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1. UVOD



1.1 Definicija i etiologija

Multipla skleroza (MS) kroni¢na je demijelinizacijska bolest srediSnjeg ziv€anog
netraumatskih, onesposobljavaju¢ih bolesti mladih odraslih (2). Obi¢no se dijagnosticira
izmedu 20. i1 50. godine, ovisno o dostupnosti dijagnostickih testova u pojedinim zemljama. Na
svjetskoj razini, bolest se najées¢e dijagnosticira u 32. godini zivota (3).

U etiologiji MS ispreplecu se interakcije na razini gena i nekih okoliSnih ¢imbenika.
Zenski spol, mlada odrasla dob, niske razine vitamina D, pusenje, pretilost u dje¢joj dobi te
infekcija Epstein-Barr virusom (EBV) glavni su rizicni ¢imbenici za razvoj bolesti (4). Osim
EBV-a, i drugi infektivni uzroci mogu biti okidac¢ za pojavu bolesti, a to su: Humani herpes
virusa tip 6, virus varicella zoster, virus Johna Cunninghama, citomegalovirus i humani
endogeni retrovirusi (5). Povijesno se MS nije smatrala nasljednom bolesti, ali, prema meta-
analitickom istrazivanju iz 2018. godine, u nekih je ljudi MS povezana s nasljedem jer svaka
osma oboljela osoba ima pozitivnu obiteljsku anamnezu (6). Zenski spol jedan je od vaznih
rizicnih ¢imbenika za razvoj MS-e. Smatra se da je razlog tome prosjeCno niza razina
testosterona u Zena, a koji u muskaraca djeluje protektivno na razvoj autoimunih bolesti
opcenito (7). U Zena, osim spolnih hormona, vaznu ulogu imaju i spolni kromosomi neovisni o
hormonima, zbog Cega Zene Cesce razviju bolest, dok muskarci, ako razviju bolest, u pravilu
razviju 1 tezu klinicku sliku (8). U korelaciju se dovodio i odnos Zena 1 pusenja jer je povijesno
postojala puno manja razlika oboljelih medu spolovima. Smatra se da je taj nesrazmjer izmedu
oboljelih Zena 1 muskaraca uzrokovan iznimnim poveéanjem broja zena medu puSacima (4),
iako ni konzumiranje duhanskih proizvoda, ne objasnjava sadasnju toliko veliku spolnu razliku
Sto nas upucuje na ¢injenicu da i drugi okoli$ni ¢imbenici imaju zna¢ajnu ulogu (9).

Brojne studije proucavaju vitamin D i njegov utjecaj na imunoloski sustav. Smatra se
da su poremecaji u metabolizmu ovog vitamina dio patofizioloskog puta brojnih bolesti pa tako
i MS-e, ali istrazivanja na humanim modelima jo$ su u tijeku (10). Epidemioloske su studije
potvrdile da je prevalencija oboljelih od MS-e veca na viSim, a niZa na nizim geografskim
Sirinama koje su mnogo vise izloZene suncu, a samim time i vitaminu D (11,12). Iako i danas
postoje velike razlike oboljelih s obzirom na geografsku $irinu, one su manje nego kroz povijest
zbog izbjegavanja sunca posebice u toplijim krajevima (13,14). 2004. godine napravljena je
velika studija u kojoj je sudjelovalo 187 000 Zena kojima se analizirala povezanost izmedu
rizika pojavnosti MS-e i unosa vitamina D. Zene koje su uzimale vise doze vitamina D imale

su nizu ucestalost pojavnosti MS-e od onih koje su uzimale nizu dozu (15,16). Prema nedavnim
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studijama dokazano je da je vitamin D3 siguran u dozi od 10 400 internacionalnih jedinica (IU
od engl. international unit) (17), a potencijalno ¢ak moze utjecati na remijelinizaciju posebnim
patogenetskim putevima koji su za sada dokazani samo na animalnim modelima (10).

Osobe koje su preboljele infektivnhu mononukleozu u adolescenciji imaju dva puta vecu
Sansu za razvoj MS-e u odnosu na one koji nikada nisu dosliu doticaj s virusom. Potonji nemaju
protutijela na EBV u serumu §to se pokazalo kao protektivni ¢imbenik. Pozitivna protutijela
bez prisutne simptomatske infekcije takoder povecavaju rizik od oboljenja (13,18,19). Postojale
su dvije teorije patogenetske povezanosti MS-e i EBV-a: teorija krizne reaktivnosti antigena
SZS-a i EBV-a te teorija o atipiéno promjenjenim B limfocitnim stanicama (4). Prema
najnovijim saznanjima iz 2022. godine, dokazana je kriZzna reaktivnost tj. molekularna
mimikrija izmedu EBNAI1 (engl. Epstein-Barr nuclear antigen 1) i GlialCAM (engl. glial cell
adhesion molecule) proteina koji se nalazi na glijalnim stanicama SZS-a. Animalni modeli
pokazuju da imunizacija pogorSava, a uklanjanje ovih protutijela poboljSava ishod u pacijenata
sa MS-om (20).

Napretkom genetskih istrazivanja otkriveno je cak preko 50 alela zasluznih za
potencijalnu pojavu MS-e. Posebno su rizi¢ni humani leukocitni antigeni (HLA) koji se nalaze
na 6. kromosomu (21). Alel HLA-DRB1*1501 bio je predmet velikog broja istrazivanja za
mnogobrojne bolesti. U gotovo svim studijama koje su analizirale ovaj alel, istrazivaci su otkrili
da je njegova ucestalost znatno veca u sluCajevima pacijenata s MS-om nego u zdravih
ispitanika Sto ga ¢ini glavnim genetskim ¢imbenikom rizika za populacije sjevernoeuropskog
podrijetla (22). Alel HLA-DQA1*0102 takoder je pojacano zastupljen u oboljelih nego u
kontrolnoj skupini, ali nije svugdje razlika u oboljelih od MS-e bila povezana s ovim alelom. U
Kini i Sardiniji prevalencija ovog alela bila je ¢ak neSto viSa u kontrolnim skupinama nego u
oboljelih. Utvrdeno je i da je alel HLA-DQB1*0602 ¢e$¢i u slucajevima nego u kontrolama u
europskoj populaciji (bijelci opéenito) s izuzetkom Sardinije (7). Rizi¢ni aleli pripadaju HLA
klasi 2, a zastitni HLA klasi 1 medu kojima su: HLA-A*02:01, HLA-B*44:02 i HLA-B*38:01
(23).



1.2. Epidemiologija

Prema podatcima iz 2020. godine, u svijetu od MS-e boluje oko 2,8 milijuna ljudi. To
je znacajni porast u odnosu na podatke iz 2013. godine kada je MS-u imalo oko 2,3 miljuna
ljudi (Slika 1). Smatra se da skok u incidenciji i prevalenciji nastaje zbog najmanje 30 000
novooboljele djece u 2020. godini i zbog napredovanja dijagnostickih pretraga koje omogucuju
raniju detekciju bolesti i pravovremeno djelovanje (3).
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Slika 1. Graficki prikaz prevalencije oboljelih od multiple skleroze na 100 000 stanovnika.
Ukljucena je 81 zemlja koja je sudjelovala u epidemioloskom istraZivanju u 2013. i1 2020.
godini. Limitiraju¢i ¢imbenik je iskljuenje svih onih zemalja na kojima je provedeno
istrazivanje u 2020., a nije u 2013. godini (3)

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije, prevalencija za 2020. godinu
(Slika 2) razlikuje se u pojedinim regijama. Prevalencija u Europi najvisa je iiznosi 133 oboljela
na 100 000 stanovnika, dok je na Zapadnom Pacifiku 1 Africi najniZa i iznosi 5 oboljelih na 100
000 stanovnika. San Marino (337 na 100 000) 1 Njemacka (303 na 100 000) imaju najvecu
prevalenciju u svijetu, a slijedi ih SAD (288 na 100 000). Ovi podatci imaju ograni¢eni znacaj
zbog toga $to u osiromasenim zemljama ne postoje dovoljno razvijene dijagnosticke metode pa
se smatra da je stvarna brojka jos i visa. Globalna prevalencija iznosi 36 oboljelih na 100 000

stanovnika (3).



Slika 2. Prikaz broja oboljelih od multiple skleroze na 100 000 stanovnika u 2020. godini.
Preuzeto  sa:  https://www.researchgate.net/figure/Geographical-distribution-of-multiple-
sclerosis_fig2_40773902

Ljudi koji Zive u zemljama bliZze ekvatoru imaju manji rizik od razvoja MS-e, dok su
oni koji Zive u zemljama blize sjevernom i juznom polu pod veéim rizikom. Smatra se da su
ljudi, koji zive u viSim geografskim §irinama, izloZeniji nizim razinama sunceve svjetlosti, a
time 1 nizim razinama vitamina D koji je jedan od glavnih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj bolesti
(3).

Zene u pravilu dvostruko &e$ée oboljevaju od MS-e u odnosu na muskarce iako spolna
razlika uvelike ovisi o pojedinoj regiji svijeta (Slika 3). NajviSu razliku oboljelih Zena i
muskaraca biljeZze Egipat, Iran, Palestina i Sudan gdje omjer oboljelih Zena 1 muskaraca iznosi

3:1, a prema novijim podatcima ¢ak 14:1 (3).
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Slika 3. Graficki prikaz oboljelih Zena u postotcima u pojedinim regijama svijeta (3)

1.3. Patogeneza

Klasican patoloSki znak u patogenezi MS-e su upalne lezije koje vremenom postaju
demijelinizirajuci plakovi (24). Posljedi¢no upali, osim $to nastaju oStecenja mijelina, oStecuju
se 1 oligodendrociti. U pocetnoj fazi aksoni su ocuvani, ali napredovanjem bolesti dolazi do
ireverzibilnog oStecenja aksona (25). U relapsno-remitiraju¢em obliku MS-e prisutne su aktivne
lezije sa srediSnjom limfocitnom imfiltracijom, dok su u primarno-progresivnom obliku MS-e
ceS¢e prisutne neaktivne lezije s aktivnim rubovima koji sadrzavaju mikrogliju i makrofage
(26).

