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SAZETAK

Multipla skleroza (MS) je kroni¢na upalna bolest sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS), a
prvi napad biljezi se kao klini¢ki izolirani sindrom (CIS). Dijagnostika ukljucuje u prvom
redu nalaz magnetske rezonancije (MR) te dokazivanje intratekalne sinteze oligoklonskih IgG
vrpci metodom izoelektriénog fokusiranja (IEF) s imunofiksacijom. Novija istrazivanja
pokazala su da likvor takvih bolesnika sadrzi visoku koncentraciju slobodnih lakih lanaca,
osobito kapa tipa (KFLC, engl. kappa free light chain).

Svrha istrazivanja bila je ispitati dijagnosticku i prediktivnu vrijednost odredivanja
slobodnih lakih kapa lanaca u cerebrospinalnoj tekucini (CSF) u usporedbi s kvalitativnim
postupkom odredivanja oligoklonskih vrpci (OB, engl. oligoclonal bands) u pacijenata s CIS-
om Koji su kroz dvije godine konvertirali u MS.

U 151 pacijenta primljenih na Klinici za neurologiju sa sumnjom na CIS mjereni su
imunonefelometrijskom metodom KFLC, ukupni IgG i aloumin u CSF-u i serumu, izracunati
kvocijenti CSF/serum (Qxrrc, Qige | Qam) i indeksi KFLCingeks (QkrLc/Qaib) te 1gGindeks
(Qige/Qaw) U odnosu na albumin, te je izoelektricnim fokusiranjem s imunofiksacijom
procijenjeno prisustvo OB-a. Na temelju klinicke slike, OB-a i magnetske rezonancije (MR)
50 pacijenata svrstano je u ostale neuroloske bolesti (ONB), a 101 u CIS od kojih je 50
konvertiralo u MS (D-MS) unutar 2 godine. Analizom i usporedbom ROC (engl. Receiver
Operating Characteristic) krivulja te usporedbom medijana KFLC parametara traZzena je
optimalna grani¢na vrijednost u odnosu na dijagnozu CIS-a i konverziju u MS. ROC analiza
za to¢nost detekcije intratekalne sinteze pokazala je najbolje rezultate za QkrLc s povrSinom
ispod krivulje (AUC engl. Area under curve) od 0,891 uz grani¢nu osjetljivost od 0,027 s
dijagnostickom osjetljivos¢u od 73,2 % 1 specificnoS¢u od 96,0 %. Dijagnosticka to¢nost
KFLCindeksa Za konverziju CIS-a u MS pokazala je AUC 0,840 i grani¢nu vrijednost 9,092,
Vrijednosti QkrLc ispod 0,0148 i iznad 0,0270 upucuju da nije potrebno raditi metodu IEF-a s
imunofiksacijom za dokazivanje OB-a. Vrijednost KFLCingeksa Mmanja od 4,44 ne upucuje na
konverziju u MS unutar dvije godine dok vrijednost KFLCindeksa iznad 104,54 upucuje na
mogucu dijagnozu MS. Primjena KFLC parametara mogla bi posluziti kao pretrazna metoda,
a OB bi se mogao koristiti samo u nerazjasnjenim klinickim slucajevima. KFLC parametri u
bolesnika koji su konvertirali u MS znacajno su visi te svojom prediktivnom ulogom mogu
pridonijeti ranoj dijagnozi i pravodobnoj terapiji.

Kljuéne rijeci: slobodni laki kapa lanci, multipla skleroza, klini¢ki izolirani sindrom,

oligoklonske IgG vrpce, izoelektri¢no fokusiranje, imunofiksacija



SUMMARY

Background: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central
nervous system (CNS) caused by an autoreactive lymphocite-mediated inflammatory
autoimmune disorder, with the first relapse recorded as clinically isolated syndrome (CIS).
Other diseases of the CNS have similar symptoms and a reliable differential diagnostic is
lacking. The diagnostic primarily includes MRI findings and demonstration of intrathecal
synthesis of oligoclonal 1gG bands with a qualitative method of isoelectric focusing with
immunofixation. The evaluation of intrathecal synthesis with the qualitative determination of
oligoclonal immunoglobulin G bands supports the diagnostic of clinically isolated syndrome
(CIS) and prediction of conversion to multiple sclerosis (MS). Recent studies have shown
high concentrations of free light chains in CSF in these patients, especially kappa type.
Determination of free light chains in CSF and serum, and their ratio (kappa quotient) with an
immunonephelometric method, could be a more reliable and precise diagnostic and prognostic
marker wherefore quantification of KFLC IgG could represent a possible alternative method
which could be standardized and become an objective laboratory component in the diagnostic
algorithm in these patients.

Objective: The objective of the study was to evaluate diagnostic and predictive value of
determination of KFLC in CSF compared to the qualitative procedure of OB in patients with
CIS who have converted to MS during a two-year period.

Methods: For 151 patients with suspected CIS, who were admitted to Clinic of Neurology,
concentrations of KFLC, total 1gG and albumin in CSF and serum were measured by an
immunonephelometric method. CSF/serum quotients (QkrLc, Qigs and Qam) and indices were
also calculated with regards to albumin, and the presence of OB was assessed with isoelectric
focusing. Based on the clinical picture, OB and MRI findings, 50 patients were classified as
,other neurological diseases (OND)*“ and 101 patients were classified as CIS, 50 of which
converted to MS (D-MS) in a two-year period. An optimal cut-off was determined with
analysis and comparison of ROC curve, and with median comparison of KFLC parameters,
with regards to CIS diagnosis and conversion to MS.

Results: The median for KFLCcsr was 2.01 mg/L in MS group as opposed to 0.68 mg/L and
0.17 mg/L for CIS and OND group, respectively. KFLCingex Was 33.52 mg/L for MS group as
opposed to 9.68 mg/L for CIS and 3.71 mg/L for OND group (p < 0,0001). ROC analysis for
accuracy of intrathecal synthesis detection for QkrLc showed AUC of 0.891 and cut-off of
0.027 (sensitivity 73.2 % and specificity 96.0 %; +PV 97.4 %). The diagnostic accuracy of



KFLCindex for conversion of CIS to MS showed AUC of 0.840 and cut-off of 9.092
(sensitivity 90.0 %, specificity 73.3 %; -PV 93.7 %). Life age significantly correlates with
KFLC in serum (r=0.34; p < 0.0001) and through aging process, lower KFLC indices can be
expected, such as possibility of false negative diagnoses. QkrLc values could be used in
screening for demonstration of intrathecal synthesis and its values below 0.0148 and above
0.0270 indicate needlessness for a qualitative, technically demanding method of IEF with
immunofixation for demonstration of OB. KFLCingex Value below 4.44 in patients with CIS
does not indicate conversion to MS inside a two-year period while values of KFLCingex above
104.54 are very indicative of this diagnosis.

Conclusion: With regard to the gold standard, KFLC parameters did not show significantly
higher accuracy in detection of intrathecal synthesis, but QkrLc could be used as a screening
tool in detection of intrathecal synthesis and could reduce determination of OB with a
technically demanding IEF method with immunofixation for 65%. KFLCingex Showed
diagnostic value for CIS and MS, and patients with KFLCingex value above 4.44 could
promptly be given therapy. The application of KFLC parameters could serve as a screening
method, and OB could be used in undefined clinical cases only. KFLC parameters are
significantly higher in patients who converted to MS, and can contribute to an early diagnosis

and prompt therapy with their predictive role.

Key words: free light kappa chains, multiple sclerosis, clinically isolated syndrome,

oligoclonal 1gG bands, isoelectric focusing, immunofixation



SADRZAJ

LU UVOD .ttt b et h e bbbt b e b e e b e b nae e nns 1
1.1. Anatomija srediSnjeg ZIVEANOZ SUSTAVA .......ccuvrieiuieieierieitestestesieseeee et sbe s eeennes 1
1.1.1. Cerebrospinalna teKuUCING..........c.civeriiiiiiiiii s 1
1.2, MUIRIPIA SKIBIOZA ...t 5
1.2.1. PatOfIZIOIOGIJA....c..eeiieeiiieieeee e 6
1.2.2. KHNICKA SIKA ...ttt 7
1.3. Klinicki 1Zolirani SINATOM.......uiiiiiiiiiieeiiie et saee e 10
1.3.1. Radioloski izolirani SINATOML.......ccuuciiuiiiiiiiiiiiie i 11
1.4. Dijagnostika multiple SKIEIOZE ............ccveiiiieiiie e 14
1.4.1. MaQNELNA FEZONANCIJA ... cveeueereeeeiteste sttt ettt sb bbb 15
1.4.2. Laboratorijska dijagnoStiKa...........ccccoiiriiiiiiiiiiciee e 20
1.4.2.1. O¢uvanost krvno-likvorske Darijere ..o, 21
1.4.2.2. Intratekalna sinteza proteina..............cooeiviiiiriiiiiie e 23

1.4.2.3. Matematic¢ki model za procjenu o¢uvanosti krvno-likvorske barijere

1 INEratekalne SINTEZE ........ovveivi i 25

1.4.2.4. Dokazivanje oligoklonskih imunoglobulina u likvoru .............ccccceiieivenne. 27
1.4.2.5. Slobodni laki lanci imunoglobulina u krvi i lIkvoru ..........c.ccccceeveiiieincnne, 30
1.4.2.6. Imunosni odgovor na neurotropne viruse i Borreliu Burgdorferi ................... 32

1.5. Ukratko o ulozi laboratorija u dijagnostici, predikciji i prognozi multiple skleroze..... 34
2. OBRAZLOZENJE TEME ......oooiiiiiiiniisies st 35
2.1, CHlJEVI T NIPOTEZE. ... bbb 35
3. ISPITANICH I METODE ...ttt 36
3L ISPILANICE 1.ttt et e e b e re e nre s 36
3.1.1. Protokol prikupljanja UZOraKa............c.ccceeiueiieiieiieiie e 37

BL2. IMIBLOTE ...ttt bbb bbb e ne e e 39
3.2.1. MagnetsKa reZONANCIJA .....ccvveivieirieiie ettt ettt e e anns 39
3.2.2. Metode za biokemijske i hematoloske analize U Krvi......cccccoevviiiiiiiniienicnce, 40
3.2.3. Metode za biokemijske i hematoloske analize u lIkvoru.........cccooovviiieiieiiceinnnne, 41
3.2.4. Procjena ocuvanosti krvno-likvorske Darijere ..o, 41
3.2.5. Dokazivanje oligoklonskih imunoglobulina G ...........cccceeiiiiiiiiineeen 42
3.2.6. Ispitivanja Na NEUrOtrOPNE VIFUSE ........eciviiirieriieiieesieeeieesiee e e steesseesseesaeessneennee e 42
3.2.7. Odredivanje koncentracije slobodnih kapa lakih lanaca IgG ............cceeviiiiinnnnn, 43

TR S TN 7 18 118 (o) (S 1 01110 16 (ST TR 44



A REZULTATI oo 46

4.1. Biokemijske i hematoloske analize u krvi i HKVOTU .......ccoiiiiiiiiiiiii, 46
4.2. Ocuvanost krvno-likvorske Darijere ... 50
4.3. Ukupni, oligoklonski i slobodni laki lanci imunoglobulina G u krvi i likvoru ............. 51
4.4. ASI kvocijent za neurotropne viruse i Borreliju Burgdorferi........cccccooevvvevecieciennnn, 52
4.5. Nalazi magnetske reZONANCIJE ........cveiierieeie et sra e te e sreas 53
4.6. USPOredbe 1 KOTeIACIE ......c..oviiiieiiieee e 54
4.7. Dijagnosticka to¢nost imunoglobulinskih parametara .............ccooeiiniiiiiiceen, 59
4.8. Matematicki model za predvidanje konverzije klini¢ki izoliranog sindroma............... 64
5. RASPRAV A e e e rr e e e ara e 67
5.1. Valjanost slobodnih kapa lakih lanaca 1gG-a u procjeni intratekalne sinteze.............. 67
5.2. Dijagnosticka vrijednost slobodnih kapa lakih lanaca 1gG ..........ccccceeceviiiniiininiennn, 72
5.3. Predvidanje konverzije klinicki izoliranog sindroma u multiplu sklerozu.................... 76
B. ZAKLIUCCT ....oooooioeiiiereeee e 79
T LITERATURA ettt e s et e e et e e e s aba e e e e e anaaeeeennnes 80
8. POPIS KR AT I C A ettt e e e bt e e et e e e tee e aneeeaneeeanes 93

0. ZIVOTOPIS ..o e et e e et et e e et e e e et e e et e r et e e er et e es et e e et et es et e es e e e, 95



1. UvOD

1.1. Anatomija srediSnjeg Ziv€anog sustava

Sredi$nji Zivéani sustav (SZS) je najsloZeniji organ ljudskog tijela koji se sastoji od
mozga i kraljeznicke mozdine. Mozak je izuzetno sloZzen u svojim razli¢itim anatomskim
regijama te vrlo osjetljiv i na male zarisne ozljede koje mogu dovesti do potpunog ispada
odredene funkcije kao §to su govor, vid, ravnoteza i motorika. SZS je zastiCen &vrstim
kostanim oklopom, vezivnim ovojnicama (pia mater, arachnoidea mater, dura mater),
cerebrospinalnim likvorom i serijom anatomskih i funkcionalnih barijera. Cerebrospinalna
tekuc¢ina (CSF, engl. cerebrospinal fluid) pruza mehani¢ku zastitu mekom mozdanom tkivu i
sluzi oCuvanju njegove homeostaze. Specijalizirane stanice koje tvore sustav krvno-mozdane
barijere (KMB) i krvno-likvorske barijere (KLB) odvajaju SZS od periferije (1).

1.1.1. Cerebrospinalna tekuéina

CSF, odnosno likvor, bistra je bezbojna tekuéina koja ispunjava mozdane komore,
sredisnji kanal kraljeznicke mozdine, te prostore izmedu pia mater i arachnoidea mater
(subarahnoidni prostor). Mozdanih komora ima ¢etiri od kojih su prva i druga smjestene
lateralno, treca razdvaja medumozak, a Cetvrta je Supljina izmedu malog mozga i mozdanog
debla koji povezuje mali mozak s kraljeznickom mozdinom. Unutar svake mozdane komore
nalazi se koroidni splet (plexus choroideus) (1). Koroidni spletovi smjesteni u lateralnim
komorama te u krovu trece i cetvrte moZzdane komore, procesima sekrecije 1 filtracije stvaraju
70 % CSF-a (2), dok ostatak CSF-a potjece od izvanstani¢ne tekucine mozga koja difuzijom
ulazi u likvorske prostore kroz ependim, pija-glijalnu membranu na povrsini mozga i kroz
perivaskularne prostore (3). Kroz tri otvora ¢etvrte mozdane komore ve¢ina CSF-a dospijeva
u veliku cisternu (cisterna magna), koja je povezana sa subarahnoidnim prostorom Koji
okruzuje cijeli mozak i kraljeznicku mozdinu. Najve¢i dio CSF-a se apsorbira preko
arahnoidnih resica, koje tvore arahnoidne granulacije, u venske sinuse ovojnice dura mater.
Sinusi dure ispunjeni su krvlju (1, 4).

Koroidni pleksus je splet krvnih Zila koji je prekriven tankim slojem epitelnih stanica.
Lucenje tekucine iz koroidnog pleksusa ovisi o aktivhom prijenosu natrijevih iona kroz
epitelne stanice koje oblazu vanjsku povrsinu pleksusa. Natrijevi ioni za sobom Vuku veliku

koli¢inu kloridnih iona jer pozitivni naboj natrijevih iona privlaci negativni naboj kloridnih
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iona, sto povecava koli¢inu osmotski aktivnog natrijevog klorida u CSF-u. Zbog stvorenog
osmotskog gradijenta izmedu krvi i CSF-a, dolazi do pasivhog ulaska vode u likvorske
prostore (4).

CSF je bistra, bezbojna teku¢ina koja se neprekidno stvara i reapsorbira pa se
cjelokupni volumen CSF-a izmijeni 3-4 puta tijekom 24 sata (1). Ukupni volumen CSF-a u
odraslih osoba iznosi izmedu 140 i 150 mL (4, 5, 6). U mozdanim komorama se nalazi oko
30-40 mL, 30 mL oko kraljezni¢ke mozdine te 70-80 mL u subarahnoidnom prostoru oko
mozga (7). CSF i mozak imaju priblizno istu gustocu, pa se smatra da mozak jednostavno
lebdi u tekucini. Najvaznija zadaca CSF-a je da §titi mozak od krutog prostora (4). Osim
mehanicke zastite koju pruza mekom mozdanom tkivu, CSF ima vaznu ulogu i u raznoSenju
razli¢itih bioaktivnih tvari. Svojstva CSF-a su sljedeca: osmotski tlak je priblizno jednak
onom u plazmi, koncentracija natrijevih iona takoder je priblizno jednaka onoj u plazmi,
koncentracija klorida je oko 15 % veca nego u plazmi, kalija oko 40 % manja, a glukoze oko
30 % manja (4). Koncentracije nekih vaznih sastojaka CSF-a nisu iste kao u izvanstani¢noj
tekucini drugdje u tijelu. Mnoge velike molekule tesko prelaze iz krvi u CSF ili u
medustani¢nu teku¢inu mozga. Sastav CSF-a nadziru procesi koji omogucéuju izmjenu tvari
izmedu mozga, krvi i CSF-a, a najvazniju ulogu u tome imaju KMB i KLB. KMB i KLB su
veoma propusne za vodu, ugljikov dioksid, kisik i ve¢inu tvari topljivih u lipidima. Slabo su
propusne za elektrolite poput natrija, kalija i klorida, a gotovo posve nepropushe za
plazmatske proteine i vecinu velikih organskih molekula netopljivih u mastima (4). KMB ¢ine
endotelne stanice mozdanih kapilara koje su jedna s drugom usko povezane Cvrstim
spojiStima, pa medu njima nema mnogo pukotinastih pora kao u vecini ostalih kapilara u
tijelu. Cvrsta spojista (engl. tight junctions) medu endotelnim stanicama podrzavaju zavrine
nozice (engl. end feet) astrocita. Iz ovakve strukture endotelnih stanica mozdanih kapilara
proizlazi i njihova osnovna funkcionalna karakteristika koja podrazumijeva izrazito nizak
unutarstani¢ni prolaz makromolekula, stani¢nih elemenata, ali i razli¢itih patogenih klica (1).

Na odredenim mjestima nabori meke mozdane opne pia mater strSe u mozdane
komore i tvore koroidne spletove (8). Vezivno tkivo pia mater prekriveno je jednoslojnim
kubi¢nim epitelom, podrijetlom iz ependimskih stanica koje oblazu povrSinu mozdanih
komora. Svojim apikalnim dijelom koroidne stanice su spojene ¢vrstim spojevima i time ¢ine
morfologku osnovu KLB-a. Cvrsti spoj koji spaja rubove endotelnih stanica dubokih
mozdanih kapilara i apikalna podru¢ja koroidnog epitela ¢ine morfoloSku osnovu KMB-a
odnosno KLB-a. Upravo ove dvije barijere imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u

mozgu (Slika 1.) (9).



| =

NS e S
OPE LN

Moidana |

Fo[=]
2
‘Qo
(\1\\ » .,;;

Dol

WoZdana kapitara Pariferna wapiara
Fenestracys
Astrocine zavrene BSazaina membrana {2 intaitnom bazainom mambranom)
S 3 —— Perici h Endoteine
: - \\’( <" stanice
Endotsine stanice 5
& ! Lumen
Lumeon ]
. e
vuron B B e e hapta
"ghtjuncaon ezl prostor

Slika 1. Prikaz KMB-a i KLB-a; adaptirano prema (10, 11).

Prikazane su dvije glavne imunosne barijere, KMB i KLB. Osnovu KMB-a ¢ini ¢vrsta veza sto
spaja rubove endotelnih stanica mozdanih kapilara bez fenestracija i s vrlo malim brojem
citoplazmatskih vezikula. Endotelne stanice ojacane su pericitima i bazalnom membranom.
Zavrsne noZice astrocita pokrivaju abluminalnu povrsinu bazalne membrane i samim tim
podrzavaju cvrstu vezu medu endotelnim stanicama. Osnovu KLB-a cini ¢évrsti spoj koji spaja
apikalne dijelove epitelnih stanica koroidnog spleta. Koroidni splet ima fenestrirane kapilare.
S obzirom da tvari iz krvi prolaze kroz fenestrirane endotelne stanice kapilara u koroidnom
spletu, KLB u epitelu koroidnog spleta ima vaznu ulogu u kontroli ulaska tvari iz krvi u CSF.
Za razliku od mozdanih kapilara, endotelne stanice kapilara koroidnog spleta su povezane

slabijim vezama (9, 10, 11). KMB - krvno-mozdana barijera; KLB - krvno-likvorska barijera



Izmedu CSF-a i izvanstani¢ne teku¢ine mozdanog tkiva nema barijera pa tvari
slobodno difundiraju izmedu tih odjeljaka. Zbog toga CSF moze posluziti kao ,,ogledalo*
S7ZS-a (1).

Upravo je odrzavanje stabilnog kemijskog sastava CSF-a i izvanstani¢ne tekucine
mozga od najveceg znacaja za funkcioniranje SZS-a. Sustavi KMB-a i KLB-a u tome imaju
zna&ajnu ulogu jer nadziru i ograniavaju ulazak razli¢itih tvari iz krvi u SZS, ali i obratno.

Likvorska dijagnostika se pocela razvijati nakon $to je Quincke 1891. godine uveo
lumbalnu punkciju koja se i danas izvodi (12). Normalni CSF je gotovo acelularna tekucina
koju ¢ini uglavnom voda (99 %), ali takoder sadrzi puno soli i malu koli¢inu proteina (13). Po
svom kemijskom sastavu slian je serumu, ali se koncentracije pojedinih tvari uvelike
razlikuju, kao $to su koncentracije proteina i ostalih makromolekula. Iako su koncentracije
ukupnih proteina u CSF-u vrlo niske u odnosu na serum (od 200-300 puta nize), $to je
posljedica otezanog prolaza makromolekula iz krvi kroz zdravu KMB i KLB, procjenjuje se
da je 80 % proteina u CSF-u krvnog podrijetla, a 20 % ih se dodatno stvara unutar SZS-a §to
predstavlja intratekalnu sintezu. 1-2 % proteina u CSF ¢ine tzv. nervno-specifi¢ni proteini.
Ulazak plazmatskih proteina u CSF kroz sustav barijera ovisi o veli¢ini proteina, odnosno o
hidrodinamskom volumenu makromolekula, gdje u veéini slucajeva hidrodinamski radijus
korelira s molekulskom masom proteina. Stoga kroz zdravu barijeru moze pro¢i oko 1 od 200
molekula albumina, odnosno 1 od 3000 molekula imunoglobulina (Ig, engl. immunoglobulin)
IgM (1). U pocetku, likvorska dijagnostika je bila ograni¢ena na morfoloske pretrage i
ispitivanje proteina, no danas se znatno proSirila 1 nezaobilazna je u dijagnostici 1 pracenju
bolesti SZS-a. Nagli razvoj osjetljivih i specifi¢nih analiti¢kih postupaka progirio je paletu
razli¢itih pretraga koje se mogu odrediti u CSF-u, medutim pri interpretaciji nalaza uvijek
treba uzeti u obzir da je rije¢ o vrlo dinami¢nom sustavu ¢iji se sadrzaj moze mijenjati iz sata
u sat. Lumbalna punkcija nije bezazlen dijagnosti¢ki postupak te moraju postojati ¢vrste
klinicke indikacije za njezinu primjenu (1). U postavljanju dijagnoze, likvorska dijagnostika
ponekad ima kljuénu ulogu te je nikakve slikovne tehnike kao Sto su kompjuterska
tomografija (CT, engl. computed tomography) i magnetna rezonancija (MR, engl. magnetic

resonance imaging) ne mogu zamijeniti (14).



1.2. Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS, engl. multiple sclerosis) je definirana kao kroni¢na, autoimuna,
upalna, demijelinizacijska i degenerativna bolest SZS-a (15, 16). MS se prezentira u nekoliko
razli¢itih oblika: primarno progresivni, relapsno remitirajuci, relapsno progresivni i
sekundarno progresivni fenotip. U prvoj fazi bolesti prevladava demijelinizacijska upala, a u
kasnijoj fazi se javlja neurodegeneracija postupnim ireverzibilnim oSte¢enjem.
Demijelinizacijska upala se ocituje oSte¢enjem mijelinske ovojnice ziv€anog vlakna, samog
aksona, oligodendrocita koji stvaraju mijelinsku ovojnicu. U 70 % bolesnika javlja se u dobi
od dvadesete do Cetrdesete godina Zivota i predstavlja vode¢i uzrok onesposobljenosti kod
mladih ljudi. Zene obolijevaju ¢esée od muskaraca te se smatra da Zene imaju raniji podetak
bolesti, nizu prevalenciju primarno progresivnog tijeka bolesti i sporiju progresiju invaliditeta
od muskaraca. Iako jo$ uvijek nema sigurnih i opée prihvacenih epidemioloskih podataka
prevalencije MS-a u svijetu, prevalencija bolesti je u porastu, a uzrok tomu mogu biti i
¢imbenici vezani za nove dijagnosticke kriterije koji omogucavaju ranije postavljanje
dijagnoze. Epidemioloska istrazivanja u MS-U ukazuju da bolest nastaje medudjelovanjem
genskih 1 okolisnih ¢imbenika. Kod genskih ¢imbenika vazna je povezanost MS-a s HLA
klase 1l genima na 6. kromosomu osobito za DR2 (HLA DRB1*1501 i DQB*0602), a
pokazan je i utjecaj HLA Klase | gena na rizik za MS (HLA-A*0301). VaZznost HLA sustava
sastoji se u Cinjenici da klasa | HLA alela (A, B, C) prezentiraju antigene za CD8 tip
T-limfocita, a klasa Il HLA alela (DP, DM, DOA, DQ i DR) za CD4 tip T-limfocita. Obje
vrste limfocita, CD8 i CD4, ukljueni su u patogenezu MS-a. Bez obzira na intenzivna
istrazivanja, gen odgovoran za nastanak MS-a jo$ uvijek nije utvrden i najvjerojatnije se radi
o poligenskom nasljedivanju. Medutim, MS se ne moze protumaciti samo genskom
sklono$¢u, ve¢ znacajnu ulogu imaju i ¢imbenici okoline. Od okolisnih ¢imbenika vaznu
ulogu imaju Epstein-Barrov Virus (EBV), izlozenost UV zragenju i vitamin D. Infekcija je
jedna od mogucih okoliSnih ¢imbenika koja doprinosi razvoju MS-a, te izlaganje §to ve¢em
broju infekcija u djetinjstvu djeluje zastitno na razvoj MS u odrasloj dobi. Moguéi uzrok je
neurotropni virus koji uzrokuje demijelinizacijska oSteCenja. Vec¢i postotak bolesnika s
MS-om seropozitivan je na EBV, te seronegativan EBV povezan je sa smanjenim rizikom od
MS-a. Od ostalih infektivnih ¢imbenika istrazen je humani herpes virus 6 (HHV6), Herpes
Simplex 1 i 2 (HSV tip 1 i tip 2), varicella zoster, citomegalovirus (CMV), Chlamydia
pneumoniae, ali ni jedan od ovih ispitivanih virusa nije se pokazao uzro¢nikom MS-a. Osim

infekcije, od ostalih okolisnih ¢imbenika ispitan je i ucinak vitamina D na rizik za razvoj

5



MS-a, gdje poviSene koncentracije vitamina D ili uzimanje vitamina D su povezane s niZim
rizikom od razvoja MS-a. Takoder se smatra da vitamin D ima vaznu ulogu u pojavljivanju

viSe autoimunih bolesti, pa tako i u MS-u (17).

