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POPIS OZNAKA I KRATICA



AMP- adenozin-monofosfat (engl. adenosine monophosphate)
APC- antigen prezentirajuca stanica (engl. antigen presenting cell)
ATP- adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

Bcl-2- protein kodiran genom ,,B-cell lymphoma/leukemia-2“, klju¢ni regulator apoptoze,

otkriven pri istrazivanju non-Hodgkinova limfoma B-stanica (engl. Bcell Leukemia 2)
BMI- indeks tjelesne mase (engl. body mass indeks)

Camp- ciklicki adenozin-monofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate)

CCL- kemokinski ligand (engl. chemokine (C-C motif) ligand)

CCN3- (engl. cellular communication network factor 3)

CCR- kemokinski receptor (engl. C-C chemokine receptor)

CD- klaster diferencijacije (engl. cluster of differentiation)

CIS- klini¢ki izolirani sindrom (engl. clinically isolated syndrome)

CMP zajednicka mijeloidna progenitorska stanica (engl. common myeloid progenitor)
CSF cerebrospinalna tekuéina (engl. cerebrospinal fluid)

CTLA-4- citotoksi¢ni Tlimfocitni antigen 4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4)
CXCL13- kemokinski C-X-C ligand 13 (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand 13)
DC- dendriticke stanice (engl. dendfritic cells)

DMT- terapija koja mijenja tijek bolesti (engl. disease modifying therapy)

DNK- deoksiribonukleinska kiselina

EAE- eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (engl. experimental autoimmune

encephalomyelitis)
EBNAI- antigen jezgre Epstein-Barr virusa 1 (engl. Epstein—Barr nuclear antigen 1)

EBV- Epstein-Barr virus



FOXP3- sekvenca viljuske P3 (engl. forhead box protein 3)
GITR -(engl. Glucocorticoid-Induced TNFR-Related)

GMP- granulocitno-monocitni progenitor (engl. granulocyte-monocyte progenitor)
HLA -ljudski leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)
HZJZ- Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IDO- indoleamin-2,3-dioksigenaze

IgG- imunoglobulin G

IgM- imunoglobulin M

IL-2Ra- Alpha receptor za interleukin 2

IL-7Ra- podjedinica alfa receptora interleukina-7

IFNy- interferon gama

IPEX- X wvezana imunodisregulacijska poliendokrinopatija 1 neuropatija  (engl.

immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome)

iTreg- in vitro Treg

JAK- Janus kinaza

mAb- monoklonsko protutijelo (engl. monoclonal antibody)

MHC- glavni kompleks tkivne hispokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex)
MRI- magnetska rezonanca (engl. magnetic resonance imaging)

MS- multipla skleroza

NEFH- gen za teski lanac neurofilamenta

NEFL- gen za laki lanac neurofilamenta

NfH- teski lanac neurofilamenta (engl. neurofilament heavy)

NfL- laki lanac neurofilamenta (engl. neurofilament light)



NfM- srednji lanac neurofilamenta (engl. neurofilament medium)
OCB- oligoklonalna vrpca (engl. oligoclonal band)
OPERA- klinicko ispitivanje ocrelizumaba u usporedbi s interferonom p-1a

0X40- receptor Cimbenika rasta tumorske nekroze 4 (CD134) (engl. tumor necrosis factor

receptor superfamily member 4 (0X40) (CD134))

PPMS- primarno progresivna multipla skleroza

pTreg- periferno inducirani Treg (engl. peripherally induced Treg)

RIS- radioloski izolirani sindrom (engl. radiologically isolated syndrome)

ROS- reaktivni kisikovi oblici (engl. reactive oxygen species)

RRMS- relaps remitentna multipla skleroza

S100- grupa regulatornih proteina kojih ima najvi$e u stanicama SZS te u stanicama melanoma
SLE- sistemski lupus eritematosus

SPMS- sekundarno progresivna multipla skleroza

STAT- signalni pretvara¢ i aktivator transkripcije (engl. signal transducer and activator of

transcription)

SZS- sredisnji zivEani sustav

Tc17- CD8 T stanice koje proizvode IL-17

Tconv- T koncencionalne stanice (engl. T conventional cells)

TCR- T stani¢ni receptor (engl. T cell receptor)

TGF-- transformirajuéi ¢cimbenik rasta B (engl. transforming growth factor p)
Th- T pomo¢nicke stanice (engl. T helper)

TLR- receptor slican Toll-u (engl. Toll-like receptor)

TNFa- ¢imbenik tumorske nekroze o (engl. tumor necrosis factor o)



TNFR- receptor ¢cimbenika tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor receptor)

Treg- Regulacijski T limfociti

TregP- prekursor Treg stanica

tTreg- Treg porijeklom iz timusa (engl. thymus-derived Treg)

UVB- utraljubicasto zracenje B (engl. ultraviolet (UV)B)

VCAM-1- vaskularna adhezijska stani¢na molekula 1 (engl. vascular cell adhesion molecule I)
VEP- vizualni evocirani potencijali

VLA-4- (engl. very late antigen-4)

Y392- tirozin 392

Y510- tirozin 510
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1. Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je demijelinizacijska bolest koja dovodi do progresivne
neurodegeneracije (1), ujedno je i najesca netraumatska bolest koja dovodi do invaliditeta (2).
lako se smatra da MS nastaje radi genetskih i okolisnih ¢imbenika, pravi uzrok jos nije otkriven.
U zadnje vrijeme se uo€ava porast incidencije 1 prevalencije u razvijenim i nerazvijenim zemljama
(3), razlog ovog porasta je nejasan. Patogeneza MS je iznimno kompleksna i nedovoljno istrazena,

a glavni uzrok MS je upala koja dovodi do neurodegeneracije.

1.1. Epidemiologija

Kod MS se uocava veliki okoli$ni utjecaj: incidencija i prevalencija rastu kod populacija
koje su udaljenije od ekvatora (4). U subsaharskim predjelima Afrike 1 isto€ne Azije prevalencija
multiple skleroze se procjenjuje na 2.1 do 2.2 /100 000, dok je u Sjevernoj Americi 140/100 000,
a u Europi 108/100 000 (5). U Hrvatskoj je prevalencija 2018. godine iznosila 143.8/100 000 Sto
je svrstava medu zemlje s iznimno jakom prevalencijom (ve¢om od 100/100 000 stanovnika) (6).
Prema zadnjem istrazivanju HZJZ iz 2020. godine u okviru EU-projekta Morbidity statistics u
Hrvatskoj su oboljele 7024 osobe (7).

Multipla skleroza se najcesce javlja izmedu 20-40 godine zivota (8). Kao i kod drugih
autoimunih 1 neurodegenerativnih bolesti, MS se ceS¢e javlja kod Zena (9-11). Iako Zene
obolijevaju ¢esce, muskarci u prosjeku obolijevaju kasnije od Zena, skloniji su tezim oblicima 1
brzoj progresiji bolesti te ces¢e razvijaju progresivni oblik MS (12,13). Smatra se da su ove razlike
povezane sa spolnim kromosomima i endogenim spolnim hormonima koje utje¢u na imunoloski
sustav 1 samim time na tezinu bolesti. Estrogeni i prolaktin pospjesuju humoralnu imunost, dok

testosteron 1 progesteron djeluju kao prirodni imunosupresori (14).

1.2. Etiologija

lako se zna da je MS rezultat kompleksne interakcije genetskih i okoliSnih faktora,
etiologija je jos uvijek samo djelomi¢no razjasnjena. Sunceva svjetlost (UVB), Epstein - Barr virus
pusenje 1 vitamin D u kombinaciji s genetskim ¢imbenicima igraju veliku ulogu u nastanku MS-a

(15). Glavni genetski ¢imbenik povezan s rizikom za MS je HLA-DRB1*15 i/ili drugi lokusi u
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snaznom genetskom vezanju s ovim alelom. Heterozigoti za HLA-DRB1*15:01 imaju omjer rizika
za MS ve¢i od 3, dok je taj omjer kod homozigota ve¢i od 6, no mehanizam ovog utjecaja jos
uvijek ostaje nepoznat (16). Pretpostavlja se da je uloga HLA-DRB1*15:01 u prezentaciji
antigena, medutim to ne objasnjava zaStitne ucinke alela klase 1 (npr. HLA-A*02:01) (17).
Nadalje, brojne studije su otkrile preko 150 pojedina¢nih polimorfizama nukleotida koji su
povezani s MS (18). Uocena je snazna genetska komponenta i kod istrazivanja blizanaca gdje su
monozigotni blizanci imali 25% vec¢i rizik za MS dok su dizigotni imali 5.4% ve¢i rizik od bolesti
(19).

Epstein-Barr virus (EBV) je virus koji transformira B stanice, no unato¢ tome uspostavlja
benignu, dozivotnu latentnu infekciju u memorijskim B stanicama u mirovanju kod >90% ljudske
populacije diljem svijeta (20). Simptomatska infekcija, infektivna mononukleoza, udvostruc¢ava
Sanse za obolijevanjem od MS (21). Infekcija tijekom adolescencije ili kasnije povecava rizik za
obolijevanje, §to nije slucaj s preboljenjem infekcije u djetinjstvu (22). Levin i suradnici su
dokazali da su pojedinci koji su bili EBNAT negativni imali seroloSku konverziju prije pocetka
MS (23). NajraSirenija teorija kako EBV pridonosi razvoju MS-a je ,,molekularna mimikrija* pri
kojoj dijelovi virusa poticu autoimuni odgovor koji reagira s komponentama sredisnjeg ziv€anog
sustava (SZS) ili ¢ak izravni imunoloski napad na virus koji kolateralno ostecuje SZS.

Imunoloske posljedice cigaretnog dima imaju dva odvojena ucinka: uspostavu upalnog
okruzenja i stimulaciju autoreaktivnih limfocita (24). Osim $to pusenje povecéava rizik za oko 1,5
puta (25), postoji i povezanost s efektom doze, gdje su kumulativne doze pusenja povezane s vecim
rizikom.

Posto je UVB zracenje potrebno za konverziju vitamina D, tesko je razluciti efekt vitamina
D od UV zracenja i obrnuto. Povecano izlaganje UVB zracenju povezano je s manjim rizikom za
MS (26). Tome u prilog ide i ve¢ spomenuta manja prevalencija i incidencija zemalja blize
ekvatoru zbog vece izlozenosti UVB zracenju. Munger i suradnici su dokazali smanjeni rizik od
MS-a kod povecane razine vitamina D, pogotovo kod osoba mladih od 20 godina (27). Smatra se
da aktivna forma vitamina D djeluje na limfocitnu aktivaciju i proliferaciju, diferencijaciju T-
pomoc¢nih stanica, produkciju specifi¢nih antitijela i regulaciju imunog odgovora. Adolescentna
pretilost takoder pogoduje nastanku MS (28), a povecan BMI ve¢em stupnju invaliditeta u MS

(29) te smanjenim odgovorom na terapiju IFN- (30). Smatra se da pretilost povecava rizik za MS



na tri nacina: kroni¢cnom upalom (povecane koli¢ine TNF-q, IL-6, IL-1B, IFN-y), endokrinom

promjenom (poremecena sekrecija adipokina) i promjenama u crijevnom mikrobiomu (31).

1.3. Klinicki oblici

U klinicke oblike MS-a spadaju dva primarna oblika; relapsno-remitiraju¢a (RRMS) 1
primarno progresivna (PPMS) te sekundarno progresivna (SPMS) multipla skleroza koja nastaje
iz RRMS progresijom bolesti. Oko 85% slucajeva MS se prezentira kao RRMS dok se ostalih 10-
15% prezentira kao PPMS. Postoje jos i dvije forme koje prethode MS, a to su radioloski izolirani

sindrom (RIS) 1 klini¢ki izolirani sindrom (CIS).

1.3.1. RIS

lako se sluzbeno ne smatra kao oblik MS, radioloski izolirani sindrom (RIS) se moze
okarakterizirati kao pretklinicki stadij MS. RIS se identificira se sluajnim otkricem T2
hiperintenzivnih Zari§ta u bijeloj tvari SZS na magnetskoj rezonanci (MRI), koja pokazuju
morfoloske 1 prostorne karakteristike tipicne za MS, ali bez kliniCke simptomatologije povezane s
upalnom demijelinizacijom (32). Lebrun i suradnici su u velikoj multinacionalnoj studiji dokazali
da se u periodu od 5 godina oko 1/3 RIS-a konvertira u MS, dok ih se vise od polovice konvertira
u MS u periodu od 10 godina, s tim da ih se oko 12% konvertira u PPMS (33). Povecan rizik za
konverziju u MS imaju muskarci i osobe mlade Zivotne dobi (34). Prisutnost infratentorijalnih i/ili
lezija u lednoj mozdini na pocetku 1/ili lezija koje pojacavaju gadolinij (Gd+) bilo na pocetku ili
tijekom pracenja na MRI, upucuju na subklinicku MS i snazno su povezane s povecanim rizikom

od progresije bolesti (35).

Prisutnost oligoklonskih vrpci (OCB) u cerebrospinalnom likvoru (CSF), kognitivni poremecaji,
visoko opterec¢enje T2 hiperintenzivnim lezijama, dokazi o diseminaciji u vriemenu na magnetskoj
rezonanci (MRI) te demijelinizacija vidnog Zivca otkrivena vidnim evociranim potencijalima,

takoder upucuju na subklinicku MS (35).

1.3.2. CIS

Pojam CIS (klini¢ki izolirani sindrom) opisuje prvi klini¢ki dogadaj koji upucuje na
demijelinizacijsku bolest SZS, ali jo$ ne ispunjava kriterije diseminacije u vremenu za dijagnozu
MS. Simptomi se obi¢no manifestiraju monofokalno, razvijaju se akutno ili subakutno tijekom

nekoliko dana do tjedana te tipi¢no zahvacdaju vidni Zivac (opticki neuritis), lednu mozdinu
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(transverzalni mijelitis), mozdano deblo ili mali mozak, iako se mogu prezentirati i multifokalno.
Epizoda obi¢no traje najmanje 24 sata i javlja se u odsutnosti povisene temperature ili infekcije

(35).

Vecina pacijenata s CIS-om (50%—70%) ima asimptomatske T2 abnormalnosti bijele tvari na
pocetnom MRI-u mozga, §to odgovara s demijelinizacijskim lezijama. Prediktivna uloga ovog
nalaza u pogledu konverzije u MS potvrdena je u brojnim dugorocnim studijama, koje su pokazale
do 80% stopu konverzije tijekom razdoblja pracenja do 20 godina. Rizik od konverzije u MS
takoder je povezan s brojem lezija (36), nalazom oligoklonalnih IgG vrpca u likvoru (37) te

evociranim potencijalima (38).

1.3.3. RRMS

Najcesci fenotip multiple skleroze, koji se nalazi kod otprilike 85% pacijenata, je relapsno-
remitentna multipla skleroza (RRMS). Ona je karakterizirana naizmjeni¢nim razdobljima
neuroloske disfunkcije-relapsima 1 razdobljima relativne klini¢ke stabilnosti bez novih
neuroloskih simptoma-remisijama. Tijekom relapsa mogu biti prisutni razli¢iti neuroloski
simptomi, poput slabosti, smanjenja vidne oStrine, dvoslike, promijenjenog osjeta, poremecaja
ravnoteze, ataksija 1 smetnje mokrenja. Svi ovi simptomi traju najmanje 24 sata u odsutnosti
infekcije ili metaboli¢kih poremecaja (39). Relapsi rezultiraju zaostalim deficitima u gotovo

polovici epizoda, §to dovodi do postupnog nakupljanja osteéenja (40).

