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UTICAJ KLONALNOSTI B LIMFOCITA | POLIMORFIZAMA GENA ZA CITOKINE
NA TEZINU KLINICKE SLIKE I POJAVU MONOKLONSKE GAMAPATIJE U
BOLESNIKA SA GOSEOVOM BOLESCU

Rezime

Uvod: Goseova bolest je oboljenje lizozoma kod kojeg je korelacija izmedu genotipa i
fenotipske ekspresije bolesti slaba te se samim tim ni teZina bolesti ne moZe pouzdano
predvideti. CitopatoloSke promene u ovoj bolesti nisu izazvane samo nakupljanjem
nerazgradenog glikolipida, ve¢ i aktivacijom makrofaga, a koncentracije razlicitih citokina,
vaznih za proces inflamacije, su povisene u serumu ovih bolesnika. Takode, nekoliko
studija u literaturi navode dokaze o povecanoj incidenciji hematoloskih komplikacija u
bolesnika sa GoSeovom boles¢u, uklju¢uju¢i monoklonsku 1 poliklonsku gamapatiju i
hematoloSke malignitete, a posebno multipli mijelom. U kohorti nasih bolesnika u Srbiji je
ranije ve¢ opisana visoka incidencija rearanzmana gena za teski lanac imunoglobulina, $to
sugeriSe da se aktivacija imunskog sistema moze javiti relativno rano tokom bolesti.
Predmet rada istrazivanja ove studije je bila analiza uticaja klonskog rearanZmana gena za
tesSki lanac imunoglobulina i/ili prisustva pojedinih alela gena koji kodiraju molekule vazne
u inflamaciji (TNFa, IL-10 i IL-6) na tezinu klini¢ke slike obolelih od Goseove bolesti.
Materijal i metod: U ovu kohortnu studiju su bili ukljuéeni pacijenti oboleli od Goseove
bolesti u Srbiji koji su u periodu od 2008 — 2016. godine le¢eni na Klinici za hematologiju i
Klinici za endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma Klinickog centra Srbije, u
Beogradu, kao i Klinici za hematologiju Klini¢kog centra u Nisu. Kriterijumi za iskljucenje
iz studije su bili: odbijanje pacijenta da ucestvuje u studiji, smrt pacijenta ili emigracija u
druge drzave. Kontrolna grupa za poredenje ucestalosti ispitivanih polimorfnih genotipova
za citokinske gene je bila selektovana iz baze DNK uzoraka Laboratorije za imunologiju
Instituta za Mikrobiologiju i imunologiju. Svaki od ispitanika je detaljno obavesten o cilju
studije i potpisao je dobrovoljan pristanak za ucestvovanje u njoj. 1z uzoraka pune venske

krvi je vrdena izolacija DNK, a detekcija i analiza polimorfizama citokinskih gena TNF,



IL10 i IL6 je vrSena metodom Real-time PCR, u Laboratoriji za imunologiju Instituta za
mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. S druge
strane, rearanZmani gena za teski lanac imunoglobulina su analizirani u RNK iz
mononuklearnih ¢elija periferne krvi. Analiza navedenih rearanzmana je vrSena RT-PCR
metodom, uz sledstvenu analizu PCR produkata elektroforezom. Detektovani klonalni
rearanzmani su bili sekvencirani metodom direktnog sekvenciranja, a dobijene sekvence
analizirane softverskim paketom IMGT/V-QUEST radi odredivanja mutacionog statusa i
produktivnosti rearanZmana. Ostali klini¢ki i laboratorijski podaci o bolesnicima su
dobijeni iz istorije bolesti. U analizi rezultata, su kori$¢eni adekvatni statisticki testovi, u
skladu sa prirodom varijabli obelezja posmatranja.

Rezultati: Klonalnost B limfocita je otkrivena u zna¢ajnom procentu ispitanika (29,6%) tj.
u 8/27 bolesnika. U tri od navedenih osam bolesnika, klonalnost je otkrivena samo na nivou
IGH rearanzmana tj. bez prate¢eg serumskog monoklonskog proteina, a u dva je otkrivena i
hipergamaglobulinemija. Medu 17/27 (63%) bolesnika, za koje su postojali podaci 0
prac¢enju, u 4 bolesnika je rearanzman i dalje bio detektabilan, dok se u jednog bolesnika
rearanzman izgubio nakon perioda prac¢enja. Sekvenciranjem rearanzmana, klonalnost je
detektovana kod jednog bolesnika koji je tokom perioda pracenja uvek imao detektabilan
biklonalni IGH rearanzman. Detektovani rearanzman je dodatno analiziran sekvenciranjem,
a interpretacija sekvence je pokazala da se radi o dva razli¢ita nemutirana IGH
rearanZmana. Bolesnici sa prisustvom klonskog rearanZmana IGH se nisu znacajno
razlikovali od bolesnika sa negativnim nalazom u odnosu na klinicko-laboratorijske
varijable: uzrast, pol, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost
hitotriozidaze niti inicijalnu koncentraciju feritina u serumu. Bolesnici sa prisustvom
monoklonskog proteina se nisu znacajno razlikovali od bolesnika sa negativnim nalazom u
odnosu na gore navedene klinic¢ke i1 laboratorijske varijable. Bolesnici sa
hipergamaglobulinemijom su imali zna¢ajno krace trajanje terapije i znacajno visu
inicijalnu vrednost feritina u odnosu na bolesnike bez hipergamaglobulinemije.
Poredenjem ucestalosti genotipova i alela polimorfizama pojedinacnih nukelotida za gene
TNF, IL6 i IL110 izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih ispitanika izabranih iz populacije u

Srbiji, nije uocena znacajna razlika ni za jedan od navedenih polimorfizama citokinskih



gena. Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam 1L10 rs1800871 sa inicijalnom
koncentracijom feritina, naden je znacajno veci stepen hiperferitinemije, kod nosilaca C
alela, a posebno u grupi bolesnika koji su nosioci homozigotnog CC genotipa. Ucestalosti
alela za navedeni polimorfizam se nisu razlikovale u odnosu klini¢ko-laboratorijske
varijable: pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost
hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, niti u odnosu na prisustvo ili
odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanZmana IGH odnosno
hipergamaglobulinemije. Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam IL10 rs1800896,
TNF rs1800629, TNF rs361525 i IL6 rs1800795 u odnosu na gore navedene klini¢ko-
laboratorijske varijable, nije nadena znacajna razlika.

Zakljucak: iako klonska ekspanzija B limfocita mozZe da nastane relativno rano u toku
Goseove bolesti, barem sude¢i prema rearanzmanu IGH gena, detektovani klonovi mogu
biti tranzitorni. Pazljivo klini¢ko prac¢enje ovih bolesnika je obavezno, uklju¢ujuci i nadzor
nad limfoidnim neoplazmama, posebno multiplim mijelomom. NasSa studija predstavlja
prvo ispitivanje klonalne proliferacije B limfocita medu obolelim od Goseove bolesti
metodom ispitivanja rearanzmana IGH gena. Sa druge strane, postoji moguénost da
polimorfizam IL10 rs1800871 uti¢e na tezinu bolesti modifikovanjem stepena inflamacije
uticuc¢i na koncentraciju IL10. Time bi mogao direktno da snizava antiinflamatornu
aktivnost ovog citokina ili indirektno, putem uticaja IL10 na druge proinflamatorne
citokine. Ovo je prva studija u kojoj odredena ucestalost alela za navedene polimorfizme

citokinskih gena u bolesnika sa Goseovom bole$¢u u Srbiji.

Kljuéne reéi: Goseova bolest, IGH rearanzman, klonalnost B ¢elija, gamapatija,
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INFLUENCE OF CLONAL B CELL PROLIFERATION AND CYTOKINE GENE
POLYMORPHISMS ON DISEASE SEVERITY AND OCCURENCE OF
MONOCLONAL GAMMOPATHY IN PATIENTS WITH GAUCHER DISEASE

Summary

Introduction: Gaucher disease is a lysosomal storage disease showing weak genotype-
phenotype correlation, with poorly predictable disease severity. Cytopathological
alterations are caused not only by the accumulation of the undegraded glycolipid substrate,
but also by macrophage activation, displaying serum elevation of various cytokines with
important influence to inflammation. Several studies in the literature showed increased
incidence of hematological complications in Gaucher patients, including monoclonal and
polyclonal gammopathies as well as hematological malignancies, especially multiple
myeloma. We had already described a high incidence of immunoglobulin heavy chain gene
rearrangements in a cohort of Serbian patients, suggesting that an early occurrence of
immune system activation is possible early in the disease course. The object of this study
was the analysis of clonal rearrangements of IGH genes and frequencies of alleles of
cytokine genes important for inflammation (TNFa, IL-10 and IL-6) as well as their
influence on disease severity in Gaucher patients.

Material and methods: the cohort study included patients with Gaucher disease treated in
Serbia since 2008 — 2016, at the Clinic of hematology and Clinic for endocrinology,
diabetes and metabolic diseases of Clinical center of Serbia in Belgrade, as well as Clinic of
hematology, Clinical Center of NiS. Exclusion criteria were: patient refusal to participate in
the study, death of a patient and / or emmigration of a patient. Control group for frequency
analysis of polymorphic genotypes of cytokine genes was selected out of the database of
DNA samples acquired from Laboratory of immunology, Institute of microbiology and
immunology. Every subject was thoroughly informed of the aim of the study and signed the
informed consent in order to participate in it voluntarily. Venous blood samples were taken
with subsequent DNA isolation permitting detection and analysis of cytokine gene
polymorphisms (TNF, 1L10 and IL6) using the method of Real-time PCR. This was
performed in the Laboratory of immunology, Institute of microbiology and immunology,



School of medicine, University of Belgrade. IGH gene rearrangements were analyzed in the
RNA samples obtained from mononuclear cells of the peripheral blood, using the RT-PCR
method with subsequent electrophoresis of PCR products. Detected clonal rearrangements
were sequenced by the method of direct sequencing, while the obtained sequences were
analyzed using software package IMGT/V-QUEST in order to determine the mutational
status as well as productivity of the rearrangement. Other relevant clinical and laboratory
data about the patients were acquired from respective patient histories. During the analysis
of the results, adequate statistical tests were chosen in accordance with the nature of the
variables of the characteristics.

Results: B cell clonality was discovered in 29.6% (8/27) of the patients. In three out of the
eight patients, clonality was discoverable by IGH rearrangement only i.e. without the
subsequent serum monoclonal protein, while two among the eight patients showed
hypergammaglobulinemia too. In the 17/27 (63%) of the patients, having follow up data,
four of them showed persistence of the rearrangement, while it disappeared in one patient
after the follow up. Using the sequence analysis of the rearrangements, clonality was
detected in one patient showing a persistent biclonal IGH rearrangement during the whole
follow up period. The interpretation of the sequence of the rearrangement showed two
different unmutated IGH rearrangements. The patients with clonal IGH rearrangement did
not differ significantly when compared to those without it, analyzing different clinical and
laboratory characteristics, namely age, sex, SSI, duration of therapy, splenectomy status,
initial chitotriosidase activity as well as initial serum ferritin concentration. The patients
with monoclonal protein did not differ significantly when compared to those without it,
analyzing the aforementioned clinical and laboratory characteristics. The patients with
hypergammaglobulinemia had significantly shorter treatment duration as well as
significantly higher ferritin levels in comparison to patients without
hypergammaglobulinemia.

