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Uros Rot', Andreja Emer3ic?

Bioloski oznacevalci v likvorju pri multipli
sklerozi - korak k bolniku prilagojeni medicini?
Cerebrospinal Fluid Biomarkers in Multiple Sclerosis - A Step Towards

Personalized Medicine?

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: multipla skleroza, likvor, bioloski oznagevalci, proste lahke verige kapa, lahke verige

nevrofilamentov

Stevilne terapevtske moZnosti za multiplo sklerozo omogo¢ajo, da zdravljenje prilaga-
jamo posamezniku glede na potek in aktivnost njegove bolezni, ocenjeno tveganje za neZe-
lene ucinke, pridruZene bolezni, Zivljenjski slog in Zelje posameznika. Kljub temu je zaradi
heterogenosti bolezni in pomanjkanja specifi¢nih farmakogenomskih oznacevalcev odziv
na zdravljenje teZko napovedati. Zato je Se posebej pomembno individualno spremljanje
uspe$nosti terapije in obvladovanje ter preprecevanje hudih neZelenih ucinkov. Pri pra-
voCasnem odkrivanju nezadostnega terapevtskega odziva so nam lahko v veliko pomoc¢
razlicni biolo8ki oznacevalci. Z analizo likvorja dobimo informacijo o vnetni aktivnosti
bolezni, kar predstavlja dodano vrednost pri postavitvi diagnoze. Poleg oligoklonalnih
trakov v diagnosti¢ni obravnavi vse pogosteje uporabljamo tudi proste lahke verige kapa
v likvorju. Stevilni biolo3ki oznacevalci v likvorju izkazujejo prognosti¢ni potencial, naj-
bolj obetavne med njimi so gotovo lahke verige nevrofilamentov. Ker jih je z razvojem
visoko obcutljivih tehnologij mogoce dolocati tudi v serumu, bi v bliZnji prihodnosti lahko
postali pomembni pri spremljanju poteka multiple skleroze in zgodnjem prepoznavanju
ucinkovitosti terapije.
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Numerous treatment options for multiple sclerosis allow for a personalized approach to
treatment that accounts for individual differences in disease course and activity, the like-
lihood of adverse events, comorbidities, individual’s preferences, and lifestyle. Due to the
heterogeneous nature of the disease and lack of specific pharmacogenomic biomarkers,
reliable prediction of response to treatment remains challenging. Currently, therapy for
an individual patient is optimized by careful risk stratification, and frequent safety and
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drug efficacy monitoring. Different radiological and fluid biomarkers can be used in the
assessment of early therapeutic effects and may serve as indicators of suboptimal respon-
se to therapy. Cerebrospinal fluid analysis reveals central nervous system inflammation
and thus provides an added value in the diagnosis of multiple sclerosis. In addition to
oligoclonal bands, immunoglobulin kappa free light chain index has been acknowled-
ged as a sensitive diagnostic biomarker. Prognostic value of many cerebrospinal fluid
biomarkers has been studied in multiple sclerosis, of which neurofilament light protein
appears the most promising. With the emergence of highly sensitive technologies, the
quantification of serum neurofilament light protein has become available and could be

used to monitor the disease course and early treatment response in near future.

uvoD

Multiplo sklerozo (MS) danes lahko zdra-
vimo z vec kot 15 razli¢nimi u¢inkovinami,
ki vplivajo na potek bolezni in so razli¢no
ucinkovite, varne in prenosljive. Dostopnost
Stevilnih zdravil omogoca prilagajanje zdra-
vljenja posamezniku, a velika izbira pred-
stavlja tudi izziv pri izboru primerne tera-
pije za posameznega bolnika (1, 2).

Pri izboru zdravila so nam v precej$njo
pomo¢ Ze splo$na nacela za zdravljenje
MS. Eno od takih je priporocilo za zgodnje
zdravljenje, saj so vsa zdravila, ki vplivajo
na potek bolezni, protivnetna, vnetje pa je
najbolj izrazito ravno v zgodnjem poteku
MS. Drugo, sodobnejSe priporocilo je zgod-
nje zdravljenje z u€inkovitimi zdravili, ki po
zadnjih raziskavah izkazujejo dolgorocno
prednost v primerjavi z zmerno ucinkovi-
to in varnejSo terapijo (1).