1.3.4. SPMS
SPMS se razvija tijekom vremena iz RRMS. Prosje¢no vrijeme prelaska iz RRMS u SPMS

je 19 godina (41). Ve¢i rizik za brze razvijanje SSPM imaju muski spol, kasnija Zivotna dob
pocetka prvih simptoma te ucestaliji relapsi u prve dvije godine dijagnoze (42). Prijelaz iz RRMS
u SPMS obi¢no se dijagnosticira retrospektivno, gdje se uocava postupno pogorsanje nakon
pocetne relapsno-remitentne faze. Ova progresija obiljezena je kontinuiranim neuroloSkim
propadanjem koje se dogada neovisno o akutnim relapsima. Pojam "progresija bolesti" u SPMS-u
odnosi se na kontinuirano pogorSanje neuroloskog stanja koje traje kroz dulje vremensko

razdoblje, traje najmanje Sest do dvanaest mjeseci (43).



1.3.5. PPMS
Oko 10-15% MS pacijenata boluje od primarno progresivne multiple skleroze. PPMS je

karakterizirana kontinuiranim propadanjem neuroloskih funkcija od samog pocetka bolesti, bez
faza remisije, s eventualnim fazama stabilnosti bolesti (44). PPMS je uvelike slicna SPMS i od nje
se razlikuje samo time $to joj ne prethodi faza s relapsima (39). PPMS se ne javlja predominantno
kod Zena kao Sto je to slucaj kod RRMS. Karakterizira je i kasniji pocetak bolesti, s vchuncem u
petom i Sestom desetljecu Zivota, Sto se preklapa s dijagnozom SPMS. PPMS se javlja jednako u
muskaraca i zena 1:1, a pocetak bolesti se dogada kasnije, najcescée iza 40 godine Zivota (45).
Progresivna forma bolesti moZe biti aktivna ili neaktivna (klinicki relapsi ili MRI dokazi o
novim, povecanim ili poja¢anim lezijama, dokaz upalne aktivnosti) te s klinickom progresijom ili
bez nje (pogorsanje neuroloske onesposobljenosti) (46). Odredivanje progresije moze se temeljiti
na pogorsanju koje prijavljuju pacijenti, promjenama na neuroloskom pregledu ili pogorSanju na

testovima neuroloskih funkcija (47).

1.4. Dijagnoza PPMS

Dijagnoza progresivne multiple skleroze obicno se postavlja retrospektivno nakon
odredenog vremenskog tijeka bolesti, kako kod inicijalne prezentacije u PPMS, tako i1 kod
reklasifikacije pacijenta s RRMS u SPMS (48,49). Vazno je 1 iskljuciti bolesti koje mogu oponasati
PPMS ukljuc¢uju kompresivnu mijelopatiju, neurosarkoidozu, infekcije srediSnjeg Ziv€anog
sustava, sustavne upalne poremecaje (SLE, Sjorgenov sindrom, antifosfolipidni sindrom), bolesti
prednjeg  roga  kraljeZznicne = mozZzdine, subakutnu ~ kombiniranu  degeneraciju,
adrenomijeloneuropatiju i mitohondrijske bolesti i drugo (50).

Za postavljanje dijagnoze MS se koriste revidirani McDonaldovi kriteriji iz 2017. godine.
Oni se temelje na diseminaciji u vremenu i diseminaciji u prostoru, pra¢eni nalazom MRI,

klinickim nalazom, pretragom CSF na oligoklonalne vrpce te isklju¢ivanjem drugih dijagnoza.



Tablica 1. McDonaldovi kriteriji iz 2017. god. za PPMS

* 1 godina progresije oSte¢enja (utvrdena retrospektivno ili prospektivno) neovisno o klinickom

relapsu

Plus jo$ dva od sljedeéih kriterija:

* jedna ili viSe T2-hiperintenzivnih lezija* karakteristi¢nih za multiplu sklerozu u jednom ili vise

sljedecih regija mozga: periventrikularno, kortikalno ili jukstakortikalno, ili infratentorijalno

¢ dva ili viSe T2- hiperintenzivnih lezija* u kraljeznickoj mozdini

* prisutnost specifi¢nih oligoklonalnih vrpca u cerebrospinalnom likvoru

* Za razliku od kriterija iz 2010., nije potrebno razlikovati simptomatske i

asimptomatske MRI lezije

1.5. Lije¢enje-ocrelizaumab

Ocrelizumab je rekombinantno humanizirano anti-CD20 IgG1 monoklonsko protutijelo
koje se koristi za lijeCenje odraslih bolesnika s RRMS i odraslih bolesnika s PPMS. Za razliku od
rituksimaba, koji je kimeri¢no monoklonsko antitijelo (mAb), ocrelizumab je humanizirano mAb
pa je stoga manje imunogenican od rituksimaba, §to dovodi do manjeg formiranja neutraliziraju¢ih
autoprotutijela i1 potencijalno vece ucinkovitosti (51,52).

CD20 je transmembranski protein koji funkcionira kao kalcijev kanal, ¢ija je uloga B
stani¢na aktivacija i proliferacija (53). CD20 se nalazi na ve¢ini ljudskih B stanica (Slika 1), ali ne
1 na maticnim stanicama, pro-B stanicama ili diferenciranim plazma stanicama (54). Mala
podskupina T stanica takoder eksprimira CD20 (55). Stoga ocrelizumab selektivno uklanja B
stanice koje eksprimiraju CD20, medutim ne utjeCe na rekonstrukciju B stanica i postojecu
humoralnu imunost, te prirodnu/urodenu imunost i ukupni broj T stanica (56,57). Deplecija B
stanica inducirana ocrelizumabom provodi se viSe putem citotoksi¢nosti ovisne o antitijelima nego
citotoksi¢nosti ovisne o komplementu u usporedbi s rituksimabom (58).

Zbog znacajnog preklapanja u ekspresiji CD20 1 CD19 od pre-B stanica do memorijskih B

limfocita, broj CD19 stanica koristi se za procjenu deplecije i repopulacije B stanica (59). Primjena



ocrelizumaba dovodi do brze 1 gotovo potpune deplecije perifernih CD19 (99%) stanica unutar 2
tjedna. Deplecija se odrzava tijekom vremena od 24 tjedna (60).

Americka agencija za hranu i lijekove FDA (engl. Food and Drug administration) je
odobrila ocrelizumab za lijeCenje RRMS 1 PPMS u oZujku 2017. godine, a Europska agencija za
lijekove u sije¢nju 2018. godine. Ocrelizumab smanjuje progresiju klinickog oStec¢enja za oko 25%

i poboljsava klinicke i MRI pokazatelje upale i degeneracije kod RRMS i PPMS pacijenata (61).
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Slika 1. Djelovanje ocrelizumaba, anti-CD20 protutijela, u MS.

Noviji koncept nastanka multiple skleroze navodi da su relapsi i remisije, karakteristicni
za RRMS, uzrokovani upalnim procesom koji pokrecu autoreaktivne efektorske T stanice, dok je
progresija invaliditeta bez remisije, karakteristicna za SPMS 1 PPMS, rezultat
neurodegenerativnog procesa pokrenutog disfunkcijom urodenog imunoloSkog sustava i B stanica

(62). Stoga je deplecija B stanica vrlo vazna za suzbijanje upale kod MS. Naime, ove stanice su



"lose" jer mogu izlucivati citokine, selektivno prezentirati antigene T stanicama te zajedno s
plazma stanicama proizvoditi antitijela (63). Stovise, limfoidni folikuli u mozdanim ovojnicama
mogli bi biti povezani s kortikalnom demijelinizacijom i gubitkom aksona (64).

Preliminarna analiza krvi iz skupine sudionika u ispitivanju OPERA I (klini¢ko ispitivanje
ocrelizumaba u usporedbi s interferonom B-1a) pokazala je da se mali broj B stanica i dalje moze
otkriti u perifernoj cirkulaciji nakon lije¢enja ocrelizumabom (65). CD20+ T stanice takoder su
ucinkovito depletirane uz B stanice $to sugerira da klini¢ka u¢inkovitost ocrelizumaba mozda nije
posredovana samo ucincima na B stanice (66). Longitudinalna analiza CSF prije i nakon lijeCenja
ocrelizumabom pokazuje smanjenje razine B stanica, T stanica i CXCL13 u CSF (67). lako plazma
stanice nisu izravno ciljane ocrelizumabom, podaci iz klju¢nih ispitivanja ocrelizumaba i njihovih
produzetaka otkrivaju da, kao 1 kod rituksimaba, razine imunoglobulina mogu biti smanjene
tijekom dugotrajnog lijeCenja (prosjecno 5,5 godina) te bi mogle biti povezane s ozbiljnim
infekcijama, osobito ako su razine IgG niske (68); Sto zahtijeva daljnje istrazivanje.

Mehanizmi koji posreduju u klinickim u¢incima ocrelizumaba kod PPMS su nepoznati,
posebno s obzirom na to da su mnogi drugi terapijski pristupi podbacili u ovom obliku bolesti.
Vecina spekulacija fokusirana je na moguénost da deplecija CD20+ B stanica i T stanica moze
ublaziti "tinjaju¢u" upalnu aktivnost kod PPMS-a. Medutim, neki istrazivac¢i sugeriraju da
mehanizmi nisu samo protuupalni, ve¢ takoder uklju¢uju smanjenje neurotoksi¢nih faktora koje
proizvode B stanice (69).

Ocrelizumab je jos uvijek jedina odobrena terapija koja mijenja tijek bolesti za primarno

progresivnu MS.

1.6. Imunopatologija

MS je rezultat kompliciranih 1 isprepletenih zbivanja u imunoloskom sustavu. Iako se na
pocetku smatralo da je MS autoimuna bolest posredovana T limfocitima, u zadnje vrijeme se
uocava i veliki doprinos B stanica i mijeloidnih stanica samoj patogenezi bolesti.

Smatra se da je inicijalni korak u nastanku MS invazija autoreaktivnih CD4+ T stanica koje
zaobilaze negativnu selekciju i klonalnu eliminaciju te kompromitiraju krvno mozdanu barijeru da
bi usle u SZS i zapodele privlatenje drugih inflamatornih stanica ukljuéujuéi mikrogliju,
makrofage 1 B stanice. Ova kaskada dovodi do proizvodnje protutijela 1 otpuStanja proupalnih

citokina §to na koncu dovodi do oste¢enja mijelinske ovojnice (70-72).
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U prilog teoriji da je MS uzrokovana T stanicama ide i ¢injenica da je povecan rizik povezan s
genima koji su potrebni za diferencijaciju patoloskih T stani¢nih podvrsta ili modulaciju njihovih
efektorskih funkcija (mutacije u genima /L-2RA and IL-7RA) (73). Smatra se da su glavna meta
autoreaktivnih T stanica antigeni mijelina kao $to su bazi¢ni mijelinski protein, proteolipidni
protein i mijelinski oligodendrocitni protein. lako navedene antigene prepoznaju cirkulirajuce
CD4+ T stanice u osoba oboljelih od MS, isto se dogada i kod zdravih osoba stoga se smatra da
postoje razlike u broju 1 aviditetu ovih stanica izmedu zdravih osoba 1 onih oboljelih od MS
(74,75). Kod zdravih osoba regulatorni mehanizmi poput Treg stanica zadrzavaju autoreaktivne T
stanice pod kontrolom dok je kod oboljelih taj mehanizam poremecen (76). Prisustvo IgM OCB
povezano je s aktivnom upalom u PPMS (77).

MS je posredovana Thl stanicama dok Th2 stanice koje lu¢e 1L4 imaju modulatornu 1
protektivnu ulogu. Pomagacki T limfociti Th1 ukljuceni su u upalne procese prilikom odgovora
na unutarstani¢ne patogene i odgodene reakcije preosjetljivosti. Vazni su za borbu protiv
unutarstani¢nih patogena te luce IL-2, IFN- vy i druge citokine kao $to su TNF, limfotoksin i GM-
CSF. IFN-y je snazan proupalni citokin koji ima brojne uloge ukljuc¢ujuci povecanje ekspresije
TLR receptora na stanicama urodene imunosti i gena za MHC-I i MHC-II koji su vazni za
predocavanje antigena, indukciju sekrecije kemokina, aktivaciju makrofaga i povecanu fagocitozu.

Pomagacki T limfociti Th2 imaju ulogu kod obrane od unutarstani¢nih parazita te kod
alergijskih reakcija. Th2 stanice luce IL-4, IL-5, IL-13, IL-9 i IL-10. IL-4 je vazan za prezivljenje
limfocita, potice diferencijaciju B stanica u plazma stanice i prekapcanje imunoglobulina IgG u
IgE. Takoder potice diferencijaciju i sazrijevanje DC (od engl. Dendritic cells) iz mati¢nih stanica.
Receptor za IL-4 nalazi se na monocitima i makrofazima te vezanjem IL-4 za receptor dolazi do
aktivacije makrofaga kod obrane protiv parazita. Th2 stanice se smatraju protuupalnima u
kontekstu autoimunih bolesti zbog mogucénosti supresije Th1 odgovora poSto ga antagoniziraju.
U lezijama SZS-a u EAE (eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis) modelu naden je poveéan
broj Th1 stanica te poveéane koncentracije citokina koje lu¢e — IFN-y (78, 79). Takoder je IFN-y
naden i u aktivnim lezijama ljudi oboljelih od MS (80). Th1 stanice eksprimiraju i auf1 integrin
VLA-4 koji im omogucuje prelazak u CNS putem interakcije s VCAM-1 (81). Blokiranje VLA-4
natalizumabom koji je anti- a4fi-integrin protutijelo je iznimno uc€inkovita terapija kod pocetka

MS sto dokazuje kljucnu ulogu Th1 stanica u RRMS (82).
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Th 17 stanice takoder igraju vaznu ulogu u nastanku MS-a. Th17 pomagacki T limfociti
javljaju se kao odgovor na izvanstani¢ne bakterije i gljivice te luce velike koli¢ine IL-17 koji potice
sintezu upalnih kemokina i vezuje se za brojna upalna stanja i autoimune procese. RRMS pacijenti
1 pacijenti s aktivnom bolesti imaju vise razine IL-17 u krvi 1 aktivnim lezijama, kojeg proizvode
Th17 stanice (83,84). Th17 stanice MS pacijenata imaju iznimno patogeni fenotip, s visokom
ekspresijom kostimulatornih molekula i visokom otpornoséu na supresiju (85).

Treg stanice su regulatorne stanice i kao takve su glavni Cuvari imune homeostaze.
Deplecija Treg stanica u EAE modelu uzrokuje pogorsanje simptoma, dok adoptivni transfer
uzrokuje poboljsanje simptoma (86). Treg stanice funkcijski su promijenjene u brojnim
autoimunim bolestima ukljucujuéi i MS (87).

B stanice djeluju kao antigen prezentirajuce stanice T stanicama te proizvode proupalne
(IL-6, IFN-y 1 TNFa) i1 protuupalne citokine (I1-10, IL35, TGFp) te na taj naCin reguliraju imune
procese (88). Izolirane B stanice nelijeenih ljudi s MS-om imaju manju sekreciju IL10 i drugih
protuupalnih citokina, a povec¢anu sekreciju proupalnih citokina koji induciraju diferencijaciju Thl
1 Th17 stanica te inhibiraju Treg stanice (89). Iz ovih stanica nastaju zrele plazma stanice koje
proizvode protutijela. B stanice sudjeluju u patogenezi putem brojnih mehanizama, ukljucujuci
ucinke ovisne 1 neovisne o protutijelima. B stanice pridonose bolesti diferencijacijom u plazma
stanice koje proizvode protutijela nakon kontakta s T stanicama i rezultirajue aktivacije B stanica
Sto potkrepljuje nalaz oligoklonskih vrpci (OCB) u cerebrospinalnom likvoru bolesnika s MS-om.
OCB nastaju kao rezultat povecane proizvodnje imunoglobulina IgG i IgM od strane B stanica
koje su diferencirane u plazma stanice i predstavljaju dijagnosticki znak kod MS-a (90).

