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MOLEKULARNO - GENETICKA ANALIZA AKVAPORINA 4 I KORELACIJA
SA KLINICKIM KARAKTERISTIKAMA OBOLELIH OD NEUROMIJELITIS OPTIKA
SPEKTRA BOLESTI

Sazetak

Uvod: U osnovi neuromijelitis optika spektra bolesti (NMOSB) nalaze se kompleksni
multifaktorijalni mehanizmi interakcije genetickih Cinilaca i faktora spoljasnje sredine.

Ciljevi: Analiza gena za akvaporin 4 (AQP4) kod obolelih od NMOSB i multiple skleroze
(MS), analiza citavog egzoma obolelih od NMOSB, kao i korelacija genetickih markera sa
klini¢kim karakteristikama osoba obolelih od NMOSB. Procena kvaliteta Zivota obolelih od
NMOSB i MS.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je obuhvatilo uzorke DNK ukupno 64 pacijenata sa
NMOSB, 40 pacijenata sa MS, kao i 100 uzoraka zdravih osoba. Nakon amplifikacije
kodiraju¢ih regiona gena AQP4 ucinjeno je njihovo sekvenciranje metodom po Sangeru.
Dobijene varijante su korelisane sa klinickim karakteristikama obolelih od NMOSB. Analiza
celog egzoma (engl. Whole Exome Sequencing, WES) sprovedena je na [llumina HiSeq-2000
platformi pomoc¢u komercijalnih kitova, za svih 64 pacijenata sa NMOSB. Analiziran je
odabrani panel gena u kojima su izdvojene varijante od potencijalnog znacaja u NMOSB, kao
1 optere¢enje ovim genima u NMOSB. Za procenu kvaliteta Zivota obavljena je studija
preseka sa ukupno 180 ispitanika (80 NMOSB, 100 MS) primenom odgovarajuc¢ih upitnika.

Rezultati: U kodiraju¢im regionima gena AQP4 samo za varijantu rs35248760 pokazana je
statistiCki znaCajna povezanost sa mijelitisom kod osoba sa NMOSB. U¢injenom analizom
optereéenja retkim varijantama u okviru WES, nisu detektovane patogene varijante ili geni
rizika za razvoj NMOSB.

Zakljuéci: Osim varijante rs35248760 u kodiraju¢im regionima gena AQP4 nisu detektovane
druge varijante od znac¢aja. NMOSB predstavlja bolest sa kompleksnom genetickom
osnovom. Kvalitet Zivota osoba sa NMOSB i MS znacajno je naruSen postojanjem autonomne
disfunkcije.

Kljuéne re€i: neuromijelitis optika spektar bolesti, multipla skleroza, klinicke karakteristike,
gen za akvaporin 4, genetiCka osnova, kvalitet zivota, disautonomija, neuroimunologija,
neurogenetika.

Naucna oblast: Medicina

Uza naucna oblast: Neuronauke
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MOLECULAR - GENETIC ANALISYS OF AQUAPORIN 4 AND CORRELATION
WITH CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH NEUROMYELITIS
OPTICA SPECTRUM DISORDERS

Abstract

Introduction: In Neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD) is based on complex
multifactorial mechanisms of interaction between genetic factors and environmental factors.

Objectives: Analysis of the gene for aquaporin-4 (4QP4) in patients with NMOSD and
Multiple Sclerosis (MS), whole exome analysis of NMOSD patients and correlation of genetic

markers with clinical characteristics of NMOSD patients. Assessment of the quality of life
patients with NMOSD and MS.

Patients and methods: This study included DNA samples from a total of 64 patients with
NMOSD, 40 patients from NMOSD, as well as 100 samples from healthy individuals. After
amplification of the coding regions of AQP4 gene, they were sequenced by the Sanger's
method. The obtained variants were correlated with clinical characteristics of patients with
NMOSD. For all 64 patients with NMOSD whole exome sequencing (WES) analysis was
performed on the [llumina HiSeq-2000 platform using commercial kits. A selected panel of
genes was analyzed in which variants of potential significance in NMOSB were identified, as
well as the burden of these genes in NMOSB. To assess the quality of life, a cross-sectional
study was conducted with a total of 180 patients (80 NMOSD, 100 MS) using appropriate
questionnaires.

Results: In the coding regions of AQP4 gene, only the rs35248760 variant showed a
statistically significant association with myelitis in individuals with NMOSD. By analyzing
the burden of rare variants within WES, no pathogenic variants or risk genes for the
development of NMOSD were detected.

Conclusions: Besides the variant rs35248760, no other significant variants were detected in
the coding regions of the AQP4 gene. NMOSD is a disease with a complex genetic basis. The
quality of life of people with NMOSD and MS is significantly impaired by the presence of
autonomic dysfunction.

Key words: Neuromyelitis optica spectrum disorder, Multiple sclerosis, clinical
characteristics, aquaporin 4 gene, genetic basis, quality of life, dysautonomia,
neuroimmunology, neurogenetics.

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Neuroscience

UDK Number:
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1. UVOD

1.1. Definicija i istorijat neuromijelitis optika spektra bolesti

Neuromijelitis optika (NMO, Devikova bolest) terminoloski oznacava imunski posredovani
poremecaj centralnog nervnog sistema (CNS), koji predominantno zahvata opticke nerve i kicmenu
mozdinu (KM), u okviru ¢ega je savremena definicija obuhvatila i klinicke manifestacije koje se
pored longitudinalnog ekstenzivnog transverzalnog mijelitisa (LETM) i optickog neuritisa (ON),
mogu ispoljiti 1 simptomima i znacima zahvacenosti diencefalona, mozdanog stabla i aree postreme,
Sto je predstavljeno jedinstvenim klinickim entitetom pod nazivom neuromijelitis optika spektar
bolesti (NMOSB) [1, 2].

Medutim, etimoloski posmatrano, koncept razumevanja ove bolesti kroz istoriju bio je vezan
za njene razlicite nazive koji su je pratili tokom odredene epohe u neurologiji i medicinskoj nauci
uopste [3, 4].

Pocetkom XIX veka francuski oftalmolog nemackog porekla Frederic Jules Sichel (1802-
1868) je 1837 godine prvi put upotrebio naziv ,,amaurose spinale” odnosno spinalna amauroza
kojoj je posvetio Sesto poglavlje u svom tekstu pod nazivom ,, Traité de l'ophthalmie, la cataracte
et l'amaurose” [5]. Naime, on je opisivanjem sluCaja CetrnaestogodiSnje pacijentkinje koju je
pregledao 1832 godine zbog pojave oStecenja vida na oba oka i bolom u ledima sa gréenjem
elstremiteta, skrenuo paznju da amauroza koegzistencijalno moze biti povezana sa prisustvom
oboljenja kicmene mozdine i sugerisao da svakog pacijenta sa razvojem slepila treba pregledati i
neuroloski [4, 5]. Godinu dana kasnije, 1838 godine francuski oftalmolog Charles Joseph Frédéric
Carron du Villards (1801-1860) je u svom tekstu pod nazivom ,, Guide pratique pour l'etude et le
traitement des maladies des yeux’’ takode istakao slucajeve koji su se klinicki manifestovali
postojanjem amauroze i oboljenjem ki¢mene mozdine i predlozio flebotomiju sa ispuStanjem
znacajnih koli¢ina krvi kao terapiju sa mogucim pozitivnim efektom [4, 6]. Joseph Pierre Elé¢onor
Pétrequin (1809-1876) hirurg iz ugledne bolnice Hotel-Dieu u Parizu je 1841 godine izneo
zapazanja nakon post mortem analize devetnaestogodiSnjeg pacijenta, koji je preminuo usled
komplikacija spinalne amauroze, kada je na autopsiji zapazio da su mozak, mozdano stablo i opticki
nervi makroskopski intaktni a da je u nivou 10. ki¢menog zivca bila prisutna braonkasto — sivkasta
promena pracena razmeksanjem ki¢mene mozdine $to je smatrao posledicom mijelitisa. Takode, on
je verovao da u osnovi ove bolesti kod pacijenata postoji abnormalni sastav krvi odnosno diskrazija
[4, 7]. Karl Gustav Himly (1772-1837) nemacki hirurg i oftalmolog u tekstu objavljenom
posthumno 1843 godine navodi da je moguci uzrok amauroze iritacija ki¢mene mozdine [8],
pozivajuéi se na zapazanje koje ranije izneo Carron du Villards da se ponekad amauroza gubi sa
povlacenjem zapaljenja ki¢mene mozdine [4, 6]. Sa druge strane, britanski oftalmolog Edward
Octavius Hocken (1820-1845) je u svojim radovima iz 1841. i 1842 godine [9-12], izmedu ostalog,
opisao slucaj pedijatrijskog pacijenta koji je razvio febrilnost sa bolom u zadnjem predelu vrata i
spasticitetom u sva Cetiri ekstremiteta, nakon cega se ubrzo razvilo slepilo na oba oka u ukupnom
trajanju od nedelju dana sa povlacenjem pomenutih simptoma u narednom periodu. Naime u
pokusaju da objasni ovo retko stanje u ¢ijoj osnovi se nalazilo oste¢enje koje zahvata i KM i vidni
sistem, naveo je da verovatno procesi u vratnom delu ki¢me, ukljucujuci i one koji bi eventualno
zahvatali simpatikus ili odredene lokalne membrane, mogli dovesti do oStec¢enja vida te je predlozio
upotrebu naziva ,,spinal amaurosis' odnosno spinalna amauroza [13].

Vazno je istaci, da bez obzira na to $to je u drugoj polovini XVIII veka francuski patolog i
botanicar Frangois Boissier de Sauvages de Lacroix’s (1706-1776) u svom delu ,,Nosologia
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methodica’’ iz 1763 godine upotrebio naziv ,,amaurose rachialgique’’ ali bez jasnog isticanja bilo
kakvih karakteristika koje bi ukazale na povezanost oStecenja KM i pojave samog slepila [4], kao i
¢injenice da je britanski hirurg Joseph Warner (1717-1801) verovatno medu prvima opisao slucaj
pacijenta sa teskim oStecenjem vida na oba oka i paraplegijom 1773 godine [14], termin ,,spinalna
amauroza" koji je inicijalno upotrebio Frederic Sichel postao je Siroko prihvacen u Evropi tokom
¢itavog XIX veka, a posebno u njegovoj prvoj polovini, oznacavajuci pre svega retko stanje koje se
manifestuje istovremenim zahvatanjem optickih nerava i KM [4].

Medutim, u drugoj polovini XIX veka sve vise lekara i istrazivac¢a su ovaj termin poceli da
upotrebljavaju i u kontekstu postojanja amauroze u sklopu oboljenja tabes dorsalis [4] kao na
primer Edouard Meyer (1838-1902) koji je u svom predavanju na ,,Ecole pratique’’ Univerziteta u
Parizu 1863 godine, o ¢emu je kasnije i pisao, izneo stav da je spinalna amauroza najcesce
posledica tabes dorsalis-a [15]. Upravo ovakav tok dogadaja neminovno je vodio ka tome da
,,Spinalna amauroza" gotovo postane sinonim za amaurozu u sklopu bolesti tabes dorsalis [4].

Na samom kraju XIX veka francuski neurolog Eugéne Devic (1858—1930) je na skupu pod
nazivom ,,Congres Frangais de Médecine’’ 1894 godine u Lionu odrzao predavanje tokom kojeg je
prikazao seriju slucajeva od 17 pacijenata sa akutnim mijelitisom i ON sugeriSu¢i novi klinicki
entitet za koji je predlozio naziv ,,neuro-myélite optique"” odnosno ,,neuromijelitis optika" [16].
Nakon toga, iste godine Fernand Gault (1873-1936) objavio je doktorsku tezu ¢iji mentor je upravo
bio Eugéne Devic pod nazivom ,,De la neuromyélite optique aigué’’ odnosno ,,akutni neuromijelitis
optika’’ €iji su rezultati, izmedu ostalog, obuhvatili nalaz autopsije pacijentkinje koje je pratio i
lecio Eugene Devic 1 koji su jasno ukazivali na postojanje oste¢enja KM 1 optickih nerava [3, 17].
Iako je termin ,,neuromijelitis" odnosno ,,neuromyelitis" definisan kao zapaljenje KM mnogo ranije
u francuskom recniku ,,Dictionnaire de [’Académie Frangaise’’ 1836 godine [4] i u re¢niku
engleskog govornog podrucja ,,Dictionary of Medical Science’’ iz 1848 godine [3] postoji
moguénost da su Eugéne Devic 1 Fernand Gault konkretan entitet ,, neuro-myélite optique" izveli po
analogiji naziva ,,neuro-cérébrite’’ koji je uveo August Pierret (1845-1920) definiSuc¢i odredene
forme encephalitisa [3, 4, 17]. Svakako, znacaj rada kojim se bavio Eugéne Devic ogleda se i u
Cinjenici da je turski neurolog Peppo Acchioté (1870-1916) predlozio da neuromijelitis optika
dobije eponim ,,Devikova bolest" $to je i u¢injeno na sednici ,,Société de Neurologie de Paris’’ 04
jula 1907 godine ¢ime je ozvani¢eno postojanje ovog novog entiteta [3].

Medutim, upravo pocetkom XX veka kako je postojala sve veca zainteresovanost brojnih
lekara i istrazivaca za NMO odnosno Devikovu bolest, rastao je i broj onih koji su smatrali da je
NMO forma multiple skleroze (MS), Sto je razmisljanje koje je sustinski obelezilo ovaj vek [3].
Medu njima bio je i poznati britanski neurolog Russell Brain (1895-1966) koji je u svom
preglednom radu iz 1930 godine tvrdio da NMO spada u MS i da se klinicki razlikuje samo u
stepenu akutnog pocetka i tezini ispoljavanja te da se generalno radi o jednoj bolesti [18]. Svakako,
u drugoj polovini XX veka dominiraju istrazivanja koja su se bavila klinickom prezentacijom NMO
u cilju definisanja manje ili viSe karakteristicnih manifestacija bolesti [3]. Najve¢i iskorak u tom
smislu nacinjen je 1999 godine kada su americki neurolog Dean M. Wingerchuk i saradnici
predlozili prve kriterijume za postavljanje dijagnoze NMO, a na osnovu rezultata opsezne studije
koju su sproveli na uglednoj klinici Mayo u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), kada je
zakljueno da su klinicke, neuroradioloske i laboratorijske odnosno molekularne karakteristike
NMO bitno razli¢ite od onih koji se sre¢u u ,,tipicnoj MS", te su u okviru nacinjene distinkcije
posebno istakli potrebu za ranim postavljanjem dijagnoze i moguénost pojave relapsnog toka NMO
sa loSijom prognozom u odnosu na MS, zatim postojanje visokog stepena autoimunskih
komorbiditeta kao i moguci Siri spektar neuroloskog ispoljavanja NMO [19].

Revolucionalnim otkri¢em na samom pragu XXI veka kada su Vanda A. Lennon i saradnici
2004 godine sa klinike Mayo u SAD izolovali autoantitela koja su bila specificno usmerena prema
vodenom kanalu po imenu akvaporin-4 (engl. aquaporin-4, AQP4) i pokazali da se radi o
imunoglobulinima klase G (IgG) c¢ije postojanje u serumu predstavlja molekularni biomarker
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Devikove bolesti (AQP4-IgG, NMO-IgG) koji razlikuje ovo oboljenje od MS [20], zapocela je
savremena era u okviru koje je NMO konacno i jasno izdvojen kao potpuno samostalan entitet, pre
svega, u odnosu na MS [21]. Naime, otkrice AQP4-IgG omogucilo je dalja istrazivanja kako
klinickih tako i neuroradioloskih i laboratorijskih karakteristika obolelih od NMO, kao i onih za
koje se smatralo da imaju MS, Sto je dovelo do jasnog definisanja fenotipova NMO na osnovu ¢ega
su Dean M. Wingerchuk i saradnici 2006 godine predlozili nove, revidirane kriterijume za
postavljanje dijagnoze NMO naglasavaju¢i mogucnost afekcije i ostalih delova CNS van
optikospinalne osovine, kao i postojanje specificnog serumskog biomarkera za NMO [21]. Druga
dekada XXI veka, prateci savremene tokove, obelezena je formiranjem Internacionalnog panela za
dijagnozu NMO koji je na osnovu ¢injenica prikupljenih detaljnim pregledom literature i analizom
podataka vezanih za demografske i klinicke karakteristike, potom, neuroradiolosku prezentaciju i
laboratorijske parametre obolelih od NMO, uspostavila savremene i aktuelno vazece dijagnosticke
kriterijume 2015 godine koji su ukljucili sve etimoloski relevante klinicke manifestacije i nozoloski
ih predstavili jedinstvenim nazivom neuromijelitis optika spektar bolesti (NMOSB) [2].

1.2. Epidemiologija neuromijelitis optika spektra bolesti

Studije koje su se bavile procenom prevalencije i incidencije NMOSB ukazuju na to da je u
pitanju sustinski retko oboljenje, koje predominantno zahvata osobe zenskog pola, uz razlicitu
distribuciju Sirom sveta sa najvis§im stepenom zastupljenosti u azijskoj i africkoj populaciji u odnosu
na etnicku pripadnost, sugeriSuci odredenu geneticku determinisanost, kao i moguci uticaj pojedinih
faktora rizika spoljne sredine na stopu javljanja bolesti u odredenim geografskim podrucijima [22].

1.2.1. Prevalencija neuromijelitis optika spektra bolesti

Imaju¢i u vidu varijabilnu zastupljenost NMOSB u odnosu na razli¢ite populacije i
geografsku pripadnost, prevalencija ove bolesti visoka je u Aziji obuhvatajuc¢i zemlje Dalekog
istoka odnosno Isto¢nu Aziju, tako da je u Japanu prevalencija procenjena na 3,42/100 000
stanovnika [23] prema istrazivanju koje se rukovodilo dijagnostickim kriterijumima za NMO iz
2006 godine [21]. Sa druge strane, uzimajuc¢i u obzir NMOSB pacijente kojima je dijagnoza
postavljena prema kriterijumima iz 2015 godine [2], prevalencija ove bolesti u Japanu procenjena je
na 4,1/100 000 stanovnika za period do 2016 godine [24] da bi analizom iz 2021 godine bilo
pokazano da je tokom pet godina doslo do porasta prevalencije NMOSB u ovoj zemlji na 6,6/100
000 stanovnika [25]. Takode, prevalencija NMOSB u Koreji procenjena je na 3,56/100 000
stanovnika 2017 godine [26]. Zatim, medu kineskom populacijom u jugoisto¢noj Aziji odnosno
Maleziji, prevalencija je iznosila 3,31/100 000 stanovnika [27], dok je na Tajlandu procenjeno da je
prevalencija ove bolesti 3,08/100 000 [28]. U oblasti juzne Azije odnosno u Indiji, prevalencija
NMOSB iznosi 2,6/100 000 stanovnika [29]. U jugozapadnoj Aziji, odnosno u Ujedinjenim
Arapskim Emiratima prevalencija NMOSB iznosila je 1,76/100 000 stanovnika [30]. Prevalencija
NMOSB regiona zapadne Azije, procenjena je u Iranu na 0,86/100 000 stanovnika u 2016 godini
[31], da bi analizom ¢iji rezultati su objavljeni 2019 godine uocen porast prevalencije NMOSB na
1,31/100 000 stanovnika koriste¢i se dijagnostickim kriterijumima iz 2015 godine [2] u obe
navedene studije [32]. Kada je u pitanju prevalencija pedijatrijskih slucajeva NMOSB u Aziji,
postoje podaci da prevalencija, na primer u Iranu, ¢ini 0,16/100 000 [31], dok je u Japanu ona niza
i iznosi 0,06/100 000 dece [33] a na Tajvanu je procenjeno da je prevalencija pedijatrijskih formi
NMOSB visa i da iznosi do 0,34/100 000 [34].



Studije koje su se bavile odredivanjem stepena prevalencije NMOSB u aftrickoj populaciji su
malobrojne i upucuju na to da je ona visa u odnosu na kavkazoide [35]. Naime, pokazano je da je
prevalencija NMOSB u 2011 godini bila izuzetno visoka medu populacijom africkog porekla u
SAD 13/100 000 kao i na ostrvu Martinik (Martinique) gde je iznosila 10/100 000 stanovnika [36].
Takode, prevalencija NMOSB medu stanovnistvom africkog porekla u Australiji i Novom Zelandu
iznosi 1,84/100 000 [37], dok u Velikoj Britaniji ona iznosi 1,8/100 000 [38]. Interesantno je
napomenuti da se prevalencija NMOSB odredivana u regionu africkog kontinenta kre¢e od
0,004/100 000 stanovnika u Etipiji, na istoku Afrike, pa do 0,17 obolelih na 100 000 stanovnika u
zapadnoj Africi, odnosno Nigeriji [39]. Na severu Afrike, odnosno u Sudanu, prevalencija NMOSB
iznosi 0,074/100 000, a na severoistoku Afrike, u Egiptu, prevalencija NMOSB ¢ini 0,020/100 000
stanovnika, dok u Juznoafrickoj Republici prevalencija ove bolesti procenjena je na 0,052/100 000
[39].

Prevalencija NMOSB koja se odnosi na Australiju, ukljuc¢ujuéi i Novi Zeland, 2013 godine
iznosila je 0,7/100 000 [40], dok je prevalencija ove bolesti medu veéinskim stanovniStvom
evropskog porekla procenjena na 0,55 obolelih od NMOSB na 100 000 stanovnika [37]. Takode,
prema novijim podacima, koji su obuhvatili pacijente kojima je dijagnoza NMOSB postavljena
prema kriterijumima iz 2015 godine [2], ukupna prevalencija ove bolesti u Australiji iznosila je
0,29/100 000 stanovnika [41].

Kada je u pitanju oblast Severne Amerike, odnosno u Meksiku, prevalencija NMOSB
iznosila je 1,09/100 000 stanovnika [42] dok je ukupna prevalencija ove bolesti u SAD procenjena
kao visoka Cine¢i 3,9/100 000 stanovnika [36]. Ovo se isto odnosilo i na oblast Juzne Amerike,
odnosno na Brazil, gde je prevalencija iznosila 3,09/100 000 [41], Venecuelu sa 2,11/100 000
stanovnika [43] i Cile sa prevalencijom NMOSB od 0.95/100 000 stanovnika [44].

Medu dominantnom, kavkaskom populacijom na evropskom kontinentu, prevalencija
NMOSB je niza u odnosu na pripadnike drugih etnickih grupa, prema podacima sprovedenih
populacionih studija [22, 35]. U oblasti zapadne Evrope odnosno u Velikoj Britaniji, prevalencija
NMOSB je nesto visa i 2010 godine iznosila je 1,96/100 000 za kavkasku populaciju [45], da bi
2018 godine prevalencija NMOSB za ovu populaciju bila procenjena na 1,4/100 000 stanovnika
[46]. Takode, u centralnoisto¢noj Evropi, odnosno u Madarskoj, prevalencija NMOSB iznosi
1,91/100 000 stanovnika [47], dok u centralnoj Evropi (Austrija) ona iznosi 0,7 obolelih na 100
000 stanovnika [48]. U oblasti severne Evrope, prevalencija NMOSB na primer u Danskoj,
procenjena je na 0,56/100 000 stanovnika uzimajuéi u obzir dijagnosticke keriterijume za ovu bolest
iz 2006 godine [21], odnosno 1,09/100 000 stanovnika prema dijagnostickim kriterijumima iz 2015
godine [2] za datu populaciju [49], dok je u Svedskoj ona iznosila 1,04 obolelih od NMOS na 100
000 stanovnika u 2013 godini [50]. Sa druge strane, u juznoj Evropi, odnosno Spaniji, prevalencija
NMOSB ¢ija procena je obuhvatila osobe kojima je dijagnoza bolesti postavljena prema
kriterijumima iz 2006 godine [21] iznosila je 0,58/100 000, dok je prema dijagnostickim
kriterijumima iz 2015 godine [2] ona bila 0,89/100 000 stanovnika u 2016 godini [51]. Za
prevalenciju NMOSB u okviru pedijatrijske populacije u Evropi procenjeno je da ona, na primer u
Velikoj Britaniji, iznosi 1,4/100 000 za 2018 godinu [46], dok je u Spaniji za 2016 godinu
procenjena na 0,22/100 000 osoba [51].

Kada je u pitanju Republika Srbija, prevalencija NMOSB u regionu Centralne Srbije
ukljuéujuéi i grad Beograd iznosi 1,03/100 000 stanovnika [52].

1.2.2. Incidencija neuromijelitis optika spektra bolesti

Incidencija NMOSB razlikuje se u odnosu na etni¢ko poreklo i geografsku pripadnost
prate¢i uglavnom stepen prevalencije ovog oboljenja u ispitivanim populacijama [22, 35].
Posmatraju¢i region Azije, incidencija NMOSB u Japanu u periodu izmedu 1980-1984 godine
iznosila je 0,06/100 000, dok je u periodu izmedu 2015-2019 godine ona c¢inila 0,52/100 000
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stanovnika [25] a u Koreji incidencija 2016. odnosno 2017 godine, bila je 0,65/100 000 osoba-
godina odnosno 0,41/100 000 osoba-godina [26]. Takode, postoje podaci da je godi$nja incidencija
NMOSB u Juznoj Koreji 0,57/100 000 stanovnika [41]. U Maleziji incidencija ovog oboljenja
predstavlja 0,39/100 000 osoba-godina [53], dok je za Ujedinjene Arapske Emirate ona procenjena
na 0,17/100 000 za posmatrani period izmedu 2010-2016 godine [30], a godis$nja incidencija u ovoj
zemlji je niska i iznosi 0,05/100 000 stanovnika [40].

Incidencija NMOSB vezana za populaciju africkog porekla u Martiniku (Martinique) iznosi
0,73/100 000 za period izmedu 2003-2011 godine [36], a u oblasti Karipskog basena do 0,4/100
000 stanovnika [54].

Kada je u pitanju Australija moze se re¢i da je godisnja incidencija NMOSB niska i
procenjeno je da iznosi 0,037/100 000 stanovnika-godina za period 2009-2012 godine [37].

U Severnoj Americi, odnosno SAD, godis$nja incidencija NMOSB ¢inila je 0,07/100 000 za
period od 2003-2011 godine [36], dok u Meksiku ona iznosi 0,71/100 000 [42].

U Evropi incidencija NMOSB medu kavkaskom populacijom procenjena je kao visoka u
Slovackoj gde iznosi 0,88/100 000 godisnje [41]. U Velikoj Britaniji incidencija NMOSB
procenjena u odnosu na dijagnosticke kriterijume za NMOSB iz 2015 godine [2] iznosi 0,25/100
000 osoba-godina [46]. Incidencija NMOSB u Madarskoj procenjena je na 0,13/100 000 za period
od 2006-2015 godine [47]. U Danskoj incidencija NMOSB procenjena je na 0,02/100 000
uzimajuci u obzir dijagnosticke keriterijume za ovu bolest iz 2006 godine [21], odnosno 0,07/100
000 stanovnika-godina prema dijagnostickim kriterijumima iz 2015 godine [2] za period od 2007-
2013 godine [49], dok je u Svedskoj ona iznosila 0,03/100 000 za period izmedu 1987-2006 godine
1 0,07/100 000 u periodu od 2007-2013 godine [50]. Sa druge strane, u juznoevropskom regionu,
odnosno u Spaniji, incidencija NMOSB iznosila je 0,06/100 000 prema dijagnosti¢kim
kriterijumima za ovu bolest iz 2015 godine [2], za period od 2006-2015 godine [51]. Niska
incidencija NMOSB u odnosu na evropske zemlje sa predominantno kakvaskom populacijom
zabelezena je 1 u Austriji gde je iznosila 0,05/100 000 za period izmedu 2008-2011 godine [48],
prema kriterijumima za ovu bolest iz 2006 godine [21].

Globalno posmatrano, incidencija NMOSB u pedijatrijskoj populaciji je takode varijabilna,
pa je tako na primer, za region Tajvana ona iznosila 0,11/100 000 za period od 2011-2015 godine
[34], dok je u Koreji incidencija ove forme bolesti procenjena na 0,09/100 000 [55]. Potom,
incidencija pedijatrijske forme NMOSB u Ujedinjenim Arapskim Emiratima iznosi 0,06
(0,059)/100 000 [30]. U Islandu incidencija NMOSB u pedijatrijskoj populaciji predstavlja
0,06/100 000 u okviru perioda izmedu 1990. i 2009 godine [56], a u Danskoj je incidencija Cinila
0,03/100 000 za period od 2008 do 2018 godine [57] kao i u juznoj oblasti Evrope odnosno Spaniji,
gde je takode procenjena na 0,03/100 000 u periodu od 2006-2016 godine [51].

Medutim, kada su u pitanju podaci vezani za prevalenciju i incidenciju NMOSB, vazno je
napomenuti da vrednosti ovih epidemioloskih parametara variraju u odnosu na rezultate razli¢itih
istrazivanja, Sto dobrim delom mozZe biti posledica dizajna samih studija, metodoloskog pristupa
kao i promene dijagnostickih kriterijuma, Sto za posledicu ima otezanu komparabilnost i analizu
ovako dobijenih podataka koji bi eventualno preciznije ukazali na rasprostranjenost i dinamiku
javljanja NMOSB u svetu [22, 35, 41]. Sa druge strane, nacinjeni su odredeni napori u pokusaju da
se analiziraju i prikazu rezultati vezani za sveukupnu incidenciju i prevalenciju NMOSB na nivou
svetske populacije, kada je uzimaju¢i u obzir dijagnosticke kriterijume iz 2015 godine [2],
procenjeno da objedinjena prevalencija za ovu bolest iznosi 1,51/100 000 osoba, dok ukupna
godisnja incidencija ¢ini 0,27/100 000 osoba [41].

1.2.3. Demografske karakteristike obolelih od neuromijelitis optika spektra bolesti
Na osnovu podataka dobijenih sprovedenim epidemioloskim studijama, globalno je

utvrdeno da NMOSB cesce zahvata osobe zenskog pola, u okviru ¢ega je procenjena prevalencija
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od 2,82/100 000, dok je za populaciju muskog pola prevalencija ove bolesti niza, i iznosi 0,58/100
000 prema dijagnostickim kriterijumima iz 2015 godine [2]. Ovakav stepen prevalencije je takode
pracen i trendom incidencije NMOSB, koja je procenjena kao visa u populaciji osoba Zenskog pola
i iznosi 0,35/100 000 u odnosu na populaciju koju ¢ine osobe muskog pola sa godisnjom
incidencijom NMOSB od 0,04/100 000 [41]. Kada govorimo o medusobnom odnosu obolelih osoba
muskog i zenskog pola, izuzetno velika razlika primecena je u Aziji odnosno u Japanu, dakle na
zapadu kontinenta gde pomenuti odnos iznosi 12:1 na Stetu osoba zenskog pola [24] dok je u
Ujedinjenim Arapskim Emiratima taj odnos 4,75:1 na Stetu Zenskog pola [30]. U predelu africkog
kontinenta, udeo zena koje su obolele od NMOSB iznosi 82% i znatno je visi od 18% udela
obolelih od ove bolesti medu muskom populacijom [39]. U Australiji je takode zabalezen visok
udeo Zenskih osoba obolelih od NMOSB ¢ineé¢i 96% od ukupno obolelih od ove bolesti medu
vecinskim stanovniStvom evropskog porekla [37]. U SAD postoji upadljiva predominacija osoba
zenskog pola od 83-90% obolelih od NMOSB u zavisnosti i1 od etnic¢ke pripadnosti [36], dok je u
regionu Juzne Amerike odnos polova 4:1 na Stetu osoba Zenskog pola kada je u pitanju oboljevanje
od NMOSB [43]. U oblasti Evrope nesto upadljivija razlika u odnosu polova zahvac¢enih NMOSB
od 7:1 na Stetu osoba zenskog pola primecena je u Velikoj Britaniji i Austriji [46, 48], dok je u
Danskoj taj odnos 4,6:1 [49], a na jugu Evrope odnosno, u Spaniji, ta razlika manja i iznosi 3,1:1
takode na Stetu osoba Zenskog pola [51]. Kada je u pitanju Republika Srbija pokazano je da osobe
zenskog pola ¢eS¢e oboljevaju od NMOSB i da taj udeo iznosi 85,1% od ukupnog broja analiziranih
pacijenata [58].

NMOSB moze nastati u razli¢itom zZivotnom dobu [22], mada studije ukazuju da se bolest
uglavnom javlja u opsegu uzrasta izmedu 29,2 [59], do 45,7 godina [48]. Svakako, postoje procene
u kojima se navodi da globalno srednji uzrast kada NMOSB najcesce pocinje iznosi ~40 godina za
oba pola [35]. Takode, poznato je da se bolest moze javiti i u pedijatrijskoj populaciji, odnosno na
uzrastu ispod 18 godina u okviru ¢ega je zabelezena pojava NMOSB i na uzrastu od 5 godina [46,
56, 57, 60] $to je manje uobicajeno kao i pojava bolesti sa kasnim pocetkom (> 60 godina Zivota)
¢iji se udeo incidencije krece od 20% do 28% [22, 47, 51]. Posmatrano u odnosu na pojedine
regione, odredena istrazivanja sugeriSu da je srednji uzrast ispoljavanja NMOSB nizi medu
populacijom africkog (28-33 godine) i azijskog (35-40 godina) porekla u odnosu na srednji uzrast
ispoljavanja ove bolesti od 44 godine, koliko iznosi medu pripadnicima kavkaske populacije [61,
62]. Medutim, na istoku Azije, odnosno u Japanu, srednji uzrast javljanja NMOSB iznosi 45,2
godine [24]. U Isto¢noj Africi srednji uzrast za pojavu NMOSB iznosi 30 godina, dok u predelu
Juzne Afrike srednji uzrast u kojoj se ispoljava bolest je nizi i iznosi 29 godina [39]. Takode, nizi
srednji uzrast u kome je doslo do pojave NMOSB primecen je u oblasti Juzne Amerike, odnosno u
Venecueli, gde je iznosio 34 godine [43], dok je sa druge strane, u SAD odnosno u Severnoj
Americi, medijana javljanja ovog oboljenja 35-37 godina [36]. Sli¢ne vrednosti zabeleZene su i u
severnim predelima Evrope, odnosno u Danskoj, gde medijana javljanja NMOSB iznosi 35,5
godina [49], dok je u juznoj Evropi, odnosno Spaniji, procenjena nesto visa medijana koja iznosi 42
godine [51]. Medijana javljanja NMOSB u Republici Srbiji iznosi 40 godina [58].

1.2.4. Etiologija neuromijelitis optika spektra bolesti

Sve vec¢i broj studija koje su se bavile analizom epidemioloskih karakteristika NMOSB
ukazao je da ova bolest ima varijabilnu etnicku zastupljenost §to snazno sugeriSe uticaj odredenih
naslednih faktora na nastanak NMOSB kod ljudi [22, 35]. Tome u prilog svakako idu zapazanja da
je pojava NMOSB ve¢a medu pripadnicima odredene etnicke grupe, bez obzira na to §to Zive u
razli¢itim geografskim podrucijima, pa samim tim i nisu pod uticajem manje ili viSe identi¢nih
faktora spoljne sredine [22, 35-37, 41], kao i Ccinjenica, istaknuta u stidijama geneticke
epidemiologije, da postoji javljanje ove bolesti u okviru istih porodica [63], uz izdvajanje retkih
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slucajeva zahvacenosti monozigotnih blizanaca, $to je od posebne vaznosti za analizu doprinosa
naslednih uzro¢nih elemenata za NMOSB [64].

Sa druge strane, uticaj ekspozicije odredenim faktorima spoljne sredine na pojavu NMOSB
podrzavaju podaci populacionih studija koji ukazuju da je bolest prisutna u svim delovima sveta
[22, 35, 41], kao i da je u pojedinim geografskim podrucijima zabelezen porast prevalencije u
vremenu izmedu dve tacke procene, odnosno analize zastupljenosti NMOSB [25, 31, 32]. Medutim,
nije poznato koji faktori spoljne sredine presudno, odnosno znacajno, doprinose pojavi i razvoju
NMOSB te je u tom smislu, na primer, ispitivana povezanost gradijenta geografske Sirine i pojave
NMOSB, kada je pokazano postojanje obrnute diskretne korelacije sa porastom prevalencije ove
bolesti u nizim gradijentima geografske Sirine [40]. Mada, postoje i studije koje nisu ustanovile sa
sigurno$¢u postojanje ovakve povezanosti [22]. Takode, ispitivan je i uticaj stepena ekspozicije
suncevoj svetlosti tokom godine i nivoa vitamina D, odnosno njegovih aktivnih oblika u serumu,
kao potencijalnih etioloskih faktora za NMOSB kada su dobijeni varijabilni rezultati od kojih neki
ukazuju na mogucu etiopatogenetsku ulogu ovih faktora, ali na osnovu kojih jo§ uvek nije moguce
izvesti jasan, konstitutivan zakljucak, pre svega, na individualom nivou [65-67].

Posebna paznja posvecéena je istrazivanjima koja se odnose na kompoziciju crevne flore
odnosno intestinalnog mikrobioma i pojave NMOSB [68]. Naime, odredene studije pokazale su da
se sastav intestinalnog mikrobioma obolelih od NMOSB razlikuje u odnosu na potpuno zdrave
individue, kao i osobe koje namaju ovo oboljenje [68]. Dakle, zakljuceno je da u intestinalnom
mikrobiomu obolelih od NMOSB postoji povecan broj bakterija iz roda: Streptococcus,
Haemophilus, Butyricimonas, Veillonella, Alistipes i Rothia, dok je neSto manja zastupljenost
bakterija iz roda: Clostridium (izuzev bakterije Clostridium perfringens), Oxalobacter,
Burkholderia i Parabacteroides u ondosu na zdrave osobe [69-71]. Pretpostavljeni etiopatogenetski
mehanizam vezan je za mogucéu unakrsnu imunsku reakciju izmedu pojedinih sekvenci bakterije
Clostridium perfringens i proteina AQP4, po tipu mehanizma molekularne mimikrije, $to dalje vodi
ka proliferaciji AQP4 imunodominantnih odnosno reaktivnih T ¢elija [69, 70]. Takode, istrazivanja
intestinalnog mikrobioma obolelih od NMOSB u azijskoj populaciji pokazala su da se bakterije iz
roda Streptococcus mogu povezati sa ovim oboljenjem, mada njihova uloga u patogenezi nije u
potpunosti razjaSnjena [72]. Postoje podaci koji naglasavaju da je fekalna koncentracija masnih
kiselina kratkih lanaca (engl. short - chain fatty acids, SCFA) smanjena u intestinumu osoba
obolelih od NMOSB, usled postojece disbioze odnosno poremecaja unutar cervnog mikrobioma, §to
potencijalno moze uticati na protektivne imunske mehanizme c¢ija disfukcija doprinosi nastanku
autoimunskih reakcija u organizmu [72, 73].

Sa druge strane, nevezano za rezidentnu odnosno saprofitnu floru, proucavan je i uticaj
infekcija patogenim mikroorganizmima u etiologiji NMOSB [74]. Tako na primer, infekcije
izazvane bakterijama kao §to su: Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori i Mycoplasma
pneumoniae, pominju se kao moguci okida¢i autoimunskog procesa neposredno nakon akutnih ili
tokom hroni¢nih formi infekcija, i uglavnom se povezuju sa njihovim uticajem na oslobadanje
odredenih inflamatornih medijatora, zatim sa mehanizmima molekularne mimikrije uz reaktivaciju
imunskih ¢elija, Sto za posledicu moZze imati pojavu ili pogorsanje ve¢ postojeceg NMOSB [74-78].
Svakako se i infekcije brojnim virusima pominju kao moguci etioloski ¢inioci NMOSB, od kojih se
posebno izdvajaju: hepatitis B virus (HBV), Epstein — Barr virus (EBV), Varicella zoster virus
(VZV) i virus humane imunodeficijencije (HIV) koji mogu, u svojoj akutnoj ili hroni¢noj fazi
uticati, za sada jo§ uvek nedovoljno razjasnjenim mehanizmima, na pojedine aspekte imunskog
sistema naruSavajuci pravilnu funkciju imunske tolerancije [74, 78]. Razmatran je i uticaj SARS-
CoV-2 (engl. severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2) virusa, kao i uticaj vakcinacije
protiv COVID -19 infekcije na pojavu NMOSB, ali njihov etioloski znacaj nije u potpunosti
utvrden 1 uglavnom se povezuje sa moguc¢im pokretanjem autoimunskih procesa koji mogu
potencijalno dovesti do razvoja NMOSB kod predisponiranih osoba [79, 80].