U patogenezi MS-e inicijalnu i kljuénu ulogu imaju promijenjeni CD4+ T-limfociti iako
su patoloski promijenjene i ostale stanice urodene i ste¢ene imunosti (27,28). CD4+ T-limfociti
na svojoj povrSini sadrzavaju ljepljive molekule koje im omogucavaju da se vezu na krvno-
mozdanu barijeru (KMB), a nakon vezanja ti aktivirani limfociti lu¢e enzim matriksne
metaloproteinaze (MMP) koji omoguéava prijelaz stanica kroz KMB-u u SZS gdje nailaze na
antigen MBP (engl. mielin basic protein) na mikrogliji. Na taj nacin dolazi do reaktivacije
patoloskih T-limfocita koji lue proupalne citokine ¢ime se dodatno povecava propusnost
KMB-e i potice stvaranje upalnih lezija (29). Za sada nije poznato koji faktor patoloski mijenja
CD4+ T-limfocite i potic¢e ih na ovu kaskadnu reakciju (28).



U pocetku se smatralo da je podgrupa Thl CD4+ T-limfocita, koji stvaraju interferon
gama, kljuna za imunopatogenezu MS-e, a danas se jo§ veca vaznost pridaje podgrupi Th17
stanica koje lu¢e IL-17 (28,30). Prema najnovijim saznanjima, u SZS-u se dogada paradoksalna
reakcija. Thl stanice u kraljeznickoj mozdini djeluju proupalno, dok u mozgu djeluju
protuupalno $to je dokazano na animalnim modelima s eksperimentalnim autoimunim
encefalomijelitisom (EAE). Demijelinizacijski plakovi stvarali su se u mozgu pri omjeru Th17
i Thl stanica ve¢im od 1, ali u kraljeznickoj mozdini i pri omjeru Th17 i Thl stanica manjim
od 1. Razlog ovakvog ponasanja Thl 1 Th17 stanica jo$ uvijek ostaje nepoznat (29).

Veliku vaznost u patogenezi MS-e imaju i CD8+ T-limfociti koji su glavni
patohistoloski nalaz demijelinizacijskih promjena (28). Dijele se na efektorne i regulatorne T-
stanice. Efektorne su stanice zasluzne za upalnu reakciju u SZS-u jer luée citokine i kemokine
koji ju poticu. S druge strane, regulatorne stanice djeluju protuupalno direktno ostecujuci
patoloski promjenjene CD4+ T-limfocite pa zbog toga, osim §to smanjuju upalu, poticu i
remisiju (31). CD8+ T-limfociti su najzasluznije stanice za stvaranje demijelinizacijskih lezija
u mozgu putem Fas ligand (FasL) mehanizma jer su tu najve¢im dijelom T-stanice ovisne o
mijelinu, za razliku od kraljezni¢ke mozdine gdje dominiraju T-stanice neovisne o mijelinu
(32).

Danas se velika vaznost u patogenezi MS-e pridaje i B-limfocitima koji, ako su klonalno
prosireni 1 vodeni antigenom, luce kemokine preko NF-kB (engl. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) puta te citokine limfotoksin, tumor nekrotizirajuci faktor,
interleukin 6 i faktor stimulacije granulocita-makrofaga pa na taj na¢in poti¢u upalu. S druge
strane, memorijske B-stanice imaju ulogu antigen prezentiraju¢ih stanica ¢ime poti¢u i
aktivaciju 1 proliferaciju patoloski promijenjenih T i mijeloidnih stanica. B-limfociti takoder 1
direktno o$teéuju mijelin proizvodnjom protutijela koja ga uniStavaju, ali i stvaranjem i
odrzavanjem struktura slicnim folikulima u intermeningealnim prostorima $to primarno utjece
na pojavu subpijalnih lezija i1 progresiju bolesti (33,34).

Prirodne stanice ubojice (NK od engl. Natural killer) su stanice urodene imunosti koje
imaju dvije klju¢ne uloge: izravna citotoksi¢nost 1 izlu¢ivanje citokina. Kod ljudi se fenotipski
razlikuju ekspresijom antigena CD16 1 CD56. U perifernoj krvi 90% NK stanica ¢ine zrele
CD56%™CD16+ NK stanice, a samo 10 % nezrele CD56™€"CD16- NK stanice. U patogenezi
MS-e ove stanice imaju kontroverznu ulogu (35) jer istrazivanja na animalnim modelima daju
oprecne rezultate (36). Naime, u istraZivanjima na animalnim modelima s EAE-om, NK stanice
uzrokovale su pogorsanje (37,38), a na istim modelima u drugim istrazivanjima poboljSanje

bolesti (39,40). To¢na uloga NK stanica u MS-i za sada ostaje nedovoljno istraZena na humanim

7



modelima, iako se smatra da NK stanice imaju vaznost u imunopatogenezi nastanka MS-e jo§
uvijek nepoznatim mehanizmom (41). Dokazano je da upalne lezije, ovisno o tipu bolesti, imaju
razli¢ito prisutnu limfocitnu infiltraciju. Plakovi u primarno-progresivhom obliku imaju veéi
broj B-limfocita za razliku od plakova u relapsno-remitiraju¢em obliku MS-e koji imaju vise
T-limfocita (4,42). Zbog navedenog je vazno dobro razumijeti patogenezu MS-e kako bi se dala

primjerena terapija s obzirom na tip bolesti i stanice na koje lijek djeluje (30).

1.4. Klini¢ka slika

1.4.1. Klinicki oblici

Relapsno-remitiraju¢a multipla skleroza (RRMS) dijagnosticira se u 80-85% pacijenata
oboljelih od MS-e. To je ujedno i najces¢i oblik koji obiljezavaju relapsi i remisije tj. pojava
simptoma 1 znakova bolesti nakon kojih slijedi potpuno ili djelomi¢no poboljSanje (43). Glavna
obiljezja relapsa Cine novi ili reaktivacija starih simptoma i znakova pri ¢emu je nuzno
prethodno iskljuciti infekciju (44). Obi¢no traju od 4 do 6 tjedana iako to znacajno varira: moze
trajati svega nekoliko dana pa sve do vise mjeseci (45). Vremenom relapsi postaju ¢es¢i, a
posljedicno se tegobe mogu gomilati zbog djelomi¢nih remisija (43).

10% oboljelih ima primarno-progresivnu multiplu sklerozu (PPMS). Priblizno jednako
pogada oba spola i javlja se nesto kasnije u usporedbi sa RRMS-om koji puno ¢eS¢e zahvaca
zene. Tegobe 1 neuroloska ostecenja gomilaju se progresivno, a najcesée je zahvac¢en hod bez
prethodnog relapsa. U poodmaklim fazama ponekad mogu nastati relapsi bolesti i aktivne lezije
na magnetskim snimkama Sto je klini¢ki bitno jer aktivna forma PPMS-e bolje djeluje na
terapiju (43,45).

Sekundarno-progresivna multipla skleroza (SPMS) iznimno je rijetko prva dijagnoza
demijelinizacijske bolesti u oboljelog i to samo u slucaju neadekvatno dijagnosticiranih relapsa
u proslosti (45). Razvija se iz RRMS-e, obi¢no nakon 15 do 20 godina. Bolesnicima se
inteziviraju relapsi, a remisije su sve ¢eS¢e nepotpune. Simptomi i znakovi se progresivno
pogorsavaju, a viemenom nerijetko relapsi poCinju izostajati (43,45). Glavna razlika SPMS-e i
PPMS-e je pocetak razvoja progresije simptoma i znakova koji se u sekundarno-progresivhom
obliku nikada ne dogada na pocetku bolesti (45). Detaljniji prikaz razlike klinickih oblika MS-

e prikazan je na Slici 4.



Relapsni oblici MS Progresivni oblici MS

Relapsno-remitirajuéi  Sekundarno progresivni Primarno progresivni

(RRMS) (SPMS) (PPMS)

Invaliditet

Vrijeme

Slika 4. Graficki prikaz razlike relapsno-remitirajuce, sekundarno-progresivne i primarno-
progresivne multiple skleroze s obzirom na pojavnost klinickih simptoma i invaliditeta kroz
vrijeme. Preuzeto sa: https://www.roche.ba/bs_B A/terapijska-podrujal/neurologija/multipla-
skleroza/-ta-je-multipla-skleroza--ms--.html

1.4.2. Simptomatologija

U 85% oboljelih klinicka slika zapoc€inje klinickim izoliranim sindromom (CIS). CIS je
prvi relaps bolesti bez znakova encefalopatije. Ce$¢e se prezentira monofokalno nego

polifokalno. Tipi¢ne prezentacije CIS-a su:

1. opticki neuritis;
2. inkompletni transverzalni mijelitis;

3. simptomi i znakovi neuroloskoga ostecenja mozdanoga debla 1 maloga mozga (28).

Podvrsta optickog neuritisa u MS-i je tipi¢ni ili retrobulbarni neuritis. Nerijetko je prvi
simptom bolesti, a oboljeli imaju dobru prognozu (46). Nastaje zbog demijelinizacije optickoga
zivca obi€no jednostrano. Karakterizira ga djelomi¢ni ili potpuni gubitka vida, diskromatopsija
i periorbitalna bol pri pomicanju ocne jabuclice (28,47). Papila je naj¢e$¢e normalnoga izgleda
bez znakova edema (47).

Transverzalni mijelitis upala je bijele i sive tvari kraljezni¢ke moZzdine. U oboljelih od
MS-e cCesto se javlja parcijalni ili inkompletni trasverzalni mijelitis koji ne obuhvaca cijeli
transverzalni presjek ve¢ samo njegov dio. Glavni simptomi su bol, motoricka slabost udova,
inkotinencija mokra¢nog mjehura, poremecaj rada crijeva, erektilna disfunkcija 1 osjetne

senzacije poput disestezija i parestezija (28,48).



Postoje brojni simptomi i znakovi oste¢enja na razini mozdanoga debla i maloga mozga.
Demijelinizacijske promjene na ovim razinama najc¢es¢e uzrokuju ataksiju, nestabilnost hoda,
poremecaj ravnoteze, dvoslike i vrtoglavicu (28).

Osim navedenih klinickih simptoma, u MS-i se javljaju i paroksizmalni simptomi.
Pojavljuju se zbog efapickih transmisija zivéanih impulsa. U ove simptome i znakove ubrajaju
se: miokimije, trigeminalne neuralgije, hemifacijalni spazmi i pozitivan Lhermittov znak

(49,50).