Osim T i B limfocita mijeloidne stanice su isto vazne u patogenezi MS, a ukljucuju
monocite, makrofage i mikrogliju. Proinflamatorni monociti koji lu¢e IL-6 i IL-12 su povecani
kod nelijecenih osoba s MS u odnosu na zdrave kontrole (91).

Koncept imunopatologije MS sugerira neravnotezu proupalnih Th1 i Th17 stanica te defektne Treg
u perifernom sustavu. Ova neravnoteza ukljucuje izravnu (kontakt izmedu stanica) ili neizravnu
(pojacano izlucivanje proupalnih citokina) interakciju s antigen-prezentirajuéim stanicama,
ukljucujuéi makrofage, dendriticke stanice 1 B stanice, Sto dodatno jaca koncept da razlicite vrste
stanica djeluju zajednicki tijekom imunopatologije MS-a. Karakteristi¢no patoloSko obiljezje MS

su perivenularne upalne lezije koje uzrokuju demijelinizacijske plakove (92).
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Upalni infiltrati sadrze T limfocite, pri ¢emu prevladavaju CD8+ T stanice; B stanice 1

plazma stanice su takoder prisutne, ali u znatno manjem broju (93). Upala uzrokuje oStec¢enje
oligodendrocita i demijelinizaciju. U ranim fazama bolesti aksoni su uglavnom ocuvani, no kako
bolest napreduje, dolazi do nepovratnog ostecenja aksona (94).
Kod RRMS dominiraju klasi¢ne aktivne lezije s izraZzenom limfocitnom upalom. One se rjede
javljaju kod progresivne bolesti, gdje lezije obi¢no imaju neaktivnu jezgru okruzenu tankim rubom
aktivirane mikroglije 1 makrofaga (95). Iako postoji klinicka razlika izmedu RRMS i1 PPMS,
patoloske upalne promjene prisutne su kod obje vrste, i to u vecoj mjeri kod relapsno-remitentne
bolesti. Sastav upalnog infiltrata u relapsno-remitentnoj i progresivnoj MS je slican, ali
progresivna MS ima ve¢i udio B stanica i plazma stanica (96).

Patoloska obiljezja MS su upala, demijelinizacija, remijelinizacija i neurodegeneracija koja
se dogada zarisno ili difuzno u mozgu i kraljeznickoj mozdini (97). Ove karakteristike su prisutne
u svim oblicima MS, iako kod PPMS 1 SPMS dominira difuzna upala niskog intenziteta, sporo

rastuce postojeée lezije i manje propusna krvno mozdana barijera u usporedbi s RRMS (98).

1.7. Treg

Regulacijski T limfociti (Treg) definiraju se kao CD4+ stanice koje eksprimiraju
interleukinski 2 receptor a lanca (CD25) i transktipcijski faktor Forkhead box protein P3 (FOXP3).
Treg eksprimiraju u velikoj koli¢ini 1 CTLA-4 (CD152) citotoksi¢ni T limfocitni antigen. Treg su
specificna subpopulacija T limfocita koja je klju¢na za odrzavanje imunoloSke homeostaze,
odrzavanja tolerancije na vlastite antigene i sprecavanju autoimunosti (99).

Steceni imunitet evoluirao je kao moc¢an obrambeni mehanizam za eliminaciju stranih
patogena 1 mutiranih stanica. Ovaj sustav pociva na Sirokoj raznolikost repertoara i sposobnosti
razlikovanja "vlastitog" od "stranog" (100). T limfociti nastaju u timusu koji omogucava stvaranje
raznovrsnih T stani¢nih receptora (TCR) usmjerenih na strane antigene koji imaju sposobnost
eliminacije patogena. PoSto sustav nije u potpunosti savrsen, tijekom procesa generiranja toliko
raznovrsnog TCR repertoara takoder dolazi do razvoja autoreaktivnih T limfocita. Veéina
autoreaktivnih T limfocita eliminiraju se klonalnom delecijom u timusu. Autoreaktivni T limfociti
koji izbjegnu klonalnu deleciju mogu izazvati autoimune bolesti, ako nisu kontrolirani

regulacijskim mehanizmima. lako su se razvili razliiti mehanizmi za kontrolu autoimunih
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odgovora, specijalizirana subpopulacija supresorskih CD4+ T stanica, Treg stanice, igraju posebno
vaznu ulogu u odrzavanju imunoloske homeostaze. Ova relativno mala populacija, oko 5-10%
perifernih CD4+ T stanica odgovorna je za odrzavanje imunoloske homeostaze i1 klju¢na je za
prezivljavanje, normalno funkcioniranje imunoloSkog sustava (101). Treg stanice su iznimno
raznolika populacija s obzirom na TCR repertoar i funkciju. Treg stanice reguliraju brojne
fizioloske procese, uklju¢uju¢i majcinsko-fetalni konflikt, toleranciju germinativnih stanica,
diferencijaciju mati¢nih stanica u kozi, popravak misi¢a, homeostazu 1 funkciju adipocita 1 upalu
mreznice (102-107).

Treg su funkcijski promijenjeni u brojnim autoimunim bolestima kao §to su dijabetes tip 1,
psorijaza i psorijati¢ni artritis, miastenija gravis, Guillian-Barre te MS (108). Dijele se na dvije
subpopulacije: Treg porijeklom iz timusa (tTreg) 1 periferno inducirani Treg (pTreg).
Prevladavajuc¢a paradigma razvoja tTreg, stanica porijeklom iz timusa, ukljuuje proces u dva
koraka. Prvi korak pokre¢e snazna TCR stimulacija u razvijaju¢im CD4 jednostruko-pozitivnim
timocitima koja uzrokuje povecanje ekspresije IL-2 receptora visokog afiniteta, CD25, kao i
¢lanova TNFR superobitelji GITR, OX40 1 TNFR2, ¢ime se generiraju CD25+ FOXP3- prekursori
Treg stanica (TregP). Drugi korak pokrece citokinski ovisna konverzija TregP u zrele Treg stanice
putem povecanja ekspresije FOXP3. Te CD4+CD25+ FOXP3+ stanice su zrele Treg stanice koje
emigriraju iz timusa i posreduju toleranciju (109,110).

pTreg stanice uglavnom nastaju iz naivnih CD4+ T stanica nakon §to su stimulirane
antigenima u perifernim limfoidnim organima. Nastanak pTreg stanica zahtijeva aktivaciju TCR
te prisustvo citokina interleukin-2 (IL-2) 1 transformirajuceg faktora rasta-f§ (TGF-$) (111). In vitro
Treg (iTreg) se mogu uzgojiti iz CD4+FoxP3- stanica oponaSaju¢i uvjete za nastajanje pTreg-a

(112).

1.7.1. CD25

CD25, takoder poznat kao IL-2Ra (interleukin-2 receptor alfa lanac), je visoko izrazen na
Treg stanicama. IL-2 receptor se sastoji od tri lanca: a (CD25), B (CD122), i yc (CD132) gdje je
CD25 kljucan za formiranje visokog afiniteta IL-2 receptora Sto je klju¢no za ucinkovitu
signalizaciju (113). CD25 iskljucivo veze IL-2 i njegova je ekspresija ograni¢ena na rane faze
razvoja timocita 1 na aktivirane zrele T limfocite. Posebno visoke razine CD25 su izrazene na

CD4+CD25+FOXP3+ Treg stanicama omogucavajuéi Treg stanicama da odgovore na niske
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koncentracije IL-2, §to je klju¢no za odrZavanje ekspresije FOXP3 te funkciju, preZivljavanje
stanica 1 odrzavanje imunoloske tolerancije (114,115).

Stimulacija ekspresije FOXP3 u Treg stanicama odredena je IL-2 i dogada se putem
STAT5-ovisnog mehanizma. Vezanje IL-2 za receptor CD25 dovodi do regrutacije Janus kinaza
(JAK) 113, koje su povezu s 3 1y podjedinicama 1 fosforiliraju tirozinske ostatke (Y)) na njihovim
citoplazmatskim repovima. Fosforilacija Y392 i Y510 omogucuje regrutaciju STAT5A i STATSB,
koje takoder fosforiliraju JAK na specifi¢nim tirozinskim ostacima. U ovom trenutku, fosforilirane
STATS (pSTATS) molekule mogu se dimerizirati i migrirati u jezgru Treg stanica kako bi se vezale
za DNK i regulirale transkripciju razli€itih ciljnih gena ukljucuju¢i FOXP3 (116).

Visoka ekspresija CD25 na Treg stanicama je povezana s epigenetskom regulacijom,
ukljucujuci metilaciju DNK 1 modifikacije histona. Promotorska regija gena za CD25 (IL2RA) u
Treg stanicama je demetilirana, Sto omogucuje stabilnu i visoku ekspresiju CD25. Ova epigenetska
regulacija je kljucna za odrzavanje fenotipa i1 funkcije Treg stanica (117). Nedostatak CD25 vrlo
je rijedak autosomno recesivni poremecaj Cija se klinicka slika uvelike preklapa s IPEX
sindromom (od engl. Immune dysregulation-polyendocrinopathy-enteropathy-X-linked
syndrome), s povec¢anom osjetljivoS¢u na virusne, bakterijske i gljivicne infekcije. Ovaj poremecaj

uzrokovan je mutacijama u /L2Ro genu koji kodira a podjedinicu IL2 receptor kompleksa (118).

1.7.2. FOXP3
Forkhead box protein P3 (FOXP3) je ¢lan podobitelji transkripcijskih faktora koja sadrzi

forkhead/winged-helix box protein P, a koja ukljucuje Cetiri ¢lana podobitelji: FOXP1, FOXP2,
FOXP3 i FOXP4 (119). FOXP3 upravlja genetskim programom razvoja Treg stanica i kljucan je
za njihov razvoj, funkciju i stabilnost (120).

Kod tTreg stanica ekspresija FOXP3 zahtijeva interakciju TCR visokog aviditeta ili
visokog afiniteta s autopeptidima/glavnim histokompatibilnim kompleksom klase II (MHC II)
koje prezentiraju timusne APC (121). S druge strane, pTreg nastaju od CD4+FOXP3- T stanica
koje su izloZene faktorima poput TGF- i IL-2 u perifernim tkivima. IzloZenost takvih stanica
TGF- B 11L-2 dovodi do transkripcije FOXP3 proteina (122).

Mutacije na foxp3 genu uzrokuju IPEX (imunoloska disregulacija, poliendokrinopatija,
enteropatija, X-vezani sindrom) kod ljudi, rijetko stanje karakterizirano Sirokim spektrom

autoimunih manifestacija i povezano s odsutno$¢u Treg stanica (123).
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1.7.3. CTLA-4

CTLA-4, citotoksicni T limfocitni antigen 4, je T stani¢ni koreceptor, takoder poznat kao
CD152. Clan je superobitelji imunoglobulina koji je izrazen na aktiviranim T stanicama i Treg
stanicama te prenosi inhibitorni signal T stanicama. CTLA-4 i CD28 se natjecu za molekulu B7-1
(CD80) 1 B7-2 (CD86) na antigen prezentirajucim stanicama (APC) (124).

Aktivacija T stanica ovisi o vezanju TCR na specificni antigen prezentiran od strane
glavnog histokompatibilnog kompleksa MHC na APC-a. Ovaj korak, prvi aktivacijski signal T
stanica, nije dovoljan da uzrokuje aktivaciju T stanica. Za potpunu aktivaciju T stanica potreban
je drugi signal nazvan kostimulacija. Drugi signal ostvaruje se preko CD28 receptora na T
stanicama, koji se veze za svoj ligand CD80 ili CD86 na APC-ima (125). Aktivacija CD28
stimulira apsorpciju glukoze 1 napredovanje stani¢nog ciklusa u T stanicama povecanjem
ekspresije anti-apoptotickih proteina Bel-X (Bcl-xL) 1 IL-2 kako bi se smanjila apoptoza i povecala
proliferacija T stanica (126,127). Bez CD28 signalizacije, T stanice ¢e uci u klonalnu anergiju 1
apoptozu (128). Primanjem prvog i drugog aktivacijskog signala, T stanice postaju potpuno
aktivirane. Ako antigen patogena uzrokuje ekspanziju odredenih T stanica, one ¢e napadati
kontaminirane stanice 1 tkiva na mjestu infekcije. Ako su proliferirane stanice rezultat
autoantigena, one ¢e se premjestiti u ciljano tkivo i organe, uzrokovati upalu i oStetiti vlastite
stanice, tkiva i organe. CTLA-4 se eksprimira i pomice na stani¢nu membranu nakon aktivacije T
stanice, preuzima B7 od CD28 i suprimira aktivnost T stanica (129). Koordinacija CTLA-4 1 CD28
odrzava ravnotezu T-stani¢nog imuniteta u tijelu, posebno nakon infekcije te pocetka i progresije

autoimunih bolesti.
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1.7.4. Supresijsko djelovanje Treg-a

smrt zbog nedostatka citokina

grarr;ﬂm ) P ®
perforin @ )

Kinurenin

staniéna smrt

Slika 2. Treg supresijski mehanizmi. Preuzeto i prevedeno od

https://www.frontiersin.org/files/Articles/916411/fimmu-13-916411-HTML-rl/image m/fimmu-13-916411-
2001.jpg

Kratice: DC-dendriti¢ke stanice; Tconv- T konvencionalnih stanica

Treg stanice izrazavaju vrlo visoke razine CD25, §to im omogucuje da "uhvate" IL-2,

uklanjajuéi na taj nacin citokin koji je potreban T konvencionalnim stanicama (Tconv) za

proliferaciju, te induciraju apoptozu (130).

Nakon §to dodu u blizinu stanica koje trebaju regulirati, Treg stanice koriste razlicite

molekule kako bi suprimirale aktivaciju Tconv stanica, pri ¢emu je najistaknutiji CTLA-4, koji se

veze na ligande CD80 i CD86, Cine¢i ih nedostupnima za vezanje na CD28 na Tconv stanicama

(131). Takoder, CTLA-4 inducira povecanje ekspresije enzima za katabolizam triptofana

indoleamin-2,3-dioksigenaze (IDO) u DC-ima, induciraju¢i njihov regulatorni fenotip (132). Ova

modulacija sazrijevanja i funkcije APC stanica predstavlja glavni mehanizam koji Treg stanice

koriste za suzbijanje imunoloskih odgovora.
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Drugi mehanizmi djelovanja ukljucuju oslobadanje supresivnih citokina, kao $to su TGF-

B, IL-10, IL-35 i citotoksi¢nih molekula, kao Sto su perforin, granzim i cAMP (133).

1.8. Monociti

Monociti su urodene imunoloSke stanice mijeloidne loze koje se proizvode tijekom cijelog
zivota i imaju razli¢ite uloge, ukljucujuci razvoj i homeostazu tkiva, obranu domacina, inicijaciju
1rjeSavanje upala te popravak tkiva. Oni se proizvode od hematopoetskih mati¢nih 1 progenitorskih
stanica u kosStanoj srzi (monopoeza u mirnom stanju), a njihova proizvodnja je pojacana tijekom
"hitne monopoeze", koja se javlja u raznim okolnostima, uklju€ujuc¢i odgovor na infektivne 1
upalne podrazaje, prisutnost tumora i tijekom kroni¢nog psihosocijalnog stresa (134,135).

