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Predgovor

Povijest likvora i njegovo prvo pojavljivanje u literaturnim zapisima
datira iz doba starog Egipta izmedu 3000. i 2500. godina pr. Kr. Po vecini
autora, Cotugno je 1764. godine dao prvi pravi opis likvora, dok je Quincke
izveo prvu dijagnosticku lumbalnu punkciju 1891. godine, cime je utaban put
modernim dijagnostickim postupcima u likvoru.

Danas je analiza likvora jedna od veoma vaznih 1 neizostavnih
neuroloskih dijagnostickih metoda i stoga mi je osobno zadovoljstvo vidjeti kako
analiza likvora sve vise napreduje.

U ovoj knjizi zeljela sam prikazati aktualna znanja o analizi likvora s
osvrtom na neuroloSku bolest multiplu sklerozu. Knjiga je koncipirana prema
poglavijima u kojima su opisani tehnicki aspekti analize likvora, te su dati i
prikazi i rasprave nalaza likvora u Sirem klinickom kontekstu. U knjizi su takoder
opisani dijagnosticki kriteriji u multiploj sklerozi, no moram naglasiti kako
likvor nudi mnogo izravnije dokaze o ulozi imunologije u patobiokemijskim
procesima ove bolesti, te ocekujem da éemo jednog dana znati tocne molekularne
mehanizme multiple skleroze. Relativnha malobrojnost sastojaka u likvoru i
njihova niska koncentracija u odnosu na krv predstavljaju odredeni metodoloski
izazov. S druge pak strane upravo niska koncentracija odredenih tvari u likvoru
u odnosu nakrv cine likvor dostupnim za istrazivanje novih biomarkera.

Knjiga je prvenstveno namijenjena studentima biomedicinskih znanosti,
no iskreno se nadam da ée se naci i u rukama klinicara i analiticara kojima je
povjerena analiza ove dragocjene bioloske tekucine 0 kojoj ¢emo jos dosta toga
trebati nauciti, istraZiti, te primijeniti u klinickoj praksi.

Nadam se da ce korisnici knjige prosiriti svoja znanja kako u klinickom
radu tako i u saznanjima o analizi likvora u dijagnozi multiple skleroze.

Na kraju, od srca se zahvaljujem obitelji na bezrezervnoj podrsci,
strpljenju i ljubavi, jer bez njih ova knjiga ne bi danas bila u vasim rukama.

Takoder, veliko hvala recenzentima koji su svojim strucnim savjetima,
smjernicama i sugestijama pomogli da knjiga Likvorska dijagnostika u multiploj
sklerozi ima svoj doprinos u vasem buducem radu.

Marina Curlin



1. UVOD

1.1. Anatomija sredisnjeg ziv€anog sustava

Sredisnji Zivéani sustav (SZS) je najsloZeniji organ ljudskog tijela koji se
sastoji od mozga i kraljeznicke mozdine. Mozak je izuzetno sloZzen u svojim
razliitim anatomskim regijama te vrlo osjetljiv i na male ZariSne ozljede koje
mogu dovesti do potpunog ispada odredene funkcije kao Sto su govor, vid,
ravnoteZa i motorika. SZS je zastiden Gvrstim kostanim oklopom, vezivnim
ovojnicama (pia mater, arachnoidea mater, dura mater), likvorom i serijom
anatomskih i1 funkcionalnih barijera. Likvor (CSF, engl. cerebrospinal fluid)
pruza mehanicku zaStitu mekom mozdanom tkivu i sluzi o¢uvanju njegove
homeostaze. Specijalizirane stanice koje tvore sustav krvno-mozdane barijere
(KMB) i krvno-likvorske barijere (KLB) odvajaju SZS od periferije.

1.2. Koroidni pleksus

Postoje cetiri mozdane komore od kojih su prva i druga smjeStene
lateralno, treca razdvaja medumozak, a Cetvrta je Supljina izmedu malog
mozga i mozdanog debla koji povezuje mali mozak s kraljeznickom mozdinom.
Unutar svake mozdane komore nalazi se koroidni pleksus (lat. plexus
choroideus) (Slika 1-1). Koroidni pleksus je splet krvnih Zila koji je prekriven
tankim slojem epitelnih stanica. Koroidni pleksusi smjesteni u lateralnim
komorama te u krovu trece i Cetvrte mozdane komore, procesima Sekrecije i
filtracije stvaraju 70 % likvora.

Lucenje tekucine iz koroidnog pleksusa ovisi o aktivnom prijenosu
natrijevih iona kroz epitelne stanice koje oblazu vanjsku povrsinu pleksusa.
Natrijevi ioni za sobom vuku veliku koli¢inu kloridnih iona jer pozitivni naboj
natrijevih iona privla¢i negativni naboj kloridnih iona, $to povecava koli¢inu
osmotski aktivnog natrijevog klorida u likvoru. Zbog stvorenog osmotskog
gradijenta izmedu krvi 1 likvora, dolazi do pasivnog ulaska vode u likvorske
prostore. Osim §to koroidno epitelne stanice proizvode likvor, one su ujedno 1
krvno-likvorska barijera.
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Slika 1-1. Prikaz koroidnog pleksusa prilagodeno prema Liddelow SA. Development of the choroid
plexus and blood-CSF barrier. Front Neurosci 2015; (9); DOI:10.3389/fnins.2015.00032

1.3. Krvno-mozdana i krvno-likvorska barijera

Barijere reguliraju ravnotezu izmedu razli¢itih odjeljaka SZS-a.
Sastavljene su od niza regulatornih povr$ina izmedu krvi iz cirkulacije i tkiva
SZS-a i/ili likvora. Sastav likvora nadziru procesi koji omoguéuju izmjenu tvari
izmedu mozga, krvi i likvora, a najvazniju ulogu u tome imaju krvno- mozdana
(KMB) i krvno-likvorska barijera (KLB) (Slika 2-1). KMB i KLB su veoma
propusne za vodu, ugljikov dioksid, kisik i vecinu tvari topljivih u lipidima.
Slabo su propusne za elektrolite poput natrija, kalija i klorida, a gotovo posve
nepropusne za plazmatske proteine i veéinu velikih organskih molekula
netopljivih u mastima. KMB ¢ine endotelne stanice mozdanih kapilara koje su
jedna s drugom usko povezane ¢vrstim spojistima, pa medu njima nema mnogo
pukotinastih pora kao u veéini ostalih kapilara u tijelu. Cvrsta spojista (engl. tight
junctions) medu endotelnim stanicama podrzavaju zavrsne nozice (engl. end feet)
astrocita. 1z ovakve strukture endotelnih stanica mozdanih kapilara proizlazi i
njihova osnovna funkcionalna karakteristika koja podrazumijeva izrazito nizak
unutarstani¢ni prolaz makromolekula, stani¢nih elemenata, ali i1 razlicitih
patogenih Klica.
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Slika 1-2. Prikaz KMB-a i KLB-a; prilagodeno prema Bhaskar S, Tian F, Stoeger T, Kreyling W, Fuente
J, Grazu V et al. Multifunctional Nanocarriers for diagnostics, drug delivery and targeted treatment
across blood-brain barrier: perspective on tracking and neuroimaging. Particle and Fibre Toxicology.
2010; 7(1):3, i prema: Verheggen ICM, de Jong JJA, van Boxtel MPJ, Postma AA, Verhey FRJ, Jansen
JFA et.al. Permeability of the windows of the brain: feasibility of dynamic contrast-enhanced MRI of the
circumventricular organs. Fluids Barriers CNS. 2020;17(1):66. DOI: 10.1186/s12987-020-00228-x.

KMB ¢ini évrsta veza Koja spaja rubove endotelnih stanica mozdanih kapilara bez fenestracija i s vrlo
malim brojem citoplazmatskih vezikula. Endotelne stanice ojacane su pericitima i bazalnom membranom.
Zavr$ne nozice astrocita pokrivaju abluminalnu povrsinu bazalne membrane i samim tim podrzavaju
Svrstu vezu medu endotelnim stanicama. Osnovu KLB-a ¢ini ¢vrsti spoj koji spaja apikalne dijelove
epitelnih stanica koroidnog spleta. Koroidni splet ima fenestrirane kapilare. S obzirom da tvari iz krvi
prolaze kroz fenestrirane endotelne stanice kapilara u koroidnom spletu, KLB u epitelu koroidnog spleta
ima vaznu ulogu u kontroli ulaska tvari iz krvi u likvor. Za razliku od mozdanih kapilara, endotelne stanice
kapilara koroidnog spleta su povezane slabijim vezama. KMB - krvno-mozdana barijera; KLB - krvno-
likvorska barijera.



Na odredenim mjestima nabori meke mozdane opne pia mater stre u
mozdane komore i tvore koroidne spletove. Vezivno tkivo pia mater prekriveno
je jednoslojnim kubi¢nim epitelom, podrijetlom iz ependimskih stanica koje
oblazu povr$inu mozdanih komora. Svojim apikalnim dijelom koroidne stanice
su spojene ¢vrstim spojevima i time ¢ine morfolosku osnovu KLB-a. Cvrsti spoj
koji spaja rubove endotelnih stanica dubokih mozdanih Kkapilara i apikalna
podrucja koroidnog epitela ¢ine morfolosku osnovu KMB-a odnosno KLB-a.
Upravo ove dvije barijere imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u mozgu.

Ako je doslo do poremecaja barijera, smanjena je filtracijska selektivnost
zbog cega raste koncentracija ukupnih proteina u likvoru. Albuminski kvocijent
(koncentracija albumina u likvoru/koncentracija alboumina u serumu) je mjera
oc¢uvanosti krvno-likvorske barijere. Na temelju alouminskog kvocijenta moze se
izracunati koli¢ina imunoglobulina (lg, eng. immunoglobulin) koja se sintetizira
intratekalno.

1.4. Likvor

Likvor je bistra bezbojna teku¢ina koja ispunjava mozdane komore,
sredi$nji kanal kraljeZnicke mozdine, te prostore izmedu pia mater i arachnoidea
mater (subarahnoidni prostor). Vise od dvije tre¢ine likvora nastaje lu¢enjem iz
koroidnog pleksusa u ¢etvrtim komorama (uglavnom dvjema lateralnim), dok
ostatak likvora potjece od izvanstani¢ne tekuc¢ine mozga koja difuzijom ulazi u
likvorske prostore kroz ependim, pija-glijalnu membranu na povrSini mozga i
kroz perivaskularne prostore. Kroz tri otvora cetvrte mozdane komore veéina
likvora dospijeva u veliku cisternu (cisterna magna), koja je povezana sa
subarahnoidnim prostorom koji okruzuje cijeli mozak i kraljezni¢ku mozdinu.
Najveci dio likvora se apsorbira preko arahnoidnih resica, koje tvore arahnoidne
granulacije, u venske sinuse ovojnice dura mater.

Likvor je bistra, bezbojna tekucina koja se neprekidno stvara i
reapsorbira pa se cjelokupni volumen likvora izmijeni 3-4 puta tijekom 24 sata.
Ukupni volumen likvora u odraslih osoba iznosi izmedu 140 1 150 mL. U
mozdanim komorama se nalazi oko 30-40 mL, 30 mL oko kraljeznicke mozdine
te 70-80 mL u subarahnoidnom prostoru oko mozga. Likvor i mozakimaju
priblizno istu gusto¢u, pa se smatra da mozak jednostavno lebdi u



tekucini. Najvaznija zadaca likvora je da stiti mozak od krutog prostora. Osim
mehanicke zastite koju pruza mekom mozdanom tkivu, likvor ima vaznu ulogu i
u raznoSenju razli¢itih bioloskih aktivnih spojeva koji imaju zada¢u kemijskih
glasnika. Svojstva likvora su sljedeca: osmotski tlak je priblizno jednak onomu
plazmi, koncentracija natrijevih iona takoder je priblizno jednaka onoj u plazmi,
koncentracija klorida je oko 15 % veca nego u plazmi, kalija oko 40 % manja, a
glukoze oko 30 % manja. Koncentracije nekih vaznih sastojaka u likvoru nisu
iste kao u izvanstani¢noj tekuéini drugdje u tijelu. Mnoge velike molekule tesko
prelaze iz krvi u likvor ili u medustani¢nu teku¢inu mozga zbog KMB i KLB.
Izmedu likvora i izvanstani¢ne tekuc¢ine mozdanog tkiva nema barijera pa tvari
slobodno difundiraju izmedu tih odjeljaka. Zbog toga likvor moze posluziti kao
,»ogledalo* S7ZS-a.

Upravo je odrzavanje stabilnog kemijskog sastava likvora i izvanstani¢ne
tekucine mozga od najveéeg znadaja za funkcioniranje SZS-a. Sustavi KMB-a i
KLB-a u tome imaju znac¢ajnu ulogu jer nadziru i ogranic¢avaju ulazak razliitih
tvari iz krvi u SZS, ali i obratno.

Likvorska dijagnostika se pocela razvijati nakon Sto je Quincke 1891.
godine uveo lumbalnu punkciju koja se i danas izvodi. Normalni likvor je gotovo
acelularna tekuc¢ina koju ¢ini uglavnom voda (99 %), ali takoder sadrzi puno soli
i malu koli¢inu proteina. Po svom kemijskom sastavu sli¢an je serumu, ali se
koncentracije pojedinih tvari uvelike razlikuju, kao sto su koncentracije proteina
i ostalih makromolekula. lako su koncentracije ukupnih proteina u likvoru vrlo
niske u odnosu na serum (od 200-300 puta nize), $to je posljedica oteZanog
prolaza makromolekula iz krvi kroz zdravu KMB i KLB, procjenjuje se da je 80
% proteina u likvoru krvnog podrijetla, a 20 % ih se dodatno stvara unutar SZS-
a Sto predstavlja intratekalnu sintezu. Oko 1-2 % proteina u likvoru ¢ine tzv.
nervno-specifi¢ni proteini. Ulazak plazmatskih proteina u likvoru kroz sustav
barijera ovisi o veli¢ini proteina, odnosno o hidrodinamskom volumenu
makromolekula, gdje u veéini slucajeva hidrodinamski radijus korelira s
molekulskom masom proteina. Stoga kroz zdravu barijeru moze pro¢i oko 1 od
200 molekula albumina, odnosno 1 od 3000 molekula imunoglobulina IgM. U
pocetku, likvorska dijagnostika je bila ograni¢ena na morfoloske pretrage i
ispitivanje proteina, no danas se znatno prosirila i nezaobilazna je u dijagnostici
i pradenju bolesti SZS-a. Nagli razvoj osjetljivih i specifi¢nih analitickih
postupaka prosirio je paletu razli¢itih pretraga koje se mogu odrediti u likvoru,
medutim pri interpretaciji nalaza uvijek treba uzeti u obzir da je rije¢ o vrlo
dinami¢nom sustavu ¢iji se sadrzaj moze mijenjati iz sata u sat. Lumbalna
punkcija nije bezazlen dijagnosticki postupak te moraju postojati ¢vrste klinicke
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indikacije za njezinu primjenu. Upostavljanju dijagnoze, likvorska dijagnostika
ponekad ima kljuénu ulogu te je nikakve slikovne tehnike kao Sto su
kompjuterska tomografija (CT, engl. computed tomography) i magnetna
rezonancija (MR, engl. magnetic resonance imaging) ne mogu zamijeniti.
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2. MULTIPLA SKLEROZA

2.1. Spolna i dobna distribucija, genetska
predispozicija i okolisSni Cimbenici

Multipla skleroza (MS, engl. multiple sclerosis) je definirana kao
kroniéna, autoimuna, upalna, demijelinizacijska i degenerativna bolest SZS-a. U
prvoj fazi bolesti prevladava demijelinizacijska upala, a u kasnijoj fazi se javlja
neurodegeneracija postupnim ireverzibilnim ostec¢enjem.

Demijelinizacijska upala se ocituje oSteéenjem mijelinske ovojnice
zivéanog Vlakna, samog aksona, oligodendrocita koji stvaraju mijelinsku
ovojnicu. U 70 % bolesnika javlja se u dobi od dvadesete do ¢etrdesete godine
ivota i predstavlja vodeéi uzrok onesposobljenosti kod mladih ljudi. Zene
obolijevaju ¢eS¢e od muskaraca te se smatra da zene imaju raniji pocetak bolesti,
nizu prevalenciju primarno progresivnog tijeka bolesti i sporiju progresiju
invaliditeta od muskaraca. lako jo§ uvijek nema sigurnih i opéeprihvaéenih
epidemioloskih podataka prevalencije MS-a u svijetu, prevalencija bolesti je u
porastu, a uzrok tomu mogu biti i ¢imbenici vezani za nove dijagnosticke kriterije
koji omoguéavaju ranije postavljanje dijagnoze. Epidemioloska istrazivanja u
MS-u ukazuju da bolest nastaje medudjelovanjem genskih i okolisnih
¢imbenika. Kod genskih ¢imbenika vazna je povezanost MS-a s HLA klase 11
genima na 6. kromosomu osobito za DR2 (HLA DRB1*1501 i DQB*0602), a
pokazan je i utjecaj HLA klase | gena na rizik za MS (HLA-A*0301). Vaznost
HLA sustava sastoji se u ¢injenici da klasa | HLA alela (A, B, C) prezentiraju
antigene za CD8+ tip T-limfocita, a klasa Il HLA alela (DP, DM, DOA, DQ i
DR) za CD4+ tip T-limfocita. Obje vrste limfocita, CD8+ i CD4+, ukljuceni su
u patogenezu MS-a. Bez obzira na intenzivna istrazivanja, gen odgovoran za
nastanak MS-a jos uvijek nije utvrden i najvjerojatnije se radi o poligenskom
nasljedivanju. Rizik za razvoj MS-a ako oba roditelja boluju dosta je visok i
iznosi oko 20%, za razliku od samo 2% u slucajevima kad je bolestan samo jedan
roditelj. Medutim, MS se ne moze protumaciti samo genskom sklonosc¢u, ve¢
znacajnu ulogu imaju i ¢imbenici okoline. Okoli$ni ¢imbenici koji se dovode u
vezu s MS-om su: Epstein-Barrov Virus (EBV), izlozenost UV zracenju, vitamin
D, pusenje, debljina te povecani unos natrija. Infekcija je jedna od mogucih
okolisnih ¢imbenika koja doprinosi razvoju MS-a, te izlaganje sto vecem broju
infekcija



u djetinjstvu djeluje zastitno na razvoj MS u odrasloj dobi. Mogu¢i uzrok je
neurotropni virus koji uzrokuje demijelinizacijska oste¢enja. Najbolje istrazena
je infekcija EBV-om osobito ako je prvi kontakt s virusom nastupio u ranoj
adolescenciji 1 ako se razvila klinicka slika infektivne mononukleoze. Veci
postotak bolesnika s MS-om seropozitivan je na EBV, te je seronegativan EBV
povezan sa smanjenim rizikom od MS-a. Od ostalih infektivnih ¢imbenika
istrazen je humani herpes virus 6 (HHV6), Herpes Simplex 112 (HSV tip 1 i tip
2), Varicella zoster, citomegalovirus (CMV), Chlamydia pneumoniae, ali ni
jedan od ovih ispitivanih virusa nije se pokazao uzro¢nikom MS-a. Osim
infekcije, od ostalih okolis$nih ¢imbenika ispitan je i u¢inak vitamina D na rizik
za razvoj MS-a. Epidemioloska istrazivanja jasno su pokazala da je incidencija
MS-a puno visa u sjevernim zemljama. Stoga visoka koncentracija vitamina D u
serumu povezana je s nizim rizikom od razvoja MS-a. Nedavno je objavljeno da
nedovoljna koncentracija vitamina D userumu za vrijeme trudnoce moze
povecati rizik za razvoj MS-a u potomstvu. Oboljelim od MS-a treba preporuciti
uzimanje umjerenih koli¢ina vitamina D,a posebno je vazno ovo naglasiti
trudnicama s MS-om. Takoder se smatra da vitamin D ima vaznu ulogu u
pojavljivanju viSe autoimunih bolesti, pa tako 1 U MS-u.

2.2. Patofiziologija

Dokazano je da su infiltracija upalnih stanica, demijelinizacija i aksonska
degeneracija osnovni patoloski mehanizmi koji uzrokuju klinicke manifestacije
MS-a. Aktiviranje autoimune upale koja dovodi do oSteCenja strukture
mijelinske ovojnice Ziv€éane stanice na koje se naj¢eS¢e nadovezuje oStecenje
aksona, nastaje djelovanjem jos neidentificiranog okolisnog ¢imbenika na
podlozi kompleksne genske osnove. U SZS-u su upravo oligodendrociti ti koji
formiraju mijelin produzivanjem i spiralnim omotavanjem izdanka svojih
staniénih membrana oko zivCane stanice, pa tako ziv¢ana stanica sadrzi
mnogobrojne kratke mijelinizirane segmente koji su odvojeni pukotinama, tj.
Ranvierovim ¢vorovima. Budu¢i da oligodendrocit moze formirati i do stotinjak
mijeliniziranih segmenata, smrt jednog oligodendrocita ima vece posljedice za
provodenje elektricnog impulsa nego smrt Schwannove stanice.