Comparing the frequencies of the genotypes and alleles of single nucleotide polymorphisms
in cytokine genes TNF, IL6 and IL10 in patients versus healthy controls chosen among
Serbian population, no significant difference was detected in any of the examined

polymorphisms. After comparing the allele frequencies for IL10 rs1800871 polymorphism,



a higher degree of initial hyperferritinemia was found in carriers of C allele, especially
among CC homozygotes. However, allelic frequencies for this polymorphism did not differ
significantly when compared to other clinical and laboratory data, namely: age, sex, SSI,
duration of therapy, splenectomy status, initial chitotriosidase activity, initial serum ferritin
concentration, serum monoclonal gammopathy, clonal IGH rearrangement as well as
hypergammaglobulinemia. Comparing the allele frequencies for other polymorphisms
(IL10 rs1800896, TNF rs1800629, TNF rs361525 and 1L6 rs1800795) with the
aforementioned clinical and laboratory variables, no significant difference was noted.
Conclusion: although clonal B cell expansion may arise early in the course of Gaucher
disease, at least judging by the clonal IGH rearrangement, detected clones may be of
transient nature. Careful clinical follow up is therefore mandated, including the surveilance
for lymphoid neoplasms, especially multiple myeloma. This is the first study examining
clonal B cell proliferation among Gaucher patients using the IGH gene rearrangement. On
the other hand, the 1L10 rs1800871 single nucleotide polymorphism appears to affect
disease severity by possibly modifying the degree of inflammation by affecting the IL10
concentration. It might affect the direct antiinflammatory activity of the cytokine or,
indirectly, by IL10 based influences to other proinflammatory cytokines. To the best of our
knowledge, this is the first study of cytokine gene single nucleotide polymorphism
frequencies in Gaucher patients in Serbia.

Keywords: Gaucher disease, IGH rearrangement, B cell clonality, gammopathy,

hypergammaglobulinemia, multiple myeloma, cytokines, single nucleotide polymorphism
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1. UVOD

1.1. Gaucher-ova (GoSeova) bolest

Bolesti akumulacije lipida (lipidne tezaurizmoze) su nasledni poremecaji u kojima
dolazi do ekscesivnog nakupljanja lipidnih materija u jednom ili vise tkiva ili organa. Tip i
distribucija lipida pokazuju karakteristicnu pravilnost u svakom od poremecaja iz ove grupe
oboljenja. Najcesce bolesti ove grupe su Goseova bolest i Niman-Pikova bolest.

GoSeovu bolest je prvi put opisao francuski dermatolog Filip GoSe, 1882. godine u
dvadeset trogodisnje bolesnice sa uvec¢anom slezinom [1]. Videvsi neobi¢ne ¢elije na
patohistoloSkom preparatu tkiva slezine, Gose je zakljucio da se radi o nekoj vrsti
neoplazme. Pocetkom XX veka, istrazivaci su dosli do zakljucka da je GoSeova bolest
posledica akumulacije lipida, a 1934. godine je otkriveno da je u pitanju glukocerebrozid
(glukozilceramid) [2] koji se sintetiSe prakti¢no u svakoj ¢eliji organizma. Glavni izvor
ovog lipidnog metabolita u GoSeovoj bolesti je katabolizam glikosfingolipida u

membranama senescentnih eritrocita i leukocita [3].

1.2. Epidemiologija

Goseova bolest je naj¢esce prijavljivana i najprevalentnija u grupi bolesti
akumulacije lipida. Prevalencija ovog poremecaja je posebno visoka u populaciji Askenazi
Jevreja i iznosi oko 1:855 zivorodenih [4]. Podaci za ostale populacije nisu toliko precizni i
sveobuhvatni: u portugalskoj studiji incidencija je iznosila oko 1:74000 [5], u australijskoj
populaciji 1:57000 [6], u Italiji 1:40000 [7], a u Holandiji 1:86000 [8]. Procenjena
incidencija za sve populacije iznosi oko 1:40.000 — 1:60.000 [9, 10]. GoSeova bolest je
relativno &esta i u jednom populacionom izolatu u oblasti Norboten u severnoj Svedskoj
[11].



1.3. Etiologija i patogeneza

Tokom normalnog rasta, razvoja i starenja, ¢elije ili delovi ¢elija kontinuirano
bivaju zamenjene u svim tkivima. Razlaganje sloZenih celijskih sastojaka zahteva
sekvencijalnu enzimsku degradaciju razli¢itih biomakromolekula. Proces degradacije
uglavnom se odvija u sekundarnim lizozomima, organelama koje nastaju fuzijom
primarnog lizozoma sa fagocitnom vakuolom koja sadrzi ingestirani materijal.

GosSeova bolest je rezultat naslednog deficita aktivnosti lizozomalnog enzima kisele
B-glukocerebrozidaze, neophodne za degradaciju glikolipida [12]. Prilikom razgradnje
kompleksnih glikolipida neophodno je prethodno uklanjanje ugljeno-hidratnog dela, pre
nego $to moze da zapocne hidroliza tzv. ceramidnog dela molekula (kompleks sfingozin —
masna kiselina). Hereditarni nedostatak lizozomalnog enzima neophodnog za hidrolizu
glikozidne veze dovodi do nagomilavanja glikolipida koji sluzi kao supstrat nedostaju¢em
enzimu. U slucaju Goseove bolesti, odsustvo 3-glukocerebrozidaze dovodi do akumulacije
glukocerebrozida ¢ijim nagomilavanjem nastaje karakteristi¢ni fenotip ovog oboljenja. U
veoma malom broju slu¢ajeva, teSka neuronopatska forma bolesti nastaje kao posledica
nedostatka sapozina, termostabilnog kofaktora za glukocerebrozidazu, a ne samog
enzimskog deficita [13].

Bolest se nasleduje autozomno recesivnim mehanizmom mendelovskog
nasledivanja. Proslo je viSe od dve decenije od otkri¢a gena za glukocerebrozidazu na
hromozomu jedan (lokus 1g21) [14], a ubrzo potom je gen kloniran i sekvenciran [15].
Opisano je skoro 300 mutacija ovog gena [16]. Vec¢inom se radi o tackastim mutacijama, ali
su moguce i insercije nukleotida, delecije i genske fuzije. Mutacije koje su prvo opisane,
L444P [17] i N370S [18] i dalje su najprevalentnije u vecini svetskih populacija. Pet
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75% alela u drugim populacijama [19].



1.4. Klinicka slika

Klini¢ki se razlikuju tri glavna tipa GoSeove bolesti: tip 1, tip 2 i tip 3 [20]. Sva tri
tipa su posledica deficita glukocerebrozidaze i nagomilavanja lipidnog supstrata, ali se ipak
klinicki znacajno razlikuju. Bolesnici sa barem jednom ,,blagom” mutacijom oboljevaju od
tipa 1, dok bolesnici sa ,,teSkim” i ,,nultim” mutacijama uglavnom razvijaju tip 2 ili tip 3
bolesti [21]. GoSeova bolest pokazuje izuzetnu fenotipsku varijabilnost, a navedena tri tipa
bolesti se razlikuju na osnovu odsustva (tip 1) ili prisustva i tezine lezija centralnog
nervnog sistema (CNS) (tipovi 2 i 3). Medutim, ove klinicke razlike nisu apsolutne, a
eksperti sve viSe prepoznaju da se GoSeova bolest manifestuje kao fenotipski kontinuum, a
ne kao strogo definisani i odeljeni klini¢ki entiteti, pogotovu forme bolesti koje dovode do
lezija CNS-a [22].

1.4.1. GoSeova bolest —tip 1

Tip 1 je ubedljivo najcesca forma bolesti [23]. Prema definiciji, u ovom tipu ne
postoji ostecenje centralnog nervnog sistema prouzrokovano nakupljanjem lipidnog
supstrata, dok su eventualni neuroloski simptomi posledica sistemskih komplikacija bolesti.
Ova hroni¢na, neneuropatska forma bolesti je ranije nazivana adultnim tipom. Medutim,
ovaj termin ne bi trebalo vise upotrebljavati jer se razne klinicke manifestacije mogu
pojaviti i u de¢jem uzrastu. Tip 1 je multisistemska bolest koja se odlikuje velikom
varijabilno$¢u u smislu uzrasta u kojem se bolest inicijalno prezentuje, vrste klini¢kih
znakova i simptoma, kao i toka bolesti [24]. | ovde pre mozemo govoriti o fenotipskom
kontinuumu, nego li o strogo definisanoj varijanti bolesti [25].

Bolest ¢esto pocinje bezbolnom splenomegalijom, anemijom ili trombocitopenijom.
Ovi bolesnici ¢esto pate od hroni¢nog zamora, imaju hepatomegaliju, bolove u kostima ili
patoloske frakture kosti kao i pojacanu sklonost krvarenju zbog trombocitopenije.

Krvarenje se moze manifestovati epistaksom, modricama ili i jednim i drugim.



Kod simptomatskih bolesnika, splenomegalija je progresivna i moze dovesti do
masivnog uvecanja slezine. Masivna splenomegalija se ¢esto vida kod dece i moze biti
udruZena sa kaheksijom, zaostajanjem u rastu i hipermetabolizmom [26]. Normalna masa
slezine ¢ini oko 0,2% ukupne telesne mase, a u Goseovoj bolesti ovaj organ moze biti
uvecan od 5 do 80 puta, tj. od 300 g pa sve do 10 kg, Sto ¢ini i do 25% telesne tezine
bolesnika. Napredovanjem splenomegalije dolazi i do pojave rekurentnih infarkta i fibroze
slezine. Sto je slezina veca, veca je i verovatno¢a radioloskog nalaza fokalnih defekata koji
odgovaraju infarktima, fibrozi, vaskularnim malformacijama, fokalnim nakupinama
makrofaga prepunjenih glukocerebrozidom (tzv. Goseovih ¢elija) ili ekstramedularnoj
hematopoezi [27]. Veéinom, infarkti slezine ne dovode do simptoma, ali subkapsularni
infarkti mogu dovesti do lokalizovanog bola u trbuhu.

Oko 50% bolesnika sa Goseovom boles¢u ima hepatomegaliju [28]. Kod masivnog
uvecanja, jetra je prilikom palpacije obi¢no ¢vrsta i hrapave, nepravilne povrsine. Kod
malobrojnih bolesnika moze do¢i do razvoja fibroze i ciroze jetre, portne hipertenzije i
hepaticke insuficijencije [29]. Blago do umereno povisenje enzima jetre je uobicajeno ¢ak i
kod bolesnika sa lakSom formom bolesti, dok su prisustvo Zutice i poremecaj sintetske
funkcije jetre retki i predstavljaju indikator lose prognoze. Zutica je obi¢no znak infekcije,
razvoja hroni¢nog hepatitisa i retko, dekompenzacije jetre, a nekonjugovana
hiperbilirubinemija je najces¢e odraz hemolize [10].