Monociti nastaju od hematopoetskih mati¢nih stanica putem progenitorskih stanica s
progresivno ograni¢enim potencijalom loze koje se na kraju opredjeljuju za proizvodnju monocita.
Kod miSeva i ljudi, monociti nastaju iz viselinijskih zajednickih mijeloidnih progenitorskih stanica
(CMP), koje takoder proizvode neutrofile, dendriticke stanice, eritrocite i megakariocite. Monociti
nastaju putem dva neovisna puta kod miseva, a vjerojatno 1 kod ljudi: granulocitno-monocitni
progenitori proizvode monocite i neutrofile, a mononitno-DC progenitori (MDP) daju monocite
kao i konvencionalne i plazmocitoidne DC (136). Odrasla slezena takoder sadrzi rezervoar
monocita koji se mogu brzo regrutirati kao odgovor na ozljedu ili upalu (137).

Ljudski monociti sastoje se od fenotipski i funkcionalno razli€itih subpopulacija, ¢ija se
varijabilna koli¢ina opaza u krvi pacijenata s brojnim patoloskim stanjima, poput infekcija,
autoimunih bolesti, respiratornih i kardiovaskularnih bolesti te upalnih poremecaja. Tijekom
homeostaze i pod patoloskim uvjetima, svaka subpopulacija moze igrati razli¢itu ulogu. Njihova
heterogenost povecava razumijevanje patogeneze upale, a povecani udio specificne populacije
mogao bi posluziti kao biomarker bolesti (138).

Monociti se dijele na tri subpopulacije s obzirom na ekspresiju CD14 (stani¢ni koreceptor
za lipopolisaharide) i CD16 (IgG receptor niskog afiniteta, Fc-Gamma Receptor II1) biljega:
klasi¢ni (CD14"°CD16"), intermedijarni (CD147"CD16") i neklasi¢ni (CD14"'CD16"") monociti.
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Intermedijerni monociti

- upalni monociti

- antigen prezentirajuci

- TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6

- sudjelovanje u regulaciji apoptoze
- CCR5 izracaj

CD1 6 Neklasi¢ni monociti

- patrolirajuéi monociti
- stani¢na adhezija “ CD14
- aktivacija komplementa
- Fc-gama posredovana
fagocitoza

Klasi¢ni monociti

- fagocitoza

- stani¢na migracija

- IL-6, IL-10, CCL-2

- diferencijacija u dendritike stanice i
makrofage

CD14 o

Slika 3. Podjela monocita s obzirom na izrazaj CD14 i CD16 biljega.

Klasi¢ni monociti su prva subpopulacija koja se otpusta iz koStane srzi u krv, Sto potvrduje
i ¢injenica da se u ljudskoj biopsiji kostane srzi opazaju samo klasi¢ni monociti (139). Patel 1
suradnici su dokazali da klasi¢ni monociti imaju vrlo kratak vijek trajanja u cirkulaciji (u prosjeku
1 dan) nakon ¢ega vecina stanica napusta cirkulaciju ili umire, dok oko 1% prelazi u intermedijarne
monocite. Intermedijarni monociti imaju duzi vijek trajanja (u prosjeku 4 dana) i svi prelaze u
neklasi¢ne monocite. Neklasi¢ni monociti imaju najduzi vijek trajanja u krvi (u prosjeku 7 dana)
prije nego Sto napuste cirkulaciju ili umru (140).

Tri subpopulacije monocita nisu samo fenotipski, ve¢ i funkcionalno razli¢ite jedna od
druge. Klasi¢ni monociti imaju razlicite funkcije, poput popravka tkiva i imunoloSkog odgovora.
Oni su odgovorni za fagocitozu, podrzavaju zacjeljivanje rana i koagulaciju te pokazuju anti-
apoptoticke funkcije i reakcije na podrazaje. Izrazavaju pro-upalne S-100 proteine, npr. SI00A12
1 S100A8/9, §to im omogucuje podrzavanje upale. Intermedijarni monociti (2%—8% cirkulirajucih

monocita) sudjeluju u prezentaciji antigena, proizvodnji reaktivnih kisikovih vrsta (ROS),
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upalama, regulaciji gena, angiogenezi, signalizaciji putem Toll-like receptora, proliferaciji i
stimulaciji T stanica. Neklasi¢ni monociti (2%—11% cirkuliraju¢ih monocita) patroliraju i traze
endotelnu ozljedu u homeostazi i vaskularnim upalama, uz sposobnost uklanjanja umiruéih stanica

tumorskih stanica 1 virusa iz cirkulacije (141).

1.8.1. Klasiéni, intermedijarni i neklasi¢ni monociti u MS

Rani dogadaj u MS-u je oSteCenje krvno-mozdane barijere, Sto dovodi do infiltracije
perifernih imunoloskih stanica 1 stanja upale u CNS-u. Za razliku od dobro definirane uloge T
stanica u patofiziologiji MS-a, mnogo manje se zna o doprinosu urodenog imuniteta (142).

Populacije monocita imaju razli¢ite funkcije u srediSnjem Ziv€anom sustavu 1 perifernom
imunoloskom sustavu tijekom neuroinflamacije (143). Klasi¢ni monociti infiltriraju tkiva i
proizvode upalne citokine; a zatim se diferenciraju u makrofage (144), takoder uklanjaju
mikroorganizme i1 umiruce stanice iz tijela (145). lako je poznato da klasicni monociti igraju
upalnu ulogu, nedavne studije su otkrile da klasi¢ni monociti imaju primarno fagocitnu ulogu,
odnosno protektivnu ulogu. Vise studija je otkrilo obilje klasicnih monocita u upaljenim
podruc¢jima u kontekstu MS, naglaSavajuci njihove fagocitne i upalne funkcije (146).

Intermedijarni i neklasicni monociti pokazuju znacajno visu razinu ekspresije Toll-like
receptora (TLR) 2, 4 1 5 u usporedbi s klasiénim monocitima, §to ukazuje na njihovu primarno
proupalnu funkciju kod sepse i lupusa. Takoder intermedijarni i neklasi¢ni monociti izrazavaju
visoke razine CD80, CD86 1 HLA-DR, $§to je karakteristika stanica koje predocavaju antigene i
potvrduje njihovu proupalnu funkciju (147).

Neklasi¢ni monociti imaju proupalna svojstva, mogu infiltrirati u SZS, prezentirati
antigene, izazvati oste¢enje tkiva i biti potencijalna meta za terapiju (148-151). Brojne studije na
monocitima kod pacijenata oboljelih od MS-a daju uvid u promjene broja subpopulacija te razli¢itu
ekspresiju antigena na subpopulacijama monocita, s posebnim akcentom na promjene u
neklasi¢nim monocitima (152,153).

lako je uloga subpopulacija monocita kompleksa, nekada i kontradiktorna, sadasnja
saznanja idu u prilog tome da se klasi¢ni monociti smatraju protuupalnima i protektivnima, dok se

intermedijarni 1 neklasi¢ni smatraju proupalnima.
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1.8.2. CD192 (CCR2)

CCR2 (C-C chemokinski receptor 2) je kemokinski receptor koji regulira mobilizaciju
monocita iz koStane srzi na mjesta upale. Sastoji se od sedam transmembranskih domena
povezanih intracelularnim i ekstracelularnim petljama. Ekstracelularni N- terminalni kraj veze
ligande 1 odgovoran je za specificnost, intracelularni C-terminalni kraj odgovoran je za
intracelularnu signalizaciju (154). U ljudi se nalazi u dvije forme CCR2A 1 CCR2B i izrazeni su
na monocitima, T stanicama i drugim stanicama (155). CCR2 se aktivira putem nekoliko vrsta
kemokina uklju¢uju¢i CCL2 (poznat kao i MPC-1). Aktivacija CCR2 rezultira usmjerenom
migracijom tipova stanica koje eksprimiraju ovaj receptor. CCL2 je najjaci aktivator CCR2
signalizacije, Sto dovodi do transmigracije monocita (156,157). Visestruki ligandi za pojedine
kemokinske receptore mogu omoguciti sloZene regulatorne funkcije i stupanj redundancije unutar
kemokinskog sustava, kako bi se osigurali u¢inkoviti mehanizmi imunoloske obrane.

Vaznost CCR2 receptora u migraciji monocita dokazuje 1 ¢injenica da CCR2—/— miSevi
imaju povecan broj monocita u kostanoj srzi i smanjen broj cirkuliraju¢ih monocita $to je u skladu
s vaznom ulogom CCR2 u izlasku monocita iz kostane srzi u perifernu cirkulaciju (158). Misevi
koji nemaju CCR2 otporni su na indukciju EAE, Sto je povezano s nedostatkom infiltracije
monocita u CNS i smanjenom aktivacijom T stanica izazvanom antigenom (159,160). CCR2 je
najvise izraZen na klasiénim monocitima, njegova ekspresija je niza kod intermedijarnih, a najniza
kod neklasi¢nih monocita (140).

U fizioloSkim uvjetima, monociti nisu detektabilni u parenhimu mozga ili ledne mozdine,
veé se samo uocavaju u mozdanim ovojnicama (161). Funkcije monocita u mozgu su istrazivane
prvenstveno u patoloskim uvjetima. Regrutacija krvnih monocita u SZS nakon infekcije, ozljede
ili upalnog odgovora Cesto se dogada u neuroloSkim poremecajima. Nakon ozljede ili tijekom
specifi¢nih bolesti, mozak postaje visoko propustan za cirkulirajuce periferne stanice, ukljucujuci
monocite koji se mogu mobilizirati da bi presli krvno mozdanu barijeru, migrirali u mozak 1
naknadno pridonijeli neuroimunom odgovoru u suradnji s mikroglijom (162). lako je toCan
mehanizam nepoznat, CCR2 je nuzan za regrutaciju monocita, putem vezanja proteina CCL2,

izrazenog na povrsini monocita.
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1.8.3. CD40

CD40 je transmembranski protein tipa I mase 48 kDa 1 sadrzi 193 aminokiseline u

izvanstanicnoj domeni, 21 aminokiselinsku signalnu sekvencu, 22 aminokiseline u
transmembranskoj domeni 1 62 aminokiseline u unutarstanicnoj domeni (163). Pripada
superobitelji TNF-receptora. Sto se tice ekspresije, CD40 je inicijalno izrazen na B stanicama, ali
se takoder nalazi na DC, monocitima, trombocitima i makrofazima, kao 1 na ne hematopoetskim
stanicama kao S$to su miofibroblasti, fibroblasti, epitelne i endotelne stanice (164). CD40L
primarno je izraZzen na T stanicama i trombocitima.
Osim dobro znane uloge CD40-CD40L u B stani¢noj aktivaciji 1 proizvodnji protutijela te
proliferaciji upalnih stanica kao Sto su makrofazi i limfociti tijekom upalnog odgovora, u zadnje
vrijeme sve je viSe poznata uloga i u neuroloskim bolestima ne upalne etiologije. Izmijenjena
ekspresija CD40 moze biti Stetna za prezivljavanje neuralnog tkiva kod autoimunih neuroloskih
bolesti kao $to je MS ili korisna kod aktivacije imunoloskih stanica potrebnih za uniStavanje
tumorskih stanica (165).

T stanice koje infiltriraju SZS vezu se pomo¢u CD40L na CD40 koju izrazava mikroglija
te na taj nacin aktiviraju mikrogliju na lucenje citokina, duSikovog oksida te metaloproteaza
matriksa povecavajuéi demijelinizaciju. B stanice koje izrazavaju CD40 su takoder pronadene u
demijelinizacijskim lezijama preminulih osoba koje su bolovale od MS $§to ukazuje da produkcija
protutijela koja se dogada preko interakcije T i B stanica putem CD40 pridonosi patologiji MS
(166).

1.9. Neurofilamenti

Neurofilamenti su tip [V intermedijarnih filamenata koji se nalaze u citoplazmi neurona,
zajedno s mikrotubulima i mikrofilamentima formiraju neuralni citoskelet. Po svojoj strukturu oni
su heteropolimeri koji se sastoje od lakog (NfL), srednjeg (NfM) i teskog (NfH) lanca
neurofilamenta te interneksina a ili perinefrina (Slika 4.) (167,168). Neurofilamenti doprinose
rastu 1 stabilnosti aksona kako u centralnim, tako i1 u perifernim zivcima, kao i odrzavanju
stabilnosti mitohondrija (169) i sadrZaja mikrotubula (170), te su odgovorni za brzinu provodenja

ziv€anog impulsa (171).
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Neurofilamentne podjedinice
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Slika 4. Grada neurofilamenta. Preuzeto, prevedeno i pojednostavljeno od:
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Vaznost neurofilamenata doSla je do izrazaja molekularnom karakterizacijom bolesti
mozga i perifernih zivaca povezanih s abnormalnom strukturom i funkcijom neurofilamenata.
Mutacije u genu NEFL, koji kodira laki lanac neurofilamenta (NfL), dovode do periferne
neurodegeneracije u Charcot-Marie-Tooth bolesti (172). Polimorfizmi u genu NEFH, koji kodira
teski lanac neurofilamenta (NfH), povezani su s amiotroficnom lateralnom sklerozom (173).
Disfunkcija ili agregacija neurofilamenata moze takoder igrati ulogu u neuropatologiji
Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti 1 drugih neurodegenerativnih poremecaja. Nakon
neuralnog oStecenja, upale ili neurodegeneracije neurofilamenti se otpusStaju u medustanicni
prostor, likvor i na koncu u krv (174).

Postoji bliska korelacija izmedu NfL u serumu ili plazmi i razina u CSF, koja je dokazana
u brojnim studijama i kod raznih neuroloskih bolesti §to omogucuje donosenje zakljuc¢aka o
stupnju trenutne neuroaksonalne ozljede na temelju razina u krvi bez potrebe za uzimanjem CSF-

a lumbalnom punkcijom (175-183).
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Kod osoba s MS, povecanje razine NfL od pocetne vrijednosti u krvi pokazalo se kao
znacajan pokazatelj pogorSanja bolesti, prediktor kratkoro¢ne i dugoro¢ne prognoze bolesti te
biomarker za prepoznavanje odgovora na terapiju koja mijenja tijek bolesti (DMT) (184-186). NfL
predstavlja tkivno specifi¢nu, objektivnu i kvantitativnu mjeru nedavnog gubitka neurona kao
marker koji odrazava stvarnu aktivnost bolesti. PoviSene razine NfL koreliraju s lezijama koje
pojacavaju gadolinij (Gd+), volumenom T2 lezija, rizikom od relapsa, atrofijom mozga,
progresijom invaliditeta odredenom pomoc¢u EDSS, odgovorom na DMT i drugim ishodnim
mjerama (187-189).

Razine NfL ovisne su i o dobi te indeksu tjelesne mase (BMI) (186,175) Sto potencijalno
zahtijeva prilagodbe pri procjeni razlicitih populacija i pojedinac¢nih slucajeva. Smanjenje NfL
uoceno je kod vise DMT-ova za MS (190-192) medutim, njegova potencijalna korist kao

biomarkera za lijeCenje tek treba biti utvrdena.
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2. CILJEVI 1 HIPOTEZE



A. 2.1. Ciljevi istraZivanja na Treg stanicama

1. Odrediti medijan intenziteta fluorescencije (od engl. Median Fluorescence Intensity, MFI)
FOXP3 na CD4°CD25" i CD4'CD25*M¢" te CTLA-4 na CD4'CD25'FOXP3* i
CD4"CD25"Me"FOXP3* limfocitima lije¢enih PPMS, nelije¢enih PPMS te kontrolne skupine.