1.2.1. Patofiziologija

Dokazano je da su infiltracija upalnih stanica, demijelinizacija i aksonska degeneracija
osnovni patoloski mehanizmi koji uzrokuju klinicke manifestacije MS-a. Aktiviranje
autoimune upale koja dovodi do oSteCenja strukture mijelinske ovojnice ziv€ane stanice na
koje se najces€e nadovezuje oSteCenje aksona nastaje djelovanjem jo§ neidentificiranog
okolisnog ¢&imbenika na genski predisponiranu osobu (18, 19). U SZS-u su upravo
oligodendrociti ti koji formiraju mijelin produzivanjem i spiralnim omotavanjem izdanka
svojih stani¢nih membrana oko ziv€ane stanice, pa tako zivCana stanica sadrzi mnogobrojne
kratke mijelinizirane segmente koji su odvojeni pukotinama, tj. Ranvierovim ¢vorovima.
Buduc¢i da oligodendrocit moze formirati i do stotinjak mijeliniziranih segmenata, smrt jednog
oligodendrocita ima vece posljedice za provodenje elektricnog impulsa nego smrt
Schwannove stanice. Na mjestu demijelinizacije Ziv€anog vlakna dokazane su promjene u
samoj strukturi aksona, ali i1 organizaciji molekula na njegovoj povrsini. Primije¢eno je da u
ranim aktivnim lezijama dolazi do zadebljanja demijeliniziranih internodalnih segmenata koje
se povezuju s povecanom propusnos¢u aksoleme i modificiranim aksonalnim citoskeletnim
proteinima. U kroni¢nim lezijama dolazi do povecane reekspresije adhezijske molekule PSA-
NCAM koja se pojavljuje samo u neuronima u ranom razvoju, a u odraslih je ogranicena na
mjesta trajne plasticnosti. Postoji moguénost da ekspresija ove molekule pridonosi slabijoj
remijelinizaciji  kroni¢nih plakova zbog prekida interakcije oligodendrocita 1 aksona.
Medutim, u nekim kroni¢no demijeliniziranim aksonima ipak postoji provodenje impulsa,
iako je ono usporeno, §to upucuje na preraspodjelu, odnosno umnazanje natrijskih kanala
uzduz internodalnog prostora poslije demijelinizacije (19). Odavno je poznata Cinjenica da
ostecenje i gubitak aksona spada u vaznu znacéajku patologije MS-a. Dok je autoimuni upalni
proces uglavnom razjasnjen, neurodegenerativni jo$ uvijek nije. Donedavno je smatrano da
neurodegeneracija slijedi nakon autoimune upalne faze, ali je u zadnje vrijeme, koristeci
suvremenije dijagnosticke pretrage, ustanovljeno da i jedan i drugi proces teku od samog
pocetka bolesti s tim da je upalni proces dominantniji na pocetku, a neurodegenerativni sve
izrazitiji u kasnijoj fazi oboljenja. Upalni proces zapoc€inje proliferacijom, aktivacijom i

ulaskom autoreaktivnih T-limfocita u cirkulaciju. Aktivirani T-limfociti uzrokuju promjenu
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endotela (ekspresija adhezijskih molekula) KLB-a nakon ¢ega dolazi do njihovog ulaska u
SZS. U tom procesu sudjeluje niz razli¢itih molekula, kao i kemokini koji privlade upalne
stanice, adhezijske stanice koje omogucavaju imunoendotelijalnu interakciju, te
metaloproteinaze koje omoguéuju migraciju imunosnih stanica parenhimom SZS-a (20-22).

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

Do nedavno je smatrano da su lezije rasporedene samo u bijeloj masi cerebralnih
hemisfera, u cerebellumu, medulli spinalis i o¢nom Zivcu, a danas je poznato da je oko 25 %
lezija smjeSteno u dubokim sivim masama i kori mozga, ¢ak i unutar retine. Osnovna
karakteristika lezija u MS-u je tzv. pojava Sirenja u vremenu i prostoru, $to je u skladu s

klini¢kom slikom i tijekom oboljenja (23).

1.2.2. Klini¢ka slika

Postavljanje dijagnoze MS-a zapocinje s pacijentom koji ima smetnje, odnosno
simptome karakteristicne za MS. Ako su simptomi 1 slikovni nalazi tipicni za MS, klini¢ar
mora primijeniti odgovarajuce dijagnostiCke kriterije, a ako su atipi¢ni, potrebno je
upotrijebiti i alternativne metode (24). Atipi¢ni simptomi oznacavaju alternativnu dijagnozu
za MS te ukljucuju simptome koji ukazuju na druge neuroloske bolesti ili na medicinski
neobjasnjene simptome. Pojam ,,crvena zastavica“ (engl. red flag) koristi se u procjeni kod
dijagnoza koje ne upucuju na MS. Skupina za magnetnu rezonanciju u multiploj sklerozi
(MAGNIMS, engl. Magnetic Resonance Imaging in Multiple Sclerosis) opisala je te crvene
zastavice te ih klasificirala prema znacajnosti kod alternativnih dijagnoza za MS (25). Simbol
velike crvene zastavice pruza jak dokaz za dijagnozu koja isklju¢uje MS, kao §to su kosStane
lezije, ukljucenost plu¢a i bubrega, sréana bolest, periferalne neuropatije, miopatija,
retinopatija, diabetes insipidus itd. Simbol srednje velike crvene zastavice moze predstavljati
alternativnu dijagnozu no ujedno moze biti i dosljedan MS-u. Simbol srednje velike zastavice
ukljucuje stanja kao hidrocefalus, gubitak sluha, simetricno distribuirane lezije,
neuropsihijatrijski sindrom i druga. Simbol male crvene zastavice moze se pojaviti kod
pacijenata kojima je tek dijagnosticiran MS te se pojavljuje u stanjima kao $to su sindrom

mozdanog debla, mijelopatije, velike lezije (26, 27).



Tipicni klinicki simptomi MS-a karakterizirani su diseminacijom bolesti u prostoru
(DIS, engl. dissemination in space) koje iziskuju uklju¢ivanje multiplih podruéja u SZS-u i
diseminaciju bolesti u vremenu (DIT, engl. dissemination in time) koja znac¢i proucavanje
aktivnosti bolesti u vremenu (24). Oni uklju¢uju osjetne poremecaje kao §to su parestezije,
disestezije, hipoestezije, motoricke simptome, opticki neuritis, ataksiju, vrtoglavicu, disartriju,
disfagiju, kao i kognitivne poremecaje i poremecaje kontrole sfinktera. Zbog pojacane
mehanoreceptivnosti i efaptickog provodenja impulsa uzrokovanih demijelinizacijom, javljaju
se 1 paroksizmalni simptomi kao miokimije, spazmi miSi¢a, trigeminalna neuralgija,
Lhermitteov simptom i znak Kkoji podrazumijeva osjecaj prolazenja struje niz leda ili
ekstremiteta pri nagloj fleksiji glave te drugi simptomi (28). Simptomi kod pacijenata s
MS-om su raznoliki i nepredvidljivi, medutim bolest ipak pokazuje odredene pravilnosti ako
se prati kroz duze vremensko razdoblje, tako da vecinu bolesnika moZemo svrstati u jednu od
Cetiri glavne skupine (29):
1. Relapsno remitirajuci oblik MS-a - Veéina pacijenata s dijagnosticiranom MS (80-85 %)
ima relapsno remitiraju¢i klinicki oblik koji je karakteriziran epizodama Zari$nih neuroloskih
ispada (relaps), nakon kojih slijedi spontani ili terapijom potpomognuti potpuni oporavak
(remisija) (24, 30). Ucestalost napada i trajanje remisije varira od bolesnika do bolesnika.
Kriterij za postavljanje dijagnoze uklju¢uju napad, relaps i egzacerbaciju, a pocetna
prezentacija naziva se i klinicki izolirani sindrom (CIS, engl. clinically isolated syndrome)
(24). Ponavljanjem novih epizoda upalne demijelinizacije i sve intenzivnijim oSteéenjem
aksona nastaju trajni neuroloski poremecaji koji se postupno gomilaju stvarajuci sve teze
neuroloSke ispade. Smanjenje broja novih egzacerbacija, ali daljnja progresija bolesti,
oznacuje prijelaz relapsno remitiraju¢eg u sekundarno-progresivni oblik bolesti (30). Tijekom
odredenog vremenskog perioda relapsno remitiraju¢i MS se moze klasificirati kao neaktivan
ili aktivan i to ako pacijent klinicki ima epizodu novih i pogorSanje starih neuroloskih ispada
ili su mu utvrdeni znakovi aktivnosti bolesti na MR-u mozga (31).
2. Sekundarno progresivni MS - Oko 50 % pacijenata s relapsno remitiraju¢im MS-om nakon
10 godina i 90 % pacijenata nakon 25 godina bolesti, prijede u sekundarno progresivni oblik
(32). Sekundarno progresivni oblik MS-a oznaava progresivhu akumulaciju
onesposobljenosti nakon poc¢etnog relapsno remitirajuceg tijeka bolesti (33). Relapsi su manje
Cesti, ali je onesposobljenost pacijenta znacajna, te je rezultat sveukupnog stupnja aksonalnog
osteéenja u SZS-u (34). Pacijenti se najéesce Zale na pogorianje hoda, ravnoteZe, spasti¢nosti

I kontrole mokra¢nog mjehura (24).



3. Primarno progresivan oblik MS-a - Primarno progresivni oblik MS-a prisutan je u oko
10-15 % pacijenata. Karakteriziran je podmuklim pocetkom smetnji koje se postupno
pogorsavaju tijekom vremena (24). Progresivni tijek moze imati i epizode stagnacije, pa i
manje regresije neuroloskih ispada, no nakon njih ponovno slijedi daljnje pogorsanje bolesti
(28). Klinicki se bolest najcesce prezentira kao progresivna mijelopatija, a rjede kao sindrom
mozdanog debla ili kraljeznicke mozdine. Ovaj oblik MS-a karakteriziran je otezanim hodom,
smetnjama ravnoteze, spasticnoscu, slaboS¢u 1 gubitkom kontrole sfinktera dok su senzorni
simptomi rjedi nego kod relapsno remitirajuceg oblika (24).

Oba progresivna oblika bolesti mogu biti aktivna (ako su prisutni relapsi bolesti) ili
neaktivna, te progresivna ako je prisutno progresivno pogorsanje simptoma ili bez progresije
zbog ¢ega ih dijelimo u cetiri podgrupe: aktivna s progresijom, aktivna bez progresije,
neaktivna s progresijom, neaktivna bez progresije (31, 35).

4. Progresivno relapsiraju¢i MS - Progresivno relapsni oblik moze predstavljati i podtip
primarno progresivnog MS-a. Vrlo mali broj oboljelih ima progresivni tijek bolesti od samog
pocetka s povremenom pojavom akutnih relapsa (24).

Dodatni podtipovi MS-a takoder ukljucuju i (36):

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

2) Radioloski izolirani sindrom (RIS, engl. radiologically isolated syndrome) koji predstavlja
slu¢ajan pronalazak tipicne MS lezije na MR-u bez klini¢kih simptoma

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

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

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

6) Tranzicijski MS koji odrazava fazu tranzicije izmedu relapsno remitirajuée MS i

sekundarno progresivne MS



1.3. Klini¢Ki izolirani sindrom

CIS je pojam koji opisuje prvu epizodu ¢iji klini¢ki i paraklini¢ki nalazi ukazuju na MS.
Mnogi pacijenti koji razviju MS prezentiraju se prvi put kao CIS (37, 38). Postoje pacijenti
koji se prvi put prezentiraju tipiénim simptomima za CIS te jo§ uvijek ne zadovoljavaju
Kriterije za relapsno remitiraju¢i MS (24). Takvi pacijenti ostaju CIS sve dok se kriteriji za
relapsno remitiraju¢i MS ne zadovolje. CIS se odnosi na prvi klinicki demijelinizirajudi
dogadaj u SZS-u koji traje preko 24 h te je izoliran u vremenu, a moze ili ne mora biti izoliran
u prostoru. Buduéi da je CIS demijeliniziraju¢i dogadaj u SZS-u koji je izoliran u vremenu,
kompatibilan je s mogu¢im budué¢im razvojem MS-a te njegovo rano dijagnosticiranje
pomaze U odlukama pri lije¢enju. MR je trenutno najkorisniji alat za procjenu rizika.
Istrazivanja CSF-a i evociranih potencijala bi se takoder moglo koristiti za procjenu
vjerojatnosti MS-a (39).

Takoder CIS se razlikuje od RIS-a u kojima pacijenti imaju slu¢ajno uocena T2 svijetla
zariSta na MR-u koja ukazuju na demijelinizaciju u odsutnosti klini¢kih simptoma (40).
Tipi¢ne prezentacije za CIS ukljucuju unilateralni opticki neuritis, fokalni supratentorijalni
sindrom, fokalni sindrom mozdanog debla ili malog mozga te djelomi¢nu mijelopatiju dok
atipi¢ne prezentacije za CIS ukljucuju bilateralni optic¢ki neuritis, kompletnu oftalmoplegiju,
kompletnu mijelopatiju, encefalopatiju, glavobolju, promjene svijesti, meningizam te izolirani
umor (41, 42).

Lijecnici uvijek moraju ispitati pacijentove prosle neuroloSke dogadaje kao Sto su
zamagljivanje vida, dvostruki vid, Lhermitteov znak, utrnulost ili slabost koja traje duze od 24
sata jer ovi simptomi mogu biti zanemareni pogotovo ako su blagi. Takoder lije¢nici moraju
iskljuciti druge alternativne dijagnoze kao Sto su infekcije, upalni poremecaji, metabolicki
poremecaji, genske bolesti, neoplazme, vaskularne bolesti te druge autoimune bolesti (26, 39,
43-46).

Klinicka prezentacija CIS-a moze biti monofokalna ili multifokalna. Monofokalna
prezentacija podrazumijeva odraZavanje patologije na jednom mjestu (42). Ako je kod prve
klini¢ke prezentacije zadovoljen kriterij DIS-a koji podrazumijeva oStecenja na dva razlicita
mjesta SZS-a, takav oblik CIS-a nazivamo multifokalnim. Monofokalni CIS se tipiéno
prezentira u tri klinicka oblika: nepotpuni transverzalni mijelitis koji se prezentira s
asimetricnom para/tetraparezom, smetnjama sfinktera te razli¢itim osjetnim ispadima; opticki
neuritis kojeg obiljezava klinicki trijas (bolnost prilikom pomicanja bulbusa, smetnje vidne

oStrine, nesposobnost razlikovanja boja); te simptomima mozdanog debla i/ili malog mozga
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koji se prezentira internuklearnom oftalmoplegijom, ataksijom, razli¢itim oblicima centralnog
nistagmusa, parezom abducensa ili paroksizmalnim simptomima (47).
Trenutno nema markera koji su patognomiéni za dijagnozu CIS-a ili MS-a.
Dijagnosti¢ka obrada CIS-a obi¢no po¢inje s MR-om mozga (48).
Prema Milleru (26), CIS se moze podijeliti na pet tipova:
1) Tip 1 koji je obiljezen monofokalnim simptomima kao S§to je npr. opti¢ki neuritis uz
barem jo$ jednu asimptomatsku leziju na MR-u
2) Tip 2 koji je klinicki obiljezen multifokalnim simptomima kao $to je opticki neuritis s
internuklearnom oftalmoplegijom uz barem jo$ jednu asimptomatsku leziju na MR-u
3) Tip 3 koji je obiljezen monofokalnim simptomima, dok na MR-u nema
asimptomatskih lezija
4) Tip 4 koji je obiljezen multifokalnom simptomima dok na MR-u nema
asimptomatskih lezija
5) Tip 5 koji predstavlja bolesnike ¢iji MR zadovoljava Barkhofove kriterije za DIS, dok

simptomi karakteristi¢ni za demijelinizacijske bolesti izostaju

U McDonaldovim kriterijima iz 2017. godine za CIS, osim asimptomatskih lezija, trebaju
se u obzir uzeti i simptomatske lezije (42).

Nakon §to se postavi dijagnoza CIS-a, jedno od glavnih pitanja je koliki je rizik tog
bolesnika da razvije MS. Istrazivani su brojni ¢imbenici kao mogu¢i prediktori konverzije, no

samo se MR i CSF koriste u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici (47).

1.3.1. RadiolosKi izolirani sindrom

Povecana upotreba MR-a mozga rezultirala je slu¢ajnim pronalascima abnormalnosti
bijele tvari u SZS-u. Dok je veéina tih nalaza nespecifiéna, neki upuéuju i na
demijelinizirajuéu patologiju (24). Porast neoCekivanih promjena na MR-U su povecale
zanimanje za otkri¢a ¢ija morfologija, veli¢ina, lokacija 1 distribucija visoko upucuju na
demijelinizirajucu patologiju. Ovo je dovelo do definicije RIS-a koji je uveden kako bi se
opisali asimptomatski pacijenti s abnormalnostima mozga na MR-u koji ukazuju na mogucéi
MS, no koji imaju odsutne klinicke znakove (49).

Prirodna povijest ovih oSte¢enja i razvoj stanja kod ovih bolesnika ostaju nejasna i

potrebni su dodatni dokazi da bi se ustanovio rizik (24).
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Odredeni broj pacijenata s RIS-om s vremenom prijede u MS, $to pokazuje da RIS u
nekim sluéajevima predstavlja pretklinicki stadij MS-a (49). Pojam RIS-a je prvi predlozio
Okuda sa suradnicima (40) te je ponudio primjenjive Kkriterije koji se fokusiraju na
strukturalna otkrica MR-a te istovremeno iskljucuju klinicke promjene i druga bolesna stanja
koja bi mogla sacinjavati promatrane paraklinicke anomalije (40, 49). Okudini kriteriji iz
2009. godine podrazumijevaju prisutnost jajolikih 1 dobro okruzenih lezija uz prisutnost ili
odsutnost corpus callosum, koje su vece od 3 mm te ispunjavaju barem tri od Cetiri DIS
kriterija. MAGNIMS skupina (49) predlozila je nove MR kriterije za dijagnozu MS-a koji su
utjecali na reviziju McDonaldovih kriterija iz 2010. godine. Ovi kriteriji su se fokusirali na
lokaciju lezija, $to je olakSalo pojasnjenje MR-a i njegovo koristenje u klinickoj praksi.
MAGNIMS skupina je modificirala ove kriterije te su oni uklju¢eni u McDonaldove kriterije
iz 2017. godine (Tablica 1.). Prema ovim Kkriterijima, preporuca se da bi se identicni MR
kriteriji za DIS trebali primjenjivati za dijagnozu RIS-a i MS-a. Takoder, ispunjavanje
McDonaldovih kriterija za DIT bi nadalje moglo poboljsati identifikaciju pacijenata s RIS-om
s visokim rizikom od razvijanja neuroloskih simptoma te bi omogucilo definitivnu dijagnozu
MS-a i to kad bi pacijent prikazao prvi neuroloSki simptom koji ukazuje na demijelinizaciju

S7S-a (49).

Tablica 1. Prikaz MAGNIMS preporuka za dijagnozu i lijecenje RIS-a (S dodanim

modificiranim kriterijima) i subklinickog MS-a prema (49)

Dijagnosticki kriteriji

Dijagnoza RIS-a pretpostavlja da su otkri¢a neocekivana za remitirajuce klinicke simptome

nakon paZljivo skupljene klinicke povijesti 1 pedantnog klinickog pregleda.

Opis prostornog 1 vremenskog Sirenja MR lezija koji je predloZen u najnovijoj reviziji
McDonaldovih kriterija za dijagnozu MS-a iz 2017. godine bi se trebao primjenjivati na
pacijente s RIS-om.
Prema modificiranim kriterijima za dijagnozu RIS-a, ukljucujuéi kriteriji podrazumijevaju:
e Prikaz DIS-a (putem > 1 T2-hiperintenzivne lezije na najmanje dvije od sljede¢ih
lokacija):

1. Periventrikularna bijela tvar

2. Kaortiko-jukstakortikalna
3. Ledna mozdina
4

Infratentorijalna
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Iskljucujuéi kriteriji podrazumijevaju:
e Klinicki dokaz neuroloske disfunkcije koja ukazuje na MS na temelju povijesnih
simptoma i/ili objektivnih znakova
e MR abnormalnosti objasnjene bilo kojim drugim bolestima, s posebnom paznjom na
starenje ili vaskularne abnormalnosti, te abnormalnosti uzrokovane izlozenoSc¢u

toksinima ili lijekovima

Prisutnost DIT-a na MR-u kod RIS-a moze omoguditi definitivnu dijagnozu MS-a s prvom
pojavom neuroloskih dogadaja, koji su potvrdeni klinickim pregledom te upucuju na

demijelinizaciju SZS-a.

Dijagnoza RIS-a se uglavnom temelji na pojasnjavanju MR otkri¢a, no potrebno je iskljuéiti

druge bolesti koje bi mogle uzrokovati promatrane anomalije na MR-u.

Prediktori konverzije i subklinickog MS-a

Postoji dosta vaznih prediktora koji ukazuju na konverziju iz RIS-a u MS te bi se trebali
koristiti za identificiranje pacijenata s RIS-om koji bi mogli imati veci rizik od razvijanja
MS-a.

Pojedinci s RIS-om koji imaju klasi¢na paraklinicka svojstva pacijenata S MS-om te kod kojih
postoji nekoliko MR faktora rizika za konverziju u MS vjerojatno imaju subklinic¢ki oblik
MS-a.

LijeCenje i upravljanje

Trenutni dokaz ne podrZava lijeCenje kod pacijenata s RIS-om, ¢ak i kada otkri¢a ukazuju na

subklinic¢ki MS.

Aktivno pracenje pacijenata s periodi¢nim (6-12 mjeseci), klini¢kim i radioloskim kontrolama

preporuca se kod pacijenata s moguéim subklinickim MS-om.

Svakom pojedincu s RIS-om mora se pruziti moguénost izbora Zeli 1i on/ona nastaviti daljnje

pretrage.
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1.4. Dijagnostika multiple skleroze

Dijagnoza MS-a se zasniva na anamnezi, klinickoj slici, analizi CSF-a te MR-a (50).
Dijagnoza zapocinje na temelju simptoma karakteristicnih za MS, a inicijalno se naziva CIS
koji to ostaje dok se ne pojavi relapsno remitiraju¢i klini¢ki oblik koji je karakteriziran
epizodama brzo nastalih novih neuroloskih deficita. Ako su simptomi i slikovni nalazi tipi¢ni
za MS, klini¢ar moze primijeniti odgovarajuce dijagnosticke kriterije. Smatra se da klinicka
procjena i nalaz MR-a imaju klju¢nu ulogu u dijagnostickom procesu, no MR-u nedostaje
specifi¢nosti tijekom najranijih stadija bolesti. Konverzija C1S-a u MS javlja se u oko 30 %
oboljelih u srednjem intervalu od 5,4 godine te je iznimno vazna procjena od rizika konverzije
(51), a s najvaznijim ciljem — osigurati pacijentu ranu primjenu imunomodulacijske terapije i
minimalizirati upalni proces i buduce epizode o$tecenja neurona. Pacijenti s CIS-om
prezentiraju se s tipicnom klini¢kom slikom, tipi¢nim nalazom na MR-u (51) te zadovoljavaju
McDonaldove kriterije iz 2010. (52) prema kojima klinicar mora evaluirati DIS, Sto
podrazumijeva ukljuéivanje multiplih podru¢ja u SZS-u, te DIT, $to znadi proudavanje
aktivnosti bolesti u vremenu. Kod pacijenata koji se prezentiraju tipi¢nom klinickom slikom,
tipi¢nim nalazima na MR-u te zadovoljavaju McDonaldove kriterije revidirane u 2017. godini
(42), nije potrebna daljnja dijagnosticka obrada. S druge strane kod pacijenata kod kojih se
sumnja na MS, no postoji atipi¢ni nalaz MR-a ili klinicke slike, potrebna je daljnja obrada da
bi iskljucila alternativne dijagnoze (24). Upravo je analiza CSF-a ta koja se preporuca u onim
slucajevima kad su atipicni: klinicka slika, dob pojedinca te nalaz MR-a. lako analiza CSF-a
nije obvezni dio dijagnostickog kriterija, valja ju primijeniti u bolesnika s CIS-om da bi se
iskljucile alternativne dijagnoze. Osim rutinskih postupaka analiziranja CSF-a kod pacijenata
gdje se sumnja na MS, potrebno je paralelnim analiziranjem CSF-a i seruma detektirati
moguéi poremecaj funkcije barijere te procijeniti intratekalno sintetiziranu koli¢inu
imunoglobulina G. Za detekciju intratekalne sinteze Ig-a, osim kvantitativne metode,
preporu¢a se i kvalitativna metoda izoelektriénog fokusiranja (IEF, engl. Isoelectric
Focusing) s imunofiksacijom koja je osjetljivija te predstavlja zlatni standard za detekciju
oligoklonskih Ig-a (53). U slucaju da je pozitivan nalaz oligoklonskih Ig-a izvodi se i reakcija
na morbile, rubellu i zoster (MRZ, engl. Morbilli, Rubella, Varicella Zoster) koja znacajno
povecava specificnost nalaza oligoklonskih IgG jer upucuje da se radi o kronicnom upalnom

procesu SZS-a (54).
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1.4.1. Magnetna rezonancija

Za postavljanje dijagnoze MS-a potrebna je klinicka detekcija lezija koje su
diseminirane u vremenu i prostoru, a ¢iji slikovni prikaz omoguc¢uje MR. DIS kriteriji na
MR-u podrazumijevaju pojavu minimalno jedne T2 lezije na najmanje dvije od Cetiri lokacije:
periventrikularno, jukstakortikalno, infratentorijalno i/ili u kraljeznickoj mozdini, dok DIT
kriteriji predstavljaju prisutnost nove T2 lezije i/ili gadolinij imbibiraju¢e lezije na
kontrolnom snimanju MR-a u usporedbi s po¢etnim MR-om (neovisno o vremenu shimanja
pocetnog MR-a). Takoder DIT moze predstavljati i istovremenu prisutnost asimptomatske
lezije koja se postkontrastno imbibira i lezije koja se ne imbibira.