1.5. ProSirena skala stanja invaliditeta

Prosirena skala stanja invaliditeta (engl. Expanded Disability Status Scale-EDSS) je
ljestvica koja se koristi u oboljelih od MS-e koja, osim §to kvantificira invaliditet, prati 1
promjenu stupnja inavliditeta tijekom vremena. Standardizirana je prema Johnu Kurtzkeu 1983.
godine koji ju je proSirio s obzirom na prethodnu DSS (engl. Disability Status Scale) ljestvicu
(51). Neurolog ocjenjuje EDSS stupanj invaliditeta obavljaju¢i neuroloski pregled za 8
funkcionalnih sustava (FS) nakon ¢ega procjenjuje mogucnost pokretljivosti oboljelog. U FS-e
ubrajaju se: piramidalni, cerebelarni, FS-i mozdanoga debla, senzorni, FS-i crijeva i mokra¢nog
mjehura, vizualni, cerebralni i svi ostali koji imaju poremecen neuroloski nalaz (52). Raspon
EDSS ljestvice kre¢e se od 0 do 10 pri cemu 0 oznacava uredan neuroloski status, dok 10
oznacava smrt zbog MS-e. Minimalni stupanj porasta na EDSS ljestvici iznosi 0,5 pod uvjetom
daje inicijalni EDSS barem 1 (52,53). Vrijednosti EDSS ljestvice do 6 ocjenjuju se neuroloskim
pregledom; vrijednost od 1,0 do 4,5 mjeri ostec¢enja prilikom neuroloSkog pregleda s potpunom
mogucnos¢u hoda, a vrijednosti od 5,0 do 9,5 oznaCavaju stupanj otezanoga hoda (Slika 5)

(51,54).
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Prosirena skala stanja
invaliditeta (EDSS)

Slika S. Prikaz stupnja oSteCenja samostalnog hoda u pacijenata s multiplom sklerozom s
obzirom na vrijednosti standardizirane Kurtckeove proSirene skale stanja invaliditeta. Preuzeto
sa: https://www.roche.ba/bs_B A/terapijska-podrujal/neurologija/multipla-skleroza/-ta-je-
multipla-skleroza--ms--.html

1.6. Dijagnoza

Danas se za dijagnozu MS-e koriste revidirani McDonaldovi kriteriji iz 2017. godine
(55-60). Temelje se na klini¢ko-radioloskim znakovima diseminacije bolesti u prostoru i
vremenu u SZS-u (61,62). Za razliku od McDonaldovih kriterija iz 2010. godine, prema novim
kriterijima, moguce je dijagnozu MS-e postaviti na temelju CIS-a (58). U tom se sluc¢aju MS
definitivno dijagnosticira ako su, uz prisustvo CIS-a, prisutni i znakovi diseminacije u vremenu
i prostoru na magnetskim snimkama. MS se moZe dijagnosticirati i ako, uz pojavu CIS-a,
pacijent ima pozitivne oligoklonske trake u likvoru te znakove diseminacije u prostoru ili
klinicki ili putem magnetske rezonance (MR) (28,55). Detaljan prikaz revidiranih

McDonaldovih kriterija iz 2017. godine prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Revidirani McDonaldovi kriteriji iz 2017. godine za dijagnozu multiple skleroze

Dodatni podatci nuzni za

. Cr a_
Broj relapsa Broj lezija na MR®-u potvrdu dijagnoze
>2 >2 Nije potrebno
>2 1 DIS®
DIT®
1 >2 ili
Pozitivne oligoklonske trake
DIS® i DIT®
1 | ili

DIS® i pozitivne
oligoklonske trake

* magnetska rezonanca

b diseminacija u prostoru od engl. disseminated in space: novonastali relaps na drugadijoj
anatomskoj lokalizaciji od prethodnih relapsa ili minimalno jedna lezija na MR-u u barem dva
od Cetiri karakteristi¢nih podrucja: jukstakortikalni, infratentorijalni, periventrikularni i spinalni
¢ diseminacija u vremenu od engl. disseminated in time: novonastali relaps ili nastanak novih
lezija na naknadnim magnetkim snimkama ili jedna magnetska snimka s barem jednom lezijom
koja se boji i barem jednom lezijom koja se ne boji kontrastom

Modificirano prema: Thompson AJ, Banwell BL, Barkhof F, Carroll WM, Coetzee T, Comi G,
i sur. Diagnosis of multiple sclerosis: 2017 revisions of the McDonald criteria. Lancet Neurol.
2018;17:162-73.

Diseminacija bolesti u prostoru predstavlja ostecenje u barem dva centralna sustava, a
moze biti vidljivo ili MR-om ili klinicko oStec¢enje (28). Potonje znaci da bolesnik ima
istovremeno barem dva simptoma koja potjedu iz razli¢itih djelova SZS-a, dok se magnetsko
oSte¢enje vidi kao minimalno dvije demijelinizacijske promjene na MR-i takoder na razli¢itim
mjestima SZS-a (63).

Diseminacija bolesti u vremenu kriterij je koji je zadovoljen ako bolesnik ima barem
dva oste¢enja u SZS-u nastala u razli¢itim vremenskim intervalima. Uo¢ava se pojavom novog
klinickog simptoma tj. relapsa bolesti ili na magnetskoj snimci pojavom novih lezija s obzirom

na prethodnu snimku. Kriterij diseminacije u vremenu moze biti ispunjen i ako je napravljena
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samo jedna magnetska snimka, a da se prilikom davanja kontrasta uocila barem jedna aktivna i
barem jedna neaktivna lezija. MR temeljni je uredaj za dijagnozu MS-e jer se, od svih
radioloskih aparata, na MR-i najbolje raspoznaju demijelinizacijske promjene. Tipi¢na
magnetna snimka u oboljelog prikazuje multifokalne hiperintezivne lezije bijele tvari u
jukstakortikalnom, periventrikularnom, spinalnom ili infratentorijalnom dijelu SZS-a u T2 i
FLAIR (engl. Fluid-attenuated inversion recovery) sekvencama. T1 sekvenca prikazuje
hipointezivne lezije (crne rupe) koje su znak kroni¢nog ireverzibilnog oStecenja. U sklopu
dijagnoze MS-e, prilikom sumnje na demijelinizacijska oSte¢enja, koristi se kontrast gadolinij
kako bi se razlikovale stare, neaktivne lezije koje se ne boje kontrastom od novih, aktivnih lezija
koje se boje kontrastom (28).

Oligoklonske su trake imunoglobulini koji se nalaze u SZS-u u cerebrospinalnom
likvoru u oboljelih od MS-e. U zdravih se ljudi tamo ne nalaze, a njithovo prisustvo oznacava
upalu. Izoliraju se iz cerebrospinalnog likvora (engl. cerebrospinal fluid-CSF) lumbalnom
punkcijom, a znatno rjede punkcijom cisterne, ventrikula ili drenazom (64). Od 2017. godine,
zbog revidiranja kriterija, ponovno postaju vrlo vazne za dijagnozu, medutim, ako su ostali
klinicki 1 paraklinicki testovi uredni, a samo su oligoklonske trake pozitivne, dijagnoza MS-e
ne moze se postaviti jer same nisu dovoljno specificne (28).

Za dijagnozu PPMS-e takoder se koriste revidirani McDonaldovi kriteriji iz 2017.
godine. Obavezno je prisustvo progresije simptoma bez prisutnih relapsa tijekom jedne godine.

Uz ovaj obavezni kriteriji, za dijagnozu su potrebna jo§ barem dva od sljedeca tri kriterija:

1. diseminacija bolesti u prostoru;
2. dvije ili viSe demijelinizacijske lezije u T2 sekvenci u kraljeznickoj mozdini;

3. pozitivne oligoklonske trake (28,65).

Za dijagnozu MS-e ne postoji odredeni patognomonic¢ni znak ili simptom pa se prilikom
svake revizije kriterija ostavljao prostor za postavljanje dijagnoze bolesti kada nije prisutno
nikakvo bolje objaSnjenje za razvoj simptoma. Prije same dijagnoze MS-e, kod ovog
dijagnostickog kriterija, potrebno je iskljuciti ostale diferencijalne dijagnoze i varijante MS-e

(50).
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1.7. Lijecenje

Za sada joS nisu pronadeni lijekovi koji dovode do potpunog izlje¢enja od MS-e (50).
Trenutna strategija lijeCenja oboljelih od MS-e zasniva se na lijeCenju akutnih napadaja,

sprjecavanju novih napadaja i simptomatskom lijecenju (66).

1.7.1. Akutno lijecenje

Akutno lijecenje temelji se na lijeCenju relapsa kod RRMS-e. Cilj ovog lijecenja je
ubrzati oporavak neuroloSkog deficita nastao zbog trenutne upalne demijelinizacije, ublaziti
ozbiljnost relapsa 1 eliminirati potencijalno perzistentna neuroloSka ostecenja (66).

Standardno se za lijeCenje relapsa daju pulsne doze kortikosteroida tj. visoke doze
metilprednizolona od 0,5 do 1 g/dan intravenski obi¢no 3 do 5 dana s kumulativnom dozom od
2,5 2(28,50,67). Niske doze smatraju se sigurnima i u¢inkovitima, ali se visoke doze u kratkom
intervalu preferiraju za lijeCenje egzacerbacija.

U trudnica se za lijeCenje akutnog napadaja MS-e daju intravenski imunoglobulini jer
su sigurniji od kortikosteroida za majku i dijete. Opcenito je pojava relapsa u trudno¢i i dojenju
jako rijetka i smatra se da trudnoca djeluje protektivno na egzarcerbacije MS-e (67).

Plazmafereza je rezervirana za one bolesnike koji ne reagiraju na kortikosteroidnu
terapiju, a razvijaju vrlo teske relapse (28,67). Nijedan od navedenih lijekova nema utjecaja na
odgadanje 1 sprjecavanje iduceg relapsa jer ne modificiraju tijek bolesti pa njihova dugoro¢na

primjena u slucaju izostanka relapsa nije opravdana (28).