2. Odrediti postotak FOXP3 na CD47CD25"1 CD4"CD25™¢h te CTLA-4 na CD4"CD25"FOXP3"
i CD4"CD25"Me"FOXP3* limfocitima lije¢enih PPMS, nelije¢enih PPMS te kontrolne skupine.

A. 2.2. Hipoteze istraZivanja na Treg stanicama

1. Svi PPMS ispitanici ¢e imati povecanu ekspresiju/postotak FOXP3 i CTLA-4 na Treg stanicama
u odnosu na kontrolnu skupinu.

2. Lije¢eni PPMS imat ¢e manju ekspresiju/postotak FOXP3 i CTLA-4 na Treg stanicama u
odnosu na nelijeCene PPMS.

B. 2.1. Ciljevi istraZivanja na subpopulacijama monocita

1. Odrediti MFI CD192 i CD40 na subpopulacijama monocita: klasi¢nim (CD147"CD16"),
intermedijarnim (CD147"CD16") i neklasi¢nim (CD14"CD16™) kod lije¢enih PPMS, nelijeenih
PPMS te kontrolne skupine.

2. Odrediti postotak CD192 i CD40 na subpopulacijama monocita: klasi¢nim (CD14"'CD16"),
intermedijarnim (CD14""CD16") i neklasi¢nim (CD14"CD16"") kod lije¢enih PPMS, nelijeenih
PPMS te kontrolne skupine.

B. 2.2. Hipoteze istraZivanja na subpopulacijama monocita

1. Osobe oboljele od PPMS ¢e imati promijenjenu ekspresiju/postotak CD192 i CD40 markera na
subklasama monocita u odnosu na kontrolnu skupinu.

2. Oc¢ekuju se razlike u ekspresiji/postotku CD192 i CD40 markera medu subpopulacijama izmedu
lijecenih i nelije¢enih PPMS.

C. 2.1. Ciljevi istrazivanja na neurofilamentima

1. Odrediti koncentraciju neurofilamenata u serumu lijeCenih PPMS, nelijeCenih PPMS te
kontrolne skupine.

C. 2.2. Hipoteze istraZivanja na neurofilamentima

1. Lijeceni i nelijeCeni PPMS imat ¢e povecanu koncentraciju neurofilamenata u serumu u
odnosu na kontrolnu skupinu.

2. Koncentracija neurofilamenata bit ¢e ve¢a kod nelije¢enih PPMS u usporedbi s lijeCenim
PPMS.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Ispitanici
IstraZivanje je provedeno u okviru Klinike za neurologiju KBC-a Split te znanstvenog Laboratorija

za medicinsku kemiju i biokemiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (MEFST).

Studija je provedena u skladu s HelsinSkom deklaracijom 1 odobrena od strane Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta sveucilista u Splitu (klasa: 003-08/21-03/0003, br: 2181-198-
03-04-21-0039, odobreno 10. ozujka 2020., 1 zadnji aneks klasa: 003-08/23-03/0015, br: 2181-
198-03-04-23-0075, odobreno 27. rujna 2023.) i Klini¢kog bolnickog centra Split (klasa: 500-
03/20-01/06, No: 2181-147-01/06/M.S., odobreno 27. sijecnja 2020., 1 zadnji aneks klasa: 500-
03/20-01/06, No: 2181-147-01-06/Lj.Z.-23-04, odobren 20. rujna 2023.)

Studija je prijavljena u registru ClinicalTrials.gov, URL:

https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT0460404 1

Projekt: , IstraZivanje subklinickih markera multiple skleroze* (SUBCLIN-MS, HRZZ-IP-2022-
10-6203).

Informirani pristanak dobiven je od svih ispitanika ukljucenih u studiju, a regrutirani su s Klinike

za neurologiju KBC-a Split.

IstraZzivanje je obuhvatilo 28 osoba s primarno progresivhom multiplom sklerozom te
kontrolnu skupinu od 10 zdravih ispitanika. Svi sudionici su bili punoljetni. Osobe oboljele od
PPMS su podijeljene u dvije skupine: lijeCenu (N=15) i nelije¢enu (N=13). Petnaest ispitanika
oboljelih od PPMS je lijecCeno ocrelizumabom > 12 mjeseci. Primali su 600 mg ocrelizumaba
jednom u 6 mjeseci. Trinaest ispitanika oboljelih od PPMS, kod kojih je bolest dijagnosticirana
prije visSe od godinu dana, nisu pristali na lijjeCenje. Zdravi ispitanici nisu imali bolesti iz

autoimunog spektra.
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https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04604041

Tablica 2. Demografske karakteristike 1 karakteristike bolesti kod ocrelizumabom lije¢enih PPMS,

nelijeCenih PPMS i kontrolne skupine.

Parametar Svi Lijeceni Nelijegen Ii‘f{?fi’;ga
MisSp  PPMS (N=28) PPMS (N=15) MS(N-13) NP0
Godine 54.57+8.71 534747 563+9.97  48.6+12.07
EDSS 494+ 1.54 48+1.53 511+1.6 /
Trajanje
bolesti 10.74 +7.58 6.86 +5.39 15.58 £ 7.26 /
(godine)

ZenSkE’é 1)\’[“51“’ 21/7 132 8/5 6/4

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; M-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; N- broj ispitanika,

EDSS- prosirena ljestvica statusa onesposobljenosti (engl. Expanded Disability Status Scale)

3.1.1 Klinicke procjene mjere bolesti

Sve ispitanike oboljele od PPMS prilikom dolaska pregledao je neurolog na Klinici za
neurologiju KBC-a Split. Pregled je obuhvacao proSirenu ljestvicu statusa onesposobljenosti
(Expanded Disability Status Scale, EDSS), EDSS funkcionalni piramidni rezultat, te uzimanje
podataka o pocetku MS-a, trajanju MS-a, duljini uzimanja ocrelizumaba, drugim popratnim
bolestima i terapijama (Tablica 3.). Uzorci krvi su prikupljeni iz antekubitalne vene nakon pregleda

1 potpisivanja informiranog pristanka.
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Tablica 3. Lista za prikupljanje podataka o pojedinacnom ispitaniku

Demografski podaci
Godine

Spol

Visina (cm)

Tezina (kg)

Datum uzimanja uzorka krvi

Klinic¢ki podaci povezani s MS boleS¢u

Trajanje MS bolesti (u godinama)

Duljina trajanja uzimanja Ocrevus-a (u godinama)
Druge kronic¢ne bolesti 1 lijekovi

EDSS rezultat/skor

EDSS funkcionalni piramidni rezultat (rezultat funkcionalnog integriteta kortikospinalnog

puta)

3.2. Uzorci krvi

Svakom ispitaniku su vadene dvije epruvete krvi. Uzorak krvi potreban za proto¢nu
citometriju je vaden pomocu polietilenskog katetera umetnutog u antekubitalnu venu u epruvetu s
EDTA antikoagulansom i1 u biokemijsku epruvetu za izdvajanje seruma. Uzorci su dostavljeni
unutar dva sata u Laboratorij za medicinsku kemiju i biokemiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Splitu. Uzorci iz epruvete s EDTA antikoagulansom koriSteni su za obradu i akviziciju
imunobojanih stanica proto¢nim citometrom i obradivani su isti dan. Uzorci krvi iz biokemijske
epruvete koristeni su za odredivanje neurofilamenata. Nakon centrifugiranja i odvajanja seruma,

serum je zaleden na -20°C, te se naknadno koristio za testiranje koncentracije neurofilamenata.
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3.3. Proto¢na citometrija

Svi uzorci su analizirani prema istom standardnom postupku. U prvoj epruveti je
inkubirano 100 mikrolitara pune krvi 20 minuta u mraku na 25°C s odredenim volumenima
protutijela na humane biljege monocita konjugiranih s odgovaraju¢im kromogenima: 4 uLL CD14-
FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA), 4 uL CD16-PE (BD Pharmingen, San Diego, CA), 3 uL
CD192-BB700 (BD Horizon, San Diego, CA) 15 pL Alexa Fluor 647 CD40- Alexa Fluor 647 (BD
Pharmingen, San Diego, CA). U drugoj epruveti je inkubirano 100 mikrolitara pune krvi 20 minuta
u mraku na 25°C s odredenim volumenima protutijela na humane biljege limfocita konjugiranih s
odgovaraju¢im kromogenima: 20 uL CD152-PE (BD Pharmingen, San Diego, CA), 20 uL CD25-
FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA), 5 uL FOXP3-BB700 (BD Horizon, San Diego, CA) i 5
pL CD4-Alexa Fluor 647 (BD Pharmingen, San Diego, CA). Nakon lize crvenih krvnih stanica s
BD Pharm Lyse™ otopinom (BD Biosciences, San Diego, CA) fluorescencija obojenih uzoraka
izmjerena je pomoc¢u BD Accuri C6 (BD Biosciences, Belgija) proto¢nog citometra. Uzorci
neobojanih stanica su koriSteni kao negativna kontrola da bi se postavile prikladne regije.

Prikupljanje stanica je zaustavljeno kada se prikupilo 10° stanica.

3.3.1. Analiza podataka protoc¢ne citometrije

Podaci dobiveni proto¢nom citometrijom su analizirani u programu FlowLogic Software
verzija 8 (Inivai Technologies, Mentone Victoria, Australia). Monociti (iz prve epruvete) i leukociti
(iz druge epruvete) su prepoznati iz toCkastog grafa (engl. forward scatter FSC/side scatter SSC).

FSC parametar ukazuje na veli¢inu stanica, a SSC ukazuje na stani¢nu granuliranost.

3.4. Odredivanje neurofilamenata

Za odredivanje neurofilamenata koriSten je Human NF-L Sandwich ELISA test
(Proteintech). Svi uzoreci testirani su u duplikatu. Nakon oznacavanja mikroplocice, dodano je 100
uL standarda razli¢itih koncentracija dobivenih razrjedenjem i 100 pL seruma ispitanika (duplikat)
u pripadajuce jaZice. Plocica se inkubira 2 sata na 37°C. Nakon inkubacije slijedilo je dekantiranje
te ispiranje Wash bufferom, otprilike 350-400 uL po jaZici. Nakon ispiranja dodaje se po 100 pL.
otopine za otkrivanje protutijela (Detection antibody solution) u svaku jazicu. Slijedi inkubacija

1h na 37°C. Plo¢ica se ponovo dekantira i pere 4 puta sa otopinom za pranje (Wash buffer). Dodaje
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se 100 pL Streptavidin-HRP otopine u svaku jazicu, slijedi inkubacija 40 minuta na 37°C. Ponavlja
se dekantiranje i 4 puta pranje Wash otopinom. Slijedi dodavanje100 uL. TBM (od engl. 3,3',5,5" -
Tetramethylbenzidine) supstrat otopine u svaku jazicu te inkubira 15-20 minuta u mraku. Nakon
toga se dodaje po 100 uL Stop otopine u svaku jazicu istim redoslijedom kako se dodavao i TBM

supstrat. Slijedi o€itanje rezultata na ¢itacu mikroploc€ica na valnoj duljini od 450 nm.

3.4.1. Analiza podataka za neurofilamente

Izracunava se prosjek vrijednosti apsorbancija (duplikata) za svaku kontrolu i uzorak
ispitanika. Iz nacinjene standardne krivulje ocitaju se dobiveni rezultati. Za testiranje razlika
koriSteni su analiza varijance (jednosmjerna) i t-test za nezavisne skupine. Za izraCunavanje
povezanosti izmedu pojedinih skupina, koriSten je Pearsonov koeficijent korelacije. Razine

znacajnosti postavljene su na p < 0,05; odnosno p < 0,01.
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3.5. Dijagram tijeka istraZivanja

Punoljetni pacijenti s primarno progresivnom multiplom

sklerozom na Klinici za Neurologiju KBC Split

< N

Pacijenti lijeceni ocrelizumabom >12 mjeseci (n=15)

e /

Ifnormiranje pacijenta o istrazivanju prije
potpisivanja ifnormiranog pristanka, EDSS
procjena, popunjavanje liste s podacima za

ispitanike

l

Kontrolni zdravi ispitanici

Vadenje krvi na klinici za neurologiju (2 uzorka:
epruveta s EDTA antikoagulansom i biokemijska
epruveta), slanje krvi unutar 2 sata u Laboratorij

Pacijenti oboljeli prije >12 mjeseci i1 odbijaju lijecenje (n=13)

za medicinsku kemiju i biokemiju MEFST

N

Obrada uzoraka iz epruvete s EDTA
antikoagulansom i akvizicija imunobojenih
stanica proto¢nim citometrom isti dan u
Laboratoriju za medicinsku kemiju i biokemiju
MEFST

l

Analiza CD192 i CD40 na subpopulacijama
monocita te FOXP3 i CTLA4 i CD25 na
limfocitima

T

Centrifugiranje, odvajanje i zaledivanje
seruma iz biokemijske epruvete u
Laboratoriju za medicinsku kemiju i
biokemiju MEFST

l

Naknadno odledivanje seruma i testiranje na
neurofilamente

/

ANALIZA
REZULTATA
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3.6. Statisticki postupci

Svi podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD za kontinuirane parametrijske varijable,
medijan za kontinuirane neparametrijske varijable. Student t-test koriSten je za usporedbu
parametarskih kontinuiranih podataka. Grupe su usporedivane one-way ANOVA testom.

Korelacijske analize radene su Spearman-rank order korelacijom p.

Sve statisticke analize napravljene su uz pomo¢ softvera Past 3. X (verzija 3.14, Sveuciliste

u Oslu, Norveska) sa statistickom znacajnos¢u postavljenom na p < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Rezultati ispitivanja na limfocitnim stanicama

Svi PPMS ispitanici su se razlikovali od kontrolne skupine u postotcima CD4*CD25meb,;
CD4'CD25"; CD4"CD25"e"FOXP3" i CD4"CD25"FOXP3. PPMS ispitanici su se razlikovali od
kontrolne skupine i u povriinskoj ekspresiji CD4"CD25"€"FOXP3" i CD4'CD25"FOXP3*
(Tablica 4.).
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Tablica 4. Izrazaj limfocitnih markera i njihova ekspresija na PPMS ispitanicima i kontrolama

% MFI % MFI % MFI %CD4* MFI
CD47CD25Megh  CD4*CD25%"eh  CD4*CD25hgh  CD4*CD25high CD4*CD25* CD4"CD25* CD25* CD4"CD25*
FOXP3* FOXP3* FOXP3* FOXP3*

SViPPMS M 333 3273837 10.80 1746.63 5.85 35657.31 21.49 1809.87
(N=28) SD 0.93 2830.84 2.84 360.6711 1.54 3235.67 47 380.26
Lijeceni M 3.02 33002.84 10.57 179826 5.502 36098.34 21.89 1866.49
PPMS SD 0.66 3072.6 3.06 433.07 1.28 342233 5.41 474.53
(N=15)
Nelijedeni M 37 3243322 11.06 1687.15 6.26 35148.44 21.03 1744.54
PPMS SD 1.08 2613.08 2.68 25827 1.76 3060.79 391 232.40
(N=13)
KS M 2.48 32561.62 8.15 14413 3.66 33676.44 12.87 1410.24
(N=10) SD 0.75 1524.72 3.42 211.1 1.31 3512.57 429 301.57
SViPPMS ¢ 2.61 0.17 2.39 2.39 3.98 1.62 5.07 2.99
vsKS df 37 36 37 36 37 37 37 37

P 0.01% 0.85 0.02% 0.02% 0.0003 %+ 0.11 0.0000##%* 0.004%*
Lijedeni ¢ 1.89 0.39 1.85 2.29 3.47 171 441 2.9
PPMSvs  df 24 23 24 23 24 24 24 24
KS p 0.07 0.69 0.07 0.03* 0.002%* 0.09 0.0002%** 0.01*
Nelijedeni ¢ 3.02 0.13 2.28 235 3.88 1.07 475 3
PPMSvs  df 2 21 22 21 2 22 22 2
KS p 0.006%* 0.89 0.03* 0.02% 0.0008*** 0.29 0.0001 %%+ 0.006%*
Lijedeni ¢ 2 0.52 043 0.8 132 0.76 047 0.84
vs. daf 27 27 27 27 27 27 27 27
nelijeeni  p 0.053 0.6 0.66 0.42 0.19 0.44 0.63 04
PPMS

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; KS-kontrolna skupina; % - postotci; MFI- od engl. median fluorescence intensity; M—aritmetic¢ka sredina; SD—

standardna devijacija; df-stupanj slobode; t-t-test. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, **** p <0,0001
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Svi PPMS ispitanici su imali i zna¢ajno povecanje postotka CD4"CD25"E"FOXP3*
(p=0,01) i CD4"CD25"FOXP3" (p=0,00001) u odnosu na kontrolnu skupinu. LijeCeni PPMS
(p=0,0002) i nelijeceni PPMS (p=0,0001) imali su =znacajno povecanje postotka
CD4"CD25"FOXP3*, dok su statisti¢ki zna¢ajno poveéanje postotka CD4"CD25M$"FOXP3" imali

samo nelijeceni PPMS (p=0,03) u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 4.).