10



Na mjestu demijelinizacije zivéanog vlakna dokazane su promjene u
samoj strukturi aksona, ali i organizaciji molekula na njegovoj povrsini.
Primije¢eno je da u ranim aktivnim lezijama dolazi do zadebljanja
demijeliniziranih internodalnih segmenata koje se povezuju s povecanom
propusnoscu aksoleme i modificiranim aksonalnim citoskeletnim proteinima. U
kroni¢nim lezijama dolazi do poveéane reekspresije polisijalizirane forme
adhezijske molekule neuralnih stanica (PSA-NCAM, engl. Polysialylated neural
cell adhesion molecule), koja se pojavljuje samo u neuronima u ranom razvoju,
a u odraslih je ograni¢ena na mjesta trajne plasti¢nosti. Postoji mogucnost da
ekspresija ove molekule pridonosi slabijoj remijelinizaciji kroni¢nih plakova
zbog prekida interakcije oligodendrocita i aksona. Medutim, u nekim kroni¢no
demijeliniziranim aksonima ipak postoji provodenje impulsa, iako je ono
usporeno, §to upuéuje na preraspodjelu, odnosno umnazanje natrijskih kanala
uzduz internodalnog prostora poslije demijelinizacije. Odavno je poznata
¢injenica da oStecenje 1 gubitak aksona spada u vaznu znacajku patologije MS-
a. Dok je autoimuni upalni proces uglavnom razjasnjen, neurodegenerativni
upalni proces jos$ uvijek nije. Donedavno je smatrano da neurodegeneracija
slijedi nakon autoimune upalne faze, ali je u zadnje vrijeme, koristeci
suvremenije dijagnosti¢ke 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. Upalni proces
zapoc€inje proliferacijom, aktivacijom i ulaskom aktiviranih T-limfocita u
cirkulaciju. Aktivirane CD4+ T-stanice pomoc¢u adhezijskih molekula uzrokuju
promjenu endotela te mogu pro¢i KLB, koja je inace nepropusna u zdravih osoba
1 izazvati uniStenje mijelinske ovojnice. Jos uvijek je nepoznato $to dovodi do
aktivacije tih stanica na periferiji. Kada se ispune geneticki, okolisni i nepoznati
preduvjeti za nastanak MS-a, CD4+ T-stanice pokrecu imunopatogenetsku
kaskadu koja dovodi do kroni¢ne upale. U pocetku se smatralo da CD4+ T-
stanice koje stvaraju interferon y tzv. Thl stanice pod utjecajem interleukina 12
(IL-12) imaju centralnu proupalnu ulogu u MS-u. Th2 stanice koje nastaju pod
utjecajem interleukina 4 (IL-4) djeluju protuupalno. Teorija 0 nepovoljnom
omjeruTh1:Th2 stanica bila je temelj za razvoj nekih od prvih lijekova za
lijeGenje MS-a kao §to je interferon B. Daljnja istrazivanja pokazala su da su
efektorske CD4+ T-stanice koje stvaraju interleukin 17 (Th17) vazne u
imunopatogenezi MS-a kao i regulatorne CD4+ CD25+ T-stanice (T reg) (Slika
2-1.). Osim CD4+ T-stanica, CD8+ T-stanice su dominantne na patohistoloskim
nalazima
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demijelinizacijskih lezija te se mogu klonalno umoziti i ostati u SZS-u dugi niz
godina. Ove stanice su vazne u povecanju propusnosti KLB-a te su jedan od
kljuénih koraka u imunopatogenezi MS-a. Osim T-stanica u imunopatogenezi
MS-a vazne su i B-stanice. Ove stanice imaju ulogu u lu¢enju proupalnih
citokina u odnosu na manje lucenje protuupalnih citokina. B-stanice stvaraju
antitijela koja uzrokuju ostecenje tkiva i aktivaciju makrofaga i NK-stanica te
sudjeluju u stvaranju ektopi¢nih limfoidnih struktura sli¢nih folikulima Sto za
posljedicu moze imati aktivaciju mikroglije, lokalnu upalu i gubitak aksona.

IL-12 i i f
~ zastita protiv
— [ intracelularnih

patogena

STAT4
Tbet

zastita protiv
| ekstracelularnih
patogena

zastita protiv
—— I -istracchilarnih
patogena

Slika 2-1. Prikaz diferencijacije CD4+ T stanica prilagodeno prema Comabella M, Khoury SJ.
Immunopathogenesis of multiple sclerosis. Clin Immunol 2012;142:2-8.

Upalnom reakcijom dolazi do oste¢enja mijelinskog omotaca, a dijelom
i samog aksona. Na mjestu oste¢enja 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.
Donedavno je smatrano da su lezije rasporedene samo u bijeloj
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masi cerebralnih hemisfera, u cerebellumu, medulli spinalis i o¢nom Zivcu, a
danas je poznato da je oko 25 % lezija smjeSteno u dubokim sivim masama i Kori
mozga, ¢ak i unutar retine. Sve vece razumijevanje imunopatogeneze MS-a
dovelo je do razvoja novih terapijskih smjerova prikazanih u Tablici 2- 1.

Tablica 2-1. Cetiri terapijska smjera u MS-u

1) Ciklofosfamid

2) Mitoksantron

3) Lakvinimod

4) Kladribin

5) Teriflunomid

1) Inhibitor citokina (interferon B)

2) Lijekovi koji smanjuju specifi¢ne populacije imunosnih stanica:
e  Alemtuzumab (cilja CD52 koji se nalazina T i B

stanicama; dugotrajno smanjuje T-stani¢nu populaciju

e Rituksimab (cilja CD20 i smanjuje B-stani¢nu

Imunosupresivni
lijekovi

Imunomodulatorni

lijekovi .
populaciju)
3) Lijekovi koji selektivno blokiraju koreceptore i kostimulatore :
e Daklizumab (cilja CD25 i inhibira aktivnost T-stanica
te potice regulatorne imunosne stanice
. L 1) Natalizumab [monoklonsko protutijelo koje blokira vrlo kasni
Lijekovi koji igen 4 (VLA-4, engl. very | igen 4)]; lijek koji djelu
modificiraju antigen 4 ( -4, engl. very late antigen 4)]; lijek koji djeluje

kao adhezijska molekula

2)  Fingolimod (agonist sfingozin-1-fosfat receptora)

1) Statini

2) Agonisti aktivacije receptora za proliferaciju peroksisoma
(PPAR agonisti, engl. peroxisome proliferator activated

migraciju stanica

Neuroprotektivni receptors)
lijekovi 3) Estriol
4)  Fumarat
5) Minociklin

6) Eritropoetin

2.3. Klinicka slika

Postavljanje dijagnoze MS-a zapocinje s pacijentom koji ima smetnje,
odnosno simptome karakteristicne za MS. Simptomi bolesti mogu biti vrlo
izrazeni ili klinicki neprepoznatljivi ne zahtijevaju¢i medicinsku pomoc¢
mjesecima ili godinama. Takvi slu€ajevi potvrdeni su nalazima obdukcije ili
usputnim nalazima MR-a koja moze ukazati na asimptomatsku MS. Ako su
simptomi i slikovni nalazi tipi¢ni za MS, klini¢ar mora primijeniti
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odgovarajuce dijagnosticke kriterije, a ako su atipi¢ni, potrebno je upotrijebitii
alternativne metode. Atipi¢ni simptomi oznacavaju alternativnu dijagnozu za MS
te ukljucuju simptome koji ukazuju na druge neuroloske bolesti ili na medicinski
neobjasnjene simptome. Pojam ,,crvena zastavica“ (engl. red flag) koristi se u
procjeni kod dijagnoza koje ne upuéuju na MS. Skupina za magnetnu
rezonanciju u multiploj sklerozi (MAGNIMS, engl. Magnetic Resonance
Imaging in Multiple Sclerosis) opisala je te crvene zastavice te ih klasificirala
prema znacajnosti kod alternativnih dijagnoza za MS. Simbol velike crvene
zastavice pruza jak dokaz za dijagnozu koja iskljucuje MS, kao Sto su koStane
lezije, ukljuCenost plu¢a i bubrega, srcana bolest, periferalne neuropatije,
miopatija, retinopatija, diabetes insipidus itd. Simbol srednje velike crvene
zastavice moZze predstavljati alternativhu dijagnozu no ujedno moze biti 1
dosljedan MS-u. Simbol srednje velike zastavice ukljucuje stanja kao
hidrocefalus, gubitak sluha, simetri¢no distribuirane lezije, neuropsihijatrijski
sindrom te druga stanja. Simbol male crvene zastavice moze se pojaviti kod
pacijenata kojima je tek dijagnosticiran MS te se pojavljuje u stanjima kao sto
su sindrom mozdanog debla, mijelopatije, velike lezije.

Tipi¢ni klini¢ki simptomi MS-a karakterizirani su diseminacijom bolesti
u prostoru (DIS, engl. dissemination in space) i diseminacijom bolesti u vremenu
(DIT, engl. dissemination in time). DIS je ispunjen kad u pacijenta klini¢ki ili
putem MR-a pronademo znakove osteé¢enja U najmanje dva sustava (npr. mozak
1 vratna kraljeznica), dok je DIT zadovoljen kada pacijent ima klinicki ili
neuroradioloski nalaz da su dva osSteCenja nastala u razli¢itim razdobljima. Iz
navedenog je vidljivo da je nalaz MR-a preuzeo vrlo vaznu i vodec¢u ulogu u
dijagnostici, ali i pracenju bolesnika s MS-om. Klinic¢kisimptomi u MS-u
ukljucuju osjetne poremecaje kao $to su parestezije, disestezije, hipoestezije,
motoricki simptomi, opticki neuritis, ataksija, vrtoglavica, disartrija, disfagija,
kao i kognitivne poremecaje i poremecaje kontrole sfinktera. Zbog pojacane
mehanoreceptivnosti i  efaptickog provodenja impulsa uzrokovanih
demijelinizacijom, javljaju se i paroksizmalni simptomi kao miokimije, spazmi
miSica, trigeminalna neuralgija, Lhermitteov simptom i znak koji podrazumijeva
osjecaj prolazenja struje niz leda ili ekstremiteta pri nagloj fleksiji glave te drugi
simptomi. Simptomi kod pacijenata s MS-om su raznoliki i nepredvidljivi,
medutim bolest ipak pokazuje odredene pravilnosti ako se prati kroz duze
vremensko razdoblje. Kod veéine bolesnika MS pocinje relapsom koji nazivamo
klini¢ki izolirani sindrom (CIS, engl. clinically isolated syndrome). Uz dovoljno
dugo
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pracenje, u vecine bolesnika ¢e CIS prije¢i u relapsno remitiraju¢u multiplu
sklerozu (RRMS). Ako bolesnike s RRMS-om ne lije¢imo, 70% njih ¢e razviti
progresiju  bolesti  obiljezenu kontinuiranim  povecanjem neuroloske
onesposobljenosti, $to nazivamo sekundarnom progresivnom multiplom
sklerozom (SPMS). Oko 15% pacijenata od pocetka ima progresivni tijek $to
nazivamo primarno progresivnim oblikom bolesti (PPMS).

2.3.1. Klini¢ki izolirani sindrom

Pojam CIS opisuje prvu epizodu ¢iji klinicki i1 paraklinicki nalazi ukazuju na
MS. Mnogi pacijenti koji razviju MS prezentiraju se prvi put kao CIS. Postoje
pacijenti koji se prvi put prezentiraju tipiénim simptomima za CIS te jo$ uvijek
ne zadovoljavaju kriterije za RRMS. Takvi pacijenti ostaju CIS sve dok se
kriteriji za RRMS ne zadovolje. CIS se odnosi na prvi klini¢ki demijelinizirajuci
dogadaj u SZS-u koji traje preko 24 h te je izoliran u vremenu, a moze ili ne
mora biti izoliran u prostoru. Buduéi da je CIS demijelinizirajuéi dogadaj u SZS-
u koji je izoliran u vremenu, kompatibilan je s mogué¢im buduc¢im razvojem MS-
a te njegovo rano dijagnosticiranje pomaze u odlukama pri lijeCenju. MR je
trenutno najkorisniji alat za procjenu rizika. IstraZivanja likvora i evociranih
potencijala bi se takoder mogli koristiti za procjenu vjerojatnosti MS-a, no za
razliku od evociranih potencijala, MR je, uz ispitivanje oligoklonskih vrpci u
likvoru, dio McDonaldovih kriterija iz 2017. godine.

Takoder CIS se razlikuje od radioloski izoliranog sindroma (RIS, engl.
radiologically isolated syndrome) u kojima pacijenti imaju slucajno uoc¢ena T2
svijetla zarista na MR-u koja ukazuju na demijelinizaciju u odsutnosti klini¢kih
simptoma. Tipi¢ne prezentacije za CIS ukljucuju unilateralni optic¢ki neuritis,
fokalni supratentorijalni sindrom, fokalni sindrom mozdanog debla ili malog
mozga te djelomi¢nu mijelopatiju dok atipicne prezentacije za CIS ukljucuju
bilateralni opticki neuritis, kompletnu oftalmoplegiju, kompletnu mijelopatiju,
encefalopatiju, glavobolju, promjene svijesti, meningizam te izolirani umor.

Lije¢nici uvijek moraju ispitati pacijentove prosle neuroloske dogadaje
kao $§to su zamagljivanje vida, dvostruki vid, Lhermitteov znak, utrnulost ili
slabost koja traje duze od 24 sata jer ovi simptomi mogu biti zanemareni
pogotovo ako su blagi. Takoder lijecnici moraju iskljuciti druge alternativne
dijagnoze kao Sto su infekcije, upalni poremecaji, metabolicki poremecaji,
genske bolesti, neoplazme, vaskularne bolesti te druge autoimune bolesti.
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Klini¢ka prezentacija CIS-a moze biti monofokalna ili multifokalna.
Monofokalna prezentacija podrazumijeva odrazavanje patologije na jednom
mjestu. Ako je kod prve klinicke prezentacije zadovoljen kriterij DIS-a koji
podrazumijeva osteCenja na dva razli¢ita mjesta SZS-a, takav oblik CIS-a
nazivamo multifokalnim. Monofokalni CIS se tipi¢no prezentira u tri klinicka
oblika: nepotpuni transverzalni mijelitis koji se prezentira s asimetri¢nom
para/tetraparezom, smetnjama sfinktera te razlicitim osjetnim ispadima; opticki
neuritis kojeg obiljezava klinicki trijas (bolnost prilikom pomicanja bulbusa,
smetnje vidne ostrine, nesposobnost razlikovanja boja); te simptomima
mozdanog debla i/ili malog mozga koji se prezentira internuklearnom
oftalmoplegijom, ataksijom, razli¢itim oblicima centralnog nistagmusa, parezom
abducensa ili paroksizmalnim simptomima.

Trenutno nema markera koji su patognomicni za dijagnozu C1S-a ili MS-
a. Dijagnostic¢ka obrada CIS-a obi¢no pocinje s MR-om mozga.

Prema Milleru, CIS se moze podijeliti na pet tipova:

1) Tip 1kojije obiljezen monofokalnim simptomima kao $to je npr. opticki
neuritis uz barem jos jednu asimptomatsku leziju na MR-u

2) Tip 2 koji je klinicki obiljezen multifokalnim simptomima kao $to je
opticki neuritis s internuklearnom oftalmoplegijom uz barem jos$ jednu
asimptomatsku leziju na MR-u

3) Tip 3 koji je obiljezen monofokalnim simptomima, dok na MR-u nema
asimptomatskih lezija

4) Tip 4 koji je obiljezen multifokalnim simptomima dok na MR-u nema
asimptomatskih lezija

5) Tip 5 koji predstavlja bolesnike ¢iji MR zadovoljava Barkhofove
kriterije za DIS, dok simptomi karakteristicni za demijelinizacijske
bolesti izostaju.

U McDonaldovim kriterijima iz 2017. godine za CIS, osim asimptomatskih
lezija, trebaju se u obzir uzeti i simptomatske lezije. Vaznost pravodobnog i
to¢nog postavljanja dijagnoze CIS-a je u ¢injenici da su bolesnici s CIS-om
pod poveéanim rizikom za razvoj MS-a, a brojna istrazivanja pokazuju da
pocetak lijeCenja MS-a jo$ u fazi CIS-a nosi puno bolju dugoro¢nu prognozu.

Dakle, nakon sto se postavi dijagnoza CIS-a, jedno od glavnih pitanja je
koliki je rizik tog bolesnika da razvije MS. Istrazivani su brojni ¢imbenici kao
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moguci prediktori konverzije, no samo se MR i likvor Kkoriste u rutinskoj
laboratorijskoj dijagnostici.

2.3.2. Radioloski izolirani sindrom

Povecana upotreba MR-a mozga rezultirala je slu¢ajnim pronalascima
abnormalnosti bijele tvari u SZS-u. Dok je veéina tih nalaza nespecifi¢na, neki
upucuju i1 na demijeliniziraju¢u patologiju. Porast neocekivanih promjena na
MR-u su povecale zanimanje za otkri¢a ¢ija morfologija, veli¢ina, lokacija i
distribucija visoko upuc¢uju na demijeliniziraju¢u patologiju. Ovo je dovelo do
definicije RIS-a koji je uveden kako bi se opisali asimptomatski pacijenti s
abnormalnostima mozga na MR-u koji ukazuju na moguc¢i MS, no koji imaju
odsutne klinicke znakove.

Priroda ovih ostecenja i razvoj stanja kod ovih bolesnika ostaju nejasna i
potrebni su dodatni dokazi da bi se ustanovio rizik.

Odredeni broj pacijenata s RIS-om s vremenom prijede u MS. RIS je
zapravo slucajan nalaz T2 i FLAIR hiperintenzivne lezije, na MR-u mozga i
kraljezni¢ne mozdine i to kod pacijenata koji nemaju simptome karakteristi¢ne za
MS. Pojam RIS-a je prvi predlozio Okuda sa suradnicima te je ponudio
primjenjive Kkriterije koji se fokusiraju na strukturalna otkrica MR-a te
istovremeno iskljuéuju klinicke promjene i druga bolesna stanja koja bi mogla
saCinjavati promatrane paraklinicke anomalije. Okudini kriteriji iz 2009. godine
podrazumijevaju prisutnost jajolikih i dobro okruZenih lezija uz prisutnost ili
odsutnost corpus callosum, koje su veée od 3 mm te ispunjavaju barem tri od
etiri DIS kriterija. MAGNIMS skupina predlozila je nove MR Kriterije za
dijagnozu MS-a koji su utjecali na reviziju McDonaldovih kriterijaiz 2010.
godine. Ovi kriteriji su se fokusirali na lokaciju lezija, §to je olakSalo pojasnjenje
MR-a i njegovo koristenje u klinickoj praksi. MAGNIMS skupina je modificirala
ove kriterije te su oni uklju¢eni u McDonaldove kriterije iz 2017. godine (Tablica
2-2). Prema ovim kriterijima, preporuca se da bi se identi¢ni MR kriteriji za DIS
trebali primjenjivati za dijagnozu RIS-a i MS-a. Takoder, ispunjavanje
McDonaldovih kriterija za DIT bi nadalje moglo poboljsati identifikaciju
pacijenata s RIS-om s visokim rizikom od razvijanja neuroloskih simptoma te bi
omogucilo definitivnu dijagnozu MS-a i to kad bi pacijent prikazao prvi
neuroloski simptom koji ukazuje na demijelinizaciju SZS-a.
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Tablica 2-2. Prikaz MAGNIMS preporuka za dijagnozu i lijecenje RIS-a (S
dodanim modificiranim kriterijima) i subklinickog MS-a
DIJAGNOSTICKI KRITERIJI
Dijagnoza RIS-a pretpostavlja da su otkri¢a neodekivana za remitirajuce klini¢ke simptome nakon
paZzljivo skupljene klini¢ke povijesti i pedantnog klini¢kog pregleda.
Opis prostornog i vremenskog Sirenja MR lezija koji je predloZen u najnovijoj reviziji McDonaldovih
kriterija za dijagnozu MS-a iz 2017. godine bi se trebao primjenjivati na pacijente s RIS-om.
Prema modificiranim kriterijima za dijagnozu RIS-a, uklju¢ujuéi kriteriji podrazumijevaju:
e  Prikaz DIS-a (putem > 1 T2-hiperintenzivne lezije na najmanje dvije od sljede¢ih lokacija):
1. Periventrikularna bijela tvar
2. Kortiko-jukstakortikalna
3. Ledna mozdina
4. Infratentorijalna
Iskljucujudi kriteriji podrazumijevaju:
e  Klini¢ki dokaz neuroloske disfunkcije koja ukazuje na MS na temelju povijesnih simptoma
i/ili objektivnih znakova
e MR abnormalnosti objasnjene bilo kojim drugim bolestima, s posebnom paznjom na
starenje ili vaskularne abnormalnosti, te abnormalnosti uzrokovane izlozeno$¢u toksinima
ili lijekovima
Prisutnost DIT-a na MR-u kod RIS-a moze omoguditi definitivnu dijagnozu MS-a s prvom pojavom
neurologkih dogadaja, koji su potvrdeni klini¢kim pregledom te upuéuju na demijelinizaciju SZS-a.
Dijagnoza RIS-a se uglavnom temelji na pojasnjavanju MR otkri¢a, no potrebno je iskljuciti druge
bolesti koje bi mogle uzrokovati promatrane anomalije na MR-u.
Prediktori konverzije i subklinickog MS-a
Postoji dosta vaznih prediktora koji ukazuju na konverziju iz RIS-a u MS te bi se trebali koristiti za
identificiranje pacijenata s RIS-om koji bi mogli imati ve¢i rizik od razvijanja MS-a.
Pojedinci s RIS-om Koji imaju klasi¢na paraklini¢ka svojstva pacijenata s MS-om te kod kojih postoji
nekoliko MR faktora rizika za konverziju u MS vjerojatno imaju subklinicki oblik MS-a.
Lijec¢enje i upravljanje
Trenutni dokaz ne podrzava lije¢enje kod pacijenata s RIS-om, ¢ak i kada otkrica ukazuju na
subklini¢ki MS.
Aktivno pracenje pacijenata s periodi¢nim (6-12 mjeseci), klini¢kim i radioloskim kontrolama
preporuca se kod pacijenata s mogu¢im subklini¢kim MS-om.
Svakom pojedincu s RIS-om mora se pruziti mogucnost izbora zeli li on/ona nastaviti daljnje pretrage.