1.7.2. Kroni¢no lijecenje

S obzirom da je MS vrlo Cest uzrok invaliditeta posebnice u mladoj odrasloj populaciji,
sve se veca vaznost usmjerava na dovoljno ranu dijagnozu kako bi se novim lijekovima koji
utjecu na tijek bolesti (engl. Disease Modifying Therapy-DMT) moglo pravodobno djelovati
sprjecavajuci dugotrajna onesposobljavajuca oste¢enja (4). Ti lijekovi odgadaju ili ¢ak ponekad
onemogucavaju nastanak novih egzacerbacija klini¢ki ili na MR-i. Novijim saznanjima u vezi
imunopatogenetskog puta nastanka MS-e, broj u¢inkovitih i sigurnih lijekova za lije¢enje MS-
e u stalnom je porastu, a trenutna su istraZivanja usmjerena na pronalaZenje onih lijekova koji

bi mogli poticati organizam na remijelinizaciju i neuroprotekciju (68). DMT za MS-u se dijele
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u dvije osnovne skupine: prvu i drugu liniju. Prvu liniju ¢ine lijekovi srednje u¢inkovitosti, ali
visokog sigurnosnog profila koji djeluju imunomodulacijski, a u njih se ubrajaju interferon beta,
glatiramer-acetat, teriflunomid i dimetil-fumarat. Drugu skupinu c¢ine lijekovi koji djeluju
imunosupresivno te zbog toga imaju vedi rizik od razvoja tezih i ¢e$¢ih nuspojava, ali su zato
iznimno visoke uc¢inkovitosti, a toj skupini pripadaju: natalizumab, alemtuzumab, fingolimod,
kladribin, daklizumab, siponimod i okrelizumab (4,28). Postoje dva nacina lijecenja s obzirom
na uzimanje DMT-ova: indukcijsko i eskalacijsko uzimanje. Indukcijsko uzimanje lijeka je
uzimanje druge linije lijekova koji imaju viSe nuspojava, ali ¢e se na taj nacin ve¢ u ranoj fazi
sprijeciti nastanak invaliditeta. Pobornici ekskalacijskog pristupa, s druge strane, smatraju da
se treba u pocetku uzimati lijek iz prve linije koji je za pacijenta sigurniji, ali manje efikasan pa
u slucaju pogorsanja treba prijeci na lijek iz druge linije. PogorSanje bolesti prati se MR-om

nastajanjem novih lezija 1/ili novonastalim klinickim simptomima (69).

1.7.3. Simptomatsko lijeCenje

Simptomatsko lijeCenje odnosi se na nefarmaceutske i farmaceutske terapijske metode
koje lije¢e simptome nastale zbog ofteéenja SZS-a. Simptomatsko lijeGenje najéesée nije
specificno za MS-u; ukljucuje lijeCenje disfunkcije mokra¢nog mjehura i neuropatske boli.
Kognitivna oStecenja zahtjevaju individualiziran pristup lijeCenju 1 uklanjanje potencijalnih
¢imbenika koji ga poti¢u. Postoji i simptomatska terapija posebno indicirana za pacijente
oboljele od MS-a: nabiximols i 4-aminopiridin. Nabiximols pomaZe smanjivanju spasticiteta, a
4-aminopiridin pobolj$ava moguénost hoda. Cesto oboljeli imaju poremecaje sna Cija
prevalencija raste proporcionalno trajanju MS-e. Takvi pacijenti ¢esto popratno imaju tjeskobu,

depresiju i umor (4,70).

1.8. Okrelizumab

Okrelizumab je rekombinantno humanizirano intravensko anti-CD20 monoklonsko
protutijelo koje je odobreno kao lijek prvog izbora za sve pacijente s PPMS-om i za pacijente s
RRMS-om uz uvijet od barem jednog relapsa u posljednje dvije godine ili sa prikazom barem
jedne aktivne lezije na MR-i (71,72). Djeluje imunosupresijski vezu¢i se na povrSinski antigen
CD20 na CD20+ limfocitima B uzrokujuéi njihovu depleciju (73). Selektivnu depleciju CD20+

limfocita B poti¢e putem: apoptoze, staniCne citotoksiCnosti ovisne o protutijelima i
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komplementu te stanicne fagocitoze ovisne o protutijelima. S druge strane, deplecijski ne
djeluje na ve¢ prisutnu humoralnu imunost i Stedi kapacitet za rekonstituciju limfocita B (72).
Osim CD20+ limfocita B, okrelizumab utjece i na depleciju CD19+ limfocita B posebice unutar
dva tjedna od primanja lijeka (74), medutim, nema utjecaj na limfocite T (75,76). Medijan
oporavka B-limfocita nakon deplecije je 18 mjeseci (73).

U oboljelih, prije uklju¢ivanja okrelizumaba, treba napraviti probir na hepatitis B virus
(HBV). Kontraindiciran je u bolesnika s aktivhom formom HBV-a jer moze dovesti do
reaktivacije HBV-a, a posljedi¢no tome i do razvoja fulminantnog hepatitisa, zatajivanja jetre i
smrti zbog ¢ega je nuzan poseban oprez u onih bolesnika koji imaju pozitivan seroloSki nalaz i
u onih koji su nositelji virusa (72,77).

Premedikacijom se smanjuje ucestalost i1 teZina reakcije na infuziju. Daje se
antihistaminik i metilprednizolon u dozi od 100 mg intravenski pola sata prije infuzije
okrelizumaba. PoZeljna je 1 primjena antipiretika.

Pocetna doza okrelizumaba je 600 mg. Prima se u dvije podijeljenje infuzije: jedna
infuzija sadrzava 300 mg lijeka u 250 mL fizioloSke otopine s razmakom od dva tjedna.
Primjena traje 150 minuta. Svaka iduc¢a doza daje se s minimalnim odmakom od pet mjeseci
(najCesce Sest) u jednoj infuziji od 600 mg lijeka u 500 mL fizioloske otopine i traje priblizno
120 ili 210 minuta ovisno o brzini primjene. Lijek se razrjeduje u fizioloskoj otopini do
koncentracije 1,2 mg/mL. Bolesnike je potrebno nadzirati prilikom svake infuzije lijeka sve do
barem jednog sata nakon zavrSetka primjene. Moguc¢e nuspojave nakon primjene okrelizumaba

Su:

1. reakcije na infuziju;
2. infekcije;

3. laboratorijske abnormalnosti.

Reakcije na infuziju ¢esto su povezane s otpuStanjem kemijskih posrednika tj. citokina.
NajcesSce se javljaju tijekom prve infuzije lijeka unutar 24 sata od intravenske primjene.
Simptomi i znakovi ukljucuju: crvenilo, svrbez, dispneju, navale crvenila, umor, glavobolju,
mucninu, povracanje, tahikardija, urtikarija, nadrazaj grla, omaglice, orofaringealnu bol,
anafilakciju 1 hipotenziju. Zbog rizika od hipotenzije, ne preporua se uzimanje
antihipertenzivnog lijeka u hipertoni¢ara 12 sati prije primjene okrelizumaba. Zbrinjavaju se
samo ozbiljniji simptomi i znakovi. Ako se jave teZi plu¢ni znakovi poput astmatskog napadaja,

bronhospazma i anafilaksije, infuzija se prekida i lijeCe se novonastale nuspojave. Simptomi
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reakcije na infuziju i preosjetljivosti na lijek Cesto su preklapajuéi i klini¢ki neraspoznatljivi. U
slu¢aju akutne alergijske reakcije preosjetljivosti tipa 1 u kojima sudjeluju imunoglobulini E
(IgE), daljnje lijeCenje okrelizumabom je kontraindicirano. Za razliku od reakcija na infuziju,
reakcije akutne IgE preosjetljivosti vrlo rijetko se javljaju prilikom prve infuzije lijeka.
Infekceije se mogu javiti na bilo kojem dijelu tijela iako je najcesce sijelo infekcija respiratorni
trakt. Ozbiljne infekcije se javljaju vrlo rijetko, ali je zabiljezena povecana stopa ozbiljnjih
infekcija u pacijenata s RRMS-om izmedu 2. i 3. godine primanja lijeka (72). Znacajno je
povecana stopa ozbiljnijih infekcija u onih bolesnika koji su, zajedno s okrelizumabom, uzimali
i druge imunomodulacijske ili imunosupresijske lijekove, zbog ¢ega je njihovo kombiniranje
kontraindicirano (78).

Bolesnici lijeceni okrelizumabom izlozeni su minimalnom riziku za razvoj progresivne
multifokalne leukoencefalopatije (PML). Terapija se obustavlja odmah pri prvim simptomima
ili znakovima PML-e. Oni ukljucuju: progresivnu jednostranu slabost, nespretnost prilikom
pokretanja udova, abnormalnosti vida, promjene u nacinu razmi$ljanja, pamcenju i orijentaciji
koja dovodi do konfuzije i promjene osobnosti.

Herpes infekcije ¢eS¢e se javljaju kao nuspojava nakon primanja okrelizumaba nego u
kontrolnim skupinama koje su koristile placebo ili interferon beta. Herpes infekcije ukljucuju:
herpes simplex, herpes zoster, oralni i genitalni herpes. Uglavnom su blage ili umjereno teske.
Nema zabiljeZenih podataka o razvoju diseminiranog oblika herpes infekcije (79). Neutropenija
je hematoloski poremecaj koji obiljezava apsolutni broj neutrofilnih granulocita manji od 1,5 x
10° stanica/L. Teskom neutropenijom smatra se vrijednost neutrofila manja od 0,5 x 10°
stanica/L. Ovo je vazan hematoloski nalaz jer je visoki ¢imbenik rizika za razvoj bakterijskih
infekcija (80).

Blaga i umjerena neutropenija moze se javiti nakon infuzije okrelizumaba. Obi¢no se
javlja samo jednom, prolazna je i nije potrebno nikakvo dodatno lije€enje. TeSka neutropenija
iznimno je rijetka 1 lijeci se faktorom stimulacije kolonije granulocita (72).

Neutropenija s odgodenim pocetkom moze se javiti nekoliko mjeseci nakon primjene
lijeka. Cesée se javlja od neutropenije odmah nakon primjene okrelizumaba. Prema najnovijim
istraZzivanjima, smatra se da su promjenjeni ¢imbenici rasta zasluzni za razvoj granulocita pa
posljedi¢no dolazi do velikog smanjenja neutrofila. Ova nuspojava je nepredvidiva, a moZe se,
rutinskom pretragom krvi, na vrijeme prepoznati i dijelom ublaziti. Pacijentima, koji su primili
okrelizumab unatrag jedne godine, preporuceno je hitno javljanje lije¢niku u slucaju razvoja

groznice ili infektivne bolesti (81).
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Limfopenija predstavlja ukupni broj limfocita u krvi nizi od 1000 stanica/pL u odraslih.
Posljedice ukljuc¢uju oportunisticke infekcije i poveéan rizik od razvoja autoimunih i malignih
bolesti (82). Pad ukupnog broja limfocita s predominacijom pada CD8+ T-limfocita moZe se
javiti u bolesnika lijeCenih okrelizumabom. Takvi bolesnici razvijaju ozbiljnije virusne
infekcije, medutim, broj bolesnika s ovom nuspojavom bio je iznimno malen da bi se donijeli
posebni zakljuéci i potrebna su daljna prospektivna istrazivanja (72,83).