Svi PPMS ispitanici su imali zna¢ajno poveéanje postotka CD4"CD25"eh i CD4"CD25" u
odnosu na kontrolnu skupinu. Nelijeceni PPMS su imali znafajno povecanje postotka
CD4"CD25"e" (p=0,006) kao i postotka CD4"CD25" (p=0,0008) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Lije¢eni PPMS su imali statisti¢ki znagajno povecéanje postotka CD4"CD25* (p=0,002) u odnosu
na kontrolnu skupinu, dok nije bilo zna¢ajne razlike u postotku CD4"CD25"" (Tablica 4.).

A B
MEFTI: kontrolna MEFI: .kontmlna
skupina skupina
| Al
MEFT: lijeceni ME.[: lii‘E'?Eﬂi
ispi'.tani’.ci ispitanici
A X L,
WA, o',
MFI: nelijedeni MFTI: nelijedeni
]. ispitanici [ ispitanici
g Il LAl 1y
LR RY ",’,'.I,'h | _"'-II.".
0 104 105 108 107 0 104 109 108 107
FOXP3-BB700 FOXP3-BB700

Slika 5. MFI od FOXP3 na CD4"CD25"e" (A) i CD4"CD25" (B) kod kontrolne skupine i PPMS ispitanika (p < 005;
p<0,01).

Svi PPMS, lijeCeni 1 nelijeCeni su imali statisticki znacajno povecanu ekspresiju
CD4'CD25"e"FOXP3* (p <0,01) i CD4"CD25"FOXP3" (p <0,01) u odnosu na kontrolnu skupinu
(Slika 5.).
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ispitanika i1 kontrolne skupine.

Tablica 5. Postotak i ekspresija CTLA-4 na CD4"CD25" stanicama i Treg stanicama PPMS

MFI od
MFI od
% CD4* CD25 % CD4*CD25* CD4+*CD25*
CTLA-4* u
CTLA-4* FOXP3* CTLA-4* FOXP3* CTLA-4*
CD4* CD25-
Svi PPMS M 40.98 1,308.14 32.34 2,375.4
(N=28) SD 7.95 178.37 6.08 273.44
Lijeceni M 39.96 1,327.11 34.01 2,378.26
PPMS
7.84 29441
SD .5 196.92
(N=15) 9.59 96.9
Nelijeceni
M 42.16 1,278.63 30.41 2,372.1
PPMS
(N=13) SD 5.67 151.23 4.99 259
Kontrole M 36.07 907.24 25.57 2,418.35
(N=10) SD 5.48 323.23 3.89 218.2
t 1.79 4.5 2.96 0.42
Svi PPMS
df 37 31 37 36
vs. kontrole
p 0.08 0.0008* 0.005** 0.67
LijeCeni t 1.15 3.89 3.14 0.35
PPMS vs. df 24 22 24 23
Kontrole p 0.25 0.04%* 0.004** 0.72
Nelije¢ni t 2.59 3.12 2.53 0.43
PPMS vs. df 22 17 22 21
Kontrole p 0.01* 0.006** 0.01* 0.66
Lijeceni t 0.72 0.62 1.42 0.05
PPMS vs. df 27 22 27 27
Nelijeceni
p 0.47 0.53 0.16 0.95
PPMS

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; % - postotci; MFI- od engl. median fluorescence intensity; M-

aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; df-stupanj slobode; t-t-test. * p < 0,05; ** p <0,01.
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Svi PPMS su se razlikovali od kontrolne skupine u postotku CD4"CD25"FOXP3"CTLA
4" i u ekspresiji CTLA-4 na CD4"CD25 stanicama. Svi PPMS (p=0,0008), lije¢eni (p=0,04) i
nelije¢eni (p=0,006) su imali povecanu ekspresiju CTLA-4 na CD4"CD25" stanicama u odnosu na
kontrolnu skupinu. Nelije¢eni PPMS su imali zna¢ajno povecan postotak CTLA-4 na CD4"CD25
stanicama u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se lijeCeni PPMS nisu razlikovali od kontrolne
skupine u postotku CTLA-4 na CD4"CD25" stanicama. Svi PPMS (p=0,005), lijeceni (p=0,004) i
nelijeCeni (p=0,01) su imali povefan postotak CD4'CD25'FOXP3"CTLA-4" u odnosu na
kontrolnu skupinu (Tablica 5.).

Nije nadena statisticki znacajna korelacija ni s jednom od varijabli u odnosu na EDSS

rezultat.

4.2. Rezultati ispitivanja na monocitnim stanicama

Monocitne subpopulacije su prikazane na Slici 6. Stani¢na ekspresija CD14 1 CD16 je
prikazana u to¢kastom dijagramu da bi se identificirale monocitne subpopulacije CD14""CD16,
CD14™CD16" i CD14°CD16"". Subpopulacije su analizirane kao postotak i ja¢ina ekspresije
povrsinskih receptora CD40 1 CD192.

A B
107 3
20 10} cpisscpiee
= i 523% CD14+CD16*
< T 1093 6.01%
5 e /
b A i
® 10 U 109
3 CD147CDl6
107 4 ! 10
monociti 7941%
-
o | : ; it anats, s nnt
0O 10 20 30 <40 50 60 70 0 10 105 108 107
FSC-A CD14-FITC

Slika 6. Reprezentativni gate za monocite (A) i monocitne subpopulacije neklasi¢nih (CD14"CD16™), intermedijarnih

(CD14""CD16") i klasi¢nih (CD14""CD16) stanica (B).
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CD192-BB700

Slika 7. prikazuje ukupne monocite, koriStene za pracenje strategije analize 1

prilagodavanje instrumenta (proto¢nog citometra).

A B C
1071 251% 1.08% 107 073% 0.97% 107 ] 9633% 0.65%
81 67 _
10 = A0 = 108
= [=]
I~ I~
105 3 m 108 /M
/a R g e
) ] ol
1043 g wf =
=) B 093
S (W] 3
102 10
3 ] -
27 95555, 037% 09 263% 95.67% 2.16% 0.06%
T T ~ T e | e | T T et | T b} T b § T ™ T T T T
o 108 1w* 105 108 107 o 103 w? 1w® 1w® w07 o 10° 109 108 0% 107
CD14-FITC CD14-FITC CD14-FITC

Slika 7. Reprezentativni tockasti dijagrami za neobojeni uzorak (A), kontrolne ukupne monocite obojane markerom
za CD14 (B), te CD192 (C).

Svi PPMS su se razlikovali od kontrolne skupine u postotku i ekspresiji CD192+ na
klasi¢énim monocitima. Svi PPMS (p=0,001), lijeceni (p=0,0001) i nelijeceni (p=0,01) imali su
znacajno smanjen postotak CD192+ klasi¢nih monocita u odnosu na kontrolnu skupinu. Svi PPMS
(p<0,001), lijeceni (p <0,001) i nelijeceni (p=0,01) su imali znacajno povecanu ekspresiju CD192

na klasi¢nim monocitima u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 6.).
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Tablica 6. Ekspresija i postotci CD40 1 CD192 markera na klasi¢nim monocitima PPMS ispitanika

1 kontrolne skupine.

% CD40* na MFICD40na  %CD192+ na MFI CD192 na
CD14**CD16° CD14**CD16° CD14"*CD16 CD14**CD16
M 56.65 3920.19 81.53 98461
Svi PPMS (N=28)
SD 21.5 1165.84 12.67 9733.66
Lijeceni PPMS M 60.48 4200.94 80.71 101066
(N=15) SD 23.26 1398.47 10.31 8739.42
Nelije¢eni PPMS M 54.14 3596.25 82.47 95454.9
(N=13) SD 19.19 751.188 15.35 10285.6
Kontrolna skupina M 44.84 3257.63 95.81 84498.2
(KS) SD 20.51 847.26 3.51 10124.3
t 1.5 1.64 3.48 3.85
Svi PPMS vs. KS df 37 37 37 37
p 0.14 0.1 0.001** 0.0004***
t 1.72 1.9 4.43 4.36
Lijeceni PPMS vs
df 24 24 24 24
KS
P 0.09 0.06 0.0001** 0.0002%***
t 0.87 1.01 2.67 2.54
Nelijeceni PPMS vs
df 22 22 22 22
KS
P 0.39 0.32 0.01* 0.01%*
t 1.02 1.39 0.36 1.56
Lijeceni vs nelijeCeni
df 27 27 27 27
PPMS
P 0.31 0.17 0.72 0.13

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; % - postotci; MFI- od engl. median fluorescence intensity; M-

aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; df-stupanj slobode; t-t-test. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Tablica 7. Ekspresija i postotci markera na intermedijarnim monocitima PPMS ispitanika i

kontrolne skupine.

% CD40* na MFI CD40 na MFI CD192 na
CD14**CD16* CD14**CD16* CD14**CD16*
M 81.18 10135.82 57880.73
Svi PPMS(N=28)
SD 16.97 3586.68 26312.81
Lijeceni PPMS M 79.59 9922.6 62825
(N=15) SD 16.34 3147.26 21795.23
Nelijeceni PPMS M 83.02 10381.84 52174.69
(N=13) SD 18.16 4155.25 30623.09
M 78.93 6524.01 41240.43
Kontrolna skupina
SD 9.55 2417.85 15229.96
t 0.39 2.94 1.88
Svi PPMS vs.
df 37 37 37
kontrola skupina
p 0.69 0.005%* 0.06
t 0.11 2.88 2.7
Lijeceni PPMS vs,
df 24 24 24
kontrolna skupina
p 0.9 0.008** 0.01*
t 0.64 2.6 1
Nelije¢eni PPMS vs.
df 22 22 22
kontrolna skupina
p 0.52 0.01* 0.31
t 0.52 0.33 1
Lijeceni PPMS vs.
df 27 27 27
nelije¢eni PPMS
p 0.6 0.74 0.29

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; % - postotci; MFI- od engl. median fluorescence intensity;

M-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; df-stupanj slobode; t-t-test. * p < 0,05; ** p <0,01.

Svi PPMS su se razlikovali od kontrolne skupine po poveéanoj ekspresiji (p < 0,01) CD40
na intermedijarnim monocitima. Lije¢eni (p < 0,01) 1 nelije€eni (p=0,01) su takoder imali
statisticki znacajno povecanu ekspresiju CD40 na intermedijarnim monocitima. Lije€eni PPMS su
imali znacajno povecanu ekspresiju (p=0,01) CD192 na intermedijarnim monocitima u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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Tablica 8. Ekspresija i postotci CD40 1 CD192 markera na neklasi¢nim monocitima PPMS

ispitanika i1 kontrolne skupine.

% CD40" na MFI CD40 na % CD192+ na

MFI CD192 na
CD14*CD16** CD14*CD16%* CD14*CD16**
CD14*CD16**

Svi M 67.58 8763.35 68.78 14690.47
PPMS(N=28) SD 14.36 3400.41 15.65 4296.77
Lije¢eni PPMS M 61.09 8931.58 62.82 15177.5
(N=15) SD 11.67 3358.73 15.3 3448.17
Nelijeceni M 75.69 8553.07 76.19 14081.67
PPMS (N=13) SD 13.61 3557.23 13.13 5270.45
Kontrolna M 61.8 9889.83 70.3 15367.56
skupina (KS) SD 20.29 5871.34 20.95 4885.01

t 0.94 0.78 0.24 0.41
Svi PPMS vs

df 35 36 36 36
KS

p 0.35 0.47 0.81 0.68

t 0.1 0.51 1.03 0.11
Lije¢eni PPMS

df 23 24 24 24
vs KS

p 0.91 0.06 0.31 0.9

t 1.88 0.65 0.8 0.58
Nelije¢eni

df 20 21 21 21
PPMS vs KS

p 0.07 0.51 0.43 0.56
Lijeeni PPMS t 3 0.28 2.39 0.65
vs nelijeceni df 36 26 26 26
PPMS p 0.006% 0.78 0.02* 0.52

PPMS-primarno progresivna multipla skleroza; % - postotci; MFI- od engl. median fluorescence intensity; M-

aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; df-stupanj slobode; t-t-test. * p <0,05; ** p <0,01.

Lijeceni PPMS su pokazali statisticki znac¢ajno manji postotak CD40+ neklasi¢nih
monocita (p < 0,01) u odnosu na nelijeCene PPMS te su imali znacajno manji postotak CD192+

neklasi¢nih monocita (p < 0,05) u odnosu na nelije¢ene PPMS (Tablica 8.).

Nije nadena statisticki znacajna korelacija ni s jednom od varijabli u odnosu na EDSS

rezultat.
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Slika 8. Postotak CD40+ 1 CD192+ na neklasi¢nim monocitima u lije¢enih i nelijeCenih PPMS ispitanika.