2.3.3. Klini€ki oblici multiple skleroze

Multipla skleroza pojavljuje se u vise klinickih oblika te ve¢inu MS
bolesnika mozemo svrstati U jednu od ¢etiri glavne skupine (slika 2-2.):

1. Relapsno remitirajuci oblik MS-a - Vec¢ina pacijenata s dijagnosticiranim MS-
om (80-85%) ima relapsno remitirajuci klini¢ki oblik koji je karakteriziran
epizodama zari$nih neuroloskih ispada (relaps), nakon kojih slijedi spontani ili
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terapijom potpomognuti potpuni oporavak (remisija). Ucestalost napada i
trajanje remisije varira od bolesnika do bolesnika. Kriterij za postavljanje
dijagnoze uklju¢uju napad, relaps i egzacerbaciju, a pocetna prezentacija naziva
se CIS. Ponavljanjem novih epizoda upalne demijelinizacije i sve intenzivnijim
oste¢enjem aksona nastaju trajni neuroloSki poremecaji koji se postupno
gomilaju stvaraju¢i sve teze neuroloske ispade. Tijekom vremena epizode
remisije postati ¢e sve krace, a deficit sve tezi. Prepoznavanje progresije bolesti
komplicira cinjenica da svako novo ostecenje ne mora nuzno biti klinicki
manifestno. Pacijent tijekom vremena moze ,nagomilavati“ neuroloSka
oStecenja, a nemati teSku klinicku sliku relapsa, ve¢ ¢e nakon odredena razdoblja
uslijediti trajna onesposobljenost. Smanjenje broja novih egzacerbacija, ali
daljnja progresija bolesti, oznacuje prijelaz relapsno remitiraju¢eg u sekundarno-
progresivni oblik bolesti. Tijekom odredenog vremenskog perioda relapsno
remitiraju¢i MS se moze Klasificirati kao neaktivan ili aktivan i to ako pacijent
klini¢ki ima epizodu novih i pogorsanje starih neuroloskih ispada ili su mu
utvrdeni znakovi aktivnosti bolesti na MR-u mozga.

2. Sekundarno progresivni MS - Oko 50 % pacijenata s relapsno remitirajuc¢im
MS-om nakon 10 godina i 90 % pacijenata nakon 25 godina bolesti, prijede u
sekundarno progresivni oblik. Sekundarno progresivni oblik MS-a oznacava
progresivnu  akumulaciju onesposobljenosti nakon pocetnog relapsno
remitirajuceg tijeka bolesti. Relapsi su manje Cesti, ali je onesposobljenost
pacijenta znacajna, te je rezultat sveukupnog stupnja aksonalnog oStec¢enja u
SZS-u. Pacijenti se najéeiée zale na pogorsanje hoda, ravnoteZe, spasti¢nosti i
kontrole mokra¢nog mjehura.

3. Primarno progresivan oblik MS-a - Primarno progresivni oblik MS-a prisutan
je u oko 10-15% pacijenata. Karakteriziran je podmuklim poc¢etkom smetnji koje
se postupno pogorsavaju tijekom vremena. Progresivni tijek moze imati i epizode
stagnacije, pa i manje regresije neuroloskih ispada, no nakon njih ponovno slijedi
daljnje pogorsanje bolesti. Klini¢ki se bolest najcesce prezentira kao progresivna
mijelopatija, a rjede kao sindrom moZdanog debla ili kraljeznicke moZdine. Ovaj
oblik MS-a Kkarakteriziran je otezanim hodom, smetnjama ravnoteze,
spasti¢noscu, slaboscu i gubitkom kontrole sfinktera doksu senzorni simptomi
rjedi nego kod relapsno remitirajuceg oblika.

Oba progresivna oblika bolesti mogu biti aktivna (ako su prisutni relapsi
bolesti) ili neaktivna, te progresivna ako je prisutno progresivno
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pogorsanje simptoma ili bez progresije zbog ¢ega ih dijelimo u Cetiri podgrupe:
aktivna s progresijom, aktivna bez progresije, neaktivha s progresijom,
neaktivna bez progresije.

4. Progresivno relapsiraju¢i MS - Progresivno relapsni oblik moze predstavljati i
podtip primarno progresivhog MS-a. Vrlo mali broj oboljelih ima progresivni
tijek bolesti od samog pocetka s povremenom pojavom akutnih relapsa.

Dodatni podtipovi MS-a takoder ukljucuju:

1) CIS koji predstavlja prvu pojavu klini¢kih simptoma koji ukazuju na MS

2) RIS koji predstavlja slucajan pronalazak tipicne MS lezije na MR-u bez
klini¢kih simptoma

3) Benigni MS gdje i nakon 15 godina trajanja bolesti nema znacajnijih
neuroloskih ispada

4) Maligni (fulminantni) MS koji je karakteriziran brzim progresivnim tijekom
koji dovodi do teze invalidnosti ili smrti u kratkom vremenu nakon pocetka
bolesti

5) Progresivni MS kojeg uzrokuje jedan napad te koji se smatra podtipom
SPMS-a u kojoj nakon jednog napada zapocinje progresivna faza

6) Tranzicijski MS koji odrazava fazu tranzicije izmedu RRMS i SPMS

Relapsno remitirajucéa MS Sekundarno progresitna MS ~ Primarno progresivna MS Progresivno-relapsirajuéa MS

Slika 2-2. Tijek multiple skleroze. Modificirano prema: Krieger S, SumowskiJ. New Insights into Multiple
Sclerosis Clinical Course from the Topographical Model and Functional Reserve. Neurologic Clinics 2017.
(36).10.1016/j.ncl.2017.08.003.
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3. DIJAGNOSTIKA MULTIPLE SKLEROZE

3.1. Dijagnoza multiple skleroze

Za postavljanje dijagnoze MS-a koriste se revidirani McDonaldovi
kriteriji. Dijagnoza MS-a se zasniva na anamnezi, klinickoj slici, analizi likvora
te MR-a. Dijagnoza zapocinje na temelju simptoma karakteristi¢cnih za MS, a
inicijalno se naziva CIS koji to ostaje dok se ne pojavi RRMS koji je
karakteriziran epizodama brzo nastalih novih neuroloskih deficita. Ako su
simptomi i slikovni nalazi tipi¢ni za MS, klini¢ar moze primijeniti odgovarajuce
dijagnosticke kriterije. Smatra se da klini¢ka procjena i nalaz MR-a imaju
kljuénu ulogu u dijagnostickom procesu, no MR-u nedostaje specifi¢nosti
tijekom najranijin stadija bolesti. Nalaz magnetne rezonancije pokazuje
multifokalne T2 hiperintenzivne lezije bijele tvari smjestene periventrikularno,
jukstakortikalno i/ili infratentorijalno u T2 i FLAIR sekvencijama. Na T1
sekvencijama lezije mogu biti hipointenzivne. Takoder, vazno je napraviti MR
kraljezni¢ne mozdine, jer se demijelinizacijske lezije kraljeZzni¢ne mozdine
nalaze u 80-90% bolesnika s MS-om i oko 50% bolesnika s CIS-om. Konverzija
CIS-a u MS javlja se u oko 30 % oboljelih u srednjem intervalu od 5,4 godine te
je iznimno vazna procjena od rizika konverzije, a s najvaznijim ciljem — osigurati
pacijentu ranu primjenu imunomodulacijske terapije i minimalizirati upalni
proces 1 buduce epizode oSte¢enja neurona. Sve do 2010. godine dijagnozu MS-
a nije bilo moguce postaviti u fazi CIS-a, no uvodenjem revizije McDonaldovih
kriterija iz 2010. godine, dijagnoza MS-a se moze postaviti na temelju jednog
klinickog simptoma i jednog nalaza MR-a koji zadovoljava kriterije DIT-a, §to
znaci proucavanje aktivnosti bolesti u vremenu i DIS-a §to podrazumijeva
uklju¢ivanje multiplih podrugja u SZS-u. Kod pacijenata koji se prezentiraju
tipicnom klinickom slikom, tipi¢énim nalazima na MR-u te zadovoljavaju
McDonaldove kriterije revidirane u 2017. godini, nije potrebna daljnja
dijagnosticka obrada. S druge strane kod pacijenata kod kojih se sumnja na MS,
no postoji atipi¢ni nalaz MR-a ili klinicke slike, potrebna je daljnja obrada da bi
iskljucila alternativne dijagnoze. Upravo je analiza likvora ta koja se preporuca
u onim slucajevima kad su atipicni: klinic¢ka slika, dob pojedinca te nalaz MR-a.
Iako analiza likvora nije obvezni dio dijagnostickog kriterija, valja ju primijeniti
u bolesnika s CIS-om da bi se iskljucile alternativne
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dijagnoze. Osim rutinskih postupaka analiziranja likvora kod pacijenata gdje se
sumnja na MS, potrebno je paralelnim analiziranjem likvora i seruma detektirati
moguci poremecaj funkcije barijere te procijeniti intratekalno sintetiziranu
koli¢inu imunoglobulina G (IgG). Za detekciju intratekalne sinteze
imunoglobulina, osim kvantitativne metode, preporuca se i kvalitativna metoda
izoelektricnog fokusiranja (IEF, engl. Isoelectric Focusing) s imunofiksacijom
koja je osjetljivija te predstavlja zlatni standard za detekciju oligoklonskih
imunoglobulina. U slu¢aju da je pozitivan nalaz oligoklonskih imunoglobulina,
izvodi se i reakcija na morbile, rubellu i zoster (MRZ, engl. Morbilli, Rubella,
Varicella Zoster) koja znacajno povecava specificnost nalaza oligoklonskih 1gG
jer upucuje da se radi 0 kroni¢nom upalnom procesu SZS-a.

3.2. Diferencijalna dijagnoza multiple skleroze

lako je MR mozga i kraljezni¢ne mozdine najmocnije sredstvo u potvrdi
dijagnoze MS-a, ona nas nerijetko dovodi u zabludu jer ¢itav niz razlicitih bolesti
ili preboljenih stanja oponasa demijelinizacijske promjene u MR-u. Stoga se
dijagnoza MS-a ne uspostavlja samo na osnovu nalaza MR-a, ve¢ na
sveobuhvatnim anamnesti¢kim, klini¢kim, paraklini¢kim i laboratorijskim
nalazima. Dakle, svaka demijelinizacija SZS-a ne mora biti MS. Diferencijalna
dijagnoza sadrzi Sirok spektar bolesti koji joj nalikuju. Najcesce bolesti koje je
moguée zamijeniti s MS-om jesu migrena, fibromialgija, nespecificni ili
nelokalizirajuci neuroloski simptomi s abnormalnim nalazom MR-a, psihogeni
poremecaji i spektar poremecaja optickog neuromijelitisa (NMOSD. eng.
neuromyelitis optica spectrum disorders). No, postoje i druge bolesti, navedene
u Tablici 3-1., koje se mogu zamijeniti s dijagnozom MS-a. Upravo se zbog
pogresnog tumacenja simptoma, nekompletnog pregleda neurologa i krivog
tumacenja nalaza MR-a dogadaju greske u postavljanju dijagnoze MS-a.
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Tablica 3-1. Diferencijalna dijagnoza MS-a

Upalne/autoimune
bolesti

Eritemski sistemski lupus
(SLE)

Anrifosfolipidni sindrom
Sjogrenov sindrom
Neurosarkoidoza
Behgetov sindrom

Primarni angitis SZS-a
Poliarteritis nodosa
Wegnerova granulomatoza
Susacov sindrom
Mijastenija gravis

Demijelinizacijske

Pelizaeus-Merzbacherova
bolest

Metakromatska
leukodistrofija

bolesti Alexanderova bolest Multipli manjak sulfataze
Krabbeova bolest Adrenoleukodistrofija
Opticki neuritis
Spektar poremecéaja iz Tumori SZS-a

Druge opti¢kog neuromijelitisa Limfomi SZS-a

demijelinizacije

(NMOSD)
Akutni diseminirani
encefalomijelitis (ADEM)

Schilderova bolest
Koncentri¢na skleroza

Zarazne bolesti

HIV
Progresivna ~ multifokalna
leukoencefalopatija

Sifilis
Tropska spasticka
parapareza

Migrena Organska acidemija
Leberova hereditarna opticka (nedostatak biotinidaze)
atrofija Mitohondrijske citopatije
. Hereditarna spasti¢na (Leber opticka neuropatija,
Genski
. parapareza MELAS)
poremecajt Lizosomalne enzimske Willsonova bolest
bolesti (metakromatska Cerebrovaskularne
leukodistrofija, Fabijeva malformacije-sindromi
bolest)
Metabolicke Nedostatak kobalamina N
. Nedostatak vitamina E
bolesti Nedostatak folata
Neoplasti¢ne Metastatski tumor N
i . . Paraneoplasti¢ni sindrom
bolesti Primarni mozdani tumor
Psihogeni Anksiozni poremecaji Konverzivni poremecéaji
poremecaji Depresija
Fibromialgija Neuroretinitis

Druge bolesti i
stanja

Abnormalni nalaz MR-a
Leukoencefalopatija

Oboljenje pleksusa
Sistemska histiocitoza
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4. MAGNETNA REZONANCIJA

4.1. Osnovni principi magnetne rezonancije

Godine 1972. patentiran je prvi uredaj magnetne rezonancije, a 1977.
godine Damadin prvi snima cijeli ljudski organizam i dijagnosticira karcinom.
Ve¢ 1979. godine zapocinje dijagnosticko shimanje MR-om. MR-om se
oslikavaju pojedini dijelovi tijela. Ova dijagnosticka metoda je sigurna 1 nije
Stetna za bolesnike. Sigurno se provodi i kod trudnica i kod male djece, ako
postoje indikacije za ovom dijagnostickom metodom. MR se moze bez bojazni
ponavljati jer za razliku od radioaktivnin zraka koji se koriste u
kompjuteriziranoj tomografiji (CT), u MR-u se primjenjuju magnetni valovi i
radiovalovi. Dio tijela koji se Zeli snimati stavlja se u podru¢je jakog magnetnog
polja. Kako je naSe tijelo uglavnom gradeno od vode koja sadrzi veliku koli¢inu
vodikovih iona (H"), protoni u vodikovim atomima postavljaju se paralelno ili
antiparalelno s magnetnim poljem. Emitiraju se pulsni radiovalovi koji
prolaskom kroz nase tijelo pomi¢u protone u vodikovim atomima iz njihova
polozaja. Prestankom emitiranja pulsnih radiovalova, dogada se proces
relaksacije tj. protoni (H*) se gubitkom energije vrataju u pocetni polozaj
prilikom c¢ega emitiraju elektromagnetni signal koji se prihvacéa
radioprijemnikom i potom kompjuterski pretvara u sliku. MR slika nastaje zbog
razlike u gusto¢i H" iona u razli¢itim tkivima i organima. U odnosu na normalna
tkiva, patologijska tkiva imaju razli¢it raspored i gusto¢u H" iona koji emitiraju
razli¢it signal te na temelju toga nastaje mogucnost prikaza patomorfologijskog
procesa. Dakle, jakost signala ovisi o tkivu koje se ispituje, a to uklju¢uje gusto¢u
protona, kretanje, magnetnu primljivost i vremensku konstantu. Ovisno o
vremenskoj konstanti koja se primjenjuje, slike se prikazuju u T1 ili T2 mjernim
snimkama. U T1 mjernoj snimci, signalima siromasna podru¢ja s dugim T1
vremenom prikazuju se crno, a u T2 mjernoj snimci signalima bogata podrucja s
dugim T2 prikazuju se bijelo. FLAIR (engl.Fluid Attenuated Inversion Recovery)
je poseban postupak produljenja inverznog vremena T1 koje rezultira gubitkom
signala likvora te se oSte¢enja prikazuju izrazitije hiperintenzivno nego u
uobicajenim T2 mjernim slikama.

Najvazniji dio MR uredaja je glavni magnet koji proizvodi glavno
magnetno polje. Snaga uredaja se mjeri u jedinicama Tesla (T). U MR snimkama
kao paramagnetno sredstvo rabi se gadolinijski kontrast, koji se
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primjenjuje intravenski. Upotreba paramagnetskog kontrastnog sredstva
povecava stupanj detekcije 1 diferencijacije patologijskih lezija. Lezije koje se
imbibiraju kontrastom hiperintenzivne su u T1 mjernim snimkama. MR uredaji
dijele se prema jakosti magnetnog polja na uredaje niske jakosti polja (do 0,5 T),
srednje jakosti polja (0,5 T do 1 T) i visoke jakosti polja (1 T i vise). Osim
glavnog magneta vazan dio MR uredaja Cine: radiofrekventne i gradijentne
zavojnice; radiofrekventno i gradijentno pojacalo te racunalni i elektronicni
sustav. MR je pogodan za prikaz citavog tijela, ali poseban znacaj imaju u
neuroradiologiji te je postupak izbora kod prikaza demijelinizacijskih oste¢enja
mozga i kraljezni¢ne mozdine.

4.2. Uloga MR-a kod pacijenata s MS-om

MR je preuzeo glavnu ulogu u dijagnostici, ali i pracenju bolesnika s
MS-om. Za postavljanje dijagnoze koriste se revidirani McDonaldovi Kriteriji
koji se temelje na dva osnovna postulata DIS i DIT koji se mogu zadovoljiti
klinicki i nalazom MR-a.

DIS kriteriji na MR-u podrazumijevaju pojavu minimalno jedne T2 lezije
na najmanje dvije od cetiri lokacije: periventrikularno, jukstakortikalno,
infratentorijalno i/ili u kraljezni¢koj mozdini, dok DIT kriteriji predstavljaju
prisutnost nove T2 lezije i/ili gadolinij imbibirajuce lezije na kontrolnom
snimanju MR-a u usporedbi s po¢etnim MR-om (neovisno o vremenu snimanja
pocetnog MR-a). Takoder, DIT moze predstavljati i istovremenu prisutnost
asimptomatske lezije koja se postkontrastno imbibira i lezije koja se ne imbibira.

Prilikom MR snimanja primjenjuju se nestandardizirani protokoli koji
ukljucuju snimanje mozga, vratne kraljeznicke mozdine, o¢nih Zivaca, a
ponekad i torakalne kraljeznicke mozdine uz primjenu intravenskog
paramagnetskog kontrastnog sredstva kao sto je gadolinij. Primjena gadolinija
omogucuje pracenje aktivnosti bolesti. Detalji sekvenci koji se koriste u
dijagnostici MS-a prikazani su u Tablici 4-1.

MS lezije se mogu pojaviti u bilo kojem dijelu SZS-a gdje postoji
mijelin. Najces¢e se pojavljuju periventrikularno, u corpus callosum,
jukstakortikalno i infratentorijalno. Obi¢no su bilateralne i simetricne
distribucije. T2 mjerna slika je osjetljivija za detekciju MS lezija moZdanog
debla i malog mozga, dok je FLAIR osjetljivija za periventrikularne i
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jukstakortikalne lezije te rijetke kortikalne lezije. Postkontrastna T1 mjerna slika
je osjetljiva za detekciju aktivnih lezija.