Hipogamaglobulinemija je hematoloski poremecaj pada broja gama globulina. Klinicka
slika moze biti ili potpuno asimptomatska ili se moZe prezentirati razliitim infekcijama ovisno
o vrsti gama globulina koji su u padu i njihovoj apsolutnoj vrijednosti (84). Pacijenti prilikom
uzimanja okrelizumaba najéeS¢e vremenom razvijaju hipogamaglobulinemiju. U
kontinuiranom su padu imunoglobulini M (IgM), dok se imunoglobulini G (IgG) znacajno
snizavaju najcesce tek nakon primjene petog ciklusa okrelizumaba i povezani su s razvojem
ozbiljnijih infekcija (85).

Lijek je kontraindicirano uzimati u slucaju:

1 IgE preosjetljivosti na djelatnu ili pomoc¢nu tvar lijeka;
2 teSke aktivne infekcije;

3. teSkog imunokompromitiranog bolesnika;

4

poznatih aktivnih zlo¢udnih bolesti.

Ne preporuca se cijepljenjem Zivim 1 zivim atenuiranim cjepivima tijekom i nakon
uzimanja okrelizumaba sve dok ne dode do oporavka B-limfocita. Preporuca se cijepljenje
sezonskim cjepivom protiv gripe. Svi bolesnici koji su primili neko cjepivo, idué¢u dozu
okrelizumaba mogu primiti s odmakom od najmanje Sest tjedana od dana primitka cjepiva (72).

Okrelizumab je IgG1 antitijelo koje, kao ni ostala IgG1 antitijela, ne prelaze placentalnu
barijeru u prvom trimestru trudno¢e. Animalne studije pokazuju da lijek moZe uzrokovati
depleciju limfocita B u novorodencadi, toksi¢nost testisa, bubrega i kostane srzi te perinatalnu
smrt u dozi slicnoj ili ve¢oj od one koja se klinic¢ki koristi (86). Primjena okrelizumaba u
trudno¢i nosi sa sobom potencijalni rizik od produljenog manjka B-limfocita, ¢ime se
potencijalno povecava rizik od korioamnionitisa i sistemskih infekcija majke, a posljedi¢no
moZe do¢i do abortusa, prijevremenog poroda ili mrtvorodenog djeteta. S obzirom da anti-
CD20 antitijelo rituksimab prolazno smanjuje neonatalne B-stanica (87), preporuka je
izbjegavati trudnoc¢u 6 do 12 mjeseci nakon posljednje primjene anti-CD20 antitijela pa tako i

okrelizumaba (72,86). Na animalnim modelima potvrdeno je izlu€ivanje okrelizumaba u
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maj¢ino mlijeko. Zbog potencijalnih Stetnih u¢inaka lijeka na dojencad, dojenje se ne preporuca
(72). Najnovije studije provedene na humanim modelima naglasavaju vrlo nisku vjerojatnost
Stetnih u¢inaka monoklonskih protutijela dojenjem (88). Lije¢enje okrelizumabom moglo bi

biti sigurno za dojencad, ali su potrebna dodatna istrazivanja na ve¢em broju zena (89).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZE



2.1. Primarni cilj istraZivanja

Utvrditi postoji li razlika u imunofenotipizaciji T-limfocita, B-limfocita i NK stanica prije prve

i prije druge doze okrelizumaba u bolesnika lijecenih zbog multiple skleroze u Klinici za

neurologiju KBC-a Split u razdoblju od 1. sije¢nja 2019. do 31. prosinca 2021.

2.2. Sekundarni ciljevi istraZzivanja

1.

Prikazati postoji li razlika u laboratorijskim nalazima prije prve infuzije i mjesec dana nakon
druge infuzije prve doze okrelizumaba.

Usporediti promjenu u elektroforezi serumskih proteina prije prve i prije druge doze
okrelizumaba.

Analizirati razdiobu po spolu i obliku MS-e oboljelih bolesnika na terapiji okrelizumabom.
Prikazati broj relapsa u pacijenata s RRMS-om u godini prije prvog primanja okrelizumaba.
Utvrditi dob i prosjecno trajanje bolesti od trenutka postavljanja dijagnoze MS-e do

primjene prve doze okrelizumaba.

2.3. Hipoteze

1.

Okrelizumab se kod lijeCenja primjenjivao u ve¢em postotku oboljelih Zzena u odnosu na
muskarce.

Najveci broj oboljelih koji primaju okrelizumab nalazi se u dobnoj skupini od 40 do 60
godina.

Veci broj bolesnika na terapiji okrelizumabom ima dijagnosticiranu RRMS-u.

Prosjec¢no trajanje bolesti od dijagnoze MS-e do prvog primanja okrelizumaba dulje je u
bolesnika s RRMS-om.

Mjesec dana nakon primljene prve doze okrelizumab nece rezultirati pojavom neutropenije,
limfopenije 1 poremecajem jetrenih enzima u krvnoj slici.

Hipoalbuminemija i1 hipoglobulinemija se ne javljaju nakon primjene prve doze
okrelizumaba.

Okrelizumab ne uzrokuje zna¢ajni pad T-limfocita nakon primjenjene prve doze.
Okrelizumab uzrokuje zna¢ajan pad B-limfocita nakon primjenjene prve doze.

Okrelizumab ne utje¢e na NK stanice nakon primjenjene prve doze.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Organizacija istrazivanja

Provedeno je retrospektivno istrazivanje na bolesnicima s dijagnozom MS-e koji su
lijeCeni okrelizumabom u razdoblju od 1. sije¢nja 2019. do 31. prosinca 2021. godine u Klinici
za neurologiju KBC-a Split. Podatci su prikupljani iz medicinske dokumentacije u razdoblju od
1. lipnja 2022. do 1. srpnja 2022. godine. KoriSteni su laboratorijski nalazi te povijesti bolesti

navedenih pacijenata u elektronskom i pisanom obliku.

3.2. Ispitanici

Ispitanici su svi bolesnici u Klinici za neurologiju KBC-a Split koji su oboljeli od MS-
e, a lijeCeni su okrelizumabom. Kriteriji ukljuc¢enja su: pripadnost bolesnika skupini od 18 1 vise
godina i prvo primanje okrelizumaba od 1. sije¢nja 2019. do 31. prosinca 2021. godine. Kriterij
iskljucenja je odustajanje bolesnika od daljnjeg lijeCenja okrelizumabom, nakon §to su primili

prvu polovicu prve doze, zbog zdravstvenog stanja neovisnog o MS-i i primjeni okrelizumaba.

3.3. Opis istrazivanja

Podatci su prikupljani u Klinici za neurologiju KBC-a Split iz medicinske pismohrane i
racunalnog programa Bolnickog informatickog sustava (BIS). U istraZivanju su analizirani
demografski i klinicki parametri lijeCenih bolesnika: spol, dob (godine bolesnika do prve
primjene okrelizumaba), dobne skupine, prosje¢no trajanje bolesti od godine postavljanja
dijagnoze MS-e do godine prve primjene okrelizumaba, oblik bolesti (RRMS 1 PPMS) 1 broj
relapsa u RRMS-i po godini uzimaju¢i u obzir godinu prije primjene prve doze okrelizumaba.
Usporedene su vrijednosti laboratorijskih parametara do dva dana prije prve infuzije i mjesec
dana nakon druge infuzije prve doze okrelizumaba. Takoder su usporedeni nalazi elektroforeze
serumskih proteina i imunofenotipizacije limfocita periferne krvi prije prve i prije druge doze

okrelizumaba.
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3.4. Statisticki postupci

Za analizu podataka koriSten je racunalni program Statistical Package for the Social
Science za raCunalno sucelje Windows 10 (IBM SPSS software, verzija 28). Nominalne
varijable izrazene su brojkom odnosno postotkom. Numericke varijable prikazane su kao
aritmetiCka sredina + standardna devijacija te kao medijan i interkvartilni raspon (IQR), a
potonje su usporedene Mann-Whitney U testom primjenjuju¢i metode usporedne statistike.
Granica statisticke znacajnosti rezultata postavljena je na P<0,05. Grafovi su izradeni

koriStenjem racunalnog programa Microsoft Office Excel 2013.

3.5. Eti¢nost istrazivanja

Sukladno Kodeksu lije¢nicke etike 1 deontologije (NN55/08, 139/15), Helsinskoj
deklaraciji (1964.-2013.), Zakonu o zastiti prava bolesnika (NN 169/04, 37/08) i Zakonu o
zastiti osobnih podataka (NN 103/03-106/12), istrazivanje je u potpunosti uskladeno s
pravilima i odredbama te se Stite osobni podatci i prava svih ispitanika koji su sudjelovali u
ovom istrazivanju. Etickog povjerenstva KBC-a Split odobrilo je ovo istrazivanje. Klasa: 500-

03/22-01/108, Ur.broj: 2181-147/01/06/M.S.-22-02.
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4. REZULTATI



U razdoblju od 1. sije¢nja 2019. do 31. prosinca 2021. godine u Klinici za neurologiju
u KBC-u Split 22 oboljelih od MS-e lijecilo se okrelizumabom. Na Slici 6. prikazana je
razdioba po spolu bolesnika oboljelih od MS-e koji su primili okrelizumab. Ukupno je bilo 15
zena (68,2%) 1 7 muskaraca (31,8%).

Spol

Slika 6. Graficki prikaz razdiobe bolesnika lijjecenih okrelizumabom po spolu

Od 22 bolesnika s MS-om koji su primili prvu dozu okrelizumaba, 12 ih je imalo

dijagnozu RRMS-e (54,55%), a 10 dijagnozu PPMS-e (45,45%) (Slika 7).

Oblik MS?-e

PPMS?
45%
RRMS®
55%

Slika 7. Graficki prikaz podjele bolesnika lije¢enih okrelizumabom s obzirom na oblik
multiple skleroze

multipla skleroza

® relapsno-remitirajuéa multipla skleroza

¢ primarno-progresivna multipa skleroza
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Od 12 bolesnika koji su imali RRMS-u, 4 bolesnika imali su relaps jednom, 5 bolesnika

dvaput, a 3 bolesnika tri i viSe puta unutar 12 mjeseci do prve primjene okrelizumaba (Slika 8).