Vecina bolesnika sa tipom 1 bolesti ima radioloske promene na skeletnom sistemu.
Klini¢ki vidljive koStane promene se manifestuju u preko 20% bolesnika, bolom u kostima
ili patoloskim frakturama. Prema podacima iz Medunarodnog registra za GoSeovu bolest,
lezije skeleta su, prema ucestalosti, bile sledece: deformiteti femura u obliku Erlenmajerove
boce, infiltracija koStane srzi, osteopenija, avaskularna nekroza, infarkti, patoloSke frakture
i liticke lezije [30]. U navedenoj studiji je oko 30% bolesnika imalo bolne koStane krize, a
¢ak oko 66% bolesnika je prijavilo smanjen kvalitet zivota zbog bolova u kostima. KoStane
upotrebu opioidnih analgetika. Diferencijalna dijagnoza u odnosu na osteomijelitis moze
ponekad biti veoma teSka, dok se u dece ovaj poremecaj cesto pogresno dijagnostikuje kao

Pertesova bolest. Pored vazo-okluzivnih fenomena koji objasnjavaju ishemijske promene



(kostani infarkti i avaskularna nekroza), predlozena je i mehanicka teorija prema kojoj
dolazi do pojave trabekularnih mikrofraktura. Od ostalih patofizioloskih mehanizama,
dolaze u obzir i promene u ¢elijama koStane srzi i ¢elijama imunskog sistema, kao i ucesce
inflamacije, makrofaga, citokina i hormonskih ¢inilaca [31, 32].

Zahvatanje ostalih organa i organskih sistema je retka. U jednoj velikoj studiji iz
Izraela, bolesnici sa tipom 1 bolesti su imali visoku prevalenciju asimptomatskih pluénih
abnormalnosti, pre svega smanjenje difuzionog kapaciteta i opstrukciju malih disajnih
puteva [33]. Teska pulmonalna oSte¢enja su izuzetno retka i posledica su infiltracije
alveola, intersticijuma i pluénih kapilara Goseovim ¢elijama kao i plu¢ne fibroze, §to
dovodi do dispneje i hipoksemije. Ovakva oStecenja se javljaju u <1% bolesnika u velikim
centrima za leCenje GoSeove bolesti [34]. Postoji samo nekoliko izveStaja o bubreznoj
disfunkciji kod obolelih od ove bolesti. Studija sa 161 bolesnikom je zaklju¢ila da je brzina
glomerulske filtracije znacajno veca u bolesnika, nego u kontrolnih ispitanika. Izgleda da su
suptilni renalni poremecaji u obliku hiperfiltracije ¢e$¢i nego sto je to ocekivano u
bolesnika sa GoSeovom boles¢u [35]. Poremecaji drugih organskih sistema su vrlo retki,
ukljucujuéi oéne manifestacije [36], zahva¢enost miokarda i sréanih zalistaka [37],
insulinsku rezistenciju [38] i amiloidozu [39]. Uprkos konvencionalnoj definiciji tipa 1,
odredene neuroloske manifestacije su ipak opisane, a pre svega povecan rizik od razvoja
Parkinsonove bolesti [40] i pojava oligosimptomatske periferne neuropatije [41].

Skor teZine bolesti (Severity Score Index, SSI) je razvijen od strane Zimrana i sar.
[42] i sluZi kao semikvantitativni indeks teZine bolesti, obuhvatajuci celokupan fenotip
bolesnika sa oboljenjem tipa 1. SSI obuhvata uzrast pojave bolesti, stepen zahvacenosti
razli¢itih organskih sistema, stanje slezine i subjektivne kriterijume za procenu bola [43].
SSI je efikasno koris¢en u studijama korelacije genotipa i fenotipa [42], u evaluaciji
prirodnog toka bolesti [44], kao i za procenu efikasnosti biomarkera u praé¢enju aktivnosti

oboljenja [45].



SSI se izraCunava prema sledecoj shemi:

Shema 1: Izracunavanje indeksa tezine bolesti (SSI)

Odlika Skor Odlika Skor
Uzrast u vreme dijagnoze Probe jetre
(godine)
<50 0 Normalne 0
26 - 50 1 Blagi poremecaji 1
11-25 2 Teski poremecaji 2
6-10 3 Klini¢ki znaci bolesti jetre 4
1-5 4 Citopenija
<1 6 Bez splenektomije 1
Splenektomija 3 Nakon splenektomije 3
Splenomegalija* Zahvacenost drugih organa 4
Odsutna 0 Kosti
Blaga 1 Bez znakova / simptoma 0
Umerena 2 Radiografski znaci 1
Masivna 3 Blag bol 2
Hepatomegalija* Hroniéni bol / potreba za 3
analgeticima
Odsutna 0 Frakture
Blaga 1 Patoloske 4
Umerena 2 Posttraumatske 1
Masivna 3 Potreba za protezom zgloba 5
Tezak invaliditet 2

* Blaga = donja ivica jetre / slezine se ne prostire ispod umbilikusa; umerena = donja ivica
palpabilna izmedu umbilikusa i oboda male karlice; masivna = organ se prostire ispod

oboda karlice, prakti¢no ispunjavajuc¢i ceo abdomen.




1.4.2. HematoloSke manifestacije GoSeove bolesti

Anemija 1/ili trombocitopenija su skoro univerzalni nalazi medu simptomatskim
bolesnicima [46] i koriste se za pracenje prirodnog toka bolesti i odgovora na terapiju [47].
Klini¢ki znacajna trombocitopenija moze da se javi uprkos normalnim vrednostima
hemoglobina, a ako se oboleli od Goseove bolesti prezentuje anemijom i normalnim
trombocitima, veoma je verovatno da je anemija druge etiologije. Vazno je naglasiti da je
uzrok anemije i trombocitopenije u veéine bolesnika povecana destrukcija ¢elija u slezini.
Medutim, poSto znacajan broj bolesnika i1 dalje pati od anemije i trombocitopenije Cak 1
posle splenektomije, verovatno je i infiltracija koStane srzi GoSeovim ¢elijama uzrok
citopenije.

Medu ostalim uzrocima anemije u Goseovoj bolesti, klini¢ar treba da pomisli i na
nedostatak gvozda i deficit vitamina B12. Sideropenija i nizak kapacitet vezivanja gvozda
su Cesto prisutni medu decom 1 odraslima obolelim od GoSeove bolesti, a klinicke
manifestacije se obi¢no javljaju kod Zena, posebno tokom menstrualnog krvarenja i u
peripartalnom periodu. Znacaj deficita vitamina B12 je takode opisan u studiji sa 148
bolesnika obolelih od Goseove bolesti, gde je cak 40% bolesnika imalo vrednosti vitamina
B12 < 200 pg/ml [48]. Autoimunska hemolizna anemija je retka u ovih bolesnika, ali se
srece Cesce nego u opstoj populaciji [49].

lako i leukopenija moze biti posledica hipersplenizma kod Goseove bolesti, retko
kada je klini¢ki znacajna. Sklonost pojedinih bolesnika infekcijama je pre svega rezultat
defektne neutrofilne funkcije, a ne smanjenja apsolutnog broja neutrofila [50]. Istrazivaci
su opisali i defektnu funkciju monocita periferne krvi sto bi takode moglo objasniti pojavu
cescih infekcija [51, 52]. lako sklonost infekcijama nije univerzalni fenomen medu
bolesnicima obolelim od Goseove bolesti, brojni izvestaji u literaturi govore u prilog
¢injenice da se infekcije neuobicajene tezine i lokalizacije javljaju kod ovih bolesnika [53,
54]. U naSoj prethodnoj studiji koja je uradena na 11 bolesnika i 11 zdravih kontrolnih
ispitanika, odredivana je sposobnost respiratornog praska u monocitima periferne krvi

merenjem fluorescencije dihidrorodamina-123, metodom proto¢ne citometrije. Nije nadena



znacajna razlika u sposobnosti respiratornog praska izmedu ispitanika i kontrolnih
subjekata te smo u navedenom ispitivanju zakljucili da poremecaj respiratornog praska u
monocitima ne doprinosi povec¢anoj sklonosti infekcijama medu bolesnicima [55].
Hemoragijska dijateza u GoSeovoj bolesti se ne moZe uvek objasniti samo
trombocitopenijom. U jednoj studiji od 30 bolesnika, produzenje protrombinskog vremena i
parcijalnog tromboplastinskog vremena je uoceno kod 42% odnosno 38% ispitanika, dok je
30-60% bolesnika imalo ozbiljan deficit (<50%) XI, XII, VII, X, Vi Il faktora koagulacije
[56]. Krvarenje kod bolesnika se uglavnom manifestuje mukokutanim hemoragijama, ali su
opisana i hirurska krvarenja [57], kao i krvarenje tokom porodaja i postpartalno [58].
Defekti adhezije trombocita su opisani u dve tre¢ine od 48 bolesnika, uz pozitivnu licnu
anamnezu mukokutanih krvarenja [59]. Takode, u studiji Gillis-a i sar. sedam od 32

bolesnika je imalo poremecaj agregacije trombocita [60].

1.4.3. GoSeova bolest —tip 2 tip 3

Smatra se da oko 6% bolesnika ima neuronopatsku GoSeovu bolest (NGB), iako
nedostaju sistematske studije. Od toga, 5% ima hroni¢nu formu (tip 3), a 1% akutnu formu
bolesti (tip 2) [28]. Ta¢na prevalencija NGB nije poznata.

Tip 2 NGB obi¢no obuhvata decu kod kojih se neuroloski poremecaji javljaju pre
Sestog meseca 1 koja umiru pre druge ili Cetvrte godine Zivota, prosecno u uzrastu od 9
meseci [61]. Ovi bolesnici oboljevaju u ranom odoja¢kom periodu, pojavom disfunkcije
mozdanog stabla koja se manifestuje supranuklearnom paralizom pogleda uz pojavu
hepatosplenomegalije sa sledstvenim progresivnim pogorSanjem. Pogorsanje se manifestuje
razvojem konvergentnog strabizma, disfagije, stridora sa apnejom, piramidalnih ispada,
nenapredovanja i kaheksije [62]. Klinicki tok je izuzetno brz, a odoj¢ad obi¢no umire od
stridora koji dovodi do laringealne opstrukcije i apneje ili od disfagije koja dovodi do
aspiracije.

Opisana je i letalna neonatalna varijanta tj. kongenitalna forma Goseove bolesti sa

prakti¢no odsutnom aktivnoscu glukocerebrozidaze [63]. Ova novorodencad se prezentuju



fetalnim hidropsom (“kolodion bebe”), mrtvorodenoscu ili umiru nekoliko dana po
porodaju usled preteranog gubitka vode isparavanjem sa koze, usled poremecenog lipidnog
sastava epiderma [64].