U upalnoj fazi bolesti dolazi do poremecaja KLB-a te paramagnetno
kontrastno sredstvo iz krvozilnog sustava slobodno prelazi u MS lezije Sto
dovodi do postkontrastnog pojacanja signala u T1 mjernoj slici. Kod aktivnih
MS lezija postkontrastno pojacanje signala obi¢no perzistira 2-6 tjedana, rjede
3-4 mjeseca, a vrlo rijetko vise od 6 mjeseci. MS lezije u podru¢ju vratne
kraljezniéne mozdine se prikazuju u T2 mjernoj slici na sagitalnim i
transverzalnim presjecima.

U kasnijoj fazi bolesti osim gubitka mijelina, dolazi i do atrofije mozga i
kraljezni¢ne mozdine. Kraljezni¢na mozdina je uz mozak vrlo ¢esto zahvacéena
MS-om, osobito gornji i srednji dijelovi vratne kraljezni¢éne mozdine, dok su
torakalni i lumbalni dijelovi rjede zahvaceni.

Tablica 4-1. Detalji sekvenci koje se primjenjuju u dijagnostici MS-a

SE (engl. Spin Echo) Podrazumijeva najjednostavniji na¢in snimanja, a karakteristi¢ne
slike nazivaju se T1 (vrijeme kad je 33,33 % protona relaksirano)
i T2 (vrijeme kad je 66,66 % protona relaksirano). T1 mjerne slike
daju visok udio masti, dok T2 mjerne slike daju visok udio vode.
DWI (engl. Diffusion Weighted | Tehnika koja podrazumijeva ponistavanje cijelog signala iz tkiva,
Imaging) tako da se prikazuje jedino signal onih molekula koji se krecu
zbog difuzije.

FLAIR (engl. Fluid Attenuated | Ova tehnika poti¢e potiskivanje signala vode, ali na drugadiji
Inversion Recovery) nac¢in od ¢&istih T1 snimki. FLAIR sekvenca je najosjetljivija
sekvenca za dijagnostiku demijelinizacijskih lezija, a koriStenjem
slojeva u sagitalnoj ravnini dobiva se uvid u lezije lokalizirane u
corpus callosum, perikalozalno i na septokalozalnom spoju te
predstavljaju karakteristi¢ne lokalizacije za demijelinizacijske
lezije.

T2* (GRE T2) Zarazliku od T2 relaksacije protona koja dobiva spin echo signal,
T2* relaksacijom protona dobiva se gradient echo signal zbog
Cega Se moze poboljsati detekcija malih lezija.

STIR (engl. Short Tau Inversion | Posebna tehnika T1 snimki kod kojih se signal masti potiskuje, a
Recovery) budué¢i da T1 snimke sadrze uglavnom signal masti, slike su
tamne. Snimanjem STIR sekvence mogao se dobiti uvid u
strukturu optickih Zivaca odnosno postojanje eventualnog
retrobulbarnog neuritisa.

U dijagnozi MS-a koriste se McDonaldovi kriteriji koji predstavljaju
zlatni standard u dijagnostici MS-a u odraslih te su uz odredene specifi¢nosti
primjenjivi i u dje¢joj dobi. Ovi kriteriji su objedinili MR mozga i kraljeznicke
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mozdine zajedno s klini¢kom slikom, paraklinickim testovima i laboratorijskim

nalazima. Prvi put ih je donijelo Internacionalno vije¢e za dijagnostiku MS-a
2001. godine, a revidirani su 2005. 2010. i 2017. godine.

U Tablici 4-2 se nalaze McDonaldovi kriteriji iz 2010. godine. Revizija

McDonaldovih kriterija uslijedila je 2017. godine. Ovom revizijom doslo je do
nekoliko izmjena. Neke od tih izmjena su:

da pacijenti u kojih objasnjenja za klini¢ku sliku tipi¢nog CIS-a izostaju,
a ispunjavaju klini¢ke ili MR kriterije za DIS, prikaz specificnih
oligoklonskih vrpci (OB, engl. oligoclonal bands) u likvoru omogucéuje
dijagnozu ove bolesti. Ova preporuka dodatak je McDonaldovom
kriteriju iz 2010. godine te podrazumijeva da se u odredenim uvjetima
pozitivan nalaz OB-a u likvoru moze zamijeniti za demonstraciju DIT-a

da se simptomatske i asimptomatske MR lezije mogu razmotriti pri
odredivanju DIS-a ili DIT-a §to ne ukljuc¢uje MR lezije u optickom Zivcu
kod pacijenata koji imaju optic¢ki neuritis. U McDonaldovom Kriteriju iz
2010. godine simptomatske lezije kod pacijenta koji prikazuje sindrom
mozdanog debla ili ledne mozdine su isklju¢ene kao moguéi MR dokaz
zaDISili DIT

da se kortikalne i jukstakortikalne lezije mogu Koristiti pri odredivanju
MR kriterija za DIS. Prema McDonaldovim kriterijima iz 2010. godine
kortikalne lezije se nisu mogle Kkoristiti kod ispunjavanja MR Kriterija za
DIS

da su u McDonaldovim kriterijima iz 2017. godine dijagnosticki Kriteriji
za PPMS isti kao i u McDonaldovom kriteriju iz 2010. godine, osim §to
su pridodane asimptomatske te kortikalne lezije.
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Tablica 4- 2. McDonaldovi kriteriji iz 2010. i 2017. godine

Klini¢ka
prezentacija

Dodatni potrebni podaci prema
McDonaldovim kriterijima u 2010.
godini

Dodatni potrebni podaci prema
McDonaldovim kriterijima u 2017.
godini

- 2 ili viSe napada (relapsa)

- 2 ili viSe objektivne klini¢ke lezije

- 1 objektivna klini¢ka lezija s
dokazanim prijagnjim napadom

Nijedan, klinicki dokaz je dovoljan
(dodatni dokazi su pozeljni, ali
moraju biti povezani s MS-om).

Nijedan, klinicki dokaz je dovoljan
(dodatni dokazi su pozeljni, ali moraju
biti povezani s MS-om).

- 2 ili viSe napada (relapsa)

-1 objektivna klini¢ka lezija

DIS prikazan: pojavom najmanje
jedne T2 hiperintenzivne lezije na
najmanje dvije od Cetiri lokalizacije
(periventrikularno, jukstakortikalno,
infratentorijalno i/ili u kraljeznickoj
mozdini).

Simptomatske lezije kod pacijenta
koje prikazuju sindrom mozdanog
debla ili ledne mozdine su iskljucene
kao moguci MR dokaz za DIS.

DIS prikazan: dodatnim klinickim
napadom koji podrazumijeva razli¢itu
lokalizaciju u SZS-u; putem MR-a.

DIS se moze prikazati: putem najmanje
jedne T2-hiperintenzivne lezije na
najmanje dvije od &etiri lokacije SZS-
a: periventrikularnoj, kortikalnoj ili
jukstakortikalnoj te infratentorijalnoj
mozdanoj regiji i/ili kraljezni¢koj
mozdini.

Zarazliku od McDonaldovih kriterija iz
2010. godine, u ovim kriterijima nema
razlikovanja izmedu simptomatskih i
asimptomatskih lezija te bi za pojedince
starije od 50 godina ili one sa
vaskularnim faktorima rizika moglo biti
dobro da lije¢nici traze veéi broj
periventrikularnih lezija.
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- 1 napad

- 2 ili viSe objektivne klini¢ke lezije

DIT dokazan s: istovremenom
prisutno$éu asimptomatske lezije
koja se postkontrastno imbibira i
lezije koja se ne imbibira u danom
trenutku; postojanje nove T2 lezije
i/ili lezije koja se postkontrastno
imbibira na kontrolnom MR-u u
usporedbi s pocetnim MR-om i to
neovisno 0 vremenu snimanja;
dodatni  klinicki napad  (ovo
omogucuje povecavanje osjetljivosti
bez smanjenja specifi¢nosti).

DIT dokazan s: istovremenom
prisutnoséu lezije koja se
postkontrastno imbibira i lezije koja se
ne imbibira u danom trenutku;
postojanje nove T2 lezije i/ili lezije koja
se  postkontrastno  imbibira na
kontrolnom MR-u u usporedbi s
pocetnim MR-om i to neovisno o
vremenu snimanja; dodatni klini¢ki
napad;

prikaz specifi¢nih OB-ova u likvoru. Za
razliku od McDonaldovih kriterija iz
2010. godine, u ovim kriterijima nema
razlikovanja izmedu simptomatskih i
asimptomatskih lezija, osim toga
prisutnost specifi¢nih OB-ova u likvoru
ne prikazuje DIT, ali moze predstavljati
zamjenu za ovaj kriterij.

- 1 napad

- 1 objektivna klinicka lezija (CIS)

DIT i DIS prikazuju se na na¢in:

Za DIS: minimalno jedne T2
hiperintenzivne lezije na najmanje
dvije od 4 lokacije:
periventrikularno, jukstakortikalno,
infratentorijalno i/ili u kraljezni¢noj
mozdini ili daljnji klinicki napad koji
podrazumijeva drugo razli¢ito mjesto
u SZS-u.

Za DIT istovremenom prisutnoséu
asimptomatske lezije koja se
postkontrastno imbibira i lezije koja
se ne imbibira u danom trenutku,
nova T2 lezija i/ili lezija koja se
postkontrastno  imbibira na
kontrolnom MR-u bez obzira na
vremensku pomaknutost od pocéetnog
MR-a ili éekanje drugog klinickog
napada.

DIT i DIS prikazuju se na nadin:

1. za DIS: DIS prikazan dodatnim
klini¢kim napadom koji podrazumijeva
razli¢itu lokalizaciju u SZS-u; putem
MR-a.

2. za DIT: DIT prikazan dodatnim
klinickim napadom; putem MR-g;
prikazom likvor-specifi¢cnih OB-ova u
likvoru gdje prema McDonaldovom
kriteriju iz 2017. godine prisutnost
specificnih  OB-ova u likvoru ne
prikazuje DIT, ali moze predstavljati
zamjenu za ovaj kriterij.
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PPMS moze biti dijagnosticiran u
pacijenata s jednom godinom progresije
bolesti (retrospektivno ili prospektivno
dokazano) uz dva ili tri ispunjena
kriterija:

PPMS moze biti dijagnosticiran u
pacijenata s jednom godinom
progresije bolesti (retrospektivno ili
prospektivno dokazano) uz dva ili tri
ispunjena Kriterija: 1. Jedna ili vise T2-hiperintenzivnih
lezija karakteristi¢nih za MS u jednoj ili
vise sljede¢ih  mozdanih regija:
periventrikularnoj,  kortikalnoj ili
jukstakortikalnoj, ili infratentorijalnoj.

1. DIS u mozgu temeljen na 1 ili
vise T2 lezija karakteristi¢nih za MS
(periventrikularno, jukstakortikalno
ili infratentorijalno)

(Prema McDonaldovom Kriteriju nije

2. Dokaz 0 DIS-u u kraljeznickoj | ,rehn razlikovanje simptomatskih i
mozdini temeljen na dvije ili vise T2 asimptomatskih lezija).

lezije

Primarno progresivni oblik MS-a

» ) ) | 2. Dvije ili vise T2-hiperintenzivnih
3. Pozitivan likvor (dokazani OB-ovi lezija u lednoj mozdini
putem IEF-a i/ili poviSenim IgG
indeksom). 3. Prisutnost specifi¢cnih OB-ova u

likvoru.

Rani dijagnosticki kriteriji za MS primarno su se temeljili na klini¢kim
dokazima. Zbog tehnoloskih napredaka i novih podataka kasniji kriteriji Su
obuhvacali slikovne i druge paraklinicke testove. Revizija McDonaldovih
kriterija iz 2017. godine ponovo je obnovila ulogu analize likvora, razmatrala
vrijednost slikovnih otkri¢a koja prethodno nisu bila uklju¢ena (simptomatske i
kortikalne lezije), te je viSe naglasila upozorenja o pogresnoj dijagnozi i
diferencijalnoj dijagnozi.
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5. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA MS-A

5.1. Rutinski pregled likvora

Promjene sastava likvora odraz su razlicitih zbivanja unutar SZS-a, pa tako i
upalnih. Stoga se likvorska dijagnostika rutinski provodi i kod sumnje na MS.
Stovie, ona je neizostavna u dijagnostici MS-a prema najnovijim
dijagnostickim Kriterijima. Tijekom lumbalne punkcije izmedu L4 i L5
kraljeska, likvor se sakuplja frakcionirano u 3 sterilne polipropilenske epruvete
bez aditiva za pohranu likvora. Prva se $alje na biokemijske i seroloske testove,
druga na mikrobioloSke i seroloSke testove, a tre¢a na brojanje i diferenciranje
stanica. Hitne pretrage likvora obuhvacaju makroskopski pregled (izgled, boja
likvora), broj i vrsta stanica, ukupne proteine, glukozu i laktat. Uzorak likvora u
hitnim pretragama potrebno je dostaviti najkasnije 30 minuta nakon punkcije
kako bi se preveniralo izdavanje lazno niZeg broja stanica jer unutar jednog sata
broj neutrofilnih granulocita pada za 30%, a za 24 sata do 50%. Ako su u likvoru
prisutni eritrociti, u periodu od 2 sata, 40% njih ¢e hemolizirati i uzrokovati
ksantokroman likvor.

Neurobiokemijski laboratorij nudi veliki broj pretraga u likvoru koje se dijele

na biokemijske, citoloske, imunoloske i mikrobioloske pretrage.
MS =zahtjeva detaljan pregled i opseznu dijagnosticku proceduru. U vecini
europskih zemalja odreduju se broj i vrsta stanica, koncentracija glukoze, laktata,
ukupnih proteina, albumina te imunoglobulina (IgG, IgA i IgM). Nijedan nalaz
nije patognomican, no laboratorijska dijagnostika se provodi upravo da bi se
isklju¢ili drugi moguéi uzroci upale SZS-a odnosno da bi se isklju¢ile bolesti
koji oponaSaju MS kao Sto su vaskulitis, kroni¢na infekcija, steceni
demijeliniziraju¢i poremecaji kao §to su NMOSD te poremecaji povezani s
mijelinskim oligodendrocitnim glikoproteinom. lzgled likvora kod MS/CIS
pacijenata je uglavnom bistar i bezbojan. Priblizno 50% MS, odnosno CIS
pacijenata pokazuje pleocitozu likvora s brojem leukocita do 40 stanica/ulL u
kojem uglavnom prevladavaju limfociti i monociti. Uz pleocitozu, javlja se i
blaga proteinorahija. Paralelnom analizom uzorka seruma i likvora pomocu
matematicko-statistickih modela moguce je otkriti poremecaje funkcije barijere
preko albuminskog kvocijenta te postojanje intratekalne sinteza 19G-a. Pomoc¢u
MRZ reakcije te odredivanja indeksa specificnih antitijela protiv Herpes
Simplexa i Borelije Burgdorferi moze se
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poboljsati specificnost za MS, odrediti prediktivna vrijednost za MS i moguca
pretvorba CIS-a u MS. Funkcija KLB o¢uvana je u vise od 90% slucajeva, a Qalb
rijetko prelazi 10 te je intratekalna sinteza imunoglobulina IgG utvrdena u
likvoru. Pozitivni OB-ovi prisutni su u do 95% bolesnika.

Rezultate koji se dobiju analizom likvora treba interpretirati uzimajuci u obzir
sve dostupne podatke o pacijentu jer standardne pretrage likvora ne koreliraju s
aktivnosti bolesti i stupnjem invalidnosti bolesnika.

5.2. Ocuvanost krvno-likvorske barijere

Proteini se normalno nalaze u likvoru u vrlo malim koncentracijama i
vecina proteina u likvoru je krvnog podrijetla. Stoga kod procjene poremecaja
unutar SZS-a mora se uzeti u obzir koncentracija ovih analita u krvi kao i
funkcija sustava barijera odnosno brzine izmjene likvora. Povecane
koncentracije serumskih proteina opéenito rezultiraju s visim koncentracijama u
likvoru, no gradijent ostaje konstantno uravnoteZen $to se moze prigodno izraziti
putem koncentracijskih kvocijenata Q koji se izraCunavaju kao 0dnos
koncentracije likvor/serum, a predstavljaju precizne pokazatelje poremecaja
proteina u likvoru. Albumin se iskljucivo proizvodi u jetri, tako da sav aloumin
uocen u likvoru potjece iz krvi zbog ¢ega sluzi kao idealan biljeg za procjenu
o¢uvanosti odnosno propusnosti KLB-a. Dodatna uloga Qai je ta da sluzi kao
temelj za druge serumske proteine pri izracunavanju njihove intratekalne sinteze,
kako je poznato iz formule za 1gGindeks. Za odredivanje koncentracije aloumina
u serumu i likvoru na raspolaganju su metode razliite osjetljivosti kao §to su
turbidimetrija ili nefelometrija te bi uzorci likvora i seruma trebali biti analizirani
istovremeno pri istoj kalibraciji 1 kontroli da bi se zadrzala minimalna analiticka
varijabilnost. Albumin je stabilan u likvoru jedan tjedan na sobnoj temperaturi,
a kad se skladisti na +4 °C stabilan je do nekoliko mjeseci, dok je zamrznut na -
20 °C stabilan i do 2 godine. Koncentracijski Kvocijent Qa je prihvacen kao
najbolji pokazatelj disfunkcije KLB-a, jer vecavrijednost Qai uzrokuje i veci
poremecaj u funkciji barijere, odnosno brzini izmjene likvora. Zbog smanjene
brzine izmjene likvora dolazi do pojac¢anog ulaska ostalih proteina iz krvi u
likvor, ¢ime se povecavaju njihovi koncentracijski kvocijenti Q. Referentni
interval za nepropusni KLB kod odraslih povezan je s omjerom albumina u
likvoru i serumu i iznosi Qam < 8,0 x 10, Grani¢na vrijednost Qaib (Qiimaib)
ovisna je o dobi (Tablica 5-1.). Za djecu mladu od 15 godina ne izracunava Se
Qiimai dok je grani¢navrijednost Qiimaib za ispitanike starije od 15 godina
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predstavljena formulom:

dob

Quimaip = (4 + E) x 1073

Tablica 5-1. Prikaz granicnih vrijednosti Qam (Qiimaib) ovisan o dobi bolesnika

Dob (godine) Qaib (Qiimaib) x 1073
Novorodencad 8,0-28,0

1 mjesec 5,0-15,0

2 mjeseca 3,0-10,0

3 mjeseca 2,0-5,0

4 mjeseca - 6 godina 0,5-35

7 — 15 godina <50

15 - 60 godina 5,0-8,0

60 — 90 godina 8,0-10,0

Bolesnici istih godina imati ¢e istu grani¢nu vrijednost Qlimain. Medutim,
ova formula jo$ uvijek daje poviSene rezultate kod 15 % pacijenata kojima nije
dokazan nikakav neuroloski poremecaj bilo klinickim i laboratorijskim putem ili
slikovnom tehnikom. Postoji nekoliko istrazivanja na normalnom Qaib Koja su
zabiljezila vise grani¢nih vrijednosti. Vrijedi zabiljeziti da na Qaiw moze utjecati
tjelesna tezina ili indeks tjelesne tezine koji takoder doprinosti velikoj
interindividualnoj varijabilnosti unutar iste dobne skupine. Funkcija barijere
smatra se ouvanom ukoliko je Qamw < Qiiman. Abnormalno povecanje Qan
dogada se u raznim neuroloskim bolestima upalnog i neupalnog karaktera.
Blago do osrednje  poveéanje Qai (8,0 - 25,0 x 107%) primje¢uje se u
mnogim bolestima kao dijabeticke imunosno posredovane polineuropatije,
virusnom meningitisu ili patologiji Vvertebralnog diska, dok su srednja do
ozbiljna poveéanja Qai (> 25,0 x 107) povezana s gnojnim meningitisom,
akutnom lajmskom neuroboreliozom,
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neurotuberkulozom, imunosno posredovanim poliradikulitisom i mijelitisom ili
teSkom stenozom spinalnog kanala, $to je prikazano u Tablici 5-2.

Prilikom odredivanja koncentracije albumina i imunoglobulina u serumu
i likvoru, koriste se razli¢ite formule za procjenu funkcije barijere, a formule
koje se preporucuju temelje se na hiperboli¢noj i eksponencijalnoj funkciji.

