornim MS lezijama. Porast serumskih albumina i niska
gustoéa lipoproteina (LDL), a i Sirok spektar proteaznih inhibitora kao $to su a2
makroglobulin i a1 antitripsin kroz oSte¢enu krvno-mozdanu barijeru direktno ometaju
fibrinolizu (108).

Suprotno tomu, PAI-1 je prezetiran u plazmi samo u tragu. Biosinteza PAI-1 je
stimulirana od proinflamatornih citokina IL-13 i TNF (109). Interakcija t-PA s fibrinom i

PAI-1 uzrokuje disocijaciju PAI-1 i formacije kompleksa koji makrofagi brzo“zarobe®.
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Manjak mijerljive PAI-1 aktivnosti i povecanje fragmenata niske molekularne tezine
potvrduje stav o nakupljanju t-PA-PAI-1 kompleksa i intracelularnu degradaciju PAI-
1. Dakle, ako tkivha razina t-PA ostaje nepromijenjena, a razina PAI-1 povec¢ana u
MS, kompleksna aktivnost mora biti balansirana produkcijom enzima i inhibitora od
lokalnih inflamatornih makrofaga.

Porastom dokaza o aksonalnom o$tecenju u ranim stadijima demijelinizacijske
upalne reakcije u MS govori u prilog mogucoj ulozi depozita fibrina i disbalansa u
odnosu t-PA-PAI-1 i u prividno normalnom tkivu koji bi stvorili situaciju u kojoj je
integritet aksona kompromitiran. Jasna ovisnost periferne ziv€ane regeneracije o
PAI-1 sustavu ima znadajne implikacije za neuroprotekciju u SZS i specijalno za
terapijski pristup u MS u smislu smanjenja fibrinskih depozita u najranijoj fazi
stvaranja lezija (71).

Takoder je poznato da su plazmatski t-PA i PAI-1 djelomi¢no regulirani RAS
sustavom. Naime, angiotenzin Il koji nastaje hidrolizom od angiotenzina | pomocu
ACE, nakon vezivanja za endotelne stanice promovira proizvodnju PAI-1 i na taj
nacin inhibira fibrinolizu (83-84). Osim posrednog ucinka na fibrinolizu ACE ima
ucinak i na upalni proces, participira u stimulaciji T stanica i utiCe na propusnost
krvno-mozdane barijere (84). PojaCana aktivhost ACE je dokazana u serumu (110) i
cerebrospinalnom likvoru (111,86) MS bolesnika. Nadalje, nedavno je otkriven ACE2
homolog koji razgraduje angiotenzin Il i smatra se drugim vaznim regulatorom u
RAS (112). Snizene razine ACE2, kao i angiotenzina Il, u cerebrospinalnom likvoru
potvrduju da je RAS izmjenjen intratekalno u MS bolesnika (111,113). Takoder,
Cinjenica da se bolest moze suprimirati u EAE blokiranjem ACE dodatno govori o

mogucoj patogenetskoj ulozi ovog enzima u MS (85).
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S obzirom na poremecenu funkciju fibrinolize u MS bolesnika, nedavno su se
poceli istraZivati geni koji reguliraju taj proces. Razlog za ispitivanje tih gena je i
Cinjenica da se lokalizacija PAI-1 (7q21.3-22) i ACE (17923) gena nalazi unutar
utvrdenih regija podloznosti za MS prema rezultatima asocijacijskih studija.

Do sada su provedena svega tri istrazivanja o ulozi navedenih polimorfizama u
MS bolesnika. Ispitivanjem 4G/5G polimorfizma u PAI-1 genu u finskoj populaciji je
utvrdena zdruzenost 5G5G genotipa (OR 2,34; p=0,037) i 5G alela (p=0,010) u
bolesnica, pri Cemu se pretpostavilo da smanjena proizvodnja proteaznih inhibitora
utjeCe na patogenezu MS u Zena (82). Istrazivanjem utjecaja TPA i PAI-1
polimorfizama u hrvatskih i slovenskih ispitanika pokazano je da kombinacija
genotipa TPA DD/PAI-1 4G4G ima grani¢nu znacajnost u reduciranom riziku za MS,
sugerirajuci gen-gen interakciju (83). U istom uzorku bolesnika rezultati su ukazali na
statistiCki zna€ajnu razliku u distribuciji ACE 1I/D alela (p<0,01) i genotipova (p<0,04)
u muskih pacijenata, Sto ujedno znaci da bi se DD genotip mogao smatrati riziCnim
¢imbenikom u MS kod muskih bolesnika (88). Navedene studije, medutim, nisu
ispitivale interakciju fibrinoliznog i RAS sustava i posljedi¢ni utjecaj na predispoziciju i
kliniCku ekspresiju MS.

Stoga je cilj naSe studije bio istrazivanje specificnih polimorfizama gena za
tkivni plazminogen aktivator (TPA), inhibitor plazminogen aktivatora-1 (PAI-1) i
angiotenzin-konvertiraju¢i enzim | (ACE) u MS bolesnika, te utvrdivanje njihovog
pojedinacnog i medusobnog utjecaja na predispoziciju i kliniCku ekspresiju bolesti.