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, moze se re¢i da etiologija NMOSB jos uvek nije do kraja
razjasnjena, kao i da u osnovi ove bolesti svakako leze vrlo kompleksni i nedovoljno poznati
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mehanizmi interakcije genetickih Cinilaca sa jedne strane, i faktora spoljne sredine sa druge strane,
$to je definisano osnovnim konceptom multifaktorskih oboljenja kod ljudi [22, 81].

1.2.5. Faktori rizika za nastanak neuromijelitis optika spektra bolesti

Pored istrazivanja vezanih za etiologiju NMOSB, ucinjeni su napori u pokusaju da se
izdvoje i moguci faktori rizika, koji svakako nisu u potpunosti razjasnjeni kada je u pitanju pojava
ove retke bolesti [82]. Uzimajuci u obzir podatke populacionih epidemioloskih studija, izveden je
zakljucak da osobe koje su pripadnici isto¢noazijske i africke populacije, kao i osobe zenskog pola,
imaju vec¢i rizik oboljevanja od NMOSB kada su u pitanju etnicko poreklo i pol kao nezavisni
faktori [22, 35, 41, 82]. Takode, smatra se da osobe koje boluju od pojedinih autoimunskih bolesti
kao $to su na primer: autoimunski tireoiditis, sistemski lupus eritematosus (SLE) ili sindrom
Sjogren dele odredene patogenetske mehanizme i osnovu potencijalno povecanog rizika za razvoj
NMOSB [83].

Sa druge strane, ispitivani su i pojedini faktori spoljne sredine medu kojima su izdvojeni:
manjak unosa gvozda (Fe), vitmaina C i vitamina B12 putem ishrane tokom adolescencije, kao i
nedostatak fizicke aktivnosti i manja ekspozicija suncevoj svetlosti takode tokom adolescencije, za
koje je zakljuceno da predstavljaju faktore rizika za razvoj NMOSB [84]. U tom smislu, posebna
paznja posvecena je i ispitivanju uticaja puSenja cigareta (ukljucujuci i pasivnu izloZenost dimu
cigareta) i zloupotrebe alkohola za razvoj NMOSB, kada je sugerisano da oni predstavljaju faktore
rizika za pojavu ove bolest [84, 85], mada postoje i studije koje nisu sa sigurnos$cu pokazale
povezanost puSenja cigareta i pojave NMOSB, kao §to je to slucaj sa rizikom za razvoj MS [86,
87]. Teski psihicki i emocionalni stresovi, kao Sto su smrt bliskog ¢lana porodice, gubitak posla i
druge finansijske poteskoce, kao i postojanje depresije, takode su naglaseni kao potencijalni faktori
rizika za nastanak NMOSB [88].

Interesantno je napomenuti da su pretpostavljeni i odredeni protektivni faktori kao §to su
dojenje i izloZenost vr$njackoj grupi u najranijem uzrastu, odnosno ponasanje koje potencira
prokuzenost ubikvitarnim mikroorganizmima u ranom detinjstvu, smanjuju rizik od pojave
NMOSB [86].

1.3. Geneticka osnova neuromijelitis optika spektra bolesti

Kao S$to je prethodno pomenuto, NMOSB po svemu sude¢i, predstavlja multifaktorsko
oboljenje sa kompleksnom naslednom osnovom i nedovoljno razjasnjenim mehanizmima koji se
odnose na geneticku arhitekturu kod obolelih, kao i na uticaj medusobne interakcije pojedinih
genetickih Cinilaca na pojavu kako sporadi¢nih tako i familijarnih formi NMOSB [22, 81, 89, 90].
Prema podacima sprovedenih epidemioloskih studija, moze se zaklju¢iti da NMOSB u najvecem
broju slucajeva predstavlja sporadicnu bolest [22, 35, 41]. Tako, na primer, postoji procena da je
sporadi¢na pojava ove bolesti prisutna kod 97 % obolelih, dok je pojava NMOSB kod ¢lanova
unutar iste porodice zabaleZena svega u oko 3 % sluc€ajeva [91].

1.3.1. Geneticka osnova sporadi¢nih formi neuromijelitis optika spektra bolesti

Analiza nasledne osnove NMOSB ogleda se, sa jedne strane, u pokuSajima utvrdivanja
genetickih Cinilaca i njihovog udela u etiopatogenezi i razvoju NMOSB, dok sa druge strane,
postoje napori da se razumeju nasledni faktori podloznosti odnosno geneti¢ki markeri predispozicije
za pojavu ove bolesti kod ljudi [89, 92]. U tom smislu vazno je napomenuti da su primenjivani
razli¢iti metodoloski pristupi istrazivanja nasledne osnove NMOSB [89].
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1.3.1.1. Region glavnog kompleksa histokompatibilnosti

Istrazivanja geneticke osnove NMOSB ukazala su na znacaj glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (engl. Major Histocompatibility Complex, MHC) koji se kod ljudi jos§ naziva i
kompleks humanog leukocitnog antigena (engl. Human Leukocyte Antigen, HLA) kada je u pitanju
ova imunski posredovana bolest CNS [93, 94]. Naime, MHC region obuhvata sekvencu
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) u duzini od priblizno 4 megabaze (Mb), koja predstavlja
lokus specifican po izuzetno velikoj gustini gena, kao i vrlo kompleksnom aranzmanu gena na
poziciji 6p21.3 u humanom genomu [95]. U okviru MHC regiona definisano je 283 lokusa od kojih
je identifikovano 144 strukturnih gena rasporedenih u vidu klastera [96]. Smatra se da je MHC
jedan od najkompleksnijih regiona u humanom genomu, jer se pored velike gustine gena,
karakteriSe izrazito visokim nivoom polimorfizama i strukturnih varijacija, zatim duplikacijama i
ponavljaju¢im sekvencama, pseudogenima, retrotranspozonskim i transpozonskim elementima, uz
postojanje haplotipova dugog dometa [96-98]. Sa stanovista geneticke arhitekture, MHC region na
kratkom kraku hromozoma 6, idu¢i od telomere ka centromeri podeljen je u pet segmenata:
prosirena klasa I, klasa I, klasa III, klasa II i proSirena klasa II [98]. ProSirena klasa I obuhvata
subsegment od gena za subjedinicu B receptora gamaaminobuterne kiseline (GABBRI) do gena za
protein cinkovih prstiju 57 (ZFP57), zatim, klasa I obuhvata predeo od HLA-F do gena sa
peptidima MHC I povezane sekvence B (MICB), dok je klasa III smeStena u sredisnjem delu MHC
lokusa i obuhvata subsegment od pseudogena 9 peptidilprolil izomeraze A (PPIAP9) do gena za
protein 2 koji je sli¢an butirofilinu (BTNL2)[98]. Potom, idu¢i ka centromeri, klasa II zauzima
subsegment od HLA-DRA do HLA-DPA3 i na kraju, proSirena klasa I obuhvata predeo od gena za
kolagen tip XI-alfa 2 (COL11A42) do gena za ¢lan C1 familije kinezina (K/FCI) [98]. Na osnovu
svega navedenog moze se zakljuciti da je ¢itav MHC lokus ograni¢en genom GABBRI na
telomernom kraju i genom KI/FCI na poziciji centromere [96]. Tako je, pored 144 protein
kodiraju¢ih gena, identifikovano i 53 lokusa za ne-kodirajuce ribonukleinske kiseline (RNK), pet
lokusa koji kodiraju za male RNK nukleolusa (snoRNK), kao i 81 pseudogen [96]. Klasa MHC I
podeljena je u tri strukturna bloka: alfa, beta i kapa blok, dok klasa MHC II obuhvata strukturne
blokove delta i epsilon [96, 99]. Kompleksnost MHC regiona ogleda se i u njegovom
funkcionalnom aspektu, posebno u kontekstu pomenute strukturne organizacije [90, 96, 98, 99].
Pokazano je da vec¢ina gena HLA regiona kodira za regulatorne molekule vezane za funkciju
imunskog sistema, Sto se pre svega, odnosi na ekspresiju razli¢itih molekula na povrsini celija
igrajuci pri tome vaznu ulogu u prezentaciji i distnikciji sopstvenih struktura od stranih antigena
imunski kompetentnim ¢elijama [96, 100, 101]. Peptidi kodirani genima koji pripadaju MHC klasi
I eksprimiraju se na povrsini svih ¢elija sa jedrom nose¢i sopstvene antigene koje prepoznaju
citotoksicne CD8+ T ¢elije u procesu imunske tolerancije, dok se produkti gena MHC klase 11
eksprimiraju na povrsini posebnih antigen prezentujuéih ¢elija (APC) kao $to su dendritske Celije,
makrofagi i B limfociti koje obraduju i prezentuju strane antigene CD4+ T ¢elijama u procesu
njihove koordinacije i regulacije efektorskih mehanizama imunskog sistema [101]. Sa druge strane,
produkti gena MHC klase III nisu ukljuceni u proces prezentacije sopstvenih ili stranih peptida
imunski kompetentnim ¢elijama ve¢ je pokazano da kodiraju za subjedinice sistema komplementa,
prostaglandine, faktore nekroze tumora (TNF), dok se funkcija ostalih genskih produkata ovog
segmenta vezuje i za razliCite regulatorne uloge imunskog sistema kao $to su: diferencijacija T
¢elija, maturacija leukocita i procesi inflamacije [102, 103]. S obzirom na to da se MHC region
sastoji od velikog broja gusto rasporedenih i blisko vezanih gena i genskih klastera, te da je
izuzetno vazan za kompleksnu regulaciju i brojne funkcije imunskog sistema, on predstavlja
imunogeneticki centar u humanom genomu cija se aktivnost i dinamika povezuju i sa jako velikim
brojem oboljenja od kojih su u prvom redu autoimunske bolesti, zatim, reakcije odbacivanja
transplantata, infektivna stanja i neoplasti¢ni procesi [98, 104-106]. Imunogeneticke studije su
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pokazale povezanost odredenih varijanti MHC lokusa sa razvojem neuroloskih i psihijatrijskih
bolesti kao §to su: Parkinsonova bolest (PB), Alchajmerova demencija, amiotrofi¢na lateralna
skleroza (ALS), shizofrenija, mijastenija gravis (MG), autoimunski encefalitisi, MS kao i NMOSB
[81, 107].

Kada je u pitanju NMOSB izdvojene su pojedine varijante HLA gena koje se smatraju
znacajnim za razvoj ove bolesti u odredenim populacijama, odnosno u okviru razliCite etniCke
pripadnosti [89, 94]. Tako je, na primer, u populaciji stanovnika Francuske kavkaskog porekla
pokazano da su oboleli od NMOSB ¢esc¢e nosioci HLA-DRB1*01 i HLA-DRB1*03 alela kada je u
pitanju HLA klasa II gena, dok nije uocena asocijacija sa lokusima HLA kalse I u NMOSB [108]. U
$panskoj populaciji HLA-DRB1*03 alel je takode bio ucestaliji kod obolelih od NMOSB u odnosu
na osobe sa MS, kao i na zdrave kontrole [109]. U Danskoj sa ve¢inskim stanovnistvom kavkaskog
porekla, HLA-DQB1*0402 alel bio je znacajno ucestaliji kod obolelih od NMOSB, dok povezanost
sa alelima HLA klase I nije odredivana u ovoj studiji [110]. Medu obolelima od NMOSB u
Svajcarskoj i Austriji HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03 i HLA-DQB1*02 aleli bili su ugestaliji u
odnosu na zdrave osobe [111]. Takode, u Holandiji je pokazano da su HLA-DRB1*03 i aleli HLA
klase I kao Sto su: HLA-A*01 i HLA-B*08 povezani sa pojavom NMOSB u odnosu na zdrave
osobe u obuhvacenoj kavkaskoj populaciji [112].

Takode, kada je u pitanju srpska populacija, medu obolelim osobama od NMOSB
najfrekfentniji haplotipovi bili su: HLA-A*01, B*08, DRB1*03 i HLA-A*01, B*08, C*07,
DRB1*03, DQB1*02 [113].

Sa druge strane, postoje studije koje su se bavile HLA genotipizacijom obolelih od NMOSB
u azijskoj populaciji i koje su pokazale da su, na primer u Japanu, kod obolelih bili najzastupljeniji
HLA-DRBI1*16:02 i HLA-DPB1*05:01 aleli [114], potom je identifikovan i HLA-DQA1*05:03
alel koji, do tada, nije bio povezivan sa NMOSB u japanskoj populaciji [115]. Takode, u japanskoj
populaciji pacijenata izdvojeni su HLA-DRB1*08:01 i HLA-DRB1*08:02 aleli povezani sa
NMOSB ali je izdvojen i jedan protektivni HLA-DRB1*09:01 alel [92, 116]. Za kinesku populaciju
podaci govore da su HLA-DPB1*05:01 i HLA-DRB1*16:02 aleli takode dovedeni u vezu sa
podloZznoscu za razvoj NMOSB, dok je HLA-DRB1*09:01 alel okaraktersian kao protektivan za
ovu bolest [117]. I u Indiji je medu obolelima od NMOSB pokazano da su HLA-DRB1*03 i HLA-
DRB1*10 aleli povezani sa pojavom NMOSB [118].

Medu populacijom u zemljama Latinske Amerike kod obolelih od NMOSB najzastupljeniji
je HLA-DRB1*03 alel [93, 119, 120].

Meta analizom rezultata trinaest studija koje su se bavile asocijacijom HLA-DRB1*03:01
alela sa NMOSB ukazano je na to da pacijenti koji boluju od NMOSB imaju 2.46 puta vecu
verovatno¢u da u svom genomu sadrze ovaj alel u odnosu na kontrolnu grupu [94].

1.3.1.2. Gen za akvaporin-4

Kao §to je ve¢ pomenuto, autoantitela prema AQP4 u CNS imaju vaznu ulogu u
etiopatogenezi NMOSB kao imunski posredovane bolesti i predstavljaju dijagnosticki molekularni
biomarker ove bolesti [20, 21]. Humani gen koji kodira za AQP4 vodeni kanal identifikovan je i
opisan sredinom devedesetih godina XX veka, kada je i njegovim mapiranjem lokalizacije u
genomu utvrdeno da se nalazi na poziciji 18q11.2-q12.1 [121, 122]. Strukturnom karakterizacijom
pokazano je da se humani gen za AQP4 sastoji od ukupno 5 kodirajucih regiona, odnosno egzona
(engl. exomne) koji se smatraju konzerviranim sekvencama izmedu kojih se nalaze Cetiri
nekodirajuéa regiona, odnosno introna, kao i da je prisutan u jednoj kopiji u haploidnom genomu
coveka [122]. Ukupna duzina kodiraju¢e sekvence humanog gena za AQP4 iznosi 1081 baznih
parova (bp), odnosno veli¢ina egzona 0 iznosi 250 bp, egzon 1 ima duzinu od 363 bp, egzon 2 ima
147 bp, egzon 3 se sastoji od 63 pb a duzina egzona 4 iznosi 258 bp dok je procenjeno da veli¢ina
umetnutih nekodirajué¢ih sekvenci odnosno introna izmedu egzona 0 i 1 iznosi 2.7 kilobaza (kb),
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duzina sekvence izmedu egzona 1 i 2 iznosi 0.8 kb, duzina introna izmedu egzona 2 i 3 iznosi 278
bp, dok veli¢ina intronske sekvence izmedu egzona 3 i 4 iznosi 5.2 kb [122]. Kada je u pitanju
ekspresija gena za AQP4 izolovane su dve forme komplementarne DNK (¢cDNK) u odnosu na dva
mesta inicijacije transkripcije, okarakterisana kao M1 koja odgovara polipeptidu od 323
aminokiseline ukupne mase 31 kilodalton (kDa), i M23 koja odgovara drugom mestu inicijacije
transkripcije, odnosno polipeptidu od 301 aminokiseline mase 34 kDa, predstavljajué¢i dve
funkcionalne subjedinice polipeptida odnosno, dva produkta ekspresije ovog gena [121-123].
Naime, zahvaljujuéi karakteristikama sekvence, pre svega, egzona 0 gen 4QP4 ispoljava specifican
vid transkrpicionog diverziteta Sto ga izdvaja u odnosu na druge gene koji kodiraju za
transmembranske vodene kanale - akvaporine [122]. Alternativnom transkripcijom i
posttranskripcionom obradom primarnog prepisa humanog gena AQP4 nastaju dve forme ovog
transmembranskog proteina, vodenog kanala — akvaporina 4 oznacene kao M1 i M23, ali je
nedavno pokazano da alternativnom translacijom mogu nastati jo§ dve izoforme polipeptida
oznacene kao M1x i M23x koje se karakteriSu postojanjem C-terminalnog produzetka od 29
aminokiselina [124, 125].

1.3.1.3. Drugi geni van HLA lokusa i neuromijelitis optika spektar bolesti

Analiza geneticke osnove NMOSB ukazala je da, pored gena AQP4, postoji i odreden broj
drugih gena koji takode ne pripadaju HLA regionu, a koji se mogu dovesti u vezu sa nastankom 1i
razvojem NMOSB [126]. Tako na primer, opisano je da polimorfizmi u humanom genu koji kodira
za interleukin-17 (IL-17) mogu biti povezani sa pojavom NMOSB pa je tako genotip TT rs763780
gena [L-17 opisan kao znacajan u kineskoj populaciji obolelih dovode¢i do supstitucije
aminikiseline histidin u arginin (His-u-Arg) u primarnoj strukturi polipeptidnog lanca IL-17, §to
moze imati uticaja i na funkciju ovog signalnog molekula [127, 128]. Takode, postoje studije koje
su analizirale ekspresiju gena OX40 ¢iji produkt CD134 molekul pripada porodici receptora za
faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) i predstavlja marker aktivacije T
limfocita u NMOSB, kada je pokazano da je ekspresija ovog gena smanjena u leukocitima periferne
krvi kod obolelih od NMOSB u odnosu na zdravu kontrolnu grupu ali nije prime¢ena znacajna
razlika kada je u pitanju nivo solubilnog molekula u krvi obolelih u odnosu na kontrolnu grupu
[129, 130]. Novija studija koja se bavila procenom nivoa ekspresije gena OX40 u serumu obolelih
od MS i NMOSB, ukazala je na to da kod obolelih od MS postoje znacajno povisene vrednosti
solubilnog OX40 faktora u krvi u odnosu na zdravu kontrolnu grupu, kao i na pacijente obolele od
NMOSB kod kojih ta korelacija nije uocena [131]. Sa druge strane, u studiji koja je obuhvatila
animalne modele, ali i post mortem uzorke humanog tkiva mozga obolelih osoba, pokazano je da u
aktivnim NMOSB lezijama postoji povecan broj aktiviranih CD4+ T ¢elija, odnosno T limfocita sa
povecanom ekspresijom Ox40 markera Celijske aktivacije [132]. Analiza gena za transkripcioni
faktor II-1 (GTF2I) na poziciji 7q11.23 obuhvataju¢i i GTF2IRDI ponavljaju¢e domene ovog lokusa
cijom ekspresijom se obezbeduje veliki broj multifunkcionalnih fosfoproteina koji su, izmedu
ostalog, vazni za regulaciju T i B ¢elijske aktivacije pokazala je da GTF2IRDI-GTF2I polimorfizmi
kao Sto su T alel rs117026326 i CC genotip 1573366469 uticu na povecan rizik oboljevanja od
NMOSB u kineskoj populaciji [133, 134]. U studiji u kojoj je vrSeno sekvenciranje egzona 4 gena
CD33 (engl. Cluster of Differentiation, CD) u kohorti pacijenata obolelih od NMOSB opisana je
mutacija u genu CD33 Cija ekspresija se smatra vaznom za imunsku regulaciju i koja je bila prisutna
kod oko 15% ispitanika, te je zakljuceno da se radi o potencijalnom rizicnom lokusu za razvoj
NMOSB [135]. Takode, opisana je korelacija gena za estrogen receptor a (ERa) koji se nalazi na
poziciji 6g25.1, odnosno odredenih polimorfizama ovog gena, kao Sto je Xbal sa povecanim
rizikom za nastanak NMOSB posebno u osoba Zenskog pola sa Xx genotipom [136].
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1.3.1.4. Studije genoma u neuromijelitis optika spektru bolesti

Kao §to je poznato, prva automatizovana metoda kojom je omoguceno precizno odredivanje
primarne strukture molekula DNK, odnosno molekularna disekcija je sekvenciranje DNK metodom
po Sanger-u iz 1977 godine koja se zasniva na analizi kra¢ih nukleotidnih sekvenci pa se, samim
tim, 1 danas koristi za preciznu analizu pojedinacnih gena ili delova gena od posebnog interesa
[137]. Medutim, konceptualno posmatrano, izuzetno vazan doprinos razumevanju geneticke osnove
mnogih bolesti u humanoj patologiji upravo su ostvarile tehnoloski napredne metode za analizu
naslednog materijala kao Sto je sekvenciranje nove generacije (engl. Next Generation Of
Sequencing, NGS) koja sadrzi razlicite metodoloske pristupe omogucavajuci sekvenciranje celog
genoma (engl. Whole Genome Sequencing, WGS), sekvenciranje celog egzoma (engl. Whole Exome
Sequencing, WES) kao 1 brojne strategije analize odabranih setova, odnosno panela gena, §to je od
posebne vaznosti u klinickoj genetici [138, 139]. U osnovi NGS metodologije druge generacije,
koja je uvela revoluciju u biomedicinskim naukama, nalazi se postupak generisanja miliona kratkih
DNK sekvenci, nakon ¢ega se vrsi njihovo masivno paralelno sekvenciranje a dobijeni podaci se
obraduju i analiziraju uz pomo¢ kompleksinh bioinformatickih alata [140]. Savremeni tehnoloski
progres omogucio je dalje kreiranje trece i Cetvrte generacije sekvenciranja DNK S§to, u ovom
momentu, predstavlja krajnju instancu u teznji da se uspostave $to precizniji i mo¢niji nacini analize
nasledne osnove coveka uz konstantno razvijanje novih bioinformatickih pristupa u obradi tako
velike koli¢ine dobijenih podataka a sve u cilju povecanja utilizacije ovih metoda u humanoj
genetici, genomici i klinickoj praksi uopste [139, 141, 142].

Kada je u pitanju primena NGS metodologije u NMOSB, obavljeni su rezultati meta analize
WGS od ukupno 86 obolelih i 460 kontrolnih uzoraka ¢ime je izdvojen geneticki marker
(rs28383224) koji je bio povezan sa NMOSB bez obzira na serostatus ovih pacijenata, kao i signal
unutar HLA lokusa odnosno C4 alela kod seropozitivnih NMOSB pacijenata [143]. Takode, jedna
od prvih studija sa ciljem detektovanja potencijalnih retkih uzro¢nih varijanti primenom WES
metodologije objavljena je 2015 godine i obuhvatala je malu kohortu obolelih od NMOSB u
Finskoj, kada su detektovane odredene retke varijante kod dva pacijenta u ukupno cetiri gena
(C30RF20, C50RF47, PDZD2, ZNF606) od kojih je posebno istaknuto da gen PDZD?2 kodira za
protein koji igra ulogu u celularnoj signalizaciji [144]. Studija u kojoj je sproveden WES kod
obolelih od NMOSB u azijskoj populaciji koja je obuhvatila kohortu od 228 NMOSB
seropozitivnih pacijenata i 1400 kontrolnih ispitanika, izdvojila je HLA lokus odnosno, pokazala je
postojanje udruzenosti HLA-DQB1*05:02 alela kao i HLA-DQB1*05:02-DRB1*15:01 haplotipa
sa moguc¢om pojavom NMOSB [145]. Takode, nedavno je objavljena studija u kojoj je, izmedu
ostalog, sprovedena WES analiza kod ukupno 40 obolelih osoba od NMOSB, kada je
identifikovano 346 varijanti u ukupno 338 gena, od kojih su ve¢inom bile heterozigotne miseense
varijante, a izvrSena je i kategorizacija u tri grupe visoko medusobno povezanih gena sa mutacijama
za koje se pokazalo da su od znacaja za pojavu NMOSB, odnose¢i se vec¢inom na funkcije
imunskog sistema kao $to su: obrada antigena, razni signalni putevi kao i odredene varijante u genu
za kalijumove kanale [113].

Sa druge strane, studija asocijacije u citavom genomu (engl. Genome Wide Association
Studies, GWAS) sprovedena u Japanu obuhvatila je kohortu od 211 obolelih osoba od NMOSB kao
i 1919 kontrolnih uzoraka i1 pokazala da postoji znacajna udruzenost SNP rs1964995 sa pojavom
NMOSB, dok je varijanta rs1516512 bila udruzena sa stepenom onesposobljenosti kod obolelih od
NMOSB nezavisno od serostatusa ispitivanih pacijenata [92]. Sekundarna analiza GWAS studije
koja je obuhvatila 132 pacijenta sa AQP4-IgG kao i 83 pacijenta sa seronegativnom formom
NMOSB i 1244 kontrolnih uzoraka, izdvojila je postojanje pet gena za koje je ustanovljeno da
predstavljaju rizi€ne gene za pojavu NMOSB (CFB, EHMT2, HLA-DQA1, MSH5, SLC44A44) koji
su udruzeni sa funkcijom sistema komplementa, obradom antigena i regulacijom imunske funkcije
[146].
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1.3.1.5. Mitohondrijalni genom i neuromijelitis optika spektar bolesti

Mitohondrijalna DNK (mtDNK) predstavlja dvolancani cirkularni molekul veli¢ine
priblizno 16.6 kilobaza (kb), smeSten u mitohodnrijama, sa ukupno 37 gena za koje je
karakteristi¢no to da nemaju intronske sekvence i poseduju jedan regulatorni region [147, 148]. Od
ukupnog broja mitohondrijskih gena, njih 13 predstavljaju strukturne gene koji kodiraju za
polipeptide ukljucene, pre svega, u enzimske procese oksidativne fosforilacije igrajuci klju¢nu
ulogu u energetskom metabolizmu te je njihova funkcija, na primer, proucavana u patogenezi
mnogih neuroloskih bolesti [149, 150].

Uloga mitohondrijalnog genoma ispitivana je i u NMOSB. Pa tako, u revijskom radu
objavljenom 2008 godine, pregledom prethodno dostupne literature i sekvenciranjem mtDNK od
ukupno 32 osobe obolele od NMOSB, nisu detektovani polimorfizmi koji bi se jasno mogli dovesti
u vezu sa pojavom ove bolesti [151]. Medutim, treba ista¢i da postoje pojedinacni prikazi slucajeva
NMOSB povezanih sa mutacijama u mitohondrijalnom genomu pa je tako jedan od prvih objavljen
2004 godine, kada je kod pacijentkinje detektovana primarna homoplazmicna mutacija na poziciji
3460 mtDNK, dok je ista mutacija u heteroplazmi¢nom obliku potvrdena kod majke, babe po majci
i tri ujaka koji su bili bez neuroloskih tegoba [152]. Takode, kod druge pacijentkinje sa NMOSB
opisane su dve sekundarne homoplazmi¢ne mutacije na pozicijama 3460 i 4917 u mtDNK ¢iji
znacaj nije do kraja razjasnjen [153].

Interesantno je pomenuti da je u cerebrospinalnoj te¢nosti odnosno likvoru (CST) obolelih
od NMOSB utvrdeno postojanje povisenih vrednosti ekstracelularne mtDNK verovatno usled
osteCenja astrocita posredovanog AQP4 At, kao i da prisustvo oslobodene mtDNK pokrece
specificne kaskade imunskog odgovora i aktivacije odredenih inflamatornih c¢elija odnosno
monocita [154, 155].

1.3.2. Geneticka osnova familijarne forme neuromijelitis optika spektra bolesti

NMOSB sustinski predstavlja miltifaktorski uslovljeno oboljenje koje se, pre svega,
ispoljava sporadi¢no u opstoj populaciji, mada je opisana pojava NMOSB kod ¢lanova unutar iste
porodice, §to je od izuzetnog znacaja za pokuSaj razumevanja genetiCkih ¢inilaca koji bi se mogli
nalaziti u njegovoj osnovi [90, 91]. Familijarna forma NMOSB ¢ini 0.8% do 6.3% od ukupnog
broja slucajeva NMOSB 1 predstavlja retku manifestaciju ove bolesti [63, 90, 91]. Multicentricna
studija kojom je obuhvacen veliki broj ispitanika, pokazala je da se familijarna forma NMOSB
srece u priblizno 3% slucajeva [91]. Malobrojne studije koje su se bavile analizom geneticke
osnove familijarne forme NMOSB ukazale su na znacaj odredenih alelnih varijanti unutar HLA
lokusa od kojih se posebno isticu HLA-DRB1*03 i HLA-A*01 aleli, koji su inace opisani i u
sporadi¢nim formama bolesti [63, 90, 91, 94, 156]. Istrazivanjem kojim je obuhvaceno 40 porodica
sa ukupno 83 slucajeva familijarne forme NMOSB pokazano je da se u najve¢em broju slucajeva
radilo o porodicama azijskog, a potom kavkaskog porekla, da su osobe Zenskog pola bile
zastupljenije medu obolelim ¢lanovima odnosno da su ¢inile 86.7% obolelih, da su u 52.5% bili
aficirani ¢lanovi prvog stepena srodstva braca-sestre a nesto rede roditelji-deca sa oko 32.5%, kao i
da suu 92.5% slucajeva bila aficirana dva ¢lana u porodici, dok je u 7.5% bilo tri aficirana ¢lana po
porodici uz Cinjenicu da tip nasledivanja u NMOSB nije definisan, §to ukazuje na postojanje
kompleksnih oblika nasledivanja kada je u pitanju ova bolest [90]. Takode, pokazano je da se
NMOSB javlja ranije kod aficiranog potomstva u odnosu na vreme pojave bolesti kod njihovih
roditelja kada su u pitanju familijarne forme NMOSB, $§to predstavlja fenomen anticipacije i jo$
jednom istice znacajan upliv genetickih faktora u ispoljavanju bolesti dok je, sa druge strane,
pokazano da nema bitnih razlika u klini¢koj prezentaciji familijarnih u odnosu na sporadi¢ne forme
NMOSB [63, 90, 91, 156].
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1.4. Struktura i funkcija akvaporina 4 u centralnom nervnom sistemu

Akvaporini predstavljaju familiju ubikvitarnih transmembranskih proteina ¢ija funkcija se
ogleda u transportu malih nepolarnih molekula i pojedinih jona kroz ¢elijske membrane sa
dominantnom ulogom kanala koji reguliSu transport molekula vode kroz ¢elijske membrane po
¢emu su i dobili naziv [157-162]. Do sada je opisano i definisano postojanje ukupno 13 strukturno i
funkcionalno uglavnom sli¢nih humanih proteina podeljenih u tri subfamilije: klasi¢ni akvaporini,
akvagliceroporini i superakvaporini, ¢ija distribucija se razlikuje u odnosu na razli¢ita tkiva u
organizmu [163, 164].

Generalno, akvaporini su monomeri sastavljeni od Sest transmembranskih petlji (1-6)
nazvanih alfa petlje (a-heliksi) kao i dve polupetlje (B, E) od ukupno pet spojnica (A-E) sa dva
konstantna motiva sastavljena od tri amnokiseline (aspargin, prolin i alanin) koji su fiksirani u
lipidnom dvosloju ¢elijske membrane, dok Sest transmemranskih alfa petlji postavljeno je tako da
okruzuje, odnosno ogranicava, jednu vodenu poru sa N i C terminalnim domenima pozicioniranim
na citosolnoj strani [162, 163, 165]. Polupetlje, odnosno spojnice B i E, sa po jednim konstantnim
aminokiselinskim (aspargin-prolin-alanin) motivom neposredno organizuju unutras$nji kanal
transmembranske vodene pore koji se karakteriSe hidrofobnim aminokiselinskim reziduama, kao i
postojanjem konstrikcije lokalizovane sa ekstracelularne strane ovog kanala koju Cine aromaticne
rezidue 1 rezidue arginina, $to je od posebne vaznosti jer one svojim biofizickim karakteristikama
sprecavaju prolaz protona [163]. Dakle, svaki monomer sadrzi jednu vodenu poru, i pokazano je da
Cetiri ovakva AQP monomera medusobno formiraju tetramerne,modnosno homotertamerne
proteinske komplekse na c¢elijskoj membrani [162, 163]. Pomenuta molekularna struktura
akvaporina, sa funkcionalnog aspekta, obezbeduje da kroz tako uzak vodeni kanal sustinski mogu
pro¢i pojedina¢ni molekuli vode jedan za drugim, po specificnom obrascu, zahvaljujuci
elektrostatickim karakteristikama aminokiselinskih rezidua unutar same vodene pore [163, 166].

Medutim, vazno je ista¢i da AQP4, pored ove opste strukture i organizacije monomera,
pokazuje i1 odredene specificne karakteristike koje odgovaraju kompleksnim molekularnim
aranzmanima viseg reda, u smislu da je organizacija AQP4 proteina u vidu formiranja
heterotetramera koji nastaju kao posledica translacije razlicitih subjedinica AQP4 proteina [122,
162, 167-169]. Dakle, analizom ekspresije gena AQP4 koji je inicijalno nazvan gen za humani
vodeni kanal neosetljiv na zivu (engl. Human Mercurial Insensitive Water Channel, hMIWC)
pokazano je da nakon primarne obrade transkripta nastaje vise razlicitih polipeptidnih produkata, ali
da su glavne dve izoforme: M1 izoforma duzine 323 aminokiseline, i M23 izoforma koju gradi 301
aminokiselina [121, 122]. Sa strukturnog aspekta AQP4 takode, vazno je ista¢i, da su dalja
istrazivanja devedesetih godina XX veka ukazala na to da je morfoloski ekvivalent AQP4 proteina
predstavljen ortogonalnim nizovima intramembranskih Ccestica (engl. Orthogonal Arrays of
Intramembranous Particles, OAPs) cije su subjedinice upravo tetrameri AQP4 proteina, kao i da se
svaki OAPs sastoji od vrlo varijabilnog broja AQP4 tetramera na ¢elijskoj membrani [162, 170].

Humani AQP4 vodeni kanal pripada subfamiliji klasi¢nih akvaporina i predominantno je
zastupljen u CNS, a u manjoj meri i u drugim tkivima kao $to su, na primer, renalni tubuli,
gastrointestinalni epitel, jetra i plu¢a [162, 171-175]. Kada je u pitanju CNS, pokazano je da glijalne
¢elije, u prvom redu astrociti, imaju najvisi stepen ekspresije AQP4 takode organizovanih u vidu
OAPs i to najvise u predelu ¢elijske membrane stopalastih produzetaka astrocita koja dolazi u
blizak kontakt sa bazalnom membranom (BM) endotelnih ¢elija kapilara, u okviru vrlo vazne
histoloske strukture pod nazivom krvno — mozdana barijera (KMB), u ¢ijoj morfoloskoj osnovi je
gliovaskularni kompleks i koja funkcionalno predstavlja semipermeabilnu, visoko selektivnu i
aktivnu biolosku membranu obezbedujué¢i homeostazu unutar CNS [162, 176-178]. Svoju bazi¢nu
ulogu u regulaciji protoka molekula vode kroz ¢elijske membrane AQP4 kanali, izmedu ostalog,
ostvaruju i kao vrlo vazna funkcionalna jedinica glimfati¢kog sistema gde presudno ucestvuju u
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procesima vezanim za protok intersticijalne tecnosti preko astrocita u perivaskularnim prostorima
unutar tkiva mozga ¢iji tok je polarizovan od periarterijskog ka perivenskom prostoru ¢ime se
obezbeduje adekvatna drenaza tecnosti ali i klirens svih solubilnih produkata metabolizima nervnog
tkiva [179-181]. Kompleksnost AQP4 kanala ogleda se i u postojanju slozenih mehanizama koji su
ukljuceni kako u kratkoro¢ne tako i dugorocne oblike regulacije aktivnosti i ekspresije AQP4 §to se
direktno reperkutuje na stepen njihove funkcije u razli¢itim fizioloskim ali i patoloskim stanjima
[164, 181-183].

Dakle, vazno je istaci da pored brojnih i vrlo znacajnih fizioloskih uloga AQP4 proteina
vezanih za njihovu specifi¢nu ekspresiju na astrocitima u CNS, veliki znacaj AQP4 kanala ogleda
se u njihovoj ulozi u raznim patoloskim stanjima u CNS i neuroloSkim bolestima kao Sto su:
NMOSB, cerebrovaskularna oboljenja, edem mozga, hidrocefalus, migrena, Parkinsonova bolest i
demencije [20, 181, 184-189].

1.5. Patogeneza i patofiziologija neuromijelitis optika spektra bolesti

Mehanizmi koji se nalaze u osnovi patogeneze NMOSB nisu do kraja razjasnjeni, dok
dosada$nja saznanja ukazuju na to da je NMOSB imunski posredovana bolest CNS u kojoj su
autoantitela usmerena prema AQP4 antigenima, te se smatra da NMOSB sustinski predstavlja
kanalopatiju udruZzenu sa oSte¢enjem astrocita u kojoj su procesi demijelinizacije i
neurodegeneracije okarakterisani kao sekundarni fenomeni [20, 190-192].

1.5.1. Antitela prema akvaporin 4 antigenima

Glavni imunopatogenetski supstrat NMOSB su autoantitela usmerena prema specificnom
autoantigenu odnosno AQP4 kanalima na ¢elijskoj membrani astrocita [20, 192]. Antitela na AQP4
predstavljaju IgG klasu odnosno IgG1 izotip antitela koju produkuju dominantno interleukinom 6
istice znacaj poremecene imunske tolerancije i humoralnog imunskog odgovora u NMOSB [190,
193-196]. Takode, istrazivanja su ukazala na to da se produkcija AQP4-IgG desava ekstratekalno,
tim pre $to su cirkuliSu¢a AQP4-IgG prisutna u perifernoj krvi obolelih od NMOSB u mnogo
ve¢em procentu u odnosu na njihovo prisustvo u CST, kao i da je nivo serumskog IL-6 ve¢i odnosu
na nivo IL-6 u CST [197-200].

1.5.2. Imunopatogeneza neuromijelitis optika spektra bolesti

Nakon produkcije od strane plazma celija, odnosno aktiviranih B limfocita, cirkuliSuca
AQP4-1gG u slede¢em koraku prolaze KMB i dospevaju u CNS §to se smatra jednim od klju¢nih
inicijalnih dogadaja u patogenezi NMOSB ¢iji mehanizmi nisu do kraja razjasnjeni [79, 190, 201,
202]. Naime, permeabilnost KMB u NMOSB moze biti naruSena na vise razli¢ih nacina, pa je tako
pokazano da IL-6 svojim direktnim dejstvom na endotelne ¢elije kao komponente KMB, dovodi do
povecane permeabilnosti ove strukture sto omogucéava prodor AQP4-IgG u intratekalni prostor, dok
sa druge strane, postoje podaci i da odredene sistemske infekcije mogu izazvati povecanu
tranzientnu permeabilnost KMB, §to bi stvorilo moguénost za ulazak AQP4-IgG u CNS [76, 190,
203, 204]. Takode, smatra se da cirkuliSu¢a AQP4-IgG mogu dospeti unutar CNS na mestima gde
je KMB, odnosno njena normalna morfologija specificna $to se, pre svega, odnosi na postojanje
fenestrovanih kapilara i drugih karakteristika koje uti¢u na njenu intaktnost, ali i na mestima gde
KMB moze biti nedovoljno razvijena kao Sto je prelaminarni deo optickog nerva i korenovi
spinalnih nerava [205-207]. Isto tako, ne bi trebalo zanemariti potencijalni direktni uticaj
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cirkuliSu¢ih AQP4-IgG na KMB u inicijaciji patogenetskih mehanizama u NMOSB [203, 208,
209].

Specificnost AQP4-IgG ogleda se u njihovom prepoznvanju epitopa AQP4 proteina, Sto
rezultira vezivanjem ovih antitela za AQP4 na spoljaSnjoj membrani astrocita, posebno stopalastih
produzetaka ovih glijalnih ¢elija ¢ime otpocCinje Citav niz patogenetskih dogadaja na celularnom i
molekularnom nivou [20, 190, 192]. AQP4-IgG prepoznaju domene obe izoforme, odnosno M1 i
M23 izoforme AQP4, mada je pokazano da imaju mnogo veci afinitet prema M23 izoformi AQP4,
pre svega zbog njene jedinstvene molekularne organizacije u vidu OAPs §to nije slucaj kada je u
pitanju organizacija izoforme M1 [210]. Naime, kao rezultat vezivanja AQP4-IgG za epitope AQP4
kanala dolazi do ispoljavanja razli¢itih manifestacija kao Sto su redukcija ekspresije AQP4 proteina
i internalizacije posebno M1 izoformi, potom disfunkcije transporta molekula vode kroz ¢elijsku
membranu astrocita, kao i pojave vrlo vaznih imunopatogenetskih reakcija u vidu komplement
zavisne citotoksi¢nosti i antitelima indukovane ¢elijske citotoksicnosti [211-215].