4.3. Rezultati ispitivanja koncentracije sNfL

Srednja vrijednost koncentracije SNfL za PPMS ispitanike je bila 49,39+25,14 pg/ml, dok
je srednja vrijednost koncentracije sNfL za kontrolnu skupinu bila 47,59+18,96 pg/ml. Nasi
rezultati koncentracije sNfL pokazuju da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

ispitivanih skupina kod ispitanika s primarno progresivnom multiplom sklerozom (Tablica 9.).
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Tablica 9. Prikaz koncentracija neurofilamenata (pg/ml) kod PPMS ispitanika i kontrolne

skupine
Lijeceni
Lijeceni | Nelijeceni
Kontrolna PPMS | Lijeceni | Nelijeceni vs
PPMS (N=28) | PPMS PPMS
skupina vs KS | PPMS | PPMS vs | nelijeceni
(N=15) (N=13)
vs KS KS PPMS
koncentracija M 49.34 | 5221 46.03 47.59 t 0.17 0.38 0.16 0.64
pg/ml SD 25.14 1 29.18 20.16 18.96 df 34 21 19 27
)4 0.86 0.7 0.86 0.52

PPMS-primarno progresivna

devijacija; df-stupanj slobode; t- t-test.

multipla skleroza; KS-kontrolna skupina; M-aritmeticka sredina; SD-standardna
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5. RASPRAVA



5.1. Treg stanice PPMS ispitanika i zdravih kontrola

Dosadas$nje studije na Treg stanicama kod osoba oboljelih od MS daju oprecne rezultate.
Treg stanice prepoznate su kao jedinstvena populacija stanica koja inhibira funkciju upalnih
stanica. Prvobitno su identificirane kao CD4+ stanice koje izrazavaju velike koli¢ine CD25, 1980-
ih godina. Zbog toga S§to su ova dva navedena markera Treg dijelili s drugim aktiviranim T
stanicama, javila se i sumnja o njihovoj ulozi regulatora autoimunosti. Veliki pomak u identifikaciji
Treg-a nastaje 2000-ih godina otkricem transkripcijskog faktora FOXP3 koji je ujedno i
identifikacijski marker, jer se iskljucivo nalazi na Treg stanicama (193). Treg stanice se definiraju
kao CD4+ stanice koje, uz ve¢ spomenuti transkripcijski faktor FOXP3, izrazavaju i CD25 (IL-2
receptor a lanca) te CTLA-4 koji ima ulogu imunoloske ,,kontrolne tocke* jer djeluje kao prekidac
isklju¢ivanja nakon vezanja za APC. Treg inhibiraju aktivnost 1 citotoksi¢nih CD8+ T limfocita
cijelim spektrom mehanizama: od neposredne interakcije stanice sa stanicom do oslobadanja

supresivnih citokina (194).

U ovoj studiji svi ispitanici oboljeli od PPMS, lijeCeni 1 nelijeCeni, imaju povecanu
ekspresiju FOXP3 na CD4'CD25" i CD4'CD25"¢" Treg stanicama u usporedbi sa zdravim
ispitanicima, bez statisticke razlike izmedu lije¢enih 1 nelijeCenih PPMS. Lije€eni su imali nesto
veéu ekspresiju FOXP3 na CD4"CD25" u usporedbi s nelije¢enim PPMS. Li, Y.F. i suradnici (195)
su napravili meta analizu koja ukljucuje 16 studija; samo 5 studija u toj meta analizi identificira
Treg stanice kao CD4'CD25'FOXP3" stanice, ostale studije Treg ve¢inom identificiraju kao
CD4+CD25+ stanice. Studije uklju¢ene u meta analizu datirale su od 2009. do 2013. godine.
Sabiranjem podataka iz ovih pet studija dosli su do zakljucka da su Treg stanice smanjene kod
osoba oboljelih od MS u odnosu na zdrave kontrole. Ova meta analiza imala je viSe ogranicenja,
kao S§to su ukljucivanje ispitanika s razli¢itim klinickim oblicima MS i razli¢itim modalitetima
lijecenja. Razlicite vrste terapija su moguce utjecale na proporciju Treg stanica, a eventualni utjecaj
razliCitih terapija unutar tih studija na rezultate je tesko ukloniti. Autori su takoder istaknuli da je
potrebno vise nezavisnih kohortnih studija s ve¢im brojem ispitanika te da bi se Treg stanice trebale

definirati kao CD4"CD25" FOXP3™.

Rezultati nase studije pokazali su razliku i u postotku Treg stanica. Svi PPMS ispitanici
zajedno su imali statisticki znaGajno povecan postotak CD4'CD25FOXP3", dok su samo

nelije¢eni PPMS ispitanici imali statisticki pove¢an postotak CD4"CD25"e"" FOXP3" Treg stanica
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u odnosu na kontrolnu skupinu. Gonzales-Oria i suradnici su takoder pronasli pove¢an postotak
Treg stanica (CD4"CD25"e""FOXP3") kod ispitanika oboljelih od MS (RRMS, PPMS, CIS) u
odnosu na zdrave ispitanike (196). Za razliku od njih, Kouchaki i suradnici (197) su odredili
znacajno nizu frekvenciju CD4"CD25"FOXP3" Treg stanica kod ispitanika s MS u odnosu na
zdrave ispitanike, dok je frekvencija Treg stanica bila statisticki znac¢ajno veca kod teZih formi MS
(PPMS, SPMS) u usporedbi s blazim oblicima (CIS i RRMS) (196). Vec¢a frekvencija Treg-a u
tezim formama MS-a se moze objasniti veCom potrebom imunoloskog sustava za regulacijom
autoimunoga procesa Sto se slaze 1 s nasim rezultatima povecanog postotka Treg-a kod PPMS
ispitanika. Zna¢ajno je spomenuti da nije bilo razlike u postotku CD4*CD25"e"FOXP3" kod
lijeenih  PPMS u odnosu na kontrole, dok su nelijeCeni imali poveéanje postotka
CD4'CD25"e""FOXP3" u odnosu na kontrole, §to je, smatramo, djelovanje ocrelizumaba u
regulaciji autoimunog odgovora kod ocrelizumabom lije¢enih PPMS. Ocrelizumab nije uzrokovao

povecanje CD4 Treg stanica tijekom lijeCenja, ali je povisio postotak CD8 Treg stanica (198).

CTLA-4 je povrsinska molekula aktiviranih T stanica koja odrZava homeostazu imunoga
sustava. Modulira imuni odgovor na nacin da se veze za CD80 1 CD86, ometajuci interakciju CD80
1 CD86 s CD28, te na taj nacin podiZe prag za aktivaciju T stanica, uvelike umanjuju¢i imunolosku
aktivnost (199). CTLA-4 je izrazen na Treg stanicama, ali ga mogu izrazavati i druge vrste T
stanica, kao §to su CD4+, nakon aktivacije (200). Iscrpljene T stanice ponekad izrazavaju CTLA-
4, kao 1 druge inhibitorne receptore te se pojavljuju kod raznih infekcija, kao $to su B i C hepatitis,
kod infekcija adenovirusom, virusom limfocitnog koriomeningitisa, polioma virusom te Friend
leukemija virusom (201). U ovoj studiji svi PPMS ispitanici su imali povecan postotak
CD4'CD25" FOXP3" (Treg) CTLA-4+ u usporedbi sa zdravim kontrolama. Lije¢eni PPMS su
imali veéu razinu statistiCke znacajnosti u postotku CD4'CD25" FOXP3" (Treg) CTLA-4+ nego
nelijeCeni PPMS, u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
ekspresiji CTLA-4 kod CD4"CD25" FOXP3" Treg stanica izmedu svih PPMS ispitanika i zdravih
ispitanika. Sellebjerg i suradnici (202) otkrili su snizen postotak CD4"CD25"2" koje su bile CTLA-
4 pozitivne kod nelijeCenih RRMS ispitanika i povecan postotak istih stanica nakon lijecenja s
IFN- B. U naSoj studiji pronasli smo statisticki znacajnije povecanje postotka CTLA-4 Treg kod
lijeCenih PPMS nego kod nelije¢enih PPMS u odnosu na kontrolnu skupinu, iako medu te dvije

skupine nije bilo statisticki znacajne razlike. Gore navedeni rezultati ve¢eg postotka CTLA-4 Treg
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stanica kod lije¢enih PPMS mogli bi se pripisati u¢inku ocrelizumaba, obzirom CTLA-4 umanjuje

imunolosku aktivnost.

U naSoj studiji nismo pronasli korelaciju iznosa EDSS ljestvice i promjena na limfocitima
kod PPMS ispitanika (lijeCenih i nelijecenih). Unato¢ tome, pronasli smo da statisticki znacajnije
povecanje postotka CTLA-4 Treg stanica kod ocrelizumabom lijeCenih ispitanika odgovara
blagom padu EDSS iznosa (6%) PPMS ispitanika. Rezultat istrazivanja ukazuje na to da CTLA-4
koji se nalazi na Treg stanicama, trogocitozom, slicno uklanjanju membranskih proteina od strane
makrofaga i monocita, uklanja CD80/CD86 molekule s antigen prezentiraju¢ih stanica, i na taj
nacin povecava dostupnost programiranog liganda smrti 1 (PD-L1) na ovim stanicama. PD-L]1,
molekula koja igra klju¢nu ulogu u odrzavanju podnosljivosti na autoantigene, moze pridonijeti
supresiji abnormalnog imunoloskog odgovora kod MS (203), a ve¢i postotak CD4"CD25"FOXP3*
(Treg) CTLA-4 kod ocrelizumabom lije¢enih PPMS ispitanika stoga mozZe ukazivati na uc¢inak

lijeka.

Nelije¢eni PPMS ispitanici su imali poveéan postotak CD4"CD25 CTLA-4" stanica dok su
svi PPMS ispitanici, lijeCeni i nelijeCeni imali povecanu ekspresiju CD4"'CD25 CTLA-4" stanica
u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovaj rezultat moze ukazivati na aktivnost CD4 stanica kao pokusaj
regulacije autoimunog odgovora zbog toga Sto CTLA-4, bez obzira na kojem tipu stanica se nalazi,
smanjuje dostupnost CD80/CD86 uklanjaju¢i ih na APC 1 tako inhibira T stani¢nu aktivaciju 1
diferencijaciju (204). Moguce je da se radi i o iscrpljenim T stanicama zbog kroni¢ne bolesti (202),

$to spada u prirodu same MS.

Prethodne studije pokazuju oprecne rezultate ekspresije CTLA-4 u odnosu na zdrave
kontrole. Dok su neke studije prikazale smanjenu ekspresiju CTLA-4 kod MS ispitanika u
usporedbi sa zdravim kontrolama (205-207), drugi nisu pronasli razliku (208-210), a
Kosmaczewska i suradnici (211) prikazali su pove¢an medijan postotka svjeZe izoliranih perifernih
CD4'CTLA-4" kod MS ispitanika. Razlog ovako opreénih rezultata u studijama (205-211) moze
biti zbog razli¢itih formi MS-a (RRMS, PPMS, SPMS, CIS) uklju¢enih u navedene studije.

Nijedna od navedenih studija nije istrazivala uniformnu skupinu ispitanika, kao $to je PPMS.
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5.2. Razlika monocitnih subpopulacija PPMS ispitanika i zdravih kontrola

Monociti se dijele na tri subpopulacije (klasitni CD14"'CD16°, intermedijarni
CD14™"CD16" i neklasi¢ni CD14"CD16™) ovisno o ekspresiji CD14 i CD16 (212). Cirkulirajudi
monociti 1 neutrofili luce inflamatorne citokine $to dovodi do aksonalnog oStec¢enja (213,214).
CD16+ monociti superiornije aktiviraju T stanice, ¢ime se dolazi do zakljucka da aktivno poticu
upalu, vise nego CD14+ monociti (215) te da efikasnije migriraju kroz krvno mozdanu barijeru od
limfocita i CD14+ monocita (216). Waschbish i suradnici (217) podupiru teoriju koja kaze da
CD16+ monociti imaju vaznu ulogu pri dolasku na mjesto upale u stanju normalnog imunoloskog
odgovora u SZS te da CD16+ monociti utje¢u na propusnost krvno mozdane barijere kod
autoimunih bolesti SZS. Hascha i suradnici su dokazali da su neklasiéni monociti povec¢ani kod
RRMS ispitanika lijeenih natalizumabom i predlaZzu imunofenotipiranje mijeloidnih stanica u MS
kao metodu pomo¢i u ranijoj identifikaciji inaktivne RRMS i pospjesenju pra¢enja odgovora na
DMT (146). Prethodne studije kod pacijenata sa sistemskim lupusom 1 sepsom pokazuju da
neklasi¢ni monociti imaju upalni fenotip nakon aktivacije visokim koli¢inama proupalnih citokina

1 niskom koli¢inama protuupalnoga IL-10 (147).

Rezultati nase studije pokazuju znacajno smanjenje postotka CD40+ i CD192+ na
neklasiénim monocitima (CD14°CD16™) lije¢enih PPMS u usporedbi s nelijeCenim PPMS.
Ekspresija CD192 omogucéuje monocitima prelazak krvno mozdane barijere (218), dok se
monocitni CD40 veze za topljivi CD40 ligand i na taj nacin pretvara u APC, $to dovodido T1 B
stani¢ne aktivacije i upale u SZS-u (219). Stoga nase otkriée smanjenog postotka CD40 i CD192
na neklasiénim monocitima vjerojatno ukazuje na pozitivan utjecaj ocrelizumaba, zbog smanjenog

ulaska monocita u SZS i smanjene aktivacije T i B stanica u usporedbi s nelije¢enim PPMS.

Klasi¢ni monociti mogu imati pro i protuupalna svojstva. Monociti izolirani kod MS
pacijenata lijeCenih glatiramer acetatom, fingolimodom, IFN-B ili DMT pokazuju smanjene
proupalne, a poveéane protuupalne karakteristike (143). U ovoj studiji svi PPMS ispitanici, lijeCeni
1 nelijeceni, imaju smanjen postotak CD192 na klasi€énim monocitima, ali povecanu ekspresiju

(MFI). Najvecu ekspresiju CD192 imali su lijeCeni PPMS ispitanici.

U nasoj studiji svi PPMS su se razlikovali od kontrolne skupine po povecanoj ekspresiji
CD40 na intermedijarnim monocitima. LijeCeni PPMS su imali povec¢anu ekspresiju CD192 u

odnosu na kontrolnu skupinu. Intermedijarni monociti koji se smatraju proupalnima, inace imaju

50



najvecu ekspresiju CD40 od svih subpopulacija monocita te se smatraju antigen prezentirajué¢im
stanicama. Tijekom upale monociti i makrofazi imaju vaznu ulogu u prezentiranju antigena te su
bitni za T i B stani¢nu aktivaciju preko CD40-CD40L (219). Poveéana ekspresija CD40 na
intermedijarnim monocitima ispitanika oboljelih od PPMS govori u prilog upalnog zbivanja koji
je u podlozi same bolesti. Nalaz povecane ekspresije CD192 na intermedijarnim monocitima kod
lijecenih ispitanika dokazuje tvrdnju da klasi¢ni monociti prelaze u intermedijarne monocite pri
¢emu se snizava ekspresija CD192 (140,141). U naSoj studiji smo dobili povecanu ekspresiju
CD192 na klasi¢nim monocitima koja je bila najizrazenija kod lije¢enih PPMS u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Neke subpopulacije CD4+ 1 CD8+ T stanica mogu izrazavati CD20 te se zbog toga
uspjesno uklanjaju anti-CD20 protutijelima (220,221) Sto je dokaz da anti-CD20 terapija direktno
uklanja patogene T stanice koje su CD20+. Prisutnost abnormalno proupalnih B stanica, koje sluze
kao APC, kod nelijecenih pacijenata, aktivira potencijalno patogene T i mijeloidne stanice (89).
CD16+ intermedijarni 1 neklasi¢ni monociti sluze kao antigen prezentirajuce stanice koje mogu
aktivirati CD8+ citotoksi¢ne T stanice i na taj nacin pridonijeti unistavanju mijelina (138). Wong
1 suradnici (222) su pronasli najvecu ekspresiju MHC klase I (koja je odgovorna za prezentaciju
antigena) na intermedijarnim monocitima dok Zawada 1 suradnici (223) nalaze najvecu ekspresiju
MHC I na neklasi¢nim monocitima (Slika 9.). Poznavaju¢i ove korake u patogenezi, mozemo
pretpostaviti da smanjeni postotak CD40 1 CD192 na neklasi¢nim monocitima lijecenih pacijenata

u nasoj studiji moze sluziti kao novi marker za pozitivni efekt anti-CD20 terapije.

y o :
| neklasit M\'HC Ve citotoksi¢na aktivnost
W RN (demijelinizacija)

Slika 9. Uloga neklasi¢nih monocita u demijelinizaciji.