Prilikom MR snimanja primjenjuju se nestandardizirani protokoli koji ukljucuju
snimanje mozga, vratne kraljeznicke mozdine, oc¢nih zivaca, a ponekad i torakalne
kraljeznicke mozdine uz primjenu intravenskog paramagnetskog kontrastnog sredstva kao §to
je gadolinij. Primjena gadolinija omogucuje pracenje aktivnosti bolesti.

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

U upalnoj fazi bolesti dolazi do poremecaja KLB-a te paramagnetsko kontrastno
sredstvo 1z krvozilnog sustava slobodno prelazi u MS lezije $to dovodi do postkontrastnog
pojacanja signala u T1 mjernoj slici. Kod aktivnih MS lezija postkontrastno pojacanje signala
obi¢no perzistira 2-6 tjedana, rjede 3-4 mjeseca, a vrlo rijetko vise od 6 mjeseci. MS lezije u
podrucju vratne kraljeznicke mozdine se prikazuju u T2 mjernoj slici na sagitalnim i
transverzalnim presjecima.

U kasnijoj fazi bolesti osim gubitka mijelina, dolazi 1 do atrofije mozga i kraljeznicke
mozdine. Kraljeznicka mozdina je uz mozak vrlo ¢esto zahvacena MS-om, osobito gornji i
srednji dijelovi vratne kraljeznicke mozdine, dok su torakalni i lumbalni rjede zahvaceni (55).

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

paraklinickim testovima i laboratorijskim nalazima. Prvi put ih je donijelo Internacionalno
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vijece za dijagnostiku MS-a 2001. godine, a revidirani su 2005. 2010. i 2017. godine (42, 43,
44,52, 55).

U Tablici 2. se nalaze McDonaldovi kriteriji iz 2010. godine (52). Revizija

McDonaldovih kriterija uslijedila je 2017. godine (42). Ovom revizijom doslo je do nekoliko

izmjena. Neke od tih izmjena su:

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

da se simptomatske i asimptomatske MR lezije mogu razmotriti pri odredivanju DIS-a
ili DIT-a $to ne uklju¢uje MR lezije u optickom zivcu kod pacijenata koji imaju
opti¢ki neuritis. U McDonaldovom kriteriju iz 2010. godine (52) simptomatske lezije
kod pacijenta koji prikazuje sindrom mozdanog debla ili ledne mozdine su iskljucene
kao mogu¢i MR dokaz za DIS ili DIT

da se kortikalne i jukstakortikalne lezije mogu koristiti pri odredivanju MR Kriterija za
DIS. Prema McDonaldovim kriterijima iz 2010. godine (52) kortikalne lezije se nisu
mogle koristiti kod ispunjavanja MR kriterija za DIS

da su u McDonaldovim kriterijima iz 2017. godine (42) dijagnosticki kriteriji za
primarno progresivni MS isti kao i u McDonaldovom kriteriju iz 2010. godine (52),

osim §to su pridodane asimptomatske te kortikalne lezije

Tablica 2. McDonaldovi kriteriji iz 2010. i 2017. godine prema (42, 52)

Klini¢ka Dodatni potrebni podaci prema | Dodatni potrebni podaci prema

prezentacija | McDonaldovim kriterijima u | McDonaldovim kriterijima u 2017.
2010. godini godini

- 2 ili viSe | Nijedan, Kklinicki dokaz je | Nijedan, klini¢ki dokaz je dovoljan

napada dovoljan (dodatni dokazi su | (dodatni dokazi su pozeljni, ali

(relapsa) pozeljni, ali moraju biti povezani | moraju biti povezani s MS-om).

- 2 ili vise | S MS-om).

objektivne

klinicke lezije

- 1 objektivna
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klinicka lezija

s dokazanim

prijasnjim

napadom

- 2 ili vise | DIS prikazan: pojavom najmanje | DIS prikazan: dodatnim klinickim
napada jedne T2 hiperintenzivne lezije na | napadom koji podrazumijeva
(relapsa) najmanje  dvije od  &etiri | razli¢itu lokalizaciju u SZS-u;
-1 objektivna | lokalizacije  (periventrikularno, | putem MR-a.

klinicka lezija | jukstakortikalno, infratentorijalno | DIS se moze prikazati: putem

1/ili u kraljezni¢koj mozdini).

Simptomatske lezije kod pacijenta
koji prikazuje sindrom mozdanog
debla ili ledne mozdine su
isklju¢ene kao mogu¢i MR dokaz

za DIS.

najmanje jedne T2-hiperintenzivne
lezije na najmanje dvije od Cetiri
lokacije SZS-a: periventrikularnoj,
kortikalnoj ili jukstakortikalnoj te
infratentorijalnoj mozdanoj regiji
1/ili kraljeznic¢koj mozdini.

Za od McDonaldovih
kriterija iz 2010. godine, u ovim

razliku

kriterijima nema razlikovanja
izmedu simptomatskih i
asimptomatskih lezija te bi za

pojedince starije od 50 godina ili one
sa vaskularnim faktorima rizika
moglo biti dobro da lijecnici traze

vedi broj periventrikularnih lezija.

- 1 napad
-2 il

objektivne

Vise

klinicke lezije

DIT dokazan s: istovremenom
prisutno$¢u asimptomatske lezije
koja se postkontrastno imbibira i

lezije koja se ne imbibira u danom

trenutku; postojanje nove T2
lezije i/ili lezije koja se
postkontrastno  imbibira na

kontrolnom MR-u u usporedbi s

DIT dokazan s: istovremenom

prisutnoséu lezije koja se
postkontrastno imbibira i lezije koja
se ne imbibira u danom trenutku;
postojanje nove T2 lezije i/ili lezije
koja se postkontrastno imbibira na
kontrolnom MR-u u usporedbi s

pocetnim MR-om i to neovisno o
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pocetnim MR-om i to neovisno o

vremenu  snimanja;  dodatni

klinicki napad (ovo omogucuje
bez

povecavanje  osjetljivosti

smanjenja specificnosti).

vremenu snimanja; dodatni klini¢ki
napad,;

prikaz specificnih OB-ova u CSF-u.
Za od  McDonaldovih

Kriterija 1z 2010. godine, u ovim

razliku

kriterijima nema razlikovanja

izmedu simptomatskih i
asimptomatskih lezija, osim toga
prisutnost  specificnih  OB-ova u
CSF-u ne prikazuje DIT, ali moze
predstavljati  zamjenu

za 0vaj

Kriterij.

- 1 napad
- 1 objektivna
klinicka lezija

(CIS)

DIT i DIS prikazuju se na nacin:

Za DIS: minimalno jedne T2
hiperintenzivne lezije na najmanje
od 4

periventrikularno,

dvije lokacije:
jukstakortikalno, infratentorijalno
i/ili u kraljezni¢noj mozdini il
klini¢ki  napad

daljnji koji

podrazumijeva drugo razli¢ito
mjesto u SZS-u.

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

klini¢kog napada.

DIT i DIS prikazuju se na nacin:

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

2. za DIT: DIT prikazan dodatnim
Klinickim napadom; putem MR-g;
prikazom CSF-specifi¢nih OB-ova u
CSF-u gdje prema McDonaldovom
Kriteriju iz 2017. godine prisutnost
specificnih  OB-ova u CSF-u ne
prikazuje DIT, ali moZe predstavljati

zamjenu za ovaj Kriterij.
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Primarno
progresivni
oblik MS-a

Primarno progresivni MS moze
biti dijagnosticiran u pacijenata s
jednom

godinom  progresije

bolesti (retrospektivno ili
prospektivno dokazano) uz dva ili
tri ispunjena kriterija:

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

2. Dokaz o DIS-u u kraljeznickoj
mozdini temeljen na dvije ili vise
T2 lezije

3. Pozitivan CSF (dokazani OB-
ovi putem IEF-a i/ili poviSenim

IgG indeksom).

Primarno progresivni MS moze biti
dijagnosticiran u pacijenata s jednom
bolesti

godinom progresije

(retrospektivno  ili  prospektivno
dokazano) uz dva ili tri ispunjena
Kriterija:

1. Jedna ili vise T2-hiperintenzivnih
lezija karakteristicnih za MS u
jednoj ili vise sljede¢ih mozdanih
regija: periventrikularnoj,
kortikalnoj ili jukstakortikalnoj, ili
infratentorijalnoj. (Prema
McDonaldovom Kriteriju nije
potrebno razlikovanje simptomatskih
i asimptomatskih lezija).

2. Dvije ili vise T2-hiperintenzivnih
lezija u lednoj mozdini

3. Prisutnost specificnih OB-ova u

CSF-u.

Rani dijagnosticki kriteriji za MS primarno su se temeljili na klinickim dokazima (56).

Zbog tehnoloskih napredaka i novih podataka kasniji kriteriji su obuhvacali slikovne i druge
paraklini¢ke testove (43, 44, 52, 57). Revizija McDonaldovih kriterija iz 2017. godine (42)
ponovo je obnovila ulogu analize CSF-a, razmatrala vrijednost slikovnih otkri¢a koja
prethodno nisu bila uklju¢ena (simptomatske 1 kortikalne lezije), te je viSe naglasila

upozorenja o pogresnoj dijagnozi i diferencijalnoj dijagnozi.
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1.4.2. Laboratorijska dijagnostika

Buduéi da su promjene sastava CSF-a odraz razli¢itih zbivanja unutar SZS-a, pa tako i
upalnih, dijagnostika CSF-a se rutinski provodi i kod sumnje na MS. Stoviie, ona je
neizostavna u dijagnostici MS-a prema najnovijim dijagnostickim kriterijima (42) kako je vec¢
opisano u prethodnom poglavlju 1.4.1. U vecini europskih zemalja odreduju se broj i vrsta
stanica, koncentracija glukoze, laktata, ukupnih proteina, aloumina, Ig-ova (1gG, IgA i IgM).
Ni jedan nalaz nije patognomican, medutim laboratorijska dijagnostika se provodi upravo da
bi se iskljucilo postojanje zaraznih i upalnih bolesti koji oponasaju MS (50, 53).

Paralelnim analiziranjem CSF-a i seruma moguée je putem albuminskog kvocijenta
(Qamw) koji predstavlja omjer koncentracije albumina u CSF-u i koncentracije aloumina u
serumu detektirati poremecaj funkcije barijere, a ujedno je i temelj za kvantifikaciju
intratekalno sintetiziranog 19G-a. Za procjenu intratekalno sintetizirane koli¢ine IgG-a
primjenjuje se Reiberov matematicki model (58) i IgG kvocijent, a za dokazivanje prisutnosti
oligoklonskih IgG-ova kvalitativna metoda (53). Zlatni standard za dokazivanje oligoklonskih
lgG-ova u CSF-u je metoda izoelektricnog fokusiranja uz obveznu Kkarakterizaciju
oligoklonskih 1gG-ova postupkom imunofiksacije (59). Metoda je kvalitativna, tehnicki
slozena 1 temeljena na procjeni iskusnog analiticara kojemu je ponekad vrlo tesko
identificirati oligoklonske vrpce zbog nejasne razlucivosti i vizualizacije ili zbog vrlo slabo
izrazenih OB-a. Za detekciju intratekalne sinteze 1gG-ova preporuéa se kombinacija
kvantitativnih i kvalitativnih metoda, zbog relativno niske osjetljivosti kvantitativnih metoda.
Premda je kvalitativna metoda dokazivanja OB-a osjetljivija, takoder je i nedovoljno
specifi¢na. Zbog toga se u CSF-u odreduju i dodatni biljezi za razlikovanje MS od drugih
upalnih bolesti. IgG usmjeren protiv Morbile, Rubelle i Varicella Zoster (MRZ) te protiv
Herpes Simplexa i Borelije Burgdorferi povecava specifi¢nost ove analize (60-63). MRZ
reakcija poboljSava specificnost za dijagnozu MS-a kod pacijenata s pozitivnim OB-om te je
rijetko pozitivna u bolestima koje oponaSaju MS: neuroborelioza, opticki neuromijelitis,
paraneoplasti¢ni sindrom. U sklopu MRZ reakcije izraCunava se indeks specifi¢nih protutijela
ASI (engl. Antibody Specificity Index) za svaki patogen.

Rezultate koji se dobiju analizom CSF-a treba interpretirati uzimajuéi u obzir sve
dostupne podatke o pacijentu jer standardne pretrage CSF-a ne koreliraju s aktivnosti bolesti i

stupnjem invalidnosti bolesnika (53).
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1.4.2.1. O¢uvanost krvno-likvorske barijere

Proteini se normalno nalaze u CSF-u u vrlo malim koncentracijama i veéina proteina u
CSF-u krvnog je podrijetla. Stoga kod procjene poremecaja unutar SZS-a mora se uzeti u
obzir koncentracija ovih analita u krvi kao i funkciju sustava barijera odnosno brzine izmjene
CSF-a. Povecane koncentracije serumskih proteina opcenito rezultiraju s viSim
koncentracijama u CSF-u, no gradijent ostaje konstantno uravnotezen $to se moze prigodno
izraziti putem koncentracijskih kvocijenata Q koji se izraCunavaju kao odnos koncentracije
CSF/serum, a predstavljaju precizne pokazatelje poremecaja proteina u CSF-u (64). Albumin
se isklju¢ivo proizvodi u jetri, tako da sav albumin uo¢en u CSF-u potjece iz krvi zbog Cega
sluzi kao idealan biljeg za procjenu ocuvanosti odnosno propusnosti KLB-a. Dodatna uloga
Qanb je ta da sluzi kao temelj za druge serumske proteine pri izraCunavanju njihove
intratekalne sinteze, kako je poznato iz formule za 1gGindeks (65-69). Za odredivanje
koncentracije albumina u serumu i CSF-u na raspolaganju su metode razlicite osjetljivosti kao
S§to su turbidimetrija ili nefelometrija te bi uzorci CSF-a i seruma trebali biti analizirani
istovremeno pri istoj kalibraciji 1 kontroli da bi se zadrzala minimalna analiti¢ka varijabilnost
(69-71). Albumin je stabilan u CSF-u jedan tjedan na sobnoj temperaturi, a kad se skladisti na
+4 °C stabilan je do nekoliko mjeseci, dok je zamrznut na -20 °C stabilan i do 2 godine (69,
72). Koncentracijski kvocijent Qai je prihvacen kao najbolji pokazatelj disfunkcije KLB-a,
jer veca vrijednost Qaip uzrokuje i veéi poremecaj u funkciji barijere, odnosno brzini izmjene
CSF-a. Zbog smanjene brzine izmjene CSF-a dolazi do pojac¢anog ulaska ostalih proteina iz
krvi u CSF, ¢ime se povecavaju njihovi koncentracijski kvocijenti Q. Referentni interval za
nepropusni KLB kod odraslih povezan je s omjerom albumina u CSF-u i serumu i iznosi
Qai < 8,0 x 107, Grani¢na vrijednost Qamn (Qiimaib) 0Ovisna je o dobi (Tablica 3.). Za djecu
mladu od 15 godina ne izracunava se Qiimap dok je grani¢na vrijednost Qiimaib za ispitanike

starije od 15 godina predstavljena formulom (58):

dob

Quman = (4+ =) x1073
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Tablica 3. Prikaz granicnih vrijednosti Oaib (Qiimaib) Ovisan o dobi bolesnika prema (58)

Dob (godine) Qab (Qlimalp) x 1073
Novorodencad 8,0-28,0

1 mjesec 5,0-15,0

2 mjeseca 3,0-10,0

3 mjeseca 2,0-5,0

4 mjeseca - 6 godina 05-35

7 — 15 godina <50

15 — 60 godina 50-8,0

60 — 90 godina 8,0-10,0

Bolesnici istih godina imati ¢e istu grani¢nu vrijednost Qiimain. Medutim, ova formula
jo§ uvijek daje povisene rezultate kod 15 % pacijenata kojima nije dokazan nikakav
neuroloski poremecaj bilo klini¢kim i laboratorijskim putem ili slikovnom tehnikom (68).
Postoji nekoliko istraZzivanja na normalnom Qan koje su zabiljezili viSe grani¢nih vrijednosti
(65). Vrijedi zabiljeziti da na Qamp moZe utjecati tjelesna tezina ili indeks tjelesne tezine koji
takoder doprinosi velikoj interindividualnoj varijabilnosti unutar iste dobne skupine (68).
Funkcija barijere smatra se o¢uvanom ukoliko je Qam < Qiliman. Abnormalno povecanje Qaib
dogada se u raznim neuroloskim bolestima upalnog i neupalnog karaktera. Blago do osrednje
poveéanje Qan (8,0 - 25,0 x 103) primjecuje se U mnogim bolestima kao dijabeticke
imunosno posredovane polineuropatije, virusnom meningitisu ili patologiji vertebralnog
diska, dok srednja do ozbiljna poveéanja Qan (> 25,0 x 10 povezana su s gnojnim
meningitisom, akutnom lajmskom neuroboreliozom, neurotuberkulozom, imunosno
posredovanim poliradikulitisom 1 mijelitisom ili teSkom stenozom spinalnog kanala, $to je
prikazano u Tablici 4. (68).

Prilikom odredivanja koncentracije albumina i 1g-ova u serumu i CSF-u Koriste se
razli¢ite formule za procjenu funkcije barijere, a formule koje se preporucuju temelje se na

hiperboli¢noj i eksponencijalnoj funkciji (53).
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Tablica 4. Spektar bolesti povezan s blagim, srednjim i tezim povecanjima Qain prema (68)

Poviseni Qaib

Neuroloske bolesti

<12,5x 103 Opticki neuritis, Bellova paraliza, demencija, depresija, idiopatski
Parkinsonov sindrom, migrena, shizofrenija, tenzijska glavobolja

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

< 20,0 x 103 Tumor mozga, srednja spinalna stenoza, virusni encefalitis

<35,0x 103 Guillain-Barréov ~ sindrom, kroni¢na upalna  demijelinizirajuéa

poliradikuloneuropatija, Herpes Simplex encefalitis

25,0 - 100,0 x 10

Lajmska neuroborelioza, neurotuberkuloza, gnojni meningitis, teska

spinalna stenoza, encefalitis uzrokovan krpeljom

1.4.2.2. Intratekalna sinteza proteina

Intratekalna sinteza protutijela moze se dokazati u ¢itavom nizu neuroloskih bolesti,

od akutnih i kroni¢nih infekcija, autoimunih bolesti, neurodegenerativnih bolesti, ali i kod

zdravih osoba (73). U normalnim uvjetima, antitijela unutar SZS-a su krvnog porijekla i ulaze

u SZS kroz KMB i KLB, i to primarno kroz KLB. Intratekalna, lokalna sinteza antitijela u

S7ZS-u pocinje od perivaskularnih infiltrata B-limfocita koji proliferiraju i lokalno sazrijevaju.

Moguci uzroci koji su osnova pojave intratekalnih antitijela su:

a) Stvarni upalni proces SZS-a, kojeg karakterizira poveéani broj stanica u CSF-u i

povecana vaskularna permeabilnost barijera

b) Infekcije u dalekoj proslosti s ustrajnim imunosnim odgovorom, koji nije vazan za

trenutne klini¢ke simptome. Ove infekcije karakterizira odsutnost disfunkcije barijere

te niski IgM titrovi u serumu

c) Polispecifi¢ni intratekalni imunosni odgovor povezan s kroni¢nim upalnim bolestima

S7S-a bez prisutnosti odgovarajuéih antigena (MS, kroni¢ne infekcije SZS-a,

sistemske autoimune bolesti koje ukljucuju SZS) (54)
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Intratekalna humoralna aktivnost ima svoje karakteristicne znacajke od kojih su neke

vazne u CSF dijagnostici subakutnih i kroni¢nih upala SZS-a i njihovoj diferencijalnoj

dijagnozi:

1.

Lokalno stvorena frakcija protutijela moze biti i do 90 % od ukupne kolicine
protutijela u CSF-u. Ova se protutijela najcesce prikazuju u CSF-u kao uski OB-ovi tj.
oligoklonski 1g-ovi, sto olakSava dokazivanje intratekalne sinteze protutijela.

Takoder stvaraju se protutijela visokog 1 niskog afiniteta (tj. specifi¢an tip humoralnog
odgovora i polispecifi¢an tip odgovora koji se ocituje kroz MRZ reakciju u CSF-u).

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

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

Tijekom imunosne aktivnosti, unutar SZS-a moze doéi do dugotrajne stimulacije
ograni¢enog broja klonova memorijskih B-limfocita koje se diferenciraju u plazma
stanice. Plazma stanice proizvode protutijela ograni¢ene heterogenosti. Sva ta
protutijela prepoznaju razli¢ite epitope, ali na istom antigenu. U upalnim bolestima
S7S-a uz specifi¢na protutijela na uzro¢nika bolesti postoji i udio protutijela razligite
antigenicnosti §to odrazava polispecifi¢ni imunosni odgovor. Oligoklonski Ig-ovi u
kroni¢nim upalnim bolestima SZS-a primarno odrazavaju polispecifi¢nu, a tek onda

oligoklonsku narav imunosnog odgovora (54, 73).

Intratekalna sinteza protutijela moze se dokazati razli¢itim laboratorijskim postupcima.

Mnogo ¢es¢e se moze dokazati kvalitativnom metodom IEF-a s imunofiksacijom, kojom se

nalaz prikazuje u obliku OB-ova, nego kvantitativnim analizama i evaluacijom

imunoglobulinskog kvocijenta u Reibergramu (54, 66, 74-76). MRZ reakcija dokazuje

polispecifi¢ni, intratekalni humoralni imunosni odgovor na neurotropne viruse (ospice,

rubeola, vari¢ela zoster) te poboljSava specifi¢nost kod bolesnika s MS-om s pozitivnim
OB-om (53).
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1.4.2.3. Matemati¢ki model za procjenu ocuvanosti krvno-likvorske barijere i

intratekalne sinteze

Proteini u CSF-u su vaZan pokazatelj neuropatologkih zbivanja u SZS-u, od oste¢enja
KLB-a do odvijanja razliitih lokaliziranih upalnih i autoimunih reakcija. Normalni CSF
sadrzi nisku koncentraciju svih imunoglobulina. Ve¢ prethodno je istaknuto da se Qai Koristi
kao mjera oCuvanosti KLB-a, a ujedno predstavlja i temelj za kvantifikaciju intratekalno
sintetiziranog 1gG-a. Povezanost Qain i koncentracijskog kvocijenta IgG CSF/serum (Qigc)

doveo je do razvoja 1gGindeksa koji sluzi za procjenu intratekalne sinteze IgG-a (65, 77):

19Gingexs = 7+

U ovom matematiCkom modelu pretpostavlja se da postoji linearna povezanost
izmedu Qan I Qige. Ovaj model bio je predmet rasprave mnogih znanstvenika koji su tvrdili
da se veza izmedu Qamw i Qige bolje objasnjava hiperbolickom formulom. Takoder su
hiperbolicke formule bile razvijene za procjenu intratekalne sinteze IgA 1 IgM (67, 77).
Medutim, hiperbolicki model nije bio univerzalno prihvacen jer su drugi znanstvenici prijavili
da je veza izmedu Qan i Qigs linearna ako je dvostruko logaritamska te da ne postoje
statistiCki podaci koji ukazuju da je bolja hiperbolicna formula (77, 78). Dvostruka
logaritamska veza izmedu Qain i Qige je dovela do razvoja produzenog IgGindeksa (I9GEI), @

kasnije se razvio i produzeni indeks za IgA i IgM (77, 79, 80).

ng

1gp = —39_
9EI QAlba

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

Medutim linearna formula IgGindeksa daje laZno pozitivne rezultate pri viSim
vrijednostima Qam, kad dolazi do izrazenije disfunkcije barijere odnosno usporene izmjene
CSF-a. S porastom ukupnih proteina u CSF-u, odnos Qamn i Qig se mijenja te viSe nije
linearan. Reiber je ovaj odnos definirao kroz hiperbolicku formulu koja predstavlja gornju

granicu za imunoglobulinski kvocijent Qig (67, 77).
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Qg = CA/(QAle +b)-c

(19G:a=0,93;b=6,0x 10% ¢c=1,7 x 10%)
(IgA:a=0,77;b=2,3x 10>, ¢ = 3,1 x 10?)
(IgM: a=0,67;b=1,2x 10% ¢c=7,1 x 10%)

Smatra se da produzeni indeks Ig-a i hiperbolicna formula imaju bolju izvedbu nego
konvencionalni indeks za kvantitativnu procjenu intratekalne sinteze proteina (77, 79, 80, 81).
Radi preglednosti pracenja rezultata i lakSe klinicke primjene danas se sve ceS¢e koristi
graficki prikaz statisticko-matematickog modela po Reiberu tzv. Reiberov model koji se
temelji na odnosu albumina i imunoglobulina u CSF-u i serumu, a u obzir uzima i
karakteristiku KLB-a i KMB-a koja je u normalnim fizioloskim okolnostima selektivna za
prolaz proteinskih molekula, dok se ta selektivnost gubi oSte¢enjem barijere. Reibergram
olak$ava procjenu funkcije KLB-a i koli¢inu sintetiziranog IgG-a unutar SZS-a u odnosu na
ukupnu koncentraciju 1g-a u CSF-u. Grani¢ne vrijednosti imunoglobulinskih kvocijenta Q
(Qiim) razgrani¢uju krvno podrijetlo 1g-a u CSF-u od njegove intratekalne sinteze. Ona
vrijednost koja se nalazi ispod grani¢ne linije Qiim Ukazuje na krvno podrijetlo, ispitivanog
Ig-a u CSF-u, dok vrijednost Qig koja se nalazi iznad grani¢ne linije Qiim Ukazuje na njegovu
intratekalnu (lokalnu) sintezu. Na Reibergramu se razlikuje 5 podrucja (Slika 2.) koja su

predstavljena kao:

1. Podrucje normalne funkcije barijere

2. Podrugje disfunkcije barijere odnosno smanjene brzine izmjene CSF-a

3. Podrugje disfunkcije barijere odnosno smanjene brzine izmjene CSF-a uz sintezu
IgG-a unutar SZS-a

4. Podruéje normalne funkcije barijere uz sintezu IgG-a unutar SZS-a

5. Podru¢je nesigurnog bioloSkog znacaja koja mogu biti posljedica predanalitickih i

analitickih pogreSaka
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Slika 2. Procjena funkcije sustava barijere odnosno brzine izmjene CSF-a i intratekalne
sinteze putem Reibergrama prema (82). Gornja hiperbolicka krivulja (podebljana linija) Qiim
predstavlja liniju razgranicenja izmedu imunoglobulinskog kvocijenta koji ukazuje na krvno
porijeklo, polje 1 i 2 koji se nalaze ispod Qg limesa i imunoglobulinskog kvocijenta koji
ukazuje na dodatnu intratekalnu sintezu imunoglobulina koji je prikazan na poljima 3 i 4 koja
se nalaze iznad Qig limesa. Polje 5 predstavija rezultate nesigurnog bioloskog znacaja.
Granica referentnog ranga za Qai izmedu normalnih i povisenih koncentracija CSF proteina

je ovisna o dobi.