Jedna od glavnih imunoloskih karakteristika u patogenezi NMOSB svakako je aktivacija
sistema komplementa klasi¢nim putem, koja je inicirana AQP4-IgG/AQP4 antigen reakcijom i
posledi¢nim vezivanjem komponente komplementa 1q (Clq) za AQP4-IgG Sto dalje vodi do vrlo
kompleksnih kaskadnih reakcija aktivacije brojnih komponenti komplementa, ¢iji krajnji rezultat je
ostecenje Celijske membrane astrocita formiranjem kompleksa membranskog napada (engl.
Membrane Attack Complex, MAC), odnosno kompleksa terminalnog komplementa koji oStecuje
plazma membranu astrocita dovodeci do lize ¢elije [212, 213, 216-218]. Pokazano je da Clq ima
poseban afinitet prema AQP4-IgG koja se nalaze u klasterima nastalim njihovim vezivanjem za
AQP4 u okviru OAPs struktura, §to jo$ jednom istiCe znacaj ovakve molekularne organizacije
AQP4 kanala na astrocitima u patogenezi NMOSB [219]. Takode, u okviru kaskadne reakcije
aktiviranog sistema komplementa dolazi i do aktivacije komponenti komplementa 3a i 5a (C3a i
C5a) koje, sa svoje strane, dovode do povecane permeabilnosti KMB i hemotakse imunski
kompetentnih ¢elija u CNS [209, 213].

Znacaj antitelima indukovane celijske citotoksi¢nosti ogleda se u cCinjenici da Celije
primarnog imunskog odgovora kao $to su ¢elije "prirodne ubice" (engl. Natural Killer Cells, NK),
nakon $to iz periferne cirkulacije hemotaksom produ hematoencefalnu barijeru i dospeju do CNS,
imaju sposobnost da prepoznaju i vezu se za odredene domene AQP4-1gG/AQP4 kompleksa koji se
nalazi na spoljasnjoj membrani astrocita $to rezultuje oslobadanjem perforiraju¢ih citotoksic¢nih
faktora od strane NK ¢elija koji dovode do oste¢enja i smrti astrocita [209, 211, 220]. I druge
imunski kompetentne ¢elije kao Sto su: neutrofili, eozinofili, bazofili i mastociti takode privucene
hemotaksi¢nim faktorima u CNS, mogu reagovati sa domenima AQP4-IgG vezanih za AQP4
kanale kada svoj citotoksi¢ni efekat ispoljavaju degranulacijom i oslobadanjem brojnih medijatora
zapaljenja, enzima i slobodnih kiseoni¢nih radikala, Sto rezultira oSte¢enjem i smréu astrocita
[209, 211, 220-222].

Odredene studije isticu moguc¢i znacaj mikroglije, odnosno interakcije izmedu astrocita i
mikroglijalnih ¢elija koje, izmedu ostalog, eksprimiraju i C3a receptore (C3aR) na svojoj povrsini i
bivaju aktivirane C3a frakcijom komplementa C3 koji je sintetisan i osloboden od strane astrocita
nakon njihove reaktivnosti indukovane vezivanjem AQP4-IgG za AQP4 antigen, ¢ime otpocCinju
brojni procesi koji su verovatno vezani za dodatne imunopatogenetske mehanizme u razvoju i
odrzavanju neuroinflamacije u NMOSB [223-226].

Takode, pokazano je da, pored toga Sto imaju krucijalnu ulogu u produkciji AQP4-IgG,
odredeni subsetovi aktiviranih B limfocita mogu da luée i brojne citokine doprinoseéi razvoju
patogeneze NMOSB, §to predstavlja dodatnu proinflamatornu aktivnost ovih ¢éelija, mada pojedini
subsetovi B limfocita mogu ispoljavati i antiinflamatorne efekte moduliSu¢i tako
imunopategenetske mehanizme u NMOSB [193, 214, 227].
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1.5.3. Uloga T limfocita u patogenezi neuromijelitis optika spektra bolesti

U okviru patogeneze NMOSB razmatrana je i uloga T limfocita za koje je pokazano da
verovatno ucestvuju u bidirekcionoj kostimulaciji sa B limfocitima, tim pre §to postoje studije koje
ukazuju da se T limfociti, u okolnostima poremecene imunske tolerancije, nakon antigen specifi¢ne
aktivacije, mogu diferentovati u pravcu odredenih subtipova kakve su T "pomocne" ¢éelije (engl. T
helper, Th) uti¢u¢i citokinima na aktivaciju B limfocita, §to rezultira produkcijom specificnih
autoantitela, dok sa druge strane, B limfociti mogu imati antigen prezentujuce i druge stimulativne
uloge, ¢ime postoji moguénost indukcije T ¢elijskog imunskog odgovora, §to se posebno odnosi na
Th17 profil ¢elija [228-232]. Takode, odredene studije sugeriSu da T limfociti zajedno sa AQP4-
IgG bitno doprinose nastanku inflamatornog odgovora i lezija u CNS obolelih od NMOSB,
odnosno da je prisustvo ovih ¢elija verovatno neophodno da bi AQP4-IgG ostvarila svoj patogeni
potencijal u nervnom parenhimu, kao i da su T limfociti direktno ili indirektno uklju¢eni u mnoge
aspekte patogeneze NMOSB, mada njihova konac¢na uloga nije do kraja razjaSnjena [214, 229, 232,
233].

Imajuéi sve navedeno u vidu, vazno je ista¢i da komplement zavisni mehanizmi
citotoksicnosti, kao 1 antitelima indukovana celijska citotoksi¢nost, predstavljaju dominantne
imunopatogenetske mehanizme u NMOSB, koji zajedno sa drugim celularnim i molekularnim
akterima primarno dovode do ostecenja i smrti astrocita, dok direktnim i indirektnim mehanizmima
ostecuju i druge okolne ¢elije u nervnom parenhimu, kao $to su oligodendrociti i neuroni, $to
rezultira razvojem demijelinizacije, neurodegeneracije i smrti nervnih ¢elija u zoni pojave i
odrzavanja ekstenzivne neuroinflamacije, kako u beloj tako i sivoj masi CNS, ¢ime su podrzani
patofizioloski efekti klinickog ispoljavanja simptoma i znakova u NMOSB [190, 193, 214, 221,
229, 234-236].

1.5.4. Patogeneza seronegativne forme neuromijelitis optika spektra bolesti

Svakako treba napomenuti da jo$ uvek nisu do kraja razjaSnjeni svi aspekti patogeneze i
patofiziologije NMOSB, §to se posebno odnosi na seronegatavnu formu bolesti kojoj pripada
priblizno oko 20% obolelih od NSMOB kojima je dijagnoza postavljena prema dijagnostickim
kriterijumima iz 2015 godine [2, 190, 214, 237]. Upravo, da je potencijalno objaSnjenje za razvoj
seronegativne forme NMOSB, moguénost da postoji neko drugo autoantitelo je Cinjenica da od
ovog ukupnog broja seronegativnih slucajeva obolelih ¢ija klinic¢ka slika ukazuje na NMOSB, njih
oko 30% ima serumska autoantitela klase IgG prema mijelin oligodendrocitnom glikoproteinu
(MOG At) [237-239]. MOG predstavlja glikoprotein ¢iji je polipeptidni lanac sastavljen od 218
aminokiselina ukupne molekulske mase 26-28 kDa koji je eksprimiran na povrsini oligodendrocita
sa jo§ uvek nedovoljno definisanim svim funkcijama, mada je verovatno da ima ulogu i adhezionog
molekula u mijelinskom omotacu, kao i da je prisutan unutar CNS dok nije detektovan u perifernom
nervnom sistemu (PNS), ¢ime je istaknuta i njegova imunodominantna, odnosno targetna uloga u
patogenetskom procesu demijelinizacije unutar CNS [238, 240-242]. Patogenetski mehanizmi koji
dovode do MOG At indukovane demijelinizacije nisu do kraja razjasnjeni i prevashodno su
ispitivani na animalnim modelima, kao i na manjem broju bioptata i patoloskih uzoraka humanog
porekla, kada je sugerisano da se verovatno razlikuju u odnosu na patogenezu AQP4 seropozitivnog
NMOSB, tim pre §to je pokazano da se u MOG At indukovanoj demijelinizaciji generalno radi o
oligodendrocitopatiji bez izrazene astrocitopatije, u ¢ijoj imunopatogenetskoj osnovi se nalazi
medusobni odnos antigen specificnih reaktivnih Th ¢elija i MOG At odnosno, aktiviranih B
limfocita [239, 243-248].

Kada je u pitanju dvostruko seronegativna forma (DN-NMOSB) pretpostavljeni mehanizmi
koji bi se mogli nalaziti u patogenetskoj osnovi odnose se na moguénost postojanja joS uvek
nedefinisanog autoantitela usmerenog prema specificnom targetu, zatim vrsta i nain primene
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laboratorijskih testova razliitog stepena senzitivnosti i specifi¢nosti u klinickoj praksi §to moze
voditi lazno negativnim rezultatima AQP4-IgG i MOG At nalaza, mada postoje i studije koje
navode da se procesi imunopatogeneze dvostruko seronagitvne forme NMOSB koji nisu u
potpunosti razjasnjeni, prezentuju relativnom ocuvano$¢u astrocita kao 1 razliCitim profilnim
karakteristikama citokina u odnosu na AQP4-IgG seropozitivnu formu NMOSB i MOG At
pozitivnih formi bolesti, ¢ime se sugeriSe moguée postojanje razli¢itog imunopatogenetskog
mehanizma u njihovoj osnovi [190, 199, 249-253].

1.6. Patologija neuromijelitis optika spektra bolesti

Patoloska analiza sprovedena na autopsijskim nalazima obolelih od NMOSB ukazala je na
postojanje ekstenzivne demijelinizacije, nekroze kako bele tako i sive mase CNS, uz mestimi¢nu
pojavu edema, kao i kavitacije 1 razmeksanja u nervnom tkivu, §to ukazuje na destruktivnu prirodu
lezija u ovoj bolesti [254]. Patoanatomska distribucija lezija u NMOSB dominantno se odnosi na
kicmenu mozdinu i opticke nerve, ukljucujuci opticku hijazmu, na kojima obi¢no ima karakter
longitudinalno ekstenzivnih lezija, ali mozZe zahvatiti mozdano stablo, posebno predeo aree
postreme, kao i pojedine regione velikog mozga obuhvatajuci i periventrikularnu lokalizaciju [255-
258].

Kada su u pitanju patohistoloske karakteristike lezija NMOSB pokazano je da klasi¢ni nalaz
ukazuje na gubitak astrocita i AQP4, gubitak oligodendrocita uz ekstenzivnu demijelinizaciju,
ostecenje neurona i nekrozu koja zahvata belu i1 sivu masu CNS, infiltraciju makrofagima u zoni
inflamacije nervnog tkiva u akutnim plakovima, dok postoje i lezije koje se karakteriSu prisustvom
reaktivnih astrocita i mikroglije, bez jasnih znakova demijelinizacije uz infiltraciju granulocitima i
relativno postedenim neuronima [254, 256, 259-261]. Takode, patohistoloSkom analizom na
autopsijskom materijalu pokazano je da pored gubitka astrocita i oligodendrocita, uz infiltraciju
granulocitima i prisutnim T ¢elijama u lediranom nervnom tkivu, postoje i centrovaskularni depoziti
komponenti komplementa i imunoglobulina organizovanih u vidu rozeta, uz ceste znake
vaskularne fibroze predstavljajuci nalaz karakteristiCan za NMOSB [254, 260].

1.7. Klini¢ke i paraklini¢ke karakteristike neuromijelitis optika spektra bolesti

Otkri¢e specificnog molekularnog biomarkera, odnosno AQP4-IgG, omoguéilo je dalje
usmeravanje klinickih, neuroradioloskih, laboratorijskih i patogenetskih istrazivanja NMO S§to je
dovelo do formiranja Internacionalnog panela za dijagnosticke kriterijume NMOSB koji je, izmedu
ostalog, predlozio upotrebu jedinstvenog, krovnog termina NMOSB ¢ime je pored kardinalnih
klinickih manifestacija zahvacenosti optickih nerava i KM, definisana moguénost afekcije i drugih
delova CNS van pomenute optikospinalne osovine, kao $to su: mozdano stablo, diencefalon i veliki
mozak, ¢ineci tako deo spektra relevantnih klinickih karakteristika ove bolesti [2, 20, 192].

U odnosu na klinicki tok NMOSB se mozZe podeliti na relapsni odnosno rekurentni i
monofazni oblik bolesti, dok postojanje progresivnih formi NMOSB, za sada, nije sa sigurnos¢u
utvrdeno i ne smatra se tipi¢nim za ovu bolest [2, 199, 234, 262]. Relaps NMOSB se definise kao
akutno ili subakutno nastalo neurolosko pogorSanje, ili pogorSanje prethodno postojeceg
neuroloskog deficita prilikom objektivnog neuroloskog pregleda, ¢iji simptomi/znaci traju najmanje
24h u odsustvu poviSene telesne temperature, dok period izmedu dva relapsa ne moze biti kraci od
4 nedelje da bi se oni smatrali odvojenim klinickim dogadajima [2, 234]. U zavisnosti od razli¢itih
studija, procenjeno je da se relapsna forma NMOSB javlja izmedu 73% i1 89.1% slucajeva i
verovatno je povezana sa postojanjem serumskih AQP4-IgG, te je istaknuta i moguca prediktivna
povezanost titra AQP4-I1gG u odnosu na rizik za pojavu relpasa [199, 234, 263, 264]. U studiji koja
se, izmedu ostalog, bavila analizom klinic¢kih i paraklini¢kih karakteristika pacijenata obolelih od
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NMOSB u srpskoj kohorti, kojima je dijagnoza bolesti postavljena prema vaze¢im kriterijumima iz
2015 godine, pokazano je da 82.4% slucajeva ima relapsni oblik bolesti kao i da je u najve¢em
broju slucajeva u pitanju monofokalni pocetak bolesti iznosivsi 68.9% od ukupnog broja obolelih,
dok su AQP4-IgG bila detektovana u serumu kod 89.2% pacijenta [2, 58].

Prema tome, moze se reci da su klini¢ko - radioloSke manifestacije i1 karakteristike NMOSB
generalno posledica zahvaéenosti onih delova, odnosno struktura CNS, u kojima su visoko
eksprimirani AQP4 epitopi vodenih kanala, uzimajuéi u obzir znacaj AQP4-IgG i predominaciju
seropozitivnih slucajeva bolesti [265].

1.7.1. Opticki neuritis

Zahvacenost optickih nerava u vidu ON kao i KM u vidu mijelitisa, predstavljaju najvaznije
oblike klinickog ispoljavanja NMOSB, $to je sadrzano i u inicijalnom nazivu ovog entiteta,
odnosno NMO [3, 4, 266].

Pokazano je da se ON javlja u 58.1% slucajeva kao prva manifestacija NMOSB, kada moze
biti unilateralan, Sto je ceSce, ili bilateralan (simultano ili konsekutivno) S§to je prisutno u oko
21.5% slucajeva [199]. Takode, postoji istrazivanje koje je ukazalo na to da se ON kao prva
manifestacija bolesti obi¢no javlja u nesto mladoj Zivotnoj dobi odnosno u 37.1 godini u odnosu na
druge manifestacije NMOSB kao $to je, na primer kod mijelitisa koji se prezentovao kao prva
manifestacija bolesti u 45.7 godina [62]. U srpskoj kohorti pacijenata obolelih od NMOSB
pokazano je da se ON kao prva manifestacija bolesti sre¢e kod 44.6% slucajeva, dok je ON bio
prisutan u 54% kao jedina klinicka manifestacija u formi monofazne bolesti [58].

Klini¢ki, ON se moze manifestovati razliitim simptomima i znacima koji umnogome zavise
od lokalizacije i stepena zapaljenskog procesa, pa tako moze biti prisutan bol lokalizovan u predelu
oka ili retrobulbarno, razli¢itog intenziteta i kvaliteta sa mogué¢om propagacijom i u predeo glave,
koji se obi¢no potencira prilikom pomeranja ocnih jabucica, zatim, ON se moze manifestovati
razliCitim stepenom poremecaja ostrine vida i1 oste¢enjem kolornog vida, kao i pojavom razli¢itih
ispada u vidnom polju ukljucujuéi i altitudinalne ispade [199, 234, 267]. Vazno je napomenuti da
ovo oStecenje oStrine vida koje nastaje kao posledica monofaznog, ili ¢eSée rekurentnog ON u
NMOSB, mozZe biti izrazitog stepena ¢ak do amauroze [2, 19, 58].

Upotreba magnetne rezonancije (MR) zahteva posebne sekvence definisane za pregled
orbita ¢ime se omogucava adekvatna vizualizacija optickih nerava, ¢ija primena je pokazala da ON
u NMOSB tipi¢no zahvata vise od 1/2 duzine optickih nerava, u vidu longitudinalnog ekstenzivnog
optickog neuritisa (LEON), pokazuju¢i afinitet pretezno za posteriorne segmente optickih nerava,
hijazmu 1 opticki trakt u vidu hiperintenziteta signala u T2 sekvenci, kao i postkontrastno
prebojavanje u T1 sekvenci aktivnih i akutnih lezija tokom MR pregleda, kao i eventualne pojave
edema zahvacenog optickog Zivca [234, 268]. Takode, MR pregled orbita moze ukazati na atrofiju
optickih nerava u kasnijoj fazi bolesti kao posledica ON u NMOSB [268, 269].

Primena opticke konherentne tomografije (OKT) i vizualnih evociranih potencijala (VEP)
nije savetovana u rutinskoj upotrebi, odnosno nije podrzana dijagnostickim kriterijumima za
NMOSB, ali moZe imati znacaja u specificnim slucajevima kada je potrebno objektivizovati
subklinicke oblike i sekvele ranijeg ON koje nisu verifikovane klinicki i pregledom MR, kao i u
pedijatrijskoj populaciji obolelih [2, 270-272].

1.7.2. Mijelitis

Zapaljenje KM, odnosno mijelitis, je prepoznatljiva klinicka karakteristika NMOSB za koju
je pokazano da se, kao prva manifestacija bolesti, javlja u 24.8% slucajeva, dok se simultana pojava
ON i mijelitisa sre¢e kod 12.8% inicijalno obolelih [199, 234].
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Klinicke manifestacije mijelitisa u NMOSB i teZina njihovog ispoljavanja takode zavise od
lokalizacije i stepena zahvacenosti KM zapaljenjem, $to moZe rezultirati pojavom motornih i
senzitivnih simptoma i znakova, poremecajem funkcije sfinktera, kao i disfunkcijom autonomnog
nervnog sistema (ANS) [2, 234]. Isto tako, pokazano je da se motorne manifestacije mijelitisa
javljaju u cak 69% obolelih od NMOSB, kao i da je pareza tezeg stepena cesce prisutna kod AQP4-
IgG seropozitivnih pacijenata, dok se klinicke karakteristike izolovane senzitivne forme mijelitisa
javljaju kod 29.9% slucajeva i to ¢esée u okviru AQP4-IgG seronegativne grupe pacijenata [199].
Takode, u srpskoj kohorti pacijenata kojima je dijagnoza NMOSB postavljena prema kriterijumima
iz 2015 godine, pokazano je da se mijelitis javlja kao prva manifestacija bolesti u 55.4% od
ukupnog broja slucajeva, dok je u relapsnoj formi bolesti mijelitis bio prisutan u 58% slucajeva [2,
58]. Vazno je napomenuti da, kada je u pitanju pojava mijelitisa lokalizovanog u predelu torakalnog
regiona ali i nizih cervikalnih segmenta KM, moze do¢i do ispoljavanja motornih manifestacija u
vidu respiratorne inusficijencije razli¢itog stepena i evolucije kod obolelih od NMOSB [199, 234,
273].

Tipi¢na klinicko-radioloska prezentacija mijelitisa u okviru NMOSB svakako je pojava
longitudinalnog ekstenzivnog transverzalnog mijelitisa (LETM) koji podrazumeva ekstenzivno
zapaljenje KM zahvatajuci tri ili viSe vertebralna segmenta mijelona u kontinuitetu, uz transverzalni
mijelitis (TM), odnosno zahvatanje viSe od 1/2 poprecnog preseka KM, Sto se karakteriSe
postojanjem hiperintenziteta signala na T2 sekvenci kao i postkontrastnim pojacanjem intenziteta
signala na T1 sekvenci kod akutnih ili aktivnih promena na MR pregledu KM [2, 19, 234, 274].
Isto tako, pokazano je da je mijelitis na MR pregledu KM najcescée lokalizovan u cervikalnom,
potom u torakalnom regionu, dakle u 40% odnosno 20% slu¢ajeva, dok je simultana zahvacéenost i
cervikalnog i torakalnog regiona zastupljena u 33% pacijenata kao i da su u najve¢em broju
slu¢ajeva u pitanju longitudinalne lezije KM kojima pripada 90.6% nalaza na MR, dok su lezije
kra¢e od dva vertebralna segmenta bile prisutne kod 9.4% [58]. Vazno je napomenuti da duzina
lezije KM mora biti razmatrana u kontekstu vremenske distance koja obuhvata pojavu relevantnih
klini¢kih simptoma i znakova, njihovog trajanja i efekta primenjene terapije odnosno u kontekstu
nastanka, evolucije ili rezolucije lezije u momentu MR pregleda KM [234]. Takode, promene na
KM u NMOSB tipi¢no pokazuju afinitet prema sivoj masi odnosno centralnim aspektima KM [2,
234]. U okviru tako ekstenzivnog akutnog oblika mijelitisa, u odredenom broju slucajeva, moze se
uociti pojava ograni¢enog otoka i distenzije KM u predelu lezije prilikom MR pregleda, kao i
hipointenzitet signala u centralnim delovima lezije na T1 sekvenci [2]. Kada su u pitanju kasne
manifestacije mijelitisa u NMOSB, na MR pregledu KM moze se uociti izvesna dinamika
konfluentnih lezija na T2 sekvenci u vidu delimi¢ne fragmentacije intenziteta signala, dok se
hroni¢ne promene uglavnom vezuju za pojavu atrofije KM razli¢itog stepena i ekstenzivnosti,
obi¢no na mestu prethodne inflamacije mada i distalno u odnosu na leziju [2, 19].

1.7.3. Sindrom moZdanog stabla

Moguénost zahvatanja razliCitih regiona mozdanog stabla prepoznata je u klinickim i
radioloskim karakteristikama NMOSB, dok je vaZnost pojedinih manifestacija posebno istaknuta i u
okviru kriterijuma za postavljanje dijagnoze ove bolesti [2, 199, 234]. Pokazano je da se afekcija
mozdanog stabla u NMOSB javlja od 26.3% do 31.4% pacijenata tokom trajanja bolesti, dok su
novija istrazivanja koja su obuhvatila pacijente kod kojih je dijagnoza NMOSB postavljena prema
dijagnostickim kriterijumima iz 2015 godine, ukazala da se sindrom mozdanog stabla javlja u
25.7% sluc¢ajeva, upravo kao prva manifestacija bolesti [2, 58, 199, 275].

Generalno, zahva¢enost mozdanog stabla u NMOSB moze se ispoljiti brojnim simptomima i
znacima koji obuhvataju poremecaje pokreta ocnih jabucica, slabost mimi¢ne muskulature,
senzitivne poremecaje u predelu lica i glave, oStecenje Cula sluha i ukusa, vrtoglavice, mucninu sa
povrac¢anjem, Stucanje, kasalj, disfagiju, dizartriju i ataksiju [275-277].
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Kao tipicna klinicko - radioloska manifestacija NMOSB istaknuta je prolongirana pojava
mucnine, upornog povracanja i Stucanja $to je oznaceno kao "area postrema" sindrom (APS), koji je
uvrsten 1 u aktuelno vazece dijagnosticke kriterijume za NMOSB iz 2015 godine [2, 234, 278].
Naime, smatra se da tegobe APS nastaju kao posledica zahvacenosti posteriornih aspekata
produzene mozdine u kojoj se nalazi emeticki centar, kao i posebna grupa hemosenzitivnih neurona
koji su odgovorni za Stucanje, dok sa druge strane, postoji fizioloski permeabilnija KMB i
bogatstvo AQP4 proteinima u ovoj regiji, Sto se smatra vaznim u procesu imunski posredovanog
ostecenja CNS kod osoba obolelih od NMOSB [190, 201, 265, 279-282]. Pokazano je da se APS
javlja kao izolovana klinicka manifestacija AQP4-IgG seropozitivne forme NMOSB od 7.1% do
10.3% slucajeva na pocetku bolesti kao i u ¢ak 73% tokom trajanja bolesti [278]. Takode, u srpskoj
kohorti obolelih od NMOSB inicijalna manifestacija u vidu APS zabelezena je u 16.2% od ukupnog
broja slu¢ajeva od kojih je 10.8% AQP4-IgG seronegativnih pacijenata [58]. Neuroradioloski APS
se karakteriSe pojavom hiperintenzne lezije na T2 sekvenci MR, ili postoji T1 postkontrastno
pojacanje intenziteta signala akutnih lezija u jasno posteriornom aspektu produzene mozdine,
nekada se mogu uociti bilateralne lezije, rede se sre¢u ekstenzivne cervikalne lezije koje se
nastavljaju u region produzene mozdine i aree postreme [2, 269, 278, 283, 284]. S obzirom na to da
APS predstavlja jednu od kljucnih klinickih karakteristika za postavljanje dijagnoze NMOSB,
vazno je istaci da postoji izvesna klinicko radioloska disocijacija kada je u pitanju APS, odnosno da
se tipicne klinicke manifestacije ovog sindroma mogu javiti bez jasnog nalaza na pregledu
endokranijuma MR, zbog ¢ega su 2018 godine predloZeni dijagnosticki kriterijumi za APS koji
isticu vaznost klinicke evaluacije i neophodnost trajanja tipicnih simptoma nastalih akutno ili
subakutno, pojedina¢no ili u kombinaciji, kontinuirano ili epizodi¢no (mucnina, povracanje,
Stucanje) najmanje 48h u slucaju odsustva lezija u regiji aree postreme na MR, dok se dijagnoza
APS moze postaviti kada tipi¢ni simptomi traju i krac¢e od 48h ako imaju jasan neuroradioloski
korelat, svakako u oba slucaja je potrebno iskljuCivanje alternativnih uzroka kao i utvrdivanje
AQP4-IgG seropozitivnosti [2, 278].

Kada je u pitanju prezentacija ostalih lezija mozdanog stabla na MR, tipi¢no se srecu
promene u vidu hiperintenziteta signala na T2 sekvenci, kao i postkontrastnog pojacanja intenziteta
signala u T1 sekvenci postkontrastno kod aktivnih i akutnih lezija, periependimalno oko IV
mozdane komore, zatim u ponsu, rede cerebelarnim pedunkulima, nekada se ove lezije mogu javiti
bilateralno i smatra se da su lezije mozdanog stabla ¢eS¢e prisutne u seropozitivnim slucajevima
NMOSB [2, 269, 285].

1.7.4. Diencefali€¢ki i cerebralni sindrom

Znaci zahvacenosti supratentorijalnih struktura kao $to su diencefalon i veliki mozak, takode
mogu pripadati klinickoj i radioloSkoj prezentaciji NMOSB, pa je tako pokazano da se diencefalicki
sindrom sre¢e kod 3.4% obolelih, mada postoje studije koje isti¢u da se akutni diencefalicki
sindrom kao prva manifestacija NMOSB javlja u 9.5% slucajeva, dok cerebralni sindrom moze biti
prisutan na pocetku bolesti u 4.1% pacijenata, kao i na ¢injenicu da supratentorijalne lezije na MR
vrlo Cesto mogu biti asimptomatske [2, 58, 286, 287].

Diencefalicki sindrom u NMOSB moze se javiti u vidu simptomatske narkolepsije, zatim
kao poremecaj funkcije hipotalamo-hipofizne osovine sa hormonskom disregulacijom, ukljucujuéi i
sindrom neadekvatne sekrecije antidiuretskog hormona (engl. Syndrome of Inappropriate Secretion
of Antidiuretic Hormone, SIADH), poremec¢aj autonomnih funkcija (posebno kod zahvatanja
hipotalamusa), poremecaj apetita (anoreksija ili hiperfagija) i presinkopalna stanja [234, 276, 277].

Cerebralni sindrom se u NMOSB moze ispoljiti u vidu posteriornog reverzibilnog
encefalopatskog sindroma (engl. Posterior Reversible Encephalopathy Syndrome, PRES), zatim je
moguca pojava glavobolje, konfuznog stanja, kognitivnih poremecaja, afazije, apraksije,
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psihijatrijske simptomatologije, malaksalosti, poremecaja stanja svesti i epileptickih napada [234,
276, 2717, 288, 289].

Pored toga s§to nalaz na MR mozga moze biti potpuno uredan u NMOSB, neuroradioloske
karakteristike, kada postoji zahvacenost diencefalona i velikog mozga u NMOSB, karakterisu se
mogué¢om pojavom lezija u predelu talamusa, hipotalamusa, periependimalno oko lateralnih i II1
mozdane komore, zatim lezija korpusa kalozuma i u periakveduktalnoj sivoj masi, subkortikalnih
lezija bele mase koje su najc¢esce nespecificne u obliku malih punktiformnih (<3mm) promena, ali
mogu biti u vidu ekstenzivnih lezija bele mase koje su Cesto prisutne bilateralno, nepravilnog oblika
[2, 234, 255, 269]. Relativno specificnim za NMOSB smatra se supratentorijalna prezentacija
longitudinalnih lezija u vidu ekstenzivnog zahvatanja korpusa kalozuma, $to je nekada prac¢eno
pojavom edema kada na sagitalnim snimcima MR promene mogu podsecati na izgled "mermera"
[234, 290]. Takode, promene na MR mozga u NMOSB mogu biti u vidu unilateralnih ili
bilateralnih trakastih T2 hiperintenznih lezija koje odgovaraju projekciji kortikospinalnih puteva sa
moguc¢om ekstenzijom put kaudalno u cerebralne pedunkule i pons [2, 291]. Vazno je istaci da
promene na MR mozga u NMOSB mogu biti potpuno asimptomatske i obi¢no se otkrivaju tokom
dijagnosticke evaluacije osoba sa simptomima ON i/ili mijelitisa, pa je tako pokazano da se tipi¢ne
promene za NMOSB na MR mozga sre¢u kod 8% osoba kojima je bolest pocela simptomima i
znacima akutnog ON, odnosno kod 15% onih sa pojavom mijelitisa [286].

1.7.5. Bol i bolni sindrom

Pojava bola prepoznata je kao vazna klinicka karakteristika NMOSB uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da je bol prisutan kod velikog broja pacijenata tokom trajanja bolesti [292, 293]. Naime,
procenjeno je da se bol javlja kod ukupno 75.3% obolelih od AQP4-IgG seropozitivne forme
NMOSB, i to dominantno kao dugotrajan odnosno kontinuirani hroni¢ni bol u 61.6% slucajeva
[293]. Takode, u istoj kohorti pacijenata, pokazano je da intenzitet bola varira i da najveci broj
pacijenata, odnosno njih 55.2% dozZivljava umeren do tezak stepen bola tokom trajanja bolesti
[293]. Kada je u pitanju kvalitet bola u NMOSB, u istoj ovoj studiji, zaklju¢eno je da se u 90.4%
opisuje tipi¢an osecaj bola, ali i da su ostali vidovi subjektivnog ispoljavanja neprijatnih senzacija
bili prisutni u znacajnom procentu, pa je tako na primer, osecaj probadanja bio prisutan u 68.8%, a
osecaj zarenja u 66.4% pacijenata [293].

Vazno je ista¢i da se razli¢iti vidovi bola mogu javiti u okviru klinicke prezentacije kako
AQP4-IgG seropozitivne tako 1 seronegativne forme bolesti, od kojih se posebno izdvaja
neuropatski bol, zatim bol udruzen sa spasticitetom odnosno bolni toni¢ki spazmi, neuropatski
svrab kao i izmene senzitivnog modaliteta u vidu alodinije ili hiperalgezije [292-297]. Neuropatski
bol se javlja kod zna€ajnog broja obolelih od NMOSB, i pokazano je da je u 72.8% lokalizovan u
nogama, znatno rede u rukama i trupu, odnosno 48.8% 1 34.4 % pacijenata [292, 293]. Sa druge
strane, u odnosu na region tela, neuropatski bol je u ispitivanoj kohorti bio najintenzivniji u predelu
trupa, dok je bol udruzen sa spasticitetom bio najzastupljeniji obuhvatajuéi 68.8% od ukupnog broja
obolelih [293]. Bolni toni¢ki spazmi prijavljeni su u 22.61% do 26.4% obolelih od NMOSB, sa
predominantnom lokalizacijom u nogama [293, 296].

Patogenetski mehanizmi koji leze u osnovi pojave bola u NMOSB nisu do kraja razjasnjeni
ukljucujuéi i potencijalnu ulogu centralnih mehanizama regulacije bola, ali je pokazano da odredene
lezije u KM mogu biti povezane sa pojedinim modalitetima kakav je neuropatski svrab, dok
rekurentni mijelitisi, posebno u gornjim torakalnim partijama, mogu biti povezani sa generalno
¢eS¢om pojavom hroni¢nog bola kod pacijenata sa NMOSB [293, 295, 297].

Svakako, klinicki znacaj pojave bola u NMOSB je izuzetno veliki, obzirom na ¢injenicu da
razli¢ite karakteristike bola kao Sto su trajanje, intenzitet i lokalizacija doprinose razvoju
komorbiditeta, u prvom redu depresije, i imaju vrlo veliki uticaj na sveukupni kvalitet zivota
obolelih od NMOSB [292, 293].
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1.7.6. Poremecaji funkcije autonomnog nervnog sistema

Zahvacenost pojedinih komponenti ANS karakteriSe se pojavom razliCitog stepena
disautonimije koja je primeéena u okviru klini¢kog ispoljavanja NMOSB [298-300]. Pokazano je da
se disautonomija kod obolelih od NMOSB karakterise disfunkcijom parasimpaticke komponente
ANS u 50% obolelih, poremecaj funkcije simpatikusa zabelezen je u 50% slucajeva, a ortostatska
hipotenzija bila je prisutna kod 30% pacijenata [298]. Takode, utvrdeno je da se poremecaj funkcije
ANS kvantitativno i kvalitativno razlikuje od one koja se sre¢e kod pacijenata sa MS, pre svega u
pogledu kardiovaskularne autonomne disfunkcije, koja se rede javlja kod osoba sa NMOSB ali je
tezeg stepena u odnosu na obolele od MS, ukljucujucéi istovremenu pojavu ortostatske hipotenzije i
disfunkcije parasimpaticke komponente ANS [298]. Posebno je razmatrana i sudomotorna
disfunkcija ispitivanjem kvantitativnog sudomotornog aksonalnog refleksa kada je pokazano da se
disautonimija srece kod vise od polovine obolelih od NMOSB, od kojih 29.2% ima umeren do
tezak stepen poremecaja sudomotorne regulacije [301].

Vazno je ista¢i da je ukazano na mogucu povezanost odredenih domena disautonomije u
odnosu na razlicite klinicke i paraklinicke karakteristike pacijenata obolelih od NMOSB [300].
Izmedu ostalog, pokazano je da je mijelitis cervikalnog regiona KM udruzen sa loSijim skorom
kardiovagalnog indeksa, dok zahvacenost mozga i kicmene mozdine u NMOSB doprinosi losijem
ukupnom skoru autonomne disfunkcije, dok su pacijenti muskog pola imali loSije skorove
sudomotornog indeksa [300].

Disfunkcija ANS ima bitnu ulogu kada je u pitanju klinicka prezentacija NMOSB jer moze
dovesti do ispoljavanja dramaticnih poremecaja vitalnih parametara, odnosno moguée Zzivotne
ugrozenosti pacijenata, dok sa druge strane, disautonomija ima znacajan uticaj i na ukupan kvalitet
zivota obolelih osoba [300, 302-304].

1.7.7. Laboratorijske analize

Izuzetno vaznu grupu testova u procesu dijagnosticke i1 diferencijalno dijagnosticke
eksploracije pacijenata kod kojih postoji sumnja na imunski posredovano osStecenje CNS Cine
laboratorijske analize seruma i CST, u kojima se, pored rutinskih biohemijskih analiza krvi i urina
kao 1 specificnih imunoloskih i mikrobioloskih analiza, posebno isti¢u klini¢ki relevantni odnosno
jasno definisani molekularni biomarkeri pojedinih bolesti [234, 237, 305]. Kada je u pitanju
NMOSB molekularni biomarkeri u serumu kao $to su AQP4-IgG i MOG At imaju apsolutni
klini¢ki znacaj, dok sustinski analiza likvora nije neophodna za postavljanje dijagnoze bolesti, ali se
njeno sprovodenje sugerise u cilju neophodnosti diferencijalno dijagnostickog razmatranja [234].

1.7.7.1. Odredivanje antitela prema akvaporin 4 antigenima

Antitela IgG klase prema AQP4 antigenima analiziraju se prevashodno iz seruma pacijenata
te je, do danas, razvijeno viSe razliitih pristupa za detekciju i analizu AQP4-IgG od kojih su, u
manjoj ili veéoj meri, u klinickoj upotrebi Sest razli¢itih metodoloskih testova: enzimski
imunosorbentni  test (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA), indirektna
imunofluorescencija (ITF), fluorescentna imunoprecipitacija (engl. Fluorescence
Immunoprecipitation Assay, FIPA), radioimunoprecipitacioni esej (engl. Radioimmunoprecipitation
Assay, RIPA) 1 metode ¢éelijskog eseja (engl. Cell Based Assay, CBA) koje se mogu bazirati na
tehnici IIF ili proto¢noj citometriji (engl. Flow — Cytometry Activated Cells Sorting, FACS) [237,
306].
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Jedan od prvih testova koji je bio Siroko prihvacen u klini¢koj praksi za detekciju AQP4-IgG
je ELISA test, ¢ija upotreba zbog prakti¢nosti i dostupnosti ove metode sustinski nije u potpunosti
napustena ni do danas [237, 307]. U odnosu na razli¢ite modifikacije ELISA testa, a u zavisnosti i
od literature, pokazano je da je stepen senzitivnosti metode varijabilan, i da se krece od 66% do
83.3%, dok je prosec¢na senzitivnost pojedinih testova iznosila 64% [306, 308-314]. Sa druge strane,
specifinost ELISA testa, u odnosu na razli¢ite metodoloske pristupe, iznosila je 96.6% do 100%
[306, 314]. Izmedu ostalog, ograni¢enja same metode, kao i velika varijabilnost senzitivnosti i
specificnosti svakako su razmatrani i u kontekstu javljanja lazno pozitivnih rezultata, kada je
procenjeno da se primenom ELISA testa ona javlja u 0.5% do 1.3% [2, 306, 315, 316].

Primena IIF za detekciju serumskih AQP4-IgG na supstratu tkiva animalnog mozga
koriS¢enjem fluorescentno obelezenih antihumanih antitela i upotrebom fluorescentnog mikroskopa
predstavlja subjektivhu metodu kojom je postignuta varijabilna senzitivnost od 40% do 78%, dok
specifi¢nost iznosi izmedu 97.1% i 100% [306, 312, 317, 318].

Metode FIPA i RIPA sustinski se vrlo retko koriste u klinickoj praksi zbog zahtevnih
laboratorijskih protokola i upotrebe radioaktivnosti kada je u pitanju RIPA, uz nisku senzitivnost
obe metode, koja za FIPA iznosi 48.7%, dok RIPA dostiZe senzitivnost oko 56.8% [306, 317].