Broj relapsa
N

o
[y
N
w
RN
[€,]
[e)]

Broj bolesnika

Slika 8. Graficki prikaz broja bolesnika oboljelih od relapsno-remitiraju¢e multiple skleroze s
obzirom na broj relapsa u posljednjih 12 mjeseci do prve primjene okrelizumaba

Medijan dobi ispitanika (N=22) u trenutku prve primjene okrelizumaba iznosio je 46,50
godina u rasponu od 38. do 53. godine. Minimalna dob bolesnika bila je 21, a maksimalna 67
godina. Prosje¢no trajanje bolesti od dijagnoze RRMS-e do prve primjene okrelizumaba bilo je
9 + 3,46 godina, a 4,25 + 4,10 godina od dijagnoze PPMS-e do prve primjene okrelizumaba
(Tablica 2).

Tablica 2. Prikaz dobi bolesnika na pocetku primjene okrelizumaba i prosjeCnog trajanja
bolesti od dijagnoze multiple skleroze do prve primjene okrelizumaba

N=22
46,50
IQR (38, 53)
min-max (21-67)

Dob pacijenata na pocetku primjene
okrelizumaba (godine)

Duljina trajanja relapsno-remitirajuce
multiple skleroze do prve primjene N=9
okrelizumaba (godine) 9 +3.46

Duljina trajanja primarno-progresivne

multiple skleroze do prve primjene N=8
okrelizumaba 425 +4.1
(godine) ’ ’
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Na Slici 9. prikazana je dobna raspodjela bolesnika na terapiji okrelizumabom.
Bolesnici su svrstani u 5 dobnih kategorija. U kategoriji od 18 do 30 i u kategoriji od 30 do 40
godina bio je jednak broj bolesnika: 3 bolesnika tj. 13,64% u svakoj kategoriji, a u kategoriji
od 60 i vise godina samo 2 bolesnika (9,09%). U kategorijama od 40 do 50 i od 50 do 60 godina
takoder je prisutan jednak broj oboljelih: 7 bolesnika (31,82%) po svakoj kategoriji. Vidljivo je
da je najviSe ispitanika pripadalo dobnoj skupini od 40 do 60 godina (63,64%).

Dobna raspodjela bolesnika

7 I I

18-30 godina 30-40 godina 40-50 godina 50-60 godina 60 i viSe godina
Dob

Broj bolesnika
N w A~ ()] (e}

—_

Slika 9. Prikaz raspodjele bolesnika lije¢enih okrelizumbom po dobnim skupinama

Laboratorijski su nalazi analizirani ispitanicima do maksimalno 2 dana prije prve
infuzije prve doze i mjesec dana nakon druge infuzije prve doze okrelizumaba (Tablica 3.)
Vidljivo je da nema statisticki zna€ajne razlike u laboratorijskim parametrima usporedujuci

nalaze do dva dana prije i mjesec dana poslije primjene prve doze lijeka (P>0,05).
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Tablica 3. Prikaz laboratorijskih parametara prije primjene prve infuzije prve doze i mjesec

dana nakon primjene druge infuzije prve doze okrelizumaba

Prije primjene prve

Mjesec dana nakon

Varijable infuzije okrelizumaba drug(? infuzije P
okrelizumaba
Leukociti (N=21) (N=20) 0.938
(x10°/L) 6,00 (4,90-7,00) 5,75 (5,25-7,20) ’
Eritrociti (N=21) (N=20) 0.927
(x10"%/L) 4,80 (4,31-4,93) 4,78 (4,42-4,91) ’
Hemoglobin (N=21) (N=20) 0.927
(g/L) 139,00 (128,00-149,00) 138,00 (130,75-148,25) ’
Trombociti (N=21) (N=20) 0.764
(x10°/L) 233,00 (221,00-284,00) 251,50 (215,75-279,50) ’
Neutrofili (N=21) (N=20) 0.676
(x10°/L) 3,70 (2,68-4,47) 3,40 (3,20-4,98) ’
Limfociti (N=21) (N=20) 0.100
(x10°/L) 1,59 (1,24-2,10) 1,36 (1,18-1,71) ’
Monociti (N=21) (N=20) 0.347
(x10°/L) 0,41 (0,33-0,53) 0,46 (0,40-0,57) ’
Eozinofili (N=21) (N=20) 0.657
(x10°/L) 0,14 (0,10-0,22) 0,13 (0,09-0,20) ’
Bazofili (N=21) (N=20) 0.594
(x10°/L) 0,04 (0,03-0,05) 0,04 (0,03-0,05) ’
AST? (N=19) (N=20) 0.592
(U/L) 19,00 (18,00-21,50) 20,00 (16,75-23,00) ’
ALT" (N=19) (N=20) 0.663
(U/L) 20,00 (17,50-28,00) 19,50 (16,00-24,25) ’
GGT* (N=20) (N=20) 0.881
(U/L) 15,00 (12,00-22,00) 15,00 (12,75-21,00) ’
ALP* (N=7) (N=38) 0.862
(U/L) 61,00 (49,00-74,00) 59,50 (51,00-73,50) ’
LDH* (N=13) (N=11) 0.401
(U/L) 158,00 (142,00-168,00) 178,00 (149,50-181,50) ’

Podatci su prikazani kao medijan 1 interkvartilni raspon

* Mann-Whitney U test
?aspartat aminotransferaza
® alanin aminotransferaza

¢ gama-glutamil transferaza
4 alkalna fosfataza

¢ laktat dehidrogenaza
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U Tablici 4. prikazane su vrijednosti nalaza elektroforeze serumskih proteina prije prve
i prije druge primjene okrelizumaba. Usporedbom navedenih vrijednosti, nije doSlo do
statisticki znacajne razlike u koli¢ini albumina i globulina kao ni u albuminsko-globulinskom
omjeru (P>0,05).

Tablica 4. Prikaz vrijednosti nalaza elektroforeze serumskih proteina prije prve i prije druge
doze okrelizumaba.

Prije primjene prve Prije primjene druge

Elektroforeza doze okrelizumaba doze okrelizumaba P*
(N=16) (N=15)
3 43,70 42,14
Albumin (/L) (41,14-44,30) (41,20-43,15) 0257
Alfa-1-globulini 2,68 2,80 0.621
(g/L) (2,50-3,00) (2,69-2,98) ’
Alfa-2-globulini 6,51 6,60 0.782
(g/L) (6,19-7,34) (6,30.6,94) ’
. . 7,20 7,42
Beta globulini (g/L) (6.90-8.13) (7.02-7.89) 0,737
Gama-globulini 9,78 9,59 0.874
(g/L) (8,64-10,88) (8,55-10,48) ’
. . . 1,63 1,62
Albumin/globulini (1.53-1.71) (1.50-1.71) 0,722

Podatci su prikazani kao medijan 1 interkvartilni raspon
* Mann-Whitney U test
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Nalazi imunofenotipizacije T-limfocita, B-limfocita i NK-stanica analizirani su na 17
bolesnika prije prve doze i 19 bolesnika prije druge doze okrelizumaba (Tablica 5). Medijan i
IQR T-limfocita (CD3+), T-pomagackih limfocita (CD3+CD4+) i T supresorskih/citotoksi¢nih
limfocita (CD3+CD8+) limfocita prije primjene prve doze okrelizumaba iznosili su 1275,00
(1005,00-1483,00), 744,00 (678,00-891,00) i 343,00 (302,00-508,00) stanica/uL, a prije
primjene druge doze 1097,00 (962,00-1323,50), 675,00 (543,00-810,00) i 328,00 (262,00-
486,50) stanica/uL. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u padu vrijednosti T, T-
pomagackih 1 T-supresorskih/citotoksi¢nih limfocita (P>0,05). Nije doSlo do promjene u
omjeru CD4+/CD8+ T limfocita (P=0,861). B limfociti (CD19+) prije prve primjene lijeka
iznosili su 175,00 (137,00-214,00) stanica/uL, a prije druge primjene 4,00 (1,00-27,00)
stanica/pL. Pronaden je drasti¢ni pad u vrijednostima CD19+ B-limfocita (P<0,001). Razina
NK stanica (CD3-CD16+56+) prije primjene lijeka bila je 237,00 (190,00-338,00) stanica/uL,
a prije primjene druge doze 157,00 (135,50-246,50) stanica/uL. Takoder je primjecen statisticki
znacajna razlika u broju NK stanica (CD3-CD16+56+) nakon prve primjene okrelizumaba

(P=0,018).
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Tablica S. Prikaz nalaza imunofenotipizacije prije prve i prije druge doze okrelizumaba

Prije prve doze

Prije druge doze

Imun(l)ii;fll;(())zii[t);zacija Biljeg okrelizumaba okrelizumaba P*
(N=17) (N=19)
T (stanica/uL) CD3+ (1005%&223,00) (962,10%9-71,30203,50) 0,274
T(sf’alliﬁf.i? CD3+CDd+ (678,7045{,2?901,00) (543,6()7()5:’5100,00) 0,136
Sl ComeDge M0 B0 o
(stanica/pL)
Omjer CD4+/CD8+  CD4+/CD8+ | 0. (S0 0861
B (stanica/uL) CDI%  00oia00)  (Looatoo <0001
NK* (stanica/uL) CDC‘1:I6)-§§6+ (190,20307—’30308,00) (135,15507—’204?6,50) 0,018

Podatci su prikazani kao medijan 1 interkvartilni raspon

* Mann-Whitney U test

 prirodne stanice ubojice od engl. Natural killer
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5. RASPRAVA



Lijek okrelizumab monoklonsko je protutijelo koje je pokazalo visoku ucinkovitost u
oboljelih od aktivne RRMS-e i PPMS-e. Prvo odobrenje lijeka za lijecenje odraslih bolesnika
od potonjih bolesti dogodilo se u ozujku 2017. godine u Americi, a nedugo zatim i u Europi
(90). S obzirom da je okrelizumab danas postao lijekom prvog izbora za navedene oblike MS-
e, primarni cilj ovog istrazivanja je prikazivanje razlika u imunofenotipizaciji limfocita prije
prve i prije druge doze okrelizumaba u trogodisnjem razdoblju (2019.-2021.) u KBC-u Split.

U ovaj istrazivacki retrospektivni rad ukljuceno je 22 ispitanika. 15 ispitanika (68,2%)
bilo je zenskog, a 7 (31,8%) muSkog spola. Sempere 1 suradnici proveli su istraZivanje o utjecaju
okrelizumaba na bolesnike oboljele od MS-e. U svoj rad ukljucili su 70 ispitanika od ¢ega 42
zene 128 muskaraca, Sto bi, prikazujuci relativnim odnosom, bilo 60% zena, a 40% muskaraca
(91). Brill 1 suradnici u svoje su istrazivanje ukljucili 33 ispitanika lijeCenih okrelizumabom
gdje je takoder vecinski udio bio Zena (67,3%) (92). Nasi podatci odgovaraju navedenim
istrazivanjima $to se moze pripisati ve¢oj incidenciji zena oboljelih od MS-e, a posljedi¢no
tome 1 vecoj incidenciji zena koje primaju okrelizumab.