Kratica MHC I (od engl. Major histocompatibility complex)
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CD16+ monociti ve¢inom postaju migratorne dendriticke stanice (224). Dendriticke CD16+
stanice porijeklom iz monocita pokazuju povecan potencijal za prezivljenje nakon fagocitne
stimulacije te poticu prezivljavanje i diferencijaciju CD16- stanica porijeklom iz monocita. Sve
ovo navedeno upucuje na to da su neklasicne monocitne subpopulacije superiornije i utjecu na
sudbinu velikih klasi¢nih monocitnih subpopulacija. Nedavno je dokazano da se uklanjanjem T 1
B stanica anti CD20 terapijom mijenjaju njihove interakcije in vivo (225). S obzirom da CD40+ i
CD192+ neklasi¢ni monociti nemaju CD20 antigen, njihov smanjen postotak kod ocrelizumabom
lijeCenih ispitanika je direktan rezultat promijenjene T i B stani¢ne interakcije.

U nasoj studiji nismo pronasli korelaciju EDSS-a i promjena u ekspresiji CD40 i CD192

na monocitnim populacijama kod PPMS ispitanika (lijeenih i nelijecenih).

5.3. Neurofilamenti PPMS ispitanika

Neurofilamenti su unutarstanini proteini citoskeleta specifi¢ni za neuron koji se sastoje
od lakog (NfL), srednjeg (NfM) i teskog lanca (NfH) te a-interneksina i perinefrina. NfL je najvise
istrazivan kao biomarker neuroloskih bolesti od svih navedenih jedinica.

NfL je dugo oc¢ekivani biomarker koji se moze koristiti kao prognosticki marker, ali 1 kod
pracenja uspjesnosti lijeCenja MS te se zadnjih godina intenzivno istrazuje. Serumski NfL (sNfL)
ima brojne prednosti nad tradicionalnim metodama za pracenje MS progresije kao S§to su MRI 1
CFS jer je minimalno invazivna metoda, relativno jeftina te se moZze Cesto ponavljati da bi se pratila
aktivnost bolesti i efikasnost lijeCenja.

U nasoj studiji nismo dobili razliku koncentraciji neurofilamenata medu lijecenim PPMS,
nelijeCenim PPMS 1 kontrolne skupine. Ono $to je bitno za spomenuti kod odredivanja
koncentracije neurofilamenata u serumu je vaznost odredivanja pocetne koncentracije i naknadnog
prac¢enja povecanja ili smanjenja koncentracije sSNfL. Naime postoje i1 individualne varijacije u
vrijednostima NfL kao $to su BMI i volumen krvi (184), dob, druge bolesti koje mogu ostetiti
periferne Zivce kao Sto je dijabetes, te lijeCenja koja uzrokuju neurotoksi¢nost primjerice
kemoterapija prilikom autologne transplantacije mati¢nih stanica (226). Stoga se pracenje
koncentracije od pocetne vrijednosti sNfL moze koristiti kod pacijenata s MS za monitoriranje
subliki¢ke aktivnosti bolesti, rizika od relapsa i razvoja Gd+ lezija. Isto tako sNfL ne mogu

zamijeniti MRI koja daje informacije o diseminiranosti u prostoru i stadiju lezija (226).
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Iako se koncentracija SNfL povecava kod svih formi MS-a ove vrijednosti su najvece kod
pacijenata s RRMS, pogotovo tijekom relapsa (176). JoS uvijek nije jasno moze li se odredivanje
razine NfL primijeniti na ne-relapsirajucu progresivnu biologiju, uklju¢ujuéi kroni¢ne aktivne
lezije poput polako rastucih lezija (227). Postoji nekoliko razloga zasto promjene u razinama sNfLL
mozda ne odraZzavaju dinamiku progresije invaliditeta kod MS-a u odsutnosti akutne upale. Prvo,
progresija bolesti kod MS-a mozda nije izravno povezana s gubitkom neurona, ve¢ je posredovana
neuspjehom ucinkovite remijelinizacije, proliferacijom astrocita ili kroni¢nom aktivnom
demijelinizacijom povezanim s tinjaju¢om upalom (228) Sto dovodi do polako rastucih lezija (ili
moguce kombinacije svih ovih mehanizama). Drugo, ako je progresija invaliditeta kod MS-a
rezultat sporog, kumulativnog i relativno konstantnog tempa neurodegeneracije, dinamicke
promjene u koncentracijama sNfL, koje imaju relativno kratak obrat 1 vrijeme razgradnje, mozda
nece biti osjetljive na ovu kroni¢nu patologiju ili standardne klinicke skale invaliditeta koje se

obicno koriste za pracenje progresivne forme bolesti (229).

Prognosticka vrijednost NfL istraZivana je u progresivnoj MS (230) medutim, ove studije
nisu razlikovale progresiju povezanu s biologijom relapsa od progresije koja je neovisna o biologiji

relapsa, 1 dokazi ostaju kontradiktorni (231).

Mjerenje neurofilamenata iz CFS radi se standardnim enzimski povezanim
imunosorbentnim testom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA). Tradicionalni
ELISA testovi mjere totalnu fluorescenciju te nisu dovoljno osjetljivi da bi identificirali koli¢inu
pg/mL koje su prisutne u krvi. Predominantna metoda za odredivanje sNfL je “Simoa” (engl.
single-molecule array) imunoesej baziran na bojom oznac¢enim magnetskim kuglicama koje su
obloZene protutijelom. Simoa je dovoljno osjetljiva da otkrije pojedina¢nu molekulu NfL koja je
vezana na kuglicu (227). U buduéim istrazivanjima bismo mogli pratiti kretanje FOXP3 i CTLA-
4 na Treg stanicama te CD40 i CD192 na monocitnim subpopulacijama osoba oboljelih od PPMS.
Poseban akcent bio bi na longitudinalno pracenje pacijenata i usporedbe kretanja navedenih
markera sa standardnim metodama dijagnostike 1 pracenja PPMS te uspjeSnosti lijecenja
ocrelizumabom. Longitudinalnim prac¢enjem dobio bi se bolji uvid u klini¢cku znac¢ajnost ekspresije
CD40 i CD192 na monocitnim subpopulacijama te FOXP3 i CTLA-4 na Treg stanicama kod osoba
oboljelih od PPMS.
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Sto se ti¢e odredivanja koncentracije neurofilamenata koji su trenutno najistraZivaniji
biomarker za MS, takoder je potrebno longitudinalno pracenje pogotovo kod PPMS bolesnika
posto je korelacija s tijekom bolesti kod takvih pacijenata jos uvijek prilicno nejasna. Ubuduce se
preporuca koristiti Simoa imunoesej umjesto ELISA testa. Posebno bi bilo vrijedno nastaviti i
istrazivanja na monocitnim subpopulacijama i1 Treg stanicama zbog boljeg razumijevanja
imunologije bolesti i eventualnog otkrivanja novih biomarkera koji bi pomogli dijagnostici,

pracenju tijeka bolesti 1 lijeCenja PPMS.

Glavna limitacija ove studije je broj ispitanika oboljelih od PPMS. U buducnosti
predlazemo ispitivanja na ve¢em broju ispitanika, po moguénosti na nacionalnoj razini. Nadalje,

potrebno je ve¢ spomenuto longitudinalno pracenja pacijenata te koriStenje Simoa imunoesej posto
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6. ZAKLJUCCI



1. Svi PPMS ispitanici imali su zna¢ajno povecan postotak CD4"CD25"FOXP3" Treg stanica u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok su samo nelije¢eni PPMS imali statisticki povecan postotak
CD4'CD25"e""FOXP3™" Treg stanica u odnosu na kontrolnu skupinu. Nalaz poveéanog postotka
CD4'CD25"FOXP3" Treg stanica kod svih PPMS ispitanika upucuje na pokusaj supresije upalnog
zbivanja Treg stanicama povecanjem broja Trega. Ocrelizumabom lije¢eni PPMS se nisu
razlikovali od kontrolne skupine u postotku CD4*CD25"e"FOXP3" Treg stanica, samo su
nelije¢eni imali znadajno poveéan postotak CD4'CD25"e"FOXP3* u odnosu na kontrolnu
skupinu. Taj rezultat moze upucivati na benefit ocrelizumaba u vidu smirivanja upalnog procesa
kod lije¢enih PPMS ispitanika, posto nismo nasli razliku u postotku CD4*CD25"$""FOXP3* Treg

stanica izmedu lijeCenih PPMS i kontrolne skupine.

2. CTLA-4 molekula podize prag za aktivaciju T stanica i na taj na¢in umanjuje imunoloSku
aktivnost. U ovoj studiji svi PPMS ispitanici su imali pove¢an postotak CD4°CD25" FOXP3*
(Treg) CTLA-4+ u usporedbi sa zdravim kontrolama. Lije¢eni PPMS su imali veéu razinu
statistiCke znacajnosti u postotku CD4"CD25" FOXP3" (Treg) CTLA-4+ nego nelijeCeni PPMS,

u usporedbi s kontrolnom skupinom §to se moze pripisati ucinku ocrelizumaba.

3. Nelije¢eni PPMS ispitanici su imali pove¢an postotak CD4"CD25 CTLA-4" stanica u odnosu
na kontrolnu skupinu. CD4"CD25 CTLA-4" stanice smatraju se iscrpljenim T stanicama koje se
javljaju kod kroni¢nih bolesti. Ocrelizumabom lijeceni PPMS nisu se razlikovali u postotku
CD4'CD25 CTLA-4" iscrpljenih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu $to se moZe povezati s

ucinkom lijeka.

4. Rezultati naSe studije pokazuju znacajno smanjenje postotka CD40+ 1 CD192+ na neklasi¢nim
monocitima (CD14"CD16"") lije¢enih PPMS u usporedbi s nelijeCenim PPMS. Ekspresija CD192
omogucuje monocitima prelazak krvno mozdane barijere dok se monocitni CD40 dovodi do Ti B
stani¢ne aktivacije i upale u SZS-u. Stoga nase otkrie smanjenog postotka CD40 i CD192 na
neklasi¢nim monocitima vjerojatno ukazuje na pozitivan utjecaj ocrelizumaba, zbog smanjenog

ulaska monocita u SZS i smanjene aktivacije T i B stanica u usporedbi s nelije¢enim PPMS.

5. U naSoj studiji nismo dobili razliku u koncentraciji neurofilamenata medu lijeCenim PPMS,
nelijeCenim PPMS 1 kontrolne skupine. Posto je sNfL biomarker koji se intenzivno istraZuje za

dijagnostiku 1 praéenje lijeCenja u MS, potrebno je u buduénosti nastaviti istrazivanja na
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8. SAZETAK



Uvod i ciljevi istraZivanja: Multipla skleroza je demijelinizacijska bolest koja dovodi do
progresivne neurodegeneracije. Posljedica je aberantne imunoloske aktivacije, gdje autoreaktivni
CD4+ limfociti zaobilaze negativnu selekciju i klonalnu eliminaciju da bi usli u SZS gdje
zapocinje privlacenje upalnih stanica. Ova kaskada dovodi do produkcije protutijela i oslobadanja
proupalnih citokina §to na koncu dovodi do oSte¢enja mijelinske ovojnice. Cilj studije je bio
istraziti Treg stanice i monocite, odnosno ekspresiju CTLA-4 i FOXP3 na Treg stanicama,
ekspresiju CD40 1 CD192 na monocitnim subpopulacijama te odrediti serumsku koncentraciju
lakog lanca neurofilamenta (sNfL) u ispitanika s primarno progresivnom multiplom sklerozom

(PPMS).

Ispitanici i postupci: Imunoloska analiza stanica je radena iz uzoraka krvi 28 ispitanika oboljelih
od PPMS (15 ispitanika lijeCenih ocrelizumabom i 13 ispitanika koji nisu pristali na lijeCenje) i 10
zdravih ispitanika (kontrolna skupina). Uzorci krvi inkubirani su s anti-humanim CD14, CD16,
CD40 i CDI192 protutijelima za monocite, i anti-humanim CD4, CD25, FOXP3 i CTLA-4
protutijelima za limfocite. ELISA test je koriSten za odredivanje koncentracije sNfL iz seruma

ispitanika.

Rezultati: Rezultati studije su pokazali da su ocrelizumabom lije¢eni (N=15) i nelijeceni (N=13)
PPMS ispitanici imali znacajno povean postotak CTLA-4 i FOXP3 na CD4'CD25" Treg
stanicama. Nadalje, ocrelizumabom lije€eni PPMS u usporedbi s nelije€enim ispitanicima su imali
znacajno snizenje postotka CD40 i CD192 na neklasi¢nim monocitima. Nismo nasli razlike u

koncentraciji sNfL izmedu lije¢enih PPMS, nelije¢enih PPMS i kontrolne skupine.

Zakljuéak: Povecanje postotka CTLA-4 i FOXP3 kod CD4"'CD25" Treg stanica kod lijeCenih i
nelijeCenih PPMS ispitanika govori o supresivnoj funkciji Treg stanica kod abnormalnog imunog
zbivanja u PPMS. Smanjeni postotak CD40+ i CD192+ neklasi¢nih monocita kod lijeCenih u
odnosu na nelijecene PPMS moZebitno ukazuje na ulogu ocrelizumaba u smirivanju upalnog

zbivanja u SZS-u.
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9. SUMMARY



TITLE: Differences in T regulatory lymphocytes and monocytes in subjects with
primary progressive multiple sclerosis treated with ocrelizaumab and the ones who didn't
accept treatment
Background and aim: Multiple sclerosis is a demyelinating disease that leads to progressive
neurodegeneration. It is the result of abnormal immune system activation, allowing self-targeting
CD4+ immune cells to enter the central nervous system and initiate inflammation. This process
triggers antibody production and the release of pro-inflammatory cytokines, resulting in eventual
myelin sheath damage. The objective of this study was to examine T regulatory cells (Tregs) and
monocytes, specifically focusing on the expression of CTLA-4 (CD152) and FOXP3+ in
CD4"CD25" Tregs, as well as the expression of CD40+ and CD192+ in monocyte subpopulations
among individuals with primary progressive multiple sclerosis (PPMS). Additionally, we

measured serum neurofilament light (sNfL) concentrations in both PPMS subjects and a control
group.

Subject and methods: The immunological analysis was performed on peripheral blood samples
obtained from 28 PPMS participants (15 receiving ocrelizumab treatment and 13 untreated) and
10 healthy control subjects (HCs). Blood samples were treated with anti-human CD4, CD25,
FOXP3, and CTLA-4 antibodies for lymphocyte analysis and anti-human CD14, CD16, CD40,
and CD192 antibodies for monocyte analysis. Serum samples were utilized in an ELISA test to

determine sNfL concentrations.

Results: The findings indicate that both ocrelizumab-treated (N=15) and untreated (N=13) PPMS
subjects exhibited a significantly higher percentage of CTLA-4+ and FOXP3+ in CD4"CD25"
Tregs compared to HCs. Furthermore, ocrelizumab-treated PPMS subjects showed a significantly
lower percentage of CD192+ and CD40+ in non-classical monocytes when compared to untreated
subjects. No significant differences in SNfL concentrations were observed among treated PPMS,

untreated PPMS, and HCs.

Conclusion: The elevated percentages of CTLA-4+ and FOXP3+ in CD4"CD25" Tregs among
both treated and untreated PPMS subjects suggest a suppressive role of Tregs in modulating the
aberrant immune response associated with PPMS. The reduced percentages of CD40+ and
CD192+in CD14"CD16"" monocytes in treated subjects compared to untreated ones may indicate

the potential role of ocrelizumab in suppressing central nervous system inflammation.
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