Najvazniju grupu testova za detekciju serumskih AQP4-IgG danas svakako predstavljaju
metode CBA, koje u osnovi koriste humane AQP4 transfektovane celije koje mogu biti fiksirane na
bio¢ipu, kada se koristi tehnika IIF S§to predstavlja subjektivhu metodu, ili koriS¢enjem FACS
metodologije koja je vrlo precizna i objektivna u odredivanju titra antitela u serumu, ali je
protokolarno zahtevnija metoda [2, 306, 312, 319-323]. Svakako senzitivnost CBA, u zavisnosti od
literature, iznosi 96.7% dok je specificnost i do 100% [306, 318, 322].

Zbog svega navedenog, sugeriSe se, da za detekciju serumskih AQP4-IgG u procesu
dijagnosticke evaluacije osoba kod kojih postoji sumnja na NMOSB, primena metodologije CBA
ima apsolutnu prednost u klini¢koj primeni [2, 234, 322]. Takode, postoje preporuke koje navode da
bi bilo idealno sve seropozitivne slucajeve NMOSB retestirati primenom razli¢ite metodologije u
odnosu na inicijalnu, kako bi se potvrdio pozitivni rezultat, ili u slucaju da takve metode nisu
dostupne, ponoviti analizu iz jednog vremenski odvojenog uzorka seruma imajuéi u vidu ozbiljnost
i dugoro¢ni znacaj postavljanja dijagnoze NMOSB [234]. U skladu sa tim, preporuke isti¢u da bi
retestiranje u cilju pracenja serostatusa, trebalo obaviti i kod svih prethodno seronegativnih
pacijenata kod kojih klinicka slika ukazuje na mogucnost da se radi o NMOSB, uz posebnu
napomenu da bi testiranje trebalo raditi u periodu kada nije primenjivana specifi¢na
imunomodulatorna ili imunosupresivna terapija, kao i u momentu relapsa bolesti kada bi dinamika
titra AQP4-IgG povecala moguénost detekcije AQP4-IgG primenom odgovarajucih i preporucenih
metodoloskih pristupa, kakvi su, na primer, testovi CBA [234, 324].

1.7.7.2. Odredivanje antitela prema mijelin oligodendrocitnom glikoproteinu

Testiranje u cilju detekcije MOG At u serumu preporucuje se kod svih pacijenata kod kojih
klinicka slika i paraklinicki nalazi ukazuju na postojanje imunski posredovanog oboljenja CNS
ukljucujuéi pacijenate kod kojih prethodnim i adekvatnim testiranjem nisu detektivana AQP4-IgG
[234, 325].

Zahvaljujuci visokoj senzitivnosti od 74.6% do 89.1% i specifi¢nosti od 93.3% do 100%,
kao 1 postignutim visokim stepenom interlaboratorijske podudarnosti rezultata, primena testova
CBA (upotrebom IIF ili FACS tehnologije) preporucuje se kao jedina validna metoda za detekciju
MOG At u serumu u klinickoj praksi [325-328].
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1.7.7.3. Citobiohemijske karakteristike likvora

Citobiohemijski pregled likvora predstavlja skup analiza kojima se, izmedu ostalog,
odreduje nivo glikoze, proteina (ukljucujuéi indeks albumina), kao i prisustvo celularnih elemenata
u jedinici zapremine CST, ¢ineci rutinsku analizu tokom klinicke eksploracije neuroloskih bolesti,
ukljucujuéi i imunski posredovane bolesti CNS [234, 329-331].

Retrospektivnom studijom koja je obuhvatila rezultate citobiohemijskih analiza preko 200
uzoraka likvora pacijenata obolelih od AQP-IgG seropozitivne forme NMOSB, kojima je dijagnoza
bolesti postavljena prema kriterijumima iz 2006 godine, pokazano je postojanje uglavnom umerene
pleocitoze, dok je izrazena pleocitoza (leukociti > 100/mikrolitar) bila prisutna kod 6.2% uzoraka
vec¢inom dobijenih od pacijenata tokom relapsa bolesti [332]. Od ovog ukupnog broja belih krvnih
zrnaca, gotovo u 100% slucajeva su bili prisutni limfociti, dok su monociti ¢inili oko 40%,
neutrofili su detektovani u likvoru kod 44.4% uzoraka (¢ine¢i do 80% od ukupnog broja leukocita)
[332]. Takode, pleocitoza je CeSce bila zastupljena kod pacijenata tokom relapsa bolesti, i to vise
kod onih sa klinickom prezentacijom mijelitisa u odnosu na ON [332]. Kada je u pitanju
proteinorahija, ovom studijom, pokazano je da se ona javljala kod viSe od polovine ispitivanih
uzoraka likvora, i da je kod 58.8% bila prisutna u opsegu od 0.5 do 1g/l, dok je izraZena
hiperproteinorahija od preko 1.5g/l bila detektovana kod 13.8% wuzoraka [332]. Takode,
proteinorahija je bila znatno izrazenija tokom relapsa bolesti, kao i tokom pojave mijelitisa ili
simultane pojave ON i mijelitisa [332].

Analiza celularnih elemenata i proteinorahije u okviru diferencijalno dijagnosticke
eksploracije moze biti od pomo¢i u distinkciji NMSOB od MS [2, 234, 332].

1.7.7.4. 1zoelektri¢no fokusiranje likvora i seruma

Pozitivan nalaz oligoklonalnih traka (OGT) u likvoru, uz paralelno negativan nalaz u
serumu, odraz je intratekalne imunske aktivacije i sre¢e se u brojnim imunski posredovanim i
infektivnim bolestima nervnog sistema, a u prvom redu, €ini vazan biomarker temporalne
diseminacije u dijagnozi MS [333-335].

Razli¢ite studije koje su uglavnom obuhvatile pacijente kavkaskog porekla obolele od
NMOSB, ukazale su na to da se pozitivan nalaz OGT u ovoj bolesti obi¢no srece prilikom ataka
odnosno relapsa, kod manjeg broja pacijenata odnosno 15-35%, a da se oligoklonalni intratekalni
odgovor gubi kod vecine pacijenata tokom remisije bolesti [199, 234, 332].

Dakle, pozitivan nalaz OGT u likvoru, kao odraz centralne humoralne aktivacije, moze se
sresti kod manjeg broja obolelih od NMOSB, ali treba imati na umu da je takav nalaz uglavnom
tranzijentnog karaktera, odnosno da se ne smatra tipicnim za NMOSB [2, 234].

1.8. Dijagnoza i diferencijalna dijagnoza neuromijelitis optika spektra bolesti

Dijagnoza NMOSB postavlja se prema aktuelno vaze¢im dijagnostickim kriterijumima iz
2015 godine kojima su obuhvacéene sve relevantne klini¢ke i1 paraklini¢ke karakteristike ove bolesti,
¢ime je, izmedu ostalog, obezbeden uniforman terminoloski pristup ovom entitetu, i postavljen
osnov za dalja precizna istrazivanja i jasniju nau¢nu komunikaciju [2]. Takode, primena ovih
dijagnostickih kriterijuma za NMOSB imala je za cilj da obezbedi §to brze i sigurnije postavljanje
dijagnoze, kako kod AQP4-IgG seropozitivnih slucajeva, tako i kod pacijenata kod kojih nisu
detektovana AQP4-IgG ili je njihov serostatus kao takav nedostupan/nepoznat, definiSuéi jasne i
dijagnosti¢ki neophodne klini¢ke i neuroradioloske karakteristike bolesti [2]. Aktuelno vaze¢im
kriterijumima za postavljanje dijagnoze NMOSB naznaCena je vaznost integracije klinickih,
neuroradioloskih i laboratorijskih nalaza, obzirom na to da su istaknute tipi¢ne, ali da ne postoje
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patognomonicne klinicke manifestacije bolesti, naglasavaju¢i preporuke za dopunskim
neuroradioloSkim i laboratorijskim dijagnosticki vaznim karakteristikama, postojanje autoimunskih
komorbiditeta kao i neophodnost isklju€ivanja alternativnih dijagnoza, odnosno diferencijalno
dijagnostickog razmatranja [2].

1.8.1. Vazedi dijagnosticki kriterijumi

Aktuelno vazedi kriterijumi iz 2015 godine za postavljanje dijagnoze NMOSB prikazani su
u Tabeli 1.

Tabela 1. Dijagnosticki kriterijumi za neuromijelitis optika spektar bolesti

Dijagnosticki kriterijumi za NMOSB sa AQP4-IgG

1. Najmanje jedna kljucna klini¢na klinicka karakteristika
2. Pozitivan test na AQP4-IgG kori$¢enjem najbolje dostupne metode (preporucuje se CBA)

3. Iskljucivanje alternativnih dijagnoza

Dijagnosticki kriterijumi za NMOSB bez AQP4-1gG ili sa nepoznatim AQP4-IgG statusom

1. Najmanje dve kljucne karakteristike u okviru jednog ili ponavljanih klinickih ataka uz
ispunjavanje svih slede¢ih kriterijuma:

a) Najmanje jedna kljucna klinicka karakteristika mora biti ON, akutni mijelitis — LETM ili APS
b) Diseminacija u prostoru (dve ili vise razlicitih klju¢nih karakteristika)
c¢) Ispunjavanje dopunksih nalaza na MR (kako je navedeno)

2. Negativni testovi na AQP4-IgG koriS¢enjem najbolje dostupne metode ili je testiranje
nedostupno

3. Iskljucivanje alternativnih dijagnoza

Kljucne klinicke karakteristike

1. ON

2. Akutni mijelitis

3. APS: neobjasnjene epizode Stucanja ili epizode mucnine i povrac¢anja
4. Akutni sindrom moZdanog stabla

5. Simptomatska narkolepsija ili akutni diencefalicki sindrom sa diencefalicnim lezijama tipicnim
za NMOSB na MR

6. Simptomatski cerebralni sindrom sa lezijama mozga na MR tipi¢nim za NMOSB

Dodatni MR kriterijumi/zahtevi za NMOSB bez AQP4-1gG ili nepoznatim AQP4-IgG serostatusom
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1. Akutni ON: nalaz MR mozga (a) ukazuje na normalan nalaz ili na postojanje samo nespecificnih
lezija bele mase ili (b) T2 hiperintenzna lezija na MR optickih nerava ili postkontrastno
prebojavanje na T1 sekvenci MR u duzini vecoj od 'z duzine opti¢kog nerva ili zahvacenost opticke
hijazme.

2. Akutni mijelitis: potrebno je prisustvo odgovarajuce intramedularne lezije koja kontinuirano
zahvata 3 ili viSe segmenata KM (LETM) ili prisustvo fokalne atrofije KM u duzini od 3 ili vise
segmenata KM kod pacijenata sa istorijom akutnog mijelitisa u datoj regiji

3. Sindrom aree postreme: potrebna je zahvaéenost dorzalnog aspekta produzene mozdine odnosno
lezije aree postreme

4. Akutni sindrom moZzdanog stabla: potrebno je prisistvo periependimalnih lezija u mozdanom
stablu

Skracéenice: APS — area postrema sindrom; AQP4-IgG — antitela na akvaporin 4; CBA — ¢elijski esej (engl.
Cell Based Assay), 1gG — imunoglobulin G; KM — ki¢mena mozdina; LETM — longitudinalni ekstenzivni
transverzalni mijelitis; MR - magnetna rezonancija;, NMOSB — neuromijelitis optika spektar bolesti; ON —
opti¢ki neuritis; Adaptirano prema Wingerchuk i sar. 2015 [2].

Kada je u pitanju postavljanje dijagnoze pedijatrijske forme NMOSB, kriterijumi se ne
razlikuju od aktuelno vazecih dijagnostickih kriterijuma iz 2015 godine za adultnu populaciju [2].

1.8.2. Diferencijalno dijagnosti¢ka razmatranja

Nozoloski doprinos dijagnostickih kriterijuma iz 2015 godine koji su jasno definisali
klinicke i paraklinicke karakteristike NMOSB, ogleda se, izmedu ostalog, u Cinjenici da su
omogucena dalja istrazivanja i drugih autoantitelima posredovanih bolesti CNS, pa su tako 2023
godine objavljene preporuke za postavljanje dijagnoze bolesti udruzene sa MOG At (engl. Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein Antibody Associated Disease, MOGAD) [2, 234, 325]. Naime,
Internacionalni MOGAD panel je na osnovu podataka dobijenih pregledom literature ustanovio da
MOGAD najverovatnije predstavlja patogenetski, klinicki, neuroradioloski i svakako laboratorijski
poseban entitet u okviru demijelinizacionih bolesti CNS, predlazu¢i jasne kriterijume za
postavljanje dijagnoze ove bolesti u objedinjenim klini¢kim i paraklini¢kim zahtevima, od kojih je
pozitivan nalaz MOG At u serumu dokazan primenom jasno definisane CBA metodologije
neophodan dijagnosticki parametar [325]. Takode, tokom 2023 godine, grupa cksperata obajvila je
revidirane preporuke vezane za dijagnozu i diferencijalnu dijagnozu NMOSB kada su, uvazavajuci
¢injenicu da postoje odredena preklapanja posebno u klinickim karakteristikama izmedu osoba
obolelih od NMOSB i onih sa pozitivnim MOG At u serumu, istakli da je MOGAD najvaznija
diferencijalna dijagnoza u odnosu na NMOSB i da bi je, kao takvu, trebalo smatrati posebnim
klini¢kim entitetom [234].

Svakako da i mnoge druge bolesti nervnog sistema, pre svega imunski posredovana
oboljenja CNS ukljucujuéi, u prvom redu, MS ali i neuroloske forme sistemskih autoimunskih
bolesti, zatim, infektivne, vaskularne, metabolicke i geneticki uzrokovane bolesti CNS, neoplasticne
i druge bolesti i stanja sa afekcijom nervnog sistema predstavljaju vazne diferencijalno
dijagnosticke entitete koje treba razmotriti i Cije iskljuc¢ivanje je neophodno za postavljanje
definitivne dijagnoze NMOSB [2, 234].
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1.9. Autoimunski komorbiditeti u neuromijelitis optika spektru bolesti

Na osnovu dosadasnjih saznanja, moze se re¢i da NMOSB predstavlja bolest sa ¢estom
pojavom razli¢itih komorbiditeta od kojih su, kako je pokazano, od posebne patogenetske ali i
terapijske vaznosti, pre svega autoimunski komorbiditeti [336, 337]. Takode, postoje pokusaji
sistematizacije autoimunskih bolesti kao komorbiditeta u smislu njihove podele koja obuhvata
sistemske autoimunske komorbiditete, zatim, organ specifi¢ne neuroloske i somatske autoimunske
komorbiditete u NMOSB, uz izdvajanje posebne grupe koja se odnosi na stanja sa koincidentalnim
prisustvom odredenih autoantitela bez ocigledne i klinicki potvrdene komorbidne autoimunske
bolesti [337].

Pa je tako pokazano da veliki broj sistemskih autoimunskih (reumatoloskih) bolesti mogu
biti komorbiditeti u NMOSB, ali da su svakako naj¢ec¢e Sjogren sindrom (SS) i sistemski eritemski
lupus (SLE) [337]. Dakle, pregledom literature doslo se do podatka da su SS i SLE daleko ucestaliji
kod osoba zenskog pola obolelih od NMOSB, odnosno da je udeo Zena iznosio 87.9% za
komorbiditet u vidu SS, kao i 94.7% za SLE, kao i1 da se SS kod ve¢ine pacijenata tacnije njih
57.3% javio nakon klinicke prezentacije NMOSB, dok je, sa druge strane, kod 73.7% obolelih
doslo do pojave SLE pre klini¢ki manifestnog ispoljavanja NMOSB [337].

Od organ specificnih neuroloskih autoimunskih komorbiditeta u NMOSB, opisano je
postojanje mijastenije gravis (MG), autoimnskog encefalitisa i perifernih neuropatija, ali je svakako
MG izdvojena kao najcesci komorbiditet iz ove grupe koincidentalnih bolesti [337]. Takode, MG je
bila najzastupljeniji komorbiditet u zenskoj populaciji obolelih od NMOSB ¢ine¢i 93.7%, dok su se
klinicke manifestacije NMOSB javljale obicno godinama nakon dijagnoze MG kod vecine
pacijenata odnosno kod njih 81.2% [337].

Ne-neuroloski odnosno somatski organ specificni autoimunski komorbiditeti u NMOSB ¢ine
brojne bolesti i sustinski, mogu se prezentovati zahvatanjem bilo kojeg organskog sistema u telu,
dok je pokazano da je najcesca bolest iz ove grupe autoimunskih komorbiditeta u NMOSB svakako
autoimunski tireoiditis [337].

Bez obzira na to $to je najveci broj bolesti iz grupe autoimunskih komorbiditeta u NMOSB
posredovan autoantitelima, postoje situacije u kojima je kod pacijenata obolelih od NMOSB
detektovano postojanje odredenih autoantitela u serumu bez klinickih manifestacija tipi¢nih za neko
autoimunsko oboljenje, i to u zna¢ajnom procentu koji se kreé¢e od 38% do 75% [337, 338]. U tom
smislu, naj¢es¢e su detektovana serumska antinuklearna antitela (ANA) i antitela prema SS
antigenu A (Anti-SSA) [337, 339].

Imajuéi sve navedeno u vidu, razmatran je i potencijalni uticaj izolovanog postojanja
odredenih autoantitela na ispoljavanje klinickih manifestacija i prognozu NMOSB, kada je
sugerisano da se ON cesce javlja kod udruzenog postojanja MG, dok je TM cesce zastupljen kao
klinicka manifestacija NMOSB u komorbiditetima kakvi su SS i SLE [337].

Svakako, jo$ uvek je nerazjasnjen etiopatogenetski znacaj ovih koincidentalnih autoantitela
ali 1 autoimunskih komorbiditeta u NMOSB, u okviru ¢ega se navodi moguéi znacaj genetickih
faktora kakav je HLA lokus, koji se smatra imunogenetickim centrom, uz sadejstvo odredenih
faktora spoljne sredine sa druge strane, ¢ime je istaknuta moguénost da NMOSB moze pripadati
slozenom multisistemskom autoimunskom sindromu [98, 337, 340]. Zbog svega navedenog,
prisustvo autoimunskih komorbiditeta se smatra podrzavaju¢im karakteristikama kada je u pitanju
proces dijagnosticke elaboracije NMOSB [2].

Optere¢enje komorbiditetima u NMOSB predstavlja vrlo vazan domen sa mogucim
znacajnim uticajem na sam tok osnovne bolesti, ishod lecenja, kao i kvalitet zivota obolelih, dok sa
druge strane, ne treba zanemariti i njihov ukupan socijalno ekonomski znacaj [337, 341].
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1.10. Lecenje neuromijelitis optika spektra bolesti

Farmakoloski terapijski pristupi NMOSB baziraju se na dosadasnjim saznanjima vezanim za
etiologiju, patogenezu, patofiziologiju, prirodan tok i druge klini¢ke karakteristike bolesti kada su,
uzimajuéi u obzir znacajne razlike koje postoje kako interindividualno tako i u odnosu na samu
bolest i socijalno ekonomske faktore, istaknuta dva osnovna cilja: rano primenjena efikasna terapija
relapsa bolesti i dugoro¢na prevencija pojave novih relapsa bolesti [234, 342, 343].

Sa druge strane, primena simptomatske i nefarmakoloske terapije predstavlja dopunski vid
tretmana NMOSB u cilju redukcije negativnih uticaja i posledica same bolesti, pre svega, na
funkcionalnost 1 kvalitet Zivota obolelih osoba [344].

Glavni preduslov zapoc€injanja terapije svakako je rano postavljanje definitivne i sigurne
dijagnoze NMOSB $§to je, izmedu ostalog, omoguéeno implementacijom aktuelno vazeéih
dijagnostickih kriterijuma iz 2015 godine, dok izbor i vrsta terapije zahtevaju i sagledavanje
individualnih karakteristika svakog pacijenta ponaosob, =zatim klinickih 1 paraklinickih
karakteristika uklju¢uju¢i osnovnu bolest i komorbiditete, uz uvazavanje svih specificnosti kao §to
su: uzrast, generativni period, planiranje porodice, trudnoca i stil Zivota obolelih osoba [2, 342].

1.10.1. Terapija relapsa bolesti

Najveci broj pacijenata sa NMOSB ima relapsnu formu bolesti u okviru koje se mogu javiti
vrlo teski relapsi, ¢ak i na samom pocetku bolesti, sa velikim stepenom neuroloSkog deficita a
ponekad mogu i zZivotno ugroziti pacijenta [199, 234, 345]. Stoga je vazno na vreme prepoznati sve
neuroloske simptome i znake relapsa u NMOSB, te zapoceti lecenje relapsa i potencijalnih
somatskih komplikacija §to je moguce ranije [234, 342]. Akutna terapija relapsa ima za cilj da utice
na smanjenje produbljivanja postojeéeg kao i bolji oporavak neuroloskog deficita [345-347]. Prateci
poslednje preporuke, terapija relapsa kako kod AQP4-IgG seropozitivnih tako i kod dvostruko
seronegativnih pacijenata sa NMOSB, predstavlja primenu kortikosteroida (glukokortikoida) i/ili
afereze krvi [342].

Glukokortikoidi se, u terapiji relapsa NMOSB, koriste u visokim dozama tokom kraceg
perioda pa se tako najcesce intravenski daje metilprednizolon u dozi od 1000mg/dan u trajanju od 3
- 5 dana uz suportivnu terapiju [342]. Nakon toga potrebno je nastaviti terapiju oralnim
glukokortikoidima u dozi od 2-30 mg/dan sa postepenim opadaju¢im dozama tokom 2-3 nedelje do
doze od 10-15mg/dan glukokortikoida [342].

Takode, preporuke isticu da bi, u daljim koracima, trebalo razmotriti primenu nizih doza
glukokortikoida oralnim putem u trajanju od 3-6 meseci u odnosu na serostatus obolelih od
NMOSB, aktivnost bolesti i planiranog vremena za postizanje punog efekta nakon uvodenja
hroni¢ne terapije za prevenciju relapsa u NMOSB [342].

Medutim, ako ve¢ u prvim danima od pojave relapsa izostane pozitivan efekat intravenske
primene kortikosteroidne terapije ili je taj efekat nezadovoljavajuceg stepena, potrebno je primeniti
tehnike afereze krvi, koje mogu biti u vidu terapijskih izmena plazme (TIP) ili imunoadsorpcije
(IA) za koje je pokazano da ranom primenom mogu uticati na znatno bolji terapijski ishod relapsa
kod osoba sa NMOSB [342, 345, 348, 349]. U okviru takvih terapijskih protokola, obicno se
primenjuje TIP ili IIA dnevno ili svakog drugog dana ukupno 5-10 ciklusa [342]. Sa druge strane,
kod relapsa u NMOSB koji za posledicu imaju nastanak neuroloskog deficita teSkog stepena
moguée je primeniti kombinaciju afereze i visokih doza kortikosteroidne terapije primenjene
intravenski [342, 349].

Primenu tehnika afereze kao inicijalne terapije relapsa u NMOSB trebalo bi razmotriti kod
pacijenata sa poznatom istorijom NMOSB koji nisu imali povoljan terapijski odgovor na
intravensku primenu visokih doza kortikosteroida, i/ili su ispoljili posebno dobar terapijski odgovor
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na primenu afereze tokom prethodnih relapsa bolesti, ili kod onih pacijenata sa relapsom u vidu
teskog oblika mijelitisa [342].

Rano zapocinjanje terapije relapsa u okviru NMOSB predstavlja imperativ, jer je
nedvosmisleno pokazano da $to je vreme koje protekne od momenta pojave relapsa do primene
odgovarajuce terapije krace, to su izgledi za bolji oporavak nastalog neuroloskog deficita veci [345,
347, 348, 350].

1.10.2. Terapija za prevenciju pojave relapsa bolesti

Kada su u pitanju poslednje preporuke koje se odnose na primenu dugoro¢ne terapije u cilju
prevencije relapsa bolesti, stav je da bi takav vid leCenja trebalo zapoceti odmah po postavljanju
dijagnoze NMOSB [342]. Ovakav pristup svakako je opravdan i ¢injenicom da, za sada, ne postoje
klinicki ili paraklinicki parametri u NMOSB kojima bi se, sa sigurnos¢u, mogli da predvide
javljanje, broj i tezina samih relapsa, bez obzira na to Sto su identifikovani moguci faktori rizika za
pojavu relapsa [199, 234, 351]. Takode, vazna Cinjenica je da onesposobljenost u NMOSB
predstavlja direktnu posledicu neuroloskog deficita nastalog usled relapsa bolesti, posebno
akumulacije takvog deficita usled ponavljanih relapsa, imaju¢i u vidu da vecina obolelih osoba
upravo ima relapsnu formu NMOSB, dok je, sa druge strane, na raspolaganju sve ve¢i broj lekova
koji svoje terapijsko dejstvo ostvaruju delujuci na razliCite etiopatogenetske aspekte bolesti, Sto se
posebno odnosi na AQP4-IgG seropozitivnu formu NMOSB [2, 58, 199, 234, 342, 343, 352].

Lekovi koji se koriste u hroni¢noj terapiji sa ciljem prevencije relapsa u NMOSB obuhvataju
konvencionalne, odnosno klasi¢ne imunosupresivne lekove, kao i specifi¢ne oblike terapije u ¢ijoj
osnovi se nalazi monoklnosko antitelo [342].

1.10.2.1. Klasi¢ni imunosupresivni lekovi

Lekovi koji ostvaruju nespecificnu imunosupresiju kao Sto su: oralni glukokortikoidi,
azatioprin 1 mikofenolat mofetil, zadrzali su svoju primenu u terapiji kako AQP4-IgG
seropozitivnih, tako i seronegativnih formi NMOSB [342]. Svakako, radi se o lekovima koji se
koriste dugi niz godina u terapiji adultnih i pedijatrijskih formi NMOSB, pokazujuéi odredeni
stepen efikasnosti u redukciji broja relapsa uz jasno profilisanje moguc¢ih nezeljenih dejstava,
posebno tokom dugotrajne upotrebe [342, 353, 354].

Oralni glukokortikoidi se, prema preporukama, u hroni¢noj terapiji za prevenciju relapsa
NMOSB trebalo da koriste kao adjuvantna terapija, posebno kod osoba sa autoimunskim bolestima
kao komorbiditetima, mada je istaknuto da u odredenim sredinama u svetu, gde nisu dostupni drugi
lekovi za lecenje NMOSB, glukokortikoidi i dalje koriste kao monoterapija [342]. Preporucena
doza oralnih glukokortikoida za dugotrajnu primenu trebalo bi da bude manja od 7.5 mg/dan [342].
Svoj imunosupresivni efekat ostvaruju brzo, ali treba imati na umu da su Cesta neZeljena dejstva
limfopenija i hepatotoksi¢nost, a da se tokom dugotrajne primene mogu javiti komplikacije terapije
kao $to su: dijabetes melitus, hipertenzija, osteoporoza, gojaznost, kuSingoidan izgled, katarakta i
adrenalna insuficijencija [342, 354].

Azatioprin je lek koji se, pored terapije MS, ve¢ duze vremena koristi i za terapiju NMOSB
u aktuelno preporuc¢enim dozama od 2.5 - 3 mg/kg/dan [342, 355]. Medutim, vrlo je vazno istaéi da
azatioprin svoj puni terapijski efekat ostvaruje za 6-12 meseci od momenta uvodenja, te se
preporucuje njegovo preklapanje tokom prvih Sest meseci sa oralnim glukokortikoidima, koji
odmah ostvaruju svoj imunosupresivni efekat, ¢cime se obezbeduje terapijski kontinuitet [342, 356].
Cesta neZeljena dejstva azatioprina odnose se na pojavu limfocitopenije uz moguéu pojavu i
pancitopenije, hepatotoksi¢nosti, gastrointestinalnih smetnji, dok dukotrajna primena leka nosi
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odredene rizike za onkogenezu, posebno u vidu pojave maligniteta koZe i imunoproliferativnih
bolesti [342, 353, 355, 357].

Mikofenolat mofetil ima sli¢nu efikasnost, profil nezeljenih dejstava i rizike tokom hroni¢ne
terapije NMOSB kao azatioprin [342, 357]. Preporucene terapijske doze iznose od 1000 do 2000
mg/dan [342]. Medutim, vreme potrebno za postizanje punog terapijskog efekta je kra¢e u odnosu
na azatioprin, i iznosi 6-12 nedelja, kada se takode preporucuje preklapanje sa oralnim
glukokortikoidima tokom prva tri meseca od zapocinjanja lecenja [342, 358].

Uzimajuéi u obzir karakteristike ovih lekova kao klasi¢nih imunosupresiva, poslednje
preporuke sugeriSu da se oralni glukokortikoidi ne treba da koristite kao monoterapija u prevenciji
relapsa NMOSB, osim u slucajevima kada nisu dostupne druge terapijske mogucnosti [342].
Takode, pored tipicnih i Cestih nezeljenih dejstava ovih lekova njihova upotreba povecava i sklonost
ka respiratornim, urinarnim i oportunistickim infekcijama [342].

1.10.2.2. Monoklonska antitela

Kada je u pitanju bioloska terapija, Rituksimab je jedno od prvih monoklonskih antitela koje
je primenjeno u lecenju adultne i pedijatrijske forme NMOSB, i do sada jedino monoklonsko
antitelo koje je, pored AQP4-IgG seropozitivnog NMOSB, pokazalo efikasnost i u seronegativnoj
formi bolesti [342, 359]. Rituksimab je monoklonsko antitelo usmereno prema proteinima
diferencijacije klastera - CD20, koji su eksprimirani na povr$ini posebnog seta B limfocita, §to za
rezultat ima depleciju ovih ¢elija unutar 4 nedelje od primene [342, 359]. Pun terapijski efekat
Rituksimaba postize se za 8-12 nedelja zbog cega se savetuje inicijalno uvodenje oralnih
glukokortikoida u prvih nekoliko meseci od zapocinjanja leCenja kako bi se obezbedio terapijski
kontinuitet [342]. Do sada je sprovedeno vise studija koje su pokazale da se primenom Rituksimaba
postize smanjenje stope relapsa u NMOSB preko 80%, Sto ga ¢ini efikasnim vidom terapije [342].
Medutim, kod odredenog broja pacijenata obolelih od NMOSB koji su leCeni primenom
Rituksimaba, a posebno kod onih kod kojih nije postignut o¢ekivan stepen deplecije B limfocita i/ili
nije ostvarena povoljna kontrola relapsa tokom leCenja, mogu se detektovati serumska antitela
usmerena prema samom leku [342, 360]. U studiji koja je obuhvatila manju kohortu pacijenata sa
NMOSB lecenih niskim dozama Rituksimaba pokazano je postojanje antitela prema Rituksimabu u
serumu kod 36.9% ispitanika [361]. Kada su u pitanju nezeljena dejstva tokom primene
Rituksimaba, najces$ce se opisuje postojanje mucnine, glavobolje i egzantema u vidu infuzionih
reakcija [342, 357].

Slede¢i lek koji ostvaruje depleciju B celija je Inebilizumab, odnosno humanizovano
monoklonsko antitelo prema CDI19 subopulaciji B limfocita i plazma celijama [342]. Lek je
odobren 2020 godine u USA, i 2022 godine u Evropi kao monoterapija, u leCenju AQP4-I1gG
seropozitivnog NMOSB [342, 362]. Smatra se da Inebilizumab svoj puni efekat ostvaruje unutar 6-
8 nedelja od zapocCinjanja terapije [342]. Tokom primene Inebilizumaba takode su detektovana
serumska antitela usmerena prema ovom leku u 14.7% le€enih, ali nije pokazan njihov znacajan
uticaj na terapisjki efekat [363]. Najces¢a nezeljena dejstva Inebilizumaba vezana su za pojavu
artralgije i bola u ledima, glavobolje, infuzionih reakcija [342, 362].

Eculizumab je humanizovano monoklonsko antitelo usmereno prema C5 frakceiji
komplementa, blokiraju¢i terminalnu reakciju sistema komplementa, ¢ime ostvaruje svoj efekat u
komplemet zavisnoj patogenezi NMOSB [234, 342]. Lek je odobren za lecenje AQP4-IgG
seropozitivnog NMOSB tokom 2019 godine u USA, dok je u Evropi odobren iste godine za
relapsne forme bolesti, nakon analize rezultata randomizovane placebom kontrolisane pilot studije
[364-367]. Eculizumab svoj efekat ostvaruje vrlo brzo nakon primene i pokazao se efikasnim u
kontroli pojave relapsa u NMOSB [365]. Serumska antitela prema Eculizumabu su detektovana
tokom primene leka ali se smatra da ne uticu na njegovu terapijsku aktivnost [342]. Jedno od
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mucnina [357].

Jo§ jedan od terapijskih agenasa koji svoje dejstvo ostvaruje inhibicijom C5 frakcije
komplementa u tretmanu NMOSB je monoklonsko antitelo ravulizumab, koje ima dug poluzivot i
vrsi gotovo potpunu inhibiciju reakcije sistema komplementa vrlo bro nakon administracije prve
doze leka [342]. Dakle, prvi rezultati placebom kontrolisane randomizovane studije ukazuju na to
da ravulizumab predstavlja potentan i efikasan lek kada je u pitanju kontrola pojave relapsa u
NMOSB, odnosno da je tokom godinu dana pracenja efikasnosti leka postignuta potpuna kontrola
bolesti, odnosno da nisu zabelezeni relapsi u grupi pacijenata tretiranih ravulizumabom [342, 368].
Svakako, ekstenzija ove studije je u toku, ali postoji konsenzus da ravulizumab i eculizumab
verovatno predstavljaju terapijske opcije slicnih profila u okviru iste klase lekova za lecenje
NMOSB [342]. Ravulizumab je nedavno odobren u Evropi za leCenje pacijenata sa AQP4-IgG
seropozitivnim NMOSB [342].

Satralizumab je monoklonsko antitelo koje je specifi¢no usmereno na IL-6 receptor (IL-6-R)
blokiraju¢i tako dejstvo IL-6 koji je, izmedu ostalog, vazan induktor aktivacije B limfocita u
patogenezi NMOSB [198, 234, 342]. Satralizumab je tokom 2020 godine u USA, i 2021 godine u
Evropi, odobren za terapiju AQP4-IgG seropozitivnih formi NMOSB kod odraslih pacijenata i
adolescenata uzrasta 12 i viSe godina, a na osnovu rezultata dve stoZerne studije koje su se bavile
procenom efiksanosti i bezbednosti satralizumaba kao terapije prve linije, ili kao adjuvantne terapije
[342, 369, 370]. Smatra se da satralizumab ostvaruje svoj puni terapijski efekat nakon 8-12 nedelja,
dok je tokom perioda prac¢enja od preko 4 godine pokazano da viSe od 70% pacijenata le¢enih ovim
lekom u studiji nije imalo relapse NMOSB [371]. Takode, izmedu 41% 1 71% pacijenata lecenih
satralizumabom detektovana su serumska antitela prema ovom leku za koje nije pokazano da uti¢u
na njegovu efikasnost [342].

Tocilizumab predstavlja takode humanizovano monoklonsko antitelo na IL-6-R [342].
Studije koje su ispitivale efikasnost tocilizumaba u prevenciji relapsa u NMOSB uglavnom su
obuhvatale pacijente prethodno lecene klasi¢nim imunosupresivnim lekovima ili rituksimabom,
kada je svakako pokazana efikasnost ovog leka [342]. JoS uvek nedostaju podaci o efikasnosti i
nezeljenim dejstvima tocilizumaba kao prve terapijske linije u NMOSB [342].

Uvodenje bioloske terapije u cilju prevencije i kontrole relapsa u NMOSB upotrebom
monoklonskih antitela predstavlja izuzetno vazan korak u borbi protiv onesposobljenosti i1 teskog
neurolo§kog deficita kao klinickih karakteristika ove bolesti, zbog ¢ega je potrebno poznavanje
adekvatnih indikacija, terpaijskih doza, cestih neZeljenih dejstava i komplikacija lecenja
monoklonskim antitelima, ukljucuju¢i potrebu za adekvatnim klinickim 1 paraklinickim
monitoringom shodno vaze¢im preporukama [342, 343].

Preporuke za doziranje bioloskih lekova u prevenciji relapsa u NMOSB, i moguce
komplikacije tokom njihove primene prikazane su u Tabeli 2.

Tabela 2. Doze bioloskih lekova u NSMOB, rizici i komplikacije terapije

Lek Doza i nadin primene Moguéi rizici i komplikacije terapije
Rituksimab Inicijalna doza 1000 mg | Infuziono zavisne pseudoalergijske reakcije, leukopenija,
intravenski 1. i 14. dana neutropenija, hipogamaglobulinemija. Sklonost ka
le¢enja. Potom 500- respiratornim, urinarnim i oportunistickim infekcijama.
1000mg na 6 meseci. Moguca reaktivacija B hepatitisa.
Inebilizumab Inicijalna doza 300mg Infuziono zavisne pseudoalergijske reakcije, leukopenija,

intravenski 1. i 14. dana neutropenija, odloZena neutropenija,
le¢enja. Potom 300mg na 6 | hipogamaglobulinemija. Sklonost ka respiratornim,
meseci. urinarnim i oportunistickim infekcijama. Moguca pojava
progresivne multifokalne leukoencefalopatije (PML).
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Ekulizumab

Inicijalna doza
900mg/nedeljno intravenski
tokom 3 nedelje, potom
1200mg/nedeljno u 4.
nedelji, potom 1200mg na
dve nedelje.

Infuziono zavisne reakcije, leukopenija, anemija.
Sklonost ka infekcijama inkapsuliranim bakterijama
(ukljuéujuéi meningokokne infekcije) i sklonost ka
gljiviénim infekcijama.

Ravulizumab Inicijalna doza obi¢no Infuziono zavisne reakcije, leukopenija, anemija.
iznosi 2400-3000mg Sklonost ka infekcijama inkapsuliranim bakterijama
intravenski 1.1 15. dana, | (uklju€uju¢i meningokokne infekcije) 1 sklonost ka
potom 3000-3600mg na 8 | gljivicnim infekcijama.
nedelja
Satralizumab Inicijalna doza Neutropenija, trombocitopenija, hiperlipidemija (porast
120mg/nedeljno supkutano | holesterola i triglicerida), abnormalnosti u hepatogramu.
u 0, 2. 1 4 nedelji, potom Sklonost uglavnom ka blagim do umereno teSkim
120mg na 4 nedelje infekcijama (nisu zabelezene oportunisticke infekcije)
Tocilizumab 6-8mg/kg intravenski na 4- | Neutropenija, trombocitopenija, hiperlipidemija (porast

6 nedelja (moguca i

holesterola i triglicerida), abnormalnosti u hepatogramu,

supkutana primena) infuzione 1 alergijske reakcije. Moguca pojava
divertikulitisa 1 intestinalne perforacije. Sklonost ka

infekcijama respiratornog i urinarnog trakta.

Adaptirano prema Kiimpfel i sar. 2024 [342]

Isto tako, primena intravenskih imunoglobulina (IVIG) u dozi od 1g/kg na 4 nedelje
pokazala je odredene pozitivne efekte u kontoli relapsa u NMOSB, kada je primenjivana kod dece i
osoba u slucaju postojanja kontraindikacija za primenu ostale terapije [342]. U zavisnosti od
modaliteta lecenja, pokazano je da IVIG u kombinaciji sa drugim lekovima, kao §to je na primer
azatiprin, ima takode pozitivan efekat u prevenciji relapsa u NMOSB [372]. Primena drugih lekova
i vidova leCenja kao Sto je metotreksat takode mogu imati mesta u terapiji prevencije relapsa,
posebno kod osoba sa reumatoloskim komorbiditetima i kontraindikacijama za primenom bioloskih
lekova, kao i mogu¢nost sprovodenja intermitentne afereze (TIP), najceS¢e u kombinaciji sa
klasicnim imunosupresivnim lekovima u cilju postizanja kontrole bolesti u odsustvu drugih
terapijskih opcija [342, 373, 374].

Imajuéi sve navedeno u vidu, aktuelno izdate preporuke koje se odnose na hroni¢nu primenu
terapije kod dvostruko seronegativnog NMOSB sugerisu da se, ka prva terapijska linijja nakon
prvog teskog ili ponovljenog relapsa, mogu da koriste neki od klasi¢nih imunosupresivnih lekova,
ili rituksimab 1 da, ukoliko izostane povoljan terapijski efekat, ove lekove treba kombinovati sa
primenom rituksimaba [342]. Ukoliko kombinacija nekog od klasi¢nih imunosupresivnih lekova sa
rituksimabom takode ne postigne zadovoljavaju¢i efekat u kontroli relapsa NMOSB, prema
dosadaSnjim saznanjima, trebalo bi pokusSati leCenje tocilizumabom ili nekim dostupnim
eksperimentalnim vidom lecenja [342].