Prosjecna duljina trajanja bolesti od dijagnoze MS-e do prve primjene okrelizumaba u
NEDA studiji iznosila je 4,1 £ 5,1 godinu za oboljele od RRMS-e (93), au ORATORIO studiji
2,9 + 3,2 godine za oboljele od PPMS-e (94). NaSe istraZivanje takoder pokazuje da je bio
potreban veci vremenski period za primjenu okrelizumaba u bolesnika kojima je
dijagnosticirana RRMS s obzirom na bolesnike kojima je dijagnosticirana PPMS. S druge
strane, u nasem istrazivanju, srednje vrijednosti su vece. ProsjeCno trajanje za oboljele od
RRMS-e bilo je 9 + 3,46 godina, a za oboljele od PPMS 4,25 + 4,10 godina. Moguce je da je
razlog kasnijoj primjeni okrelizumaba to §to su bolesnici duzi vremenski period primali lijekove
iz prve ili druge terapijske linije 1 njima odrzavali remisiju 1 minimalnu progresiju simptoma, a
prebaceni su na okrelizumab ponovnom aktivacijom MS-e.

Cellerino 1 suradnici u svome istrazivanju o okrelizumabu imaju 153 ispitanika
prosje¢ne dobi41,9 + 11,4 godina (95), dok Gingele i suradnici u¢inak okrelizumaba analiziraju
na 21 ispitaniku s medijanom dobi od 43 godine u rasponu od 22 do 65 godina (96). Usporedno
s na$im istraZivanjem na 22 pacijenta, uocavaju se vrlo sli¢ni rezultati: prosje¢na dob iznosila
je 44,59 + 12,443 godine, a medijan 46,5 godina u rasponu od 37,5 do 53,25 godina. Uzimajuéi
u obzir godinu dijagnoze MS-e 1 vremenski period od dijagnoze do primjene okrelizumaba, sva
tri istrazivanja u skladu su s najnovijim epidemioloSkim podatcima iz 2022. godine prema
kojima se MS dijagnosticira izmedu 20. 1 50. godine Zivota, a primjena prve doze okrelizumaba

nekoliko godina kasnije (3).
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Nasim ispitanicima izvadeni su laboratorijski nalazi unazad maksimalno dva dana prije
prve infuzije prve doze okrelizumaba, dok je kontrolna laboratorijska analiza napravljena
mjesec dana nakon druge infuzije. Leukociti i neutrofilni granulociti pokazali su minimalni pad
bez statisticki znacajnih rezultata od ¢ega su tri bolesnika razvili blagi oblik neutropenije (do
1,0 x 10° stanica/L). Marodann i suradnici u svome su radu prikazali slu¢aj bolesnika oboljelog
od MS-¢ koji je zbog pojave odgodene neutropenije nakon primjene rituksimaba prebacen na
okrelizumab. Mjesec dana kasnije, bolesnik je razvio leukopeniju (2.4 x 10° stanica/L) i tesku
neutropeniju (0.240 x 10° stanica/L). Smatraju da je neutropenija nakon primjene anti-CD20
protutijela relativno rijetka i najéeS¢e blagog oblika §to se podudara s nasim podatcima. Kako
su slabo poznati mehanizmi 1 predisponirajuci rizicni ¢imbenici koji dovode do neutropenije
nakon primjene okrelizumaba, potrebna su dodatna detaljna istrazivanja (97).

Demir i suradnici prikazali su rezultate jetrenih enzima kod 51 ispitanika koje su
prikupili prije prve infuzije prve doze okrelizumaba i mjesec dana poslije druge infuzija lijeka.
Usporeduju¢i vrijednosti jetrenih enzima, u njihovom je istrazivanju doSlo do minimalnih
razlikau AST (23,8 £+22,9122,2+7,2 U/L), ALT (24,6 £17,5122,8 + 10,2 U/L) i GGT (28,2
+ 31,1 i 21,3 + 13,8 U/L) enzimima bez statisticke znacajnosti ¢ime su pretpostavili da
okrelizumab nema hepatotoksi¢ni ucinak nakon primjene prve doze (98). Isto istraZivanje
provedeno je na nasim ispitanicima. Takoder smo dobili rezultate bez statisticke znacajnosti i
minimalne razlike u AST (19,00 (18,00-21,50) 120,00 (16,75-23,00) U/L), ALT (20,00 (17,50-
28,00) i 19,50 (16,00-24,25) U/L) i GGT (15,00 (12,00-22,00) i 15,00 (12,75-21,00) U/L)
enzimima.

Osim $to su Demir 1 suradnici usporedivali jetrene enzime, usporedivali su u istom
vremenskom periodu i ukupan broj limfocita u perifernoj krvi. Prema njihovim rezultatima,
prosjecan broj ukupnog broja limfocita prije prve infuzije iznosio je 1761,5 + 759,1 stanica/uL,
dok je mjesec dana nakon druge infuzije prve doze okrelizumaba iznosio 1567,7 + 392,0
stanica/uL.. Dobili su staticki znacajan pad ukupnog broja limfocita Sto su povezali s
djelovanjem okrelizumaba barem jo§ mjesec dana nakon njegove primjene (98). NaSi rezultati
ne preklapaju se u potpunosti s navedenim istraZzivanjem. U naSih ispitanika takoder se dogada
pad limfocita u perifernoj krvi (1,59 (1,24-2,10) 1 1,36 (1,18-1,71) x10° stanica/L), ali bez
statisticke znacajnosti. Moguce je da nismo uspjeli dobiti statisti¢ki znacajne rezultate u naSem
istrazivanju zbog manjeg uzorka ispitanika (N=22) u usporedbi s brojem ispitanika u radu
Demira i suradnika (N=51).

Imunofenotipizaciju podgrupa limfocita iz periferne krvi analizirali smo kod naSih

ispitanika prije primjene prve doze i prije primjene druge doze okrelizumaba. Usporedbom ove
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dvije grupe, uocili smo pad CD3+ T-limfocita, pomagackih CD4+ T-limfocita i supresorskih
CD8+ T-limfocita. Pad nije bio statisticki znacajan u niti jednoj od navedenih skupina. Nasi
rezultati podudarali su se sa studijom Cellerina i suradnika u kojoj je uoc¢en pad navedenih T-
limfocita, ali takoder bez statistickih znaCajnih rezultata prije i nakon prve primjene
okrelizumaba. Navedeni rezultati sugeriraju da okrelizumab ima ograni¢en u¢inak na depleciju
T-limfocita (95). Medutim, Gingele i1 suradnici u svojemu su istrazivanju prikazali da je
vrijednost CD20+ T-limfocita iznosila 224.9 + 24.6 stanica/uL prije primjene okrelizumaba te
su zabiljeZili znacajni pad u vrijednosti od 0.57 + 0.18 stanica/uLL nakon primjene prve doze
okrelizumaba (96). Kako CD20+ T-limfociti ¢ine 18,4% ukupnog broja CD20+ stanica,
navedeni rezultati sugeriraju da okrelizumab nije isklju€ivo specifi¢an za B-limfocite te da
CD20+ T-limfociti potencijalno imaju ulogu u imunopatogenezi i smanjenu aktivnosti MS-e
(96,99). Nismo bili u moguénosti provesti imunofenotipizaciju CD20+ T- limfocita, ali rezultati
prethodnog istrazivanja mogli bi objasniti pad broja T-limfocita i u naSem radu. Moguce je da
oboljeli od MS-e imaju neSto vec¢i broj CD20+ T-limfocita u usporedbi sa zdravom
populacijom, ali potrebno je provesti daljnje studije.

U pretragama se, kao 1 u ve€ini ostalih istrazivanja, radi jednostavnosti kontroliraju
CD19+ B-limfociti jer prisustvo lijeka moze ometati analizu CD20+ B-limfocita (72), a CD19+
biljeg prisutan je u svim stanicama B loze u ljudi (100). Provedenom imunofenotipizacijom
limfocita prije prve i prije druge doze okrelizumaba uocili smo ocekivani drasti¢an pad CD19+
B stanica. Medijan CD19+ B-limfocita prije primjene okrelizumaba u na$ih bolesnika iznosio
je 175,00 u rasponu 137,00 do 214,00 stanica/uL, a prije primjene druge doze 4,00 u rasponu
od 1,00 do 27,00 stanica/uL. U velikom istrazivanju na 218 ispitanika oboljelih od MS-e
Abbadesse 1 suradnika, potvrden je statisticki znacajan pad CD19+ B-limfocita (101).
Ferndndez-Velasco i suradnici takoder su usporedivali djelovanje okrelizumaba na CD19+ B
stanice iako samo na ispitanicima s PPMS-om. CD19+ B stanice izrazili su kao medijan
stanica/uL koji je prije primjene okrelizumaba bio 232 u rasponu 148-354, a nakon Sest mjeseci
prije druge doze 9,1 u rasponu od 1.9 do 41 (102). Nasi rezultati odgovaraju podatcima iz
navedenih istraZivanja i potvrduju primarno djelovanje okrelizumaba na B stani¢nu lozu.