Minimalni kriterijum za definisanje tipa 3 NGB je supranuklearna paraliza pogleda
[65]. Ovaj neuroloski poremecaj se sastoji od usporenja sakadi¢nih o¢nih pokreta, pre svega
u horizontalnom pravcu. Nalaz moze biti izolovan ili u kombinaciji sa kaSnjenjem u
razvoju, auditornom disfunkcijom, konvulzijama, mioklonusom i drugim znacima ostecenja
mozdanog stabla [66]. Bolesnici se, medutim, ¢esto prezentuju hepatosplenomegalijom,
anemijom ili nenapredovanjem. Vecina bolesnika se prezentuje u prvih 5 godina zivota
[67]. Tip 3 NGB neki autori dalje dele u tri podtipa: tip 3A (blaga sistemska bolest sa
progresivnom miokloni¢kom encefalopatijom), tip 3B (supranuklearna paraliza pogleda i
teSka sistemska bolest) i tip 3C (blaga neurolodka bolest udruZzana sa kalcifikacijama aortne
valvule) [66]. Opisan je i genetski izolat tipa 3 u oblasti Norboten u severnoj Svedskoj [68].
Sve ove podele su donekle vestacke i bilo koja kombinacija gore navedenih abnormalnosti
se mozZe pojaviti u datog bolesnika. Stoga se NGB najbolje mozZe opisati kao kontinuum

karakteristi¢nih neuroloskih abnormalnosti [22].

1.5. Dijagnoza i laboratorijske osobenosti GoSeove bolesti

Klinicki pregled, radioloSke metode i parametri krvne slike omogucavaju klini¢aru
da posumnja na GoSeovu bolest, dok je za postavljanje definitivne dijagnoze zlatni standard
odredivanje aktivnosti glukocerebrozidaze u leukocitima ili fibroblastima, primenom
metode fluorogenog supstrata [69]. Sa druge strane, nalaz GoSeovih ¢éelija u bioptatu tkiva
npr. koStane srzi nije patognomonican za GoSeovu bolest. Takozvane, pseudo-Gose ¢elije
se mogu naci u oboljenjima kao $to su hroni¢na mijeloidna leukemija, sindrom histiocita
marinsko plave boje i Niman-Pikova bolest [70]. Analiza mutacija gena za
glukocerebrozidazu reakcijom lan¢ane polimerizacije se moze upotrebiti kao potvrda

dijagnoze, ali je uglavnom rezervisana za otkrivanje nosilaca mutiranog gena koji nisu



oboleli [71]. Odredivanje aktivnosti glukocerebrozidaze u kulturi amniocita ili tkivu
horionskih resica se koristi za prenatalnu dijagnozu Goseove bolesti [72].

Kljuéna ¢elija u GoSeovoj bolesti je citopatolodki izmenjeni makrofag prepunjen
nerazgradenim lipidnim supstratom tj. GoSeova Celija. Ve¢ je dugo poznato da patoloski
mehanizmi bolesti nisu prost efekat mase nakupljenih ¢elija, ve¢ su i rezultat sekrecije
raznih proteina kao §to su hidrolaze i citokini koji su porekla kako samih Goseovih ¢elija
tako i okolnih, aktiviranih makrofaga [73]. Neki od ovih proteina imaju bioloSku aktivnost i
uti¢u na fenotipsku ekspresiju bolesti, dok se drugi mogu detektovati u plazmi i sluZiti kao
korisni markeri tezine oboljenja. Pracenje ovih markerskih proteina je veoma korisno i za
monitoring terapijske intervencije.

Aktivnost nekolicine lizozomalnih hidrolaza je povisena u plazmi bolesnika
obolelih od GoSeove bolesti. Jo§ 1956. godine, otkrivena je poviSena aktivnost tartarat
rezistentne kisele fosfataze (TRAP) [74], a zatim su usledili izveStaji i o drugim
hidrolazama: -galaktozidaza, heksozaminidaza, B-glukuronidaza i a-fukozidaza [75]. JoS
dve hidrolaze su ¢esto povisene kod bolesnika, naime angiotenzin konvertujuc¢i enzim
(ACE) [76] i lizozim [77]. Iako su u¢injeni mnogi pokusaji uspostavljanja korelacije
izmedu odredenih hidrolaza i konkretnih patoloskih manifestacija ili tezine Goseove
bolesti, direktna povezanost nije ustanovljena. Nijedan od navedenih enzima se ne moze
staviti u korelaciju sa tezinom oStecenja skeleta niti je ijedan dovoljno senzitivan da
predstavlja plazmatski biomarker prisustva i broja Goseovih ¢elija [78].

Potraga za senzitivnim 1 specifi¢nim biomarkerom Goseove bolesti je dovela do
otkri¢a enzima koji degradira fluorogeni supstrat sa hitotriozidom i koji je nazvan
hitotriozidaza [79]. Ovaj enzim je humani analog razlicitih hitinaza prisutnih kod
evolutivno nizih organizama i analogno njihovoj funkciji, hitotriozidaza verovatno
ucestvuje u urodenom imunitetu protiv patogena koji sadrze hitin, kao $to su gljive poput
Candide albicans [80]. Hitotriozidazu veoma specifi¢no proizvode Goseove ¢elije i postoji
linearna korelacija izmedu aktivnosti hitotriozidaze u serumu i koncentracije
glukocerebrozida u tkivu slezine bolesnika. Posto je glukocerebrozid najbolja kvantitativna
mera GoSeovih ¢elija, produkcija hitotriozidaze je direktno proporcionalna broju ovih ¢elija

tj. ukupnom opterecenju organizma patoloski izmenjenim makrofagima sa akumuliranim
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supstratom. Ovaj enzim moze da se koristi za pracenje efikasnosti terapije i smatra se da
ima izvesnu prognosti¢ku vrednost [81]. Medutim, oko 6% ukupne populacije su
homozigoti koji nose mutantni alel za ovaj enzim i koji nemaju moguénost produkcije ovog
enzima [82]. Kod ovih pojedinaca, enzim se ne moze koristiti za pra¢enje aktivnosti bolesti
niti efekata terapije [83]. Takode, aktivnost hitotriozidaze moze biti povisena i kod drugih
oboljenja kao Sto su: Niman-Pikova bolest, sarkoidoza, beta-talasemija, multipla skleroza,
Alchajmerova bolest i visceralna lajSmanijaza [84, 85].

Zbog mogucnosti postojanja genski uslovljenog deficita hitotriozidaze, dalja
potraga za korisnim biomarkerom je dovela do otkrica hemokina koji je nazvan
pulmonalni, aktivacijom regulisani hemokin (PARC) [86] koji predstavlja dobru i
pouzdanu alternativu hitotriozidazi. PARC ili CCL18 je hemokin koji proizvode razni
tipovi ¢elija, posebno makrofagi i dendriti¢ne ¢elije [87]. CCL 18 promoviSe regrutovanje
T limfocita posredstvom molekula CCR8 [88]. Kod bolesnika sa Goseovom bole$¢u, nivoi
CCL18 u plazmi su poviseni 10-50 puta u odnosu na kontrolne ispitanike. Nivoi ovog
biomarkera variraju manje nego hitotriozidaza jer ne postoji genetski polimorfizam.
Kinetika oba biomarkera se sli¢no ponasa tokom uvodenja terapije GB. Visoke
koncentracije CCL18 u serumu su takode povezane sa losijom prognozom bolesti [86].

Glukozilsfingozin je novootkriveni biomarker ¢ija je senzitivnost i specifi¢nost
superiornija u odnosu na hitotriozidazu i CCL18 [89]. Dokazana je velika vrednost ovog
proteina u pracenju bolesnika obolelih od GB, ali su za definitivnu potvrdu efikasnosti jo§
uvek potrebne vece studije [90].

Pored navedenih proteina, ve¢ina bolesnika ima i poviSenu koncentraciju feritina u
plazmi [91]. Kod drugih poremec¢aja makrofaga, povisen nivo feritina se javlja tokom
akutne faze i veruje se da predstavlja efekat aktivacije makrofaga [92]. U prilog ove
¢injenice bi moglo da govori i smanjivanje nivoa feritina u GoSeovoj bolesti, tokom
enzimske terapije [93]. Uprkos hiperferitinemiji koja se javlja u >85% bolesnika sa GB,
serumsko gvozde, saturacija transferina i koncentracija solubilnog transferinskog receptora
ostaju normalni [94]. Visoka feritinemija moze da predvidi pojavu skeletnih komplikacija,

kao i ¢eS¢u potrebu za splencktomijom [95]. Stoga se preporucuje praéenje feritina u GB,
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iako je nespecifi¢an marker, kao i1 pracenje drugih markera inflamacije kao sto je npr. C-
reaktivni protein..

Poremecaji imunoglobulina su takode Cesti u Goseovoj bolesti. Povecanje
gamaglobulinske frakcije na elektroforezi je primeceno joS 1950. godine [96], a nekoliko
autora je opisalo visoku prevalenciju poliklonskih i monoklonskih gamapatija. Pratt i sar.
su opisali hipergamaglobulinemiju i monoklonsku gamapatiju u 10 od 16 bolesnika sa
tipom 1 GoSeove bolesti [97], a u drugoj studiji prevalencija poliklonalne gamapatije je
iznosila 44%, a monoklonalne 5%, uz predominaciju IgG kapa lanca [98]. U jednoj studiji
je uoceno da poliklonska gamapatija moze da se smanji po davanju enzimske terapije, dok

monoklonska gamapatija ostaje nepromenjena [99].

1.6. Terapija GoSeove bolesti

1.6.1. Simptomatska terapija

Citopenije u Goseovoj bolesti su ¢esce posledica hipersplenizma, nego infiltracije
kostane srzi GoSeovim ¢elijama. Vecina citopenija pokazuje zadovoljavajuci odgovor na
splenektomiju, ali se ta terapijska metoda sve manje uzima u obzir otkako je uvedena
enzimska supstituciona terapija (EST) [100]. Stavise, u eri EST postoji preporuka da
splenektomiju treba izbegavati jer se povecava rizik od infekcije, tromboze ili neoplazije
[101], a dolazi do pogorsanja i same GB, u smislu pogorSanja lezija skeleta, ¢eS¢e pojave
fibroze i ciroze jetre, hepatocelularnog karcinoma i plué¢ne hipertenzije [102].

Kod lezija skeleta koje dovode do fraktura, ¢esto su neophodni ortopedski zahvati.
Protetska hirurgija kuka ¢esto dovodi do uspe$nog izlecenja bolesnika, sa uspostavljanjem
normalnih svakodnevnih aktivnosti [103]. Radioterapija se pominje kao terapijska opcija
kod bolnih lezija skeleta, ali ¢esto ne daje zadovoljavajuce rezultate, te se vise ne
preporucuje [104].