Posebni napori okrenuti su principima vezanim za znacaj planiranja porodice, trudnoce i
dojenja kod osoba zenskog pola obolelih od NMOSB i primene terapije za prevenciju relapsa
bolesti [342]. Vazno je ista¢i da bi osobe zenskog pola u generativnom periodu koje su obolele od
NMOSB trebalo da planiraju trudno¢u u konsultaciji sa neurologom u fazama remisije bolesti, kao i
da je generalni stav eksperata da hroni¢na primena lekova u kontroli relapsa bolesti ne bi trebalo da
se prekida ili odlaze [342, 375, 376]. Naime, lekovi za koje je pokazan jasan teratogeni efekat kao
$to su mikofenolat mofetil i metotreksat ne treba da se koriste, ukoliko je to moguce, kod ove
subpopulacije pacijenata a svakako ne u periodu trudnoce i dojenja [342, 376]. Zatim, lekovi kao
§to su azatioprin ili monoklonska antitela, na osnovu savremenih stavova, mogli bi da se primenjuju
u trudno¢i sa ciljem kontrole pojave relapsa u NMOSB, ali odluka lekara i obolele osobe o njihovoj

33




primeni mora prethodno da obuhvati analizu svih relevantnih klinickih i paraklinickih karakteristika
bolesti svake pacijentkinje ponaosob, kao i profil dostupnih lekova uz adekvatan monitoring tokom
trudno¢e od strane neurologa i ginekologa [342, 376]. Ukoliko se sa primenom terapija za
prevenciju relapsa u NMOSB prestane tokom trudnoce, preporuke istiCu da bi terapiju trebalo
nastaviti Sto pre nakon porodaja u cilju kontrole bolesti [342].

1.11. Prognoza i ishod neuromijelitis optika spektra bolesti

Prognoza NMOSB kao i prezivljavanje obolelelih od NMOSB predstavljaju vazne
pokazatelje toka bolesti kojima se, joS jednom, istice neophodnost ranog postavljanja pouzdane
dijagnoze, potom ranog zapocinjanja adekvatne terapije kako relapsa, tako i dugoro¢nog lecenja u
cilju prevencije pojave relapsa u okviru NMOSB, odnosno pojave neuroloskog deficita koji tipicno
za ovu bolest, vodi do razvoja onesposobljenosti i potencijalno do Zivotno ugrozavaju¢ih
onesposobljenosti u NMOSB svakako je primena proSirene skale stepena onesposobljenosti (engl.
Expanded Disability Status Scale, EDSS) na isti nacin kao kod obolelih od MS [342, 377].

Tako je, na primer, u studiji koja je obuhvatila kohortu srpskih pacijenata kojima je
dijagnoza NMOSB postavljena prema aktuelno vaze¢im dijagnostickim kriterijumima iz 2015
godine, pokazano da tokom perioda pracenja (opseg 0.5-34.5 godina) njih 58.5% dostiglo EDSS
4.0, dok je EDSS 7.0 dostiglo 43.2% obolelih ¢ija medijana pracenja je iznosila 6.5 godina,
odnosno 22 godine [2, 58]. Takode, tokom ovog perioda pra¢enja preminulo je 9.5% pacijenata
obolelih od NMOSB, od cega je kod vise od polovine njih uzrok smrti bila respiratorna
insuficijencija u okviru NMOSB [58]. Prema tome, u ovoj studiji, procenjeno je da verovatnoca
prezivaljavanja u NMOSB nakon pet godina iznosi 98.6%, dok nakon 20 godina trajanja bolesti ona
iznosi 63%, kao i da su rani prognosticki faktori duzeg prezivaljavanja u NMOSB, izmedu ostalog,
mladi uzrast na pocetku bolesti, kra¢e vreme od pojave simptoma bolesti i zapocinjanja lecenja,
simptomi APS na pocetku bolesti [58].

1.12. Kvalitet Zivota obolelih od neuromijelitis optika spektra bolesti

Koncept kvaliteta Zivota obolelih od NMOSB predstavlja multidimenzioni sistem, odnosno
pristup kojim pokuSava da se sagleda opterecenje Citavog spektra simptoma i znakova, koji su
medusobno povezani i nalaze se u bidirekcionoj vezi sa boles¢u pa tako, mogu imati vrlo vazan
uticaj na sve sfere funkcionisanja obolelih osoba [293, 378-380].

Analiza razli¢itih domena koji mogu uticati na kvalitet Zivota osoba obolelih od NMOSB
postiZze se brojnim alatima i baterijama testova i upitnika kojima se procenjuje stepen opterecenja
koji postojanje bolesti moze imati na psihicke, somatske, psihosocijalne i ekonomske aspekte zivota
sa jedne strane, kao i dozivljaj obolele osobe u odnosu na takav uticaj bolesti sa druge strane [379-
384].

Rezultati nedavno objavljene studije su ukazali da kvalitet Zivota povezan sa zdravljem
moze biti znacajno narusen posle samo jednog relapsa u NMOSB ¢ime je, takode, istaknuta vaznost
rane primene adekvatne terapije u prevenciji nastanka relapsa u ovoj bolesti [385].
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2. CILJEVI

Ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:

1. Analiza gena AQP4 kod obolelih od NMOSB i MS

2. Analiza ¢itavog egzoma obolelih od NMOSB

3. Korelacija genetickih markera sa klinickim karakteristikama osoba obolelih od NMOSB
4. Procena kvaliteta zivota i autonomnih poremecaja kod obolelih od NMOSB i MS.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalni deo istrazivanja

3.1.1. Materijal

Eksperimentalni deo ovog istrazivanja obuhvatio je 64 uzoraka DNK pacijenata obolelih od
NMOSB, zatim, 40 uzoraka DNK pacijenata obolelih od MS, kao i 100 uzoraka DNK zdravih
ispitanika, koji su cCinili kontrolnu grupu. Istrazivanjem su obuhvaceni uzorci DNK pacijenata
kojima je dijagnoza NMOSB ili MS postavljena prema aktuelno vaze¢im dijagnostickim
kriterijumima Wingerchuk i sar. 2015 godine za NMOSB [2], odnosno, prema aktuelno vazec¢im
dijagnostickim kriterijumima za MS iz 2017 godine [335]. Uzorci DNK pacijenata obolelih od
NMOSB i MS kolektovani su u Klinici za neurologiju UKCS, u Klinici za neurologiju Klinickog
centra Vojvodine, kao i u Klinici za neurologiju Klinicko bolnickog centra Rebro u Zagrebu,
Republika Hrvatska u periodu od maja 2018 do januara 2020 godine. Uzorci DNK zdravih
ispitanika kolektovani su u Klinici za neurologiju UKCS.

Sekvenciranje gena za AQP4, obavljeno je u Laboratoriji za molekularnu i geneticku
dijagnostiku neuroloskih bolesti u Klinici za neurologiju UKCS, i obuhvatilo je uzorke DNK 64
pacijenata sa NMOSB, 40 uzoraka DNK pacijenata obolelih od MS, kao i uzorke DNK 100 zdravih
osoba. Za istih 64 uzoraka DNK pacijenata obolelih od NMOSB, analiza ¢itavog egzoma obavljena
je u Institutu za genomsku medicinu Univerzitetskog klinickog centra u Ljubljani, Republika
Slovenija u okviru interuniverzitetske saradnje.

3.1.2. Metode eksperimentalnog istraZivanja

Pacijentima, koji su bili ukljuceni u ovo istrazivanje, venepunkcijom je uzorkovano 10ml
periferne krvi u komercijalno dostupnim epruvetama gde je kao antikoagulans koris¢en natrijum
citrat(Na3C6H507, Na-citrat) ili etilen-diamino-tetrasiréetna kiselina (engl.
Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA). Uzorci krvi, do izolacije DNK, bili su skladiSteni na
temperaturi od -20 stepeni po Celzijus-u (°C).

3.1.2.1. Izolacija genomske dezoksiribonukleinske kiseline

Izolacija genomske DNK, svih ispitivanih uzoraka, vrSena je na Institutu za humanu
genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, metodom isoljavanja po Miller-u [386].
Dvodnevni protokol primenjene metode isoljavanja DNK iz limfocita uzoraka periferne krvi

obuhvata vise koraka koji su prikazani u Tabeli 3 [386].

Tabela 3. Protokol metode isoljavanja DNK

1. DAN | Korak 1 — uzorak od 10ml periferne krvi (iz epruvete sa Na-citratom ili EDTA) sjediniti sa istom
koli¢inom pufera za lizu®. Inkubirati na 4°C tokom 15-20 minuta.

Korak 2 — nakon inkubacije, smesu centrifugirati tokom 15 minuta (2000 obrtaja/minut). Odliti
supernatant. Izvrsiti resuspenziju taloga dodavanjem 10 ml fizioloSkog pufera.

Korak 3 — ponoviti postupak iz drugog koraka 2-3 puta dok se makroskopski ne uo¢i pojava
belog taloga nakon centrifugiranja.
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Korak 4 — odbaciti supernatant nakon poslednjeg centrifugiranja iz pethodnog koraka. Belom
talogu dodati 3 ml pufera A®, potom 50 mikrolitara (ul) 10% enzima proteinaze K, dodati i 200
M1 10% natrijum-dodecisulfata. Uzorak se vorteksuje i inkubira tokom 12-18h na 37°C.

2. DAN | Korak 5 — narednog dana, nakon inkubacije, dodati 1 ml natrijum hlorida (NaCl, rastvor 6 mola
(6 M)), promuckati svaki uzorak po 15 sekundi, potom centrifugirati tokom 15 minuta (3000
obrtaja/minut).

Korak 6 — supernatant dobijen centrifugiranjem tokom prethodnog koraka pazljivo (bez
zahvatanja taloga) prebaciti u novu ¢istu epruvetu. Centrifugirati tokom 15 minuta (4000
obrtaja/min).

Korak 7 — supernatant dobijen centrifugiranjem tokom prethodnog koraka pazljivo prebaciti u
novu ¢istu epruvetu. Dodati istu koli¢inu izopropanola. Lagano izvrtati epruvetu sve dok se u
smesi golim okom ne primeti pojava beliCastog filamenta ili bele oblacaste kolekcije.

Korak 8 — Belicasti filament/oblacastu kolekciju pokupiti staklenim Stapic¢em i potopiti u 70%
etil alkoholu tokom 30 sekundi. Ostaviti uzorak da se osusi na sobnoj temperaturi tokom 30-40
minuta.

Korak 9 — Nakon su$enja uzorak rastvoriti u 300 pl redestilovane vode. Uzorak ¢uvati na -20°C.

Legenda: a — Pufer za lizu: 0.32 M Saharoza + 10 milimola (mM) hidroksimetil aminometan hidrohlorid
hlorovodoni¢ne kiseline (TRIS HCL) + oktil fenol etoksilat 1% (TRITON) + 5 mM magnezijum-hlorida
(MgC12); b — Pufer A: 10 mM TRIS HCL — 400 ml NaCl + 2mM EDTA; Modifikovano prema Miller-u
[386].

3.1.2.2. Odredivanje koncentracije i kvaliteta izolovane DNK

Nakon izolacije genomske DNK, a pre sprovodenja bilo kojih metoda molekularno
genetickih analiza, pristupilo se merenju koncentracije i proveri kvaliteta izolovane DNK.

Koncentracija izolovane DNK odredivana je za svaki uzorak posebno, tako §to je prethodno
pripremljeno po 50 pl razblazenja uzorka DNK u dejonizovanoj vodi (5 pl DNK izolata i 45 pl
dejonizovane vode; odnos 1:10). Potom je celokupna koli¢ina razblazenog izolata DNK, odnosno
50 pl, prebacena u plasticnu kivetu (Uvette, Eppendrof, Savezna Republika Nemacka). Prethodno je
na  spektrofotometru (BioPhotometer, Eppendrof, Savezna Republika Nemacka) podesena
apsorbanca dejonizovane vode kao slepe probe (50 pl). Zatim je, za svaki uzorak, izmerena
koncentracija navedenog razblazenja na spektrofotometru sa prikazanim odnosom apsorbanci.

3.1.2.3. Sekvenciranje odabranih regiona gena AQP4

Proces sekvenciranja odabranih regiona gena AQP4 od istrazivackog interesa (egzoni: 1, 2,
3, 4 i 5) obuhvatio je njihovu amplifikaciju, potom proveru kvaliteta i specificnosti amplifikata,
zatim proces sekvenciranja i obrade produkata sekvenciranja kao i njihovu analizu putem kapilarne
elektroforeze i softversku obradu dobijenih podataka.
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3.1.2.3.1. Lanc¢ana reakcija polimeraze

Za amplifikaciju odabranih regiona gena AQP4 od istrazivackog interesa (egzoni: 1, 2 (deo

2a i deo 2b), 3, 4, 5) koriS¢ena je lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR). Generalno, PCR ciklus se sastoji od 3 osnovna koraka koji se, u in vitro uslovima,
sukcesivno ponavljaju vise puta:

1.

Dentaturacija DNK: Primenom visoke temperature smeSe dolazi do raskidanja vodoni¢nih
veza izmedu dva antiparalelna polinukleotidna lanca DNK, odnosno postize se termalna
denaturacija DNK molekula ¢ime se dobijaju jednolancani DNK molekuli.

Hibridizacija  prajmera: predstavlja vezivanje specificnih  prajmera, odnosno
oligonukleotidnih sekvenci duzine 14-40 bp, za komplementarne jednolancane sekvence
prethodno denaturisane DNK. Prajmeri se specificno dizajniraju i imaju za cilj da ograni¢ne
sekvencu od interesa i omoguce njoj komplementarnu sintezu DNK fragmenata u sledecem
koraku.

Elongacija: Poslednji korak PCR ciklusa predstavlja polimerizaciju novih lanaca DNK
pomocu termostabilnog enzima Tag polimeraze Cija poziciona aktivnost je odredena
prajmerima. Naime, novosintetisane DNK sekvence su komplementarne maticnom DNK
lancu i odredene su pozicijom prajmera.

U Tabeli 4. prikazane su sekvence prajmera koriS¢enih u PCR reakciji za amplifikaciju

regiona od interesa gena AQP4, kao i duzine PCR produkata. Prajmeri za ovu PCR reakciju su
dizajnirani pomocu Primer 3 softvera (http.//frodo.wi.mit.edu/primer3).

Tabela 4. Sekvence prajmera i duzina PCR produkata

Egzon Oznaka Sekvenca prajmera DuZina produkta
prajmera’

F 5'CCACCCCTAACACTCCAAAAT 232bp
R S'TGCCTAAGAAGGCACAAACAZ

2a F 5'CCTGGGTGTAGTGGCTTCTG3' 357bp
R S'AGACTTGGCGATGCTGATCT3'

2b F STTGCTTTGGACTCAGCATTG3' 269bp
R S'TGCAAGAAGCTTGGAGTCCT3'

3 F STCATCGAAAATACTCTTGCTTCA3' 281bp
R 5'CAGGCCAGCTAGAGTGAGGA3Z'

4 F S'TGACAGCAAATTGCAATGAA3Z' 222bp
R 5'GAGCCCCACAGGTAATTGTC3'

5 F S'GCTGCTCAATGGAATAGCTT3' 399bp
R S'TGGAAGGAAATCTGAGGACAG3'

Legenda: a — F: ushodni prajmer (engl. Forward), R: nishodni prajmer (engl. Reverse); bp — bazni par.

Za PCR amplifikaciju egzona 1, 3 i 4 gena AQP4 koris¢en je Protokol A za izradu PCR

smese, dok je smesa za PCR amplifikaciju egzona 2a, 2b i 5 gena 4QP4 pravljena prema Protokolu
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B. Komponente PCR smesSe prema Protokolu A i B, kao i finalne koncentracije svakog
pojedinacnog sastojka prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Sastav PCR smese i koncentracija sastojaka u PCR smesi

Komponente reakcione smese Finalna koncentracija Finalna koncentracija
Protokol A Protokol B
PCR buffer” 1x Pufer A
10 mM dezoksiribonukleotida (ANTPs, 0.2 mM svakog nukleotida Ix Pufer B
Thermo Scientific, SAD)

Ushodni prajmer 0.4 pmol/pl 0.4 pmol/ul
Nishodni prajmer 0.4 pmol/pl 0.4 pmol/pl

Taq polimeraza” 04U 05U

DNK 20 ng 20 ng
Dejonizovana voda po potrebi po potrebi

Ukupna zapremina 10 pl 10 pl

Legenda: a - PCR Buffer A: 10x Dream Taq pufer (KCl, (NH4)2S04, 20 mM MgCI2, tacan odnos
komponenti nije dostupan u deklaraciji proizvodaca: Thermo Scientific, SAD); Buffer B: 5x MyTaq pufer (5
mM dNTPs, 15 mM MgCl,, stabilizatori i pojacivaci; Meridian Bioscience, SAD).

b - DreamTaq polimeraza: (20 mM Tris-HCL (pH 8.0), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.5%
(v/v) Nonidet P40, 0.5% (v/v) Tween 20 i 50% (v/v) glycerol; Thermo Scientific, SAD),

MyTaq polimeraza (sastav polimeraze nije dostupan u deklaraciji proizvodaca, Meridian Bioscience, SAD).
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina; ANTP — dezoksiribonukleotid trifosfat (engl. deoxyribonucleotide-
triphosphate); PCR — lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction); SAD — Sjedinjene
Americke Drzave;

Nakon izrade PCR smeSe pristupilo se izvodenju PCR reakcija u tubicama od 0.2 ml u
aparatima Verity® Thermal Cycler (Aplied Biosystems, SAD), prema programu koji je prikazan u
Tabeli 6. Nakon zavrsenog procesa PCR reakcije uzorci su skladisteni u frizideru na temperaturi od
+4°C.

Tabela 6. PCR program za amplifikaciju ciljanih egzona gena AQP4

Inicijalna 94 °C/5 min .
. 1 ciklus
denaturacija
Denaturacija 94 °C/30 s
Hibridizacija 60 °C/30 s 10 ciklusa
Elongacija 72 °C/45 s
Denaturacija 94 °C/30 s
Hibridizacija 60 °C*/30 sb 20 ciklusa
Elongacija 72 °C/60 s
Denaturacija 94 °C/30 s
10 ciklusa
Hibridizacija 50°C%30s
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Elongacija 72 °C/45 s

Finalna elongacija 72 °C/10 min 1 ciklus

Legenda: a — ""Touch down’’program za sve egzone gena AQP4 iznosio je 60°C - 50°C; b — Temperatura
hibridizacije se snizava za 0.5°C u svakom narednom ciklusu (touchdown PCR);

3.1.2.3.2. Provera PCR produkata

Nakon zavrSene PCR reakcije pristupilo se proveri kvaliteta i specificnosti dobijenih PCR
produkata metodom gel elektroforeze na 2% agaroznom gelu, ¢iji postupak izrade kao i protokol gel
elektroforeze su prikazani u Tabeli 7. Za proces gel elektroforeze koriséen je sistem HE 33 Mini
Submarine (GE Healthcare, Kraljevina Svedska).

Tabela 7. Postupak izrade 2% agaroznog gela i protokol za gel elektroforezu

Koraci POSTUPAK ZA IZRADU AGAROZNOG GELA

1. Odmeriti 2 grama agaroze® i dodati 100 ml 1xXTBE" pufera. Lagano pomegati. Rastvor
zagrevati do kljucanja. Potom ohladiti na 40°C.

2. Dodati 5 pl Midori Green boje‘ i lagano pomesati dok se boja ne sjedini.
3. Gel naliti u kadicu za elektroforezu i ostaviti da polimeriSe na sobnoj temperaturi (25-30
minuta).

PROTOKOL ZA GEL ELEKTROFOREZU

4, 4 ul PCR produkta pomesati sa markerom? i puferom® za nalivanje uzoraka (odnos 5:1) i
naneti u bunari¢ gela. Tako za svaki ispitivani uzorak posebno.

5. Gel elektroforezu izvesti u 0.5x TBE sistema za elektroforezu pri konstantnom naponu
struje (90V). Otpor treba da iznosi 90 miliampera (mA). Trajanje procedure: 15 minuta.

Legenda: a — Upotrebljena je agaroza proizvodaca Serva (Savezna Republika Nemacka); b — IxXTBE: 45 mM
Tris-borat, 1 mM EDTA, pH 8.0; ¢ — Upotrebljena je Midori Green boja proizvodaca Nippon Genetics,
(Savezna Republika Nemacka); d — Marker: GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, 50-1000 bp, Fermentas,
(Savezna Republika Nemacka); e — puffer: 0,25% bromfenolplavo (w/v), 30% glicerol (v/v);

Nakon zavrSene gel elektroforeze za vizualizaciju produkata PCR amplifikacije na 2%
agaroznom gelu, upotrebljen je UV transiluminator E-BOX VXS5 (Vilber Lourmat, Francuska), na
UV svetlu od 240 nm. Pored toga Sto je svaki ispitivani gel bio prikazan na ekranu aparata tokom
transiluminacije, vrSeno je 1 njegovo fotografisanje integrisanom kamerom zatvorenog
transiluminatora. Analiza kvaliteta i duzine fragmenata nakon PCR amplifikacije vrsena je u odnosu
na marker (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, 50-1000 bp, Fermentas, Savezna Republika
Nemacka) kao 1 u odnosu na ocekivane duZine i broj traka PCR amplifikata na 2% agaroznom gelu
koji su medusobno poredeni.

3.1.2.3.3. Precis¢avanje produkata PCR reakcije

Nakon provere specificnosti amplifikata egzona gena AQP4 procesom gel elektroforeze na

2% agaroznom gelu i procene njihovog kvaliteta, pristupilo se pre€iS¢avanju produkata PCR

reakcije. U ovom postupku upotrebljen je enzim egzonukleaza 1 (engl. Exonuclease I, Exo 1),

(proizvodac: Thermo Scientific, SAD) kojom se uklanja viSak prajmera nakon PCR amplifikacije,
40




kao enzim termosenzitivna alkalna fosfataza (engl. Thermosensitive alkaline phosphatase, FastAP),
(proizvodac: Thermo Scientific, SAD) kojim se vrSi defosforilacija nukleotida. Nacin obrade
uzoraka i program preciS¢avanja PCR produkata prikazani su u Tabeli 8. Uzorci su nakon reakcije
precis¢avanja produkata skladisteni na +4°C do sprovodenja sekvenciranja.

Tabela 8. Priprema i pre¢iS¢avanje produkata PCR reakcije

Priprema reakcione | U 5 pl svakog PCR produkta dodato je po 1.5 pl smese enzima Exo I i FastAp,
smese (odnos 1:2)

Program enzimske Enzimska reakcija preci§¢avanja: Zagrevanje smese na 37°C tokom 15 minuta
reakcije”

Reakcija deaktivacije enzima:  Zagrevanje smese na 80 °C tokom 15 minuta

Legenda: a — Reakcija je sprovedena u aparatu Verity® Thermal Cycler (Aplied Biosystems, SAD).

3.1.2.3.4. Sekvenciranje gena AQP4

Za potrebe sekvenciranja egzona 1, 2, 3, 4 1 5 gena AQP4 koriS¢ena je metoda sekvenciranja
po Sanger-u, kao metoda koja omogucava tacno i precizno utvrdivanje primarne strukture DNK,
odnosno odredivanje redosleda nukleotida u polinukleotidnom lancu [137]. Princip sekvenciranja
metodom po Sanger-u bazira se na primeni fluorescentno oblelezenih dideoksiribonukleotid
trifosfata (ddNTP), koji na svom 3’ kraju umesto hidroksilne (OH) grupe sadrze jon vodonika, te
ugradnjom ovakvih nukleotida na 5° kraju prethodnog dNTP prestaje sinteza polinukleotidnog
lanca, koju vrsi DNK polimeraza komplementarno matricnom DNK lancu iz ispitivanog uzorka, jer
nedostaje OH grupa na 3’ kraju ddNTP kojom bi se omogucilo formiranje diestarske veze sa
narednim nukleotidom i omogucila dalja elongacija replikacije [137]. Kako se u reakcionoj smesi
nalazi dovoljna koli¢ina dNTP i ddNTP, tako DNK polimeraza neselektivno ugraduje ove
nukleotide u rastuci lanac komplementarno ispitivanoj DNK matrici §to, na kraju reakcije, rezultira
pojavom mase fragmenata razli¢ite duzine u odnosu na matricni DNK lanac (u zavisnosti od toga u
kojem momentu je doSlo do terminacije elnogacije ugradnjom ddNTP-a za svaki fragment
komplementaran DNK matri¢nom lancu).

Sastav reakcione smeSe za proces sekvenciranja regiona od interesa AQP4 gena, kao i
program sekvenciranja prikazani su u Tabeli 9. Reakcija je izvrSena u aparatu Verity® Thermal
Cycler (proizvodal: ApliedBiosystems, SAD). Nakon zavrSene reakcije sekvenciranja produkti su
skladiSteni na +4°C.

Tabela 9. Sastav reakcione smesSe i program sekvenciranja regiona gena 4AQP4

SASTAV REAKCIONE SMESE

Komponente® Koli¢ina

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR- | 0.5 ul

100

BigDye™ Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing | 1.5 ul
Buffer

Prajmer (10 pmola/pl) 0.4 pnl
PCR produkt X
Dejonizovana voda do 10 pl°

PROGRAM SEKVENCIRANJA
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Inicijalna denaturacija: zagrevanje smese na 96 °C tokom 60 sekundi

Ciklus amplifikacije: 1) Denaturacija: zagrevanje smese na 96°C tokom 10 sekundi
2) Hibridizacija: zagrevanje smese na 50°C tokom 5 sekundi

3) Elongacija: zagrevanje smese na 60°C tokom 4 minuta

Ukupan broj ciklusa amplifikacije: 25

Legenda: a — Za izradu reakcione smede koriéene su komponente komercijalnog kita: BigDye'" Terminator
Ready Reaction, (proizvodac: Applied Biosystems, SAD). b — ukupna koli¢ina smeSe po ispitivanom uzorku
iznosila je 10 pl; x - Koli¢ina PCR produkta koja se dodaje je 3-10 ng za PCR produkte od 200-500 bp i 10-
40 ng za PCR produkte od 500-1000 bp;

wew 7

3.1.2.3.5. Precis¢avanje produkata sekvenciranja

Precis¢avanje dobijenih produkata obavljeno je nakon zavrSenog procesa sekvenciranja
koris¢enjem metode precipitacije fragmenata kojom se, pre svega, odstranjuju nevezani ddNTP a
sami fragmenti se denaturiSu u jednolancane DNK sekvence, ¢ime se obezbeduje mogucénost
analize redosleda nukleotida putem primene kapilarne elektroforeze. Proces precipitacije, odnosno
preciscavanja produkata reakcije sekvenciranja, sastojao se od 6 koraka koji su prikazani u Tabeli
10. Nakon zavrSenog procesa precipitacije uzorci su cuvani na +4°C.

Tabela 10. Proces preciS¢avanja produkata reakcije sekvenciranja

1. Korak | Svakom uzorku (produkt reakcije sekvenciranja u ukupnoj zapemini od 10 pl) dodato je 10 pl
dejonizovane vode, potom, 50 pl 99% etil alkohola kao i 2 pl natrijum-acetata (3M). Smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi tokom 15 minuta.

2. Korak | Smesa je centrifugirana na 13 000 obrtaja/min tokom 15 minuta. Supernatant je odstranjen.

3. Korak | U uzorke je dodato po 70 pl 70% etil alkohola. Potom je smesa centrifugirana na 13 000/min
tokom 10 minuta. Supernatant je odstranjen.

4. Korak | Precipitat je zagrevan na 90°C tokom 2 minuta (proces susenja produkata sekvenciranja)

5. Korak | Precipitatu svakog ispitivanog uzorka dodato je po 15 ul dejonizovanog Formadida® Uzorci su
vorteksovani u trajanju 2-4 sekunde.

6. Korak | Smesa je zagrejana na 95°C tokom 2 minuta (izvrSen je proces termalne denaturacije fragmenata
DNK).

Legenda: a - HiDi'" Formamide (proizvodag: AppliedBiosystems, SAD).

3.1.2.3.6. Kapilarna elektroforeza i analiza produkata sekvenciranja

Daljim postupkom, nakon reakcije sekvenciranja i preCiS¢avanja produkata reakcije
sekvenciranja precipitacijom, primenjena je analiza dobijenih fragmenata putem kapilarne
elektroforeze na aparatu ABI3500 Genetic Analyzer (proizvodac: AppliedBiosystems, SAD) sa
kapilarom od 50 cm. Svi fragmenti ispitivanih uzoraka su analizirani kapilarnom elektroforezom po
principu molekularne disekcije, uz pomo¢ automatskog sistema sastavljenog od lasera koji
pobuduje fluorescenciju svakog pojedinacnog ddNTP/fragmenta tokom njegovog prolaska kroz
polimerom ispunjen kapilar elektroforeze, gde se su fragmenti razdvajaju po duZini, i fluorescentne
kamere koja belezi njihov redosled, tip i intenzitet za nukleotid specificne fluorescencije, ¢ime se,
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finalnom softverskom obradom, sti¢e uvid u redosled nukleotida kompletne ispitivane sekvence,
odnosno ispitivanog matri¢nog lanca DNK [387].

Elektroforeza je vrSena na 19,5 kV i 60 °C, injekciono vreme je bilo 2 s, a injekciona voltaza
1 kV. Za clektroforezu je koris¢en polimer POP7 (proizvodac: AppliedBiosystems, SAD).
Monitoring ovog procesa i prikupljanje dobijenih podataka ucinjeno je primenom Data Collection
softvera (proizvodac: AppliedBiosystems, SAD).

Podaci dobijeni sekvenciranjem regiona Podaci dobijeni sekvenciranjem regiona od interesa
gena AQP4 obradeni su pomocu softvera za analizu sekvenciranja v.4.10.1 (engl. Sequencing
Analysis v.4.10.1; Proizvodaé: AppliedBiosystems, SAD). Potom su sekvence uporedivane sa
referentnim sekvencama (engl. Wild Type, WT) koje su preuzete iz odgovaraju¢e baze podataka
(Ensemble; http://www.ensembl.org/index.html) [388]. Finalna analiza rezultata dobijenih
poredenjem ispitivanih sekvenci sa referentnim sekvencama ucinjena je pomocéu Sequencher 4.10.1
Demo softvera (Proizvodac: Gene Codes Corporation, SAD).

3.1.2.4. Sekvenciranje nove generacije

Za analizu uzoraka DNK nase kohorte osoba obolelih od NMOSB primenjen je WES. Ovaj
vid NGS metodologije obuhvatao je prethodnu obradu uzoraka i formiranje biblioteke DNK, potom
sekvenciranje i obradu tako dobijenih podataka.

3.1.2.4.1. Sekvenciranje ¢itavog egzoma pacijenata sa NMOSB

Analiza ¢itavog egzoma podrazumevala je primenu WES metodologije na Illumina HiSeq-
2000 platformi (prosecna dubina 30x) za ukupno 64 uzoraka osoba obolelih od NMOSB,
koris¢enjem standardnih protokola i uputstva proizvodaca za izradu i proveru kvaliteta DNK
biblioteke pomocu komercijalno dostupnih kitova (Agilent All-Exon, proizvodac: Agilent
Technologies, SAD; lllumina Nextera-Exome capture, proizvodaé: Illumina, SAD). Podaci dobijeni
sekvenciranjem uporedeni su sa referentnim humanim genomom 38 (hg38) pomocu Burrows-
Wheeler Aligner (BWA) alata i obradeni u skladu sa najboljom praksom analize genoma, odnosno
primenom alata za analizu genoma toolkit78 [389]. Kontrola kvaliteta dobijenih varijanti
ukljucivala je: filtriranje varijanti na osnovu postignute dubine ¢itanja sekvenci, kvaliteta rezultata
dobijenih primenom toolkit 78, kao 1 frekvencije retkih varijanti (engl. Minor Allele Frequency,
MAF) u odnosu na bazu gnomAD (engl. Genome Aggregation Database, gnomAD). Analiziran je
panel od ukupno 26 gena (sa 32 varijante) koji su izdvojeni u studiji Tabansky i sar. 2022, za koje je
pokazana odredena asocijacija sa NMOSB, od kojih je za njih 14 sprovedena i analiza opterecenosti
(engl. burden). Ovom analizom obuhvaceni su slede¢i geni: CCR4, NOTCHI, SPINKS5, GUSB,
IL6ST, FNI, CIS, C3, C7, C8B, C9, SNX4, PDS54 1 BIN2 u sledeCim regionima genoma:
chr1:56929207-56966140,chr2:215360865-215436068, chr3:32951644-32956347, chr3:125446650
-125520202, chr4:39822863-39977956, chr5:39284141-39364495, chr5:40909497-40984643,
chr5:55935097-55994963,  chr5:148063980-148137381,  chr7:65960686-65982213,  chr9:
136494433-136546048, chr12:7060718-7071031, chr12:51281038-51324668 1 chr19:6677704-
6720650 [113].

Varijante koje su bile lokalizovane van kodirajucih regiona odabranih gena, kao i one ¢ija je
ucestalost u gnomAD bila visa od 0.05, kao i sinonimne varijante iskljucene su iz dalje statisticke
analize.
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3.1.2.5. Analiza rezultata WES

Efekat varijanti dobijenih WES analizom uzoraka DNK osoba sa NMOSB procenjivan je i u
odnosu na njihov uticaj na funkciju proteina, $to je postignuto koriséenjem posebnog
kombinovanog algoritma za predikciju patogenosti (engl. Combined Annotation-Dependent
Depletion, CADD) [390], kao i REVEL (engl. Rare Exome Variant Ensemble Learner) skorom [391].
Retke varijante za koje je predvideno da dovode do menjanja funkcije proteina izdvojene su i
grupisane za svaki gen od interesa, odnosno za svaki gen iz odabranog panela gena ispitivanih
uzoraka DNK osoba sa NMOSB, nakon cega je izvrSeno poredenje sa kontrolnim uzorcima.
Opterecenje retkim varijantama izracunato je za NMOSB kohortu ispitanika. Takode, opterecenje
retkim varijantama izracunato je za svaki odabrani gen ponaosob, nakon korekcije stepena netacnog
nalaza (engl. False Discovery Rate, FDR) uz zna¢ajnost vecu od 0.05.

3.2. Klinicki deo istraZivanja

3.2.1. Tip studije

Ovo istrazivanje sprovedeno je po tipu opservacione studije odnosno studije preseka.

3.2.2. Selekcija ispitanika

Selekcija ispitanika za sprovodenje ovog istrazivanja vrSena je u odnosu na sledece
ukljucujuce 1 iskljucujuce kriterijume:

1. Uklju€ujuéi kriterijumi:

- Osobe starije od 18 godina

- Punoletne osobe sposobne da razumeju kontekst svog uceS¢a u istraZivanju i daju
dobrovoljni pristanak pisanim putem za uceSée u studiji, kao i za obradu, analizu i
objavljivanje dobijenih podataka

- Osobe kojima je dijagnoza bolesti (NMOSB/MS) postavljena prema aktuelno vaze¢im
dijagnostickim kriterijumima [2, 335].

2. IskljuCujuéi kriterijumi:

- Osobe mlade od 18 godina

- Osobe koje nisu u mogucnosti da razumeju kontekst ucesc¢a i/ili da donesu odluku o
dobrovoljnom pristanku za ucescée u istrazivanju

- Osobe koje ne ispunjavaju aktuelno vazece dijagnosticke kriterijume za NMOSB ili MS [2,
335]

- Osobe sa teskim kardiovaskularnim i/ili pulmoloskim bolestima, kao i osobe koje koriste
lekove sa mogu¢im uticajem na funkciju ANS.

Dakle, u ovu studiju ukljuceni su pacijenti stariji od 18 godina kojima je dijagnoza bolesti
(NMOSB ili MS) postavljena prema vazec¢im dijagnostickim kriterijumima [2, 335].

Ukupan broj ispitanika iznosio je 180 pacijenata (80 ispitanika obolelih od NMOSB i 100
ispitanika obolelih od MS) u periodu od februara 2021 godine do januara 2022 godine iz tri
referentna neuroloska centra: u Republici Srbiji (Klinika za neurologiju UKCS, Beograd), Republici
Hrvatskoj (Klinika za neurologiju KBC Rebro, Zagreb) i Republici Crna Gora (Klinika za
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neurologiju Klinickog centra Crne Gore (KCCGQG), Podgorica). U Klinici za neurologiju UKCS
obuhvaceno je 72 ispitanika obolelih od NMOSB kao i 100 ispitanika obolelih od MS. U Klinici za
neurologiju KBC Rebro obuhvaceno je ukupno 7 pacijenata obolelelih od NMOSB, dok je u Klinici
za neurologiju KCCG ovim istrazivanjem obuhvacen jedan pacijent oboleo od NMOSB.

Informacije o demografskim i klinickim karakteristikama ispitanika obezbedene su tokom
pregleda neurologa u ambulantnim ili hospitalnim uslovima, i preuzete su iz elektronskih
zdravstvenih kartona/istorije bolesti i ¢ine sastavni deo medicinske dokumentacije.

3.2.3. Metode klini¢kog istraZivanja

Procena kvaliteta zivota, disfunkcije ANS i stepena depresivnosti kod osoba obolelih od
NMOSB i MS izvrSena je primenom seta od 3 odgovarajuca upitnika u papirnoj formi, koje su
pacijenti direktno popunjavali.

3.2.3.1. Upitnik za procenu kvaliteta Zivota

U ovom istrazivanju, za procenu kvaliteta zivota osoba obolelih od NMOSB i MS, kori$¢en
je upitnik - Kvalitet zivota u multiploj sklerozi 54 (engl. Multiple Sclerosis Quality of Life-54,
MSQoL-54) koji je preveden i prilagoden socioloskom i kulturoloskom aspektu ispitanika,
odnosno, validiran je 2007 godine [392, 393]. Primenjeni MSQoL-54 upitnik predstavlja
multidimenzionalni sistem povezan sa zdravljem ¢iju osnovu ¢ini 36 pitanja koja predstavljaju
genericki instrument i odnose se na opSta pitanja o percepciji ispitanika (bilo koje
populacije/kategorije) u odnosu na razli¢ite domene svog zdravlja (opSti utisak o sopstvenom
zdravlju, osec¢aj zamora, socijalno funkcionisanje, emocionalno stanje, ograni¢enost funkcionisanja
zbog emocionalnog stanja, fizicko funkcionisanje, ograni¢enost usled fizickih poteskoca, osecaj
bola) [393, 394]. Takode ovaj upitnik, po domenima, dodatno sadrzi jos 18 pitanja usko povezanih
sa aspektima koji se odnose na MS [393]. Dakle, MSQoL-54 se sastoji od ukupno 54 pitanja
kategorisanih u 12 domena (sa po viSe pitanja), kao i dva pojedinaCna pitanja, sa opsegom
minimalnih i maksimalnih skorova ¢ijim ponderisanjem ukupnih skorova se mogu dobiti dva
osnovna kompozitna sistema:

- Kompozitni skor fizickog zdravlja (engl. Physical Healt Composites, PHC) i
- Kompozitni skor mentalnog zdravlja (engl. Mental Health Composites, MHC), [393].

Rezultati skale su linearno transformisani, odnosno opseg moguceg skora iznosi od 0-100

pri ¢emu ostvareni visi skor znaci bolji kvalitet Zivota obolelih osoba [393].