1.4.2.4. Dokazivanje oligoklonskih imunoglobulina u likvoru

Intratekalna sinteza imunoglobulina moZe se dokazati u ¢itavom nizu neuroloskih
bolesti od akutnih i kroni¢nih infekcija pa do autoimunih bolesti kao §to je MS (54, 73). Za
razliku od krvi, unutar SZS-a mozZe biti lokalno stvoreno i do 90 % ukupne koli¢ine
imunoglobulina koji se prikazuju u CSF-u kao OB-i odnosno oligoklonski Ig-i. Tijekom
imunosne aktivnosti unutar SZS-a moze doéi do dugotrajne stimulacije ograni¢enog broja
klonova memorijskih B-limfocita koji se mogu diferencirati u plazma stanice. Upravo su
plazma stanice te koje proizvode protutijela ograni¢ene heterogenosti $to se ocituje pojavom
OB-ova u podrucju y globulinske frakcije (54). Dokazivanje oligoklonskih Ig-ova u CSF-u
ukazuju na intratekalnu sintezu, te predstavljaju znak nakupljanja B-limfocita i plazma stanica

u SZS-u koje sintetiziraju protutijela IgG i IgM na odredeni antigen (83). Ove vrpce se mogu
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lako uociti u CSF-u upravo zbog postojanja KLB-a te ograni¢enog ulaska plazmatskih
proteina.

Europski Odbor za uskladeno djelovanje kod MS-a je zaklju¢io da dokazivanje
odgovora (66). OB-ovi se analiziraju metodom IEF-a na agarozi uz obveznu karakterizaciju
IgG OB-ova postupkom imunofiksacije. Metodom IEF-a moguce je dokazati ¢itav niz IgG
vrpci u CSF-u, ali i u serumu (59). IEF moze se zamisliti kao separacija IgG-a ha osnovu
razli¢itih izoelektri¢nih tocki. Vazno je iskljuciti vrpce koje su nastale artefaktom, Sto se
prakti¢no moze uraditi usporedbom nekoliko uzoraka seruma razli¢itih pacijenata. Vrpce koje
se nalaze na istoj izoelektri¢noj tocki u svim uzorcima jedne probe su najvjerojatnije artefakti
koje proizvode amfoliti koristeni za separaciju. Sto je ve¢i broj artefakta, teZe je prepoznati ne
samo abnormalne serumske vrpce, nego i vrpce u CSF-u. Izbor komercijalnog izvora amfolita
je vazniji od izbora medija (npr. agaroza ili poliakrilamid) (66).

U nalazima analize CSF-a potrebno je oprezno interpretirati kvalitativne, kao i
kvantitativne rezultate. Kod sagledavanja rezultata IEF-a valja pazljivo uocavati izgled i broj
proteinskih frakcija - je li frakcija poliklonalna (bez o$trih vrpci, difuzna), monoklonalna
(paraproteinska vrpca) ili oligoklonalna (viSe o$trih vrpci). Prema medunarodnom dogovoru o
interpretaciji nalaza oligoklonskih IgG-ova u CSF-u i serumu rezultati nalaza se izrazavaju na

sljede¢i nacin:

Tip 1 - predstavlja normalan nalaz

Tip 2 - predstavlja intratekalnu sintezu 19gG-a jer se dvije ili viSe vrpca nalazi samo u CSF-u
Tip 3 - predstavlja nalaz intratekalne sinteze jer se mnogo vrpci 1gG-a nalazi u CSF-u, a neke
od njih prisutne su i u serumu

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

Tip 5 - predstavlja nalaz koji upuéuje na monoklonsku gamapatiju gdje su jako izrazene vrpce

zrcalno prisutne i u CSF-u i u serumu

Od pet tipova uzoraka vrpci, samo uzorci 2 i 3 predstavljaju lokalnu, intratekalnu sintezu

IgG-ova unutar SZS. Slika 3. prikazuje primjere pet tipova uzoraka (66).
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Slika 3. Prikaz 5 tipova uzoraka svrstanih po medunarodnom dogovoru adaptirano prema
(66, 77).

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

na desnoj strani. Poli — poliklonalno; Oli-oligoklonalno; Mono-monoklonalno
b) Laboratorijski nalaz IEF-a s imunofiksacijom. Nalaz se svrstava prema ve¢ navedenom

medunarodnom dogovoru u 5 tipova kako je opisano pod slikom 3. a). S - serum; CSF -

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

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

Intratekalna produkcija IgM vrpci kod pacijenata s MS-om je manje ucestala nego

intratekalna produkcija IgG vrpci (66).

1.4.2.5. Slobodni laki lanci imunoglobulina u krvi i likvoru

Za vrijeme upale SZS-a se nerijetko odvija sinteza intratekalnih imunoglobulina (84,
85). S obzirom da KMB uvelike sprijecava prelazak 1g-a u krv, oni se postupno nakupljaju u
CSF-u (18, 85). Plazma stanice koje se nalaze u intratekalnom prostoru, uglavnom izlucuju
IgG (51, 59, 85). Produkcija Ig-a uz produkciju slobodnih lakih lanaca (FLC, engl. free light
chains) dio je humoralnog imunosnog odgovora.

Osnovnu jedinicu grade Ig-a (Slika 4.) ¢ine dva para istovrsnih polipeptidnih lanaca,
koji se razlikuju po broju aminokiselina. Laki lanci sastavljeni su od 220, a teski od 440
aminokiselina. Sva cetiri lanca povezana su medusobno disulfidnim vezama u osnovnu
Cetverolancanu jedinicu. U osnovi, imunoglobulini su sastavljeni od 2 teska lanca i 2 laka

lanca. Laki lanci se mogu svrstati u dvije skupine:

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

Oba su lanca zastupljena u svim razredima i podrazredima Ig-a, ali tako da su u istoj

molekuli, oba laka lanca jednaka ili kapa, ili lambda, ali nikad zajedno i kapa i lambda (85,
86).
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Slika 4. Shematski prikaz molekule Ig prema (77).

Laki lanac (VL i C.) te domene Vi Chy sacinjavaju Fab fragment 1g-a koji veze antigen, dok
Ch2 i Chs domene sa dva tesSka lanca formiraju Fc fragment. Vi — varijabilni dio lakog lanca,
Vu — varijabilni dio teskog lanca, CL — konstantni dio lakog lanca, Chi-Chs — tri domene

konstantnog dijela teskog lanca.

Kod interpretacije nalaza abnormalni se imunoglobulini procjenjuju na temelju

paralelnog podatka o 1g-u iz seruma zbog moguceg difundiranja iz krvi u CSF.
Takoder, ako postoji upala mozdanih ovojnica, serumski protein ¢e lakSe uc¢i u CSF 1 nece biti
samo intratekalnog podrijetla. Stoga se mjerenja proteina u CSF-u izvode uvijek u odnosu na
mjerenja serumskih proteina. Kad procijenjujemo produkciju Ig-ova u CSF-u, stavljamo u
omjer koncentraciju Ig-a u CSF-u i krvi te koncentraciju albumina u CSF-u i krvi iz razloga
Sto se albumin nikad ne sintetizira u mozgu. Premda se ¢ini jednostavnim paralelno
kvalitativno usporediti rezultate elektroforetskog razdvajanja seruma i CSF-a, metoda
zahtijeva puno vremena i vrlo iskustvenog analitiCara (85, 87).

Zbog navedenih teSkoca i nastojanja da se pronade pouzdan biljeg koji se moze u
kratem vremenu kvantificirati, standardizirati i automatizirati te koji nece biti ovisan o
vrsnosti analitiCara, istrazuju se slobodni laki lanci imunoglobulina koji se sintetiziraju i
nakupljaju u CSF-u zajedno s intaktnim imunoglobulinima. Zbog svoje veli¢ine i niskih
serumskih koncentracija, ne ulaze u zna€ajnim koli¢inama iz krvi u CSF. Detekcijske metode
za FLC u CSF-u uklju¢uju IEF, kvantifikaciju putem enzimskih/radio-imunotestova i

nefelometrije, no rezultati nisu bili od opceg interesa (87, 88-92).
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Medutim, razvojem jednostavnih nefelometrijskih testova za detekciju FLC-a pojavio se
obnovljeni interes za njihova mjerenja u CSF-u (87). Ovaj test pokazuje zeljene znacajke
kvantitativnog pristupa i prakti¢ne primjene automatskih analizatora (85, 93).

Nefelometrija kao kvantitativnha metoda koja ima provjerene kalibratore i kontrolne
uzorke, osiguranu preciznost i ponovljivost u ujedna¢enim analitickim uvjetima analitickih
instrumenata te daje pouzdane i egzaktne rezultate, ve¢ je zazivjela u klinickoj praksi za
dijagnostiku i pracenje multiplog mijeloma (94).

U istrazivanju bolesti SZS-a te analizom CSF-a otkrivene su povisene koncentracije
FLC-a, osobito KFLC-a. Dosad je ve¢ nekoliko istrazivanja prikazalo i1 povecane
koncentracije FLC-ova u CSF-u kod pacijenata s MS-om i CIS-om gdje je naro¢ito povisena

koncentracija KFLC-a te promijenjen njihov omjer CSF/serum (x kvocijent) (95-97).

1.4.2.6. Imunosni odgovor na neurotropne viruse i Boreliju Burgdorferi

U kroni¢nim upalama SZS-a, polispecifi¢ni imunosni odgovor moze se podrzavati i
bez prisutnosti odgovarajuceg antigena (98). Dokazivanje polispecifiéne intratekalne sinteze
protutijela na neurotropne viruse (Morbili, Rubella i Varicella Zoster) poznato je pod nazivom
MRZ reakcija koja je prvi put opisana 1992. godine (99). U sklopu MRZ reakcije izracunava
se indeks specifi¢nih protutijela, ASI indeks, za svaki patogen. Da bi se povecala specifi¢nost
MRZ reakcije, ASI indeks se odreduje i na HSV tip 1 te na Boreliju Burgdorferi u cilju
iskljuéivanja kroni¢ne neuroborelioze (53). ASI indeks izracunava se iz kvocijenta specifi¢nih
protutijela (Qigspec) 1 kvocijenta ukupnih protutijela iste klase Ig-a (Qig) prilikom ¢ega su ove
vrijednosti ve¢ ranije izracunate putem Reibergrama. Ukoliko je Reibergramom dokazana
intratekalna sinteza, umjesto kvocijenta Qig, koriste se grani¢ne vrijednosti imunoglobulinskih

kvocijenata Qigiim.

AS] = ngspec
ng
Ukoliko je Qig > Qugiim vrijedi sljedeca jednadzba:
AS] = ngspec
nglim

Ako je vrijednost ASI indeksa > 1,5, smatra se da je to klinicki relevantan nalaz koji

dokazuje intratekalnu sintezu specifi¢nog protutijela.
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Pozitivni ASI obi¢no ukazuje na intratekalnu sintezu protutijela na odgovarajuci
patogen, koji se trenutno nalazi u CSF-u kod pacijenata ili je u proSlosti bio prisutan.
Odsutnost DNA virusa u CSF-u kod pacijenata s MS-om koji imaju pozitivan ASI postavila je
hipotezu o ,,reakciji promatrac¢a“, koja se opisuje kao polispecifi¢na aktivacija B-stanica
unutar SZS-a (100). MRZ reakcija u klini¢koj praksi ima potencijal da pridonese klini¢koj
dijagnozi, ali njena patofizioloska uloga jo§ u potpunosti nije jasna te zahtijeva daljnje
istrazivanje. Dok se pozitivna MRZ reakcija moze uociti kod pacijenata sa relapsno
remitiraju¢im MS-om, nekoliko istrazivanja je pokazalo negativnu MRZ reakciju kod
pacijenata s drugim autoimunim upalnim neuroloskim bolestima kao §to su: neuromijelitis
optika, paraneoplasticni neuroloski sindromi, neurosarkoidoza, akutni diseminirajuci
encefalomijelitis i autoimuni encefalitis (62, 63, 99, 101). Takoder je MRZ reakcija negativna
kod pacijenata s infektivnim bolestima SZS-a koje mogu oponasati MS, kao Lajmska
neuroborelioza i HTLV-l — vezana mijelopatija (102, 103). Istrazivanja pokazuju visoku
prevalenciju MRZ reakcije kod pacijenata s MS-om (104), a takoder ova reakcija poboljsava
specifi¢nost za pacijente S MS-om koji imaju pozitivhe OB-ove (53).

Odredivanjem ASI indeksa ne odreduje se jakost imunosnog odgovora u svrhu potvrde ili
odbacivanja zaraze odredenim virusom, nego su ovi testovi prilagodeni za otkrivanje niskih
titrova koji su odraz kroni¢nih upala SZS-a (53). Zbog toga je MRZ reakcija pozitivna u
kroni€nim bolestima te nije prisutna u akutnim upalnim bolestima (98). Pomo¢ u
diferencijalnoj dijagnostici neuroloSkih poremecaja pruza paralelno odredivanje viSe vrsta
specifi¢nih antitijela. Povecanje ASI indeksa na samo jedan patogen vise govori u prilog
aktivne ili kroni¢ne infekcije tim patogenom, dok istovremeno povecanje ASI-ja za vise
patogena ne znadi da je patogen prisutan u SZS-U ve¢ odrazava polispecifiénu imunosnu

reakciju kod kroni¢ne upalne bolesti, vjerovatno autoimunog karaktera kao $§to je MS (53).
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1.5. Ukratko o ulozi laboratorija u dijagnostici, predikciji i prognozi multiple skleroze

Multipla skleroza je promjenjiva bolest po pitanju klinickog tijeka, prognoze i klini¢kih
manifestacija (105). Pitanje dijagnoze za lije¢nike mozZe biti problemati¢no na samom pocetku
bolesti (106) i to ako klini¢ki pokazatelji nisu jasni te ako postoji sumnja na druge upalne
bolesti koje mogu oponasati MS (50). Dokaz intratekalne sinteze, koji se moze naci u ¢itavom
nizu neurolos$ih bolesti moze biti potpuno nevazan nalaz zbog moguceg odjeka ranijih
infekcija, ali takoder moze biti bitan nalaz za dijagnozu ove bolesti (107). Nalaz OB-a je
veéine bolesnika s dokazanim MS-om, broj i raspored IgG OB-ova uglavnom se ne mijenja
tijekom bolesti jer su one odraz nespecificne dugotrajne imunosne stimulacije, a ne
specificnog imunosnog odgovora (109). Pozitivan nalaz OB-a ima visoku negativnu
prediktivnu vrijednost i nisku pozitivnu prediktivnu vrijednost, sto ¢ini OB-ove osjetljivim za
probir, ali se ne smatraju dobrim dijagnostickim sredstvom. Ako je rezultat normalan velika je
moguénost da se ne radi o dijagnozi MS-a. Podaci o prognosti¢kom znacaju negativnih
OB-ova su oprecni te ih jedni opisuju kao povoljan prognosticki biljeg koji ukazuje na blazi
tijek bolesti i bolji odgovor na terapiju B-interferonom, dok drugi opisuju da se s vecom
ucestalosti negativan nalaz OB-a javlja kod bolesnika s primarno progresivnim tijekom
bolesti gdje je snazniji relaps i veéi stupanj invalidnosti kod bolesnika. Ako su rezultati
dvosmisleni, negativni ili postoji jedan OB, a klinicka sumnja na MS je vrlo visoka, treba
razmisliti o ponavljanju lumbalne punkcije i to ako se pojave neuroloski simptomi koji do
tada nisu postojali. Neki autori smatraju da broj OB-a ima prognosticki znacaj te da korelira s
nalazom MR-a. U svojim istrazivanjima objavili su da bolesnici s manjim brojem aktivnih
plakova i plazma stanica u bijeloj tvari i meningama imaju manji broj OB-a (53). U procjeni
klinickog znacaja nalaza OB-a odreduje se i MRZ reakcija koja u kombinaciji s OB-om
podupire dijagnozu MS-a. MRZ reakcija je rijetko pozitivna u bolestima koje oponasaju MS
kao $to su opticki neuromijelitis, neuroborelioza, paraneoplasti¢ni sindrom. Istrazivanje
Schwenkenbechera i suradnika (110) je pokazalo da pacijenti s CIS-om koji imaju pozitivan
nalaz OB-a imaju dva puta vece Sanse da razviju MS od onih s negativnim nalazom. Pozitivna
MRZ reakcija uo¢ena je i kod pacijenata s CIS-om koji su se konvertirali u MS (110).
Rezultati Brettschneidera i suradnika (111) su ukazali da MRZ reakcija ima visoku
prediktivnu vrijednost za konverziju CIS-a u MS zbog ¢ega bi bolesnike s pozitivnom MRZ
reakcijom trebalo ukljuciti u ranu terapiju jer je klinicki izazov kod pacijenata s CIS-om

identifikacija pacijenata kod kojih bi se u buduénosti mogla potvrditi dijagnoza MS-a.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

2.1. Ciljevi i hipoteze

Glavni cilj ove doktorske disertacije bio je ispitati moze li odredivanje kapa tipa
slobodnih lakih lanaca 19G-a (KFLC) pridonijeti dijagnostici klini¢ki izoliranog sindroma
(CIS) 1 multiple skleroze (MS) te zamijeniti metodu izoelektricnog fokusiranja (IEF) za

identifikaciju intratekalne sinteze.

Specifi¢ni ciljevi su:

1. U uzorcima krvi i likvora bolesnika s dijagnozom CIS-a odrediti
imunonefelometrijskom metodom koncentraciju KFLC-a i parametara, Qkric |
KFLCindeks.

2. Pratiti pojavu druge neuroloSke epizode kroz dvije godine, odnosno konverziju CIS-a
u MS.

3. Procijeniti dijagnosti¢ku i prediktivnu vrijednost KFLC parametara; KFLCcsr, Qkric i
KFLCindeks kod pacijenata sa sumnjom na MS.

4. ldentificirati 1gG oligoklonske vrpce (OB) kvalitativnom metodom imunofiksacije
koja ujedno predstavlja zlatni standard za dokazivanje intratekalne sinteze.

5. Procijeniti ocuvanost krvno-likvorske barijere po Reiberu na temelju odnosa
koncentracija albumina i 1gG-a te predefiniranih grani¢nih vrijednosti prema zZivotnoj
dobi.

6. Odrediti ASI kvocijent protutijela na neurotropne viruse i Boreliju Burgdorferi.

7. Laboratorijske nalaze usporediti medusobno i u odnosu na radioloski nalaz magnetske
rezonancije.

8. Modelom logisticke regresije predvidjeti konverziju iz CIS u MS u periodu od 2

godine.

Navedeni ciljevi ovog istrazivanja testirani su sljede¢im hipotezama:

1. Odredivanje koncentracije KFLC-a u CSF-u i serumu osjetljivija je i pouzdanija
kvantitativna laboratorijska metoda za dokazivanje intratekalne sinteze nego li je
kvalitativna metoda IEF s imunofiksacijom.

2. Koncentracija KFLC-a i omjeri KFLC-a u CSF-u i serumu mogu biti Kriterij za

dijagnostiku CIS-a te predvidjeti konverziju iz CIS-a u MS u periodu od dvije godine.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno kao prospektivna studija na Klinici za neurologiju i
Klinickom zavodu za kemiju Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Sestre milosrdnice u
Zagrebu. U istrazivanje su ukljuceni ispitanici stariji od 18 godina koji su sukcesivno
primljeni na Klinici za neurologiju KBC Sestre milosrdnice te su na temelju prve epizode
klini¢kih neuroloSkih simptoma koji traju najmanje 24 sata svrstani radnom dijagnozom u
CIS. Ispitanici koji su imali ponovljeni neuroloski ispad, druge neuroloske bolesti (akutni
diseminirajué¢i encefalomijelitis, neuroboreliozu, sistemske imunoloSke bolesti, subakutni
sklerozirajuci panencefalitis, neurosifilis, HIV encefalitis i ostala stanja u kojima je oStecena
KLB), autoimune bolesti u povijesti bolesti te ispitanici ¢iji je CSF bio hemoragican
iskljuceni su iz istrazivanja. Iz istrazivanja su takoder iskljuceni ispitanici kojima se tijekom
hospitalizacije nije provela dijagnostika MR mozga. Laboratorijske analize napravljene su za
sve ispitanike u Klinickom zavodu za kemiju navedene bolnice, a uklju¢ivale su dokazivanje
OB-a, procjenu ocuvanosti KLB-a, kvantitativno odredivanje KFLC-a u CSF-u i serumu, dok
se seroloska diferencijalna dijagnostika u niskim koncentracijama specifi¢nih antitijela na
neurotropne viruse i Borreliu Burgdorferi provodila samo u onih ispitanika kod kojih su
dokazani OB-ovi. Takoder su svi ispitanici bili podvrgnuti radioloskom snimanju MR-a u
vrijeme hospitalizacije. Istrazivanje koje se provelo u periodu 2015. do polovice 2016.
godine, ukljucivalo je 151 ispitanika (grafi¢ki prikaz ustroja i vremenskog tijeka skupine
ispitanika prikazan je na Slici 5.).

Za 101 pacijenta utvrdena je dijagnoza CIS-a na temelju pozitivnih klinickih,
radioloskih i nalaza OB-a u CSF-u te su pacijenti kojima je dokazana intratekalna sinteza
prema medunarodnom dogovoru definirani kao Tip 2 ili Tip 3 (66). Pacijenti su praeni u
periodu od 3-6 mjeseci tijekom dvije godine. Ostalih 50 ispitanika, ¢iji nalazi nisu potvrdili
dijagnozu CIS-a, svrstani su u skupinu ostalih neuroloskih bolesti (ONB). U istrazivanju su
definirani kao kontrolna skupina ONB kojoj nisu dokazane oligoklonske vrpce pa su iskazani

kao Tip 1 prema medunarodnom dogovoru (66).
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Slika 5. Graficki prikaz ustroja i vremenskog tijeka skupine ispitanika.

3.1.1. Protokol prikupljanja uzoraka

Svakom bolesniku sa sumnjom na CIS uzorkovala se u prvom danu, u jutarnjim satima
medicinske skrbi venska krv za biokemijske, hematoloske i koagulacijske pretrage, a
istovremeno je specijalist neurolog uzeo epruvetu CSF-a lumbalnom punkcijom. Uzorci krvi
uzorkovali su se u epruvetama s podtlakom (Greiner, Bio-one; Kremsmuenster, Austrija) i to
3 mL EDTA venske krvi, 3 mL venske krvi s antikoagulansom Na-citrat, 6 mL venske Kkrvi
bez antikoagulansa i dodatkom aktivatora zgruSavanja, te 6 mL CSF-a u epruvete s podtlakom
bez aditiva.

Uzorci su se odmah dostavljali u laboratorij Klini¢kog zavoda za kemiju KBC Sestre
milosrdnice gdje je rutinska analiza podrazumijevala:

- obradu krvne slike na hematoloskom analizatoru DxH (Beckman Coulter, Fullerton, SAD)

- obrada PV-a i APTV-a iz plazme dobivenom centrifugiranjem venske krvi s
antikoagulansom Na-citrat i to na koagulacijskom analizatoru BCS XP (Siemens, Erlangen,

Njemacka)
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- odvajanje seruma nakon centrifugiranja krvi 10 minuta relativnom centrifugalnom snagom
1500x%g (Hettich, Kirchlengern, Njemacka)

- obradu seruma za op¢e biokemijske pretrage na biokemijskom analizatoru Architect c8000
(Abbott Laboratories, Illinois, SAD)

- obradu CSF-a za brojanje stanica te centrifugiranje CSF-a na 1500 ok/min u periodu od 10
minuta.