Kod retkih bolesnika sa teSkom insuficijencijom jetre, preporucuje se transplantacija

jetre Sto je i opisano u literaturi [105].
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1.6.2. Enzimska supstituciona terapija (EST)

Enzimska supsituciona terapija je postala uspesna tek nakon zapocinjanja
komercijalne proizvodnje enzima ekstrahovanog iz placente [106]. Tri godine kasnije,
americka Agencija za hranu i lekove je registrovala upotrebu humane rekombinantne
glukocerebrozidaze - imigluceraze (Cerezyme®, Genzyme), nakon klini¢ke studije u dva
velika centra [107]. Od tada je rekombinantni enzim postao zlatni standard u terapiji
Goseove bolesti, sa izuzetnom dobrim profilom bezbednosti i podnosljivosti [108].
Smanjenje jetre i slezine, kao i porast koncentracije hemoglobina i broja trombocita nastupa
prosecno posle Sest meseci terapije. Terapijski odgovor je znatno sporiji kada su u pitanju
lezije skeleta, ali nastupa prose¢no nakon dve godine terapije, bez obzira na koriséenu dozu
leka [109]. Prema misljenju proizvodaca leka i nekih istrazivaca, preporuc¢ena doza je 60
U/kg svakih dve nedelje [106]. Lek se daje intravenskim putem. Troskovi leCenja za
prose¢nu odraslu osobu muskog pola, postujuéi navedeni dozni rezim iznose oko 500,000
americkih dolara godisnje, tako da se terapija preporucuje samo za bolesnike sa umereno
teskom ili teSkom boles¢u [106]. To su uglavnom bolesnici sa znac¢ajnom
organomegalijom, teSkim ili umereno teSkim citopenijama ili ekstenzivnim lezijama
skeleta. Ovi kriterijumi obuhvataju i decu mladu od 15 godina, obzirom da deca ¢eSce
imaju bolest progresivnog toka [110]. Razvijeni su i drugi rekombinantni enzimi:
velagluceraza (Vpriv®, Shire) koja se proizvodi na humanim fibroblastima i taligluceraza
(Elelyso®, Pfizer) koja se proizvodi na ¢elijama Sargarepe.

I pored velikog uspeha EST, postoje joS uvek neresSena pitanja ukljucujuci
optimalno doziranje leka, sa posebnim osvrtom na tkiva i organe koja slabo ili nikako ne
reaguju na primenu terapije (pluca, kosti, mozak) [111].

Svi ovi €inioci podvlace znacaj iznalazenja novih terapijskih pristupa, kao Sto su

supstrat redukujuca terapija [112] i Saperonska terapija [113].
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1.6.3. Drugi terapijski modaliteti

Pored klasi¢nog pristupa leCenju Goseove bolesti, razvijena je i tzv. supstrat
redukujuca terapija koja je predlozena kao terapijski model jos 1980. godine [114]. U
slu¢aju klasi¢nih glikosfingolipidoza kao sto je 1 GoSeova bolest, ukoliko se brzina sinteze
glikosfingolipida uspori, akumuliranje novostvorenih lipida u lizozomalnom odeljku Celije
bi se moglo znacajno smanjiti. Rezidualna enzimska aktivnost u lizozomima bi bila
dovoljna za razgradnju glikolipida Sto bi kao krajnji efekat dovelo do poboljSanja stanja
bolesnika. Dakle, cilj ovog terapijskog pristupa je uravnoteZavanje brzine biosinteze i
patoloski smanjene brzine katabolizma supstrata. Cak i u odsustvu bilo kakve enzimske
aktivnosti, brzina akumulacije lipida bi se smanjila sto bi dovelo i do usporenja evolucije
bolesti. Veoma je vazno naglasiti da je cilj ove terapije parcijalna inhibicija biosinteze
glikosfingolipida, a ne kompletna, koja bi verovatno dovela do citotoksi¢nih efekata [115].

Goseova bolest, kao 1 ve¢ina drugih sfingolipidoza, predstavlja posledicu
nakupljanja glikosfingolipida koji nastaju od glukozil-ceramida. Formiranje glukozil-
ceramida od ceramida ¢ini prvi opredeljeni korak u biosintetskom putu glikosfingolipida. U
ovoj reakciji dolazi do prenosa uridil-difosfat (UDP)-glukoze na molekul ceramida [116], a
enzim koji katalizuje ovu reakciju je UDP-glukozilceramid transferaza. Upravo ovaj enzim
je izabran kao meta za supstrat redukujucu terapiju [117]. Jedan od prvih lekova sa ovim
mehanizmom dejstva, registrovan u terapiji bolesnika sa Goseovom bolesc¢u je N-butil
deoksinojirimicin ili miglustat (Zavesca®, Searle) [112]. Navedeni lek se koristi u terapiji
blage do umerene GB tip 1 kada EST nije pogodna [118]. JoS jedan predstavnik ove grupe
lekova je eliglustat (Cerdelga®, Sanofi-Genzyme) koji je dobio odobrenje u Evropi 2015.
godine i koji predstavlja dobru alternativu infuzijama EST [119].

Pored uloge supstrat redukujuce terapije, u poslednje vreme se kao novi terapijski
modalitet za GoSeovu bolest pominje i terapija molekularnim Saperonima [120].
Mehanizam dejstva Saperona se sastoji u ,,spasavanju* pogresno struktuiranih, mutiranih
proteina. Proteini koji zbog genske mutacije imaju pogreSnu sekundarnu i tercijarnu

strukturu, upucuju se u proces razgradnje preko endoplazmatskog retikuluma. Sprecavajuéi
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0vaj proces, Saperoni usmeravaju mutirane proteine do lizozoma omogujuci njihovu
rezidualnu aktivnost. Farmakoloski Saperoni razvijeni za GoSeovu bolest su predmet
nekoliko studija u literaturi [113, 121, 122], ukljucujuéi i pozitivne rezultate pilot studija sa

primenom ambroksola [123].

1.7. Citopatologija GoSeove bolesti — uloga makrofaga i citokina

Patoloske promene u ¢eliji u Goseovoj bolesti nastaju na nivou lizozoma. Endogeni
1 egzogeni makromolekuli, ukljucujuéi i glukocerebrozid, dopremaju se do lizozoma
procesima endocitoze, pinocitoze, fagocitoze i autofagocitoze [124]. Sami lizozomalni
proteini tj. kisele hidrolaze se ciljano dostavljaju do lizozoma uglavhom putem receptora za
manoza-6-fosfat [125].

lako se uglavnom pretpostavlja da tezina bolesti zavisi od nivoa rezidualne
aktivnosti glukocerebrozidaze [20], ovu ¢injenicu je teSko dokazati za najveéi broj mutacija
[126]. Takode, korelacija izmedu odredenog genotipa i fenotipske ekspresije bolesti je
slaba, iako se zna da odredene mutacije predisponiraju odredeni tip bolesti. Tako mutacija
L444P uglavnom dovodi do neuronopatske forme bolesti, dok prisustvo barem jednog alela
N370S uglavnom iskljucuje oboljenje centralnog nervnog sistema. TeZina i fenotipska
ekspresija bolesti moze da se razlikuje medu rodenom brac¢om i sestrama, pa ¢ak i izmedu
identi¢nih blizanaca [127].

Jos$ uvek se ne zna na koji nac¢in akumulacija glukocerebrozida dovodi do
citopatoloskih promena. Jedno vazno pitanje joS uvek zahteva odgovor: da li
glukocerebrozid posreduje u svim citopatoloskim efektima unutar lizozoma ili nesto
supstrata uspe da izmakne van lizozoma interagujuci sa biohemijskim i celularnim
putevima u drugim organelama. U svakom slucaju, posle akumulacije, glukocerebrozid
izaziva mnogobrojne celularne reakcije, posebno u tzv. GoSeovim ¢elijama — makrofagima
prepunjenim supstratom koji aktivno fagocituju druge Celije, pre svega senescentne Celije
krvi [128]. Makrofagno poreklo Goseovih ¢elija je dokazano u mnogim studijama [73,

129]. Ove ¢elije su velic¢ine 20 — 100 um i imaju mala, obi¢no ekscentri¢na jedra i
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citoplazmu sa karakteristiénim naborima ili prugama. Stavise, sve ¢elije monocitno-
makrofagnog sistema, a posebno tkivni makrofagi mogu biti pogodeni u GoSeovoj bolesti
[130]. Posto su makrofagi glavni citopatoloski supstrat GoSeove bolesti, uloZeni su napori
da se utvrdi kako i zasto je biologija makrofaga izmenjena. Danas se zna da citopatoloske
promene nisu izazvane samo nakupljanjem glukocerebrozida, ve¢ i aktivacijom makrofaga
[131]. Dokazano je da su nivoi razli¢itih citokina poviseni u serumu bolesnika, kao $to su
interleukin (IL) 1B, faktor tumorske nekroze (TNF), antagonist IL1-receptora, I1L-6,
solubilni IL2-receptor, CD14 i faktor stimulacije kolonija makrofaga (M-CSF) [132, 133].
Ove promene bi mogle objasniti neke od klini¢ko-patoloskih odlika GoSeove bolesti, posto
IL-1B, TNF, IL-6 i IL-10 mogu doprineti razvoju osteopenije, IL-1p, TNF, IL-6 i IL-10
pojavi aktivacije koagulacionog sistema i hipermetabolizma, dok IL-6 i IL-10 mogu
doprineti razvoju gamapatija i multiplog mijeloma [99, 132]. Osteoporoza se moze
povezati i sa povecanjem citokina MIP-1a i MIP-1p u plazmi Sto uti¢e na resorpciju kosti

poveéanjem aktivnosti osteoklasta [134].

1.8. Maligna oboljenja i GoSeova bolest

Hematoloske neoplazme su relativno retke u opstoj populaciji, uklju¢ujuéi multipli
mijelom i leukemije. Godisnja incidencija multiplog mijeloma u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD) iznosi oko 3-4 na 100.000 i predstavlja oko 1% svih formi kancera
odnosno 10% svih hematoloskih maligniteta [135]. Incidencija leukemije iznosi oko 6-10
na 100.000 stanovnika [136], dok je limfom najc¢es¢a forma maligne hemopatije.

U literaturi postoje brojni opisi slucajeva koji navode koincidentnu pojavu kako
hematoloskih tako i ostalih maligniteta u bolesnika sa tipom 1 Goseove bolesti, ukljucujuci
limfome [137, 138], leukemije [139, 140] i mutipli mijelom [141, 142]. Brojne studije su
pokusale da daju odgovor na veoma vazna pitanja o postojanju statisticki znacajno vise
incidencije maligniteta u bolesnika sa GoSeovom bole$¢u, o eventualnoj uzro¢no
posledi¢noj vezi izmedu ovih stanja i proceni rizika za razvoj maligne bolesti kod ovih

bolesnika [143-145]. Medu navedenim studijama, studija de Fost-a iz 2006. godine, koja je
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obuhvatila 131 bolesnika, navodi kao zaklju¢ak posebno visoko povecanje incidencije
multiplog mijeloma iz grupe hematoloskih naoplazmi, kao i hepatocelularnog karcinoma,

bez prethodnog postojanja ciroze jetre [143].