Studija je zamiSljena kao replikacijska u odnosu na dosada$nja istrazivanja u
slovenskih i hrvatskih bolesnika. IstraZivanje u etniCki bliskoj populaciji Bosne i
Hercegovine, koja s navedenima dijeli isto slavensko podrijetlo, je od nesumnjivog

znacaja s obzirom na geneticku i etioloSku heterogenost MS.
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Bosna i Hercegovina je drzava u kojoj dominiraju tri etniCke skupine (BosSnjaci,
Srbi i Hrvati), koje se smatraju relativno homogenim uz respekt prema etnickoj i
jeziCkoj pripadnosti. Da bi se izbjegao dodatni utjecaj genetiCke izolacije uslijed
religijske segregacije, posebnu pozornost smo uputili na odabir kontrolnih ispitanika,
pri ¢emu smo za svakog bolesnika odabrali kontrolnog ispitanika iz iste etniCke
skupine. Takvo uskladivanje nam je omogucilo da prevazidemo remetilacki utjecaj
etniciteta, koji predstavlja veci problem u istrazivanju predispozicije negoli tijeka i
tezine bolesti.Takoder treba istaknuti da je tijjekom pomnog odabira kontrolne
skupine svaki bolesnik bio uskladen s kontrolnim ispitanikom, ne samo prema
etnickoj pripadnosti, vec i prema mjestu rodenja i Zivljenja, dobi i spolu.

Skupinu bolesnika Cinilo je 120 Zena i 50 muskaraca, $to znaci da je odnos
spolova 2,4:1 bio u korist Zzena. U svim dosadasnjim reprezentativhim
epidemioloskim studijama utvrdena je predominacija Zena. Naj¢eS¢i odnos
zene/muskarci u dosadasnjim studijama je 2:1, najvisi 5:1, a najnizi 1,04:1 (18,114-
115).

Pored vece predisponiranosti ka oboljevanju koja je opcenito uoCena u Zena,
poznato je da muskarci imaju kasniji nastup, ali i brzu progresiju bolesti (2). Takoder,
dokazano je da postoje razlike i u samom procesu fibrinolize medu spolovima, pri
¢emu su razine t-PA i PAI-1 determinirane od strane genetickih lokusa fibrinolitickog i
RAS sustava, koji razli¢ito djeluju ovisno o spolu (116).

Nadalje, dosadasnja saznanja ukazuju da postoje znacajne razlike u klini¢koj
ekspresiji izmedu pojedinih subtipova bolesti, posebice PP i RR+SP tijeka MS. U
nasem uzorku MS bolesnika RR+SP oblik je zastupljen s 94%, a PPMS s 6%. Podaci
o zastupljenosti KkliniCkih subtipova MS se u literaturi razlikuju i procentualna

vrijednost za PPMS se krece od 5% do 37% (najceSée 15%). PP oblik se CeSce javlja
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u muskaraca, i to u slu€ajevima kasnijeg poCetka bolesti i pojave motornih simptoma
kao pocetnog znaka bolesti (2).

Na temelju svega navedenog inicijalno smo bili zainteresirani da utvrdimo
postoje li razlike u kliniCkim karakteristikama bolesti ovisno o spolu i tijeku MS u
nasem uzorku bolesnika, pa smo ih analizirali prema spolnim skupinama i
pripadajué¢em tijeku bolesti (PP, SP, RR, te RR+SP) (tablica 11).

Prosje¢na dob bolesnika u naSem uzorku iznosila je 39,4 godina (SD 9.4), §to
je sukladno rezultatima dvije epidemioloske studije MS radene na teritoriji BiH (117-
118), ali nize vrijednosti u odnosu na studije u zapadnoeuropskim zemljama (2,119).
Takoder, epidemioloSka studija provedena u Istri 1981. godine biljezi znacajno visu
prosjeCnu dob bolesnika u odnosu na nasu studiju (46,8 godina), a manju
zastupljenost starijih bolesnika u nasem uzorku mozemo objasniti nizim Zivotnim
standardom i nizim stupnjem zdravstvene skrbi na podrucju BiH u zadnjih dvadeset
godina, a posebno u rathom i poslijeratnom periodu (120).

U ukupnom uzorku BiH bolesnika uo€ena je i znacajna razlika u dobi nastupa
bolesti (p=0,023), koja je za tri godine bila niza u muskaraca (27,5+7,0) negoli Zena
(30,548,3), Sto je suprotno rezultatima vecine svjetskih studija. NiZzu dob pocetka
bolesti kod muskaraca u odnosu na zene (29.4 / 32.6) pokazala je i studija u€injena u
Lyonu, Francuska (2), te znacajno vecu incidencijom oboljevanja kod Zena starijih
od Cetrdeset godina (p<0,01). Dob nastupa bolesti je,u na$Soj studiji, takoder bio
znacajno nizi kod muskih bolesnika u skupinama RR (p=0,012) i RR+SP (p=0,023),
dok su PP bolesnici imali kasniji poCetak bolesti (34 godine) i jednak u oba spola.

ProsjeCna duzina trajanja bolesti u naSem uzorku iznosila je 8,2 godine (SD

4,7). Znacajno krace trajanje bolesti (p=0,004) je opazeno u Zena (5,9+5,1) negoli u
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muskaraca (9,1+7,0) s RR tipom MS, dok u SP i PP bolesnika nije bilo razlike medu

spolovima.