Uzorak CSF-a se bez odgode mikroskopski pregledavao te su se mikroskopski
identificirali broj i vrsta stanica nativno u Fuchs-Rosenthalovoj komorici. Iz centrifugiranog
CSF-a se na biokemijskom automatskom analizatoru (Architect ¢c8000, Abbott) odredivala
koncentracija laktata, glukoze i ukupnih proteina. Preostali dio seruma i CSF-a podijelio se u
dva dijela od kojih se jedan pohranjivao u zamrziva¢ na -20 °C, a drugi dio u hladnjak na
temperaturu od +4 °C. Iz CSF-a i seruma pohranjenog na temperaturi +4 °C procjenjivala se
oc¢uvanost KLB-a, te se kvalitativnom metodom odredivala moguca intratekalna sinteza, a u
ispitanika s dokazanim oligoklonskim vrpcama za dodatnu potvrdu odredivao se ASI indeks
na neurotropne viruse.

Iz drugog zamrznutog ostatnog dijela seruma i CSF-a u periodu od 4 tjedna odredivala
se koncentracija KFLC-a u CSF-u i serumu.

U provodenju ovog istrazivanja postivala su se sva nacela eti¢nosti, uz odobrenje
etickih povjerenstava Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i KBC
Sestre milosrdnice u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno uz pisani informirani pristanak
ispitanika za koriStenje ostatnog dijela CSF-a i seruma. IstraZivanje je provedeno sukladno

smjernicama Helsinske deklaracije.
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3.2. Metode

3.2.1. Magnetska rezonancija

Ispitanicima sa sumnjom na MS, u standardnom protokolu na MR uredajima snage
magnetskog polja 1 T ili 1,5 T (Siemens, Erlangen, Njemacka), sniman je mozak, orbita i
vratna kraljeznica. Mozak se snimao sekvencama:

SE (engl. Spin Echo) - koji podrazumijeva najjednostavniji na¢in snimanja, a karakteristicne
slike nazivaju se T1 (vrijeme kad je 33,33 % protona relaksirano) i T2 (vrijeme kad je
66,66 % protona relaksirano). T1 mjerne slike daju visok udio masti, dok T2 mjerne slike daju
visok udio vode.

DWI (engl. Diffusion Weighted Imaging) - tehnika koja podrazumijeva ponistavanje cijelog
signala iz tkiva, tako da se prikazuje jedino signal onih molekula koji se kre¢u zbog difuzije.
FLAIR (engl. Fluid Attenuated Inversion Recovery) - tehnika koja potice potiskivanje signala
vode, ali na drugacdiji nacin od ¢istih T1 snimki. FLAIR sekvenca je najosjetljivija sekvenca
za dijagnostiku demijelinizacijskih lezija, a koriStenjem slojeva u sagitalnoj ravnini dobiva se
uvid u lezije lokalizirane u corpus callosum, perikalozalno i na septokalozalnom spoju te
predstavljaju karakteristi¢ne lokalizacije za demijelinizacijske lezije.

T2* (GRE T2) - za razliku od T2 relaksacije protona koja dobiva spin echo signal, T2*
relaksacijom protona dobiva se gradijent echo signal zbog ¢ega se moze poboljsati detekcija
malih lezija.

Takoder, kod ispitanika sa sumnjom na MS, orbite su snimane sekvencom STIR (engl.
Short Tau Inversion Recovery) u koronarnoj ravnini. STIR je posebna tehnika T1 snimaka
kod kojih se signal masti potiskuje, a budu¢i da T1 snimke sadrze uglavnom signal masti,
slike su tamne. Snimanjem STIR sekvence mogao se dobiti uvid u strukturu optic¢kih zivaca
odnosno postajanje eventualnog retrobulbarnog neuritisa (55).

Da bi se dobio uvid u strukturu medule spinalis i postojanje eventualnih
demijelinizacijskih lezija u meduli spinalis, snimala se vratna kraljeznica. Vratna medula
spinalis je najCesca lokalizacija gdje se mogu na¢i demijelinizacijske lezije. Kao S§to
podrazumijeva standardni protokol, kod pacijenata sa sumnjom na MS nije se Koristilo
snimanje torakalne kraljeznice osim ako bi neurolog postavio sumnju na lezije u torakalnoj
meduli spinalis s obzirom na klini¢ku sliku 1 neuroloski deficit.

Kraljeznica se obavezno snimala sekvencama T1 i T2 u sagitalnoj ravnini i sekvencom

T2 u transverzalnoj (aksijalnoj) ravnini. U protokol je obvezno uklju¢eno snimanje mozga i
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vratne kraljeznice sekvencom T1 nakon aplikacije paramagnetnog kontrastnog sredstava, gdje
aktivne demijelinizacijske lezije ukazuju znakove imbibicije kontrasta. Pojacavanje MS lezija
gadolinijem je dobro utvrdena metoda za procjenu statusa bolesti, gdje kontrastom
ojacane lezije odrazavaju oStecenje KMB-a i upalnu reakciju u akutnim demijeliniziraju¢im
lezijama (112). Upravo imbibicija gadolinijskim kontrastnim sredstvom moze razluciti aktivni

upalni plak od starih lezija.

3.2.2. Metode za biokemijske i hematoloske analize u krvi

Nakon centrifugiranja venske krvi iz uzorka seruma na biokemijskom automatskom
analizatoru Architect Abbott ¢8000 u Klini¢kom zavodu za kemiju KBC Sestre milosrdnice
odredeni su sljedeci biokemijski parametri:

1. glukoza spektrofotometrijskom metodom heksokinaze preporu¢enom prema
Medunarodnoj federaciji za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu (IFCC, engl.
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)

2. elektroliti (kalij, natrij, kloridi) metodom indirektne potenciometrije

3. kreatinin spektrofotometrijskom metodom s pikrinskom kiselinom u alkalnom mediju

4. aspartat-aminotransferaza (AST) spektrofotometrijskom metodom bez piridoksal-
fosfata

5. alanin-aminotransferaza (ALT) spektrofotometrijskom metodom bez piridoksal-
fosfata

6. hsCRP imunoturbidimetrijskom metodom koriste¢i komercijalni test za vrlo osjetljivi
CRP, zbog ¢ega je CRP bilo moguée mjeriti ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama

Za sve testove koriSteni su reagensi proizvodac¢a Abbott Laboratories te njihovi pripadajuci
kalibratori i kontrole.

Iz uzorka venske krvi s antikoagulansom EDTA, kod ispitanika sa sumnjom na MS
obradena je i rutinska analiza krvne slike na hematoloskom analizatoru Beckman Coulter
DxH i to broj leukocita, eritrocita i trombocita metodom impendancije i volumetrije.
Spektrofotometrijskom metodom na istom analizatoru odreden je hemoglobin, dok je
hematokrit dobiven raunski iz broja eritrocita i prosje¢nog volumena eritrocita (MCV).

Na koagulacijskom analizatoru BCS XP iz plazme dobivene centrifugiranjem venske
krvi s antikoagulansom Na-citratom, metodom koagulometrije odredeno je protrombinsko

vrijeme (PV) i aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV).

40



3.2.3. Metode za biokemijske i hematoloske analize u likvoru

Nakon dostavljanja CSF-a, CSF se bez odgode mikroskopski pregledavao i
identificirali su se broj i vrsta stanica u Fuchs-Rosenthalovoj komorici. 1z centrifugiranog
dijela CSF-a na automatskom analizatoru Architect Abbott c8000 odredivali su se glukoza,
laktat i ukupni proteini. Glukoza u CSF-u izmjerena je istom metodom kao i u serumu
(spektrofotometrijom). Metodom spektrofotometrije u CSF-u se odredivao takoder i laktat
dok su ukupni proteini u CSF-u odredivani metodom turbidimetrije. Takoder su se za sve
testove koristili ve¢ navedeni reagensi proizvodac¢a Abbott Laboratories te njihovi pripadajuci
kalibratori i kontrole.

3.2.4. Procjena ofuvanosti krvno-likvorske barijere

U periodu od tjedan dana iz alikvota CSF-a i seruma skladistenih na +4 °C na
automatskom analizatoru BN II s pripadaju¢im reagensima (Siemens, Ingelheim, Njemacka)
imunonefelometrijskom metodom odredena je koncentracija albumina i imunoglobulina G.
Ocuvanost KLB-a je interpretirana kvocijentom albumina u CSF-u i serumu prema

predefiniranoj grani¢noj vrijednosti odredenoj prema Zivotnoj dobi ispitanika (64).

_ Albcsp
AP Albgerum

Pozitivna intratekalna sinteza 1gG-a potvrdena je na temelju kvocijenta IgG-a (65, 77):

19Gesk

f96 IgGserum

1 to ako je kvocijent bio visi od osobnog grani¢nog kvocijenta generiranog Reiberovim
modelom (Qiimgs < Qigs) (64). Kod pozitivne intratekalne sinteze izraCunavala se

kvantifikacija intratekalne sinteze IgGLoc.

1gGroc = [QIgG - QlimIgG]XIgGserum
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te intratekalna frakcija IgGir.

1- QlimIgG

196 = [ lx 100

I1gG
3.2.5. Dokazivanje oligoklonskih imunoglobulina G

Iz uzoraka parova seruma i CSF-a skladistenih na +4 °C u periodu od tjedan dana
identificirani su OB-ovi metodom IEF-a s imunofiksacijom na poluautomatskom
elektroforetskom sustavu (Hydrasis, Sebia, Francuska). Postupak se izvodio u nekoliko faza:
priprema uzoraka, priprema gela i analizatora, IEF na agaroznom gelu, imunofiksacija s anti-
IgG obiljeZenim peroksidazom, rehidracija, bojanje, interpretacija rezultata. Za uzorke CSF-a
i seruma koristio se standardizirani postupak (59) u kojem su se koristile ujednacene
koncentracije 1gG-a u serumu i CSF-u od 0,020 g/L. Nakon §to bi se izmjerile koncentracije
IgG-a u CSF-u i serumu izracunima bi se izvela razrjedenja na ovu koncentraciju pri tom
koriste¢i otopinu za razrijedenje koja je sastavni dio kita Hydragel 9 CSF isofocusing. Ako je
koncentracija 1gG-a u CSF-u bila manja od 0,020 g/L, uzorak se nije razrjedivao.

Metoda je izvedena na agaroznom gelu u pH gradijentu od 6-10 koji se uspostavlja
izmedu elektroda uz pomo¢ smjese nosivih amfolita. Imunofiksacijom s protutijelom na 1gG
prilikom ¢ega nastaje precipitat antigen-antitijelo, ispiranjem proteina koji nisu u kompleksu s
antitijelom te specificnim bojanjem s kromogenom, vizualizirane su OB (Hydragel 9 CSF
Isofocusing, Sebia, Francuska). OB-ovi odrazavaju polispecifi¢nu narav imunosnog odgovora
ograni¢enog broja klonova B-limfocita, a nalaz se interpretira prema medunarodnom
dogovoru (66) po tipovima od 1 do 5, gdje tip 1 predstavlja normalan nalaz, dok tip 2 (viSe
OB-ova u CSF-u) i tip 3 (viSe OB-ova od kojih su neke i u serumu) upucuju na intratekalnu

sintezu.
3.2.6. Ispitivanja na neurotropne viruse

Intratekalni polispecifi¢ni imunosni odgovor na neurotropne viruse MRZ i Herpes
Simplex te na bakteriju Boreliu Burgdorferi utvrden je ELISA metodom (Euroimmun,
Luebeck, Njemacka) kao udio specifi¢nih IgG antitijela u ukupnom sadrzaju IgG-ova u
CSF-u te je izraZzen kao ASI indeks za svaki patogen posebno. Vrijednost ASI veca od 1,5 se
smatrao klini¢ki relevantnim nalazom koji ukazuje na intratekalnu sintezu specificnog

protutijela $to pridonosi dijagnostickoj specificnosti za MS u bolesnika s pozitivnim
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OB-om, te se MRZ reakcija smatrala pozitivnom ako su dvije ili viS§e ASI vrijednosti bile
> 1,5 (104).
IgG

SPeccsk
Ig GSPeCserum
1gGcsr
Ig Gserum

ASI =

odnosno

QIgGspec

ASI =
QIgG

Ukoliko je Qig> Qigiim koristila se sljedeca jednadzba:

AS] = ngspec

Qigiim

3.2.7. Odredivanje koncentracije slobodnih kapa lakih lanaca 1gG

Iz zamrznutog ostatnog dijela CSF-a i seruma u periodu od 4 tjedna na automatskom
analizatoru BN II (Siemens, Marburg, Njemacka) imunonefelometrijskom metodom odredene
su koncentracije KFLC-a u serumu i CSF-u. Reagens sadrzi specificna monoklonska
protutijela (NLatex FLC assay, Siemens, Marburg, Njemacka). Od istog proizvodaca koristeni
su pridruzeni uzorci kalibratora i kontrola te je postivana specijalna procedura za CSF. U
skladu s najnizim kalibratorima definirana je koncentracija od 0,18 mg/L kao limit
kvantifikacije (LoQ), dok je limit detekcije (LoD) iznosio 0,035 mg/L. Da bi se procijenila
pasivna difuzija iz seruma u CSF, na temelju izmjerenih KFLC-a izracunat je kvocijent KFLC
kao:

Q

KFLCcsF

KFLC=%m77—"—
KFLCserum

U istu svrhu uveden je i KFLC indeks (113) koji ukljucuje u nazivniku Qam, kao mjeru

ocuvanosti KLB-a i pasivne difuzije albumina koji se sintetizira iskljuc¢ivo u jetri.
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KFLC,p

KFLCoprum
KFLCindekS = #
Albserum
odnosho
QkrLc
KFLCingers = Qb
Ekvivalentno KFLCindeks, mjeren je i 19Gindeks.
19Gese
IgG
19Gingers = ﬁ
Albserum
odnosho
QIgG
IgGindekS = alb

Imunonefelometrija predstavlja imunokemijsku tehniku u otopini te se primjenjuje za
kvantitativno mjerenje koncentracije antigena u raznim tjelesnim tekuc¢inama na temelju

rasapa (nefelometrije) svjetlosti uzrokovane nastankom kompleksa antigen-antitijelo.

3.2.8. Statisticke metode

Statisticka analiza izvedena je pomo¢u MedCalc softvera (MedCalc Statistical Software
Version 14.8.1, Oostende, Belgija). Statisticka obrada ukljucivala je deskriptivnu statistiku
skupine podataka, gdje su vrijednosti izrazeni kao medijani (M) i interkvartilni raspon (IQR).
Za testiranje normalnosti raspodjele koristen je Kolmogorov-Smirnovljev test. Kod usporedbe
razlika u medijanima izmedu dviju nezavisnih skupina koristen je neparametrijski Mann-
Whitney dok se za ispitivanje razlika viSe podskupina varijabli koristio neparametrijski
Kruskal-Wallisov test. Kategorijske varijable ispitane su y2-test ili Fisherovim egzaktnim
testom. Za procjenu dijagnosticke to€nosti i prediktivne valjanosti primijenjena je ROC
analiza (engl. Receiver Operating Characteristic), kao i usporedba ROC krivulja. Korelacijski
odnosi ispitani su Spearmanovim testom. Dobiveni koeficijent korelacije tumacili smo prema
Coltonu (114) i to:

e r=0do0,25ili 0do-0,2ili-0,5 (nema povezanosti)
e r=0,26do0,50ili-0,26 do -0,50 (slaba povezanost)
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e r=0,51do0,75ili-0,51 do -0,75 (umjerena do dobra povezanost)

e r=0,76do 1ili-0,76 do -1 (vrlo dobra do izvrsna povezanost)

Metodom multivarijatne logisticke regresije u kojoj je zavisna varijabla kategorijska i
to dihotomna, ukljucili smo razli¢ite nezavisne varijable stepwise metodom. Stepwise metoda
podrazumijeva unos jednog po jednog prediktora u analizu uz istovremeno uklanjanje
nezeljenih prediktora u svakom od koraka. Cilj ove regresije je da kombinacija nezavisnih
varijabli jako korelira sa zavisnom, ali isto tako da nezavisne varijable medusobno ne
koreliraju. Primarna je zadaca bila procijeniti omjer izgleda u prelasku zavisne varijable iz
jedne kategorije u drugu, u ovom slucaju iz dijagnoze koja nije MS u MS dijagnozu. U ovom
modelu povecanje odredenih nezavisnih varijabli za jednu jedinicu ukazuje koliki je omjer
izgleda za prelazak zavisne varijable iz jedne kategorije u drugu. Vjerojatnost nekog dogadaja
odnosno u ovom slu¢aju imanja bolesti moze se predstaviti sa p. Izgled da se razvije bolest

predstavlja omjer vjerojatnosti da imamo bolest i vjerojatnosti da je nemamo odnosno:

Omjerom izgleda (OR) procjenjuje se jesu li izgledi za odredeni dogadaj ili ishod jednaki kod
obje skupine ispitanika. Detaljnije objaSnjeno, s OR se mjeri omjer vjerojatnosti izloZenih

kroz omjer vjerojatnosti neizloZenih rizicnom faktoru:

Piziozeni

OR = 1- Diziozeni

Pneiziozeni
1- Pneiziozeni

U ovom istrazivanju na temelju ponovljene neuroloske epizode u periodu od 3 mjeseca do
2 godine uspostavilo se nekoliko modela za predvidanje rizika od konverzije MS-a, odnosno
potvrdne dijagnoze u razdoblju dijagnosticiranog CIS-a.

Svi su rezultati interpretirani na razini statisticke znacajnosti p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Biokemijske i hematoloSke analize u krvi i likvoru

U Tablicama 5., 6. i 7. prikazani su ukupni demografski podaci te laboratorijski nalazi
za biokemijske, hematoloske analize u krvi te biokemijske 1 citoloSke analize u CSF-u
kontrolne skupine, primarno definirane skupine s C1S-om (CIS) te njezinih dviju podskupina,
D-CIS i D-MS, ¢ija je konacna dijagnoza utvrdena u toku dvije godine pracenja. Testiranjem
varijabli Kolmogorov-Smirnovljevim testom nije utvrdena normalnost distribucije, §to je
statistiCku obradu usmjerilo na neparametrijske testove. U biokemijskim i hematoloSkim
analizama u krvi izmedu skupina CIS-a i ONB-a otkrivene su znacajne razlike (p < 0,05) za
AST i bilirubin, dok su D-CIS i D-MS skupine pokazale znacajnu razliku za CRP i glukozu.
Medutim, sve vrijednosti medijana bile su unutar referentnog intervala kod pacijenata S
CIS-om i ONB-om kako slijedi:

1) AST (M =17,0i21,0 U/L; referentni interval 11,0 - 38,0 U/L)

2) Bilirubin (M = 10,7 i 13,4 umol/L; referentni interval 3,0 - 20,0 umol/L)

Takoder, vrijednosti medijana za D-CIS i D-MS skupinu bile su unutar referentnog intervala i

to redom:

1) Glukoza (M =5,6 i 5,0 mmol/L; referentni interval 4,4 - 6,4 mmol/L)
2) CRP (M =1,7i0,5mg/L; referentni interval < 5,0 mg/L)

Primijenjena metoda za hsCRP moze kvantificirati niske vrijednosti < 1,0, §to je preduvjet za
moguénost procjene kronicne ,,tihe” upale i kardiovaskularnog rizika (115).

U biokemijskim i citoloskim analizama u CSF-u kod skupine CIS-a i ONB-a,
otkrivene su znacajne razlike (p < 0,05) za ukupan broj stanica u CSF-u i ukupne proteine dok
je kod skupina D-CIS i D-MS otkrivena zna¢ajna razlika samo za ukupan broj stanica u
CSF-u. Iako je u ovim skupinama otkrivena zna¢ajna razlika za ukupan broj stanica u CSF-u
(M =50 x 10%L za CIS; M = 2,0 x 10%L za ONB; M = 3,0 x 10%L za D-CIS;
M = 5,0 x 10%L za D-MS), normalni CSF odrasle osobe sadrzava do 5,0 x 10%/L leukocita i
to limfocita 70-100 % te monocita 0-30 %. Kod kroni¢nih upalnih bolesti broj stanica u CSF-
U se moze umjereno povecati. Takoder, pri nekim bolestima broj stanica u CSF-u moze ostati
normalan, ali se u tom CSF-u mogu nac¢i i druge vrste stanica kojih u CSF-u normalno nema,

tako se npr. kod MS-a osim limfocita i monocita mogu naci i plazma stanice u CSF-u (1).
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Za koncentraciju ukupnih proteina u CSF-u pronadena je statisticki znacajna razlika
(p=0,004) kod skupine CIS (M = 0,38 g/L) i ONB (M = 0,32 g/L), ali takoder vrijednosti
medijana nisu presle referentni interval. Referentni interval kod odraslih za ukupne proteine
iznosi 0,15 - 0,45 g/L. Povisene vrijednosti ukupnih proteina mogu se na¢i kod ometane
cirkulacije CSF-a, oste¢enja KLB-a, prisutnosti eritrocita u CSF-u, lokalne sinteze
imunoglobulina. Medutim, bolji pokazatelj od odredivanja ukupih proteina u CSF-u jest
odredivanje koncentracije specificnih proteina, te njihovih kvocijenta u odnosu na
serum (116).

Tablica 5. Demografski podaci pacijenata

CIS ONB p D-CIS D-MS p
(n=101) (n=50) (n=51) (n=50)
. 38/63 20/30 18/33 20/30
SplM/Z)ym - 0017  p=0203 e p=005  p=0203 WA
Godine Zivot 41 40 45 39
odine zivota (19-83) (22-82) 0,765 (19-83) (20-73) 0,002
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istrazivanja;

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna grupa ostalih

neuroloskih bolesti; Vrijednosti su izrazene u medijanu i minimalnoj-maksimalnoj vrijednosti.
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Tablica 6. Biokemijske i hematoloske analize u krvi

CIS ONB p D-CIS D-MS P
(n=101) (n=50) vrijednost (n=51) (n=50) Vrijednost
5,3 5,2 5,6 5,0
Glukoza,mmoliL 4 8'59) (4859 0475 (51-60)  (47-57) 0,009
1,0 0,8 1,7 0,5
CRP, mg/L (0,3-3,2) (0,5-3,1) 0,814 (0,7-3,5) (0,3-2,0) 0,009
Kreatinin, 68,0 69,0 69,0 67,0
pmol/L (63,8-76,3)  (65,0-80,0) 0,452 (64,0-81,3)  (63,0-74,0) 0,261
17,0 21,0 17,0 15,5
AST, UL (150-220)  (17,0-290) 0002  (160-22,0)  (14,0-200) 0,069
18,0 19,5 19,0 18,0
AET, WL (13.0-250)  (140-320) 0159  (140-262)  (12,0-250) 0,280
I 10,7 13,4 11,6 10,3
Bilirubin, pmol/L 7 5 15 o) (9,3-15,8) 0,040 (8,5-17,4) (7,2-12,8) 0,063
Kalij, 43 44 43 44
mmol/L (4,0-4,5) (4,1-4,4) 0,826 (4,0-4,5) (4,1-4,6) 0,246
Natrit. mmol/L 140,0 140,0 140,0 140,0
) (139,0-141,0) (139,0-142,0) 0,103  (139,0-140,0) (139,0-1410) 0,315
Kloridi. mmol/L 106,0 105,0 106,0 106,0
’ (104,8-107,0) (103,0-107,0) 0,196  (104,3-107,0) (105,0-107,0) 0,875
. 7.1 7,6 7,6 6,9
9 1 ’ ’ ’
Leukociti x107L 6 g 4) (6,6-8,8) 0,473 (6,1-10,1) (6,0-8,0) 0,173
N 47 46 46 48
Eritrociti x10%%/L (4,4-5,0) (4,2-5,0) 0,188 (4,4-5,0) (4,5-5,1) 0,538
Hemoalobin. a/L 140,0 138,5 139,0 142,0
globIn, O/ 132,0-151,0) (128,0-147,00 0,197  (132,3-150,0) (131,0-151,0) 0,836
Hematokrit. L/L 0,423 0,413 0,423 0,424
* (0,399-0,458) (0,386-0,449) 0,178  (0,396-0,456) (0,401-0,458) 0,897
Trombogiti x10°L 242,0 2455 239,0 242,0
(206,2-271,0) (219,0-275,0) 0,942  (212,0-276,3) (202,0-270,0) 0,981
N 100,0 100,0 100,0 100,0
0 ] ] il bl
PV, %aktivnosti 951920y (93.0-107,0) 0676  (93,3-1135) (88.0-1100) 0,459
APTV. s 26,0 26,0 26,0 26,0
’ (25,0-28,0)  (25,0-28,0) 0,712 (24,3-278)  (25,0-28,0) 0,286
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istraZivanja;

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS-a koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - skupina ostalih

neuroloskih bolesti; Vrijednosti su izrazene U medijanu i interkvartilnom rasponu.
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Tablica 7. Biokemijske i citoloske analize u CSF

CIS ONB p D-CIS D-MS p
(n=101) (n=50) vrijednost (n=51) (n=50) vrijednost
Ukupan
broj stanica 50 2,0 3,0 5,0
X10°/L 2090 (@030 000 4570  @o10 %0
Eritrociti 7,0 6,5 8,0 3,0
X106/ (0,0-86,3)  (1,0-128,0) 0,425 (0,0-121,0)  (0,0-77,0) 0,478
Laktat, 14 14 14 14
mmol/L (1,3-1,6) (1,2-1,5) L (1,2-1,6) (1,3-1,5) DB
Glukoza
' 34 3,3 3,5 3,3
mmolil 3236  (3.1-36) 03%  3237) (3135 0.131
Ukupni
L 0,38 0,32 0,35 0,38
proteini, o/l 5 35.050)  (0,26-0.39) e (0,30-0,49)  (0,31-0,50) D0
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istrazivanja;

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS skupine koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna skupina

ostalih neuroloskih bolesti; Vrijednosti su izrazene u medijanu i interkvartilnom rasponu.
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4.2. Oc¢uvanost krvno-likvorske barijere

U skupini C1S-a u skladu s Reiberovim kriterijima utvrdena je intratekalna sinteza kod
44 pacijenta, od kojih je 8 pokazalo i disfunkciju KLB-a. Nakon dvije godine pracenja u
skupini D-MS, dokazanoj putem kontrolnog pregleda i ponovljenog MR-a, od ukupno 50
pacijenata po Reiberovom Kriteriju intratekalna sinteza dokazana je za 31 pacijenta od kojih 5
ima disfunkcionalnu KLB, sto je prikazano u Tablici 8.