Pri individualizirani obravnavi bolnikov
z MS so nam v veliko pomo¢ biolo8ki ozna-
cevalci, tako klini¢ni, radioloSki kot tudi
laboratorijski. Analiza likvorja je pomem-
bna, saj potrdi prisotnost vnetja pri MS.
Diagnosti¢ni oznacevalci omogocajo zgod-
nejSo, pravilno postavitev diagnoze MS,
kar je kljucno z vidika zgodnjega zdravljenja
(1, 2). Nekateri laboratorijski oznacevalci
nam lahko pomagajo pri napovedi poteka
bolezni, prisotnost oznacevalcev slabSe
prognoze pa pomembno usmerja zacetno
izbiro zdravljenja. Z razvojem visoko obc¢ut-
ljivih metod lahko nekatere izmed uvelja-

vljenih bioloSkih oznacevalcev v likvorju
dolocamo tudi v krvi, kjer se nahajajo v nekaj
desetkrat niZjih koncentracijah, zaradi cesar
si kmalu obetamo nove bioloSke oznacevalce
za spremljanje ucinkovitosti zdravljenja (2).

DIAGNOSTICNI BIOLOSKI
OZNACEVALCI
Visoka diagnosticna obcutljivost oligoklo-
nalnih trakov (OT) pri MS je znana Ze skoraj
70 let. OT so precipitati imunoglobulinov G
(IgQG), ki nastajajo pri izoelektri¢nem foku-
siranju beljakovin in kasnejsi imunodetek-
ciji na membrani. V evropskem prostoru
velja soglasje pri podajanju rezultatov dolo-
¢anja OT, ki naj bi jih razvrstili v enega od
petih razli¢nih vzorcev (3). OT v likvorju, ne
pa tudi v serumu (tip 2 ali tip 3, slika 1),
odraZajo intratekalno sintezo IgG in so pri-
sotni pri vec kot 90 % bolnikov z MS na nasi
Kkliniki. Ob prvem zagonu bolezni - klini¢no
izoliranem sindromu (angl. clinically isolated
syndrome, CIS) —ima OT v likvorju 70-80 %
bolnikov (4). Prisotnost OT v likvorju ni spe-
cifina za MS, zato rezultate vedno inter-
pretiramo v kontekstu klini¢ne slike.
Poleg sestavljenih imunoglobulinov
izlo€ajo limfociti B tudi proste lahke veri-
ge kapa (angl. kappa free light chains, KFLC)
in lambda (angl. lambda free light chains,
LFLC), ki nastajajo v do 40-% preseZku
glede na teZke verige. Z dolo¢anjem KFLC
v likvorju lahko ob upoS$tevanju serumskih
koncentracij in koli¢nika albumina (funk-
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Slika 1. Razli¢ni vzorci (tipi) oligoklonalnih trakov pri vzporedni analizi seruma in likvorja. Do intratekalne
sinteze imunoglobulinov G (IgG) prihaja pri tipu 2 in 3 (trakovi v likvorju, ki jih ni opaziti v serumu). S - serum,
L - likvor.

cija krvno-likvorske pregrade) izracunamo
indeks KFLC, ki odraZa lokalno - intrate-
kalno sintezo KFLC. Stevilne raziskave
v zadnjih letih so pokazale, da indeks KFLC
dosega vsaj enako ali vi§jo diagnosti¢no
obcutljivost kot OT. ZviSane vrednosti KFLC
ugotavljamo pri 95 % naSih bolnikov z MS
(5, 6). Obenem je dolocanje indeksa KFLC
bistveno laZje, hitrejSe, cenejSe, rezultati pa
niso podvrZeni subjektivni interpretaciji,
zato se vse pogosteje uporablja v klini¢ni
praksi (7). Pri naSih bolnikih s CIS in nega-
tivnimi OT opaZamo zviSan indeks KFLC
v pribliZno 4 % primerov, kar bi lahko odra-
Zalo zgodnjo vnetno aktivnost in pojasnilo
vi§jo diagnosti¢no obcutljivost testa v pri-
merjavi z doloanjem OT in intratekalno sin-
tezo po Reiberju.

PROGNOSTICNI BIOLOSKI
OZNACEVALCI

Ob Stevilnih terapevtskih moZnostih za
MS so informacije o predvidenem poteku

bolezni izjemno pomembne. Ze zgoraj ome-
njena diagnosti¢na testa (OT in indeks
KFLC) imata prognosti¢en pomen. Pri bol-
nikih s CIS, ki $e ne izpolnijo meril za MS,
prisotnost OT ali zviSan indeks KFLC namre¢
napovesta nove zagone bolezni in visoko
tveganje za zanesljivo MS. Z manj ugodnim
prognosti¢nim potekom je povezana tudi
intratekalna sinteza imunoglobulinov M
(IgM), a jo v praksi pri na$ih bolnikih redko
vidimo. Vlogo limfocitov B v patogenezi MS
dodatno nakazujejo raziskave, v katerih
so ugotovili povezavo med aktivatorjem
limfocitov B, kemokinom CXCL13 (angl.
chemokine (C-X-C motif) ligand 13) in neu-
godnim potekom bolezni (8).