Prosje€na duZina trajanja bolesti se u svjetskoj literaturi krece od 6,6 do viSe
od 25 godina (38). UoCeno je da duze trajanje bolesti imaju osobe koje Zive u
visokorazvijenim zemljama s boljom zdravstvenom skrbi (121-123), pa se vrijednost
prosje¢nog trajanja u naSem uzorku od svega 8 godina moze objasniti nedostatkom
takvih uvjeta u BiH.

Srednja vrijedost EDSS u ukupnom uzorku bolesnika iznosila je 3,4 (SD 2,8),
bez znacajne razlike medu spolovima. Znacajna razlika u skali invalidnosti (p=0,031)
opazena je samo kod SP bolesnika u kojih je EDSS bio viSi u zena (8,3+4,3) negoli
muskaraca (5,1+2,0).

Prema podacima dosadasnjih epidemioloskih studija potrebno vrijeme da
bolesnici dosegnu EDSS 4 iznosi 8 godina od pocetka bolesti i tada bolesnici imaju
u prosjeku 42 godine. Takoder, progresija bolesti je opéenito brza u muskaraca,
kojima je potrebno krace vrileme u odnosu na Zzene da dosegnu jednak EDSS (2).
Podaci o navedenim parametrima u naSem uzorku bolesnika se uklapaju u svjetske
prosjeke, osim nizeg EDSS-a u muskaraca koji je moguce posljedica relativno malog
uzorka bolesnika (2).

S obzirom na utvrdene znacajne razlike u pojedinim kliniCkim karakteristikama
ovisno o spolu i tijeku bolesti u naSem uzorku bolesnika, daljnje ispitivanje utjecaja
gena uklju¢enih u proces fibrinolize (TPA, PAI-1 i ACE) na podloznost i ekspresiju
MS je analizirano odvojeno u bolesnika i bolesnica, uzimajuéi u obzir i pojedine
subtipove bolesti.

Buduéi da proces fibrinolize ovisi o ravnoteZi dva kljuéna enzima, t-PA i

njegovog inhibitora PAI-1, od Alu I/D TPA i 4G/5G PAI-1 polimorfizama ovise razlike
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u koncentracijama t-PA i PAI-1 izmedu genotipova. UoCeno je da je razina t-PA
znacajno visa u osoba homozigotnih za | alel, dok one koje su homozigotne za 4G
alel imaju 25% viSu koncentraciju PAI-1 u plazmi od 5G5G homozigota.

Ispitivanje  Alu I/D TPA polimorfizma u naSim skupinama ispitanika nije
pokazalo njegov utjecaj na geneti¢ku podloZznost za MS. Naime, u€estalost TPA I/D
alela i genotipova izmedu bolesnika i zdravih ispitanika nije se znacajno razlikovala
(tablica 12), a distribucija alela i genotipova ne pokazuje znacajnu razliku ni s
obzirom na tijek bolesti niti na spol bolesnika (tablice 13-15). Medutim, uoceno je da
MS bolesnici imaju veéu ucestalost Il genotipa (31,8%) i | alela (53,5%) u odnosu na
kontrolne ispitanike (11=24,7%; 1=50,3%), kao i da je isti trend zamijeCen kod oba
spola (tablice 17-18). U PP bolesnika je zamije¢en suprotan trend, jer je kod njih
frekvencija | alela (40,0%) bila niza od one u kontrolnoj skupini (50,3%) (tablica 13).

Sto se tice 4G/5G PAI-1 polimorfizma niti on nije pokazao zna&ajan utjecaj na
predispoziciju za MS u naSem uzorku bolesnika. Distribucija PAI-1 genotipova i alela
je bila jednako rasporedena u skupinama bolesnika i kontrolnih ispitanika (tablica
16), kao i podskupinama formiranim prema spolu (tablice 18-19) i tijeku bolesti
(tablica 17). Ono $to je zanimljivo je da su PP bolesnici imali ve¢u ucestalost rizicnog
4G4G genotipa (30,0%) i 4G alela (60,0%) u odnosu na kontrolne ispitanike
(4G4G=25,9%; 4G=51,5%), ali razlike ipak nisu dosegle razinu statistiCke znacajnosti
(p>0,05).

Utjecaj TPA I/D i PAI-1 4G/5G polimorfizama na MS je do sada istrazivan
jedino u hrvatskih i slovenskih bolesnika (83). Rezultati naSe studije su pokazali da
se navedene vrijednosti TPA I/D i PAI-1 4G/5G genotipova i alela u bolesnika i
kontrolnih ispitanika sukladne onim u hrvatskim i slovenskim populacijama (83), sto

znaCi da smo u ovoj replikacijskoj studiji provedenoj na etnicki bliskoj populaciji
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potvrdili da pojedinaCni utjecaj ova dva polimorfizma znafajno ne doprinosi
predispoziciji za MS. Medutim, u hrvatskih i slovenskih bolesnika je uocen trend za
protektivni u€inak DD genotipa (OR 0,75, p=0,111), Sto nije potvrdeno u nasem
uzorku gdje je frekvencija tog genotipa bila ista u bolesnika i kontrolnih ispitanika
(24%).