1.8.1. Patogeneza multiplog mijeloma — znaéaj monoklonske
gamapatije neodredenog znacaja

Multipli mijelom (MM) je progresivna hematoloSka neoplazma koja se odlikuje
povecanjem broja maligno transformisanih plazma ¢elija u ko$tanoj srzi i prekomernom
produkcijom monoklonskih imunoglobulina (IgG, IgA, IgD ili IgE klase) ili slobodnih
lakih kapa i lambda lanaca imunoglobulina (Bens-Dzonsov protein). Ostale klini¢ke
manifestacije ukljucuju povecanu osetljivost na bakterijske infekcije, hiperkalcemiju,
anemiju, amiloidozu, oSte¢enje bubrega, hiperviskozni sindrom, destrukciju kosti 1
generalizovanu osteoporozu kao i poremecaj produkcije normalnih imunoglobulina. Smatra
se da razvoju multiplog mijeloma prethodi takozvana monoklonska gamapatija
neodredenog znacaja (monoclonal gammopathy of undetermined significance, MGUS) i
stanje oznac¢eno kao ,.tinjajuci* (smouldering) multipli mijelom [146].

MGUS se definiSe kao prisustvo monoklonalnog proteina seruma (M-protein), bilo
IgA, 1gG ili IgD klase, u koncentraciji <3 g/dL, uz prisustvo <10% plazma ¢elija u kostanoj
srzi i odsustvo karakteristicnih promena koje su posledica proliferacije plazma celija tj.
litickih lezija kosti, anemije, hiperkalcemije i bubrezne insuficijencije. Definicija tzv.
tinjajuc¢eg mijeloma se razlikuje od prethodno navedene definicije MGUS-a u tome $to su
plazma ¢elije prisutne sa viSe od 10% u koStanoj srzi i Sto je koncentracija M-proteina
seruma >3 g/dL [147].

Mehanizmi neoplasti¢ne transformacije B ¢elija joS uvek nisu dovoljno poznati, ali
izgleda da obuhvataju viSe koraka [148]. Mogu¢i inicijatori procesa bi mogle biti
translokacije genskog lokusa za teski lanac imunoglobulina na hromozomu 14932 i/ili
delecija hromozoma 13 kao odgovor na infekciju ili imunsku disregulaciju [149]. Povecana
ekspresija c-myc onkogena u B ¢elijama je takode predlozena kao jedan od ranih koraka u

onkogenezi [150].
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Maligno transformisana B prekursorska ¢elija najverovatnije nastaje u limfnom
¢voru, a potom migrira u koStanu srz koja predstavlja pogodnu mikrookolinu za terminalnu
diferencijaciju u plazma ¢elije [151]. U kosStanoj srzi, brojni faktori mogu uticati na plazma
¢elije 1 produziti njihovu vijabilnost, 1 to razni proinflamatorni i antiinflamatorni citokini,
hemokini, faktori rasta, kao i direktne ¢elijsko-Celijske interakcije [152].

Enzim ciklooksigenaza-2 (COX-2) pokazuje pojacanu ekspresiju u kostanoj srzi
bolesnika sa MM. Ekspresija COX-2 je povecana u oko 11% bolesnika sa MGUS, 31%
bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze MM i u 47% bolesnika sa recidivom bolesti ili
refrakternim oboljenjem [153]. Koncentracije 1L-10, IL-11, interferona alfa i TNF su
takode znacajno povisene u kulturi ¢elija kostane srzi bolesnika sa MM [154]. Smatra se da
IL-6 i IL-1 beta imaju istaknutu ulogu u progresiji premijelomskih stanja u MM [155], a
posebno u konverziji MGUS u MM, kao i u podsticanju proliferacije i prezivljavanja

mijelomskih ¢elija [156].
1.9 Imunoglobulinski geni

B limfociti na svojoj povrsini eksprimiraju B ¢elijski receptor ("B cell receptor”;
BcR), odgovoran za prepoznavanje velikog broja stranih antigena. BcR se sastoji od dve
komponente: imunoglobulinske, koja prepoznaje i vezuje antigen, i signalne, koja se sastoji
od heterodimernog koreceptora CD79A/CD79B i odgovorna je za transmisiju signala sa
aktiviranog BcR u unutrasnjost celije.

Imunoglobulinski molekul (IG) je heterodimer koji se sastoji od 2 identi¢na teska
(H) lanca 1 2 identi¢na laka (L) lanca (kapa ili lambda), povezana disulfidnim vezama.
Svaki lanac sadrzi varijabilni N-terminalni domen, odgovoran za prepoznavanje antigena i
konstantni, C-terminalni region koji kod H lanaca definiSe izotipove imunoglobulina sa
razli¢itim efektorskim funkcijama.

Varijabilni domen teSkih lanaca (VH) kodiraju 3 grupe gena: V (“variable”), D
("diversity”) i J (“"joining”), dok V domen lakih lanaca (VL) kodiraju samo V i J geni. V
domen sadrzi 4 relativno konzervisana regiona okvira ¢itanja ("framework region” - FR; od

FR1 do FR4) koji odrzavaju strukturu domena, izmedu kojih se nalaze 3 visoko varijabilna

18



regiona koji odreduju komplementarnost ("complementarity determining region”; CDR1-3)
koji direktno interaguju sa antigenom (Slika 1). CDR3 je glavna determinanta antigenske
specifi¢nosti; nalazi se na mestu spajanja V, (D) i J gena i, stoga, pokazuje najveci stepen

varijabilnosti [157]. Konstantni region je kodiran C genima.

VL

Slika 1. Shematski prikaz molekula
imunoglobulina
[http://www.ericll.org]

[_JFR ("framework” regioni)

= CDR (“complementarity
determining” regioni)

Geni koji kodiraju teSke lance imunoglobulina se nalaze u okviru IGH lokusa
lociranog na hromozomu 14 (14932.33). IGK lokus sadrZi gene koji kodiraju kapa L lance i
nalazi se na hromozomu 2 (2p11.2), dok IGL lokus sadrzi gene koji kodiraju lambda L

lance i nalazi se na hromozomu 22 (22911.2).

IGH lokus

Vecina gena koji kodiraju teske lance imunoglobulina (IGH) je locirana na
hromozomu 14932.33 i organizovana u 4 klastera, V, D, J i C u 5'- 3' orijentaciji (Slika 2).
IGH lokus obuhvata ukupno 123-129 IGHV gena, u zavisnosti od haplotipa, a 38-46 gena
je funkcionalno. Na osnovu homologije nukleotidne sekvence, ovi funkcionalni geni su

podeljeni u 6-7 familija (IGHV1- IGHV7) [157].
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Velikom repertoaru IGHV gena doprinosi i Cinjenica da su mnogi od njih
polimorfni, kako po pitanju broja kopija, tako i po pitanju nukleotidne sekvence. Ukupan
broj IGHV gena u ¢eliji je razlicit kod razli¢itih individua usled alelskog polimorfizma koji
je rezultat insercije/delecije 6 IGHV gena. Na primer, insercija fragmenta od 50 kb koji
obuhvata 5 IGHV gena je prisutna kod 45% pripadnika bele rase. Pored toga, alelske
varijante koje se razlikuju u pojedinac¢nim nukleotidnim supstitucijama su detektovane kod
mnogih IGHV gena, pa tako neki (IGHV1-69, IGHV4-34) imaju i do 13 alela. Pored
funkcionalnih gena, IGH lokus sadrZi i tzv. otvoreni okvir Citanja - ORF (“open reading
frame”) za 4 potencijalna gena, kao i 79 pseudogena.

Nizvodno od IGHYV Klastera locirano je 27 IGHD gena, od kojih je 23 funkcionalno
i svrstano u 7 familija (IGHD1- IGHD7), a za njima sledi 9 IGHJ gena (6 funkcionalnih).
Kao u slucaju IGHV gena, i kod IGHD i IGHJ gena su opisane alelske varijante.

Na 3' kraju IGH lokusa se nalazi 11 IGHC gena, od kojih su 2 pseudogeni.

Jos 35 gena, ukljucuju¢i IGHV i IGHD, je nadeno na hromozomima 15 i 16; oni se nazivaju

“orfoni” i ne doprinose IGH genskom repertoaru B limfocita.
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Slika 2. Shematski prikaz IGH lokusa. Od IGHV gena su prikazani samo funkcionalni geni
(plavo) i pseudogeni koji mogu da se rearanziraju (sivo) [158]

Imunoglobulinski geni u razviéu B limfocita

Diferencijacija B limfocita je kompleksan proces koji se sastoji iz dve faze (Slika
3). U prvoj, koja se deSava u kostnoj srzi (i fetalnoj jetri) i nezavisna je od prisustva
antigena, dolazi do kombinovanja V, (D) i J gena putem DNK rekombinacija i ekspresije

jedinstvenog membranski vezanog IG na povrsini svakog B limfocita.
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Slika 3. Diferencijacija B limfocita [http://www.ericll.org]

Proces somatskih DNK rekombinacija zapocinje na IGH lokusu, a zatim se odvija
na lokusima za L lance; prvo se rekombinuju geni na IGK lokusu, a u sluc¢aju da je dobijeni
rearanZman neproduktivan, rearanzira se IGL lokus.

Na IGH lokusu prvo dolazi do rearanziranja nasumic¢no odabranog IGHD i IGHJ
gena; nastali IGHD-IGHJ rearanzman se zatim kombinuje sa nasumi¢no odabranim IGHV
genom [159, 160]. Tokom rekombinacije, sekvence izmedu rearanziranih gena bivaju
deletirane. Finalni IGHV-IGHD-IGHJ rearanzman se transkribuje u primarni transkript koji
ukljucuje 1 C region; procesom splajsinga se uklanjaju intronske sekvence, a ujedno dolazi i
do spajanja IGHV-IGHD-IGHJ gena sa IGHC genom (Cu ili Co) (Slika 4). Sli¢an proces se

odvija i u okviru IGK, odnosno IGL lokusa.
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Slika 4. Shematski prikaz IGH transkripta. Oznacene su pozicije konzervisanih amino-
kiselina koje, prema IMGT ("The International InMunoGeneTics Information System”),
definisu granice VH CDR regiona: "1st-CYS” - kodon za konzervisani cistein na poziciji
23; "conserved-TRP” - kodon za konzervisani triptofan na poziciji 41; "2nd-CYS” - kodon
za konzervisani cistein na poziciji 104; “J-TRP” - kodon za konzervisani triptofan na
poziciji 118. N1 i N2 regioni nastaju delecijom nukleotida sa krajeva gena koji se
rearanziraju, koja je pra¢ena nasumi¢nom adicijom nukleotida (broj deletiranih i dodatih
nukleotida je varijabilan). L region kodira signalni peptid koji se nakon translacije iseca sa
polipeptidnog lanca [http://www.ericll.org].

Dok se rekombinacija izmedu IGHD i IGHJ gena odvija na oba IGH alela,
rekombinacija IGHD-IGHJ rearanzmana sa IGHV genom se deSava na samo jednom alelu.
Samo u slu¢aju da je dobijeni IGHV-IGHD-IGHJ rearanZzman neproduktivan, dolazi do
rekombinacije i na drugom IGH alelu [161]. Ovim mehanizmom “alelskog isklju¢ivanja” se
obezbeduje da B limfocit produkuje samo jedan tip H lanaca i time bude specifican za samo
jedan tip antigena. Ukoliko rekombinacija ni na jednom alelu ne dovede do nastanka
produktivnog rearanzmana, B celije umiru apoptozom. U veoma retkim slucajevima se
desava da kontrola “alelskog iskljucivanja” zataji, pa B limfocit eksprimira dva razlicita
funkcionalna H lanca. "Alelsko isklju¢ivanje” je prisutno i u rekombinaciji gena za L lance.