Tablica 5-2. Spektar bolesti povezan s blagim, srednjim i teZim povec¢anjima Qaib

Poviseni Qaip Neuroloske bolesti

<125 %103 Opticki neuritis, Bellova paraliza, demencija, depresija, idiopatski
Parkinsonov sindrom, migrena, shizofrenija, tenzijska glavobolja

<15,0x 10° Amiotrofi¢na lateralna skleroza, atipi¢ni Parkinsonov sindrom, dijabeticka
polineuropatija, epilepticki napad, ishemijski udar, blaga spinalna stenoza,
hidrocefalus normalnog tlaka, transverzalni mijelitis, virusni meningitis

<20,0 x 10°° Tumor mozga, srednja spinalna stenoza, virusni encefalitis

< 35,0 x 107 Guillain-Barréov ~ sindrom,  kroni¢na  upalna  demijeliniziraju¢a
poliradikuloneuropatija, Herpes Simplex encefalitis

25,0 - 100,0 x 107 Lajmska neuroborelioza, neurotuberkuloza, gnojni meningitis, teska spinalna
stenoza, encefalitis uzrokovan krpeljom

5.3. Intratekalna sinteza proteina

Intratekalna sinteza protutijela moze se dokazati u ¢itavom nizu
neuroloSkih bolesti, od akutnih i kroni¢nih infekcija, autoimunih bolesti,
neurodegenerativnih bolesti, ali i kod zdravih osoba. U normalnim uvjetima,
antitijela unutar SZS-a su krvnog porijekla i ulaze u SZS kroz KMB i KLB, i to
primarno kroz KLB. Intratekalna, lokalna sinteza protutijela u SZS-u po¢inje od
perivaskularnih infiltrata B-limfocita koji proliferiraju i lokalno sazrijevaju.
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Moguci uzroci koji su osnova pojave intratekalnih antitijela su:

a)

b)

Stvarni upalni proces SZS-a, kojeg karakterizira pove¢ani broj stanica u
likvoru i povecana vaskularna permeabilnost barijera

Infekcije u dalekoj proslosti s ustrajnim imunosnim odgovorom, koji nije
vazan za trenutne klinicke simptome. Ove infekcije karakterizira
odsutnost disfunkcije barijere te niski IgM titrovi u serumu
Polispecifi¢ni intratekalni imunosni odgovor povezan s kroni¢nim
upalnim bolestima SZS-a bez prisutnosti odgovarajuéih antigena (MS,
kroniéne infekcije SZS-a, sistemske autoimune bolesti koje ukljuéuju
SZS).

Intratekalna humoralna aktivnost ima svoje karakteristi¢ne znacajke od kojih
su neke vazne u likvorskoj dijagnostici subakutnih i kroniénih upala SZS-a i
njihovoj diferencijalnoj dijagnozi:

1.

Lokalno stvorena frakcija protutijela moze biti i do 90% od ukupne
koli¢ine protutijela u likvoru. Ova se protutijela najéesée prikazuju u
likvoru kao uske oligoklonske vrpce tj. oligoklonski imunoglobulini, $to
olaksava dokazivanje intratekalne sinteze protutijela.

Takoder, stvaraju se protutijela visokog i niskog afiniteta (tj. specifi¢an
tip humoralnog odgovora i polispecifian tip odgovora koji se ocituje
kroz MRZ reakciju u likvoru).

Za razliku od krvi ne dolazi do klasi¢ne konverzije u sintezi protutijela
klase IgM—IgG zbog cega se tako odredeni tip intratekalnog
humoralnog odgovora po klasama protutijela moze zadrzati dulje tijekom
bolesti (profil humoralnog odgovora koji vise odgovara patomehanizmu
bolesti, a ne stadiju bolesti).

Infekcije SZS-a mogu potaknuti rani i vrlo snazni intratekalni humoralni
imunosni odgovor i sintezu specifi¢énih protutijela, medutim u nekim
slu¢ajevima intratekalna sinteza specifi¢nih protutijela moze zaostati
unutar SZS-a i godinama poslije primarne infekcije i izlije¢enja same
bolesti, zbog Cega je jedna od znacajki intratekalne humoralne aktivnosti
- dugotrajna sinteza protutijela i spora normalizacija.

Tijekom imunosne aktivnosti, unutar SZS-a moze doé¢i do dugotrajne
stimulacije ograni¢enog broja klonova memorijskih B-limfocita koje se
diferenciraju u plazma stanice. Plazma stanice proizvode protutijela
ogranicene heterogenosti. Sva ta protutijela prepoznaju razlicite epitope,
ali na istom antigenu. U upalnim bolestima SZS-a uz
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specificna protutijela na uzro¢nika bolesti postoji 1 udio protutijela
razliCite antigenicnosti Sto odrazava polispecifiéni imunosni odgovor.
Oligoklonski imunoglobulini u kroni¢nim upalnim bolestima SZS-a
primarno odrazavaju polispecificnu, a tek onda oligoklonsku narav
imunosnog odgovora.

Intratekalna sinteza protutijela moze se dokazati razli¢itim laboratorijskim
postupcima. Mnogo ¢esS¢e se moze dokazati kvalitativnom metodom IEF-a s
imunofiksacijom, kojom se nalaz prikazuje u obliku OB-ova, nego
kvantitativnim analizama i evaluacijom imunoglobulinskog kvocijenta u
Reibergramu. MRZ reakcija dokazuje polispecifi¢ni, intratekalni humoralni
imunosni odgovor na neurotropne viruse te poboljsava specificnost kod
bolesnika s MS-om s pozitivnim OB-om.

5.4. Matematicki model za procjenu
ocuvanosti KLB i intratekalne sinteze

Proteini u likvoru su vazan pokazatelj neuropatoloskih zbivanja u SZS-u,
od oste¢enja KLB-a do odvijanja razli¢itih lokaliziranih upalnih i autoimunih
reakcija. Normalni likvor sadrzi nisku koncentraciju svih imunoglobina. Ve¢
prethodno je istaknuto da se Qau koristi kao mjera ocuvanosti KLB-a, a ujedno
predstavlja i temelj za kvantifikaciju intratekalno sintetiziranog 19G-a.
Povezanost Qai i koncentracijskog kvocijenta IgG CSF/serum (Qigs) doveo je
do razvoja 1gGindeksa KOji sluzi za procjenu intratekalne sinteze 1gG-a:

19Gingeks = 7+

U ovom matematickom modelu pretpostavlja se da postoji linearna
povezanost izmedu Qai i Qigs. Ovaj model bio je predmet rasprave mnogih
znanstvenika koji su tvrdili da se veza izmedu Qamn i Qigc bolje objasnjava
hiperbolickom formulom. Takoder su hiperboli¢ke formule bile razvijene za
procjenu intratekalne sinteze IgA i IgM. Medutim, hiperbolicki model nije bio
univerzalno prihvacen jer su drugi znanstvenici prijavili da je veza izmedu Qap i
Quga linearna ako je dvostruko logaritamska te da ne postoje statisticki podaci koji
ukazuju da je bolja hiperboli¢na formula. Dvostruka logaritamska veza
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izmedu Qaib i Qigc je dovela do razvoja produzenog 1gGindeksa (IgGEr), a kasnije
se razvio 1 produzeni indeks za IgA 1 IgM.

ng

Igei=
g Q an”

lgGa=112;lgAa=1,15;IgMa=19

Medutim, linearna formula IgGindeksa daje lazno pozitivne rezultate pri
visim vrijednostima Qa, kad dolazi do izrazenije disfunkcije barijere odnosno
usporene izmjene likvora. S porastom ukupnih proteina u likvoru, odnos Qai i
Qig se mijenja te viSe nije linearan. Reiber je ovaj odnos definirao kroz
hiperboli¢nu formulu koja predstavlja gornju granicu za imunoglobulinski
kvocijent Qig.

Qig = ay(Qap2z +b) — ¢

(19G:a=0,93;b=6,0 x10%, ¢c=1,7 x 10%)
(IgA:a=0,77;b =23 x 10>, ¢ = 3,1 x 10°®)
(IgM: a=0,67; b =1,2 x 10* ¢ =7,1 x 107)

Smatra se da produzeni indeks imunoglobulina i hiperboli¢na formula imaju
bolju izvedbu nego konvencionalni indeks za kvantitativnu procjenu intratekalne
sinteze proteina. Radi preglednosti pracenja rezultata i lakse klinicke primjene
danas se sve cesce koristi graficki prikaz statisticko - matematickog modela po
Reiberu tzv. Reiberov model koji se temelji na odnosu albumina i
imunoglobulina u likvoru i serumu, a u obzir uzima i karakteristiku KLB-a i
KMB-a koja je u normalnim fizioloskim okolnostima selektivna za prolaz
proteinskin molekula, dok se ta selektivnost gubi oStecenjem barijere.
Reibergram olaksava procjenu funkcije KLB-a i koli¢inu sintetiziranog 19G-a
unutar SZS-a u odnosu na ukupnu koncentraciju imunoglobulina u likvoru.
Grani¢ne vrijednosti imunoglobulinskih kvocijenta Q (Qiim) razgranicuju krvno
podrijetlo imunoglobulina u likvoru od njegove intratekalne sinteze. Ona
vrijednost koja se nalazi ispod grani¢ne linije Qiim ukazuje na krvno podrijetlo
ispitivanog imunoglobulina u likvoru, dok vrijednost Qig koja se nalazi iznad
grani¢ne linije Qiim ukazuje na njegovu
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intratekalnu (lokalnu) sintezu. Na Reibergramu (slika 5-1.) se razlikuje 5
podrucja koja su predstavljena kao:

1. Podruc¢je normalne funkcije barijere

2. Podrugje disfunkcije barijere odnosno smanjene brzine izmjene likvora

3. Podrugje disfunkcije barijere odnosno smanjene brzine izmjene likvora uz
sintezu 1gG-a unutar SZS-a

4. Podrugje normalne funkcije barijere uz sintezu 1gG-a unutar SZS-a

5. Podru¢je nesigurnog bioloskog znacaja koja mogu biti posljedica
predanalitickih i analitickih greSaka
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Slika 5-1. Procjena funkcije sustava barijere odnosno brzine izmjene likvora i intratekalne sinteze putem
Reibergrama prilagodeno prema Reiber H. External quality assessment in clinical neurochemistry:
Survey of analysis forcerebrospinal fluid (CSF) proteins based on CSF/serum quotients. Clinical
Chemistry 1995;41(2):256-63.

Gornja hiperbolicka krivulja (podebljana linija) Qiim predstavlja liniju razgranicenja izmedu
imunoglobulinskog kvocijenta koji ukazuje na krvno porijeklo, polje 1 i 2 koji se nalaze ispod Qig limesa i
imunoglobulinskog kvocijenta koji ukazuje na dodatnu intratekalnu sintezu imunoglobulina koji je
prikazan na poljima 3 i 4 koja se nalaze iznad Qig limesa. Polje 5 predstavlja rezultate nesigurnog
bioloskog znacaja. Granica referentnog ranga za Qai izmedu normalnih i poviSenih koncentracija
proteina u likvoru je ovisna o dobi.
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5.5. Dokazivanje oligoklonskih imunoglobulina u
likvoru

Intratekalna sinteza imunoglobulina moze se dokazati u ¢itavom nizu
neuroloskih bolesti od akutnih i kroni¢nih infekcija pa do autoimunih bolesti kao
§to je MS. Za razliku od krvi, unutar SZS-a moze biti lokalno stvoreno i do 90
% ukupne koli¢ine imunoglobulina koji se prikazuju u likvoru kao OB-ovi
odnosno oligoklonski imunoglobulini. Tijekom imunosne aktivnosti unutar SZS-
a moze do¢i do dugotrajne stimulacije ogranic¢enog broja klonova memorijskih
B-limfocita koji se mogu diferencirati u plazma stanice. Upravo su plazma
stanice te koje proizvode protutijela ograni¢ene heterogenosti $to se ocituje
pojavom OB-ova u podruéju y globulinske frakcije. Dokazivanje oligoklonskih
imunoglobulina u likvoru ukazuju na intratekalnu sintezu, te predstavljaju znak
nakupljanja B-limfocita i plazma stanica u SZS-u koje sintetiziraju protutijela
IgG i IgM na odredeni antigen. Ove vrpce se mogu lako uociti u likvoru upravo
zbog postojanja KLB-a te ograni¢enog ulaska plazmatskih proteina.

Europski Odbor za uskladeno djelovanje kod MS-a je zakljucio da
humoralnog imunosnog odgovora. OB-ovi se analiziraju metodom IEF-a na
agarozi uz obveznu karakterizaciju 1gG OB-ova postupkom imunofiksacije.
Metodom IEF-a moguce je dokazati ¢itav niz IgG vrpci u likvoru, ali i u serumu.
IEF se mozZe zamisliti kao separacija IgG-a na osnovu razli¢itih izoelektri¢nih
tocki. Vazno je iskljuciti vrpce koje su nastale artefaktom, sto se prakti¢no moze
uraditi usporedbom nekoliko uzoraka seruma razlicitih pacijenata. Vrpce koje se
nalaze na istoj izoelektri¢noj toc¢ki u svim uzorcima iste serije izoelektri¢nog
fokusiranja s imunofiksacijom su najvjerojatnije artefakti koje proizvode
amfoliti koriSteni za separaciju. Sto je veéi broj artefakta, teZe je prepoznati
ne samo abnormalne serumske vrpce, nego i vrpce u likvoru. Izbor komercijalnog
dostupnih amfolita je vazniji od izbora medija (npr. agaroza ili poliakrilamid).

U nalazima analize likvora potrebno je oprezno interpretirati
kvalitativne, kao i kvantitativne rezultate. Kod sagledavanja rezultata IEF-a valja
pazljivo uocavati izgled i broj proteinskih frakcija - je li frakcija poliklonalna
(bez ostrih  vrpci, difuzna), monoklonalna (paraproteinska vrpca) ili
oligoklonalna (vise ostrih vrpci). Prema medunarodnom dogovoru o
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interpretaciji nalaza oligoklonskih IgG-ova u likvoru i serumu rezultati nalaza
se izrazavaju na sljede¢i nacin (slika 5-2.):

e Tip 1 - predstavlja normalan nalaz

e Tip 2 - predstavlja intratekalnu sintezu IgG-a jer se dvije ili vise vrpci
nalazi samo u likvoru

e Tip 3 - predstavlja nalaz intratekalne sinteze jer se mnogo vrpci 1gG-a
nalazi u likvoru, a neke od njih prisutne su i u serumu

e Tip 4 - predstavlja nalaz bez intratekalne sinteze koji upucuje na
sistemske bolesti gdje su identi¢ne vrpce prisutne i u likvoru i u serumu
(zrcalna slika)

e Tip5- predstavlja nalaz koji upuc¢uje na monoklonsku gamapatiju gdje su
jako izrazene vrpce zrcalno prisutne i u likvoru i u serumu.

Od pet tipova uzoraka vrpci, samo uzorci 2 i 3 predstavljaju lokalnu,
intratekalnu sintezu 1gG-a unutar SZS. Slika 5-2. prikazuje primjere pet tipova
uzoraka.

Medutim, otkri¢e oligoklonskih vrpci putem IEF-a nije specificno za MS.
Svoju maksimalnu vrijednost otkri¢e doseze tek u diferencijalnoj dijagnozi kada
se iskljuce svi drugi poznati uzroci upale SZS-a.

Analiza IgA kvalitativnom ili kvantitativnom metodom je od male
znacajnosti za laboratorijski podrzanu dijagnozu MS-a. Snazna intratekalna IgA
produkcija moze ukazivati na drugaciju dijagnozu koja nije MS.

Intratekalna produkcija IgM vrpci kod pacijenata s MS-om je manje
ucestala nego intratekalna produkcija 1gG vrpci.
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Slika 5-2. Prikaz 5 tipova uzoraka svrstanih po medunarodnom dogovoru modificirano prema Andersson
M, Alvarez-Cermerio J, Bernardi G, Cogato I,Fredman P, Frederiksen J, et al. Cerebrospinal fluid in the
diagnosis of multiple sclerosis: a consensus report. J Neurol Neurosurg Psychiatry 1994;57(8):897-902.

a) Dijagram prikazuje idealizirane uzorke likvora i seruma dobivene putem IEF-a. Pojam ,, Razlicito
oznacava intratekalnu IgG sintezu. Denzitometrijski skenovi uzoraka prikazuju razlicite opticke gustoce
(relativne kolicine proteina po vrpci). Tip 1 je normalan, tip 2 i tip 3 se prezentiraju u MS-u s tim da se
tip 3 moze nadi i u sistemskoj bolesti kao sarkoidoza. Tip 4 se prezentira u sistemskoj upali kao Guillain-
Barré sindrom. Tip 5 se prezentira u mijelomu ili monoklonskoj gamapatiji neutvrdenog znacaja. pH
gradijent je od 6-9, a katoda se nalazi na desnoj strani. Poli — poliklonalno; Oli-oligoklonalno; Mono-
monoklonalno

b) Laboratorijski nalaz IEF-a s imunofiksacijom. Nalaz se svrstava prema ve¢ navedenom
medunarodnom dogovoru u 5 tipova kako je opisano pod slikom 3. a). S - serum; CSF - cerebrospinalna
tekucina — likvor modificirano prema Sellebjerg F. Immunoglobulins in Cerebrospinal Fluid. U:
Deisenhammer F, Sellebjerg F, Teunissen CE, Tumani H. Cerebrospinal Fluid in Clinical Neurology. 1.
izdanje. Berlin: Springer,2015. str. 116-26.
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55.1. Razlike u metodama odredivanja oligoklonskih vrpci

Oligoklonske vrpce predstavljaju zlatni standard za otkrivanje
intratekalne sinteze 1gG-a te su uklju¢ene u posljednju reviziju McDonaldovih
kriterija iz 2017. godine kao zamjena za kriterij ispunjavanja DIT-a. Pri
ispitivanju osjetljivosti OB-ova postoje razli¢ite metode. U svim metodama
detekcije OB-ova, najveca osjetljivost postize se odvajanjem imunoglobulina
IgG-au likvoru i serumu pomocu izoelektri¢nog fokusiranja. Metoda se izvodi na
agaroznom ili poliakrilamidnom gelu u pH gradijentu od 6-10. Za vizualizaciju
razdvojenih imunoglobulina koriste se razli¢ite tehnike kao $to su bojenje
srebrom, imunofiksacija i imunoblot. Za imunofiksaciju i imunoblot koristi se
anti 1gG koji se veze za Fc dio razdvojenog IgG-a nakon ¢ega slijedi vizualizacija
uz pomo¢ peroksidaze vezane na anti IgG-antitijelo koja vrs$i pretvorbu
kemijskog supstrata. Na taj nacin se povecava osjetljivost metode, olakSava
vidljivost vrpci i interpretacija. Za bojanje srebrom poliakrilamidni gelovi su
impregnirani ionima srebra koji se reduciraju u elementarno srebro.
Oligoklonske vrpce odrazavaju polispecificnu narav imunosnog odgovora
ograni¢enog broja klonova B-limfocita, a nalaz se interpretira prema
medunarodnom dogovoru po tipovima od 1 do 5, gdje tip 1 predstavlja normalan
nalaz, dok tip 2 (vise OB-ova u likvoru) i tip 3 (vise OB-ova od kojih su neke i u
serumu) upucuju na intratekalnu sintezu. Serum i normalni likvor pokazuju
difuzan imunoprecipitat 1gG-a u podru¢ju pH 6-10. Do danas ne postoje
istrazivanja koja su usporedivala osjetljivost razli¢itih metoda vizualizacije OB-
ova. No, veéina istrazivanja koja su za odredivanje OB-ova Koristila
poliakrilamidne gelove i bojanje srebrom pokazala su bolju izvedbu s viSim
postotkom dijagnostic¢ke osjetljivosti kod MS pacijenata.

5.6. Slobodni laki lanci imunoglobulina u krvi i
likvoru

Za vrijeme upale SZS-a nerijetko se odvija sinteza intratekalnih
imunoglobulina. S obzirom da KMB uvelike sprjecava prelazak imunoglobulina
u krv, oni se postupno nakupljaju u likvoru. Plazma stanice koje se nalaze u
intratekalnom prostoru, uglavnom izluc¢uju IgG. Produkcija imunoglobulina uz
produkciju slobodnih lakih lanaca (FLC, engl. free light chains) dio je
humoralnog imunosnog odgovora.

Osnovnu jedinicu grade imunoglobulina (Slika 5-3.) ¢ine dva para
istovrsnih polipeptidnih lanaca, koji se razlikuju po broju aminokiselina. Laki
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lanci sastavljeni su od 220, a teSki od 440 aminokiselina. Sva Cetiri lanca
povezana su medusobno disulfidnim vezama u osnovnu ¢etverolanéanu jedinicu.
U osnovi, imunoglobulini su sastavljeni od 2 teska lanca i 2 laka lanca. Laki lanci
se mogu svrstati u dvije skupine:

a) kapa (KFLC, engl. kappa free light chains)
b) lambda (LFLC, engl. lambda free light chains)

Oba su lanca zastupljena u svim razredima i podrazredima
imunoglobulina, ali tako da su u istoj molekuli, oba laka lanca jednaka ili kapa,ili
lambda, ali nikad zajedno i kapa i lambda.

Slika 5-3. Shematski prikaz molekule 1g prilagodeno prema Sellebjerg F. Immunoglobulins in
Cerebrospinal Fluid. U: Deisenhammer F, Sellebjerg F, Teunissen CE, Tumani H. Cerebrospinal Fluid
in Clinical Neurology. 1.izdanje. Berlin: Springer, 2015. str. 116-26.