Nadalje, nije pokazan niti trend za rizi¢ni u€inak 5G5G genotipa (OR=1,39,
p=0,109), posebice u bolesnica (OR=1,48, p=0,08), koji je zamijecen u hrvatskih i
slovenskih bolesnika. UCestalost 5G5G genotipa (30,7%) i 5G alela (55,8%) u finskih
ispitanika je takoder bila visa negoli u zdravih ispitanika (5G5G=19,8%, 5G=46,8%),
ali su znacajne razlike tek pokazane u bolesnica od MS u kojih se 5G5G genotip
(OR, 2,34; p=0,037) i 5G alel (p=0,010) pokazao znacajnim rizi¢nim faktorom za MS.
Frekvencija PAI-1 4G/5G alela i genotipova u nasih MS bolesnika je bila razli¢ita od
vrijednosti nadenih kod finskih bolesnika, dok u zdravih ispitanika nije bilo uoc¢enih
razlika u distribuciji (82).

Poznato je da postoje znacajne regionalne razlike u prevalenciji MS i stoga je
moguce da jedan gen ima utjecaja na predispoziciju u nasoj populaciji, a drugi u
udaljenim populacijama. S obzirom da se isti PAI-1 genotip pojavio kao mogucéi rizi¢ni
faktor u finskih, a i u hrvatskih i slovenskih bolesnika, govori o eventualnom
globalnom utjecaju PAI-1 gena, kao i procesa fibrinolize, na razvoj MS. Cinjenicu da
ista pojava nije uoCena i u bolesnika iz BiH, a pritom je dizajn studije, selekcija
bolesnika, definicija uzorka i kontrole, kao i analiza podataka bila ista kao i u
istrazivanju u hrvatskoj i slovenskoj populaciji, mogli bismo prije objasniti manjim
brojem ispitanika u nasem uzorku negoli populacijskom specificnosti glede ucinka

PAI-1 polimorfizma na razvoj bolesti.
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Utjecaj TPA I/D i PAI-1 4G/5G polimorfizama je do sada rijetko istraZivan u
MS, ali jeste u drugim oboljenjima upalne i/ili autoimune prirode u kojih su takoder
zamije¢ene promjene u procesu fibrinolize.

Tako je ispitivan ucinak PAI-1 4G/5G polimorfizma na komponente inzulin
rezistencije i adipoznosti, pri Cemu je utvrdena pozitivna korelacija izmedu 4G alela i
koncentracije PAI-1 u plazmi, koja je pak bila udruzena s povisenom inzulinskom
rezistencijom (p<0,002) i centralnom adipoznoscu (p<0,01) (124).

S obzirom na pretpostavku o reduciranoj fibrinolizi kod antifosfolipidnog
sindroma ispitivan je utjecaj navedenih polimorfizama na klinicke simptome bolesti,
ali je pokazano da oni nisu imali znaajnog ucinka na povecan rizik za arterijsku i
vensku trombozu, kao i poremecaje trudnocée u bolesnica s ovim sindromom (125).

U Svedskih bolesnika sa sréanim infarktom 4G alel se pokazao kao rizi¢ni
faktor kod zena (OR=1,4), ali ne i u muskaraca (126). Takoder, 4G4G genotip je bio
udruzen s povecanim rizikom za sr€ani infarkt kod kineskih bolesnika, a plazmatska
aktivnost PAI-1 se smanjivala s brojem 4G alela (127). U bolesnika s mozdanim
infarktom ucCestalost 5G5G genotipa je bila znacajno viSa negoli u kontrolnoj skupini
(p<0,001), a utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu triglicerida, razine glukoze u
krvi i PAI-1 aktivnosti u sve tri skupine (133). | drugi radovi su ukazali da PAI-1
polimorfizam predstavlja znacCajan rizini faktor za sréani udar, te da razina
triglicerida i glukoze u krvi imaju utjecaj na razinu PAI-1 aktivnosti (128-130).

PAI-1 4G/5G polimorfizam se pokazao znacajnim €imbenikom i u patogenezi
astme. Naime, razina PAI-1i IgE je bila zna€ajno viSa u americkih bolesnika s 4G4G
negoli s 5G5G genotipom (131), a 4G alel je bio uCestaliji i ku ¢eSkih bolesnika u
odnosu na zdrave ispitanike (p=0,015), pri ¢emu je utvrdena i zna€ajna povezanost

izmedu PAI-1 polimorfizma i IgE posredovanih oboljenja (p=0,003) (132). Takoder su
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i drugi autori utvrdili da 4G alel mozZe biti povezan s veéim rizikom za IgE
posredovanu astmu i druga alergijska oboljenja (133-135).

lako nije nadena razlika u uCestalost PAI-1 genotipova i alela u bolesnika s
dubokom venskom trombozom, ipak je znaCajno viSa razina PAI-1 u plazmi utvrdena
kod oboljelih s 4G4G genotipom u odnosu na ostale genotipove (136).

Konacno, TPA D alel je bio znacajno ucestaliji u bolesnika s agresivnim
generaliziranim periodontitisom (p=0,044) negoli u kontrolnih ispitanika, dok je
distribucija PAI-1 alela i genotipova bila ravhomjerna u obje skupine(137).

S obzirom da su neke studije MS pokazale da promjene u komponentama
RAS sustava mogu imati ulogu u razvoju bolesti, to je bio razlog za istrazivanje ACE
I/D polimorfizma u njenoj etiopatogenezi. Takoder, dodatni razlog predstavijala je i
¢injenica da ACE indirektno utje€e na proces fibrinolize tako $to visa ekpresija ACE
vodi do viSe razine PAI-1. Razina ACE u serumu ovisna je o I/D polimorfizmu u ACE
genu tako da je srednja vrijednost aktivhosti plazmatskog ACE najviSa u osoba s DD
genotipom, najniza u osoba s Il genotipom, dok ID osobe imaju intermedijarne
vrijednosti.