Nakon uspesnih rekombinacija lokusa za H i L lance imunoglobulina, sintetisani 1G
lanci formiraju IgM koji u asocijaciji sa CD79A/CD79B koreceptorom formira BcR
eksprimiran na povrsini ¢elije. Ovi nezreli B limfociti napustaju kostnu srz i migriraju u
slezinu gde sazrevaju u naivne B ¢elije.

Druga faza diferencijacije B limfocita se odvija u perifernim limfnim organima gde
se naivne B celije susreCu sa antigenom. Aktivacija BcR, u kombinaciji sa aktivacijom
CDA40 receptora i sekrecijom citokina od strane T "helper” limfocita, dovodi do formiranja
sekundarnih folikula, a u njima do organizovanja visoko specijalizovanih struktura, tzv.

"germinalnih centara” [162]. U germinalnim centrima, tokom proliferacije B limfocita,
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dolazi do njihove dalje diverzifikacije putem uvodenja somatskih hipermutacija u IG V
domene, kao i “class-switch” rekombinacija tokom kojih se C region zamenjuje drugim
izotipom [163, 164]. Kao rezultat ovih procesa dolazi do produkcije B limfocita sa visokim
afinitetom 1 specifi¢no$¢u za odredeni antigen, koji se diferenciraju u memorijske B ¢elije
ili IG-sekretujuce plazma éelije. Celije koje produkuju IG sa niskim afinitetom za antigen

ili ne proizvode 1G, umiru apoptozom u germinalnom centru.

Somatske hipermutacije

Somatske hipermutacije (SHM) se uglavnom sastoje od pojedinac¢nih nukleotidnih
supstitucija [165] koje se deSavaju sa frekvencom od oko 10™ do 10 po baznom paru po
¢elijskoj deobi, Sto je stopa oko 10° puta veca od stope spontanih mutacija u drugim
¢elijama. Zbog specificnog mehanizma kojim se generiSu SHM, a koji ukljucuje AID
enzim (“activation-induced cytidine deaminase”), neophodno je da se tokom replikacije
DNK odvija i transkripcija rearanziranog IG lokusa [166].

Uvodenje SHM pocinje nizvodno od IG promotora i obuhvata region dugacak 1.5
do 2Kb. Najvecu frekvencu mutacije dostizu u IGHV-IGHD-IGHJ regionu, dok C region
nije zahvaéen. SHM se naj¢es¢e uvode u (A/T)A 1 G(C/T)(A/T), kao i njima
komplementarne reverzne motive, pri ¢emu su tranzicije mnogo ¢eS¢e od transverzija.
Mutacije se deSavaju na oba lanca DNK i mogu biti lokalizovane kako u FR, tako i u CDR
regionima. Mutacije koje dovode do zamene amino-kiseline na datoj poziciji mogu
povecati afinitet IG za antigen, pa se zato akumuliraju u CDR sekvencama. S druge strane,
u FR regionima su favorizovane mutacije koje ne dovode do zamene amino-kiseline, kako
bi se saCuvala struktura domena [167, 168].

U retkim slucajevima mozZe do¢i do uvodenja insercija ili delecija jednog ili vise
nukleotida u rearanziranu IG sekvencu [169]. Ukoliko se pri tome ne poremeti okvir
¢itanja, rearanzman ostaje produktivan.

Treba naglasiti da se proces uvodenja SHM moze odvijati i izvan germinalnih

centara, pa Cak i u odsustvu T "helper” limfocita.
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1.10 Genski polimorfizmi

Varijanta genske sekvence predstavlja trajnu izmenu u sekvenci baza DNK koja ¢ini
jedan gen, ¢ime se dati redosled baza razlikuje u odnosu na veé¢inu ljudi. Genske varijante
mogu biti razli¢ite veli¢ine. Mogu da uti¢u samo na jedan par baza, sa jedne strane ili pak
na Citav segment hromozoma koji obuhvata viSe gena, sa druge strane. Nekoliko tipova
genskih varijanti mogu prouzrokovati bolest. Modifikacije jedne nukleotidne baze, tzv.
polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (engl. single-nucleotide polymorphism - SNP)
predstavlja naj¢eSc¢u vrstu genske varijante. Promena izazvana SNP-om moZe imati
funkciju "missense" mutacije, "nonsense" mutacije ili mutacije sa poremecajem okvira
¢itanja (engl. frameshift mutacija). "Missense" mutacija predstavlja zamenu jedne baze
drugom sto dovodi do zamene jedne aminokiseline drugom, u strukturi proteina, dovode¢i
do izmene funkcije proteina. "Nonsense" mutacija, sa druge strane, dovodi do prevremenog
stvaranja stop kodona, ¢ime nastaje protein nedovoljne duzine koji obi¢no nije
funkcionalan. "Frameshift" mutacija je uzrokovana insercijama ili delecijama nukleotida do
broja koji nije deljiv sa tri, te usled poremeéenog okvira ¢itanja dolazi do potpunog gubitka
aminokiselinske sekvence originalnog proteina poc¢ev od mesta mutacije. Ukoliko genske
varijante nastanu u germinativnim ¢elijama, one se nasleduju jer gameti nastaju od tih ¢elija
[170].

Genske varijante mogu imati razli¢ite funkcionalne efekte. Varijanta u kodiraju¢em
regionu gena koja ne menja redosled aminokiselina u proteinu ne bi trebalo da ima efekat
na fenotip. Medutim, iako se ne bi o¢ekivala direktna promena u Sifrovanoj sekvenci
aminokiselina, moglo bi da dode do izmene isecanja ("splajsinga") preinformacione RNK
(tokom obrade RNK koja nosi informaciju o strukturi proteina iz DNK) i na taj nacin bi
posredno doslo do izrazite izmene redosleda aminokiselina. Neke varijante koje menjaju
aminokiselinu mogu imati samo blag uticaj, a druge mogu snazno uticati na funkciju
proteina. Efekat zavisi od prirode i pozicije izmene aminokiseline, a znacajne promene
dovode do zdravstvenih posledica. Naj¢esc¢e dolazi do gubitka funkcije proteina, a ponekad
se funkcija menja na taj nacin da protein sti¢e novu "patogenu", nekada cak i

antagonisticku funkciju u odnosu na normalni protein. U retkim slucajevima, varijante
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mogu da smanje rizik od oboljevanja. Primera radi, "frameshift" mutacija u CCR5 genu
dovodi do otpornosti na infekciju HIV-1 virusom. Pored navedenih uticaja na funkciju
proteina, genske varijante mogu da naruse delove strukture DNK koji kontroliSu regulaciju

genske ekspresije tj. njeno vreme, mesto i sli¢no [170].
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2. CILJEVI RADA

1. Utvrditi da li su u bolesnika sa GoSeovom boleS¢u koji imaju klonalni rearanzman
gena za teSki lanac imunoglobulina, navedeni rearanzmani produktivni tj. da li
postoji ekspresija rearanziranih gena.

2. Odrediti ucestalost razlicitih alela proinflamatornih molekula (TNFA, IL10 i IL6) u
grupi pacijenata sa Goseovom boles¢u i uporediti ih sa podacima za zdrave kontrole
u Srbiji i1 pacijente sa GoSeovom boles¢u u drugim populacijama.

3. Utvrditi da li su klonalni rearanZmani gena za teski lanac imunoglobulina i navedeni
polimorfizmi gena za proinflamatorne citokine koji nastaju usled izmene
pojedinacnih nukleotidnih baza povezani sa tezinom GoSeove bolesti, procenjenom

na osnovu indeksnog skora.
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3. MATERIJAL | METODI

3.1. Ispitanici

Krv bolesnika za navedena ispitivanja je uzimana venepunkcijom, prilikom
sprovodenja obaveznih i preporucenih dijagnostickih procedura za GoSeovu bolest
(rutinske biohemijske analize i pracenje enzima — biomarkera bolesti, pre svega
hitotriozidaze, kisele fosfataze i ACE). Nakon razgovora i detaljnog obavestavanja
bolesnika, potpisan je dobrovoljni informisani pristanak za ucestvovanje u studiji koji je
potom sacuvan u istoriji bolesti. Studija je odobrena od strane Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Uzorci pune krvi (3 ml) za analizu genskih polimorfizama uzeti su od ispitanika u
vacutainer-e sa EDTA kao antikoagulansom i transportovani do Laboratorije za
imunologiju gde su dalje obradivani i gde je izolovana i sa¢uvana genomska DNK u cilju
analize polimorfizama citokinskih gena. Drugi uzorak pune krvi (4 mL) sa Na-citratom je
transportovan na Institut za molekularnu genetiku i geneticki inzenjering u Beogradu radi
odredivanja rearanZmana gena za teSki lanac imunoglobulina i sekvenciranja uzoraka u
kojima je navedeni rearanZman pozitivan. Ostali klinicki podaci i laboratorijske analize su
uzete iz odgovarajucih istorija bolesti, ukljucujuéi inicijalnu vrednost feritina i
hitotriozidaze, kao i klinicke parametre vezane za hepatosplenomegaliju i lezije skeleta §to
je omogucilo izracunavanje skora tezine bolesti i skora tezine skeletnih lezija.

Kontrolna grupa za poredenje ucestalosti ispitivanih genotipova je selektovana iz
baze DNK uzoraka Laboratorije za imunologiju Instituta za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu, ukoliko nisu postojali dostupni podaci u objavljenoj
literaturi za zdravu populaciju Srbije.

Kriterijumi za iskljucenje iz studije: odbijanje pacijenata da ucestvuje u studiji, smrt

pacijenta ili emigracija u druge drZave.
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3.2. Odredivanje mutacionog statusa i genskog repertoara

varijabilnog regiona teskih lanaca imunoglobulina

3.2.1. Izolacija DNK iz periferne krvi

Za izolaciju DNK iz krvi koriséen je QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).