3.2.3.2. Upitnik za procenu disfunkcije autonomnog nervnog sistema

Instrument koji je koriS¢en u ovom istrazivanju za procenu disfunkcije ANS kod osoba
obolelih od NMOSB i MS jeste Kompozitni skor autonomnih simptoma-31 (engl. Composite
Autonomic Symptom Score-31, COMPASS-31) koji je preveden i prilagoden socioloskom i
kulturoloskom aspektu ispitanika, odnosno validiran od strane Drulovi¢ i sar. 2017 godine [395,
396]. Naime, COMPASS-31 predstavlja upitnik za kvantitativou procenu disautonomije i sastoji se
od ukupno 31 pitanja, koja se odnose na 6 domena funkcije/disfunkcije ANS [396]. Domeni i broj
pitanja po domenu, ukupan skor odgovora, kao i skor nakon ponderisanja inicijalno dobijenih
vrednosti odgovora u cilju poboljSanja unutrasnje konzistentnosti izmedu svih domena prikazan je u
Tabeli 11.
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Tabela 11. Domeni COMPASS-31, broj pitanja po domenu i skorovanje odgovora

Domeni Broj pitanja Inicijalni skor Kona¢ni skor®
(po domenu)
Ortostatska intolerancija 4 10 40
Vazomotorna funkcija 3 6 5
Sekretomotorna funkcija 4 7 15
Gastrointestinalna funkcija 12 28 25
Funkcija mokraéne besike 3 9 10
Pupilomotorna funkcija 5 15 5
UKUPNO: 6 31 75 100

Legenda: a — Nakon dodavanja ponder faktora na inicijalni skor statisticki je postignut prilagodeni opseg
kompozitnog skora 0-100 (visi kona¢ni skor oznacava tezi stepen disfunkcije autonomnog nervnog sistema).
Modifikovano prema Sletten i sar. 2012. [396]

3.2.3.3. Upitnik za procenu stepena depresivnosti

Za procenu stepena depresivnosti, odnosno ispitivanja osecanja i stavova u odnosu na
prisustvo bolesti (NMOSB ili MS), u ovoj studiji koris¢ena je skala za procenu depresivnosti koju
su dizajnirali A. Beck i R. Beck 1972 godine [397]. Bekova skala depresivnosti (engl. Beck’s
Depression Inventory, BDI) prevedena je i prilagodena socioloskim i kulturoloskim aspektima
ispitanika. Ova skala sastoji se od ukupno 13 kategorija sa po 4 ponudene tvrdnje (oznacene
numeri¢ki 0-4), koje se odnose na svaku ispitivanu kategoriju [397]. Ukupan skor dobija se
sabiranjem svih skorova pojedina¢nih kategorija pri ¢emu visi ukupni skor, predstavlja tezi oblik,
odnosno veé¢i stepen depresivnosti. Gradacija stepena depresivnosti prema ukupnom skoru
prikazana je u Tabeli 12.

Tabela 12. Procena stepena depresivnosti prema ukupnom skoru

Opseg konacnog skora Stepen procenjene depresivnosti
0-4 Depresivnost ne postoji*
5-7 Blagi stepen
8-15 Umeren stepen
>16 Tezak stepen

Legenda: a— Mogu¢ minimalni stepen depresivnosti. Modifikovano prema Beck i Beck, 1972. [397]

3.3. Statisticke analize

Za analizu i poredenje demografskih i klinic¢kih karakteristika izmedu kohorte pacijenata sa
NMOSB i kohorte obolelih od MS, koris¢en je Hi kvadrat test (za kategorijalne varijable), t-test (za
kontinuirane varijable sa normalnom distribucijom), Man-Whitney U test (za varijable koje nisu
normalno distribuirane).
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Za procenu razlike u frekfenciji alela medu ispitivanim grupama (NMOSB i MS) koriSc¢en je
Hi kvadrat test, dok je za ispitivanje korelacije genetickih markera i klinickih varijabli pacijenata
obolelih od NMOSB upotrebljen Spirmanov koeficijent korelacije.

Analiza opterecenja retkim varijantama u okviru WES, vrSena je koriS¢enjem
generalizovanog linearnog modela (GLM) i R softvera (http://www.r-project.org) u paketu
komparativne mikrobne genomike (engl. Comparative Microbial Genomics, CMG package).

Za analizu povezanosti autonomne disfunkcije i kvaliteta zivota sproveden je test Spirman-
ove korelacije.

Unakrsni odnos (engl. Odds Ratio, OR) sa intervalima poverenja od 95% (engl. Confidence
Interval, CI) ispitivani su logistickom regresionom analizom.

Analiza uticaja razli¢itih varijabli na PHC i MHC skorove kod pacijenata obolelih od
NMOSB i MS ucinjena je pomocu univarijabilne regresione analize. Potom, svi statisticki znacajni
parametri dobijeni primenom univarijabilne regresione analize su zajedno analizirani u
prilagodenom multivarijantnom modelu.

Kao mera efekta veli¢ine odreden je Cohen-ov F* za multiplu regresiju &ija vrednost 0.02 je
smatrana za mali efekat velicine, dok su vrednosti od 0.15 i 0.35 predstavljale umeren odnosno
veliki efekat veliine [398].

Sve analize sprovedene su uz pomo¢ StatistiCkog paketa za socijalne nauke (engl. Statistical
Package for Social Sciences, SPSS), verzija 17.0. Nivo statistiCke znacajnosti iznosio je p<0.05.

3.4. Ocena eti¢nosti istraZivanja

Ovo istrazivanje odobreno je od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu odlukom broj 1322/XII-11 od 03.12.2020 godine.

Svi ispitanici ukljuCeni u ovo istrazivanje su prethodno detaljno informisani usmenim i
pismenim putem o nazivu, ciljevima i osnovnoj metodologiji ovog istrazivanja, uklju¢ujuéi znacaj,
kontekst i sve relacije njihovog ucesca u ovoj studiji, dokumentom pod nazivom Informacije za
pacijente. Potencijalnim ispitanicima obezbedeno je dovoljno vremena da se upoznaju sa sadrzajem
dokumenta Informacije za pacijente, i omoguéeno im je da postave sva pitanja u vezi sa
predlozenim uc¢eséem u ovom istrazivanju.

Istrazivanje je takode odobreno od strane Etickog odbora Klinike za neurologiju KBC Rebro
1 Etickog odbora Klinike za neurologiju KCCG.

Pre zapocinjanja bilo kojeg procesa vezanog za eksperimentalni ili klinicki deo ovog
istrazivanja, svi ispitanici su prethodno dobrovoljno dali saglasnost, odnosno potpisali obrazac
Pisane saglasnosti pacijenta za uceS¢e u ovoj studiji, Sto je podrazumevalo i saglasnost za
koris¢enje licnih podataka tokom prikupljanja demografskih, klinickih i paraklinickih parametara
relevantnih za ovu studiju, obradu i objavljivanje rezultata istraZivanja u naucne i stru¢ne svrhe.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati eksperimentalnog istraZivanja

Eksperimentalni deo studije obuhvatio je analizu uzoraka DNK ukupno 64 pacijenata
obolelih od NMOSB i 40 pacijenata sa MS, kao i 100 uzoraka DNK zdravih osoba (kontrolna
grupa). Za sve ove uzorke uradeno je sekvenciranje svih 5 egzona gena AQP4, dok je za istih 64
pacijenata sa NMOSB ucinjena i WES analiza. Demografske i klinicke karakteristike ovih
pacijenata prikazane su u Tabeli 13.

Tabela 13. Demografske i klnicke karakteristike pacijenata ukljucenih u eksperimentalni deo

istrazivanja
Variable NMOSB MS p
n=64 n=40
Pol, n (%)
Muskarci 8 (12.5) 10 (24.4) 0.101
Zene 56 (87.5) 30 (73.2)
Starost (godine) 52.5+13.6 49.0+10.9 0.143
Starost na pocetku bolesti (godine) 394+ 139 31.2+9.7 0.001
Trajanje bolesti (godine) 8.4+8.6 12.8 + 8.9 0.014
Broj relapsa u prethodnoj godini, n (%)
Nula 27 (42.2) 24 (58.8)
Jedan 29 (45.3) 9 (22.0)
0.037
Dva 4(6.3) 1(2.4)
Tri 1(1.6) 2(4.9)
Cetiri 2(3.1) 0 (0.0)
EDSS, mediana (opseg) 3.0 (1.0-9.0) 2.5(0.0-7.5) 0.118
Mijelitis, n (%)
Da 46 (71.9)
Ne 18 (28.1)
Opticki neuritis, n (%)
Da 44 (68.8)
Ne 20 (31.3)
Mijelitis i opticki neuritis, n (%)
Da 25(39.1)
Ne 39 (60.9)
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Tok bolesti, n (%)
Monofazni 13 (20.3)
Relapsni 51(79.7)

MR nalaz, n (%)
Da 39 (60.9)
Ne 20 (31.3)

LETM, n (%)
Da 20 (31.3)
Ne 40 (62.5)

Legenda: EDSS - Expanded Disability Status Scale; LETM — Longitudinalni ekstenzivni transverzalni
mijelitis; MR — Magnetna rezonanca; MS — Multipla skleroza; NMOSB — Neuromijelitis optika spektar
bolesti;

4.1.1. Rezultati sekvenciranja kodiraju¢ih regiona gena AQP4

Ucinjenim sekvenciranjem metodom po Sanger-u gena AQP4 kod ispitivanih uzoraka u
egzonu 1 nisu otkrivene varijante od znacaja, dok je detektovana jedna varijanta od znacaja u
nekodirajuéem regionu odnosno u intronu 3 gena AQP4. Lokalizacija svih izdvojenih varijanti,
genotip 1 uticaj na primarnu strukturu polipeptida prikazani su u Tabeli 14. Detektovane varijante
gena AQP4 u kohorti obolelih od NMOSB, MS, kao i kontrolnoj grupi prikazane su u Tabeli 15.

Tabela 14. Varijante od znacaja u genu A0QP4

Region gena HGVS Genotip Promena SNP
AQP4 aminokiselina®
Egzon 1° / / / /
Egzon 2a NM_001650.7:c.201G>A GA Pro-67-Pro 1rs35248760
NM_001650.7:¢.112G>C GC Val-38-Leu rs778208236
Egzon 2b NM _001650.7:¢.366G>A GA GIn-122-Gln rs72557968
Egzon 3 NM 001650.7:c.492G>A GA Leu-164-Leu rs1839318
Intron 3 NM 001650.7:¢c.613- TA NA NA
10T>A
Egzon 5 NM_001650.7:c.955G>A GA Val319Ile rs200498749
NM_001650.7:¢.832A>G AG Met278Val 152144949828
Legenda: * — promena u primarnoj strukturi polipeptidnog lanca. ° — nisu pronadene varijante od znacaja.

AQP4 — akvaporin 4; Gln — glutamin, HGVS — Drustvo za varijacije humanog genoma (engl. Human
Genome Variation Society); lle — izoleucin; Leu — leucin; Met — metionin; NA — nije primenjivo (engl. Not
Applicable); Pro — prolin; SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism);
Val — valin;
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Tabela 15. Detektovane varijante u genu AQP4 u grupi obolelih od NMOSB i MS, kao i u
kontrolnoj grupi ispitanika

SNP GENOTIP NMOSB MS Kontrolna grupa

n = 64 n=40 n=100
N (%) N (%) N (%)

rs35248760 GG 49 (76.56) 29 (72.50) 81 (81.00)

GA 15(23.43) 11 (27.50) 17 (17.00)
AA 0(0) 0 (0) 2 (2.00)

rs778208236 GG 64 (100) 40 (100) 99 (99.00)
GC 0 (0) 0(0) 1 (1.00)
CcC 0(0) 0(0) 0 (0.00)

1s72557968 GG 63 (98.43) 39 (97.50) 98 (98.00)
GA 1(1.56) 1 (2.50) 2 (2.00)
AA 0(0) 0 (0) 0 (0.00)

rs1839318 GG 63 (98.43) 39 (97.50) 98 (98.00)
GA 1(1.56) 1 (2.50) 2 (2.00)
AA 0(0) 0(0) 0 (0.00)

NA TT 64 (100) 39 (97.50) 100 (100.00)
TA 0(0) 1(2.50) 0 (0.00)
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0.00)
rs200498749 GG 63 (98.43) 39 (97.50) 100 (100.00)

GA 1(1.56) 1 (2.50) 0 (0.00)
AA 0(0) 0(0) 0 (0.00)

152144949828 AA 64 (100) 40 (100) 99 (99.00)
AG 0(0) 0 (0) 1 (1.00)
GG 0(0) 0 (0) 0 (0.00)

Legenda: AQP4 — Akvaporin 4; MS — multipla skleroza; NMOSB — neuromijelitis optika spektar bolesti;
SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism);

Takode, ucinjeno je poredenje ucestalosti dobijenih varijanti u genu AQP4 izmedu kohorte
obolelih od NMOSB i kontrolne grupe ispitanika, potom, komparacija varijanti od znacaja u genu
AQP4 izdvojenih u kohorti obolelih od MS sa kontrolnom grupom, kao i varijanti u genu 4AQP4
izmedu NMOSB i MS kohorte pacijenata. Komparacija selektovanih varijanti gena 4QP4 izvrSena
je i izmedu kohorte obolelih od NMOSB, MS i kontrolne grupe ispitanika. Nije uoCena statisticki
znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa u odnosu na varijante detektovave u genu AQP4 (Tabela
16 i Tabela 17).
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Tabela 16. Komparacija ucestalosti heterozigota za varijante gena AQP4 izmedu NMOSB kohorte i
kontrolne grupe, izmedu MS kohorte i kontrolne grupe, izmedu NMOSB i MS kohorte.

Varijanta NMOSB K P MS K p NMOSB MS P
Genotip

rs35248760 15/64 17/100 | 0.310 11/40 17/100 | 0.161 15/64 11/40 | 0.642
GA (23.4%) | (17%) (27.5%) | (17%) (23.4%) | (27.5%)
rs778208236 0/64 1/100 | 0.422 0/40 1/100 | 0.526 0/64 0/40 /
GC (0%) (1%) (0%) (1%) (0%) (0%)
rs72557968 1/64 2/100 | 0.838 1/40 2/100 | 0.854 1/64 1/40 0.735
GA (1.6%) (2%) (2.5%) 2%) (1.6%) (2.5%)
rs1839318 1/64 2/100 | 0.838 1/40 2/100 | 0.854 1/64 1/40 0.735
GA (1.6%) (2%) (2.5%) (2%) (1.6%) (2.5%)

c.613-10 0/64 0/100 / 1/40 0/100 | 0.113 0/64 1/40 0.204
T>A (0%) (0%) (2.5%) (0%) (0%) (2.5%)
rs200498749 1/64 0/100 | 0.210 1/40 0/100 | 0.113 1/64 1/40 0.735
GA (1.6%) (0%) (2.5%) (0%) (1.6%) (2.5%)
152144949828 0/64 1/100 | 0.422 0/40 1/100 | 0.526 0/64 0/40 /
AG (0%) (1%) (0%) (1%) (0%) (0%)

Legenda: AQP4 — Akvaporin 4; K — kontrolna grupa; MS — Multipla skleroza;, NMOSB — Neuromijelitis
optika spektar bolesti;

Tabela 17. Komparacija ucestalosti heterozigota za varijante gena AQP4 izmedu NMOSB kohorte,
MS kohorte i kontrolne grupe.

Varijanta NMOSB MS K p
Genotip

rs35248760 15/64 11/40 17/100 0.332
GA (23.4%) (27.5%) (17%)

rs778208236 0/64 0/40 1/100 0.593
GC (0%) (0%) (1%)

1s72557968 1/64 1/40 2/100 0.945
GA (1.6%) (2.5%) 2%)

rs1839318 1/64 1/40 2/100 0.945
GA (1.6%) (2.5%) 2%)

c.613-10 0/64 1/40 0/100 0.127
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T>A (0%) (2.5%) (0%)
15200498749 1/64 1/40 0/100 0.339
GA (1.6%) (2.5%) (0%)
152144949828 0/64 0/40 1/100 0.593
AG (0%) (0%) (1%)

Legenda: K — Kontrolna grupa; MS — Multipla skleroza; NMOSB — Neuromijelitis optika spektar bolesti;

Ispitivanje korelacije izmedu dobijenih varijanti u genu AQP4 i klinickih karakteristika
osoba obolelih od NMOSB, pokazalo je da je rs35248760 varijanta povezana sa pojavom
mijelitisa kod ovih osoba (Spearman 0.299, p = 0.016), kako je prikazano u Tabeli 18.

Tabela 18. Korelacija A0QP4 genotipova i klinickih karakteristika osoba obolelih od NMOSB

< [o2e)
O (@) o
o A ) A < %)
O o Ne) [o%e) = ~ N
o~ o0 N — o [e%] <t
0 = o~ o = N o)
<t [\l v N | <t <
o o0 v on on S <t
a = SU R« |2« |3 S < Q0
20 20 20 RG] S 20 2 <
1. Monofazni 179 / 064 064 / 064 /
Tok bolesti
2. Relapsni 157 / 618 618 / 618 /
Promene na 1.DA -.063 / 183 183 / 183 /
MR mozga 2.NE 637 / 165 | .165 / 165 /
Sindrom arce 1.DA -207 / 061 061 / 061 /
postreme 2.NE .101 / 635 635 / 635 /
Sindrom 1.DA 228 / 079 079 / 079 /
mozdanog stabla | 5 NE 070 / 536 | .536 / 536 /
1.DA -.299 / -073 | -.073 / -.073 /
Mijelitis
2.NE 016 / 566 566 / 566 /
1. DA 184 / -.085 | -.085 / 187 /
Opticki neuritis
2.NE 145 / 505 505 / 139 /
1. Pozitivna -.024 / -037 | -.037 / -.037 /
AQP4 antitela
2. Negativna .853 / 774 174 / 174 /

Legenda: AQP4 — Akvaporin 4; MR — Magnetna rezonanca;

52




4.1.2. Rezultati sekvenciranja ¢itavog egzoma

Tokom WES analize replikovano je 5 varijanti od ukupno 10 varijanti od znacaja u 6 gena
kandidata u studiji iz 2022 godine, koju su sproveli Tabansky i sar. [113]. Ovi rezultati prikazani su
u Tabeli 19.

Tabela 19. Varijante u genima izdvojene WES u kohorti obolelih od NMOSB

Gen Hr Pozicija Ref | Alt TV REVEL | CADD gAF Clil\/ié Nalaz
NOTCHI 9 139391815 C T missense 0.169 24.5 0.0004 14 Replikovana
NOTCHI 9 139403482 G A missense 0.325 24.6 20 Replikovana
SPINK5 5 147498598 G T missense 0.197 24 0 2 Nije replikovana
GUSB 7 65439334 A T missense 0.914 25.6 0 1 Replikovana
IL6ST 5 55259272 T C missense 0.153 22.5 0.0002 0 Nije replikovana
IL6ST 5 55243391 C T missense 0.201 33 0 0 Nije replikovana
FNI 2 216240047 G A missense 0.287 24.6 0.0002 4 Replikovana
FNI 2 216272884 A G missense 0.252 26.5 0 Nije replikovana
FNI 2 216264005 G A missense 0.448 34 0.0002 3 Replikovana
CCR4 3 32995947 T C missense 0.374 25.8 na Nije replikovana

Legenda: Alt — Alternativni alel; CADD — (engl. Combined Annotation-Dependent Depletion); CCR4 — C-C
hemokinski receptor tip4; CMG — (engl. Centers for Mendelian Genomics); FN1 — Fibronektin-1 protein;
gAF — Frekvencija alela u bazi gnomAD (engl. Genome Aggregation Database); GUSB — Glukuronidaza
beta; Hr — Hromozom; IL6ST — Familija signalnog transdjusera interleukina 6; NOTCHI1- Neurogenski
lokus notch homolog protein 1; Ref — Referentni alel; REVEL — (engl. Rare Exome Variant Ensemble
Learner); SPINKS — Inhibitor kazal serinske peptidaze tip 5; TV — Tip varijante; WES — Sekvenciranje
¢itavog egzoma;

Analizom je obuhvaceno i 6 gena koji kodiraju za proteine ukljucene u sistem komplementa
(Tabela 20), od kojih su dve varijante replikovane u genu C/S. Pored toga, analizirana sui 3 gena u
kojima su prethodno kod probanada nadene de novo varijante u studiji Tabansky i sar. [113]. Od 3
analizirane varijante, u nasoj studiji, replikovana je jedna varijanta u genu sorting neksin 4 (Tabela
21).
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Tabela 20. Varijante u genima sistema komplementa

Gen Pozicija Alt TV REVEL | CADD | gAF Het Nalaz
CMG

Cis 7169873 G | missense | 0.038 22.4 | 0.0006| 3 | Replikovana
CIS 7174371 T | missense 0.151 24.6 0 1 Replikovana

Cc3 6709721 C | missense 0.181 25.6 / 0 Nije
replikovana

Cc7 40931185 G | missense 0.554 26.6 0 1 Nije
replikovana

C8B 57420448 C | missense 0.868 27.4 / 0 Nije
replikovana

9 39341348 T | missense 0.579 34 0.0002 0 Nije
replikovana

Bez Bez
C44 detektovanih / / / / / / detektovanih

varijanti varijanti

Legenda: Alt — Alternativni alel; C — Komplement; CADD — (engl. Combined Annotation-Dependent
Depletion); CMG — (engl. Centers for Mendelian Genomics), gAF — Frekvencija alela u bazi gnomAD
(engl. Genome Aggregation Database); Hr — Hromozom; Ref — Referentni alel; REVEL — (engl. Rare

Exome Variant Ensemble Learner); TV —Tip varijante;

Tabela 21. De novo varijante detektovane u studiji Tabansky i sar. [113] u kohorti obolelih od
NMOSB (WES)
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Legenda: Alt — Alternativni alel; BIN2 — Integrator premosc¢avanja 2; CADD — (engl. Combined Annotation-
Dependent Depletion); CMG — (engl. Centers for Mendelian Genomics); gAF — Frekvencija alela u bazi
gnomAD (engl. Genome Aggregation Database); NMOSB — Neuromijelitis optika spektar bolesti; PDS5A —
Faktor A udruzen sa kohezinom; Ref — Referentni alel; SNX4 — Sorting neksin 4; WES — Sekvenciranje

¢itavog egzoma;

Takode, od odabranih ukupno 7 varijanti u 6 gena MHC I lokusa, dve varijante su replikovane
kako je prikazano u Tabeli 22.

Tabela 22. Varijante gena u MHC I lokusu
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Legenda: Alt — Alternativni alel; ASB8 — Ankrin ponavljajuci i supresorski citokinski signalni (SOCS) box
8; CADD - (engl. Combined Annotation-Dependent Depletion); CMG — (engl. Centers for Mendelian
Genomics); gAF — Frekvencija alela u bazi gnomAD (engl. Genome Aggregation Database); HUWE1 — E3
Ubikvitin protein ligaza; Ref — Referentni alel; REVEL — (engl. Rare Exome Variant Ensemble Learner);
TRIM37 — Protein koji sadrzi tripartit motiv 37; UBE2H — Ubikvitin konjugacioni enzim E2H; UBE2Q1 —

Ubikvitin konjugacioni enzim E2Q1; ZNRF1 — Cink i prsten prst 1;

Tokom sprovedene WES analize od ukupno cetiri izdvojena gena u MHC II lokusu u studiji
Tabansky i sar. [113], detektovane su replikovane varijante u dva gena, prema nasem istrazivanju,

kako je prikazano u Tabeli 23.

Tabela 23. Varijante gena u MHC II lokusu
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DCTN3 9

34613808
C
T
missense
0,17
25,3
0,00001649
9
Replikovana
varijanta

OSBPLIA | 18

21897355
A
G
missense
0,247
23,6

0,00001652
0
Varijanta
nije
replikovana

Legenda: Alt — Alternativni alel; CANX — Calneksin; CADD — (engl. Combined Annotation-Dependent
Depletion); CMG — (engl. Centers for Mendelian Genomics); gAF — Frekvencija alela u bazi gnomAD
(engl. Genome Aggregation Database); DCTNI — Dinaktin subjedinica 1; DCTN3 — Dinaktin subjedinica 3;
OSBPLIA — Protein sli¢an oksisterol vezuju¢em proteinu 1A; Ref — Referentni alel; REVEL — (engl. Rare
Exome Variant Ensemble Learner);

U preostala dva gena iz prethodno odabranog panela (gen za teski lanac klatrina — CLTC i
gen za dopaminski D4 receptor — DRD4) ¢iji produkti su povezani sa procesima ligand — receptor
interakcije, nisu replikovane varijante detektovane u studiji Tabanski i sar. [113].

Sprovedenom burden analizom u nasSoj kohorti pacijenata sa NMOSB potvrdeno je
opterecenje za ukupno jednu varijantu u genu GUSB (Tabela 19), koja je izuzetno retka i sa
visokom prediktivnom patogenosc¢u (p=7.28E-7).

4.2. Rezultati klini¢kog istraZivanja

Klinicki deo istrazivanja odnosio se na procenu kvaliteta Zivota pacijenata sa NMOSB 1 MS,
kao 1 optere¢enja simptomima disfunkcije ANS i njihovog uticaja na kvalitet Zivota obolelih osoba
od NMOSB i MS.

Kada su u pitanju demografski i klinicki podaci, nije pokazano postojanje statistiCke
znacajnosti izmedu ove dve grupe pacijenata (NMOSB i MS), osim u pogledu proporcije osoba sa
pojavom jednog ili viSe relapsa u poslednjih 12 meseci u kohorti obolelih od NMOSB (61.3% p =
0.005), sto je prikazano u Tabeli 24.

Tabela 24. Demografski i klini¢ki podaci ispitanika ukljucenih u klinicko istrazivanje

Varijable NMOSB MS p

n=_380 n=100

Pol n (%) | Muskarci 14 (17.5) 26 (26.0)
Zene 66 (82.5) 74 (74.0) 017
Uzrast (srednja vrednost + SD) godine 47.1+£11.8 440+ 11.6 0.099
Trajanje bolesti (srednja vrednost + SD) godine 6.8+6.4 82+55 0.128
EDSS mediana, (IQR) 3.0 (3.75) 2.5(2.5) 0.159
Broj pacijenata sa relapsima tokom prethodnih 49 (61.3) 40 (40.0) 0.005

12 meseci n (%)
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Legenda: EDSS — proSirena skala onesposobljenosti (engl. Expanded Disability Status Scale); IQR —
interkvartalni raspon (engl. Interquartile range); MS — multipla skleroza; NMOSB — neuromijelitis optika
spektar bolesti; SD — standardna devijacija;

Prilikom poredenja skorova dobijenih primenom MSQoL-54 i BDI u ovoj studiji, izmedu
kohorte pacijenata sa NMOSB i onih koji boluju od MS, postignuta je statisticka znacajnost u
okviru domena MHC skora, koji je bio visi u NMOSB kohorti u odnosu na MS kohortu, dok za
ostale domene, kao i za domene BDI, nije postignuta statisticki znacajna razlika izmedu ove dve
grupe ispitanika, kako je prikazano u Tabeli 25.

Tabela 25. Skorovi MSQoL-54 i BDI upitnika kod pacijenata sa NMOSB i MS

NMOSB MS OR" (95% CI) p
(n=80) (n=100)
Skala Skor (Srednja vrednost + SD)

Domeni MSQoL-54

- Fizi¢ko zdravlje 56.0 £35.8 65.0+30.9 1.00(0.99-1.01) 0.283
- Ogranicenost usled fizickog stanja 44.8+44.4 493+43.8 1.00(0.99-1.07) 0.840
- Ogranicensot usled emocionalnog stanja 57.4£46.5 547+443  0.99(0.99-1.03) 0.219
- Bol 66.3 £29.1 67.3+285 0.99(0.98-1.07) 0.427
- Emocionalno blagostanje 70.0 + 18.9 654+£21.8 0.98(0.96-0.99) 0.021
- Energicnost 57.9+20.9 549+223 0.99(0.97-1.03) 0.114
- Percepcija sopstvenog zdravlja 54.5+235 543+22.4 0.99(0.98-1.07) 0.258
- Socijalno funkcionisanje 67.6 £25.8 65.8+251 0.99(0.97-1.01) 0.128
- Kognitivno funkcionisanje 86.5+18.9 74.6+£23.7 0.97(0.95-0.98) 0.001°
- Zdravstveni distres 76.8+25.4 67.7+27.7 0.98(0.97-0.99) 0.004
- Ukupni kvalitet Zivota 473 +16.0 50.6+13.4 1.02(0.99-1.04) 0.178
- Seksualno funkcionisanje 52.9+38.9 61.0+31.0 1.00(0.99-1.01) 0.861
- Promene u zdravstvenom stanju 442 +278 443 +227 1.00(0.98-1.01) 0.969
- Zadovoljstvo seksualnim funkcionisanjem 48.4+35.0 59.8+33.7 1.01(1.00-1.02) 0.035
- PHC 59.3+£24.1 60.5+23.1 0.99(0.98-1.01) 0.368
- MHC 66.2+19.2 61.8+20.7 0.98(0.96-0.99) 0.018
BDI 83+9.7 79+7.6 1.02 (0.98-1.06) 0.433

Legenda: BDI — Bekova skala depresivnosti; MHC — Mentalni kompozitni skor; MS — Multipla skleroza;
MSQoL-54 — Upitnik o kvalitetu Zivota u multiploj sklerozi 54; NMOSB — Neuromijelitis optika spektar
bolesti; OR — Odds ratio; SD - Standardna devijacija. * <0.001;

U poredenju razli¢itih domena disfunkcije ANS u COMPASS-31 kod obolelih od NMOSB i
MS, pokazano je da su ortostatska tolerancija i poremecaji u domenu pupilomotorne funkcije bili
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znacajno zastupljeniji u grupi obolelih od MS u odnosu na pacijente sa NMOSB, kako je prikazano

u Tabeli 26.

Tabela 26. Opterecenje simptomima disfunkcije ANS kod pacijenata sa NMOSB i MS

COMPASS-31 NMOSB MS p
Ortostatska intolerancija

- Mediana (25. i 75. percentil) 0.0 (0.0, 0.0) 1.0 (0.0, 16.0) <0.001
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 15 41 0.018
Vazomotorni domen

- Mediana (25. i 75. percentil) 1.0 (0.0, 0.0) 1.0 (0.0, 0.0) 0.562
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 20 18 0.420
Sekretomotorni domen

- Mediana (25. i 75. percentil) 1.0 (0.0,4.3) 1.0 (0.0,4.3) 0.561
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 47 44 0.901
Gastrointestinalni domen

- Mediana (25. i 75. percentil) 452.7,4.1) 4.9 (1.8,6.9) 0.842
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 93 88 0.916
Funkcija mokraéne beSike

- Mediana (25. i 75. percentil) 1.2 (0.0,3.3) 2.2(0.0,3.3) 0.169
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 53 68 0.426
Pupilomotorni domen

- Mediana (25. i 75. percentil) 0.7 (0.0, 1.3) 1.0 (0.7,1.7) 0.005
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 63 84 0.056
Ukupni skor

- Mediana (25. i 75. percentil) 9.4(5.3,18.3) 11.8 (6.6, 24.7) 0.060
- Pacijenti sa skorom > 0.0 (%) 100 97 0.312

Legenda: ANS — Autonomni nervni sistem; COMPASS-31 - Kompozitni skor autonomnih simptoma-31; MS
— Multipla skleroza; NMOSB — Neuromijelitis optika spektar bolesti;

Utvrdena je statisticki znacajna inverzna korelacija izmedu PHC i MHC skorova i totalnog
COMPASS-31 skora kod pacijenata sa NMOSB (PHC = -0.420, p<0.001; MHC= -0.484, p<0.001),
kako je prikazano na Grafikonu la i 1b.
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Grafikon 1b. Korelacija izmedu MHC skora i COMPASS-31 kod pacijenata sa NMOSB

Takode, utvrdena je statisticki znacajna inverzna korelacija izmedu PHC i MHC skorova i
totalnog COMPASS-31 skora kod pacijenata sa MS (PHC= -0.669, p<0.001; MHC= -0.605,
p<0.001), kako je prikazano na Grafikonu 2a i 2b.
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Grafikon 2b. Korelacija izmedu MHC skora i COMPASS-31 kod osoba sa MS

Primenom multivarijantne linearne regresione analize pokazano je postojanje
nezavisnih prediktivnih faktora kvaliteta zivota osoba sa NMOSB i MS, kako je pokazano u Tabeli
27.
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Tabela 27. Prediktivni faktori kvaliteta zivota mereni upotrebom MSQoL-54 upitnika kod osoba sa

NMOSB i MS

Kompozit fizickog zdravlja

Kompozit mentalnog zdravlja

Beta koeficijent (95%CI)  p C | Beta koeficijent (95%CI) p (of
NMOSB
EDSS -0.33(-5.69,-1.61) 0.001 0.822 | -0.23(-3.53,-0.41) 0.014 | 1.108
BDI -0.35(-1.29,-0.41) 0.001* | 1.047 | -0.56 (- 1.43,-0.73) 0.001* | 1.115
Ortostatska -0.23(-1.27,-0.23) 0.005 1.142 | -0.20 (- 1.05, - 0.20) 0.004 | 1.207
intolerancija
Uzrast -0.25(-0.79,-0.14) 0.006 1.261 |/ / /
MS
EDSS -4.21(-5.61,-2.82) 0.001* | 1.049 |/ / /
BDI -1.06 (- 1.43,-0.69) 0.001* | 1.418 |-1.72(-2.07,-1.38) 0.001* | 0.932
Ortostatska -1.07 (0.45, 1.69) 0.001 1.691 |/ / /
intolerancija
Totalni skor -1.44 (- 1.55,-0.74) 0.001* | 1.819 |-0.44(-0.61,-0.27) 0.001* | 0.976

COMPASS-31

Legenda: *- < 0.001; * - Cohen's f*; BDI — Bekova skala depresivnosti; CI — Interval poverenja; COMPASS-
31 — Kompozitni skor autonomnih simptoma-31; EDSS - prosirena skala onesposobljenosti (engl. Expanded
Disability Status Scale); MS — Multipla skleroza; NMOSB — Neuromijelitis optika spektar bolesti;
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5. DISKUSIJA

Studija u okviru ove doktorske disertacije obuhvatila je znacajan broj uzoraka DNK osoba
obolelih od NMOSB, zatim obolelih od MS, kao i uzoraka zdravih ispitanika (NMOSB = 64, MS =
40, kontrolni uzorci = 100) u cilju molekularno — geneticke analize gena AQP4 i potencijalne
detekcije varijanti od znacaja i njihove korelacije sa odredenim klinickim karakteristikama osoba
obolelih od NMOSB. Takode, uzorci pacijenata sa NMOSB analizirani su primenom WES
tehnologije, u cilju istrazivanja geneticke osnove NMOSB. Demografske i klinicke karakteristike
pacijenata prikazane su u Tabeli 13. Kada su u pitanju demografski podaci ispitanika, statisticki
znacajna razlika izmedu kohorte pacijenata sa NMOSB i MS uocena je u odnosu na starost na
pocetku bolesti, koja je bila visa kod osoba sa NMOSB (p = 0.001), zatim, u trajanju bolesti, koja je
bila duza u kohorti pacijenata sa MS (p = 0.014), kako je prikazano u Tabeli 13. Takode, kada su u
pitanju osnovne klinicke karakteristike izmedu NMOSB i1 MS, statisticki znacajna razlika
postignuta je broju relapsa u prethodnoj godini koja je bila visa u grupi pacijenata sa NMOSB (p =
0.037), kako je prikazano u Tabeli 13.

IzvrSeno je sekvenciranje svih pet egzona gena AQP4 metodom po Sangeru [137], nakon
cega je identifikovano ukupno sedam jednonukleotidnih varijanti (Tabela 14). Naime, u egzonu 1
gena AQP4 nisu detektovane varijante od znacaja u sve tri ispitivane grupe. Kod 15 bolesnika sa
NMOSB, 11 bolesnika sa MS, kao i kod 19 kontrolnih ispitanika, detektovana je jednonukleotidna
sinonimna varijanta u heterozigotnom obliku u egzonu 2a gena AQP4, (NM_001650.7:c.201G>A,
p-Pro67Pro). Varijanta je zabelezena u gnomAD kohorti u heterozigotnom obliku sa ucestalos¢u od
0.0000119 [399]. S obzirom na to da je ova detektovana varijanta prisutna u heterozigotnom obliku
i u ops$toj populaciji, kao i u kontrolnoj grupi u okviru ovog istrazivanja, te da se ne nalazi u
evolutivno ocuvanom regionu gena AQP4 (phyloP100 zbir je -1.467) [400], kao i da je prema in
silico predikcionom softveru MaxEntScan (koji omogucava predikciju znaCaja patogenosti
sinonimnih varijanti), okarakterisana kao benigna [401], detektovanu varijantu svakako
klasifikujemo kao benignu. Varijanta (p.Pro67Pro) je novootkrivena, odnosno nije prijavljena u
dostupnim bazama genomskih varijanti kao S§to su ClinVar [402], i LOVD [403]. Pomenuta
varijanta (p.Pro67Pro) nije prijavljena ni u dostupnoj literaturi, dok CADD (engl. Combined
Annotation Dependent Depletion) zbir od 1.392 sugeriSe da je ova varijanta benigna [404]. Takode,
kod jednog kontrolnog ispitanika detektovana je jednonukleotidna missense varijanta u
heterozigotnom obliku u egzonu 2a gena AQP4 (NM_001650.7: ¢.112G>C, p.Val38Leu). Varijanta
je zabeleZena u gnomAD kohorti u heterozigotnom obliku sa ucestalos¢u od 0.00000398 [399]. Isto
tako, varijanta (p.Val38Leu) nalazi se u evolutivno ocuvanom regionu gena AQP4 (phyloP100 zbir
je 7.899) [400]. Prema in silico predikcionim softverima (MutationTaster [405], Metal R, REVEL)
dobijena vatijanta (p.Val38Leu) okarakterisana je uglavnom kao varijanta nejasnog znacaja (engl.
Variant of Uncertain Significance, VUS). Za ovu varijantu, CADD zbir iznosio je 2.88 §to sugeriSe
da je varijanta benigna [404]. Vecina opisanih missense varijanti u genu AQP4 okarakterisano je
kao VUS. Varijanta (p.Val38Leu) je novootkrivena, odnosno nije prijavljena ni u ClinVar [402], ni
u LOVD [403] bazama genomskih varijanti, dok sa druge strane, nije izdvojena niti objavljena u
dostupnoj literaturi. U egzonu 2b gena 4QP4 kod jednog bolesnika sa NMOSB, jednog bolesnika
sa MS i dva kontrolna ispitanika, detektovana je heterozigotna jednonukleotidna sinonimna
varijanta (NM_001650.7:c.366G>A, p.GIn122GIn). Ova varijanta u egzonu 2b gena AQP4
zabelezena je u gnomAD kohorti u heterozigotnom i homozigotnom obliku sa ucestalos¢u od
0.0263 [399]. S obzirom na to da je varijanta (p.GIn122GlIn) prisutna i kod kontrolnih subjekata u
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globalnoj populaciji, kao i u kontrolnoj grupi u heterozigotnom obliku, te da se ne nalazi u
evolutivno ocuvanom regionu gena 4QP4 (phyloP100 zbir je 3.148) [400], te da je prema in silico
predikcionom softveru MaxEntScan za predikciju znaCaja patogenosti sinonimnih varijanti [401]
okrakterisana kao benigna, dobijenu varijantu (p.GIn122GIn) gena AQP4 klasifikujemo kao
benignu. Ova varijanta je novootkrivena, odnosno nije prijavljena ni u ClinVar [402], ni u LOVD
[403] bazama genomskih varijanti, niti je izdvojena u dostupnoj literaturi. Takode, CADD zbir
iznosio je 5.736, koji svakako ukazuje na to da je varijanta (p.Gln122GIn) benigna [404]. U egzonu
3 gena AQP4 kod jednog bolesnika sa NMOSB, kao i kod jednog pacijenta sa MS, i dva kontrolna
ispitanika ~ detektovana  je = heterozigotna  jednonukleotidna  sinonimna  varijanta
(NM_001650.7:¢.492G>A, p.Leul64Leu). Takode, treba ista¢i da je ova varijanta detektovana i
kod istih bolesnika kod kojih je detektovana i prethodno navedena ¢.366G>A (p.GIn122GIn)
sinonimna varijanta. Ova pomenuta varijanta je zabelezena u gnomAD kohorti u heterozigotnom i
homozigotnom obliku sa ucestalos¢u od 0.0286 [399]. S obzirom na to da je varijanta ¢.366G>A
(p-GIn122Gln) prisutna i kod kontrolnih subjekata u globalnoj populaciji, kao i u kontrolnoj grupi u
okviru ovog strazivanja i to u heterozigotnom obliku, kao i da se ne nalazi u evolutivno o¢uvanom
regionu gena AQP4 (phyloP100 zbir je 2.02) [400], dok je prema in silico predikcionom softveru
MaxEntScan za predikciju znaCaja patogenosti sinonimnih varijanti [401], okrakterisana kao
benigna, ovu varijjantu u genu AQP4 Kklasifikujemo kao benignu. Varijanta c¢.366G>A
(p.GIn122Gln) je novootkrivena, odnosno nije prijavljena u bazama genomskih varijanti (ClinVar
[402], LOVD [403]). Isto tako, ova varijanta nije opisana u dostupnoj literaturi, dok CADD zbir od
0.021 sugeriSe da je varijanta ¢.366G>A (p.GIn122GlIn) benigna [404]. U egzonu 4 gena AQP4 kod
jednog bolesnika sa MS detektovana je heterozigotna jedninukleotidna intronska/nekodirajuca
varijanta u intronu 3 (NM_001650.7:c.613-10T>A). Prema dostupnoj literaturi, u ovom genu, do
sada, nisu opisane varijante od znacaja u nekodiraju¢em regionu. Varijanta c.613-10T>A nije
zabelezena u gnomAD kohorti u homozigotnom i heterozigotnom obliku [399]. Takode, nije
detektovana ni iz uzoraka kontrolne grupe u ovom istrazivanju, Tabela 15. Varijanta c.613-10T>A
se ne nalazi u evolutivno ocuvanom regionu gena AQP4 (phyloP100 zbir je 2.351) [400]. Takode,
ova varijanta je novootkrivena, odnosno nije prijavljena ni u ClinVar [402], ni u LOVD [403]
bazama genomskih varijanti, a odsustna je i iz dostupne literature. Prema in silico predikcionom
softveru MaxEntScan varijanta c.613-10T>A okarakterisana je kao VUS [401]. Sa druge strane,
CADD zbir je iznosio 1.791, §to sugeriSe benigni efekat ove varijante [404]. Na osnovu svega
navedenog, zbog oskudnosti informacija o datoj varijanti (c.613-10T>A) u nekodirajuem regionu
gena AQP4, ovu varijantu, za sada, mozemo klasifikovati kao varijantu nejasnog znacaja. U egzonu
5 gena AQP4 kod jednog bolesnika sa NMOSB i kod jedne osobe sa MS, detektovana je
heterozigotna jednonukleotidna missense varijanta (NM_001650.7:c.955G>A, p.Val3191le). Dakle,
ova varijanta je zabelezena u gnomAD kohorti u heterozigotnom obliku sa ucestalos¢u od 0.000636
[399]. Varijanta c.955G>A, (p.Val319lle) se nalazi u relativno o¢uvanom regionu gena (phyloP100
zbir je 5.343) [400]. Takode, prema in silico predikcionim softverima MutationTatster [405] i
Metal R okarakterisana je kao VUS, a prema REVEL i CADD kao benigna (CADD zbir je 1.108)
[404]. Isto tako, treba napomenuti da je ova detektovana varijanta prijavljena u ClinVar [402] bazi
podataka (ClinVarID:252591) kao VUS. Sa druge strane, kod jednog kontrolnog ispitanika u ovom
istrazivanju detektovana  je heteozigotna  jednonukleotidna missense varijanta
(NM_001650.7:c.832A>G, p.Met278Val). Ova varijanta nije zabelezena u gnomAD kohorti u
homozigotnom i heterozigotnom obliku [399]. Detektovana varijanta c.832A>G, (p.Met278Val) se
ne nalazi u evolutivno o¢uvanom regionu gena AQP4 (phyloP100 zbir je 0.683) [400], a prema in
silico predikcionim softverima MutationTatster [405], MetalLR, REVEL 1 CADD (CADD zbir je
0.639) [404], okarakterisana je kao benigna. Varijanta c.832A>G, (p.Met278Val) je novootkrivena,
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odnosno nije prijavljena u ClinVar [402], ni u LOVD [403] kao dostupnim bazama genomskih
varijanti, a takode nije opisana u dostupnoj literaturi u genu 4AQP4.