Istrazivanje povezanosti ACE I/D polimorfizma i MS ucinjeno je do sada samo
na uzorku slovenskih i hrvatskih bolesnika. Rezultati su ukazali na znacajnu razliku u
distribuciji D alela (p=0,01) i DD genotipova (p=0,02) u muskih bolesnika u odnosu
na kontrolne ispitanike (88). Ovaj rezultat se €inio posebno zanimljiv uzevsi u obzir
da muskarci imaju brzu progresiju bolest u odnosu na Zene, te da je opcenito utjecaj
ACE 1I/D polimorfizma izraZeniji kod muskaraca. Stoga smo u na$oj replikacijskoj
studiji ispitivali ACE I/D polimorfizam u uzorku BiH bolesnika, medutim nismo utvrdili
znaCajan ucinak navedenog polimorfizma u podloZznosti za MS. Naime, nije bilo

razlike u u€estalosti ACE I/D genotipova i alela u ukupnom uzorku bolesnika i kontroli
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(p>0,05) (tablica 20), kao i u prethodno provedenoj studiji u hrvatskoj i slovenskoj
populaciji. Takoder, frekvencije alela i genotipova u BiH bolesnika i kontrolnih
ispitanika su bile sukladne onima u hrvatskoj i slovenskoj populaciji (88), kao Sto se
ni uCestalosti u zdravih ispitanika nisu razlikovale od vrijednosti koje su nadene u
opc¢im populacijama BiH (138) i Hrvatske (139). Medutim, kad smo MS bolesnike i
zdrave ispitanike podjelili po spolu, za razliku od rezultata u hrvatskih i slovenskih
bolesnika (88), u naSem uzorku je distribucija ACE |/D genotipova i alela bila
ravnomjerno rasporedena u obje skupine (tablice 22-23). Razlog da nismo povrdili
utjecaj DD genotipa i D alela kao rizi€nih faktora u muskaraca bi se takoder mogao
objasniti manjim brojem analiziranih muskaraca u odnosu na prethodnu studiju, a ne
eventualnoj populacijskoj specificnosti koja postoji u BiH u svezi u€inka ACE 1I/D
polimorfizma na patogenezu bolesti.

Takoder u na$oj studiji nismo utvrdili zna€ajnu povezanost navedenog
polimorfizma i tijeka MS, premda je u PP bolesnika zabiljeZzena veéa ucestalost DD
genotipa (50,0%) i D alela (60,0%) u odnosu na kontrolne ispitanike (DD= 29,4%;
D=55,6%) (tablica 21).

S obzirom da ACE ima znacdajnu ulogu u razli€itim patofizioloSkim stanjima,
ACE /D polimorfizam je ispitivan kao rizi¢ni faktor u velikom broju bolesti s razli€itim
rezultatima.

Ispitivanje ACE 1/D polimorfizma kao moguéeg rizicnog faktora u
neurodegenerativnim bolestima, kao Sto je Alzheimerova bolest (AD) ima velikog
smisla s obzirom na ucinak ACE u degradaciji f-amiloida $to je glavni patoloski znak
kod AD i ¢injenicu da na razinu ACE aktivnosti utje€e prisutni genotip. Medutim, dok
je u nekim populacijama utvrdena povezanost Il genotipa s povecanim rizikom za AD

(140), u drugim se kao rizi€an faktor javio DD genotip (141). Ipak, kako je pokazano
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da upotreba ACE inhibitora moZe usporiti propadanje kognitivnih funkcija u AD to
ukazuje na potrebu za daljnjm istrazivanjem povezanosti ACE I/D polimorfizma i AD
(142).

Istrazivanja mogucih rizi¢nih faktora u etiologiji Parkinsonove bolesti (PD) nisu
pokazala povezanost ACE 1I/D polimorfizma u predispoziciji za PD, kao niti
povezanost istog s nezeljenim ucincima kroni¢ne terapije L-dopom (143-145).

Brojni razlozi ¢ine ACE kandidatom za ulogu u nastanku psihijatrijskih
poremecaja, ukljuCuju¢i njegovu ulogu u funkciji neurotransmitera, a posebno
dopamina. Dosadasnje studije ACE I/D polimorfizma u shizofrenih bolesnika dale su
opre¢ne rezultate. Naime, dok je u nekim populacijama D alel imao preotektivni
ucinak u razvoju bolesti, u drugim je pak | alel identificiran kao protektivni ¢imbenik,
Sto namece potrebu daljnjeg istrazivanja u populacijama razliCite etniCcke podloge
(146-148).