Tablica 8. Ocuvanost KLB kod CIS, ONB, D-CIS i D-MS pacijenata

Dijagnoza Tipovi po Reiberu Udio intratekalne sinteze p vrijednost
1 2 3 4
CIS (n=101) 36 21 8 36 43,5 %
<0,0001
ONB (n =50) 44 6 0 0 0 %
D-CIS (n=51) 24 14 3 10 25,4 %
0,003
D-MS (n = 50) 12 7 5 26 62 %

CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istraZivanja,
D-MS - podskupina izdvojena iz CIS skupine koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna skupina
ostalih neuroloskih bolesti; 1 = ocuvana KLB, 2 = disfunkcija KLB bez intratekalne sinteze;
3 = disfunkcija KLB uz intratekalnu sintezu; 4 = ocuvana KLB uz intratekalnu sintezu; KLB-

krvno-likvorska barijera
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4.3. Ukupni, oligoklonski i slobodni laki lanci imunoglobulina G u krvi i likvoru

CIS-om

imunoglobulinima (OB) prema medunarodnom dogovoru (66) s nalazima Tip 2 (n = 46) ili

Svi pacijenti s imali su laboratorijske dokaze o oligoklonskim
Tip 3 (n = 55). U ONB skupini nisu nadene OB vrpce u CSF-u ni u serumu te su nalazi
interpretirani kao Tip 1, a 19Gindeks bio je u normalnom podrucju < 0,6 (96). Nakon dvije
godine prac¢enja (kontrolni pregledi i ponovljeni MR) za 51 pacijenta nije opovrgnuta
dijagnoza CIS-a (skupina D-CIS), a za drugih 50 (skupina D-MS) ustanovljena je dijagnoza
MS-a prema McDonaldovim kriterijima (52). Medu njima bili su zastupljeni Tip 2 (n = 25),
Tip 3 (n = 25). Pacijenti u skupinama CIS, D-CIS i D-MS pokazali su znacajno vise
koncentracije KFLCcsr, Qxric, KFLCingeks I 19Gindeks U 0dnosu na kontrolnu skupinu
(p < 0,0001) (Tablica 9). Udio nalaza KFLC ispod granice kvantifikacije (< 0,18 mg/L)
takoder se znacajno razlikovao (14/101 u CIS vs 41/50 u ONB; p < 0,0001). Koncentracije
KFLCserum ne razlikuju se izmedu CIS i ONB te D-CIS i D-MS skupine, (p = 0,474 i 0,237)

Sto se moZe objasniti istovjetnim sistemskim odgovorom.

Tablica 9. Laboratorijska mjerenja za ukupne i slobodne lake lance te njihove izvedenice

CIS ONB p D-CIS D-MS p
vrijednost vrijednost
19G CSF, 0,041 0,023 < 0,0001 0,035 0,051 0,0105
g/L (0,028-0,065)  (0,016-0,031) (0,026-0,049)  (0,033-0,067)
Qige 3,85 2,07 <0,0001 3,25 4,54 <0,0001
(2,70-5,59) (1,37-2,51) (2,48-4,50) (2,94-5,95)
19Gindeks 0,569 0,486 < 0,0001 0,588 0,751 <0,0001
(0,486-0,744)  (0,475-0,542) (0,490-0,733)  (0,595-0,998)
KFLCecsr, 1,17 0,17 < 0,0001 0,68 2,01 <0,0001
mg/L (0,37-4,67) (0,17-0,17) (0,21-2,29) (0,89-5,57)
KFLCserum, 11,10 12,75 0,474 11,20 10,25 0,237
mg/L (9,09-15,42)  (9,20-15,00) (9,77-15,88)  (9,04-14,60)
QkrLc 0,120 0,014 < 0,0001 0,049 0,190 <0,0001
(0,023-0,320)  (0,010-0,020) (0,017-0,203)  (0,090-0,520)
KFLCindeks 22,62 3,71 < 0,0001 9,68 33,52 <0,0001
(5,68-6457)  (2,88-5,23) (3,31-34,96)  (14,95-98,06)
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istraZivanja,

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS skupine koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna skupina
ostalih neuroloskih bolesti; KFLC - kapa slobodni laki
KFLCcsr/KFLCserum; KFLCindeks = QkrLc/Qaib; 19Gindeks = Qiga/Qaib; Vrijednosti su izrazene u

medijanu i interkvartilnom rasponu.

lanci; Qxric = kvocijent
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4.4. ASI kvocijent na neurotropne viruse i Borreliju Burgdorferi

Kao $to je prikazano u Tablici 10., pozitivna MRZ reakcija na dva ili viSe virusa
(MRZR-2) gdje su vrijednosti ASI indeksa bile ve¢e od 1,5, nadena je u 15 pacijenata s
CIS-om medu kojima je za 7 utvrdena konverzija u MS. MRZR-2, iako se drzi dodatnim
doprinosom u dijagnostici MS-a (104), zastupljen je podjednako u D-CIS i D-MS skupini te u
ovom istrazivanju ne mozemo pokazati doprinos diferencijalnoj dijagnostici.

ASI indeks za Borreliu pozitivan je bio samo u 3 pacijenta u CIS skupini od kojih su
dva konvertirala u MS. Stoga, nije potvrden njegov doprinos dijagnostici ni kod CIS-a ni
MS-a.

Tablica 10. ASI kvocijent na neurotropne viruse i Borreliju Burgdorferi kod pacijenata
D-CIS i D-MS

CIS D-CIS D-MS p
(n=101) (n=51) (n=50) vrijednost
MRZR-2 15 8 7 1,00
ASI indeks 3 1 2 1,00
Borrelia >1,5
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istrazivanja;

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS-a koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna skupina
ostalih neuroloskih bolesti; MRZR-2 - pozitivan imunosni odgovor MRZ reakcije za 2 ili vise
virusa; ASI indeks Borrelia - Antibody Specificity Index za Borreliu Burgdorferi; p-vrijednost

odnosi se na usporedbu CIS i MS skupina
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4.5. Nalazi magnetske rezonancije

Pomocu nalaza MR-a kod 18 pacijenata u skupini s CIS-om pronadene su lezije koje
nisu ispunile tipi¢ni DIS kriterij dok za 20 pacijenata nisu dokazane lezije. Kod ostala 63
pacijenta evidentirane su u najvecoj mjeri multiple demijelinizacijske lezije. Imbibicija
kontrasta utvrdena je samo u 17 pacijenata. Pregledom MR nalaza u 50 pacijenata koji su
poslije, u vremenu do dvije godine, razvili nedvojbeni MS utvrdena je najveéa zastupljenost
multiplih lezija (n = 40), dok je imbibicija pratila manji dio pacijenata (n = 11). MR nalazi
ONB skupine nisu potvrdili ni jednu imbibiciju, prevladavali su nalazi bez lezija (n = 35), a
samo za 6 pacijenata utvrdene su lezije koje uz klinicku sliku i laboratorijske nalaze nisu bile
potvrda za dijagnozu CIS-a. Rezultati usporedbe D-CIS i D-MS skupine u odnosu na
zastupljenost specifi¢nih karakteristika MR nalaza prikazani su u Tablici 11. Vidljivo je da su
razlike statisticki upecatljive, ali treba naglasiti da je unato¢ tomu za klinicko promisljanje u

praksi vazan podatak da su klju¢ne karakteristike MR nalaza registrirane u obje skupine.

Tablica 11. Nalazi MR mozga i vratne kraljeznice

CIS ONB p D-CIS D-MS p
(n=101) (n=50) wvrijednost (n=51) (n=50) vrijednost*
Demijelinizacijske lezije
Bez lezija, n 20 35 17 3
1-2 lezije, n 9 1 2 6
. . <0,0001 <0,0001
Multiple lezije, n 54 5 14 40
Lezije koje nisu ispunile 1g 9 17 1
tipi¢ni DIS kriterij, n
Aktivnost lezija
Imbibicija kontrastnog 17 0 < 0,0001 6 11 0,0023
sredstva, n
CIS - skupina s dijagnozom klinicki izolirani sindrom na pocetku istraZivanja;

D-MS - podskupina izdvojena iz CIS-a koja se konvertirala u multiplu sklerozu;
D-CIS - podskupina koja se nije konvertirala u toku 2 godine; ONB - kontrolna skupina

ostalih neuroloskih bolesti; DIS — diseminacija u prostoru
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4.6. Usporedbe i korelacije

Usporedba udjela pozitivnih nalaza intratekalne sinteze po Reiberovom modelu s
nalazima OB-a u CIS skupini pokazuju podudarnost tek u 43,5 %. U D-MS skupini nalaze
bez intratekalne sinteze ima Cak 19 pacijenata $to je nesto bolja podudarnost (62 %).
Razdioba tipova po Reiberu unutar skupina D-CIS i D-MS prikazana je na Slici 6.
Frekvencije se statisticki razlikuju (p = 0,003) i mozZe se uociti veca zastupljenost nalaza
intratekalne sinteze (kategorije 3 i 4) u D-MS skupini, ali ne postoji linearni trend dinamike
promjena frekvencije izmedu Cetiri Reiberova tipa (p = 0,339). Udio pozitivnih OB nalaza
Tipa 2 i Tipa 3 po medunarodnom dogovoru (66) ne razlikuje se izmedu D-MS i D-CIS
skupine (p = 0,489), kako je prikazano na Slici 7.

Usporedba medijana izmedu skupina ONB, D-CIS i D-MS za KFLCingeks (M = 3,71;
9,68; 33,52) i IgGindeks (M = 0,486; 0,588; 0,751) Kruskal-Wallisovim testom pokazuje
znacajnu razliku (p < 0,0001) (Slika 8A. i 8B.), a isto je pokazala usporedba medijana za
KFLCcsk (0,17; 0,68; 2,01) i Qxrrc (0,014; 0,049; 0,190). Vrijednosti 1gGindeks i KFLC
pokazatelja sortirani u klastere Tipa 1, 2 i 3 prema medunarodnom dogovoru pokazuju
Kruskal-Wallisovim testiranjem statisticki znacajne razlike s p < 0,0001, ali post-hoc
testiranjem utvrdeno je da se razlike odnose na Tip 1 : Tip 2 i Tip 1 : Tip 3, a nije nadena
razlika izmedu vrijednosti 1gGindeks, KFLCingeks, QkrLc I KFLCcsk grupiranih u Tip 21 Tip 3
(p = 0,388; 0,595; 0,152; 0,062).

Vrlo dobru i statisti¢ki znacajnu (p < 0,0001) korelaciju po Spearmanu pokazali su
odnosi izmedu KFLCindeks, QxrLc, KFLCcsr i 19Gindeks (r = 0,802; 0,761 i 0,784) §to upucuje
na zaklju¢ak da je KFLC proporcionalna frakcija IgG-a. lzvrsna 1 statisti€ki znacajna
(p < 0,0001) korelacija nadena je izmedu KFLC pokazatelja medusobno (r = 0,841; 0,910;
0,928) sto pripisujemo matematickoj povezanosti izvedenica KFLC pokazatelja usprkos

promjenjivosti nazivnika.
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Slika 6. Razdioba tipova po Reiberu za procjenu ocuvanosti KLB-a i intratekalne sinteze u
skupini s CIS-om i u skupini s MS-om. 1 - normalan nalaz ocuvanog KLB-a bez intratekalne
sinteze; 2 - disfunkcija KLB-a bez intratekalne sinteze; 3 - disfunkcija KLB-a uz intratekalnu

sintezu 4 - ocuvan KLB uz intratekalnu sintezu;
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Slika 7. Razdioba pozitivnih nalaza OB-ova po medunarodnom dogovoru u skupini s CIS-om
I u skupini s MS-om. OB - oligoklonske vrpce imunoglobulina; 2 - Tip 2, intratekalna sinteza s

vise OB-ova; 3 - Tip 3, intratekalna sinteza s vise OB-ova od kojih su neke i u serumu
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Slika 8A. Medijani i rasponi KFLCingeks U skupinama MS, CIS i ONB. Kvadrati predstavljaju
interkvartilni raspon, unutar njega je medijan kao linija, a vanjske horizontalne linije cCine
minimalne i maksimalne velicine izvan kojih su prikazane iskljucene vrijednosti koje

odstupaju od zadnje kvartile +/- 1,5 ili 3 x od interkvartilnog raspona.
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Slika 8B. Medijani i rasponi 1gGindeks U Skupinama MS, CIS i ONB. Kvadrati predstavljaju
interkvartilni raspon, unutar njega je medijan kao linija, a vanjske horizontalne linije cine
minimalne i maksimalne velicine izvan kojih su prikazane iskljucene vrijednosti koje

odstupaju od zadnje kvartile +/- 1,5 ili 3 x od interkvartilnog raspona.
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4.7. Dijagnosti¢ka to¢nost imunoglobulinskih parametara

ROC statistickom metodom analizirali smo dijagnostic¢ka i1 prediktivna svojstva KFLC
parametara za dijagnostiku intratekalne sinteze i za dijagnostiku MS-a. Osim osjetljivosti i
specifi¢nosti, odredeni su i +LR, -LR, +PV i -PV. Prediktivne su vrijednosti, osobito +PV,
izrazito ovisne o prevalenciji bolesti. Visoka prevalencija MS (33,1 %) u skupini ispitanika
koji su kod prijema imali iste simptome, izgubila bi dijagnosticku snagu u primjeni u odnosu
na prevalenciju MS u hrvatskoj populaciji koja iznosi 25-53/100 000 stanovnika, a u Gorskom
Kotaru 173/100 000 stanovnika (17).

Budu¢i da su svi ispitanici MS i CIS skupine imali pozitivne OB-ove, ROC analiza
ukljucila je rezultate svih pozitivnih OB-ova kao zlatni standard, nasuprot ONB-u, da bi
procijenili sposobnost KFLC-a u detekciji intratekalne sinteze. Usporedba ROC krivulja
(Slika 9.) pokazala je statisticki znacajne razlike za: KFLCcsr VS KFLCindeks (p = 0,0186) i
QkrLc Vs KFLCindeks (p = 0,0351). Povrsine ispod krivulja (AUC) iznose 0,839; 0,851; 0,891 i
0,900 redom za KFLCingeks, 19Gindeks, QkrLc 1 KFLCcsr. Rezultati ROC analize za svaki
marker posebno prikazani su u Tablici 12. Najbolji AUC pokazali su Qkric | KFLCcsr, a
budu¢i da se medusobno ne razlikuju statisticki (p = 0,6120), krivulja izbora je QxrLc
(grani¢na vrijednost QkrLc > 0,027) koji u svojem izrazu ukljucuje serumski KFLC kao
korekciju moguce pasivne difuzije. Ostale znacajke ROC analize pokazale su vrlo dobru
specifi¢nost §to podrazumijeva vrlo mali broj lazno pozitivnih nalaza (1 za KFLCindeks do 4 za
KFLCcsF) i sigurnost ukljuéivanja. Navedeno potvrduju pozeljne (> 10) vrlo visoke +LH
vrijednosti kao i +PV koji je za KFLCingeks blizu vrijednosti 99 %. Medutim, lazno negativne
vrijednosti premasuju 20, a za IgG Cak dosezu 37. Osjetljivost testa nije zadovoljavajuca i u
klini¢koj primjeni bi se suocila s ve¢im brojem laZzno negativnih nalaza intratekalne sinteze te
bi izostao kriterij isklju¢ivanja $to potvrduje niska —PV vrijednost i visoka —LH vrijednost
koja nema prave valjanosti ako nije < 0,1.

Usporedba ROC krivulja za ocjenu dijagnosticke tocnosti MS-a pokazala je da medu
markerima KFLCcsr, Qkric, KFLCingeks 1 19Gindeks Nema statisticki znacajne razlike
(p = 0,746; 0,599; 0,629, 0,160; 0,434, 0,932; AUC = 0,831, 0,845; 0,840; 0,829, redom) $to
zna¢i da imaju podjednak doprinos dijagnostici (Slika 10.). Nacelnu prednost dajemo
KFLCindeks zbog mogucnosti korekcije disfunkcionalnosti KLB-a. Pokazao je AUC 0,840 i
grani¢nu vrijednost > 9,092 (Tablica 12.). AUC povrsine znacajno su razli¢ite od 0,5, ali
nedovoljne dijagnosticke snage jer na grani¢noj Vvrijednosti ostvaruju dobru osjetljivost, ali

slabiju dijagnosticku specificnost $to rezultira ve¢im brojem laZno pozitivnih dijagnoza. U
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ovom istrazivanju mogao bi se primijeniti samo kriterij isklju¢ivanja jer je evidentirano svega
2 do 6 lazno negativnih nalaza. IgGindeks pokazao je najslabiju dijagnosticku to¢nost, LH i PV,

iako nije statisticki znacajno.

Tablica 12. Dijagnosticka toc¢nost kapa lakih lanaca u MS-u i CI1S-u

Biokemijski AUC/grani¢na Osjetljivost, Specifi¢nost, +LH LH +PV, -PV,
marker vrijednost % % % %
Tocnost detekcije intratekalne sinteze u odnosu na OB (n = 151)

KFLCesr, 0,900/0,280 80,0 94,0 134 020 94 701
mg/L

QkrLc 0,891/0,027 73,2 96,0 18,3 0,28 97,4 64,0
KFLCindeks 0,839/8,820 71,3 98,0 3564 0,29 98,6 62,8
19Gindeks 0,851/0,588 63,4 98,0 31,6 0,37 98,5 57,0
Dijagnosticka to¢nost za MS u odnosu na revidirane kriterije McDonald 2010 (n = 151)

rﬁg/'l-_ccsﬁ 0,831/0,380 94,0 70,3 316 0085 610 959
QkrLc 0,845/0,049 92,0 73,3 3,44 0,11 63,0 94,9
KFLC indeks  0,840/9,092 90,0 73,3 3,37 0,14 62,5 93,7
19Gindeks 0,829/0,566 88,0 68,3 2,78 0,18 57,9 92,0

OB - oligoklonske vrpce imunoglobulina; KFLCcsk - kapa slobodni laki lanci u CSF-u;
QkrLc = kvocijent KFLCcse/KFLCserum; KFLCindeks = Qkrrc/Qaib; 19Gindeks = Qiga/Qalb;
AUC - povrsina ispod ROC krivulje; +LH i —LH - pozitivan i negativan omjer vjerojatnosti;
ROC - engl. Receiver Operating Characteristic, statisticka metoda za odredivanje
dijagnosticke tocnosti; +PV 1 —PV - pozitivna i negativna prediktivna vrijednost. Granicne
vrijednosti odredene su prema Youdenovoj metodi za definiranje optimalne vrijednosti

proizasle iz ROC analize.
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Slika 9. Usporedba ROC krivulja za predvidanje intratekalne sinteze.
ROC - engl. Receiver Operating Characteristic, statisticka metoda za odredivanje
dijagnosticke tocnosti; KFLC - slobodni laki lanci kapa tipa; CSF - cerebrospinalna

tekucina; Qxric = kvocijent KFLCcse/KFLCserum; KFLCindeks = Qkrrc/Qaib; 10Gindeks =
Qiga/Qaip
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Slika 10. Usporedba ROC krivulja za ocjenu dijagnosticke tocnosti MS-a. ROC - Receiver
Operating Characteristic, statisticka metoda za analizu  dijagnosticke tocnosti;
KFLC - slobodni laki lanci kapa tipa; CSF - cerebrospinalna tekucina; QxrLc = kvocijent
KFLCcse/KFLCserum; KFLCindeks = QkrLc/Qaib, 19Gindeks = Qiga/Qalb,
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Na Slici 11. prikazan je dijagram toka za predvidanje intratekalne sinteze putem vrijednosti
QkrLc. Iz analiticke tablice ROC analize ,,Criterion values and coordinates of the ROC curve
izolirane su dvije grani¢ne vrijednosti Q od kojih jedna vrijednost (0,0148) ima 95 % ili visu
osjetljivost, neovisno o specificnosti dok druga vrijednost (0,0270) ima 95 % ili visu
specifi¢nost, neovisno o osjetljivosti. Nesigurni rezultati nasli su se u intervalu od 0,0148 do
0,0270 te su na ovaj nac¢in dobivene dvije grani¢ne vrijednosti ispod/iznad kojih nema lazno
negativnih i lazno pozitivnih rezultata. Sve vrijednosti QkrLc ispod 0,0148 i iznad 0,0270

(65 %) mogle bi iskljuciti izvodenje IEF s imunofiksacijom u detekciji OB (113).

Pacijenti sa
Sumnjom na
infratekalnu sintezu

n=151

Slika 11. Dijagram toka za predvidanje intratekalne sinteze.

QkrLc = kvocijent KFLCcse/KFLCserum; OB- = odsutnost oligoklonskih vrpci; OB+ =
prisutnost oligoklonskih vrpci; Vrijednost Qkrc 0,0148 = 95 % osjetljivost (56 %
specificnost) vrijednost 0,027 = 96 % specificnost (12 % osjetljivost)
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4.8. Matematicki model za predvidanje konverzije klinicki izoliranog sindroma

Logistickom regresijom obradeni su podaci prikupljeni za 101 ispitanika od kojih 51
su bili D-CIS, a 50 D-MS pacijenti. Za sve ispitanike izmjereno je ukupno 30 varijabli: dob,
KFLCcsr, KFLCserum, QkrLc, KFLCingeks, 19G CSF, glukoza, 1gGindeks, Qigs, ukupan broj
stanica u CSF-u, eritrociti u CSF-u, laktat u CSF-u, glukoza u CSF-u, ukupni proteini u
CSF-u, glukoza u serumu, CRP, kreatinin, AST, ALT, bilirubin, kalij, natrij, kloridi, leukociti,
eritrociti, hemoglobin, hematokrit, trombociti, PV i APTV. U prvom koraku koriStenjem
parametrijskih i neparametrijskih statistickih testova testirane su razlike u vrijednostima svih
varijabli kod 51 ispitanika s CIS-om u odnosu na 50 ispitanika s MS-om. Varijable koje nisu
postigle statisticku znacajnost (p < 0,05) nisu ukljuene u nastavak istrazivanja. Ukljucene
varijable u ovom istrazivanju bile su: dob (p = 0,002), KFLCcsr (p < 0,0001), Qigc
(p < 0,0001), Qkrrc (p < 0,001), KFLCindeks (p < 0,0001), 1gGindeks (p < 0,0001), ukupan broj
stanica u CSF-u (p = 0,005), 1gG CSF (p = 0,0105), CRP (p = 0,009), glukoza (p = 0,009).
Budu¢i da ni jedna varijabla nije bila znacajna u punom modelu, stepwise procedurom
testirano je vise specifikacija modela viSestruke logisticke regresije te su izdvojeni oni koji su
od interesa za ovo istrazivanje.

Nakon eliminacije varijabli koje nisu postigle statisticku znacajnost, procijenjen je
model visestruke logisti¢ke regresije kojim se dovode u vezu QkrLc S nastankom MS-a.
Varijable koje se medusobno preklapaju u nekoj mjeri nije bilo primjereno istovremeno
analizirati s obzirom na njihove doprinose izgledima, zbog problema multikolinearnosti ili
preklapanja ucinaka sli¢nih varijabli. Tablica 13. sadrzava procijenjeni omjer izgleda i
pripadaju¢u empirijsku razinu znacajnosti za svaku nezavisnu varijablu u modelu logisticke

regresije.

Tablica 13. Logisticka regresija sa varijablama dob i QkrLc U skupini od 101 pacijenta

OR p
Dob 0,945 0,002
QkrLc 6,606 0,015

OR (eng. odds ratio) - omjer izgleda, Qkrc - kvocijent slobodnih lakih kapa lanaca
QkrLc = KFLCcsr/KFLCserum

Kako je prikazano u Tablici 13. obje varijable Qxrc i dob postizu statistiCku

znacajnost u predvidanju nastanka MS-a. Dob smanjuje izglede za nastanak MS-a, odnosno
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povecanjem starosti za 1 godinu smanjuju se izgledi za dijagnozu MS-a 0,945 puta.
Istovremenim porastom Qkric za 1, povecavaju se izgledi dijagnoze MS-a za 6,606 puta.
Promatraju¢i dobnu zastupljenost ispitivane skupine, rezultati se mogu u prvi mah uciniti
nelogi¢nima. Medutim, ako se kod starijih pacijenata pojavi ova vrijednost za QkrLc, postoji
mogucnost da imaju drugu bolest, ali ako se kod mladih pacijenata pojavi ista vrijednost za
QkrLc, vedi je izgled za potvrdu dijagnoze MS-a.

Koriste¢i model visestruke logisticke regresije te eliminacijom pojedinih varijabli,

KFLCindexs Se dovodi u vezu s nastankom MS-a. Procijenjeni model nalazi se u Tablici 14.

Tablica 14. Logisticka regresija s varijablama dob i KFLCingeks U skupini od 101 pacijenta

OR p
Dob 0,952 0,007
KFL Cindeks 1,011 0,023

OR (eng. odds ratio) - omjer izgleda; KFLCindeks = QkrLc/Qalb

Koriste¢i model visestruke logisticke regresije u Tablici 14. istrazivane su 2 varijable,
dob i KFLCingeks, koje se dovode u vezu s nastankom MS-a. Kako je prikazano u Tablici 14.
obje navedene varijable postizu statistiCku znacajnost u predvidanju nastanka MS-a. Dob
smanjuje izglede za nastanak MS-a, odnosno povecanjem starosti za 1 godinu smanjuju se
izgledi za dijagnozu MS-a za 0,952 puta. Istovremeno povecavanjem vrijednosti KFLCindeksa
za 1 povecavaju se izgledi dijagnoze MS za 1,011 puta. Uz istu vrijednost KFLCindeksa kod
mladih i starijih pacijenata, stariji pacijenti imaju vece izglede za dijagnozu neke druge
bolesti, koja nije MS u odnosu na mlade pacijente.