Laki lanac (VLi Cv) te domene Vu i Cuisacinjavaju Fab fragment Ig-a koji veze antigen, dok Chzi Cha

domene sa dva teska lanca formiraju Fc fragment. Vi — varijabilni dio lakog lanca, V1 — varijabilni dio
teskog lanca, CL — konstantni dio lakog lanca, Cri-Crs — tri domene konstantnog dijela teskog lanca.
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Kod interpretacije nalaza abnormalni se imunoglobulini procjenjuju na
temelju paralelnog podatka o imunoglobulinima iz seruma zbog moguceg
difundiranja iz krvi u likvor. Takoder, ako postoji upala mozdanih ovojnica,
serumski protein ¢e lakSe uci u likvor i nece biti samo intratekalnog podrijetla.
Stoga se mjerenja proteina u likvoru izvode uvijek u odnosu na mjerenja
serumskih proteina. Kad procijenjujemo produkciju imunoglobulina u likvoru,
stavljamo u omjer koncentraciju imunoglobulina u likvoru i krvi te koncentraciju
albumina u likvoru i krvi iz razloga §to se albumin nikad ne sintetizira u mozgu.
Premda se ¢ini jednostavnim paralelno kvalitativno usporediti rezultate
elektroforetskog razdvajanja seruma i likvora, metoda zahtijeva puno vremena i
vrlo iskusnog analiti¢ara.

Zbog navedenih teskoca i nastojanja da se pronade pouzdan biljeg koji se
moze U kracem vremenu kvantificirati, standardizirati i automatizirati te koji nece
biti ovisan 0 vrsnosti analiti¢ara, istrazuju se FLC imunoglobulina koji se
sintetiziraju i nakupljaju u likvoru zajedno s intaktnim imunoglobulinima. Zbog
svoje veli¢ine i niskih serumskih koncentracija, ne ulaze u znac¢ajnim Koli¢inama
iz krvi u likvor. Detekcijske metode za slobodne lake lance u likvoru ukljucuju
IEF, kvantifikaciju putem enzimskih/radio-imunotestova i nefelometrije, no
rezultati nisu bili od opceg interesa.

Medutim, razvojem jednostavnih nefelometrijskih testova za detekciju
FLC-ova pojavio se obnovljeni interes za njihova mjerenja u likvoru. Ovaj test
pokazuje zeljene znacajke kvantitativnog pristupa i prakti¢ne primjene
automatskih analizatora.

Nefelometrija kao kvantitativna metoda koja ima provjerene kalibratore
i kontrolne uzorke, osiguranu preciznost i ponovljivost u ujednacenim
analitiCkim uvjetima analitickih instrumenata te daje pouzdane i egzaktne
rezultate, vec je zazivjela u klini¢koj praksi za dijagnostiku i pracenje multiplog
mijeloma.

U istrazivanju bolesti SZS-a te analizom likvora otkrivene su povisene
koncentracije FLC-a, osobito KFLC-a. Dosad je ve¢ nekoliko istrazivanja
prikazalo i povecane koncentracije FLC-a u likvoru kod pacijenata s MS-om i
CIS-om gdje je narocito povisena koncentracija KFLC-a te promijenjen njihov
omjer likvor/serum (k kvocijent).
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5.6.1. Povijest slobodnih lakih lanaca

Slobodni laki lanci su otkriveni prije nesto vise od 170 godina kada je
Henry Bence Jones opisao protein koji se talozio dodatkom dusi¢ne kiseline u
mokraci kod pacijenta s jakim bolovima u kostima. Ovi Bence Jonesovi proteini
postali su vazan dijagnosti¢ki marker kod pacijenata s multiplim mijelomom.
Vise od 100 godina nakon otkri¢a, Bence Jonesov protein identificiran je kao
monoklonski FLC. U pocetku, razvojem laboratorijskih metoda, FLC-ovi su se
odredivali elektroforetskom metodom uz imunofiksaciju, medutim niska
koncentracija FLC-a nije bila detektibilna te su se rezultati mogli samo
kvalitativno odrediti. Pokusaji kvantificiranja FLC-a u pocetku su bili
onemoguceni zbog poteskoca u proizvodnji antitijela koje je specifi¢no za FLC
i koje pri tome unakrsno ne reagira s lakim lancima intaktne molekule
imunoglobulina. Bradwell i suradnici uspjeli su odvojiti lake lance od teskih
lanaca te dobiti antitijela usmjerena na jedinstvene epitope FLC-a koja su inace
normalno skrivena u konformacijskoj strukturi intaktnog imunoglobulina.
Ovakva specifi¢na protutijela su se mogla Kkoristiti za razvoj testova koji su
i u serumu i u likvoru upotrebom dvaju vrsta detekcijskih protutijela:
poliklonskih i monoklonskih.

5.6.2. Kapa i lambda slobodni laki lanci

Slobodni laki lanci obecavaju¢i su biomarkeri za otkrivanje intratekalne
upale kod pacijenata sa upalnim bolestima SZS kao §to je multipla skleroza.
Dijagnosti¢cka upotreba ovog biomarkera, posebno kapa izoforme, KFLC,
istrazuje se vise od 40 godina. Dogovor o ispravnoj metodi za procjenu
koncentracije KFLC jo$ uvijek nije postignut. S obzirom da su slobodni laki
lanci dijelovi intaktnih imunoglobulina, pretpostavljeno je da bi oni mogli biti
biomarker upalne aktivnosti. Intaktna molekula imunoglobulina sastoji se od dva
identi¢na teska lanca i dva kovalentna laka lanca. Sinteza teSkih i lakih lanaca
kao i imunoglobulina odvija se u B-stanicama i plazma stanicama. Lakilanci
formirani su od razli¢itih fragmenata te u molekuli imunoglobulina doprinose
mjestu vezanja antigena. Kod zdravih pacijenata, laki lanci se proizvode u
prekomjernoj kolic¢ini, no koncentracija takvih nevezanih slobodnih lakih lanaca
je jako niska. Pojavljuju se u dvije izoforme, kapa, koji
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se uglavnom nalaze u monomernom obliku, i lambda, koji se ¢es¢e promatraju u
dimernom obliku. Glavno kataboli¢cko mjesto lakih lanaca su bubrezi. S obzirom
da bubrezi osiguravaju proteolizu lakih lanaca i njihovo izlu¢ivanje putem
mokrace, izrazito povecane koncentracije lakih lanaca oste¢uju bubrege.
Povecane koncentracije lakih lanaca u serumu mogu biti rezultat dvaju
patofizioloskih razli¢itih mehanizama:
1) Pojacane sinteze
2) Smanjenog klirensa

Pojacana sinteza moze se pronaci U razli¢itim bolestima kao $to su monoklonska
gamapatija, primarna sistemska amiloidoza, sistemski eritematozni lupus, dok
smanjeni Klirens moze biti posljedica kako ovih bolesti, tako i promjena unutar
samog bubrega. KFLC i LFLC mogu se otkriti nefelometrijom, turbidimetrijom
I ELISA testovima. Dok se KFLC u likvoru smatra u¢inkovitim alternativnim
dijagnostickim pristupom za MS, LFLC u likvoru je dobio sam ogranic¢enu
paznju znanstveno-istrazivacke zajednice. Kod pacijenata sa MS-om i CIS-om,
osjetljivost KFLC za otkrivanje intratekalne sinteze imunoglobulina pokazala se
boljom od LFLC-a. Dijagnosticka osjetljivost i specificnost KFLC-a u bolesnika
s MS-om bila je 90%, dok je kod LFLC-a iznosila 69%, odnosno 84%. Koristile
su se razli¢ite metode za procjenu grani¢nih vrijednosti zbog ¢ega je doslo do
nastanka Sirokog raspona ovih parametara. U svim istrazivanjima, rezultati
KFLC mijerenja otkrili su bolju korelaciju s OB-om od LFLC-a. Tako je i
pokazano da je pozitivna MRZ reakcija (pozitivan ASI za najmanje dva virusa)
povezana s visim vrijednostima KFLC-a, dok nije uocena korelacija LFLC-a i
pozitivne MRZ reakcije. Stoga se mjerenje KFLC-a vise preferira u
istrazivanjima u usporedbi s LFLC-om u dijagnozi MS-a. Takoder, rezultati za
LFLC su kontroverzniji od onih za KFLC. Neki autori ukazuju na veci broj
pacijenata s pozitivnim LFLC-om u odnosu na KFLC, §to se objasnjava
¢injenicom da LFLC ima tendenciju dimerizacije gdje dimer ne prelazi KLB te
Imaju znacajno produzen bioloski zivot u likvoru. Ovo je znak da su i vrlo slabi
upalni dogadaji dovoljni za povecanje koncentracije LFLC-a. Takoder postoje
istrazivanja koja nisu uopc¢e uspjela otkriti koncentracije LFLC-a kod vecine
pacijenata $to se moze objasniti Cinjenicom da se lambda polimeri mogu
odstraniti iz uzorka putem visokog centrifugiranja. Stoga, predanaliticka obrada
uzorka igra kona¢nu i vaznu ulogu u vrijednosti LFLC-a.
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5.6.3. Slobodni laki lanci u drugim tjelesnim teku¢inama

Malo istrazivanja se bavilo dijagnosti¢kom koristi slobodnih lakih lanaca
u drugim tjelesnim tekuc¢inama kao $to je mokraca (slika 5-4.). Otkriveno je da
se slobodni laki lanci ¢eS¢e mogu naci u mokraci pacijenata S MS-om u odnosu
na druge neupalne bolesti, pogotovo ako dode do recidiva. Slobodni laki lanci u
mokrac¢i potjeCu iz Krvi, stoga njihova poviSena koncentracija u mokraci
teoretski ukazuje na njihovu visoku koncentraciju u serumu ili na bubreznu
disfunkciju. Niti povisene koncentracije FLC-a, niti oste¢enje bubrezne funkcije
nisu karakteristi¢ni za pacijente s MS-om zbog ¢ega je dijagnosticka iskoristivost
slobodnih lakih lanaca u mokra¢i kod ovih pacijenata umanjena. Daljnji
problemi u koriStenju drugih tjelesnih tekucina koji nisu likvor i serum ukljucuju
nedostatak predanalitickih standarda. Osim toga, ne postoji suglasnost medu
istraziva¢ima koja izoforma slobodnih lakih lanaca je od vece koristi, ili kapa ili
lambda. S obzirom na $irok raspon koncentracije slobodnih lakih lanaca u
mokraci, ograni¢ena je njihova dijagnosti¢ka vrijednost. Takoder, slobodni laki
lanci istrazivani su u suznoj tekuéini i u slini gdje su nadene poveéane
koncentracije slobodnih lakih lanaca u usporedbi s kontrolama. Analiza
neinvazivno dobivenih tjelesnih tekuéina bi mogla biti vazna u biokemijskom
pracdenju pacijenata. Medutim, teorijska razmatranja i mali broj istraZivanja
potkopavaju ulogu slobodnih lakih lanaca u drugim tjelesnim tekuc¢inama koje
nisu likvor i serum kod pacijenata s MS- om.

1:13:3;5: -
LIKVOR MOKRACA SERUM
teski lanac \ \ / 4
= \, Y AN
ab fragment V4 b 74 Y ==
Fc fragment . \ \\\ \/\» / i \\\\\
KFLC monomer : o \\\\ ~//_,ﬁ
AFLC dimer 7/ / 1l ‘ S
i ¥ A4
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Slika 5-4. Prikaz slobodnih lakih lanaca u drugim tjelesnim tekucinama modificirano prema Gudowska-
Sawczuk M, Mroczko B. Free Light Chains k and A as New Biomarkers of Selected Diseases. Int.
J. Mol. Sci. 2023, 24, 9531. https://doi.org/10.3390/ijms24119531.
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5.6.4. Utjecaj predanalitickih Cimbenika na KFLC u likvoru i
serumu

Istrazivani su razliiti predanaliticki utjecaji KFLC-a, a medu njima i

kontaminacija likvora krvlju. Kontaminacija likvora krvlju prikazuje pasivni
prolaz molekula tijekom prikupljanja uzorka i ne treba ga mijenjati sa sintezom
proteina de novo u mozgu. Nadeno je da kontaminacija likvora s 20 000 eritrocita
ne utjece na rezultate KFLC mjerenja u likvoru.
Takoder likvor skladiSten na sobnoj temperaturi, odnosno na temperaturi od 4
°C, nije uzrokovao znacajnije promjene u koncentraciji KFLC-a u likvoru ili
serumu. Na promjenu koncentraciju KFLC nije utjecao ni izbor odgovarajuce
epruvete za prikupljanje uzorka.

Razli¢iti terapijski postupci kao §to je afereza s izmjenom plazme,
imunoadsorpcija te primjena intravenskih imunoglobulina nisu imale utjecaja na
koncentraciju KFLC-a. Medutim, otkriveno je da infuzija 2000 mg intravenskog
metilprednizolona dovodi do =znacajnijeg smanjenja KFLC-a dok se
koncentracija imunoglobulina ne mijenja, bez obzira §to imunoglobulini 1
slobodni laki lanci imaju isto stani¢no podrijetlo. Moguce objaSnjenje ovog
fenomena je smanjena aktivnost B stanica koja dovodi do nize sinteze KFLC-a
te brzog izlu¢ivanja KFLC-a putem bubrega. Nasuprot tome, intratekalna
primjena rituksimaba povecala je koncentraciju KFLC-a iako su istrazivaci ovaj
u¢inak oznacili kao ,,minimalni“. Promjena u koncentraciji KFLC-a nije
pronadena kod bolesnika na terapiji interferonima (IFNB-1a), kao ni u bolesnika
lije¢enih fingolimodom i alemtuzumabom.

5.6.5. KFLC kao biomarker MS-a

U posljednja dva desetljeca dijagnosticki kriteriji za MS azurirani su 4
puta pocevsi s revizijom 2001. godine, zatim revizijom 2010. godine kada je
likvor kao uzorak sve manje dobivao na znacaju te nije bio potreban za potvrdu
dijagnoze. Broj pogresnih dijagnoza MS-a je porasla iako nema sluzbenog
dokaza da se ovaj fenomen dogodio zbog smanjenog broja pretraga u likvoru.
Do pogresne dijagnoze doslo je zbog pretjeranog i pogresnog tumacenja nalaza
MR-a. Zapravo, velika veéina pacijenata s pogreSnom dijagnozom lijecila se
lijekovima za MS. Budu¢i da su etiologija i specificna patogeneza MS-a
nepoznate, ne postoji specifi¢an test za potvrdu dijagnoze, te se dijagnoza temelji
na klinickim nalazima, MR-u, analizi likvora i drugim pretragama.
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Lije¢nicima se savjetuje da koriste sve dostupne alate kako bi optimizirali
dijagnosticku tocnost.

U analizi likvora, za razliku od kvantitativne intratekalne sinteze
imunoglobulina, uz pomo¢ Siroko rasprostranjene Reiberove formule koja
procijenjuje intratekalnu sintezu imunoglobulina, osobito IgA i IgM, te koja ima
umjerenu dijagnosti¢ku osjetljivost od 70%, kvalitativna intratekalna sinteza,
koja podrazumijeva odredivanje OB-ova izoelektricnim fokusiranjem S
imunofiksacijom predstavlja zlatni standard i postize visoku dijagnosticku
osjetljivost i specifi¢nost od 90%. No, ovakva tehnika nema mogucnosti izaci iz
okvira kvalitativne metode podlozne subjektivnoj interpretaciji analitiCara. U
posljednjih nekoliko godina mnostvo istrazivanja istaknulo je vrijednost KFLC-
a u likvoru kao jo$ jednog biomarkera za intratekalnu aktivnost B- stanica kod
pacijenata s MS-om.

Kvantitativna intratekalna sinteza KFLC-a podrazumijeva mjerenje
koncentracije KFLC-a u likvoru i serumu nakon ¢ega slijedi izratun KFLC
indeksa ili intratekalne frakcije KFLC-a (IF-KFLC) gdje se individualne
vrijednosti pacijenta usporeduju s unaprijed definiranom gornjom normalnom
granicom. Odredena istraZivanja procijenili su samo apsolutne koncentracije
KFLC-a u likvoru, a jako malo istrazivanja bavilo se kvocijentom KFLC-a
(QKFLC). Pregled razli¢itih parametara KFLC-a istrazenih u MS-u prikazan je
u tablici 5-3.
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Tablica 5-3. Izracuni razlicitih KFLC parametara istraZivanih u MS-u

Razli¢iti KFLC parametri istrazivani u MS-u

1. Koncentracija KFLCiikvor

2. QKFLC:KFLC”kVOT
KFLCserum
0 KFLClikpor
_ UKFLC 7. __ KFLCserum
3. KFLCindeks - ili KFLCindeks — Alby;
Qaib likvor
Albserum
KFLC
4. [F —KFLC = —*°% x 100
KFLCiikvor
KFLCy;
o KFLCyoc = (e — KFLCym) % KFLCoerum
KFLCserum

o Qxriciim = 0,9358 xQ%5%87 prema Presslaueru.
Alb
*  Qkrrciim = 3,1276 xQﬁﬁf’Ol prema Hegenu
o Qkrrciim = 9,5+ 2,08 xQy4;, prema Senelu
o Qxriciim = 3,27 x(Q3,, + 33)%> — 8,2 x10~3 prema Reiberu
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Kod CIS ili MS pacijenata, intratekalno stvorena frakcija KFLC (IF-KFLC) veca
je od 80% te bi se moglo tvrditi da je u ovakvim slu¢ajevima zanemariva ona
koncentracija KFLC-a koja potjece iz krvi. Kod parametara KFLC indeksa, IF-
KFLC i koncentracije KFLC u likvoru uocena je sli¢na dijagnosti¢ka to¢nost.
Medutim, jako malo istrazivanja se bavilo koncentracijom KFLC-a u likvoru,
kao 1 QKFLC zbog ¢ega se nije mogla iskljuciti superiornost KFLC indeksa u
odnosu na ova dva parametra. No, KFLC indeks je pokazao dobro slaganje s
koncentracijom KFLC-a u likvoru samo u slu¢aju visoke intratekalne sinteze.
Kod pacijenata koji su imali nisku intratekalnu produkciju KFLC-a, KFLC
indeks bio je superiorniji.

5.6.6. Grani¢ne vrijednosti KFLC parametara

Kad je potrebno odraditi neku pretragu u cilju potvrde ili isklju¢ivanja
odredene bolesti, od iznimne je vaznosti poznavanje normalne ili referentne
vrijednosti. Ovo vrijedi za testove klinicke kemije primijenjene u analizi
likvora. Iznenadujucée je kako je mali napredak postignut kada su u pitanju
referentne vrijednosti za bilo koje analite u likvoru. Vecina laboratorija usvaja
povijesne referentne vrijednosti, bez utvrdivanja vlastitih. Ako i postoje pokusaji
utvrdivanja vlastitih vrijednosti u nekim laboratorijima, metode evaluacije pate
od metodoloskih nedostataka kao §to su pristranost pri odabiru skupine, lose
definirana skupina 1 statisticCke pogreSke. Dostupne su razliite granicne
vrijednosti za KFLC indeks, koncentraciju KFLC-a u likvoru kao i IF-KFLC, no
mora se obratiti pozornost na to da su razlicita istrazivanja razli¢ito postupala s
rezultatima uzoraka ¢ije su koncentracije bile nemjerljive. Neka istrazivanja
koristila su donju granicu detekcije, dok su druga takve nemjerljive rezultate
postavila na nulu ili ih pak izostavila iz analize. Kod apsolutne koncentracije
KFLC-a u likvoru, bilo da su uzorci tretirani kao nula ili da su postavljeni na
donju granicu detekcije, jo$ uvijek podrazumijevaju jasnu klini¢ku interpretaciju
— NEMA INTRATEKALNE SINTEZE. Problem se javlja kod KFLC indeksa
koji ovise o koncentraciji KFLC-a u serumu kao i Qaib. Stoga, razlicito rukovanje
nemjerljivim koncentracijama KFLC-a u likvoru doista mogu dovesti do
razli¢itih vrijednosti KFLC indeksa, §to za posljedicu ima i razli¢ite grani¢ne
vrijednosti. Dijagnosticka osjetljivost i specificnost kod KFLC indeksa kretala se
0d 52 % do 100 % odnosno 69 % do 100 %. Grani¢ne vrijednosti KFLC indeksa
bile su u rasponu od 2,4 do 20. Ovakvi neujednaceni rezultati uvjetovani su
ustrojem raznih istrazivanja.
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Odnosno, je li gornja referentna granica u pojedinim istrazivanjima odredena u
S MS-om od drugih upalnih neuroloskih bolesti. S druge strane, neujednaceni
rezultati  uvjetovani su  nestandardiziranim  analitickim  postupkom
(turbidimetrija ili nefelometrija) te primjenom poliklonskog (Freelite) i
monoklonskog testa (N Latex) za mjerenje KFLC parametara. U istrazivanju
Hegena i suradnika predlozena grani¢na vrijednost za KFLC indeks iznosila je
6,1 za razlikovanje CIS/MS pacijenata u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je
predloZena grani¢na vrijednost za KFLC u likvoru iznosila 0,96 mg/L.