Takoder, ACE I/D polimorfizam je istrazivan i u svezi predispozicije za razliCite
autoimune bolesti. Tako je utvrdena vecéa ucestalost DD genotipa u bolesnika sa
sarkoidozom i njegova povezanost s autoimunim pojavama i granulomima, koje su
moguce uvjetovanje povisenim razinama ACE u serumu (149-152).

lako je u polovice bolesnika utvrdena povisena ACE aktivhost u serumu,
rijetka su istrazivanja utjecaja ACE I/D polimorfizma na oboljevanje od psorijaze i
psorijatiénog artritisa, heterogene kroni¢ne bolesti s autoimunom patofiziologijom
(153-156). ACE djeluje tako Sto inaktivira bradikinin, a preko njega izaziva promjene i
u kinin-kalikrein sustavu, pri ¢emu dolazi do povecane koncentracije kinina i sli¢nih
upalnih metabolita u koZi koji mogu doprinjeti upalnim kozZnim lezijama

karakteristicnim za psorijazu. Dosadas$niji rezultati su ukazali da je Il genotip bio ¢eS¢i
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u bolesnika s psorijazom (155), a i da je bio ucestaliji u oboljelih od psorijaticnog
artritisa s kasnim nastupom bolesti u odnosu na bolesnike s ranijim po¢etkom (153).

S obzirom da RAS sudjeluje u patogenezi akutnog i kroni€nog pankreatitisa i
da je ACE klju¢ni enzim u aktivaciji tog sustava (157), ispitana je povezanost ACE
aktivnosti u serumu, odnosno ACE I/D polimorfizma s oboljevanjem i ekspresijom
bolesti. Utvrdeno je da ACE 1I/D polimorfizam nema uticaja na rizik za oboljevanje od
akutnog pankreatitisa, niti na tijek bolesti i moguée komplikacije (158-160).

Takoder, nije pokazano da navedeni polimorfizam ima znacajnu ulogu u
patogenezi primarne bilijarne ciroze, autoimune bolesti jetre (161-164).

lako su posljednja istrazivanja ukazala na epistatske utjecaje navedenih
polimorfizama na razinu t-PA i PAI-1 u plazmi (165-167), do sada je njihovo
medudjelovanje bilo rijetko istrazivano kod humanih bolesti, pa tako i u MS. MS je
sloZzena i multifaktorijalna bolest u Cijoj patogenezi sudjeluje veliki broj molekula. To
znaci da utjecaj svakog pojedina¢nog genetickog faktora na podloznost za MS je
blag, ali moze biti znaajan u prisustvu drugih genetickih rizi€nih faktora. Ove gen-
gen interakcije mogu se javiti izmedu razliCitih gena ¢iji produkti su dio puteva koji u
konaénici dovode do MS.

Dok je ku hrvatskih i slovenskih bolesnika utvrdeno da osobe s TPA DD/ PAI-1
4G4G kombinacijom genotipova imaju znacajno maniji rizik za oboljevanje od MS
(p=0,04) (83), u naSem uzorku iz BiH taj rezultat nije potvrden. Takoder, nije utvrdeno
da bilo koja kombinacija triju polimorfizama znacajno utje€e na predispoziciju za MS
(tablice 24-29). Ipak, uzevsi u obzir manji broj ispitanika u nasoj studiji smatramo da
su potrebne daljnja istrazivanja na velikom uzorku bolesnika i u drugim populacijama
s razliitom etnickom podlogom radi razjasnjenja uloge navedenih polimorfizama u

etiopatogenezi MS.
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Osim na podloznost za MS, ispitali smo i utjecaj polimorfizama TPA, PAI-1 i
ACE gena, kao i njihovog medudjelovanja, na kliniCke parametre bolesti (dob
nastupa, trajanje bolesti, stupanj invaliditeta i progresijski indeks). Rezultati su u
vecoj mijeri bili sukladni onima u hrvatskih i slovenskih bolesnika, gdje nije pronaden
znaCajan pojedinacni ni medusobni ucinak na kliniCku ekspresiju bolesti (83,88).
Medutim, u nasih PP bolesnika opaZen je trend kasnijeg nastupa bolesti od 10
godina (p=0,095) (slika 11), kao i kraceg trajanja za 6 godina (p=0,057) (slika 12) kod
bolesnika s 4G4G genotipom u odnosu na ostale PAI-1 genotipove. Ipak je broj PP
bolesnika u nasem uzorku bio nedostatan za donoSenje vaznijih zakljuCaka glede
utjecaja navedenih polimorfizama na spomenute parametre bolesti, pa bi zabiljezene
trendove valjalo testirati na ve¢em broju bolesnika s PPMS zbog specifi¢nosti tog
progresivnog oblika bolesti.

S druge pak strane, kod RR+SP bolesnika uoceni su odredeni znacajni utjecaji
ispitivanih  polimorfizama na pojedine klinicke karakteristike bolesti. EDSS je
znacajno ovisio o interakciji TPA 1I/D i PAI-1 polimorfizma u muskih bolesnika
(p=0,007) (slika 29), u kojih su najviSu vrijednost imali oni s TPA Il i PAI-1 4G5G
genotipovima, a takoder se pokazao ovisnim o medudjelovanju sva tri polimorfizma,
premda s manjom znacajnos¢u (p=0,023) (slika 37), Sto govori da na vrijednost skale
invaliditeta u muskih bolesnika pretezno utje€u TPA i PAI-1 polimorfizmi. Kod
bolesnica je zamijeceno da je na trajanje bolesti zna¢ajno utjecala interakcija PAI-1 i
ACE 1/D polimorfizama (p=0,012) (slika 32), pri ¢emu su one s 4G4G i DD
genotipovima ispoljavale krace trajanje bolesti od 2-6 godina u odnosu na ostale
kombinacije genotipova.