Kada je u pitanju postojanje potencijalne povezanosti dobijenih varijanti u genu AQP4 sa
pojavom NMOSB, u studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije, u€injeno je poredenje
ucestalosti heterozigota za ove varijante izmedu kohorte obolelih od NMOSB i kontrolne grupe
ispitanika, kada nije dostignuta statisticki znacajna razlika, kako je prikazano u Tabeli 16. Sa druge
strane, u studiji koju su sproveli Matiello i sar. 2009 godine i koja je obuhvatila ukupno 191 (177
sporadi¢nih i 14 familijarnih slucajeva) pacijenata sa NMOSB, od kojih je najveci broj obolelih bio
kavkaskog porekla, kao i 1363 zdravih ispitanika (kontrolna grupa), jedna od ukupno 8
jednonukleotidnih varijanti (22695167:TA) u genu AQP4, bila je statisticki znac¢ajno povezana sa
NMOSB fenotipom (MAF = 0.01, p = 0.026), dok su kod ukupno 3 pacijenta (od kojih su dva bila u
srodstvu), izdvojene dve razliCite missense alelne mutacije (R191, R19T) na poziciji 19 arginina,
koje su okarakterisane kao specificne za NMOSB [406]. Studija u okviru ove doktorske disertacije
u analiziranoj kohorti NMOSB pacijenata nije sadrzala familijarne sluc¢ajeve bolesti. Imajuéi u vidu
izuzetan znacaj AQP4-IgG u patogenezi NMOSB, kao i u procesu postavljanja dijagnoze ove
bolesti, Crane i sar. su 2011 godine ispitivali, izmedu ostalog, i uticaj tackastih mutacija odnosno
jednonukleotindih missense varijanti u genu AQP4 (posebno arginin 19 polimorfizama) na
eventualnu produkciju AQP4-IgG, ili moguceg uticaja na formiranje OAPs struktura, i tom
prilikom nije uofen znacaj ovih varijanti, kako u formiranju specificnih supramolekularnih AQP4
struktura, tako i sposobnosti vezivinja AQP4-IgG za specificne epitope AQP4 proteina [2, 162, 170,
407]. Takode, u studiji koju su sproveli Pisani i sar. 2014 godine i koja se bavila detekcijom point
odnosno tackastih mutacija u genu AQP4, sa ciljem procene njihovog uticaja na molekularnu
organizaciju epitopa AQP4 proteina i formiranja OAPs struktura, ukazala je na znacaj varijante sa
aspartatom na poziciji 69 (Asp69) u kontroli prostorne ekstracelularne konformacije A petlje, u
organizaciji epitopa AQP4 proteina, ne menjajuéi pritom sposobnost formiranja OAPs struktura,
niti fizioloske funkcije AQP4 proteina kao vodenih kanala, $to za posledicu moZe imati poseban
afinitet patogenih poliklonalnih AQP4-IgG prema takvoj organizaciji epitopa [408]. Takode, kada
je u pitanju kavkaska populacija obolelih od NMOSB, analizom gena AQP4 kod ukupno 18
pacijenata (od kojih je njih 12 bilo AQP4-IgG seropozitivno), izdvojene su odredene varijante ovog
gena, od kojih jedna u 5’UTR regionu (c.-39G>A), potom dve tihe mutacije u egzonu 2 (Pro67Pro i
GIn122Gln), jedna varijanta u egzonu 3 (Leul64Leu) i jedna missense varijanta u egzonu 4
(Met224Thr), ¢iji znacaj u NMOSB nije mogao biti jasno definisan usled malog broja ispitanika,
iako su mutacije u egzonu 2 gena AQP4 (GIn122Gln), kao i u egzonima 3 i 4 detektovane samo kod
AQP4-IgG seropozitivnih pacijenata obolelih od NMOSB [409]. U studiji u okviru izrade ove
doktorske disertacije, takode je u drugom egzonu gena AQP4 detektivana pomenuta varijanta
1872557968 (GIn122GIn) kod jednog pacijenta u kohorti obolelih od NMOSB, ali i kod jednog
pacijenta sa MS, kao i kod dva subjekta u kontrolnoj grupi (Tabela 14 i Tabela 15). Dakle, studija
koju su sproveli Garcia-Miranda i sar. 2019 godine u okviru analize polimorfizama gena AQP4,
obuhvatila je i 16 uzoraka osoba sa MS, kada izdvojene varijante u ovom genu nisu bile povezane
sa pojavom MS, Sto je takode u saglasnosti i sa rezultatima nase studije, kojom je obuhvaceno
ukupno 40 pacijenata sa MS kod kojih nisu detektovane rizi¢ne varijante za pojavu bolesti (Tabela
16), §to je i oCekivan nalaz s obzirom na Cinjenicu da su NMOSB i MS prepoznate kao posebni
entiteti sa razliCitim etiopatogenetskim mehanizmima, koji dovode do razvoja ove dve bolesti [2,
335, 409]. Takode, u nasoj studiji nije uoCena statisticki znacajna povezanost dobijenih
polimorfizama u genu 4AQP4 prilikom poredenja kohorte obolelih od NMOSB, MS i grupe zdravih
ispitanika (Tabela 17). Sa druge strane, molekularno-geneticke analize gena AQP4 u kineskoj,
odnosno azijskoj populaciji, na uzorku od 122 osobe obolele od NMOSB (AQP4-1gG seropozitivni
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slucajevi) detektovano je ukupno 14 novih SNP, medu kojima nije bilo nesinonimnih mutacija, i
¢ija frekvencija je bila niska u ispitivanoj kohorti, te nije uoCena korelacija ovih varijanti sa
razvojem susceptibilnosti prema NMOSB u poredenju sa kontrolnom grupom od 204 uzoraka
zdravih ispitanika, mada je sugerisano da odredeni polimorfizmi u nekodiraju¢im regionima gena
za AQP4 kao Sto su A/T genotip u rs1058424 i C/T genotip u rs3763043 koji pripadaju 3°’UTR, bi
se mogli dovesti u vezu sa uticajem na regulatorne molekularne mehanizme, a samim tim i sa
mogucéim uticajem na pojavu NMOSB kod ovih pacijenata, te je ukazana potreba za daljim
sprovodenjem funkcionalnih studija [410]. U studiji koja je objavljena 2016 godine i koja je takode
obuhvatila kinesku populaciju, ali sa manjom kohortom obolelih od NMOSB, sekvenciranjem gena
AQP4 izdvojeni su odredeni Cesti, ali i dva reda polimorfizma (rs61731038 i rs150587304) za datu
populaciju, kada nije uocena korelacija sa NMSOB [411], $to je u saglasnosti i sa rezultatima naSe
studije. Dakle, ova pomenuta studija Yang i sar. obuhvatila je ukupno 62 osobe sa NMOSB, 87
osoba sa MS, kao i kontrolnu grupu koju je ¢inilo 109 zdravih ispitanika, uporedivanjem dobijenih
varijanti u genu AQP4 nije uocCena povezanost detektovanih polimorfizama sa pojavom kako
NMOSB tako i MS, primenom logisticke regresione analize, sugerisu¢i da ovi polimorfizmi u genu
AQP4 ne uticu na podloznost prema pojavi NMOSB i MS [411], Sto je takode u saglasnosti sa
rezultatima u istraZivanju sprovedenom tokom izrade ove doktorske disertacije. Prema tome, u
nasoj studiji izvrSena je komparacija varijanti AQP4 gena od znacaja izdvojenih u kohorti obolelih
od MS sa kontrolnom grupom, kao i varijanti u AQP4 genu izmedu NMOSB i MS kohorte (Tabela
16). Sa druge strane, komparacija izdvojenih varijanti AQP4 gena izvrSena je i izmedu kohorte
obolelih od NMOSB, MS i kontrolne grupe ispitanika. Nije uoCena statisticki znacajna razlika
izmedu ispitivanih grupa u odnosu na varijante AQP4 gena (Tabela 17). Isto tako, statisticki
znacajna korelacija dobijenih polimorfizama u genu AQP4 i pojave NMOSB (kao ni MS) nije
uocena ni u studiji koja je obuhvatila korejsku populaciju od ukupno 178 pacijenata (99 osoba sa
NMOSB i 79 osoba sa MS), kao i 237 zdravih osoba (kontrolna grupa) [412]. Svakako, kada je u
pitanju poredenje rezultata dobijenih u studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije, treba uzeti
u obzir odredene razlike u odnosu na pomenute studije, pre svega, razliCitu etnicku pripadnost
pacijenata i zdravih ispitanika, odnosno kontrolne grupe u ovom istrazivanju. Sa druge strane,
studija koja je, izmedu ostalih, obuhvatila i 18 pacijenata sa NMO/NMOSB, potom, 38 pacijenata
obolelih od MS kao i 39 zdravih ispitanika, u kojoj je sekvenciranjem gena AQP4 detektovana
varijanta na poziciji -1003 bp (A-G) u promotoru ovog gena, ¢ija frekvencija je bila znacajno visa u
grupi ispitanika sa AQP4-IgG seropozitivnom formom bolesti, u odnosu na one sa AQP4-IgG
seronegativnom formom bolesti, kao i zdravim kontrolnim ispitanicima, §to sugeriSe moguéu
povezanost ovog polimorfizma sa AQP4-IgG serostatusom [413]. Takode, studija koja je obuhvatila
obolele od NMOSB u japanskoj populaciji sekvenciranjem gena AQP4 ukazala je da polimorfizam
(rs2075575) u regionu promotora ovog gena, povecava rizik za pojavu AQP4-IgG seropozitivnog
NMOSB u ispitivanoj populaciji [414]. Pomenuta varijanta (rs2075575) nije detektovana u
ispitivanim grupama u istraZivanju u okviru ove doktorske disertacije, uz napomenu da u nasoj
studiji nije obuhvaceno sekvenciranje nekodiraju¢ih regiona u genu AQP4, kao i potrebe
uvazavanja etickih razlika kada je u pitanju ispitivana populacija pacijenata.

Nasa studija je posebno ispitivala i povezanost odredenih polimorfizama u genu AQP4 sa
najvaznijim klinickim i paraklinickim karakteristikama pacijenata obolelih od NMOSB (Tabela 18).
Kako je prikazano u Tabeli 18, izdvojena rs35248760 varijanta bila je povezana sa pojavom
mijelitisa kod ovih osoba (Spearman 0.299, p = 0.016), dok ostale klinicke i paraklinicke
karakteristike nisu bile statisticki znacajno asocirane sa varijantama od interesa u genu 4QP4 osoba
obolelih od NMOSB. Do danas je objavljen mali broj rezultata studija koje su se direktno bavile
korelacijom odredenih polimorfizama gena AQP4 kao genetickih markera sa klinickim i
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paraklinickim karakteristikama osoba sa NMOSB. Pa je tako, na primer, u studiji kineskih autora,
Qiu i sar. iz 2015 godine, obuhvaéeno ukupno 208 pacijenata sa AQP4-IgG seropozitivnom
formom NMOSB, kao i 204 zdravih osoba u okviru kontrolne grupe, kada je pokazano da su
polimorfizmi rs1058424 i rs3763043 u 3'-UTR gena AQP4, bili statisticki znacajno povezani sa
pojavom transverzalnog mijelitisa kod osoba obolelih od NMOSB, dok su tri varijante u ovom genu
(rs1058424, 1s335929 u 3'-UTR, kao i rs151244 u regionu promotora) bile udruzene sa optickim
neuritisom, dok su sa druge strane, polimorfizam rs6508459 u 3'-UTR i rs3763040 varijanta u
intronskom regionu, bile udruzene sa koegzistiraju¢im sistemskim autoimunskim bolestima [415].
Treba ista¢i da u studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije nije detektovana ni jedna od
navedenih varijatni gena AQP4 kod obolelih osoba sa NMOSB koju su izdvojili Qiu i sar. Takode,
u na$oj studiji sekvenciranjem nije obuhvacéen region promotora kao ni UTR na 5' i 3' kraju DNK
lanca u genu AQP4 §to se moze smatrati relativnim nedostatkom ove studije. Takode, u studiji koju
su sproveli Matsushita i sar. iz 2020 godine i koja je obuhvatila 211 pacijenata sa NMOSB pretezno
azijskog porekla (Japan), kao i 1919 zdravih osoba (kontrolna grupa), u okviru primenjene GWAS
analize izdvojeno je ukupno 46 SNP povezanih sa genom AQP4, od kojih je samo (rs162003)
varijanta bila statisticki znacajno povezana sa merom stepena onesposobljenosti odnosno EDSS (p
= 0.0056), ali ova asocijacija nije potvrdena nakon primene statistickih alata za korekciju u okviru
multiplog testiranja [92]. Naime, u ovoj studiji nije potvrdena povezanost odredenih polimorfizama
gena AQP4 sa klinickim i paraklinickim rezultatima, mada treba imati na umu postojece razlike
(etnicka pripadnost), u odnosu na grupu ispitanika u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije.
Imajuci u vidu relativno mali broj pacijenata sa NMOSB ukljuc¢enih u naSe istrazivanje sa jedne
strane, kao i postojanje relativno slabe povezanosti mijelitisa 1 rs35248760 polimorfizma (Spearman
0.299) sa druge strane, svakako je neophodno ove rezultate potvrditi na ve¢em broju ispitanika
kavkaskog porekla i obuhvatiti nekodirajuce regione gena 4QP4.

Takode, u studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije obavljen je WES za svih 64
uzoraka DNK pacijenata sa NMOSB (iz Srbije i Hrvatske), ¢ime je prethodno odabran set gena i
varijanti izdvojenih u tim genima prema rezultatima studije Tabansky i sar. koja je, izmedu ostalog,
obuhvatila ukupno 36 pacijenata od kojih je 22 pacijenata sa NMOSB bilo poreklom iz Srbije [113].
U Tabeli 19 prikazani su geni odnosno varijante koje su replikovane prilikom WES u nasSoj
NMOSB kohorti pacijenata. Naime, u genu NOTCHI izdvojene su dve replikovane varijante
(identi¢ne varijantama u genu NOTCH Idetektovane u istrazivanju koje su sproveli Tabansky i sar.
[113]), ali za koje nema dovoljno dokaza da su povezane sa pojavom NMOSB u nasoj kohorti
pacijenata. Medutim, opisana je povezanost odredenih, retkih varijanti, u genu NOTCHI sa
razli¢itim tipovima maligniteta u ljudi, ali i imunski posredovanim poremecajima [416-419]. Pa
tako, na primer, pokazano je da su odredene varijante u genu NOTCH]I bile povezane i sa MS,
posebno sa procesima vezanim za neuroinflamaciju i astrogliozu, koje mogu biti prominentne u
ovoj bolesti [420]. Sa druge strane, u studiji Huang i sar. iz 2013 godine koja je obuhvatila 106
pacijenata sa NMO/NMOSB, zatim, 118 osoba sa MS kao, i 152 uzorka zdravih osoba, pokazano je
da varijanta (rs422951) u genu NOTCH4 moze imati protektivan znacaj kada je u pitanju MS u
japanskoj populaciji ispitanika, §to nije pokazano za kohortu pacijenata sa NMO/NMOSB [421].
Detektovana varijanta u genu SPINK5 u kohorti NMOSB pacijenata u istrazivanju koje su sproveli
Tabansky i sar nije replikovana [113] u naSoj studiji. Do sada nisu opisane mutacije u genu
SPINK5 koje su povezane sa pojavom ili fenotipskim varijetetima NMOSB, dok su odredene
varijante u genu SPINK5 pre svega, asocirane sa pojavom Nethertonovog sindroma, koji ukljucuje
brojne abnormalnosti koze i imunskog sistema [422-424]. Kada je u pitanju gen GUSB, u nasoj
kohorti pacijenata sa NMOSB identifikovana je ista varijanta kao i u studiji Tabansky i sar. [113], te
je vazno napomenuti da smo sprovedenom burden analizom povecano opterecenje primetili u ovoj
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varijanti gena GUSB, mada u dostupnoj literaturi nema podataka o povezanosti odredenih varijanti
u ovom genu sa pojavom MS ili NMOSB. Gen GUSB je, do sada, uglavnom povezan sa pojavom
mukopolisaharidoze tip VII [425, 426]. Takode, u studiji koju su sproveli Tabansky i sar. u kohorti
pacijenata sa NMOSB izdvojene su dve varijante u genu /L6S7, koje su bile nejasnog znacaja [113],
i koje nisu replikovane u nasoj studiji primenomWES analize (Tabela 19). Do sada, u literaturi
takode nisu opisane jasno patogene varijante u genu /L6ST koje bi se mogle povezati sa NMOSB,
posebno imaju¢i u vidu znacaj IL-6 u odredenim patogenetskim mehanizmima u NMOSB [198].
Medutim, kada je u pitanju MS, pokazano je da gen /L6ST, verovatno u odredenoj koregulaciji sa
susednim genom ankirin ponavljaju¢eg domena 55 (ANKRDS5), moze imati uticaja na patogenetske
procese u okviru razvoja MS [427]. Kada je u pitanju gen FNI, u istrazivanju Tabansky i sar.
identifikovano je ukupno tri varijante [113], od kojih su dve replikovane u istrazivanju
sprovedenom u okviru izrade ove doktorske disertacije, dok je jedna detektovana samo u kohorti
pacijenata sa NMOSB u studiji Tabansky i sar. [113], (Tabela 19). Prema dostupnoj literaturi, do
sada nije uoCena povezanost varijanti u genu FNI sa pojavom NMOSB. Svakako, odredene
varijante u genu FNI/ mogu imati ulogu u patogenezi bolesti kakve su dijebetes melitus tip 1 ali i
MS, sto je, izmedu ostalog, pokazano u studiji koja je ispitivala udruzenost zajednickih gena i
molekularnih mehanizama koji dovode do razvoja ove dve imunski posredovane bolesti [428]. Isto
tako, odredena eksperimentalna istrazivanja na animalnim modelima sa EAE ukazala su na to da
regulacija ekspresije gena FNI moze bitno uticati na stepen fibroze i disfunkcije mokraéne beSike
[429]. Sa druge strane, poznato je da su varijante od znacaja u genu FNI udruzene sa razliitim
tipovima karcinoma, i da ekspresija ovog gena moze igrati vaznu ulogu u humanoj onkologiji [430-
433]. Kada je u pitanju gen CCR4 u nasoj studiji nije replikovana varijanta koja je izdvojena kao
jedina varijanta u ovom genu od strane Tabansky i sar. [113]. Uloga ovog, kao i ostalih,
hemokinskih receptora ispitivana je u patogenezi NMOSB i MS kada je, na primer u studiji
Shimizu i sar. koja je obuhvatila 30 pacijenata sa MS i 8 pacijenata sa NMO/NMOSB, pokazano da
ekspresija CCR4 na CD4+ i CD8+ T ¢elijama predstavlja moguce indikatore aktivnosti ovih bolesti
(NMOSB i1 MS), u razli¢itom odnosu sa ostalim hemokinskim receptorima [434]. Isto tako,
pokazano je da su CCR4 molekuli ekspirimarani dominantno na Th2 (CD4+) limfocitima osoba sa
MS, posebno nakon primenjene terapije interferonom beta (INF-B) [435]. U ovim studijama
svakako nije ispitivana eventualna uloga i znacaj polimorfizama u genu CCR4.

Kao §to je pomenuto, u imunopatogenezi AQP4-IgG seropozitivne forme NMOSB,
presudnu ulogu u imunopatogenetskim procesima ima aktivacija sistema komplementa, koja nastaje
usled formiranja antigen-antitelo kompleksa, sto dalje vodi kompleksnom kaskadnom procesu koji
za posledicu ima konacno oStecenje i smrt astrocita, Sto je udruzeno i sa oStecenjem oligodendrocita
odnosno pojavom demijelinizacije, ali i sa oSteCenjem neuroaksonskih komponenti [209, 212, 213,
216, 217, 262]. U istrazivanju koje su sproveli Tabansky i sar. izdvojeno je ukupno 7 varijanti u 6
gena Cija aktivnost je povezana upravo sa funkcijom sistema komplementa, od kojih smo
replikovali obe varijante u genu CIS, dok preostalih 5 varijanti dobijenih analizom WES nisu
detektovane u nasoj NMOSB kohorti ispitanika (Tabela 20) [113]. Vazno je ista¢i da je u
istrazivanju Hakobyan i sar. iz 2017 godine ispitivan nivo C1S proteina u plazmi kod ukupno 54
pacijenata sa NMOSB, zatim 40 pacijenata sa MS, kao i kod 69 zdravih osoba (kontrolna grupa),
kada je pokazano da je nivo CI1S proteina bio znacajno visi kod osoba sa NMOSB u odnosu na one
sa MS, kao i zdravih ispitanika sugerSu¢i vaznost sistema komplementa u NMOSB [436]. U genu
C4A4 nisu detektovane varijante od znacaja u studiji Tabansky i sar. [113], niti u nasSoj kohorti
pacijenata sa NMOSB. Do sada nema mnogo objavljenih podataka kada je u pitanju znacaj ove
komponente kao izolovanog biomarkera u NMOSB, dok je pokazano da kod osoba sa AQP4-IgG
seropozitivnom formom NMOSB, postoje neSto nize vrednosti C3, a posebno C4 komponente
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komplementa u plazmi u odnosu na pacijente koji boluju od MS, MOGAD, kao i zdravih osoba Sto
svakako sugeriSe veéu potrosnju komponenti sistema komplementa usled imunopatoloskih i
patofizioloskih procesa koji se mogu nalaziti u osnovi NMOSB [436, 437]. Medutim, u studiji
Tatomir i sar. pokazano je da je nivo C4a proteina komplementa znacajno povisen u plazmi
pacijenata obolelih od aktivne forme RRMS, u odnosu na klinicki stabilnu MS, kao i u odnosu na
zdrave osobe, $to moze sluziti i kao potencijalni molekularni biomarker bolesti [438]. Sa druge
strane, rezultati studije Zelek i sar. iz 2020 godine kojom je obuhvaéena analiza seta, odnosno
kombinacije od 6 komponenti sistema komplementa u likvoru (ukljuc¢ujué¢i C3, C4, C5 i C9), kod
ukupno 53 osobe sa definitivnom MS, zatim 17 osoba sa KIS, 11 osoba sa NMOSB kao i 35
zdravih ispitanika, pokazali su da ova kombinacija omogucava distinkciju NMOSB od MS, ¢ime se
viSe vrednosti odredenih komponenti komplementa u CSF sre¢u kod obolelih od NMOSB, sto je
objasnjeno postojanjem eventualno izraZenije disregulacije sistema komplementa kod ovih osoba
[439]. Izmedu ostalog, pokazano je da raznolikost humanih gena koji kodiraju za komponente
sistema komplementa (posebno gena C/ i C4), kao i njihova deficijencija, moZe uticati na pojavu
poremecaja funkcije imunskog sistema, sa posledi¢nim porastom podloznosti ili razvojem brojnih
autoimunskih oboljenja, ali i teskih infekcija usled imunoloske disregulacije [440]. Prema tome,
nedavno je objavljen i prikaz slucaja pacijenta kod koga se pretpostavlja da se u osnovi
koegzistencije multiplih autoimunskih poremecaja nalazi specifi¢na kombinacija varijanti gena C2 i
C8B, koji potencijalno mogu uticati na pojavu multidimenzionalne imunske disregulacije [441].

U studiji koju su sproveli Tabansky i sar. u kohorti obolelih od NMOSB detektovane su de
novo varijante u genima; SNX4, PDS5A4 i1 BIN2 [113], dok je u nasem istrazivanju bila replikovana
varijanta samo u genu SNX4 (Tabela 21).

Takode, kako je prethodno izneto, MHC lokus predstavlja imunogeneticki centar sa vrlo
kompleksnim aranzmanom velikog broja gena koji se, izmedu ostalog, odlikuju izarzitim stepenom
polimorfizma ¢iji je znacaj prepoznat u mnogim bolestima, uklju¢uju¢i NMOSB i MS [94, 95, 98].
Kada je u pitanju MHC I klasa u ovoj studiji odabran je set od ukupno Sest gena, gde su u genima
UBE2H i1 ZNRF1 pronadene identicne varijante onima u studiji Tabansky i sar. [113], kako je
prikazano u Tabeli 22. Medutim, u studiji koju su sproveli Tabansky i sar. otkrivena je jo$ jedna
retka varijanta nejasnog znacaja u genu ZNRFI kod jednog pacijenta sa NMOSB, koja nije
replikovana u naSoj analizi primenom WES metodologije (Tabela 22). Do sada, u dostupnoj
literaturi, nema podataka o povezanosti gena UBE2H sa pojavom NMOSB ili MS, ve¢ su odredene
varijante u ovom genu udruzene sa mogucom pojavom neurorazvojnih i neurodegenerativnih
bolesti [442-444]. Produkti gena ZNRF1 su posebno mnogo eksprimirani unutar nervnog sistema,
posebno tokom razvoja nerbnog sistema, kada imaju ubikvitin ligaznu aktivnost koja je, pre svega,
vazna za procese neuroplasticiteta [445]. Sa druge strane, produkti gena ZNRFI mogu imati
potencijalnu ulogu u pojaanju proinflamatornog odgovora i/ili inhibiciji odredenih
antiinflamatornih citokina, odnosno mogu uticati na pojedine mehanizme imunske regulacije [446].
Takode, do sada u dostupnoj literaturi nisu opisane varijante u genu ZNRFI koje bi se mogle
dovesti u vezu sa pojavom ili klinickim fenotipom NMOSB, kao i MS. U kohorti pacijenata sa
NMOSB u istrazivanju koje su sproveli Tabansky i sar. kod jednog pacijenta detektovana je retka
varijanta u genu HUWEI, koja je okarakterisana kao varijanta nepoznatog znacaja (Tabela 22), i
koja nije replikovana u studiji u okviru ove doktorske disertacije [113]. Gen HUWEI utiCe, pre
svega, na procese aksonalnog razvoja, neuronalne migracije, te je potencijalno uklju¢en u odredene
neurorazvojne poremecaje [447].

U Tabeli 23 prikazane su varijante u ukupno 4 gena izdvojenih u okviru MHC II u studiji
koju su sproveli Tabansky i sar. [113], od kojih su identi¢ne varijante u nasoj studiji identifikovane
u genima CANX i DCTN3, od Cega za varijantu u genu DCTN3 nema pouzdanih pokazatelja
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udruzenosti sa NMOSB prema naSem istrazivanju. Do sada u dostupnoj literaturi nisu opisane
druge varijante u genu DCTN3 koje su asocirane sa pojavom NMOSB i MS. Takode, kako je
prikazano u Tabeli 23 u genima: DCTNI i OSBPLIA detektivane su retke varijante nejasnog
znacaja kada su u pitanju nalazi Tabansky i sar. [113], koje nisu replikovane u studiji u okviru
izrade ove doktorske disertacije. Sa druge strane, pokazano je da odredeni polimorfizmi u genu
DCTNI mogu biti udruzeni sa razliitim neurodegenerativnim bolestima, od kojih se posebno
izdvaja amiotroficna lateralna skleroza (ALS) [448-451]. Drugi polimorfizmi pomenutih gena u
okviru MHC 1I (Tabela 22), koji bi mogli biti udruzeni sa pojavom NMOSB ili MS, prema
dostupnoj literaturi, do sada nisu izdvojeni.

Takode, u naSoj studiji nisu replikovane varijante u genima CLTC i DRD4 koje su
prethodno izdvojene u analizi koju su sproveli Tabansky i sar. [113]. Za sada, prema dostupnoj
literaturi, nema objavljenih istrazivanja o znacaju i povezanosti gena DRD4 sa NMOSB, kao ni sa
MS.

Prema tome, ukupno 12 varijanti jeste potvrdeno i u nasoj kohorti ispitanika sa NMOSB, u
odnosu na studiju Tabansky i sar. [113]. S obzirom na to da je studija koju su sproveli Tabansky i
sar. obuhvatila pacijente bele rase ukljucujué¢i i pacijente srpskog porekla pokusali smo da
izdvojimo identi¢ne varijante i odredimo njihov znac¢aj u NMOSB.

Imajuéi sve navedeno na umu, treba istaci da je neophodno sprovesti studije genoma na
veéem broju ispitanika, posebno kavkaskog porekla, kako bi se ustanovili potencijalni geneticki
markeri i kako bi se utvrdila njihova korelacija sa pojavom bolesti i/ili klinickim karakteristikama
kod osoba sa NMOSB. Od posebnog znacaja svakako su istrazivanja geneticke osnove koja
obuhvataju familijarne slucajeve multifaktorskih bolesti kakva je i NMOSB. U studiji u okviru
izrade ove doktorske disertacije nije bilo familiajrnih slucajeva u kohortama ispitanika (NMOSB,
MS). Medutim, studija Xu i sar. iz 2018 godine koja se bavila ispitivanjem nektin familije gena
primenom WES; i koja je pored ukupno 106 uzoraka pacijenata sa sporadicnom formom NMOSB
ukljucila i1 familijarne oblike ove bolesti (porodica sa dva aficirana Clana), kao i 212 uzoraka
zdravih ispitanika izdvojila je jednu missense mutaciju (delecija) u genu nektinu sli¢an protein 2
(NECL2), (rs770344177, c.1052 _1060delCCACCACCA, p. Thr351 Thr353del), za koju je
pokazano da je verovatno povezana sa familijarnim oblicima NMOSB [452]. Takode, u studiji koju
su sproveli Chang i sar. 2022 godine primenjen je WES kod 13 familijarnih sluc¢ajeva NMOSB dok
su, izmedu ostalog, podaci uporedeni sa onima iz studije Zhong i sar. iz 2021 godine koja je
obuhvatila 228 slucajeva sporadi¢nih formi NMOSB kao i 1400 uzoraka zdravih ispitanika, kada je
pokazano da je polimorfizam rs2252257 u promotoru i pojacivacu gena ubikvitin specificna
peptidaza 18 (USPI18), bio povezan sa pojavom familiranog NMOSB, dok su polimorfizmi
rs361553, 152252257 1 1rs5746523 u genu USPI8 bili povezani sa sporadi¢nim formama bolesti
[145, 453].

Ovom studijom u okviru izrade doktorske disertacije, izmedu ostalog, obuhvacen je
znacajan broj pacijenata obolelih od NMOSB, kao i osoba sa MS (NMOSB = 80, MS = 100) u cilju
ispitivanja uticaja bolesti na kvalitet zivota ovih osoba. Takode, procenjivan je i uticaj
disautonomije koja postoji usled osnovne bolesti, na kvalitet zivota kori§¢enjem standardizovanih i
validiranih upitnika (MSQoL-54, COMPASS-31), ¢iji domeni omogucavaju dalju stratifikaciju i
analizu povezanosti specificnih poremecaja funkcije ANS i kvaliteta zivota osoba obolelih od
NMOSB i MS. Kao sto je pokazano u Tabeli 24, nije bilo znacajnih razlika u demografskim i
klinickim karakteristikama izmedu ove dve grupe ispitanika, osim kada je u pitanju proporcija
pacijenata koji su imali najmanje jedan relaps u prethodnoj godini. Ova proporcija je statisticki bila
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znacajno visa kod osoba obolelih od NMOSB, u odnosu na osobe sa MS (61.3% osoba sa NMOSB
u odnosu na 40.0% osoba sa MS).

Ispitivanjem povezanosti pojedinacnih skorova domena MSQoL-54 upitnika kod pacijenata
sa NMOSB i MS, upotrebom logisticke regresione analize (OR sa 95 CI) sa prilagodavanjem prema
polu, uzrastu i trajanju bolesti, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna povezanost domena u
okviru kompozita mentalnog zdravlja (emocionalno blagostanje, kognitivno funkcionisanje i distres
vezan za zdravstveno stanje) kod pacijenata sa NMOSB, u odnosu na ispitanike obolele od MS
(Tabela 25). Ovakav nalaz svakako sugeriSe bolji ukupni kvalitet Zivota obolelih od NMOSB u
odnosu na osobe sa MS. Sa druge strane, skor u domenu zadovoljstva seksualnim funkcionisanjem
bio je statisti¢ki znacajno nizi kod pacijenata obolelih od NMOSB u odnosu na ispitanike sa MS
(p=0.035). Kada je u pitanju kompozit fizickog zdravlja u okviru MSQoL-54 upitnika, nije
pokazana statistiCki znaCajna razlika izmedu ove dve grupe ispitanika (NMOSB i MS), kako u
totalnom odnosno ukupnom skoru, tako ni u okviru pojedina¢nih domena (Tabela 25). Do danas,
sustinski nema mnogo objavljenih studija koje su ispitivale odnos kvaliteta Zivota povezanog sa
zdravljem izmedu osoba obolelih od NMOSB i pacijenata sa MS, upotrebom specifi¢nog
instrumenta kakav je MSQoL-54 upitnik. Pa je tako, na primer, relativno nedavno odnosno 2022
godine, objavljena studija preseka iz Argentine koja je obuhvatila 53 pacijenata sa NMOSB, zatim,
100 pacijenata obolelih od MS, kao i 90 zdravih ispitanika (kontrolna grupa), kod kojih je kvalitet
zivota povezan sa zdravljem ispitivan pomocu kratke forme upitnika od 36 pitanja (engl. 36-Item
Short Form Survey Instrument, SF-36) koji se, kao §to je ranije pomenuto, odnosi na percepciju
ispitanika o opStim domenima zdravlja i koji je u potpunosti sadrzan i u MSQoL-54 upitniku [393,
394], kada je izmedu ostalog, pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom skoru SF-
36 upitnika pacijenata sa NMOSB i MS, u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika, dok sa
druge strane, nije dostignuta statistiCka znacajnost kada je u pitanju ukupni skor SF-36 upitnika
izmedu grupa obolelih osoba (NMOSB i MS) [454]. Takode, u ovoj studiji koja je obuhvatila
pacijente sa NMOSB i1 MS iz Argentine, pokazano je da postoji razlika u pojavi telesnog bola i
opsteg zdravlja kod osoba sa NMOSB u odnosu na MS, ali nije dostignuta statistiCka znacajnost
[454]. U istrazivanju sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije takode nije pokazana
statisticki znacajna povezanost skorova u domenu bola izmedu osoba sa NMOSB i MS (p=0.427,
Tabela 25). Svakako, bol je jedan od simptoma Ciji je uticaj na kvalitet Zivota osoba sa NMOSB
posebno prepoznat pa je tako, na primer, studija objavljena 2018 godine ispitivala, izmedu ostalog,
uticaj bola koji se javlja u okviru klinicke prezentacije NMOSB, na kvalitet zivota kod ukupno 193
obolele osobe iz Amerike i Kanade, od kojih je njih 118 (61.1%) bilo pozitivno na AQP4-IgG
[455]. Dakle, u ovoj studiji pokazano je da je telesni bol imao najveéi uticaj na ukupan kvalitet
zivota pacijenata obolelih od NMOSB, nezavisno od seropozitivnosti na AQP4-IgG, viSe u odnosu,
na primer, od sfinkterijalne i seksualne disfunkcije, kao i smetnji sa vidom [455]. Takode, u
pomenutoj studiji je istaknuto da uticaj bola (najcesce je u pitanju bio bol u ledima) ima znacajan
negativan efekat na svakodnevne aktivnosti, kao i profesionalni angazman obolelih osoba, a samim
tim i na ukupni kvalitet Zivota, kao i da je bol jaceg intenziteta koji se obicno javljao na samom
pocetku bolesti, primecen u grupi AQP4-IgG seropozitivnih pacijenata [455]. Isto tako, velika
multicentricna studija objavljena 2021 godine kojom je obuhvaéeno ukupno 166 AQP4-IgG
seropozitivnih pacijenata iz 13 tercijarnih referentnih neuroloskih centara ukazala je, izmedu
ostalog, da ukupno 75.3% ovih pacijenata pati od nekog oblika horni¢nog bola (65.9% obolelih od
NMSOB u ovoj studiji imalo je neuripatski bol, 68.8% je imalo bol udruzen sa spasticitetom i njih
26.4% je bilo zahvaceno bolnim tonickim spazmima) [293]. Prema tome, ova multicentri¢na studija
je upotrebom seta upitnika (upitnik za detekciju bola, kratki upitnik za bol, BDI i SF-36 upitnik)
pokazala postojanje snazne korelacije teZine, odnosno stepena bola, sa svim modalitetima
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svakodnevnih aktivnosti, spavanja, raspolozenja, sposobnosti za rad, hodanja i uzivanja u zivotu,
gde je posebno istaknuta negativna korelacija neuropatskog bola u odnosu na nociceptivni tip bola
kod ovih pacijenata kao, i da hroni¢ni bol ima snazan uticaj na depresivnost i svakodnevne
aktivnosti, a samim tim i na kvalitet zivota obolelih [293]. Kada je u pitanju procena uticaja
NMOSB na kvalitet Zivota obolelih osoba u azijskoj populaciji, 2022 godine objavljena je studija
koja je obuhvatila 210 pacijenata od kojih je njih 199 (94.8%) bilo AQP4-IgG seropozitivno, kada
je upotrebom MSQoL-54 upitnika pokazano da uticaj bolesti na radni status, zatim, poremecaj
vizualnog sistema, bol i poremecaj funkcije mokra¢ne beSike i creva imaju snaZznu negativnu
korelaciju sa kvalitetom zivota osoba obolelih od NMOSB, ali i da postoji odreden stepen
negativnog uticaja na ukupno fizicko, emocionalno i mentalno zdravlje ovih osoba [456]. Studija u
okviru ove doktorske disertacije nije ispitivala radni status, kao ni uticaj bola na radni status
obolelih od NMOSB i MS.