5.6.7. Parametri KFLC-a u odnosu na OB

Sirok raspon dijagnosticke osjetljivosti i specifiénosti za KFLC indeks i
OB proizlazi iz odredene heterogenosti izmedu studija. Rezultati istraZivanja
ukazuju da nema znatnih razlika u dijagnostickoj osjetljivosti i specifi¢nosti
KFLC indeksa i OB-a za razlikovanje pacijenata s MS-om od kontrolnih
skupina. Sva istrazivanja se slazu najmanje u korisnosti ili podjednakoj
moguénosti KFLC-a u odnosu na elektroforetsko dokazivanje OB-a. Neki isti¢u
dijagnosticku, prediktivnu te prognosti¢ku vrijednost KFLC-a za konverziju CIS
u MS, a drugi samo mogucnost otkrivanja intratekalne sinteze. Neupitno je da
analiza KFLC parametara ima prednost u odnosu na OB, a to su: znacajno brze
vrijeme izvedbe testa, pouzdanija analitika koja se moze standardizirati, manji
zahtjev prema osoblju podloznom subjektivnoj procjeni te pouzdanija analiticka
kontrola kvalitete, osobito unutarnja. U pocetku su cijene KFLC testova bile do
30% skuplje u odnosu na IEF, dok su danas cijene ujednacene. Iako je KFLC u
likvoru ve¢ uvelike zastupljen za primjenu u klini¢koj praksi, pitanje je
predstavlja li on prikladnu zamjenu za OB test, te hoce li budu¢i McDonaldovi
kriteriji spomenuti intratekalnu KFLC sintezu kao mogucu alternativu za OB, ili
bi se mozda KFLC parametri mogli koristiti za probir uz dodatno koristenje OB-
a u nerazjaSnjenim kliniC¢kim slu€ajevima. Ako daljnja istrazivanja pokazu
KFLC parametre kao pouzdanu zamjenu za metodu IEF-a moglo bi se dogoditi
da OB-ovi posve izadu iz laboratorija. Pozitivnhe KFLC parametre trebati ¢e
interpretirati s oprezom, ako je testiranje na OB negativno ili ako uopce nije
napravljeno. Jedno je sigurno, izvodenje
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OB testa koji u analizi likvora podrzava dijagnozu MS-a ostati ¢e obvezno,
barem do sljedece revizije McDonaldovih Kriterija.

5.6.8. Predanalitika i robusnost KFLC-a

Usred traumatske lumbalne punkcije, KFLC iz likvora je mnogo manje
osjetljiv na kontaminaciju krvi, u odnosu na druge proteine likvora kao $to su
imunoglobulini. U gotovo 90 % pacijenta, putem Reiberove formule, dolazi do
lazno pozitivnih rezultata intratekalne sinteze, dok to nije slucaj za parametre
KFLC-a. Ovaj fenomen se objasnjava molekularnom veli¢inom koja za KFLC
iznosi priblizno 24 kDa u odnosu na vec¢e imunoglobuline kao §to je IgG od
priblizno 150 kDa. Manje molekule pokazuju veéi omjer likvor/serum, a kod
umjetne kontaminacije krvi, relativno povecanje likvora je manje. Prilikom
odredivanja OB-ova, kontaminacija krvi uslijed traumatske punkcije smanjuje
moguénost otkrivanja blijedih vrpci te moze dovrsti do lazno negativnih
rezultata. Takoder, KFLC u uzorcima seruma stabilni su najmanje 1 godinu na
temperaturi -20 °C, dok istrazivanja za stabilnost KFLC-a u likvoru jo$ uvijek
nedostaju. U Tablici 5-4 nalaze se prednosti i nedostatci KFLC indeksa i OB-
ova.

Tablica 5-4. Usporedba KFLC indeksa i OB-ova za dijagnozu MS-a (prednosti i

nedostatci)
KFLCindeks-predstavlja intratekalnu  1gG| Oligoklonske vrpce-predstavljaju intratekalnu

sintezu, ali takoder i IgA i IgM sintezu 1gG sintezu
PREDNOSTI PREDNOSTI
Visoka osjetljivost i specifi¢nost Visoka osjetljivost i specifiénost
Visoka stabilnost u CSF-u i serumu Visoka stabilnost u CSF-u i serumu

Robusnost Robusnost

Laka i brza metoda odredivanja Detekcija 1gG klonalnosti u likvoru i serumu

(poliklonalno, oligoklonalno i monoklonalno)

Kvantitativha metoda Razlikovanje dva odijeljena uzorka za procjenu

intratekalne 1gG sinteze

Interpretacija rezultata neovisna o ocjenjivacu

NEDOSTATCI NEDOSTATCI
Dugotrajna, kvalitativna i tehnicki zahtijevna
Ne moze razlikovati dva odijeljena uzorka metoda
(likvor i serum) Skupa metoda

Interpretacija rezultata ovisi 0 ocjenjivacu
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5.6.9. MoZe li KFLC zamijeniti detekciju OB-a / Konsenzus

Medunarodni skup stru¢njaka za likvorsku dijagnostiku kod pacijenata s MS-
om donio je preporuke za uspostavljanje standardne procjene likvora kod ovih
bolesnika. Konsenzusni dokument prvi je sastavio glavni autor Harald Hegen
nakon cega je proslijeden ostalim stru¢njacima Kkoji su pridonijeli kona¢nom
dokumentu. 1z dokumenta je proizaslo Sest preporuka koje glase:

1. Neurolozi moraju uzeti u obzir rezultate svih testova koji
se izvode kao dio rutinske obrade likvora kao sto su: broj
bijelih krvnih stanica i diferencijacija tih stanica,
kvocijent albumina, intratekalna sinteza
imunoglobulina, omjer glukoze likvor/serum ili
koncentracija laktata u likvoru. Sve nalaze neurolozi
trebaju protumaciti zajedno s klinickom slikom i
slikovnim tehnikama.

Priblizno 50% pacijenata s MS-om pokazuje pleocitozu likvora s brojem
leukocita do 40 stanica/uL gdje prevladavaju mononuklearne stanice. Funkcija
KLB-a normalna je u 90% slucajeva s Qa priblizno do 10. Kod ve¢ine MS
pacijenata utvrdena je intratekalna IgG sinteza. Pozitivni OB-ovi prisutni su kod
95% MS pacijenata. Nalazi likvora neznatno se razlikuju medu razli¢itim
stadijima bolesti-tako pacijenti s progresivnom MS-om pokazuju manji broj
leukocita i rjedu pleocitozu u likvoru. OB-ovi su prisutni u 95 % slucajeva kod
MS pacijenata te 80 % CIS pacijenata. Niza prevalencija nalazi se u podru¢jima
nize geografske Sirine.

2. lako se ne smatra specificnom za bolest, pojedinacna i
najinformativnija analiza u MS-u je procjena
intratekalne sinteze imunoglobulina, bilo kvalitativnom
detekcijom OB-ova koristeci izoelektricno fokusiranje s
imunofiksacijom ili kvantitativnom metodom mjerenja
KFLC-a u likvoru nefelometrijom ili turbidimetrijom.

Bez obzira na heterogenost studija, dijagnosticka tocnost KFLC indeksa i OB-
ova su sli¢ne.
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3. KFLC indeks pokazuje dobro slaganje s vrijednostima
koncentracije KFLC-a u likvoru, no KFLC indeks je
superiorniji kod onih pacijenata koji imaju nisku ili
umjerenu intratekalnu sintezu KFLC-a.

Utjecaj koncentracije KFLC-a u serumu i Qai doista je zanemariv kod onih
pacijenata koji imaju visok doprinos intratekalne sinteze, no ovo ne vrijedi kod
pacijenata s niskom ili skromnom intratekalnom sintezom. Stoga, potrebna su
daljnja istrazivanja koja ¢e usporediti razli¢ite parametre KFLC-a kod pacijenata
s razli¢itim stupnjem intratekalne aktivnosti B stanica, razli¢itim funkcijama
KLB-a i razli¢itim koncentracijama KFLC-a u serumu. Ovakva istraZivanja
mogla bi biti zanimljiva zbog diferencijalne dijagnoze kao $to je NMOSD koji
pokazuje znacajnu disfunkciju barijere koja bi mogla dovesti dovece difuzije
KFLC-a iz krvi u likvor, a samim time i do mogucih lazno pozitivnih rezultata
ako se mjere samo apsolutne koncentracije KFLC-a u likvoru, zbog cega se
KFLC indeks namece kao bolji izbor za procjenu intratekalne sinteze.

4. Postoje opsezni podaci o slicnim granic¢nim
vrijednostima za KFLC indeks, no potrebno je provesti
multicentricne studije koje koriste razlicite platforme i
testove kako bi se potvrdile definitivne grani¢ne
vrijednosti te je potrebno razviti certificirane referentne
materijale.

KFLC indeks bi mogao biti manje sklon laboratorijskim varijacijama u
usporedbi s apsolutnom koncentracijom KFLC-a u likvoru jer je KFLC indeks
bezdimenzionalna veli¢ina koja u svom izraCunu podrazumijeva i izmjerenu
vrijednost KFLC-a u likvoru kao i KFLC-a u serumu.

5. Ako su rezultati intratekalnog KFLC-a na granici,
procjena OB-ova bi mogla biti od pomoéi u
razjasnjavanju  prisutnosti  intratekalne  sinteze
imunoglobulina (ili obratno). Dok se ne utvrdi granicéna
vrijednost KFLC-a za intratekalnu sintezu, preporuka je
da se urade oba testa.

Konsenzus predlaze ,,Refleksni pristup® (slika 5-5.) gdje se odredivanje
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intratekalne KFLC sinteze koristi kao test probira kod pacijenata s MS-om.
Refleksni pristup primjenjuje dvije grani¢ne tocke koje odvajaju jasno negativne
I jasno pozitivne rezultate. U slu¢aju da se vrijednost nade izmedu dvije grani¢ne
vrijednosti tzv. ,, sive zone*, odredivanje OB-ova bi trebalo uslijediti kao drugi
korak. Niska grani¢na vrijednost ukazuje da pacijenti s negativnim rezultatom
doista nemaju znakove intratekalne aktivnosti B- stanica, dok visoka grani¢na
vrijednost ukazuje na pacijente s intratekalnom sintezom. Konsenzus je u
»Refleksnom pristupu‘ za sivu zonu KFLC indeksa predlozio koriStenje najnize
I najviSe grani¢ne tocke koje su dobivene u istrazivanjima. Najniza grani¢na
tocka za KFLC indeks iznosila je 2,4, a najvisa 20. Istrazivanja koja su
procjenjivali financijski dio ,,Refleksnog pristupa“ otkrila su da je upotreba
KFLC-a kao testa probira, a nakon toga OB-a u sivoj zoni, jeftinija po pitanju
reagensa i materijala. Daljnja prednost refleksnog pristupa podrazumijeva
smanjeno vrijeme obrade i brze rezultate pretrage.

Analiza likvora kod
pacijenata sa sumnjom
na MS

|_|

Odredivanje KFLCiygeksa
za dokazivanje
intratekalne sinteze

<24 2,4-20 > 20
negativna Sivazona pozitivna

Potrebno odrediti OB-

ove |zdati rezultat

Izdati rezultat

Slika 5-5. Shematski prikaz Refleksnog pristupa u odredivanju intratekalne sinteze prilagodeno prema
Hegen H, Arrambide G, Gnanapavan S, Kaplan B, Khalil M, Saadeh R, et al. Cerebrospinal fluid
kappa free light chains for the diagnosis of multiple sclerosis: A consensus statement. Mult Scler.

2023;29(2):182-95.
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6. Odredivanje intratekalne sinteze KFLC-a se treba
ukljuciti u sljedecu reviziju MS dijagnostickih kriterija i
to kao dodatni alat u mjerenju intratekalne sinteze
imunoglobulina.

Istrazivanja su objavila da je intratekalna sinteza KFLC-a povezana s
pretvorbom CIS pacijenata u MS te da KFLC indeks predvida vrijeme do
pretvorbe u MS, kao i napredovanje onesposobljenosti. Stoga bi KFLC mogao
posluziti kao prediktivni marker u MS-u te bi u kombinaciji s MR-om mogao
identificirati pacijente kojima je potrebno rano lijeenje i na taj nacin olakSati
lije¢nicima donoSenje odluke o lijecenju.

62



5.7. Povezanost KFLC-a sa MR mozga kod
pacijenata sa MS-om

Kada je u pitanju povezanost KFLC-a ili izra¢unatih KFLC mjera kao §to
su kvocijent i indeks s MR parametrima upale SZS-a, rezultati istraZivanja su
heterogeni. Negdje je primije¢ena znacajna povezanost izmedu povisenih
koncentracija KFLC u likvoru ili KFLC indeksa 1 atrofije mozga/poveéanja
mozdanih lezija, odnosno volumena T2 lezija, dok pak druga istrazivanja nisu
naisla na ovu povezanost. Takoder, rezultati su heterogeni kada je u pitanju
povezanost izmedu koncentracija KFLC-a ili KFLC indeksa i ranog invaliditeta
procijenjenog EDSS ljestvicom. Visok KFLC indeks, ve¢i od 100 na samom
pocetku, povezan je s kra¢im vremenom do klini¢ki definitivne MS i s ve¢om
Sansom za drugi klini¢ki napad unutar 24 mjeseca od pocetka simptoma. Ovakvi
heterogeni rezultati uzrokovani su primjenom razli¢itih dijagnosti¢kih Kriterija
za MS, primjenom razli¢itih metoda te razliitim nacinom tumacenja
analiziranih rezultata.

5.8. Imunosni odgovor na neurotropne viruse i
Boreliju Burgdorferi

U kroni¢nim upalama SZS-a, polispecifiéni imunosni odgovor moze se
podrzavati i bez prisutnosti odgovarajuceg antigena. Dokazivanje polispecifi¢ne
intratekalne sinteze protutijela na neurotropne viruse (Morbili, Rubella i
Varicella Zoster) poznato je pod nazivom MRZ reakcija koja je prvi put opisana
1992. godine. U sklopu MRZ reakcije izracunava se indeks specifi¢nih
protutijela, ASI indeks, za svaki patogen. Da bi se povecala specificnost MRZ
reakcije, ASI indeks se odreduje i na HSV tip 1 te na Boreliju Burgdorferi u cilju
isklju¢ivanja kroni¢ne neuroborelioze. ASI indeks izra¢unava se iz kvocijenta
specifi¢nih protutijela (Qigspec) 1 kvocijenta ukupnih protutijela iste klase
imunoglobulina (Qig) prilikom ¢ega su ove vrijednosti ve¢ ranije izraunate
putem Reibergrama. Ukoliko je Reibergramom dokazana intratekalna sinteza,
umjesto kvocijenta Qig, koriste se grani¢ne vrijednosti imunoglobulinskih
kvocijenata Qiglim.

ASI = Q’fj”

ng

63



Ukoliko je Qig > Qigiim Vrijedi sljedeca jednadzba:

Ako je vrijednost ASI indeksa> 1,5, smatra se da je to klinicki relevantan
nalaz koji dokazuje intratekalnu sintezu specifi¢nog protutijela.

Pozitivni ASI obi¢no ukazuje na intratekalnu sintezu protutijela na
odgovarajuci patogen, koji se trenutno nalazi u likvoru kod pacijenata ili je u
proslosti bio prisutan. Odsutnost DNA virusa u likvoru kod pacijenata s MS- om
koji imaju pozitivan ASI postavila je hipotezu o ,,reakciji promatraca®, koja se
opisuje kao polispecifi¢na aktivacija B-stanica unutar SZS-a. MRZ reakcija u
klinickoj praksi ima potencijal da pridonese klinickoj dijagnozi, ali njena
patofizioloska uloga jo§ u potpunosti nije jasna te zahtijeva daljnje istrazivanje.
Dok se pozitivna MRZ reakcija moze uociti kod pacijenata sa RRMS-om,
nekoliko istrazivanja je pokazalo negativnu MRZ reakciju kod pacijenata s
drugim autoimunim upalnim neuroloskim bolestima kao $to su: neuromijelitis
optika, paraneoplastiéni neuroloski sindromi, neurosarkoidoza, akutni
diseminiraju¢i encefalomijelitis i autoimuni encefalitis. Takoder je MRZ
reakcija negativna kod pacijenata s infektivnim bolestima SZS-a koje mogu
oponasati MS, kao Lajmska neuroborelioza i HTLV-I — vezana mijelopatija.
Istrazivanja pokazuju visoku prevalenciju MRZ reakcije kod pacijenata s MS-
om, a takoder ova reakcija poboljSava specificnost za pacijente s MS-om Koji
imaju pozitivne OB-ove.

Odredivanjem ASI indeksa ne odreduje se jakost imunosnog odgovora u
svrhu potvrde ili odbacivanja zaraze odredenim virusom, nego su ovi testovi
prilagodeni za otkrivanje niskih titrova koji su odraz kroni¢nih upala SZS-a.
Zbog toga je MRZ reakcija pozitivna u kroni¢nim bolestima te nije prisutna u
akutnim upalnim bolestima. Pomo¢ u diferencijalnoj dijagnostici neuroloskih
poremecaja pruza paralelno odredivanje vise vrsta specificnih antitijela.
Povecanje ASI indeksa na samo jedan patogen viSe govori u prilog aktivne ili
kroni¢ne infekcije tim patogenom, dok istovremeno povecanje ASI-ja za viSe
patogena ne znaci da je patogen prisutan u SZS-u veé odrazava polispecifiénu
imunosnu reakciju kod kroni¢ne upalne bolesti, vjerovatno autoimunog
karaktera kao $to je MS.

64



5.9. Uloga laboratorija u dijagnostici, predikciji i
prognozi multiple skleroze

Multipla skleroza je promjenjiva bolest po pitanju klinickog tijeka, prognoze
i klinickih manifestacija. Pitanje dijagnoze za lijecnike moze biti problemati¢no
na samom pocetku bolesti i to ako klinic¢ki pokazatelji nisu jasni te ako postoji
sumnja na druge upalne bolesti koje mogu oponasati MS. Dokaz intratekalne
sinteze, koji se moze naci u ¢itavom nizu neurolo$ih bolesti moze biti potpuno
nevazan nalaz zbog moguceg odjeka ranijih infekcija, ali takoder moze biti bitan
intratekalne sinteze 19G-a, ali je vrlo nespecifican. Kod veéine bolesnika s
dokazanim MS-om, broj i raspored IgG OB-ova uglavnom se ne mijenja tijekom
bolesti jer su one odraz nespecificne dugotrajne imunosne stimulacije, a ne
specificnog imunosnog odgovora. Pozitivan nalaz OB-a ima visoku negativnu
prediktivnu vrijednost i nisku pozitivnu prediktivnu vrijednost, $to ¢ini OB-ove
osjetljivim za probir, ali se ne smatraju dobrim dijagnostickim sredstvom. Ako je
rezultat normalan, velika je mogucnost da se ne radi o dijagnozi MS-a. Podaci o
prognostickom znacaju negativnih OB-ova su opre¢ni te ih jedni opisuju kao
povoljan prognosticki biljeg koji ukazuje na blazi tijek bolesti i bolji odgovor na
terapiju B- interferonom, dok drugi opisuju da se s veCom ucestalosti negativan
nalaz OB-a javlja kod bolesnika s primarno progresivnim tijekom bolesti gdje je
snazniji relaps 1 vec¢i stupanj invalidnosti kod bolesnika. Ako su rezultati
dvosmisleni, negativni ili postoji jedan OB, a klini¢ka sumnja na MS je vrlo
visoka, treba razmisliti o ponavljanju lumbalne punkcije i to ako se pojave
neuroloski simptomi koji do tada nisu postojali. Neki autori smatraju da broj OB-
a ima prognosti¢ki znacaj te da korelira s nalazom MR-a. Pacijenti s manjim
brojem aktivnih plakova i plazma stanica u bijeloj tvari i meningama imaju maniji
broj OB-ova. Zbog znacajno brzeg vremena izvedbe testa, pouzdanije analitike
koja se moze standardizirati, manjeg zahtjeva prema osoblju podloZnom
subjektivnoj procjeni te pouzdanijoj analitickoj kontroli kvalitete, za
dokazivanje intratekalne sinteze osim OB-ova, Konsenzus za MS i likvorsku
dijagnostiku predlaze i mjerenje parametra KFLC-a kao dodatnog alata u
mjerenju intratekalne sinteze putem ,,Refleksnog pristupa“. Njihova preporuka
podrazumijeva primjenu KFLC indeksa kao testa probira kod pacijenata sa
sumnjom na MS te po potrebi, u nejasnim slucajevima,
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odredivanje oligoklonskih vrpci. U klinickoj procjeni pacijenta sa sumnjom na
MS uz dokazivanje intratekalne sinteze odreduje se i MRZ reakcija koja je
rijetko pozitivha u bolestima koje oponasaju MS kao $to su opticki
neuromijelitis, neuroborelioza, paraneoplasti¢ni sindrom. Pozitivha MRZ
reakcija uocena je i kod pacijenata s CIS-om koji su se konvertirali u MS. MRZ
reakcija ima visoku prediktivnu vrijednost za konverziju CIS-a u MS zbog cega
bi bolesnike s pozitivnom MRZ reakcijom trebalo ukljuciti u ranu terapiju jer je
klini¢ki izazov kod pacijenata s CIS-om identifikacija pacijenata kod kojih bi se
u budu¢nosti mogla potvrditi dijagnoza MS-a.