S obzirom na klini¢ku sliku MS koja je izrazito varijabilna, navedeni rezultati

doista upucuju na Cinjenicu da bi se u razli€itih subtipova bolesti mogli razlikovati
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geni i lokusi ukljueni u pocetni nastup bolesti, odnosno oni koji su odgovorni za njen
daljnji razvoj i progresiju. Takoder se mozZe uocCiti da postoje i odredene spolne
razlike glede utjecaja pojedinih polimorfizama na neku od komponenti ekspresije
bolesti, Sto se moze objasniti ¢injenicom da se i sam proces fibrinolize razlikuje medu
spolovima (166). Naime, poznato je da razina estrogena u Zzena moze djelovati na
promjenu koncentracije PAI-1 i samim tim utjecati na fibrinolitiCki potencijal (82). Jer
pokazano je da osobe s niZzom razinom estrogena imaju nizi fibrinoliticki potencijal i
vise razine PAI-1 inhibitora (167). Ovaj odnos izmedu estrogena i fibrinolize je
povezan s kapacitetom estrogena da regulira RAS sistem (168-169-175). Dodatno,
terapija ACE inhibitorima uzrokuje povecano otpustanja bazalnog t-PA u Zena, ali ne
i u muskaraca (170).

NasSa studija ima odredena ograniCenja koja se moraju naglasiti. Kao prvo to je
relativno mali uzorak ispitanika koji onemoguc¢ava donosenje kvalitetnijin zakljucaka
o ucinku navedenih gena u predispoziciji i kliniCkoj ekspresiji bolesti. Naime, kako se
radi o izrazito heterogenoj bolesti vrlo je vazno Kklasificirati pojedine subkategorije
bolesnika uzimajuci u obzir tijek bolesti i spol, jer je vrlo vjerojatno da su razliiti
ucinci odredenih gena i lokusa znacajni u odredenim oblicima bolesti. S druge pak
strane, s obzirom da je MS poligenska bolest kod koje se ne ocCekuje da ¢e
pojedinacni utjecaj nekog gena biti veéi od OR 1,4 potrebno je veliki broj bolesnika

da bi se taj blagi utjecaj i utvrdio.

Nadalje, podaci o vrijednostima t-PA, PAI-1 i ACE u serumu bi svakako
obogatilo naSe istrazivanje jer bismo mogli korelirati genotipove s fenotipskim
obiljezjima u naSih bolesnika, ali nazalost nismo bili u moguc¢nosti te podatke i

pribaviti za sve ispitanike.
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Konacno, utvrdeno je kako je fibrinoliza vrlo kompleksan proces u kojemu
znacajnu ulogu imaju interakcije izmedu komponenti fibrinolitickog, RAS i bradikinin
sustava (166). Epistatsko djelovanje izmedu gena ova tri sustava utjeCe na
plazmatske razine t-PA i PAI-1 i samim tim na fibrinolitiCki kapacitet. S tim u svezi bilo
bi neophodno pratiti i okoliSnu pozadinu geneti¢kih utjecaja navedenih gena u smislu
gen-okolis interakcija, koje se takoder smatraju znacajnim Cimbenikom u reguliranju
fibrinolitiCckog potencijala (171). Od okolidnih &imbenika kao najznacajniji su se
pokazali ishrana, puSenje i konzumacija alkohola. Mi naZzalost nismo bili u
mogucnosti dobiti vjerodostojne podatke o tim rizi€nim faktorima kod nasih bolesnika
i kontrolnih ispitanika kako bi ih uklju€ili u geneti¢ku studiju i preciznije analizirali
utjecaj sloZzenog procesa kao $to je fibrinoliza na etiopatogenezu MS.

S druge pak strane ova studija ima niz prednosti. Ne samo da predstavlja prvo
geneticko istrazivanje MS u BiH, ve¢ donosi i znaCajne podatke o ucestalostima
ispitivanih  polimorfizama u stanovnistvu Bosne i Hercegovine $§to doprinosi
poznavanju genetiCke strukture navedene populacije, te istrazivanju drugih sloZenih
poligenskih bolesti u ovoj regiji. Takoder se odlikuje originalnom pretpostavkom glede
uloge gena uklju¢enih u proces fibrinolize kao moguénih rizicnih faktora u MS,
obuhvata pomni odabir kontrolnih ispitanika, te selekcionirane homogene
subkategorije bolesnika u odnosu na tipove bolesti i spol, dakle sve preduvjete koje

dovode do tocnijih procjena znacajnosti pojedinih gena u etiologiji ove bolesti.

Zaklju¢no, u nasoj studiji su se po prvi puta kao mogudi riziéni faktori u MS
analizirali pojedinacni i medusobni utjecaj specifiCnih polimorfizama u genima Kkoji
direktno (TPA i PAI-1) ili indirektno (ACE) reguliraju proces fibrinolize u MS
bolesnika. S obzirom na genetic¢ku i etioloSku heterogenost MS znacajno je $to je

istraZivanje provedeno u etniCki bliskoj populaciji s dosadasnjim studijama u
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slovenskih i hrvatskih bolesnika. Smatramo da je s obzirom na razli€ito etnicko
mjesSanje koje postoji u udaljenim kavkaskim populacijama prvo vazno naci potvrdu

rezultata u susjednim populacijama.