Kao pojedinacan parametar za konverziju CIS-a u MS moze se predloziti 1 KFLCindeks.
Na Slici 12. prikazan je dijagram toka za predvidanje konverzije CIS-a u MS kod 101
pacijenta. Iz analiticke tablice ROC analize ,,Criterion values and coordinates of the ROC
curve® izolirane su dvije grani¢ne vrijednosti KFLCindeksa 0d KOjih jedna vrijednost (4,44) ima
95 % ili viSu osjetljivost, neovisno o specifi¢nosti dok druga vrijednost (104,54) ima 95 % ili
visu specificnost, neovisno o osjetljivosti (113). Nesigurni rezultati nasli su se u intervalu od
4,44 - 104,54, Kategorizacija prema dijagnozama, pokazala da se pacijenti sa sumnjom na
CIS vjerojatno nece konvertirati u MS ako je KFLCindeks manji od 4,44 dok su za vrijednost
izmedu 4,44 1 104,54 izgledi bili podjednaki. Vrijednosti KFLCindeksa iznad 104,54 upuéuju na
MS dijagnozu (Slika 12.).
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Pacijenti sa
sumnjom naMS
n=101

KFLCindeks

=>104.54
n=13

38 D-MS 31 D-CIS 10 D-MS

4.44-104.54
n=:69

Slika 12. Prikaz dijagrama konverzije CIS-a u MS prema grani¢nim vrijednostima za
KFLCindeks. Vrijednost KFLCingeksa 4,44 = 96 % osjetljivost (35 % specificnost) vrijednost
104,54 = 96 % specificnost (20 % osjetljivost)

KFLCindeks = QkrLc/Qaib; D-MS - pacijenti kojima je dijagnosticirana multipla skleroza;
D-CIS - podskupina s klinicki izoliranim sindromom koja se nije konvertirala u MS u toku 2

godine;
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5. RASPRAVA

5.1. Valjanost slobodnih kapa lakih lanaca 1gG-a u procjeni intratekalne sinteze

U vise od dva desetljeca provedeno je vise od 100 studija (evidentirane u bazi
PUBMED) koje istrazuju moguénost primjene KFLC-a u klini¢koj praksi. Za to vrijeme
analiticke su se metode usavrSavale od poliklonskih do monoklonskih, od istrazivackih (117,
118) do onih primjenjivih za automatske analizatore s poliklonskim i monoklonskim
protutijelima (94, 96, 119, 120). Istovremeno je tehnologija MR-a silno napredovala i otvorila
nove mogucnosti te su se sukladno tome revidirali dijagnosticki kriteriji. Za razliku od MR-a,
tehnika za identifikaciju OB-ova nema mogucnosti izac¢i iz okvira kvalitativne metode
podloZzne subjektivnoj interpretaciji. No, ona se jo$ uvijek drzi zlatnim standardom u
dokazivanju intratekalne sinteze, unato¢ dokazanim nespecifi¢nostima za kona¢nu dijagnozu
MS-a (121) i prevlasti MR nalaza (52, 122) te se uvelike primjenjuje u klini¢koj praksi. Jo$
1942. godine Kabat i suradnici (123) su prikazali da je gama globulin bio zna¢ajno povisen u
CSF-u kod pacijenata s MS-om te su kasnije pokazali da su ograni¢ena heterogenost ili
OB-ovi na elektroforezi bili prisutni u CSF-u, no ne i u serumu. Otada su mnoga istrazivanja
dokazala dijagnosticku vrijednost analize CSF-a kod bolesnika s MS-om, a dodatno pretrage
CSF-a u odredenim klinic¢kim situacijama mogu imati prediktivnu vrijednost (14).

Laboratorijske pretrage koje se koriste u dijagnostici MS-a uz dokazivanje OB-ova su:
citoloska 1 biokemijska analiza CSF-a, Reiberov matematicki model, te MRZ reakcija. Uz
prihvaceno i smjernicama preporu¢eno dokazivanje intratekalne sinteze IEF metodom s
imunofiksacijom sve se ozbiljnije suprostavljaju mnoga istraZivanja kvantificiranja lakih
lanaca imunoglobulina (67, 119, 120,124).

Oligoklonske vrpce nadu se prije nego kvantitativna procjena u Reibergramu otkrije
intratekalnu sintezu 1gG-a (66) pa je neobi¢no da metoda po Reiberu jo$ Zivi u laboratorijima.
Iskustvo iz medicinske prakse pokazuje da nije jednostavno ni brzo iskljucenje ili zamjena
dijela uhodanog dijagnostickog postupka premda vecina studija proizlazi iz klinickih
situacija. Osnovni je problem nedostatak referentnih intervala i grani¢nih vrijednosti za §to je
potreban veliki broj ispitanika i jo§ puno prospektivnih studija koje nece biti kontradiktorne.
U ovom istrazivanju, skupina od 151 ispitanika prezentirala se s prvom neuroloSkom
epizodom koja je trajala > 24 sata, po primitku u bolnicu bila je podvrgnuta neuroloskom
klini¢kom pregledu i lumbalnoj punkciji, a drugog dana i MR pregledu. CSF je analiziran po

Reiberovom modelu i na prisustvo OB-ova. Na temelju navedenih mjerenja definirana je
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podskupina s CIS dijagnozom suspektnom na MS (n = 101). U praksi, klini¢ke slike i nalazi
MR-a pokazuju neslaganje zbog nedovoljne patoloske specifi¢nosti, abnormalnosti i zbog
tehnicke nemoguénosti MR-a da kvantificira opseg ozljeda u normalnom mozdanom tkivu
(125). Demonstracija upalne prirode bolesti putem CSF analize, pogotovo prisutnost
intratekalnog humoralnog imunosnog odgovora koristi se ve¢ desetljeCima za podrsku
dijagnoze MS-a unato¢ Cinjenici da je vaznost CSF analize izgubila na znacaju revizijom
McDonaldovih dijagnostickih kriterija 2010. godine (52). Najnovija revizija ovog kriterija iz
2017. godine (42) ponovno je ozivjela ulogu CSF analize tvrde¢i da prisutnost dva ili vise
OB-a u CSF-u koje su ujedno odsutne u serumu, mogu zamijeniti DIT kriterij. Ako se ispune
klinicki dokazi i dijagnosticki kriteriji, analiza CSF-a se ne mora izvoditi, no MR ne daje
dokaz o upalnom porijeklu fokalnih klini¢kih deficita (97), zbog Cega je analiza CSF-a vazna
pogotovo u iskljuéivanju drugih neuroloskih bolesti. Stoga se analiza CSF-a ne moze
iskljuciti iz dijagnostike te ju valja rutinski primjenjivati u bolesnika s prvom klini¢kom
epizodom koja ukazuje na MS. Uz to, valja biti oprezan u dijagnostici bolesnika s negativnim
MR-om ili CSF-om. Upravo u slucajevima s CIS-om gdje je MR negativan, analiza CSF-a
moze biti pozitivna kod vise od 25 % pojedinaca, Sto bi takoder trebalo ohrabriti neurologe da
prate ove pacijente zbog razvoja novih MR lezija ili klini¢kih simptoma i znakova MS-a (59).
Osim u diferencijalnoj dijagnostici, analiza CSF-a je vrijedna u istrazivanju patogeneze MS-a
I razumijevanju njezine patofiziologije. Stoga, analiziranje CSF-a ima osigurano vazno mjesto
u klinici i u znanstvenom istraZivanju.

Poznavajuéi ishodiste i fiziologiju CSF-a i KLB-a koja selektivno propusta tvari iz
plazme, migraciju aktiviranih limfocita i eksudaciju plazmatskih proteina u likvorski prostor
prepoznajemo kao upalno zbivanje (126-130). Polispecificna narav imunosnog odgovora
ograni¢enog broja klonova B-limfocita rezultira pojavom oligoklonskih Ig-ova i FLC-a u
intratekalnom  prostoru. Dokazivanje oligoklonskih Ig-ova vizualizacijom OB-ova
kvalitativnom tehnikom imunofiksacije predstavlja zlatni standard kojim je analiziran CSF u
svih 151 ispitanika. Deklarirana analiti¢ka osjetljivost metode je 0,030 — 0,125 mg/L (37), ali
odluka analiti¢ara temeljena je na subjektivnoj vizualnoj procjeni.

Ovo istrazivanje slijedilo je klini¢ku praksu koja ¢e sigurno jos§ dugo vremena slijediti
Freedmanove standardne postupke (59) koji daje preporuku opsezne analize CSF-a. Freedman
sa suradnicima (59) je 2005. godine kritizirao reviziju McDonaldovih kriterija iz 2001. godine
(44) po pitanju ispunjenja smjernica za analizu CSF-a u odnosu na ispunjene rigorozne
kriterije za MR. S druge strane kritizira izjednacavanje 1gGindeksa KOjeg McDonaldovi kriteriji

(44) drze jednakovrijednim s OB-om jer u kvantitativnoj analizi svaki pacijent se usporeduje s
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velikom populacijom te postoji Siroki referentni interval proteina u CSF-u koji potjecu iz krvi,
dok u kvalitativnoj analizi uzorak 1gG-a u CSF-u svakog pacijenta se usporeduje s uzorkom
seruma istog pacijenta. S druge strane hiperboli¢ne 1 eksponencijalne funkcije koje opisuju
sintezu 1gG-a u CSF-u su klini¢ki ekvivalentne te su obje preciznije nego pojednostavljeni
1gGindeks. Kvantitativna analiza 1gG-a smatra se informativnim dopunskim testom te ne
predstavlja zamjenu za kvalitativnu IgG procjenu, koja ima najviSu osjetljivost 1 specificnost
(59). Dugogodisnja istrazivanja dokazuju da prisustvo OB-ova povecava rizik od konverzije
ClIS-a u MS (131-133). I u ovom istrazivanju, skupina ispitanika moze se smatrati rizicnom
jer se u roku dvije godine za polovicu njih utvrdila nedvosmislena klinicka dijagnoza MS.
McDonaldovi kriteriji iz 2010. (52) godine CSF analizu uklju¢uju kao OB ili IgGindeks.
Skupina ispitanika u ovom istrazivanju pokazuje znacajno razli¢ite rezultate za intratekalnu
sintezu. Pozitivan nalaz OB-a podudara se s Reiberovim modelom samo za 43,5 % pacijenata
s CIS-om, sto znaci da ocjena rizika za te pacijente nije pouzdana. Frekvencija nalaza
normalnog, disfunkcionalnog KLB-a i intratekalne sinteze znacajno se razlikovala izmedu
skupina D-CIS i D-MS zbog 60 % pozitivnih nalaza intratekalne sinteze u skupini D-MS. U
ukupnosti, upucuje na nedovoljnu osjetljivost Reiberovog modela u odnosu na zlatni standard
OB-a kod kojeg su tipovi 2 i 3 bili podjednako distribuirani u skupinama D-CIS i D-MS.
Sli¢no neslaganje i slabiju osjetljivost Reiberovog modela pokazale su i druge studije (96,
134-136), a puno studija dokazuje da se tek u oko 70 % pacijenata s CIS-om i 90 % pacijenata
s MS-om dokaze intratekalna sinteza OB tehnikom (132, 137-139). Mogu¢i uzroci stoje u
slabijem stupnju humoralnog odgovora u ranom stupnju MS-a koji nije moguce detektirati.
Ova skupina nije imala negativnih OB nalaza u D-CIS i D-MS skupini, kao ni pozitivnih u
ONB skupini, $to moze zavesti na krivi zaklju¢ak da OB ima 100 % dijagnosti¢ku to¢nost.
lako analiza CSF-a prema revidiranim McDonaldovim kriterijima (42) nije obavezna u nekim
sluCajevima, strogo se preporuca u slucajevima kada klini¢ki i MR dokazi nisu dovoljni za
podrsku dijagnoze MS-a te bi prag za analizu CSF-a prema ovim smjernicama trebao biti
nizak kako bi se povecala dijagnosticka pouzdanost. U ovom istrazivanju nasla se potvrda za
oprezan pristup jer su Cetiri pacijenta, koja po prethodnoj reviziji ne bi bili svrstani u CIS,
razvila MS. No, neosporno je dokazano da u zapadnoj hemisferi do 10 % bolesnika s MS-om
pokazuju negativne OB-ove, a jo$ i viSe u isto¢noj hemisferi. Takoder, i druga neuroloska
stanja i bolesti mogu biti pracena s OB nalazima (121, 137, 138). Ustroj ove skupine ne
pokazuje potpuno realno stanje, ve¢ predstavlja Ciste skupine u odnosu na promatrani zlatni

standard OB-a, za koji se utvrdivalo u kojoj mjeri korespondira s KFLC-om.
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Intratekalna sinteza ne dogada se u normalnim uvjetima $to sugerira da je prisutnost
niskih koncentracija lg-ova i KFLC-a u normalnom CSF-u rezultat njihove difuzije iz krvi
kroz KLB. KFLC se opcenito sintetiziraju u viSku u odnosu na teske lance tijekom sinteze
Ig-ova (140). Stoga se porast KFLC-a u CSF-u moze ocekivati u slucaju bilo kakvog
humoralnog imunosnog odgovora te kao rezultat KFLC bi mogao biti manje specifi¢an za MS
nego OB-ovi. OB-ovi takoder nisu iskljuc¢ivo specifi¢ni za MS te se mogu pojaviti i u drugim
upalnim stanjima SZS pogotovo kroni¢nim stanjima kao neurosifilis, neuroborelioza, HIV,
infekcije i paraneoplasti¢ni sindromi SZS-a (140).

U ovom istrazivanju, koncentracije KFLC-a i 1gG-a te njihovi omjeri i indeksi,
statisti¢ki su se znacajno razlikovali izmedu skupina ONB, D-CIS, i D-MS prilikom ¢ega su
se vrijednosti parametara KFLC-a i 1gG-a pokazale znacajno vise u D-MS skupini u odnosu
na preostale dvije skupine sto je u suglasju s mnogim radovima (93, 95, 96, 132, 134, 135,
141, 142). Izmedu koncentracija KFLC-a i 1gG-a kod pozitivnih OB-ova u Tipu 2 i Tipu 3
nije bilo znacajne razlike. Rezultat podupire stav svih autora radova da pozitivne OB-ove
definiraju s > 2 OB-a ne pravec¢i razliku izmedu Tipa 2 i 3 definiranih prema medunarodnom
dogovoru (66). Pojedina istrazivanja navode da bi se KFLC parametri, prije obrade OB-a,
mogli koristiti kao prvi probirni test u dijagnostickim algoritmima za dijagnozu MS-a (97,
113, 143), dok drugi navode da je KFLCcsr bitan marker intratekalne sinteze imunoglobulina
te da je ekvivalentan oligoklonskom IgG-u, §to bi omoguéilo njegovu potpunu zamjenu i
uvodenje u rutinsku dijagnosti¢ku praksu (144, 145). Zamjena OB-a sa apsolutnom
koncentracijom KFLCcsk predstavlja brzu, automatiziranu i kvantitativnu metodu (37, 113,
144, 145). Takoder svi se slazu da bi odredivanje KFLC parametara moglo dodatno reducirati
vrijeme obrade, omoguciti brze ocitanje rezultata te imati korisne ekonomske uc¢inke. Unatoc¢
svim prednostima koje se navode za KFLCcsr, ovaj test se jo$ uvijek rutinski ne koristi u
klinickoj praksi. Nedostaci nefelometrijskog testa su povezani s turbiditetom uzorka i s
prisustvom heterofilnih antitijela, $to bi moglo rezultirati pogreSkama u rezultatima (113).
Prema Senelu i suradnicima (37), kvantitativni KFLCcsr nije pouzdan u Klasifikaciji
humoralne reakcije u odnosu na dokazivanje poli-, oligo- ili monoklonskog podrijetla, ve¢ je
samo siguran dokaz intratekalnog humoralnog imunosnog odgovora.

U ovom istrazivanju dokazano je da KFLCcsr | QkrLc najbolje predvidaju intratekalnu
sintezu kod grani¢nih vrijednosti od 0,280 i 0,027. QkrLc bi se mogao preporuditi za
korigiranje poviSenih koncentracija KFLC-a u serumu. Mjerenje KFLC pokazatelja bi moglo
unaprijediti dijagnostiku, iako nije racionalno primijeniti obje metode za sve bolesnike.

Takoder, prema ovom istrazivanju, moglo bi se pridruziti miSljenju onih autora koji predlazu
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mjerenje KFLC parametara u probiru (97, 113), a odredivanje OB-a bi se moglo primijeniti
samo u nerazjasnjenim klinickim slucajevima. U skladu s drugim istrazivanjima, i ovo
istrazivanje je ukazalo na prednosti analize KFLC-a u odnosu na OB, a to su: znacajno brze
vrijeme izvedbe testa, pouzdanija analitika koja se moze standardizirati, manji zahtjev prema
osoblju podloznom subjektivnoj procjeni te pouzdanija analiticka kontrola kvalitete, osobito
unutarnja. lako su isprva cijene KFLC testova bile do 30 % skuplje u odnosu na IEF, danas su
te cijene ujednacene. lako je KFLCcsr ve¢ uvelike zastupan za primjenu u klini¢koj praksi,
pitanje je predstavlja li on prikladnu zamjenu za OB test te ho¢e li budu¢i McDonaldovi
kriteriji spomenuti intratekalnu KFLC sintezu kao mogucu alternativu za OB ili bi se mozda
KFLCcsr mogao koristiti kao probir uz dodatno koristenje OB-a u nerazjasnjenim klinickim
slu¢ajevima. Ako daljnja istrazivanja pokazu KFLC kao pouzdanu zamjenu za metodu IEF-a,
moze se dogoditi da nam OB-ovi posve izadu iz laboratorija, kako kaze David Zeman: ,,Free
light chains in the cerebrospinal fluid. Do we still need oligoclonal 1gG?* (140).

Pozitivni rezultati KFLCcsr trebati ¢e se interpretirati s oprezom ako je testiranje na
OB negativno ili uop¢e nije napravljeno (140). Jedno je sigurno, unato¢ nekim nedostacima,
izvodenje OB testa koji u CSF analizi podrzava dijagnozu MS-a, ostat ¢e obvezno, barem do

sljedece revizije McDonaldovih kriterija.
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5.2. Dijagnosticka vrijednost slobodnih kapa lakih lanaca 1gG

Ve¢ je dva desetljeca poznato da su KFLC parametri povecani kod pacijenata s
MS-om. ROC analiza naSeg istrazivanja otkrila je da koncentracije KFLCcsr-a i QkrLc-a iImaju
najbolje karakteristike temeljene na podrucju ispod krivulje, §to je u skladu s
Makshakovljevim istrazivanjem (146). Grani¢ne vrijednosti za KFLCcsr i Qkric SU
(AUC = 0,900) 0,280 mg/L i (AUC = 0,891) 0,027, te ovi parametri mogu najoptimalnije
potvrditi nalaz intratekalne sinteze. NajviSu specifi¢nost, ali i najslabiju osjetljivost, pokazao
je 19Gindeks, @ grani¢na vrijednost > 0,588 potvrdila je prihvaéenu granicu od 0,6 — 0,7 $to je
u skladu s drugim radovima (96, 132, 147). Podaci u ovom istrazivanju, iznad svega,
prikazuju da je KFLC proizvod intratekalne upale jer su koncentracije KFLC produkcije u
obje CIS skupine (pocetna CIS skupina i ona koja se nije konvertirala u D-MS u periodu od 2
godine) bile znacajno vise u odnosu na ONB skupinu, sto je u skladu s drugim istrazivanjima
(97, 146). Takoder pacijenti s CIS-om koji su se konvertirali u D-MS imali su znacajno vise
koncentracije KFLCcsra, Nego oni koji su ostali u stadiju D-CIS §to se moze objasniti
naglasenijim upalnim promjenama kod pacijenata s ranom konverzijom u D-MS. Medutim,
kvantitativno odredivanje KFLC-a ne moze se koristiti za diferencijalnu dijagnozu jer
odrazava samo koli¢inu upale, ali ne otkriva prirodu humoralnog odgovora niti broj klonova
koji proizvode antitijela. Detekcija vec¢ih koli¢ina KFLC-a bi mogla ukazivati na ve¢i rizik od
progresije invalidnosti pocevsi od trenutka dijagnosticiranja MS-a, jer su se sinteza
intratekalnih imunoglobulina i sinteza KFLC-a pokazali relativno stabilni s vremenom sto
navode neka istrazivanja (146, 148).

U procjeni dijagnosticke to€nosti za pacijente S MS-om u ovom istraZivanju su
KFLCindeks, Qxrrc, KFLCcsr i 1gGindeks pokazali podjednaku valjanost bez statisti¢ki znacajne
razlike medu njima, s AUC vrijednostima od 0,829 — 0,845. KFLCingeks s grani¢nom
vrijednosti od 9,092 (AUC = 0,840, osjetljivost 90,0 % i specificnost 73,3 %) pokazuje
srednje dobre rezultate za AUC, -PV i -LH. Njegova AUC vrijednost je znacajno razli¢ita od
0,5, ali i dalje nedovoljne dijagnosticke snage jer grani¢na vrijednost od > 9,092 ostvaruje
dobru osjetljivost, ali znatno slabiju dijagnosticku specifi¢nost, Sto u konacnici moze
rezultirati s velikim brojem lazno pozitivnih nalaza. Rezultati ostalih studija vrlo su razli¢iti
po numeri¢kim iskazima 1 to ako se usporeduju biokemijski markeri, ROC analiza, dizajn
studija, vrijeme pracenja pacijenata, Sto se moZze pripisati metodologiji kojim je mjeren KFLC
(ELISA, imunonefelometrija, polivalentno ili monovalentno protutijelo) (37, 120, 149). Bez

obzira na razlike, svi se slazu najmanje u korisnosti ili podjednakoj moguénosti KFLC-a u
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odnosu na elektroforetsko dokazivanje OB-ova (37, 93, 96, 120, 134, 135, 147, 150). Neki
isticu dijagnosti¢ku, prediktivnu te prognosticku vrijednost KFLC-a za konverziju CIS u MS
(139, 147, 151), a drugi samo mogu¢nost otkrivanja intratekalne sinteze (97, 135, 152, 153).
Ostala istrazivanja navode nuznost korekcije moguceg oStecenja KLB-a uz pomocé
albuminskog kvocijenta, (97, 135, 153), nedovoljno dobre rezultate ROC analize, ali
jednakovrijedne ili bolje od Reiberovog modela i 1gGindeksa kakav se aktualno koristi u
dijagnostici (132, 135, 136, 147). Poznato je da OB takoder ima ograni¢enja i ne odlikuje se
100 % dijagnosti¢kom to¢noséu ni za CIS, ni za MS kao ni snagom predikcije za konverziju
CIS-a u MS, pa cak ni za dokazivanje intratekalne sinteze (97, 111, 121, 134). Istrazivanja
KFLC-a iskazuju razli¢itu dijagnosticku osjetljivost i specificnost KFLCindeksa ili Qkrrc-a U
rasponima od 86,8 % do 97 % te od 38,5 % do nevjerojatnih 100 % (18, 37, 97, 132, 135,
147, 151). Ovo istrazivanje s grani¢énom vrijednosti KFLCingeksa 0d 9,092 (AUC = 0,840)
postiglo je dijagnosticku osjetljivost za MS 90 %, slabiju specifi¢nost 73,3 % i -PV od 93,7
%, dok su drugi istrazivaci nasli grani¢ne vrijednosti 2,91 (113) 5,9 (96, 132), 12,0 (135),
8,868 (144), 10,6 (147), 6,07 (153). Medutim, ako se isklju¢i ONB skupina, specifi¢nost
KFLCindeksa SManji se na 49 %. Neke studije izvjestavaju o boljoj ili podjednakoj vrijednosti
mjerenja KFLC-a s metodom IEF-a za dokazivanje intratekalne sinteze (113, 153), a ovdje je
nadeno da KFLCcsr i QkrLc najbolje predvidaju intratekalnu sintezu (AUC = 0,900 i 0,891,
grani¢na vrijednost = 0,280 i 0,027; osjetljivost 80,0 % i 73,2 %, specifi¢nost 94,0 % i 96,0
%). Tako neujednaeni rezultati uvjetovani su ustrojem studije, nestandardiziranim
analitickim postupkom te primjenom poliklonskog 1 monoklonskog testa za mjerenje
KFLC-a. Za primjenu u klinickoj praksi prije svega nedostaju tzv. normalne grani¢ne
vrijednosti.