Kada je u pitanju fizicka onesposobljenost kod obolelih od NMSOB, istrazivanjem u ovoj
doktorskoj disertaciji nije pokazana statisticki znacajna povezanost u odnosu na grupu obolelih od
MS, kao $to je prethodno pomenuto, mada su u NMOSB kohorti bili ucestaliji relapsi koji su se
javljali u prethodnoj godini u odnosu na kohortu ispitanika sa MS (Tabela 24). Fizicka
onesposobljenost svakako moZe bitno da utic¢e na kvalitet Zivota osoba obolelih od NMOSB, $§to se
posebno odnosi na tipi¢ne manifestacije bolesti, kakva je pojava ON, pa je tako u studiji objavljenoj
2017 godine, ispitivan uticaj sa vidom povezanog kvaliteta zivota osoba sa AQP4-IgG
seropozitivnom formom NMOSB, zatim osoba sa MOG At udruzenim poremecajima, kao i
dvostruko seronegativnim NMOSB u odnosu na pacijente sa MS, primenom opticke koherentne
tomografije (OKT) i specijalizovanog upitnika za procenu uticaja ostec¢enja vida, kada je pokazano
da je kvalitet Zivota vezan za poremecaje sa vidom bio znacajno lo§iji u grupi pacijenata obolelih od
NMOSB u odnosu na MS, i to posebno kod onih sa rekurentnim bilateralnim ON, Sto je
dominantno karakteristika NMOSB [457]. U radu koji je objavljen 2022 godine ispitivan je uticaj
fizicke onesposobljenosti usled NMOSB (izrazen EDSS-om) na kvalitet Zivota koji je procenjivan
standardizovanim upitnikom od 5 dimenzija za procenu kvaliteta zivota (engl. EFuro Quality of Life
— 5 Dimension, EQ-5D), kod ukupno 176 pacijenata obolelih od NMOSB, koji su u¢estvovali u dve
multicentricne, randomizovane, internacionalne, duplo slepe, placebom kontrolisane studije sa
satralizumabom (SAkuraSky, SAkuraStar) gde je, tom prilikom, pokazano da postoji jasna i
konstantna korelacija izmedu vrednosti EDSS-a i kvaliteta Zivota koji se manifestuje smanjenjem
EQ-5D skora sa svakim povecanjem EDSS-a, odnosno onesposobljenosti usled NMOSB [458].
Isto tako, u 2023 godini objavljeni su rezultati ispitivanja uticaja relapsa na kvalitet zivota kod
ukupno 27 AQP4-IgG seropozitivnih pacijenata koji su ucestvovali u placebom kontrolisanoj studiji
sa primenom leka ekulizumab u terapiji NMOSB, gde je upotrebom SF-36 upitnika pokazano da i
pojava jednog relapsa moze dovesti do znacajne neuroloske onesposobljenosti izrazene EDSS-om i
moze znacajno negativno da utice na kvalitet Zivota obolelih osoba [385].

Istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije, kako je prethodno pomenuto, ukazalo je na
postojanje statisticki znacajne razlike u domenu kognitivnog funkcionisanja u okviru MHC izmedu
ispitanika sa NMOSB i onih sa MS (NMOSB 86.5+£18.9 : MS 74.6+23.7; p= <0.01, Tabela 25), sto
implicira manju kognitivnu zahvacenost osoba obolelih od NMOSB. Svakako, ve¢i broj studija je
nezavisno ukazao na znacajnu zahvacenost kognitivhog funkcionisanja u okviru NMOSB, kao
vazne klini¢ke karakteristike ove bolesti [459, 460]. Rezultati studije koja se bavila uticajem losijeg
kognitivnog funkcionisanja osoba sa NMOSB na kvalitet zivota, objavljeni su 2022 godine
obuhvatajuéi 41 osobu obolelu od NMOSB iz 13 neuroloskih centara u Spaniji, ukazali su na to da
kognitivni deficit kod ovih osoba ima negativan uticaj na njihov kvalitet Zivota, Sto je procenjeno
upotrebom razli¢itih upitnika kao $to su: Skala za procenu uticaja multiple skleroze (engl. Multiple
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Sclerosis Impact Scale, MSIS-29v2), Skala zadovoljstva zivotom (engl. Satisfaction with Life Scale,
SWLS), zatim, upitnik za skrining simptoma u MS (engl. SymptoMScreen Queastionnare, SyMS),
skala za procenu stigme kod hroni¢nih bolesti od 8 domena (engl. The Stigma Scale for Chronic
Iliness §8-item version, SSCI-8), Skala za procenu uticaja bola (engl. Pain Effects Scale, PES) za
ukupnu procenu kvaliteta Zivota vezanog za zdravlje [382].

Takode, pomenuta studija Spanskih autora iz 2022 godine obuhvatila je i brojne druge
aspekte kao Sto su: tezina simptoma, stigma, poremecaji raspolozenja, bol, zamor, poteskoce u radu,
kao i stavove i odnos prema kvalitetu zivota, upotrebom Sirokog spektra razli¢itih upitnika kod
ukupno 71 pacijenta sa NMOSB, ukazavsi na znacajan uticaj ovih karakteristika na sveukupan
kvalitet zivota vezanog za zdravlje kod obolelih osoba [380]. Dakle, ova studija je pokazala da
sustinski nije bilo znacajne razlike u ispitivanim domenima izmedu AQP4-IgG seropozitivne i
seronegativne grupe pacijenata sa NMOSB, dok je sa druge strane, posebno istaknuto postojanje
korelacije svih pomenutih parametara ispoljavanja i uticaja NMOSB (poremecaji raspoloZenja,
zamor, bol) na fizi¢ku i psihicku dimenziju merenu MSIS-29 upitnikom i to, neSto veéeg stepena u
psihickom domenu kod obolelih osoba, ¢ak i kod onih sa niskim stepenom fizicke
onesposobljenosti merene EDSS-om [380]. Sa druge strane, u studiji Beekman i sar. iz 2019 godine
ispitivan je uticaj NMOSB na kvalitet Zivota upotrebom SF-36 upitnika, a rezultati su uporedeni sa
rezultatima dobijenim ispitivanjem osoba koje boluju od drugih imunski posredovanih bolesti
(ukljucujuéi i MS), kada je pokazano da je ukupni uticaj NMOSB na fizicki domen kvaliteta Zivota
slican stepenu koji je postignut kod osoba sa sistemskim eritemskim lupusom (SLE), dok je uticaj
NMOSB na psihicki domen bio slican onome koji je dobijen, izmedu ostalog, i za grupu obolelih od
MS, dok je sa druge strane, istaknuta i pojava inverzne povezanosti koja se odnosila na diskrepancu
u vidu ocuvanih domena psihickog/emocionalnog funkcionisanja u odnosu na znacajnu narusenost
domena fizickog funkcionisanja usled bolesti i obrnuto, kod pojedinih uc¢esnika u studiji [461].

Francuska studija autora Chanson i sar. iz 2011 godine takode je ispitivala nemotorne
fenomene vezane za NMOSB, kao §to su zamor i poremec¢aji raspolozenja kod 40 pacijenata kojima
je dijagnoza bolesti postavljena prema kriterijumima iz 2006 godine [21], na kvalitet Zivota koji je
procenjivan upotrebom modifikovanog MSQoL-54 upitnika sa dodatnih 5 stavki, ¢iji su rezultati
uporedeni sa podacima 117 MS pacijenata dobijenim u studiji Gerbaud i sar. [462, 463]. U ovoj
studiji pokazano je da nema statisticki znacajne razlike u domenima upitnika za procenu kvaliteta
zivota, osim u skorovima domena kognitivnog funkcionisanja osoba sa NMOSB, koje je bilo bolje
u odnosu na osobe sa MS, kao i postojanje znatno losijeg skora svih domena vezanih za kvalitet
zivota pacijenata sa NMOSB u odnosu na zdrave ispitanike [463], $to je ve¢im delom u saglasnosti
sa rezultatima dobijenim istrazivanjem u ovoj doktorskoj disertaciji, kori§¢enjem osnovnog
MSQoL-54 upitnika kod pacijenata sa NMOSB (Tabela 25). Treba ista¢i da je ogranicenje ovog
istrazivanja u okviru doktorske disertacije svakako nedostatak kontrolne grupe, koju bi ¢inili zdravi
ispitanici. Takode, u studiji Chanson i sar. za procenu zamora kod svih 40 pacijenata sa NMOSB
primenjen je modifikovani i prilagodeni upitnik, odnosno skala za procenu zamora (engl. Fatigue
Impact Scale) sa ukupno 41 pitanjem koja su se odnosila na Cetiri subkategorije (kognitivna, fizicka,
psiholoska i socijalna dimenzija zamora), a dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima 237 osoba
obolelih od MS iz studije Debouverie i sar. [464], kada je ocenjeno da je uticaj NMOSB na
psiholosku sferu bio manje izrazen u odnosu na grupu pacijenata sa MS [463]. Isto tako, u
pomenutoj studiji francuskih autora iz 2011 godine, depresivnost je odredivana posebnom skalom
depresivnog raspoloZenja (engl. Depressive Mood Scale) kod svih 40 pacijenata sa NMOSB, a ovi
rezultati su uporedeni sa grupom od 77 pacijenata obolelih od MS, Radat i sar. [465], kada je
pokazano da nije bilo znacajnih razlika [463], Sto je takode u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u
studiji u okviru ove doktorske disertacije u kojoj je depresivnost procenjivana vrlo slicnom i
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komparabilnom BDI skalom izmedu grupe obolelih od NMOSB i pacijenata sa MS (p=0.433,
Tabela 25). Barzegar i sar. su 2018 godine objavili rezultate komparativne studije koja se bavila
procenom kvaliteta zivota kod osoba sa NMOSB i MS u iranskoj populaciji, i tom prilikom je
obuhvaéeno ukupno 177 pacijenata (41 NMOSB, 136 MS) kod kojih je, takode, ispitivan kvalitet
zivota primenom SF-36 upitnika, dok je za procenu uticaja zamora koris¢ena modifikovana skala
(engl. Modified Fatigue Impact Scale, MFIS) kao 1 BDI II skala za procenu depresivnosti kod ovih
pacijenata, kada je utvrdeno da zamor predstavlja najvazniji faktor predikcije za varijabilnost u
skorovima fizickog i mentalnog funkcionisanja vezanim za procenu kvaliteta Zivota, kao i da je
kohorta pacijenata sa NMOSB imala nize skorove kako u somatskim, tako i u kognitivnim
domenima BDI II u odnosu na obolele od MS [466]. Svakako, depresivnost moze biti vrlo
prominentan simptom u pacijenata sa NMOSB, koji bitno korelira sa kvalitetom zivota i aspektom
socijalnog funkcionisanja ovih osoba, §to potvrduju i rezultati nedavno objavljene studije koja je
obuhvatila ukupno 138 pacijenata obolelih od NMOSB, gde je za procenu kvaliteta Zivota
upotrebljen SF-36 upitnik, dok je za procenu depresivnosti koriS¢ena BDI skala [384]. Ovom
studijom Wang i sar. pokazano je da su: pol, uzrast, nivo edukacije, zaposlenost, stepen finansijskih
primanja, simptomi i komorbiditeti bili znacajno udruZeni sa skorovima fizickog funkcionisanja
merenim SF-36 upitnikom, dok su zadovoljstvo socijalnim funkcionisanjem i depresivnost bili
znac¢ajno povezani sa skorovima mentalnog funkcionisanja, odnosno da je depresivnost snazan
medijator povezanosti socijalnog funkcionisanja i mentalnih aspekata kvaliteta zivota osoba sa
NMOSB [384]. Sa druge strane, Mikula i sar. su ukazali da onesposobljenost usled MS utice na
fizicke sposobnosti, §to posledicno deluje i na pojavu nizeg stepena socijalnih aktivnosti i
postignuéa obolelih osoba, odnosno da je nedovoljna moguénost socijalnih aktivnosti povezana sa
losijim skorovima fizickih postignuc¢a kod ovih osoba [467].

Deo klinickog ispoljavanja kako NMOSB, tako i MS, jesu svakako simptomi i znaci
zahvacenosti funkcije ANS, kao posledice imunski posredovanih lezija na razli¢itim nivoima
anatomske organizaje ANS, ¢ime bitno mogu uticati na sveukupno fizicko i mentalno stanje
obolelih, ukljucujuéi i aspekte koji se odnose na kvalitet Zivota ovih osoba [299, 300, 304, 468,
469]. Istrazivanjem u okviru izrade ove doktorske disertacije posebno je ispitivan poremecaj
funkcije ANS kod osoba obolelih od NMOSB i onih sa MS, kao i uticaj stepena disautonimije na
kvalitet zivota obolelih osoba upotrebom COMPASS-31 upitnika. Kako je prikazano u Tabeli 26,
medijana totalnog skora COMPASS-31 upitnika bila je viSa kod ispitanika sa MS (medijana 11.8,
25.175. percentil 6.6-24.7) u odnosu na kohortu pacijenata obolelih od NMOSB (medijana 9.4, 25.
i 75. percentil 5.3-18.3), medutim, nije dostignuta statisticki znacajna razlika (p= 0.060). Dakle,
ovakav nalaz moZe sugerisati da je ukupno opterecenje simptomima disfunkcije ANS vece kod
osoba sa MS, u poredenju sa obolelima od NMOSB. Vazno je istaci da je skor > 0.0 primenom
COMPASS-31 instrumenta ukazivao na mogucée postojanje autonomne disfunkcije kod ovih
ispitanika. Svakako treba imati na umu da je moguca i pojava simptoma koja nije direktno povezana
sa disfunkcijom autonomnog nervnog sistema, odnosno da ovaj skor ne mora nuzno da ukazuje na
postojanje disautonomije, ve¢ da moze biti > 0.0 i kod zdravih osoba. Pa je tako u istrazivanju u
okviru izrade ove doktorske disertacije pokazano da je skor autonomnih funkcija meren
COMPASS-31 skalom koji je bio > 0.0, detektovan kod 100% osoba obolelih od NMOSB, kao i
kod 97% osoba sa MS. Medijana domena ortostatske intolerancije kao i ukupna proporcija
pacijenata zahvacenih ortostatskom intolerancijom bila je visa u kohorti obolelih od MS u odnosu
na pacijente sa NMOSB (Tabela 26). Svakako fenomen ortostatske intolerancije, kao oblika
kardijalne disautonomije, kod osoba sa MS prepoznat je i u ranijim istrazivanjima, pa je tako u
revijalnom radu Findling i sar. iz 2020 godine istaknuto da je kardijalna disautonomija Cest
fenomen u MS, kao i da moze biti asimptomatska, ili da se moze detektovati kako objektivnim
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ispitivanjem, tako i posebno dizajniranim upitnicima za subjektivnu procenu od strane pacijenata
kakav je, na primer COMPASS-31 upitnik [470]. Medutim, u pomenutom radu Findling i sar.
posebno je naglaseno da veéina studija, koje su bile obuhvacene analizom, nisu posebno ispitivale
izdvojene entitete u okviru kardijalne disautonomije kao $to su: posturalni tahikardijalni sindrom,
ortostatska intolerancija i ortostatska vrtoglavica, isticu¢i nedostatak sveobuhvatnih i jasnih
smernica za standardizovane protokole ispitivanja funkcije ANS kod osoba obolelih od MS,
posebno u svakodnevnoj klinickoj praksi [470]. Nedavno objavljeni rezultati studije italijanskih
autora koja je obuhvatila 324 pacijenta obolelih od MS, kao i 190 zdravih osoba (kontrolna grupa),
kod kojih je poremecaj funkcije ANS ispitivan pomo¢u COMPASS-31 upitnika ukazali su na to da
su simptomi disautonomije vrlo Cesti kod osoba obolelih od MS, i to u gotovo svim ispitivanim
domenima, ukljucujuéi i ortostatsku intoleranciju, te da se stepen opterecenosti ovim simptomima
povecava sa trajanjem bolesti, kao i da je ovaj poremecaj posebno izrazen u progresivnim formama
MS [471]. U studiji objavljenoj 2020 godine koja je obuhvatila 20 pacijenata sa NMOSB, kao i 20
pacijenata obolelih od MS, ispitivana je disfunkcija ANS primenom COMPASS-31 upitnika, ali i
objektivnom procenom stepena disautonomije, pokazali smo da je kod 50% pacijenata sa NMOSB
skor ortostatske intolerancije meren COMPASS-31 upitnikom, bio > 0.0, dok je objektivnim
ispitivanjem utvrdeno da postoji znacajna kardijalna disautonomija (ortostatska hipotenzija je bila
prisutna kod 30% osoba sa NMOSB), kao i da je ona izrazenija kod osoba sa NMOSB u poredenju
sa osobama obolelim od MS [298]. Sa druge strane, Adamec i sar. su 2013 godine objavili rezultate
studije koja je ispitivala postojanje kardijalne disautonomije primenom objektivnih testova kod
znacajnog broja osoba obolelih od MS, kada je pokazano da je 63% pacijenata imalo patolosku
reakciju na ortostatsku provokaciju, sugeriSuci znacajan udeo ovog poremecaja funkcije ANS kod
osoba sa MS [472]. Studija u okviru ove doktorske disertacije nije obuhvatila primenu metoda za
objektivno ispitivanje disfunkcije ANS, ukljucujuéi i kardijalnu disautonomiju Sto se, pored
nedostatka zdravih ispitanika kao kontrolne grupe, moze smatrati ograni¢enjem ove studije. U
studiji objavljenoj 2023 godine u kojoj je ispitivano optereCenje simptomima autonomne
disfunkcije i njihov uticaj na kvalitet zivota kod ukupno 63 pacijenata obolelih od NMOSB, u
odnosu na zdrave kontrole primenom COMPASS-31 upitnika, ortostatska hipotentzija bila je
prisutna kod znacajnog broja ispitanika, odnosno kod njih 63.5% [304]. Ova razlika u stepenu
pojave kardijalne disautonomije (50% i 63.5%), kod pacijenata obolelih od NMOSB upotrebom
COMPASS-31 upitnika u ove dve studije (Crnosija i sar. 2020 i Yang i sar. 2023) moze se
objasniti, izmedu ostalog, i eventualnim postojanjem razli¢itog stepena i lokalizacije lezija u CNS,
koje mogu usloviti pojavu ovakve simptomatologije kod pacijenata sa NMOSB. Tim pre §to je
pokazano da su lezije, posebno u mozdanom stablu, povezane sa disfunkcijom ANS (na primer
pojavom ortostatske intolerancije), kako je to istaknuto kod pacijenata koji boluju od MS [473].
Takode, u studiji u okviru ove doktorske disertacije medijana domena vezanog za
pupilomotornu aktivnost, odnosno funkciju, bila je jasno visa kod osoba sa MS u odnosu na kohortu
ispitanika obolelih od NMOSB (p=0.005). Takode, proporcija osoba sa MS, koja je zahvacena
pupilomotornom disfunkcijom, bila je viSa u odnosu na proporciju osoba sa NMOSB u ovom
domenu disautonomije, ali nije dostignuta statisticki znacajna razlika (0.056), kako je prikazano u
Tabeli 26. Sa druge strane, proporcija pacijenata zahvac¢enih pupilomotornom disfunkcijom bila je
veca kod osoba sa NMOSB u nasoj prethodnoj studiji, koja je obuhvatila manji broj ispitanika (20
osoba sa NMOSB i 20 osoba sa MS) [298]. Jedno od potencijalnih objasnjenja za ovakve rezultate
moze lezati u Cinjenici da je u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije obuhvacen znacajno
veci broj ispitanika (80 osoba sa NMOSB i 100 osoba sa MS), kao i da treba imati na umu
moguénost razliCitog stepena, lokalizacije i ekstenzivnosti lezija opti¢kih nerava, interindividualno
kako kod obolelih od NMOSB, tako i kod obolelih od MS [2, 234, 335, 474, 475]. Takode, od
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posebne vaznosti je nalaz koji ukazuje na jasnu razliku u stepenu tezine autonomne disfunkcije
vezane za pupilomotornu aktivnost izmedu ove dve grupe pacijenata (NMOSB i MS), ispitivanu
upotrebom COMPASS-31 upitnika, kako smo pokazali u prethodnoj [298], ali i u aktuelnoj studiji u
okviru izrade ove doktorske disertacije. Naime, kada je u pitanju multipla skleroza, pokazano je da
osobe obolele od ove bolesti generalno imaju prevagu uticaja simpatickog sistema (usled redukcije
parasimpatickog tonusa), Sto uzrokuje pupilodilatatorni efekat i moze rezultirati ispoljavanjem
odredenih adaptivnih vizualnih smetnji kod ovih osoba [476, 477]. Isto tako, brojnim istrazivanjima
pokazano je da su simptomi i znaci autonomne disfunkcije Cesti kod osoba sa MS, kao i da su
pretpostavljeni mehanizmi koji dovode do disautonomije kod osvih osoba vezani, pre svega, za
pojavu multiplih fokalnih lezija duz razli¢itih struktura CNS koje su direktno ili indirektno
povezane sa funkcionisanjem, ali i centralnom regulacijom funkcije ANS [469, 478, 479]. Sa druge
strane, mnogo je manje studija vezanih za patofizioloske mehanizme disfunkcije ANS kod osoba sa
NMOSB, ali se svakako moze pretpostaviti da se, u osnovi ovih poremecaja, mogu nalaziti lezije
(od kojih su neke ekstenzivne) unutar CNS, posebno u regiji talamusa, hipotalamusa, mozdanog
stabla i KM, $to moze rezultirati i oSte¢enjem autonomne funkcije, posebno u korelaciji sa
stepenom afekcije odgovaraju¢ih neuroanatomskih struktura ANS [300, 302]. Tome svakako u
prilog moZze i¢i Cinjenica da, bez obzira na to §to smo u prethodnoj studiji pokazali da je proporcija
osoba sa disautonomijom niza kod obolelih od NMOSB, u odnosu na one sa MS, svakako je
objektivnim ispitivanjem funkcije ANS istaknuto da je stepen afekcije, odnosno tezina ispoljavanja
posebno kardijalne autonomne disfunkcije, bila izraZenija kod osoba sa NMOSB [298]. Svi ovi
elementi bi se mogli svakako primeniti i na stepen ekstenzivnosti lezija i afekcije optickih nerava u
okviru klinickog ispoljavanja NMOSB, $§to bi moglo objasniti i predominantu zastupljenost
pupilomotorne disfunkcije kod ove grupe ispitanika.

U studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije nije bilo statisticki znacajne razlike u
ostalim domenima autonomnog funkcionisanja izmedu osoba sa NMOSB i osoba sa MS primenom
COMPASS-31 upitnika (Tabela 26).

Medutim, u studiji u okviru izrade ove doktorske disertacije pokazano je postojanje
statisticki znacajne obrnute korelacije izmedu ukupnog skora COMPASS-31 i kompozitnih skorova
MSQoL-54 upitnika, kako kod osoba sa NMOSB (PHC= -0.420, p<0.001; MHC= -0.484, p<0.001,
Grafikon 1a i 1b), tako i u kohorti osoba sa MS (PHC= -0.669, p<0.001; MHC= -0.605, p<0.001,
Grafikon 2a i 2b). Dakle ovi rezultati ukazuju da je opterecenje simptomima autonomne disfunkcije
povezano sa ukupnim kvalitetom Zivota kod obe grupe ispitanika (NMOSB i MS), ali da je ta
korelacija bila jaCe izrazena kada su u pitanju oboleli od MS. Kada je u pitanju MHC skor u okviru
MSQoL-54 upitnika, uocCena je statisticki znacajna razlika izmedu kohorte NMOSB i MS ispitanika
(p = 0.018), Sto svakako sugeriSe bolji kvalitet zivota osoba obolelih od NMOSB, u ovom
istrazivanju kada je u pitanju MHC (Tabela 25). Sa druge strane, nije uocena statisticki znacajna
razlika izmedu ove dve grupe (NMOSB i MS) u odnosu na PHC skor dobijen primenom MSQoL-
54 upitnika (Tabela 25).

Studija sprovedena u okviru izrade ove doktorske disertacije izdvojila je: EDSS, BDI,
ortostatsku intoleranciju i starost kao nezavisne prediktivne faktore za PHC u okviru MSQoL-54
kod pacijenata sa NMOSB, dok je za MHC kompozit ovog upitnika nezavisni prediktivni faktori za
NMOSB bili identi¢ni osim starosti (Tabela 27). Kada su bile u pitanju osobe sa MS, u ovoj studiji
izdvojeni su slede¢i pokazatelji: EDSS, BDI, ortostatska intolerancija kao i totalni skor postignut
primenom COMPASS-31 upitnika koji su €inili nezavisne prediktivne faktore za MHC u MSQoL-
54, dok je za PHC u okviru MSQoL-54 upitnika uo¢eno da su BDI i totalni skor postignut
primenom COMPASS-31 bili nezavisni prediktivni faktori za MS (Tabela 27). Prema tome, niza
opterec¢enost simptomima disfunkcije ANS (posebno ortostatske intolerancije), zatim, nizi EDSS i
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BDI skor predstavljaju nezavisne prediktore boljeg kvaliteta zivota procenjivanog MSQoL-54
upitnikom, kako u kohorti osoba sa NMOSB, tako i u kohorti osoba sa MS u ovom istrazivanju.
Rezultati dobijeni u ovoj studiji su u saglasnosti i sa rezultatima studije Yang i sar. objavljene 2023
godine, u kojoj je pokazano da je skor COMPASS-31 skale povezan sa svim domenima kvaliteta
zivota osoba sa NMOSB, primenom generickog upitnika SF-36 za procenu kvaliteta zivota [304].
Dakle, u pomenutom istrazivanju Yang i sar. pacijenti oboleli od NMOSB imali su znacajno visi
stepen simptoma povezanih sa disautonomijom (sa izuzetkom gastrointestinalnih poremecaja) u
odnosu na zdrave ispitanike (kontrolna grupa), kao i da su: EDSS, ukupan broj lezija na KM i
zamor bili nezavisni faktori rizika za razvoj autonomne disfunkcije kod obolelih od NMOSB [304].
Za sada, nema drugih studija koje su neposredno ispitivale uticaj disfunkcije ANS kod pacijenata sa
NMOSB, prema dostupnoj literaturi. Kada su u pitanju pacijenti sa MS, takode je pokazano da
opterecenje simptomima autonomne disfunkcije ima znacajan uticaj na kvalitet zivota obolelih, pa
tako na primer, u studiji Cortez i sar. koja je obuhvatila 100 osoba sa MS, i u kojoj je ispitivana
disfunkcija ANS primenom COMPASS-31 upitnika, pokazano je da skor COMPASS-31 korelira sa
skorovima oba kompozita MSQoL-54 upitnika (PHC i MHC) za procenu kvaliteta zivota obolelih
osoba [480], §to je u saglasnosti i1 sa rezultatima studije sprovedene u okviru izrade ove doktorske
disertacije (Grafikon 2a i 2b).

Na osnovu svega navedenog, treba ista¢i da je disfunkcija ANS, koja nastaje najverovatnije
kao posledica zahvaéenosti razlicitih neuroanatomskih struktura u CNS, ¢esto prisutna u okviru
klinickog ispoljavanja NMOSB ali i MS u razli¢itom stepenu, §to mozZe bitno uticati na kvalitet
zivota obolelih osoba, s toga je neophodno posvetiti posebnu paznju razvoju uniformnih i
sveobuhvatnih testova za subjektivnu i objektivnu procenu stepena disautonomije kod obolelih
osoba, koji su klinicki primenjivi, a u cilju prevencije, ranog otkrivanja i leCenja ove vazne grupe
poremecaja.
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6. ZAKLJUCCI

Zakljucci ove doktorske disertacije su sledeci:

1. Sekvenciranjem regiona od interesa gena AQP4 kod 64 pacijenata sa NMOSB, 40 pacijenata
sa MS i1 100 zdravih individua izdvojeno je ukupno 7 varijanti, od kojih su tri varijante
(rs35248760, rs778208236 1 rs72557968) detektovane u drugom egzonu. Jedna varijanta
(rs1839318) detektovana je u egzonu 3, dok je (c.613-10T>A) varijanta izdvojena u
segmentu treéeg introna gena AQP4. Takode, dve varijante (rs200498749 i rs2144949828)
izdvojene su u egzonu 5. U prvom i Cetvrtom egzonu gena AQP4 u naSim kohortama
ispitanika nisu detektovane varijante od potencijalnog znacaja.

2. Od ukupno sedam detektovanih varijanti u genu AQP4, njih Cetiri okarakterisano je kao
benigne varijante, dok su preostale 3 varijante izdvojene kao varijante nejasnog znacaja.
Kod jednog pacijenta sa MS, u intronskoj sekvecni gena AQP4, detektivana je varijanta
nejasnog znacaja (c.613-10T>A). Kod jedne osobe sa NMOSB i jednog obolelog od MS, u
egzonu 5 gena AQP4 detektovana je jedna varijanta nejasnog znacaja (c.955G>A), dok je u
egzonu 2 ovog gena kod jednog kontrolnog ispitanika detektovana varijanta (c.112G>C),
koja je takode okarakterisana kao varijanta nejasnog znacaja.

3. U ovoj studiji nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa (NMOSB,
MS, kontrolna kohorta) u odnosu na varijante detektovane u genu AQP4, na osnovu ¢ega se
moze zakljuciti da ne postoji povezanost dobijenih varijanti u kodiraju¢im regionima gena
AQP4 sa rizikom od pojave NMOSB, kao ni MS. Takode, nije izdvojen ni jasno protektivni
AQP4 genotip kada su u pitanju NMOSB i MS u nasoj studiji.

4. Ovom studijom pokazano je postojanje statisticki znacajne povezanosti varijante
rs35248760 u genu AQP4 sa pojavom mijelitisa u NMOSB. Nije uocena korelacija ostalih
izdvojenih varijanti u genu AQP+4 sa klinickim karakteristikama u naSoj kohorti pacijenata sa
NMOSB.

5. U ovoj studiji u¢injenim ispitivanjem odabranog seta gena u okviru sprovedne WES analize
u NMOSB kohorti, nisu izdvojene jasno uzro¢ne varijante, niti specifican protektivni
genotip za NMOSB.

6. Sprovedenom analizom optere¢enja (burden analiza) odabranih gena nije utvrdena jasna
povezanost sa NMOSB u nasoj kohorti pacijenata sa ovom bolescu.

7. U ovoj studiji utvrdeno je postojanje visih skorova u MHC domenu MSQoL-54 upitnika kod
pacijenata sa NMOSB u odnosu na ispitanike sa MS. Za ostale domene MSQoL-54 upitnika,
kao i za domene upitnika BDI, nije postignuta statisticki znacajna razlika skorova izmedu
ove dve grupe ispitanika (NMOSB, MS).

8. U ovoj studiji posebno je ispitivan uticaj poremecaja funkcije ANS na kvalitet zivota osoba
sa NMOSB i MS. Sprovedenom analizom pokazano je da su ortostatska intolerancija i
poremecaji u domenu pupilomotorne funkcije bili znacajno zastupljeniji u kohorti obolelih
od MS u odnosu na pacijente sa NMOSB, kao i da je stepen disautonomije povezan sa nizim
skorovima kvaliteta zivota kod obe grupe ispitanika, sa nesto snaznijom korelacijom u
kohorti pacijenata sa MS.
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9. Analizom u okviru ove studije utvrdena je inverzna korelacija izmedu PHC i MHC skorova
MSQoL-54 upitnika i totalnog COMPASS-31 skora kod pacijenata sa NMOSB, kao i
statisticki znacajna inverzna korelacija izmedu PHC i MHC skorova MSQoL-54 upitnika i
totalnog COMPASS-31 skora kod pacijenata sa MS .

10. Ovo istrazivanje ukazalo je na to da niza opterecenost simptomima disfunkcije ANS, zatim,
nizi EDSS 1 skor BDI predstavljaju nezavisne prediktore boljeg kvaliteta zivota
procenjivanog MSQoL-54 upitnikom, kako u kohorti osoba sa NMOSB, tako i u kohorti
osoba sa MS.
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71a je IOKTOpCKa ArcepTaIifja moJ; HaCJI0BOM

MOJIEKYJIAPHO-TEHETUYKA AHAJIM3A AKBAIIOPUHA 4 1 KOPEJIAIIMJA CA KIIMHNYKUM

KAPAKTEPUCTHUKAMA OBOJIEJIMX OJJ HEYPOMUIEJIMTUC OIITUKA CIIEKTPA BOJIECTU

® DEe3yJITAT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT PaJIa;

e Jla AucepTanyjay IeJUHU HU y IeJIOBUMA HUje O1ia IpeJyI0KeHa 3a CTUIIAbE JIpyTe
JUIIIOME IIpeMa CTY/IUjCKUM IIPOrpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

e Jla Cy pe3yJITaT! KOPEKTHO HaBeZleH! U

e Jla HHUCAM KpIIHO/JIa ayTOPCKa IIpaBa ¥ KOPHUCTHO/J1a UHTEJIEKTYAIHY CBOJUHY APYTHUX
JaIa.

Ilornuc ayTopa

Y Beorpany,




obpasay usjage o uCMoBeMHOCMU WMAMNAHe U eAeKMPOHCKe 8ep3uje doKmopckoe pada

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE BEP3Hje JOKTOPCKOT
paxa

Nwme u npe3ume ayropa Mapko AHgabaka

bpoj ungexca 5113/16

Crynujcku mporpam Heyporayke

Haciios paga MoinekyaapHO-TeHeTUYKa aHAIM3a aKBaopuHa 4 1

KO[ZCJ’I&![I/Iia Ca KJIMHUYKWUM KapaKTCPHUCTHKAMA 000JIeInXx ol

HEYPOMHU]EIIUTHC ONITHKA CIIEKTpa OOJIECTH

Mentop lIpod. np Jenena [pynosuh

M3jaBpyjeM 7ia je INTaMIlaHa Bep3Wja MOT JIOKTOPCKOT Pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOjy caM IpeAao/yia paju MoXpamHBamka y JIUTrHTaTHOM PEno3uTOPHUjyMy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BospaBaM /1a ce o0jaBe MOjU JIMYHU ITOAAIA Be3aHU 3a JOOMjarbe aKaJ[eMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HAayKa, Kao IIITO Cy UMe U IIPe3rMe, TOJIHA U MECTO Poljerba U IJaTyM o/i0paHe pajia.

OBU JIMYHY [TOJIAIY MOTY ce 00jaBUTH HA MPEXKHUM CTPaHUIlaMa JUTUTATHE OubinoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y IyOsInKaIrjamMa YHuBep3urera y beorpazy.

ITornuc ayropa

Y Beorpany,




obpasay usjase o kopuuthery

HN3jaBa o kopumhemwy

Omnamthyjem YHuBepsutercky OuOnmorexy ,CBerozap MapkoBuh“ ga y Jlurutajinu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpajsy yHece Mojy JOKTOPCKY JAHUCEPTALH]y IO
HACJIOBOM:

MOJIEKYJIAPHO-TEHETUYKA AHAJIM3A AKBAIIOPUHA 4 1 KOPEJIAIIMJA CA KIIMHNYKUM

KAPAKTEPUCTHUKAMA OBOJIEJIMX O HEYPOMUIEJIMTUC OIITUKA CIIEKTPA BOJIECTU

KOja je MOoje ayTOpPCKO JI€eJI0.

Juceprarnujy ca CBUM IIPUJIO3MMA IIPeZa0/jia caM y eJIEKTPOHCKOM (popMaTy IIOr0THOM 3a
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy JOKTOPCKY A¥CEpTaHjy MoXpateHy y JIUTHTaTHOM Pelo3uTOpUjyMy Y HUBEP3UTETA y
Beorpajy u OCTYIIHY Y OTBOPEHOM MPUCTYITy MOTY Jia KOPUCTE CBU KOjH IOIITY]y oApeade
cazp:kaHe y omabpanom tumy ymneHne KpeatusHae 3ajeauiie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJIJTy4IHo/a.

1. Ayropcrso (CC BY)
@AyTOpCTBO — HexoMepijastHo (CC BY-NC)
3. AyropctBo — HekoMepirjarHo — 6e3 mpepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpcTBO — HEKOMepIHjaTHO — estuTu 1o, uctuM yestopuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcrBo — 6e3 mpepaza (CC BY-ND)
6. AyropctBo — mesutH mog uctuM yeaopuma (CC BY-SA)

(MostuMo J1a 3a0KpY?KUATE CAMO jeJTHY Of] IIIeCT TOHYT)eHUX JINTIEHITH.
Kparak omnuc JIUIEeHIIN je cCAaCTaBHHU JIe0 OBE U3jaBe).

IMornuc ayTopa

Y Beorpany,




1. AyropcTBo. /[03BO/baBaTe yMHOKaBabe, JUCTPUOYIIH]Y U jaBHO CAOIIIIITaBAbE Jea,
U TIpepajie, ak0 Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HA4YHuH ojpel)eH oj1 cTpaHe ayTopa HJIN
JlaBaolia JIMIIEHIEe, YaK U y KoMepiujaiHe cBpxe. OBO je Hajcsi000/1HM]ja O/ CBUX JIMIIEHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIujaaHo. /[03Bo/baBaTe YMHOXKaBambe, JNUCTPUOYIU]Y U
jaBHO caoIIITaBame Jiesia, U Ipepasie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ofipeljeH o
CTpaHe ayTopa WIHN JaBaoua JjuneHne. OBa JMIleHI]a He /03BOJbaBa KOMepPIIUjaTHY
ynoTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepIUjaJaHO — 0e3 mpepazaa. /[03Bo/baBaTe yMHOXKaBambe,
AUCTpPUOYIMjy W jaBHO CaoIlIITaBame Jesa, 0e3 IMMpoMeHa, IpPeo0JIMKOBama WU
ynotpebe /iesia y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauyuH ojipel)eH o/ cTpaHe
ayTopa wiau JilaBaorna JyuieHne. OBa JIMIEHIIA He /I03BOJbaBa KOMEPIIHjaJIHy YIOTPeDy
nesna. Y oHOCY Ha CBe OCTaJIe JIMIIEHIle, OBOM JIMIIEHIIOM ce OorpaHu4aBa Hajsehu oO6uM
IpaBa KopuIlthema Jesa.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPIHMJAJIHO — /[JA€JUTH I0J HCTHM YCJIOBUMA.
Jlo3BOoJbaBaTE YMHOKABahE, JUCTPUOYIIU]Y U JaBHO CAOIIIITABAKE /IeJIa, U IIpepajie, ako
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4uuH o/ipel)eH o1 cTpaHe ayTopa WJIM JlaBaola JIUIEHIe U
aKo ce Ipepajia AUCTPUOyHpa IO/ MUCTOM WJIM CJIMYHOM JuieHroMm. OBa JIMIlEHIIA He
J103BOJbaBa KOMeplLMjasiHy ynoTpely fiesia u rpepasja.

5. AyropcTBOo — 0e3 mpepajga. /[o3Bo/baBaTe YMHOMKaBame, JUCTPUOYIIU]Y U JaBHO
CaoIIITaBambe Jiesia, 6e3 mMpoMeHa, IPeobIMKOBaha WIH YIIOTpeOe es1a y CBOM JIeJTy, aKO
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4YuH o/ipeljeH o] cTpaHe ayTropa WU JlaBaora jureHIe. OBa
JIMIIEHIIA I03BOJhaBa KOMEPIHjaTHy YIIOTpeOy aea.

6.AyTOpPCTBO — /JeJUTH IIOJ, MCTUM YcIOBUMA. /[o3BosbaBaTe YMHOXKABambe,
ZMCTPUOYIIM]Y W JaBHO CAOIIIIITaBaIbe Jieyia, U Ipepajie, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HAuMH oJipehleH o7 cTpaHe ayTopa WIM /JaBaolja JIMIEHIE U aKo ce Ipepaja
AUCTpUOyHpa TIOJi WCTOM FJIM CJIMYHOM JHieHnoM. OBa JIMIIEHIIA /03BOJhaBa
KOoMepIrjaJHy ymoTpeOy aena u mpepazga. CimyHa je codTBEPCKUM JIMIIEHIIAMA,
OJTHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/IA.