Nase istraZivanje nije pokazalo utjecaj polimorfizama TPA, PAI-1 i ACE gena,
niti njihovog medudjelovanja, na predispoziciju za MS u BiH bolesnika, dok su uo¢eni
odredeni trendovi u povezanosti pojedinih genotipova i njihovih kombinacija s
elementima ekspresije bolesti od kojih su neke dosegle razinu statisticke znacajnosti.
Razlog Sto nismo potvrdili rezultate istrazivanja provedenih u etniCki bliskim
populacijama Hrvatske i Slovenije nalazimo u nedostatnoj veli€ini uzorka u nasem
istrazivanju. S tim u svezi ¢e planirani nastavak istrazivanja biti temeljen na veéem
broju ispitanika, pri ¢emu ¢e se ispitivati i ostali geni fibrinolitickog, RAS i bradikinin
sustava koji direktno ili indirektno utje€u na znatno reduciran fibrinoliticki potencijal u
MS bolesnika. Takve planirane studije se svojim sveobuhvatnim i originalnom
pristupom uklapaju u aktualne trendove u istrazivanju MS, te zasigurno mogu

doprinijeti boljiem razumijevanju patogeneze MS, pomoéi u razjaSnjavanju
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6. ZAKLJUCCI

1. U MS bolesnika utvrdene su znacajne razlike u pojedinim kliniCkim
karakteristikama ovisno o spolu i tijeku bolesti, pri €¢emu je raniji poCetak uocen u
muskaraca u skupinama RR (p=0,012) i RR+SP (p=0,023), dok je krace trajanje
bolesti zabiljezeno u Zzena s RRMS (p=0,004), te visi EDSS u Zena sa SPMS
(p=0,031).

2. lako su MS bolesnici imali veéu uCestalost Il genotipa (31,8%) i | alela
(563,5%) u odnosu na kontrolne ispitanike (11=24,7%; 1=50,3%), pri ¢emu je isti trend
zamije¢en u oba spola, distribucija TPA I/D alela i genotipova ne pokazuje znacajnu
razliku s obzirom na tijek bolesti ili spol bolesnika (p>0,05), §to ukazuje da TPA 1I/D
polimorfizam nema utjecaja na podloZnost za MS u uzorku BiH bolesnika.

3. Distribucija PAI-1 4G/5G genotipova i alela je bila podjednako rasporedena
u skupinama bolesnika i kontrolnih ispitanika, kao i u podskupinama formiranim
prema spolu i tijeku bolesti (p>0,05), Sto govori da PAI-1 4G/5G polimorfizam nema
znacajan utjecaj na predispoziciju za MS.

4. ACE I/D polimorfizam takoder ne pridonosi podloznosti za MS, jer se
uCestalost genotipova i alela u ukupnom uzorku MS bolesnika nije znacajno
razlikovala od frekvencije u zdravih ispitanika, kao ni kad su ispitanici stratificirani
prema spolu ili subtipovima bolesti (p>0,05).

5. Bolesnici s PPMS imali su vecu ucestalost rizicnih PAI-1 4G4G genotipa
(30,0%) i 4G alela (60,0%) u odnosu na kontrolne ispitanike (4G4G=25,9%;
4G=51,5%), kao i vecu ucestalost ACE DD genotipa (50,0%) i D alela (60,0%) u
odnosu na kontrolu (DD= 29,4%; D=55,6%), ali razlike ipak nisu dosegle razinu

statistiCcke znac¢ajnosti (p>0,05).
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6. U PPMS opazeni su trendovi kasnijeg nastupa bolesti od 10 godina
(p=0,095), kao i kraceg trajanja za 6 godina (p=0,057) u bolesnika s 4G4G
genotipom u odnosu na ostale PAI-1 genotipove.

7. U RR+SP bolesnika EDSS je znacajno ovisio o interakciji TPA I/D i PAI-1
polimorfizma u muskih bolesnika (p=0,007), od kojih su najviSu vrijednost imali oni s
TPA 1l i PAI-1 4G5G genotipovima, a takoder se pokazao ovisnim o medudjelovanju
sva tri polimorfizma, premda s manjom znacajnoséu (p=0,023), Sto ukazuje da na
vrijednost skale invaliditeta u muskih bolesnika pretezno utjeCu TPA 1I/D i PAI-1
4G/5G polimorfizmi.

8. U RR+SP bolesnica je na trajanje bolesti znacajno utjecala interakcija PAI-1
4G/5G i ACE I/D polimorfizama (p=0,012), pri ¢emu su one s 4G4G i DD
genotipovima imale krace trajanje bolesti od 2-6 godina u odnosu na ostale
kombinacije genotipova.

9. Ravnomjerna distribucija genotipova i alela u MS bolesnika i kontrolnih
ispitanika ukazuje da ne postoji znacajan utjecaj polimorfizama TPA, PAI-1 i ACE
gena, niti njihovog medudijelovanja, na predispoziciju za MS u BiH bolesnika.

10. UocCeni trendovi u povezanosti pojedinih genotipova i njihovih kombinacija
s pojedinim kliniCkim karakteristikama, od kojih su neki dosegli razinu statistiCke
znacajnosti, govore o moguc¢em ucinku zajedni¢kog djelovanja TPA, PAI-1 i ACE

gena na klini¢ku ekspresiju bolesti u BiH.
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