5.10. Biomarkeri u MS-u

Godinama se intenzivno traga za identifikacijom dobrog biomarkera u
MS-u. Sto se bolest ranije otkrije, omoguéen je raniji pocetak terapije i bolji
ishod bolesti. S obzirom da bolest ima razli¢itu klinicku prezentaciju od osobe do
osobe, razli¢it je i odgovor pacijenta na terapiju. Biomarkeri MS-a dolaze iz
podru¢ja imunologije i neurobiologije zbog razli¢itih patomehanizama ove
bolesti. U idealnom slucaju biomarker za MS bi trebao biti prisutan kod osoba s
MS-om, a odsutan kod zdravih osoba ili osoba koji boluju od drugih bolesti SZS-
a. Ako se bolest pogorsa ili poboljsa, koncentracija biomarkera trebala bi se
povecati ili smanjiti. Jo§ jedna karakteristika idealnog biomarkera je da se za
njegovo otkrivanje koristi neinvazivna metoda. Analiticka metoda detekcije ovih
biomarkera trebala bi biti precizna i ponovljiva, a istovremeno brza, jednostavna
I ekonomski isplativa. Lumbalna punkcija invazivan je postupak za pacijenta, te
se pokuSavaju naci biomarkeri u serumu s obzirom da je vadenje krvi rutinski
postupak. Unato¢ velikom broju studija i dugom popisu biomarkera kandidata,
danas je vrlo mali broj biomarkera od klinicke vrijednosti. Razlog tomu je
nedostatak usporedivosti i premali broj ispitanika u veéini studija. Potraga za
biomarkerima nije usmjerena samo na stanice i molekule imunoloskog
odgovora, ve¢ i na molekule koje odrazavaju razlic¢ite mehanizme ove bolesti.
Potencijalni biomarkeri ukljucuju antitijela, citokine, kemokine, biomarkere
diferencijalne dijagnoze, prognoze i lijeCenja bolesti te prac¢enje ucinka terapije.
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5.10.1. Dijagnosticki biomarkeri u MS-u

Za pouzdanu dijagnozu MS-a, mnoga istrazivanja su usmjerena na
promjene u sastavu likvora. Ranije opisane oligoklonalne vrpce, 1gG indeks i
MRZ reakcija su biomarkeri MS-a u klini¢koj praksi koji se koriste za potvrdu
dijagnoze. Medunarodni Konsenzus stru¢njaka za MS i likvorsku dijagnostiku
preporucio je odredivanje KFLC-a kao dodatnog kvantitativnog biomarkera za
intratekalnu sintezu. Trenutno se MS ne moze dijagnosticirati laboratorijskim
odredivanjem jednog parametra i ¢ini se kako to jos uvijek u skoroj buduénosti
nece biti moguce, ve¢ ¢e za dijagnostiku biti potreban panel biomarkera.

Akvaporin-4 je protein vodenog kanala kojeg astrociti eksprimiraju u
SZS-u i koji ima vaznu ulogu u regulaciji homeostaze vode u SZS-u. Antitijela
usmjerena na akvaporin-4 je dobar biomarker za diferencijalnu dijagnozu te se
sve vise koristi u klini¢koj praksi. Ova antitijela se mogu otkriti u pacijenata s
NMOSD, ali ne i u pacijenata s MS-om. S obzirom da MS i NMOSD imaju
preklapajuce simptome, prisustvo ovog biomarkera moze iskljuciti dijagnozu
MS-a. Medutim, ni ova antitijela nisu prisutna kod svih NMO pacijenata, stoga su
potrebni dodatni biomarkeri. Kao drugi dodatni biomarker namece se anti- MOG
antitijelo. MOG je mijelinski protein eksprimiran isklju¢ivo na povrsini
mijelinskih ovojnica i membrana oligodendrocita, te se smatra potencijalnom
ciljnom molekulom za autoimuni odgovor kod demijeliniziraju¢ih bolesti. Anti-
MOG antitijelo je nadeno u likvoru pacijenata s demijeliniziraju¢im bolestima
kao $to su opticki neuritis (rekurentni), encefalomijelitis, encefalitis mozdanog
debla i akutni diseminirani encefalomijelitis. Kod 20-25% NMOSD pacijenata
nije mogucée detektirati antitijela na akvaporin-4, a kod 44-50% takvih osoba
dokazano je prisutnost antitijela na MOG. Zbog razlika u klinickim znacajkama,
tijeku bolesti te prognozi, mnogi autori koriste naziv - bolesti vezane uz antitijela
na MOG tzv. MOGAD bolesti. Anti-MOG antitijela nisu prikladna za dijagnozu
i prognozu MS-a, nego za diferencijalnu dijagnozu.

Kao drugi potencijalni biomarkeri u MS-u namecu se:

e skupina citokina [interleukin (IL-6), adhezijske molekule (topljiva
intracelularna sICAM i vaskularna stani¢na adhezijska molekula
sVCAM],

e molekule povezane s oSteCenjem i obnovom [glijalni fibrilarni kiseli
protein (GFAP) i haptoglobin]

e komponente komplementa (C1 inhibitor, C1s, C5 i faktor H)
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Potrebna su daljnja istrazivanja koja bi trebala procijeniti ove biomarkere i
njihovu ulogu u dijagnozi MS-a.

510.2. Prognosticki biomarkeri u MS-u

Prognosticki biomarker pomaze ukazati kako se bolest moze razviti kod
pojedinca od trenutka kada je poremecaj ve¢ dijagnosticiran. Ovi biomarkeri su
korisni kod odabira pacijenata za lijeCenje, ali ne predvidaju izravno odgovor na
lijeCenje. Biomarkeri za prognozu MS mogu pruziti informacije o tijeku
aktivnosti bolesti i ukazati na konverziju u drugi oblik MS-a, kao $to je RRMS
ili SPMS. Prognosticki biljezi likvora mogu utjecati na izbor terapije za MS u
trenutku kada dolazi do blage progresije bolesti. Hitinazi-3 sli¢an protein 1
(CHI3L1), laki lanac neurofilamenta (NfL) i kemokin CKCL13 su likvorski
biomarkeri koji najvise obecavaju u predvidanju konverzije MS-a i invaliditeta.

Hitinazi-3-sli¢an protein 1 je glikozidaza koju lu¢e monociti, mikroglija
i aktivirani astrociti. Fizioloska uloga CHI3L1 u SZS-u je nepoznata, no njegova
distribucija u upalnim lezijama sugerira da bi mogao biti vazna komponenta
astrocitnog odgovora na upalu u SZS-u. Poveéana koncentracija CHI3L1 nalazi
se u nekim upalnim stanjima kao S$to su reumatoidni artritis i sistemski
eritematozni lupus. Mehanizam djelovanja CHI3L1 je nepoznat, a njegova uloga
u patogenim mehanizmima MS-a jo$ u potpunosti nije razjasnjena. Obi¢no se
nalazi u likvoru te je povezan s brzom progresijom invaliditeta. lako se ovaj
biomarker ne Kkoristi u klini¢koj primjeni, obecavajuci je biomarker prognoze i
odgovora na lijecenje u MS-u.

Neurofilamenti (Nf) su citoskeletni proteini koji su vrlo specificni za
neurone. Sastoje se od 85% neuronskih strukturnih proteina i odreduju promjer
aksona. Postoji nekoliko razli¢itih vrsta neurofilamenata koji ukljucuju teske
lance (NfH), srednje lance (NfM) i lake lance (NfL). Ako dode do aksonskog ili
neuronskog o$tec¢enja, neurofilamenti se oslobadaju te se mogu otkriti u likvoru
i serumu. Poluzivot neurofilamenata u neuronima je oko 2-3 mjeseca, S§to
ukazuje na sporu promjenu unutar neurona. Stoga, ¢ak i kod zdravih odraslih
osoba, neurofilamenti su mjerljivi u mozgu i tjelesnim tekué¢inama. NfL se
najvise proucava U ljudskim bolestima i 0 njemu se najces¢e objavljuje u
istrazivackim publikacijama. Budu¢i da se neurofilamenti oslobadaju iz neurona
zbog gotovo svake vrste ozljede ili bolesti, gotovo svi poremecaji i bolesti SZS-
a koji ometaju rad neurona mogu dovesti do otpustanja
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neurofilamenata u likvoru i krvi. Pacijenti s MS-om imaju povisene
koncentracije NfL-a, a koncentracija NfL-a u serumu takoder korelira s novim
MRI lezijama, stupnjem invaliditeta i stopom atrofije mozga. Nadalje, NfL je
takoder prikladan kao biomarker za konverziju iz CIS-a u MS. Odredivanje
serumske koncentracije NfL-a, za koju nije potrebna lumbalna punkcija, korelira
s mnogim klini¢kim karakteristikama MS-a te se moze smatrati budu¢im
prognostickim biomarkerom u klini¢koj praksi.

Kemokin CXCL13 je snazan kemoatraktant B-stanica koji igra vaznu
ulogu u regrutiranju B-stanica u SZS-u tijekom upale. Poveéane koncentracije
ovog kemokina nalaze se u serumu i likvoru pacijenata s aktivnom boles¢u MS-
a, naglasavajué¢i da bi ovaj kemokin mogao biti vazan biomarker upalne
aktivnosti. Utvrdeno je da koncentracije CXCL13 u likvoru koreliraju s
intratekalnom sintezom imunoglobulina zbog c¢ega je CXCL13 dobio
dijagnosticku i prognosti¢ku vrijednost u MS-u.

Drugi markeri za koje se pokazalo da imaju prognosticki potencijal za u
predvidanju konverzije CIS-a u MS ili iz RRMS u SPMS 1 loSiju prognozu
bolesti ukljuc¢uju oligoklonske IgM vrpce i protein 14-3-3. Dijagnosticki, kao i
prognostic¢ki biomarkeri u MS-u prikazani su u Tablici 5-5.

Tablica 5-5. Dijagnosticki | prognosticki biomarkeri u MS-u

Dijagnosticki biomarkeri Prognosticki
Biomarkeri
10B OB
Antitijela 11gMOB IgMOB
11gGOB IgGOB
Citokini TCXCL13 CXCL13
114-3-3 14-3-3
TCHI3L1 CHI3L1
Proteini TGFAP NfL
INfL NfH
INfH
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510.3. Biomarkeri prac¢enja terapijskog odgovora i nuspojava

Kod MS-a, Europska komisija (EMA, eng. European Medicines Agency)
I Agencija za hranu i lijekove (FDA, Food and Drug Administration) odobrili su
razlicite terapije koje mijenjaju tijek bolesti. Ne reagiraju svi pacijenti jednako
na lijeenje. Da bi svakog pacijenta mogli pravovremeno lijeciti
individualiziranom terapijom, potrebno je poznavati biomarkere za predvidanja
terapijskog odgovora i pra¢enje njihove u¢inkovitosti.

Neutralizirajuéa anti-interferon beta antitijela (anti-IFNB) se mogu
stvoriti kao odgovor na vecinu proteinskih lijekova i sprijeciti njihov stvarni
mehanizam djelovanja. Ovakva antitijela se otkrivaju u serumu. Tijekom prve
dvije godine lijecenja interferonom B (IFN-B), neutraliziraju¢a antitijela nastaju
kod 40% bolesnika. Neutraliziraju¢a antitijela smanjuju uéinak IFN-Bte se
sukladno tome povecava stopa relapsa, progresije invaliditeta i MRI aktivnosti.
Ako se dobiju 2 pozitivna rezultata neutraliziraju¢ih antitijela u periodu 3-6
mjeseci preporucuje se promjena terapije. Stoga anti-IFNBAt predstavljaju
prognosti¢ki biomarker za los terapijski odgovor. Neutralizirajuca antitijela se
mogu stvoriti i tijekom terapije natalizumabom, monoklonskim protutijelom
protiv integrina a4P1 (drugim nazivom VLA-4 prikazanom u Tablici 2-1) i a4p7
na leukocitima. U 6% bolesnika lije¢enih natalizumabom neutralizirajuca
antitijela su otkrivena barem jednom, a u vise od 90% slucajeva se oni javljaju
tijekom prva tri mjeseca lijeCenja. Ova antitijela smanjuju koncentraciju
natalizumaba u serumu te su povezani sa smanjenom ué¢inkovitosti terapije. lako
ne postoje smjernice za rutinsku upotrebu anti-natalizumab neutraliziraju¢ih
antitijela kao prognosti¢kih biomarkera za pracenje terapijskog odgovora,
preporucuje se odredivanje njihove koncentracije u periodu od 3-4 mjeseca
nakon pocetka terapije 1 u slucaju recidiva. Pacijenti koji su zapoceli lijeCenje
natalizumabom, terapijom koja modificira tijek bolesti (DMT), koncentracija
NfL-a u likvoru bila je kao kod zdravih kontrola u periodu od 6-12 mjeseci, $to
upucuje da se NfL takoder moze koristiti za pracenje ucinkovitosti terapije.
Takoder koncentracija NfL-a se smanjuje u bolesnika s MS-om nakon lije¢enja
fingolimodom, mitoksantronom ili rituksimabom. Lijecenje natalizumabom
dovodi i do smanjenja CHI3L1, NfH, IL-6, IL-8, kemokina i liganda CXCL13
(Tablica 5-6.). Koncentracija CXCL13 se smanjuje u likvoru bolesnika s MS-
om koji se lijece steroidima, terapijom deplecije B-stanica ili fingolimodom.
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Uz klini¢ki odgovor, nuspojave su odlucuju¢i kriterij u uspjeSnosti
terapije, a biomarkeri mogu biti vazan alat u predvidanju i pracenju nuspojava.
Infekcije uzrokovane Varicella zoster virusom zabrinjavaju pacijente s MS-om
koji se lije¢e fingolimodom, alemtuzumabom i kladribinom. Zbog
promijenjenog imunoloskog odgovora, rizik od ove infekcije povecan je kod
bolesnika koji primaju ovu terapiju. Kako bi se izbjegla aktivacija ovog virusa
tijekom terapije potrebno je odrediti u serumu titar antitijela na Varicella zoster
virus (anti-VZV) prije samog pocetka lijeCenja imunomodulacijskom terapijom
u pacijenata koji nisu preboljeli vodene kozice ili nisu bili cijepljeni. Ako se u
serumu ne nadu anti-VZV antitijela, potrebno je provesti cijepljenje i odgoditi
pocetak terapije za 4-6 tjedana, kako bi se uspostavila zastita cijepljenjem. Svim
bolesnicima koji se lijeCe alemtuzumabom preporuuje se primjena
antiherpetika. Ako se razvije infekcija u bolesnika koji prima fingolimod,
potrebno ju je odmah lijeciti antivirusnom terapijom prema smjernicama Centra
za kontrolu bolesti i prevenciju (CDC, eng. Centers for Disease Control and
Prevention). Vise od 20 godina su dostupne terapije koje modificiraju tijek
bolesti kod bolesnika s MS-om. Ovisno o nacinu djelovanja pojedinih lijekova,
moze se povecati rizik od bakterijske, virusne, parazitske i/ili gljivi¢ne infekcije.
Postojece latentne virusne infekcije mogu postati aktivne i izazvati ozbiljnu
infekciju zbog promijenjenog imunoloskog sustava koji moze dovesti do
smanjenog antivirusnog imunoloskog odgovora. Najpoznatiji je razvoj
progresivne multifokalne leukoencefalopatije u pacijenata s MS-om koji su
zarazeni John Cunningham virusom kao nuspojava terapije natalizumabom.
Pacijenti koji imaju pozitivna antitijela na John Cunningham virus (anti-JCV
antitijela) i1 Cija vrijednost indeksa je >1,5 imajupovecan rizik od razvoja
progresivne multifokalne leukoencefalopatije. Takve je pacijente potrebno
pratiti i po potrebi promijeniti lijeCenje. Stoga, anti-JCVantitijela kao i JCV
indeks vazan su biomarker u terapiji natalizumabom.
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Tablica 5-6. Biomarkeri pracéenja terapijskog odgovora
Biomarkeri pracenja terapijskog odgovora i nuspojava
1Anti-JCV (natalizumab)

1 Anti-IFNB (interferon B)
|CXCL13 (natalizumab, terapija B-staniénom deplecijom, steroidi,
mikoksantron)

Citokini LIL-6 (natalizumab)

LIL-8 (natalizumab)
CHI3L1 (natalizumab, mikoksantron, fingolimod)
Proteini TNfL (natalizumab, terapija B-stani¢nom deplecijom, mitoksantron,

fingolimod)

TNfH (natalizumab)

Antitijela

510.4. Pogled u buduénost: potencijalno novi dijagnosticki
biomarker za MS-mikroRNA

Kako bi se unaprijedila dijagnostika MS-a istrazuju se novi potencijalni
biomarkeri koji ¢e omoguciti $to raniju i bolju diferencijalnu dijagnostiku,
to¢nije otkrivanje stadija bolesti, pracenje terapije te predvidanje ishoda bolesti.
Brojna istrazivanja, U novije vrijeme, potvrduju klju¢nu ulogu endogenih malih
nekodiraju¢ih RNA-mikroRNA (miRNA) koje se nalaze u eukariotima i
reguliraju ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini vezanjem na
komplementarne sekvence na 3'ili 5' UTR (engl. untranslated region) sto obi¢no
rezultira inhibicijom translacije ili degradacijom mRNA koja dovodi do
smanjenja koli¢ine proteina. Biosinteza miRNA sastoji se od niza koraka koji
poinju u jezgri i zavrSavaju u citoplazmi. MikroRNA sastojise od 21-23
nukleotida i ¢ine 1% ljudskog genoma. Nalazi se u mnogim tekuc¢inama kao sto
su likvor, serum, majéino mlijeko, mokraca, suze, sjemena tekucina i slina.
MikroRNA je klju¢ni regulator bioloskih procesa povezanih s patofiziologijom
razli¢itih stanja kao §to su tumori, autoimune, neurodegenerativne i zarazne
bolesti. U SZS-u miRNA ima u izobilju i moZe utjecati na razvoj, proliferaciju,
diferencijaciju, plasti¢nost i druge stani¢ne procese.

Nedavne studije otkrile su da postoji specifican obrazac ekspresije
miRNA u patogenezi MS-a, a abnormalna ekspresija miRNA moze biti "pocetni
¢imbenik" koji dovodi do patogeneze MS-a utjecuci na glijalne stanice i
periferne imunoloske stanice.
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S obzirom na visoku stabilnost miRNA u izvanstani¢nom odjeljku
(plazmi), njenu specifi¢nost za tkiva i jaku povezanost s patoloskim procesima,
ove male molekule mogle bi se Kkoristiti kao biomarkeri za dijagnozu,
razlikovanje podtipova i predvidanje prognoze MS-a. Istrazivanja o regulaciji
miRNA T limfocita ukljucenih u patogenezu MS-a mogla bi pomo¢i u razvoju
novih strategija za lijeCenje MS-a na transkripcijskim i post-transkripcijskim
razinama. Pomo¢u mikro-RNA nastoji se razrijesiti individualizirana terapija,
terapija koja ¢e za bolesnike biti najpogodnija i najdjelotvornija, a izazivati
najmanje nuspojava. No, da bi se razvio biomarker koji se temelji na miRNA za
dijagnozu MS-a najvazniji preduvijet je sposobnost kvantificiranja miRNA.
Problem predstavljaju niske koncentracije miRNA u tjelesnim tekuc¢inama kao i
moguénost kontaminacije s miRNA proizaslih iz stani¢nih komponenti krvi
tijekom hemolize ili obrade uzorka. S druge strane, miRNA su vrlo stabilne u
krvi, otporne su na cirkulirajuce ribonukleaze i teska stanja poput produzenog
skladiStenja, smrzavanja-odmrzavanja i ekstremnih pH uvjeta, zbog njihovog
pakiranja u lipidne vezikule kao §to su egzosomi, vezanje za protein koji veze
RNA i povezanost s lipoproteinom visoke gusto¢e. Njihova stabilnost, zajedno s
razvojem osjetljivin metoda detekcije i kvantifikacija c¢ine ih idealnim
kandidatima za novu klasu neinvazivnih, osjetljivih biomarkera. lako miRNA
ima veliku ulogu u buduénosti kao biomarker MS-a, jo§ uvijek su potrebna
daljnja istrazivanja pri tome osvrc¢ucéi se na probleme s njegovom koncentracijom
1 lako moguc¢om kontaminacijom.
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