Med prognosti¢nimi bioloskimi ozna-
Cevalci je najvec podatkov o bioloskih ozna-
cevalcih propada aksonov (beljakovine
nevrofilamentov), razrasc¢anja in aktivacije
mikroglije (hitinazi podobna beljakovina
YKL-40, znana tudi kot CH3L1 (angl. chitinase
3-like 1)) in oznacevalcih astroglioze, npr.
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glialna fibrilarna kisla beljakovina (angl.
glial fibrillary acidic protein, GFAP).

Nevrofilamenti so gradniki celicnega
skeleta aksonov. Sestavljeni so iz beljako-
vin razli¢nih velikosti - lahke verige nevro-
filamentov (angl. neurofilament light chain,
NfL) (~70kDa), srednje verige nevrofila-
mentov (angl. neurofilamens medium chain
NfM) (~ 150kDa) in teZke verige nevrofi-
lamentov (angl. neurofilament heavy chain
NfH) (~ 200 kDa). Njihovo fizioloSko obna-
vljanje je pocasno, Sele propad aksonov
v okviru nevrodegenerativne bolezni, trav-
me, vnetja ali kapi vodi v sproS¢anje vec-
jih koli¢in nevrofilamentov v zunajceli¢no
tekocino, likvor, lahko tudi v kri, odvisno
od obsega poSkodbe (9). Najbolj preuceva-
ni pri MS so NfL. ZviSane koncentracije NfL
v likvorju napovedujejo nove zagone bole-
zni in pojav novih lezij na MR ter so pove-
zane s hitrostjo in stopnjo okrevanja po
zagonu. Raziskave so pokazale, da so NfL
v likvorju povezani z akutno aksonsko
okvaro (vrednosti so praviloma vi$je do 3
mesece po zagonu) in so manj primerni za
napovedovanje dolgorocne prizadetosti pri
MS (9). ZviSane vrednosti NfL v likvorju
niso specifi¢ne za posamezno bolezen (le za
proces propadanja aksonov), zato jih vedno
interpretiramo v klini¢cnem kontekstu.
Bistveno vi§je koncentracije kot pri MS na
primer opaZamo pri hitro napredujocih
degenerativnih boleznih, kot sta amiotro-
ficna lateralna skleroza ali frontotempo-
ralna demenca (9). Pri zdravih preiskovancih
so koncentracije NfL v likvorju mocno
odvisne od starosti preiskovanca, zato
v Laboratoriju za likvorsko diagnostiko
vrednosti obi¢ajno podajamo tudi kot mno-
gokratnik pricakovanih koncentracij glede
na starostno kategorijo.

Procesi astroglioze in aktivacije mikro-
glije so po drugi strani bolj povezani z napre-
dovanjem prizadetosti zaradi MS. YKL-40
je glikoprotein, ki nastaja v astrocitih in celi-
cah mikroglije. V klini¢nih raziskavah je pri
bolnikih z recidivno-remitentno obliko

multiple skleroze (RRMS) in pri bolnikih
s primarno progresivno obliko multiple
skleroze (PPMS) YKL-40 bolje sovpadal
s stopnjo prizadetosti pri MS kot NfL. GFAP
je oznacevalec brazgotinjenja pri MS, kar
je pomemben patolo$ki substrat progresije
pri bolezni. Pri zgodnji MS je GFAP v likvor-
ju povezan z napredovanjem prizadetosti
zaradi bolezni. V eni izmed raziskav je
serumski GFAP bolje predvidel stopnjo pri-
zadetosti pri MS kot GFAP v likvorju, kar
lahko pojasnimo z neposrednim prehaja-
njem GFAP v kri in slab3o stabilnostjo GFAP
v likvorju (10). Vlogo serumskega GFAP pri
PPMS skuSamo trenutno ovrednotiti v razi-
skovalnem projektu Evropskega konzorcija
za bioloSke oznacevalce pri MS (projekt
BioMS eu). Serumski GFAP sicer izkazuje
klini¢no uporabnost tudi pri napovedovanju
aktivnosti bolezni v spektru opti¢nega
nevromielitisa (11).