Medijan CD3-CD16+CD56+ NK stanica na$ih ispitanika prije primjene prve doze
okrelizumaba iznosio je 237,00 u rasponu od 190,00 do 338,00 stanica/ul, a na
imunofenotipizaciji napravljenoj prije druge doze okrelizumaba 157,00 u rasponu od 135,50 do
246,50 stanica/uL. Fernandez-Velasco i suradnici takoder su uocili pad CD56+ NK stanica
usporedujuci imunofenotipizaciju prije i nakon prve doze okrelizumaba (medijan stanica/uL 92

u rasponu od 53 do 175 1 90 u rasponu od 58 do 158), ali njihovi rezultati bili su bez statisticke
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znacajnosti (102). Abbadessa i suradnici prikazali su minimalni pad NK stanica (prosjecan broj
stanica/uL. 269.95 + 202.29 i1 264.09 + 174.94) bez statisticke znaCajnosti (83). Nasi rezultati
oprec¢ni su navedenim istrazivanjima jer su pokazali veliki utjecaj okrelizumaba na NK stanice.
Glavna je razlika naseg, u odnosu na ostala istrazivanja, manji uzorak ispitanika. Osim toga,
veéina naSih ispitanika prije primjene okrelizumaba koristila je druge DMT-ove. Perini i
suradnici analizirali su NK-stanice prije i nakon primjene interferona beta i ustanovili su da
lijek djeluje na depleciju CD3-CD16+ i CD3-CD57+ NK stanica (103), dok su Al-Falahi i
suradnici, na animalnim modelima s EAE-om, pokazali da glatiramer-acetat ima puno jacu
ucinkovitost ubijanja vlastitth NK stanica protiv dendriticnih stanica (36). Potencijalno
okrelizumab na neki nain nepoznatim mehanizmom djeluje kumulativno sa zaostacima
prethodno primljenih lijekova i reaktivira njihovo djelovanje na depleciju NK stanica. CD3-
CD16+CD56+ biomarker je za citotoksitne NK stanice koje djeluju na uniStenje stanica
zarazenith virusima, pogodenih karcinomom ili zasluznih za odbacivanje tkiva nakon
transplatacije. Niska razina CD3-CD16+CD56+ NK stanica oboljele ¢ini iznimno osjetljivima
na razvoj herpetickih infekcija (104), a u naSoj studiji jedan bolesnik nakon primjene
okrelizumaba razvio je infekciju herpes virusom. Opisana je 1 moguénost pojave malignih
bolesti nakon primjene okrelizumaba koja je veca u odnosu na placebo i u odnosu na skupinu
koja je primila interferon beta (105) te bi se mogla objasniti, osim smanjenim imunoloskim
odgovorom zbog deplecije B stanicne loze, i smanjenim imunoloSkim odgovorom zbog
deplecije CD3-CD16+CD56+ NK stanica. S obzirom da je okrelizumab novi lijek djelomi¢no
nedovoljno istrazenog imunopatogenetskog mehanizma, moguce je i da sam, neovisno o
drugim imunomodulatornim i imunosupresivnim lijekovima, djeluje i na CD3-CD16+CD56+
NK stanice 1 dovodi do povecanog rizika od razvoja reinfekcija i malignih bolesti. Analiza
nuspojava nakon primjene okrelizumaba van je dometa ovog istraZivanja i potrebne su daljnje
studije kako bi se u potpunosti potvrdio imunopatogenetski mehanizam djelovanja ovoga lijeka.

Potrebno je navesti neka ograni¢enja naSeg istrazivanja. NaSa studija je retrospektivna i
radena je na relativno malenom uzorku od 22 ispitanika. Za analizu pojedinih parametara
nedostajala nam je odredena medicinska dokumentacija. Takoder smo zanemarili zbirne uc¢inke

djelovanja okrelizumaba i prethodno primljenth DMT-ova.
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6. ZAKLJUCCI



Provedenim istrazivanjem prikazali smo sljedece rezultate:

1.

10.

11

12.

Okrelizumab se primjenjuje na vecem postotku oboljelih zena (68,2%) u odnosu na
muskarce (31,8%).

Medijan dobi ispitanika pri prvoj primjeni okrelizumaba iznosi 46,50 godina u rasponu od
38. do 53. godine.

Najvise oboljelih na terapiji okrelizumabom nalazi se u dobnoj skupini od 40 do 60 godina.
Vise oboljelih koji primaju okrelizumab ima RRMS-u nego PPMS-u.

Prosje¢no trajanje duljine bolesti od dijagnoze RRMS-e do prve primjene okrelizumaba (9
+ 3,46 godina) dulje je od prosjeCnog trajanja bolesti od dijagnoze PPMS-e do prve
primjene okrelizumaba (4,25 + 4,10 godina).

Nema razlike u elektroforezi proteina prije prve i prije druge primjene okrelizumaba.
Nema razlike u kontrolnom laboratorijskom nalazu mjesec dana nakon primjene druge
infuzije prve doze u odnosu na laboratorijski nalaz prije prve infuzije prve doze lijeka.
Okrelizumab nije utjecao na razvoj limfopenije i neutropenije mjesec dana nakon primjene
druge infuzije prve doze.

Okrelizumab nije pokazao hepatotoksicni u¢inak mjesec dana nakon primjene druge
infuzije prve doze.

Usporedbom imunofenotipizacije prije prve i prije druge doze okrelizumaba, nastupio je

pad CD3+, CD4+ i CD8+ T-limfocita bez statisticki znacajne razlike.

. Okrelizumab nakon prve primjene znacajno utjece na depleciju CD19+ limfocita B (4,00 u

rasponu od 1,00 do 27,00 stanica/uL).
Medijan CD3-CD16+CD56+ NK stanica nakon prve primjene okrelizumaba znacajno je
snizen 1 iznosi 157,00 u rasponu od 135,50 do 246,50 stanica/uL.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Prikazivanje i usporedba imunofenotipizacije T-limfocita, B-limfocita i NK
stanica prije primjene prve i prije primjene druge doze okrelizumaba u bolesnika oboljelih od
MS-e u KBC-u Split od 1. sije¢nja 2019. do 31. prosinca 2021. godine.

Ispitanici i postupci: Ukljuceno je 22 pacijenata oboljelih od MS-e starijih od 18 godina koji
su se lijecili okrelizumabom u Klinici za neurologiju KBC-a Split u navedenom trogodi$njem
razdoblju. Analizirani su podatci o spolu, dobi, tipu MS-e i prosjeCnom trajanju bolesti od
dijagnoze MS-e do prvog primanja okrelizumaba. Usporedeni su laboratorijski nalazi
prikupljeni do 2 dana prije prve infuzije prve doze i mjesec dana nakon primjene druge infuzije
prve doze okrelizumaba te imunofenotipizacije stanica i elektroforeze proteina prije prve i prije
druge doze okrelizumaba. Statisticka znacajnost postavljena je na P<0,05.

Rezultati: Od ukupno 22 ispitanika, 15 je zenskog (68,2%), a 7 muSkog spola (31,8%). Medijan
dobi iznosio je 46,5 u rasponu od 37,5 do 53,25 godina. Prosjecno trajanje bolesti od dijagnoze
MS-e do prve primjene okrelizumaba kod bolesnika s RRMS-om bilo je 9 + 3,46 godina, a kod
bolesnika s PPMS-om 4,25 + 4,10 godina. Nije bilo statisticki znac¢ajnih razlika u rezultatima
u kontrolnim laboratorijskim parametrima za limfocite, neutrofilne granulocite i jetrene enzime
mjesec dana nakon primjene druge infuzije prve doze okrelizumaba (P>0,05). Nije doslo do
znacajnog pada serumskih albumina i globulina prije druge doze okrelizumaba (P>0,05).
Rezultati CD3+, CD3+CD4+ i CD3+CD8+ T-limfocita prije primjene prve doze okrelizumaba
iznosili su 1275,00 (1005,00-1483,00), 744,00 (678,00-891,00) i 343,00 (302,00-508,00)
stanica/uL. Prije primjene druge doze okrelizumaba vrijednosti su pale na 1097,00 (962,00-
1323,50), 675,00 (543,00-810,00) i1 328,00 (262,00-486,50) stanica/uL. bez statisticke
znacajnosti (P>0,05). Medijan CD19+ B-limfocita i CD3-CD16+CD56+ NK stanica prije
primjene prve doze okrelizumaba bio je175,00 (137,00-214,00) i 237,00 (190,00-338,00)
stanica/uL, a prije primjene druge doze okrelizumaba 4,00 (1,00-27,00) 1 157,00 (135,50-
246,50) stanica/uL. Znacajna deplecija dogodila se i1 kod B-limfocita (P<0.001) i kod NK
stanica (P=0.018).

Zakljuéak: Okrelizumab nije utjecao na promjenu laboratorijskih vrijednosti mjesec dana
nakon primjene druge infuzije prve doze i na elektroforezu proteina prije druge doze. Primjena
prve doze okrelizumaba uzrokovala je minimalni pad T-limfocita, ali znacajni pad B- limfocita

1 NK stanica.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: To show and compare the immunophenotyping of T-lymphocytes, B-
lymphocytes and NK cells before the administration of the first and before the administration
of the second dose of ocrelizumab in patients with MS in the KBC Split from January 1, 2019
to December 31, 2021.

Subjects and methods: 22 MS patients older than 18 years who were treated with ocrelizumab
at the KBC Split Neurology Clinic in the specified three-year period were included. Data on
gender, age, type of MS and the average duration of the disease from the diagnosis of MS to
the first administration of ocrelizumab were analyzed. Laboratory findings collected up to 2
days before the first infusion of the first dose and one month after the administration of the
second infusion of the first dose of ocrelizumab and cell immunophenotyping and protein
electrophoresis before the first and before the second dose of ocrelizumab were compared.
Statistical significance was set at P<0.05.

Results: Out of a total of 22 respondents, 15 are female (68.2%), and 7 are male (31.8%). The
median age was 46.5, ranging from 37.5 to 53.25 years. The average duration of the disease
from the diagnosis of MS to the first administration of ocrelizumab in patients with RRMS was
9 + 3.46 years, and in patients with PPMS 4.25 + 4.10 years. There were no statistically
significant differences in the results of the control laboratory parameters for lymphocytes,
neutrophil granulocytes and liver enzymes one month after administration of the second
infusion of the first dose of ocrelizumab (P>0.05). There was no significant decrease in serum
albumin and globulin before the second dose of ocrelizumab (P>0.05). The results of CD3+,
CD3+CD4+ and CD3+CDS8+ T-lymphocytes before administration of the first dose of
ocrelizumab were 1275.00 (1005.00-1483.00), 744.00 (678.00-891.00) and 343.00 (302.00-
508.00) cell/uL. Before administration of the second dose of ocrelizumab, the values decreased
to 1097.00 (962.00-1323.50), 675.00 (543.00-810.00) and 328.00 (262.00-486.50) cells/uL
without statistical significance (P>0.05). Median CD19+ B-lymphocytes and CD3-
CD16+CD56+ NK cells before administration of the first dose of ocrelizumab were 175.00
(137.00-214.00) and 237.00 (190.00-338.00) cells/uL, and before administration of the second
dose of ocrelizumab 4.00 (1.00-27.00) and 157.00 (135.50-246.50) cells/uL. Significant
depletion occurred in both B-lymphocytes (P<0.001) and NK cells (P=0.018).

Conclusion: Ocrelizumab did not affect the change in laboratory values one month after
administration of the second infusion of the first dose and on protein electrophoresis before the
second dose. Administration of the first dose of ocrelizumab caused a minimal decrease in T-

lymphocytes, but a significant decrease in B-lymphocytes and NK cells.
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