Gurtner (144) je validirala odredivanje KFLCcsra. CSF kao uzorak sadrzi mnogo
manje proteina nego serum. U njenom istrazivanju, validacija KFLCcsra pokazala je
prihvatljivu preciznost, to¢nost te linearnost. Dodatno je prikazala da test ima dobru izvedbu
na BN II analizatoru te da nije uoc€ljiv prijenos analita (eng. carry over), §to je omogucilo
daljnje uvodenje. Prema Gurtner, KFLCcsr moze nadvladati izazove povezane s izvedbom,
interpretacijom 1 troSkovima tradicionalnog odredivanja OB-a, pri tome odrzavajuci
osjetljivost i specificnost koje podrzavaju dijagnozu MS-a. Po njoj, KFLCcsk pruza
ekvivalentnu izvedbu OB-a, te bi zamjena OB-a i 1gGindeksa ublazila potrebu za analiziranjem
IgG-a u CSF-u i serumu te odredivanje albumina u CSF-uU i serumu, prilikom cega bi se
smanjili troskovi izvodenja, eliminirali bi se skupi kitovi za IEF, a dodatno bi KFLCcsr bio

marker koji bi svojim kvantitativnim vrijednostima mogao zamijeniti vizualnu interpretaciju i
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smanjiti pritisak analiticara za pedantnom i subjektivnom interpretacijom nalaza OB-a.
Gurtner je validirala Freelite test, ali drugi testovi kao NLatex FLC i ELISA nisu joS$
validirani na nacin kao Freelite. lako dijagnosticka izvedba moze biti slicna za razliCite
metode, grani¢ne vrijednosti se mogu znatno razlikovati. Njezina grani¢na vrijednost za
KFLCcsF iznosila je 0,0611 mg/dL s osjetljivoséu od 92,5 % 1 specificnos¢u od 86,1 %.
Medutim, rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ne podrzavaju istrazivanje Gurtner i
suradnika jer u ovom istrazivanju za KFLCcsr, Uz dobivenu osjetljivost od 80,0 % i
specifi¢nost od 94,0 %, pri granicnoj vrijednosti od 0,280, dobivena je najniza +LH vrijednost
(+LH = 13,4), koja je pak bila bolja vrijednost od Gurtner i suradnika (+LH = 6,65). Stoga je
upravo odluka za to¢nost detekcije intratekalne sinteze u ovom istrazivanju pripala QkrLc-u
koji u svojem izrazu ukljucuje serumski KFLC kao korekciju moguce pasivne difuzije te je
prema Slici 11. dobiveno da se pri vrijednosti Qkrc < 0,0148 ne bi ni trebala raditi
kvalitativna metoda IEF-a s imunofiksacijom za dokazivanje intratekalne sinteze. Gurtner
mozda 1 podcjenjuje dijagnostiCku preciznost OB-a s obzirom da cetiri, umjesto
konvencionalno prihvac¢ene dvije, CSF-ograni¢ene IgG vrpce U njenom istrazivanju definiraju
pozitivan CSF. U njenom istrazivanju nije bilo linearne korelacije izmedu KFLCseruma i
KFLCcsr-a, $to je u skladu s ovim istrazivanjem, a suprotno od istrazivanja Senela i suradnika
(37), koji su nasli dobru korelaciju izmedu KFLCseruma | KFLCcsr-a, t&¢ Qain i KFLCcsr U
neupalnim neuroloskim bolestima. Presslauer i suradnici (132) otkrili su da zivotna dob
negativno korelira s KFLCindgeksom $to je u skladu s nalazom pozitivne korelacije dobi s
KFLCserumom 1 ovom istrazivanju.

Velika skupina od 420 bolesnika (dijagnoze: demencija, apopleksija, epilepsija,
migrena, hidrocefalus, karcinom, tenzijska glavobolja, periferna facijalna paraliza) pokazala
je niske vrijednosti za KFLC (M = 0,17 mg/L) i za KFLCindeks (M = 2,12) uz raspon Qaip od
3 x 102 do 26 x 10 (97), a ONB skupina u ovom istrazivanju pokazala je medijane 0,17
mg/L i 3,71 u rasponu Qaip od 2 x 10 do 29 x 1073,

Rezultati grani¢nih vrijednosti za dokazivanje intratekalne sinteze u ROC analizama
za 1gGindeks ujednaceni su medu studijama i kre¢u se od 0,56 do 0,7 (37, 96, 132, 135, 147),
Sto je u skladu s rezultatom od 0,59 iz ovog istrazivanja. Veéina studija ne drzi ga dovoljno
pouzdanim pokazateljem intratekalne sinteze ni dijagnosti¢ki to¢nim za dijagnostiku MS-a jer
nije dokazan kao neovisan prediktor (42, 154). To pokazuje i ovo istrazivanje dijagnosti¢ke
to¢nosti 1gGindeksa ka0 1 udio pozitivnih nalaza po Reiberovom modelu. lako je u D-MS
skupini vec¢i udio pozitivnih nalaza nego u D-CIS, ipak je u skupini D-MS evidentirano ¢ak

40 % negativnih nalaza prema Reiberu.
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Korelacijska analiza pokazala je dobar (r > 0,75) i statisticki znacajan odnos izmedu
19Gindeksa 1 Svih KFLC parametara kod svih 151 pacijenata Sto potvrduje da je snazna
povezanost KFLC-a s ukupnim IgG-om u CSF-u.

U istrazivanju Valencia Vera i suradnika (113), KFLCindeks predstavlja najosjetljiviji i
specifi¢ni kvantitativni parametar za dijagnozu MS-a. Oni predlazu da bi se KFLC trebao
odraditi kao probirni alat za odabiranje CSF uzoraka koji bi trebali biti kandidati za OB
testove. U svom zaklju¢ku smatraju da KFLCcse kao alat, bez obzira na njegovu brzinu i
mogucnost lagane standardizacije, ne predstavlja poboljSanje u odnosu na dijagnosticku
osjetljivost i specifiénost OB-ova. No, koriste¢i KFLC vrijednosti u probiru, mogao bi se
reducirati broj izvedenih OB testova za 55 % te se kod onih pacijenata s KFL Cindeksom > 8,33
ne moraju provoditi OB testovi jer ta vrijednost KFLC-a ukazuje na dijagnozu MS. Za
pacijente s KFLCingeksom < 0,92 moze se iskljuciti MS te je takoder nepotrebno raditi OB-ove.
Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu s istrazivanjem Valencia Vere i suradnika (113), u
kojem je KFLCindeks vazan za dijagnozu MS-a. lako je Gurtner (144) predlozila KFLCcsr kao
zamjenski test za detekciju OB-ova te mu dala i malu prednost u odnosu na KFLCindeks, OVim
istrazivanjem je dokazano da KFLCcsk ne predstavlja poboljsanje, kakvo se ocekivalo u
odnosu na OB-ove. lako su se medijani medu skupinama znacéajno razlikovali (p < 0,0001),
KFLCcsr nije pokazao sklad s OB-om i dijagnozom zbog ¢ega se OB ne moze u potpunosti
isklju¢iti. No KFLC vrijednosti, a osobito QkrLc, bi Sse mogao Kkoristiti u probiru na
intratekalnu sintezu zbog ¢ega bi se reducirao broj izvedenih OB testova. Ve¢ navedeni QxrLc
parametar bi mogao biti od velikog znacaja u detekciji intratekalne sinteze gdje bi se za sve
vrijednosti ispod 0,0148 i iznad 0,0270 moglo iskljuciti dokazivanje OB-a, §to znaci da bi se

ova kvalitativna metoda trebala raditi samo za oko 35 % uzoraka.
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5.3. Predvidanje konverzije klinicki izoliranog sindroma u multiplu sklerozu

Zbog sve osjetljivije i usavrSenije tehnologije MR-a, dijagnosticki kriteriji, a osobito
interpretacija MR-a, vremenom se revidiraju na temelju novih rezultata istrazivanja.
Multicentri¢na dugogodisnja istrazivanja u 8 europskih centara (MAGNIMS) predlazu nove
kriterije za DIS i DIT te novi algoritam za utvrdivanje konverzije CIS-a u kona¢nu dijagnozu
MS-a (122). U 2016. (155) i 2017. godini (117, 121, 122, 125, 129, 130) objavljene su
usporedbe MAGNIMS i McDonald kriterija na kohortnoj studiji. Konvencionalna otkriéca MR
mozga s vremenom su imala sve ve¢i u¢inak na ranu i jo$ precizniju dijagnozu bolesti te se
pokazalo da je MR najvazniji alat za predikciju MS-a nakon epizode CIS-a. PredloZeni
Kriteriji za predikciju razvoja nedvosmislene dijagnoze MS-a temelje se isklju¢ivo na MR-u.
Martinelli i suradnici (156) istrazivali su poboljsava li uvodenje klinickih i paraklinickih
parametara u ve¢ utvrdeni MR protokol mogucu predikciju MS-a u stvarnoj klini¢koj praksi.
Prema Martinelliju i suradnicima (156), MR varijable bile su najbolji prognosticki faktor za
kasniji razvoj MS-a, i to ispunjavanje McDonaldovog DIS kriterija iz 2010. godine je bio
najbolji prediktor za MS, dok je McDonaldov DIT kriterij bio bolji prediktor od gadolinijski-
pojacanih lezija. Medutim, osim MR varijable za predvidanje CIS-a u MS, Martinelli (156) je
kod pacijenata s CIS-om zabiljezio i nekoliko klinickih i paraklinickih markera koji su
povezani s povecanim rizikom od konverzije u MS, neovisno o0 MR-uU. Medu razmatranim
CSF varijablama, prisutnost OB-a u CSF-u i Vvisoki 1gGindeks bili su najvazniji prognosticki
faktori za razvoj MS-a. Uvodenje kombinacije biomarkera u model s utvrdenim MR
kriterijima znacajno je poboljsalo procjenu rizika od MS-a. I druga dugogodi$nja istrazivanja
dokazali su da prisutnost OB-a povec¢ava rizik od konverzije CIS-a u MS (131-133). U skladu
s tim i ova skupina ispitanika moze se smatrati riziénom s visokim prediktivnim vrijednostima
za KFLCindeks (+PV = 62,5 %; -PV = 93,7 %) te ne iznenaduje Cinjenica da se kroz dvije
godine kod polovice njih utvrdila nedvosmislena klinicka dijagnoza MS-a. | u drugim
istrazivanjima (154, 156) prisutnost CSF markera B-stani¢ne aktivnosti, ali takoder i mlada
dob, su bili povezani s konverzijom CIS-a u MS.

Neka istrazivanja ukazuju da je MRZ reakcija koristan dijagnosticki pokazatelj u OB
bolesnika kod kojih postoji opravdana sumnja za MS te da MRZ reakcija ima prognosticki
znaaj u predvidanju konverzije CIS-a u MS (111, 157). Prevalencija MRZ-a u ovom
istrazivanju bila je 15 % u pacijenata s CIS-om i 14 % u pacijenata s MS-om §to je nize od
ostalih istrazivanja u kojima su vrijednosti od 24 % do 88 %. U vecini tih studija ras¢lanjuju

se podaci po subtipu MS-a i udjelu pacijenata s CIS-om, ali neovisno o tome frekvencije
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MRZ reakcije jako se razlikuju. Rezultatu iz ovog istrazivanja je najbliza studija koja
ukljucuje 46 pacijenata svih podtipova MS-a (137), studija dizajnirana slicno ovoj na 49
pacijenata koji su konvertirali u MS kroz dvije godine pokazala je prisutnost MRZ-a u 47 %
pacijenata, a studija na 18 pacijenata s negativnim OB-om pokazala je 47 % prisutnost na
najmanje jedan patogen, 18 % na dva patogena, dok je na 18 OB-pozitivnih pacijenata
pokazala 72 % prisutnost na jedan patogen (111). Razlozi ovakvoj neujednacenosti vjerovatno
leZe u snaznoj ovisnosti ASl-ja o grani¢nim vrijednostima IgG-a za intratekalnu sintezu, $to
ukljucuje krute odluke, na temelju matematickih izraza kao i metodoloske razlike, analiticka
svojstva nacelno istih metoda i razlicitih proizvodaca testova za specificne IgG. ASI nije
mjerilo jac¢ine imunosnog odgovora, a ukupna je koli¢ina intratekalno sintetiziranih 1gG-ova
na specifi¢ne viruse < 2 % od ukupno intratekalno sintetiziranog 1gG-a. U ovom istrazivanju,
MRZ nalazi nisu pokazali prediktivnu vrijednost za konverziju CIS-a u MS (udio MRZ
reakcije na najmanje 2 patogena je podjednak i u CIS-u i u MS-u; p = 1) dok druga
istrazivanja svojim dokazima snazno podupiru uklju¢enje MRZ-a u dijagnostic¢ki postupak i
njegovu ulogu za ranu primjenu terapije. Stovise, podupiru MRZ analizu ¢ak i kod negativnih
OB-ova koji imaju klini¢ku sumnju (104, 111, 137).

Identifikacija faktora koji utjeCu na rizik konverzije u MS je vazna kako bi se
omogucilo prognoziranje za iskoriStavanje ranijih intervencijskih strategija, $to dalje donosi
potencijal da se prosiri razumijevanje o bioloskim mehanizmima koji pokre¢u MS.

U ovom istrazivanju takoder su procijenjena dva modela logisti¢ke regresije s KFLC
parametrima za konverziju CIS-a u MS. Oba modela bila su povezana s konverzijom CIS-a u
MS, no najbolji model predstavljala je kombinacija QkriLc-a S dobi kojem je vrijednost OR
iznosila 6,606 (p = 0,015). Ovo je znacilo da su se u slucaju povecanja vrijednosti QkrLc-a Za
1, povecavali izgledi za dijagnozu MS 6,606 puta. Istovremeno, dob smanjuje izglede za
nastanak MS-a, odnosno poveéanjem starosti za 1 godinu smanjuju se izgledi za dijagnozu
MS 0,945 puta, Sto ukazuje da stariji pacijenti koji imaju vrijednost QkrLc povecanu za jedan,
imaju 1 moguénost druge bolesti koja nije MS, dok kod mladih pacijenata ista vrijednost
QkrLc daje i1 vedi izgled za potvrdu dijagnoze MS-a. U istrazivanju Kuhle i suradnika (154),
dob kod pacijenata s CIS-om je bila inverzno povezana sto je u skladu s ovim istrazivanjem,
jer je i ovdje dobiveno da je dob inverzno povezana, te da mladi pacijenti s ve¢om vrijednosti
bilo kojeg KFLC parametra (Qxric ili KFLCindeks), imaju vec¢i omjer vjerojatnosti za
konverziju u MS nego stariji pacijenti koji pri istoj vrijednosti navedenih parametara mogu
imati drugu dijagnozu. | Montalban (158) je potvrdio da je mlada dob kod pojave ove bolesti

povezana s visim rizikom od konverzije iz CIS-a u MS.

77



U istrazivanju Kuhle i suradnika (154), zene su bile u blago visem riziku od MS-a, ali
ovo nije doseglo statisticki znacaj, §to je u skladu s ovim istrazivanjem. Istrazivanje
Menendeza i suradnika (147) prikazuje da se rizik od konverzije iz CIS-a u MS povecava s
vrijednostima KFLCingeksa ve¢ih od 10,62.

Kao u ve¢ navedenom istrazivanju Valencia Vera i suradnika (113) i u ovom
istrazivanju bi se kao pojedinaan parametar za konverziju CIS-a u MS mogao predloziti
KFLCindeks te je kategorizacija prema dijagnozama, pokazala da se pacijenti sa sumnjom na
dijagnozu CIS-a vjerojatno nec¢e konvertirati u MS ako je KFLCindeks manji od 4,44 u periodu
od dvije godine. Za vrijednosti do 104,54 izgledi su bili podjednaki, a vrijednosti KFLCindeksa
iznad 104,54 su ukazivali na mogucu dijagnozu MS-a. Zbog toga bi se upravo na pacijentima
koji imaju vrijednosti KFLCindeksa iznad 4,44 mogla pravovremeno primijeniti terapija,
pogotovo ako se uzme u obzir da su 2 godine istrazivanja jo§ uvijek nedovoljno dugo
razdoblje za pouzdan zakljucak o konverziji te da ¢e se u duljem periodu sigurno jo$ vise
pacijenata konvertirati iz CIS-a u MS. Razdoblje konverzije je u najve¢em udjelu do 5 godina,
no moze nastati i nakon vise od 10 godina $to potvrduje retrospektivna studija Fillipija i
suradnika (122).

U ovom istrazivanju, KFLC pokazatelji pokazuju dijagnosticku relevantnost za CIS i
MS. Svi parametri KFLC-a u bolesnika koji su u periodu od dvije godine konvertirali u MS
znacajno su vise nego kod bolesnika koji su jo§ uvijek CIS te oni svojom prediktivnom

ulogom mogu pridonijeti ranoj dijagnozi i pravodobnoj terapiji.
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6. ZAKLJUCCI

1. Slobodni laki lanci kapa tipa, posebice parametar KFLCindeks, pokazali su se kao osjetljiv i
specifican kvantitativni parametar za dijagnostiku klinicki izoliranog sindroma i multiple

skleroze.

2. Koncentracije KFLC-a znacajno su vise u inicijalnih pacijenata s CIS-om prema ostalim
neuroloskim pacijentima, te u pacijenata koji su konvertirali u MS u odnosu na ostale

pacijente s CIS-om.

3. Odredivanje KFLCindeksa moze pridonijeti odluci o ranoj dijagnozi MS-a i terapiji.
Vrijednosti > 104,54 sa specificnos¢u 95 % upucuju na konverziju u MS dok vrijednosti
izmedu 4,44 i 104,54 mogu biti dodana vrijednost uz ostale dijagnosticke metode koje govore

u prilog MS-u. Pacijenti s KFLCingeksom < 4,44 nemaju izgleda za razvoj MS-a.

4. KFLC parametri nisu pokazali znacajno vecu osjetljivost od OB dijagnostike, a u odnosu

na Reiberov model pokazali su to¢nost koja podupire napustanje Reiberovog modela.

5. U odnosu na OB dijagnostiku parametri Qkric i KFLCcsr, pokazali su najbolju to¢nost.
Budu¢i da QkrLc u svojem izrazu ukljucuje serumski KFLC, ¢ime korigira mogucéu pasivnu
difuziju kroz krvno-likvorsku barijeru, istiCe se kao pouzdaniji parametar za procjenu

intratekalne sinteze.

6. QkrLc bi mogao naci primjenu za dokazivanje intratekalne sinteze u pocetnoj obradi
pacijenata sa sumnjom na CIS i usmijeriti dokazivanje OB-ova slozenijom metodom IEF-a
samo za vrijednosti Qkrrc-a izmedu 0,0148 i iznad 0,0270. Takav pristup za 65 % smanjuje

broj OB testiranja, $to umanjuje troSkove za reagense, ljudski rad i vrijeme.
7. Rezultati MRZ reakcija u ovom istrazivanju nisu pokazali doprinos dijagnostici.

8. Visestruka logisti¢ko-regresijska analiza pokazala je da su Zivotna dob i KFLC parametri
povezani s konverzijom CIS-a u MS. Najvecu statisticku znacajnost i omjer izgleda postigao

je matematicki model u ¢ijem su polinomu varijable zivotna dob (-OR) i QkrLc (+OR).
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8. POPIS KRATICA

ALT
APTV
ASI
AST
AUC
CIS
CMV
CSF
CT
DIS
DIT
D-CIS
D-MS
EBV
FLC
HHV6
HIV
HSV
IEF
IFCC

Ig

IgA

19G
19Gindeks
IgM

IQR
KFLC
KFLCcsr
KFL Cindeks
KFLCserum

alanin-aminotransferaza

aktivirano parcijalno protrombinsko vrijeme
indeks specifi¢nih protutijela
aspartat-aminotransferaza

povrsina ispod krivulje

klini¢ki izolirani sindrom

citomegalovirus

cerebrospinalna tekuéina

kompjuterska tomografija

diseminacija u prostoru

diseminacija u vremenu

dijagnoza CIS-a

dijagnoza MS-a

Epstein-Barrov virus

slobodni laki lanci

humani herpes virus 6

virus humane imunodeficijencije

herpes simplex virus

izoelektricno fokusiranje

Medunarodna Federacija za klinicku kemiju i laboratorijsku
medicinu

imunoglobulin

imunoglobulin A

imunoglobulin G

indeks imunoglobulina G

imunoglobulin M

interkvartilni raspon

kapa slobodni laki lanci

kapa slobodni laki lanci u cerebrospinalnoj tekuéini
indeks kapa slobodnih lakih lanaca

kapa slobodni laki lanci u serumu
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KLB
KMB
LFLC
LoD
LoQ
+LH
-LH
M
MAGNIMS
MCV
MR
MRZ
MS
OB
ONB
OR
PV
+PV
-PV
Qalb

QkrLc
RIS
ROC
SZS

krvno-likvorska barijera
krvno-mozdana barijera

lambda slobodni laki lanci

limit detekcije

limit kvantifikacije

pozitivan omjer vjerojatnosti
negativan omjer vjerojatnosti
medijan

magnetna rezonancija u multiploj sklerozi
prosjecni volumen eritrocita
magnetna rezonancija

morbili, rubeola, variCela zoster
multipla skleroza

oligoklonske vrpce

ostale neuroloske bolesti

omjer izgleda

protrombinsko vrijeme
pozitivna prediktivna vrijednost
negativna prediktivna vrijednost
kvocijent albumina

kvocijent kapa slobodnih lakih lanaca

radiolos§ki 1zolirani sindrom

vrsta statisticke metode za odredivanje dijagnosticke to¢nosti

srediS$nji ZivCani sustav
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SLOBODNI LAKI LANCI IMUNOGLOBULINA U LIKVORU | SERUMU
BOLESNIKA S KLINICKI IZOLIRANIM SINDROMOM

Marina Vasilj

Uvod: Multipla skleroza (MS) je kroni¢na upalna bolest sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS), a prvi napad biljezi
se kao klini¢ki izolirani sindrom (CIS). Dijagnostika ukljuc¢uje u prvom redu nalaz magnetske rezonancije (MR)
te dokazivanje intratekalne sinteze oligoklonskih IgG vrpci metodom izoelektricnog fokusiranja (IEF) s
imunofiksacijom. Novija istrazivanja pokazala su da likvor takvih bolesnika sadrzi visoku koncentraciju
slobodnih lakih lanaca, osobito kapa tipa (KFLC).

Svrha istrazivanja bila je ispitati dijagnosticku i prediktivnu vrijednost odredivanja slobodnih lakih kapa lanaca u
cerebrospinalnoj tekuéini (CSF) u usporedbi s kvalitativnim postupkom odredivanja oligoklonskih vrpci (OB, u
pacijenata s C1S-om koji su kroz dvije godine konvertirali u MS.

Metode i ispitanici: U 151 pacijenta primljenih na Klinici za neurologiju sa sumnjom na CIS mjereni su
imunonefelometrijskom metodom KFLC, ukupni IgG i albumin u CSF-u i serumu, izracunati kvocijenti
CSF/serum (Qkric, Qigs | Qa) i indeksi KFL Cingeks (Qkric/Qaib) te 19Gindeks(Qigs/Qaib) U odnosu na albumin, te
je izoelektriénim fokusiranjem s imunofiksacijom procijenjeno prisustvo OB-a. Na temelju klini¢ke slike, OB-a i
magnetske rezonancije (MR) 50 pacijenata svrstano je u ostale neuroloske bolesti (ONB), a 101 u CIS od kojih
je 50 konvertiralo u MS (D-MS) unutar 2 godine.

Rezultati: Analizom i usporedbom ROC krivulja te usporedbom medijana KFLC parametara trazena je
optimalna grani¢na vrijednost u odnosu na dijagnozu CIS-a i konverziju u MS. ROC analiza za to¢nost detekcije
intratekalne sinteze pokazala je najbolje rezultate za Qkric s povrsinom ispod krivulje (AUC) od 0,891 uz
grani¢nu osjetljivost od 0,027 s dijagnosti¢kom osjetljivoscu od 73,2 % i specificnoscu od 96,0 %. Dijagnosticka
to¢nost KFLCindeksa Za konverziju CIS-a u MS pokazala je AUC 0,840 i grani¢nu vrijednost 9,092. Vrijednosti
Qkric ispod 0,0148 i iznad 0,0270 upucuju da nije potrebno raditi metodu IEF-a s imunofiksacijom za
dokazivanje OB-a. Vrijednost KFLCingeksa manja od 4,44 ne upucéuje na konverziju u MS unutar dvije godine dok
vrijednost KFL Cingeksa iznad 104,54 upucuju na moguéu dijagnozu MS.

Zakljucak: Primjena KFLC parametara mogla bi posluziti kao pretrazna metoda, a OB bi se mogao koristiti
samo u nerazjasnjenim klinickim slu¢ajevima. KFLC parametri u bolesnika koji su konvertirali u MS znacajno
su visi te svojom prediktivnom ulogom mogu pridonijeti ranoj dijagnozi i pravodobnoj terapiji.

Kljuéne rije€i: slobodni laki kapa lanci, multipla skleroza, klinicki izolirani sindrom, oligoklonske IgG vrpce,
izoelektricno fokusiranje, imunofiksacija
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FREE LIGHT IMMUNOGLOBULIN CHAINS IN CEREBROSPINAL FLUID AND SERUM
IN PATIENTS WITH CLINICALLY ISOLATED SYNDROME

Marina Vasilj

Background: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system (CNS)
with the first relapse recorded as clinically isolated syndrome (CIS). The diagnostic primarily includes MRI
findings and demonstration of intrathecal synthesis of oligoclonal IgG bands with a qualitative method of
isoelectric focusing (IEF) with immunofixation. Recent studies have shown high concentrations of free light
chains in CSF in these patients, especially kappa type (KFLC).

The objective of the study was to evaluate diagnostic and predictive value of determination of KFLC in CSF
compared to the qualitative procedure of determination of oligoclonal bands (OB) in patients with CIS who have
converted to MS during a two-year period.

Methods and patients: For 151 patients with suspected CIS, who were admitted to Clinic of Neurology,
concentrations of KFLC, total 1gG and albumin in CSF and serum were measured by an immunonephelometric
method. CSF/serum quotients (Qkrc, Qigs and Qai) and indices KFLCingex (QxrLc/Qaib) and 19Gindex(Qiga/Qaib)
were also calculated with regards to albumin, and the presence of OB was assessed with isoelectric focusing.
Based on the clinical picture, OB and MRI findings, 50 patients were classified as ,,other neurological diseases
(OND)*“ and 101 patients were classified as CIS, 50 of which converted to MS (D-MS) in a two-year period.
Results: An optimal cut-off was determined with analysis and comparison of ROC curve, and with median
comparison of KFLC parameters, with regards to CIS diagnosis and conversion to MS. ROC analysis for
accuracy of intrathecal synthesis showed the best results for Qxric with AUC of 0.891 and cut-off of 0.027 with
the diagnostic sensitivity of 73.2 % and specificity of 96.0 %. The diagnostic accuracy of KFLCingex for
conversion of CIS to MS showed AUC of 0,840 and cut-off of 9.092. Qkr.c values below 0.0148 and above
0.0270 indicate needlessness for a qualitative, technically demanding method of IEF with immunofixation for
demonstration of OB. KFLCindex Value below 4.44 in patients with CIS does not indicate conversion to MS inside
a two-year period while value of KFLCingex above 104.54 is very indicative of this diagnosis.

Conclusion: The application of KFLC parameters could serve as a screening method, and OB could be used in
undefined clinical cases only. KFLC parameters are significantly higher in patients who converted to MS, and
can contribute to an early diagnosis and prompt therapy with their predictive role.

Kljuéne rijedi: free light kappa chains, multiple sclerosis, clinically isolated syndrome, oligoclonal 1gG bands,
isoelectric focusing, immunofixation
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