Eden od pomembnih vidikov MS je
izboljSanje simptomov (remisija) z zmanj-
Sanjem vnetja in remielinizacijo, zato bi bili
izjemno pomembni biolo3ki oznacevalci
regeneracije bolezni. Rastni dejavnik GAP43
(angl. growth asssociated protein 43) oznacuje
integriteto sinaps in regeneracijo tkiva.
V raziskavah so ugotovili, da je zniZanje
GAP43 v likvorju znacilno za napredujoco
MS, ni pa ga mogoce opaziti pri zgodnji
RRMS (12).

BIOLOSKI 0ZNACEVALCI

ZA SPREMLJANJE POTEKA

IN AKTIVNOSTI BOLEZNI

Ob Stevilnih terapevtskih moZnostih je
stalno spremljanje bolnika z MS nujno.
Trenutno si pri vrednotenju stanja najbolj
pomagamo s klini¢nimi (zagoni, napredo-
vanje prizadetosti) in radioloSkimi oznace-
valci aktivnosti bolezni (nove ali obarvane
lezije na MR glave). Sodobne, visoko obc¢ut-
ljive metode (Simoa® in kemiluminiscenca)
Ze omogocajo dolo¢anje nizkih koncentracij
beljakovin iz osrednjega Zivcevja v serumu
ali plazmi. Glavna prednost doloc¢anja bio-
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loskih oznacevalcev v periferni krvi je
neposreden odraz aktivnosti bolezni v ¢asu.
Najvec podatkov imamo o serumskem NfL,
nekaj pa tudi o serumskem GFAP. Koncen-
tracije NfL v serumu zelo dobro korelirajo
z NfL v likvorju in so zato povezane z zago-
ni in aktivnostjo bolezni na MR glave. Ob
uvedbi imunskega zdravljenja se koncen-
tracije NfL v serumu zniZajo, nivo zniZanja
pa je povezan z uc¢inkovitostjo zdravila (9).
Velika raziskava na vec kot 10.000 vzorcih
pri vec kot 5.000 bolnikih z MS je pokaza-
la, da so serumski NfL precej zanesljivo
napovedali klini¢no in radioloSko aktivnost
bolezni. Bolniki z vi§jimi koncentracijami
NfL v serumu so imeli vecje tveganje za
aktivnost bolezni, etudi so bili opredelje-
ni kot klini¢no stabilni. Serumske koncen-
tracije NfL pri bolnikih, ki so prejemali
monoklonska protitelesa (alemtuzumab,
okrelizumab, rituksimab ali natalizumab),
so bile primerljive z vrednostmi pri kon-
trolnih preiskovancih, pri tistih na osnov-
nem zdravljenju (interferon  ali glatiramer
acetat) pa so ostale zviSane (13). Rezultati
omenjene raziskave so pokazali, da bi NfL.
v serumu lahko uporabili za ugotavljanje
subklini¢ne aktivnosti pri posameznikih
z MS. Serumski NfL bi lahko sluZili tudi kot

primerjalni kazalec u¢inkovitosti razli¢nih
zdravil v Kklini¢nih raziskavah. Prakti¢na
teZava pri uporabi NfL v serumu ostaja ne
povsem pojasnjen vpliv morebitnih pridru-
Zenih, pogostih nevroloskih bolezni (poSkod-
be glave, zgodnja Alzheimerjeva bolezen)
in vpliv nekaterih sistemskih bolezni, kot
sta sladkorna bolezen in ledvi¢na odpoved,
za kateri je znano, da sta povezani z vi§ji-
mi serumskimi koncentracijami NfL.

ZAKLJUCEK

Z naraSCanjem terapevtskih moZnosti
postaja vse pomembnejSe spremljanje
uspednosti terapije in prilagajanje zdrav-
ljenja posamezniku. Laboratorijske pre-
iskave likvorja so nam v veliko pomo¢ pri
postavitvi diagnoze in delno tudi pri napo-
vedovanju prognoze MS. Prednost likvor-
skih bioloSkih oznacevalcev je, da odraZajo
bolezenski proces v casu, ko je bila pre-
iskava opravljena. S prihajajo¢imi biolo-
Skimi oznacevalci v serumu bi lahko Se bolje
spremljali potek bolezni in zgodaj pre-
poznali nezadostno ucinkovitost zdravil.
Z nadaljnjo standardizacijo merilnih postop-
kov in ustrezno klini¢no validacijo bomo
lahko najobetavnejSe med njimi verjetno
kmalu uporabljali tudi v klini¢ni praksi.
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