Protokol:

na dno tube sipati 20 pl Qiagen proteaze, dodati 200 pl uzorka, 200 pl pufera AL i

promesati vorteksovanjem

inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C kako bi se obezbedilo liziranje ¢elija 1

oslobadanje DNK od proteina
dodati 200 ul 96-100% etanola i promeSati vorteksovanjem

ovako pripremljen uzorak naneti na QlAamp Mini spin kolonicu, staviti je u tubu i
centrifugirati na 6000 g (8000 rpm)/1 min (ispiranje DNK vezane za kolonicu od

necistoca)

odbaciti tubu sa filtratom, kolonicu premestiti u novu tubu, naneti 500 pl pufera
AW1 i centrifugirati na 6000 g (8000 rpm)/1 min (ispiranje DNK vezane za

kolonicu od necistoca)

odbaciti tubu sa filtratom, kolonicu premestiti u novu tubu, naneti 500 pl pufera
AW?2 i centrifugirati na 20000 g (14000 rpm)/3 min (ispiranje DNK vezane za

kolonicu od necistoca)

na kraju prebaciti kolonicu u Cistu tubu, dodati 200 pl pufera AE i inkubirati 1 min

na sobnoj temperaturi kako bi se povecao prinos DNK

centrifugiranjem na 6000 g (8000 rpm)/1 min dobija se eluat u kome je rastvorena
DNK
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koncentraciju i ¢isto¢u DNK odrediti merenjem na spektrofotometru

3.2.2. lzolacija mononuklearnih éelija iz periferne krvi

Protokol:

uzorak krvi razblaziti fizioloSkim rastvorom u odnosu 1:1

na dno sterilne epruvete zapremine 10 ml sipati 3 ml Ficoll-Paque PLUS (GE

Healthcare)

4 ml razblazenog uzorka pazljivo naneti na povrsinu Ficoll-Paque PLUS, pazeci da

se slojevi ne pomeSaju

centrifugirati na 1500 rpm/25 min na sobnoj temperaturi, u Klini¢koj centrifugi, bez

kocenja

nakon centrifugiranja, u novu sterilnu epruvetu pipetom prebaciti interfazu ("buffy

coat”) koja sadrzi mononuklearne Celije

isprati dva puta 1 x PBS puferom pH=7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
Na,HPQO,4, 2 mM KH,PQO,); nakon svakog ispiranja centrifugirati na 1500 rpm/15

min

talog mononuklearnih ¢elija resuspendovati u TRI reagent-u (Sigma-Aldrich)

3.2.3. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih ¢elija je koris¢en TRI reagent (Sigma-

Aldrich). TRI reagent predstavlja monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, a sam

proces izolacije predstavlja unapreden klasi¢ni metod izolacije RNK definisan od strane

Chomczynski i saradnika [171].

Protokol:
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u 1 ml TRI reagent-a resuspendovati maksimalno 1 x 107 éelija i lizirati

provla¢enjem kroz iglu promera 0.7 mm
e liziran uzorak ostaviti da stoji na sobnoj temperaturi 5-10 min

e dodati 200 pl hloroforma, snazno promuckati, a zatim uzorak ostaviti da stoji 5-15

min na sobnoj temperaturi

e nakon centrifugiranja na 12000 rcf/15 min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze:
gornja, vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, organska faza u kojoj

se nalaze DNK i proteini

e vodenu fazu prebaciti u novu tubu i dodati 0.5 ml izopropanola; promesati
invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi (precipitacija
RNK)

e centrifugirati na 12000 rcf/15 min/+4°C, a zatim ukloniti supernatant

dekantovanjem i oprati talog sa 1 ml hladnog 70% etanola

e centrifugirati na 12000 rcf/10 min/+4°C, ukloniti pazljivo etanol i talog osusiti na

sobnoj temperaturi
e talog RNK rastvoriti u "RNAse-free” vodi

e koncentraciju i ¢istocu RNK odrediti merenjem na spektrofotometru

3.2.4. Reverzna transkripcija (RT)

Sinteza cDNK je izvrSena reakcijom reverzne transkripcije.
Protokol:
e smesu finalnog volumena 11 pl koja sadrzi 2 ug RNK 12 ul 1 x "random-hexamer”

prajmera inkubirati 5 min/70°C, a zatim ohladiti na ledu
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e dodati smesu finalnog volumena 9 pl koja sadrzi 4 pl 5 x RT pufera (Fermentas) ,
20 U "Ribo-Lock” RNaznog inhibitora (Fermentas), 2 ul ANTP (10 mM) 1 40 U M-
MuLV reverzne transkriptaze (Fermentas)

e inkubirati 10 min/25°C, a zatim 1h/42°C

e reakciju zaustaviti inkubacijom 10 min/70°C

3.2.5. PCR amplifikacija IGHV-IGHD-IGHJ rearanZzmana

PCR ("polymerase chain reaction”) je in vitro amplifikacija definisane DNK
sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. Reakcija Kkoristi dva
oligonukleotida (prajmeri) komplementarna krajevima sekvence koja se umnozava, koji su
medusobno suprotno orijentisani (“forward” 1 "reverse” prajmer) i dugacki najcesce 15-20
nukleotida. Sinteza DNK Katalizovana je termostabilnom DNK polimerazom. Ponavljanje
ciklusa, od kojih se svaki sastoji od denaturacije DNK, hibridizacije prajmera (aniling) i
ekstenzije hibridizovanin prajmera od strane DNK polimeraze, za rezultat ima
eksponencijalnu amplifikaciju specificnog DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog
fragmenta su definisani 5' krajevima prajmera, a njihova veli¢ina odredena je rastojanjem
izmedu sekvenci koje prajmeri prepoznaju. PCR reakciona smeSa mora da sadrzi
komponente potrebne za in vitro sintezu DNK: matricu (DNK koja se kopira), prajmere
(oligonukleotide komplementarne krajevima sekvence koja se kopira), nukleotide (gradivne
elemente DNK), Taq polimerazu (termostabilnu DNK polimerazu koja katalizuje ugradnju
nukleotida po principu komplementarnosti sa matricom), jone magnezijuma i pufer
(neophodni za optimalni rad Taqg polimeraze).

RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction”) je varijanta PCR metode u

kojoj se, kao matrica za amplifikaciju specifi¢ne sekvence, koristi cDNK.
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U ovom radu su za PCR amplifikacija IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana paralelno koris¢ena
dva pristupa.
Prvi pristup je podrazumevao koris¢enje tzv. "leader” prajmera koji su komplementarni

"leader” sekvencama specifi¢nim za pojedina¢ne IGHV genske familije (IGHV1-6) [172].
Reakciona smesa finalnog volumena 100 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 200 ng cDNK ili 300-500 ng DNK

e 1 x reakcioni pufer (Qiagen)

e 1xQ pufer (Qiagen)

e dNTP finalne koncentracije 200 uM

e 60 pmol VHL prajmera

e 60 pmol JH prajmera

e 2.5U HotStarTaq polimeraze (Qiagen)

VHL prajmer je oligonukleotidni miks dobijen meSanjem “leader” prajmera specificnih
za svaku IGHV gensku familiju u ekvimolarnom odnosu (npr. po 10 pmol VH1aL, VH1bL,
VH2aL, VH2bL, VH3aL, VH3bL i po 20 pmol VH4L, VH5L i VH6L prajmera).

JH prajmer je takode oligonukleotidni miks dobijen meSanjem prajmera specifi¢nih za
svaki IGHJ gen u ekvimolarnom odnosu (npr. po 20 pmol JH1-2 i JH4-5, i po 10 pmol JH3
I JH6).
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Tabela 1. Prajmeri koris¢eni za amplifikaciju i sekvenciranje IGHV-IGHD-IGHJ
rearanzmana

Naziv prajmera Sekvenca prajmera

VH1laL 5'- AAATCG ATACCACCATGG ACT GGACCT GGA GG -3
5 -AAATCG ATACCACCATGG ACT GGA CCT GGA G(C/A) -
VH1bL
3I
5 -AAATCG ATACCACCATGG ACACACTTT GCT (A/IC)AC
VH2aL
-3
5'-AAATCGATACCACCATGGACATACTITGTTCCAC-
VH2bL
3I
5'-AAATCG ATACCACCACCATGGAGT TTG GGC TGA GC
VH3aL
-3
VH3bL 5 -AAATCG ATA CCA CCA CCATGG A(A/G)(CIT) T(GIT)(GIT)
G(G/A)C T(G/CIT)(AICIT)GC - 3
VHAL 5'-AAATCG ATACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTT -
3I
VH5L 5'- AAATCG ATACCACCATGG GGT CAACCGCCATC-3
VH6L 5'-AAATCG ATACCACCATGTCTGTCTCCTTCCTC-3
JH1-2 5'- TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT GCC -3
JH3 5'- TGA AGA GAC GGT GAC CATTGT CCC -3
JH4-5 5'- TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT TCC - 3
JH6 5'- TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC - 3
VLIH 5'-GTG ACC AGG GTN CCT TGG CCC CAG -3
Napomena:

- VH1-6L prajmeri su oligonukleotidi komplementarni “leader” sekvencama
specificnim za pojedinaéne IGHV genske familije; u slucaju IGHV1, IGHV2 i
IGHV3, za amplifikaciju se koriste 2 VH prajmera (aL i bL) u ekvimolarnim
koncentracijama.

- JH1-6 prajmeri su oligonukleotidi komplementarni IGHJ genima

- VLJH prajmer je oligonukleotid komplementaran konzervisanom regionu na 3'
kraju IGHJ gena, koji pokazuje visok stepen homologije kod svih 6 IGHJ gena
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Temperaturni profil reakcije:

1. 15 min/95°C - aktivacija HotStarTaq polimeraze
2. 40 ciklusa:

e 1 min/95°C — denaturacija

e 1 min/59°C - aniling

e 1.5 min/72°C —elongacija
3. 7 min/72°C - finalna elongacija

Analiza dobijenin RT-PCR ili PCR produkata je vrSena elektroforezom na 4%
agaroznom gelu ili 8 % poliakrilamidnom gelu.

U slucajevima kada je elektroforetskim razdvajanjem detektovano prisustvo vise od
jednog konalnog produkta, IGHV-IGHD-IGHJ rearanZmani su ponovo umnozZavana RT-
PCR ili PCR reakcijama specificnim za pojedinacne IGHV genske familije (“family-
specific” PCR). Na ovaj nacin se izbegava isecanje i elucija traka sa agaroznog gela, §to je
naroCito znacajno u slucajevima kada su dva klonalna rearanzmana priblizno jednake
duzine.

Reakciona smesa finalnog volumena 100 pl je sadrzala slede¢e komponente:
~ IGHVI1L / IGHV2L / IGHV3L “family-specific” RT-PCR/PCR
e 200 ng cDNK ili 300-500 ng DNK

e 1 x reakcioni pufer (Qiagen)

e 1xQ pufer (Qiagen)

e dNTP finalne koncentracije 200 uM

e 15 pmol VH1aL / VH2aL / VH3aL prajmera

e 15 pmol VH1bL / VH2bL / VH3bL prajmera
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e 30 pmol JH prajmera
e 2.5U HotStarTaq polimeraze (Qiagen)

~ IGHVAL / IGHVSL / IGHV6L “family-specific” RT-PCR/PCR
e 200 ng cDNK ili 300-500 ng DNK

e 1 x reakcioni pufer (Qiagen)

e 1 x Q pufer (Qiagen)

e dNTP finalne koncentracije 200 uM

e 30 pmol VHA4L / VH5L / VH6L prajmera
e 30 pmol JH prajmera

e 2.5U HotStarTaq polimeraze (Qiagen)

Temperaturni profil “family-specific” RT-PCR/PCR reakcija je bio isti kao u slucaju
multipleks RT-PCR/PCR reakcije.

Produkti svih Sest pojedinac¢nih reakcija su analizirani elektroforezom na 4%
agaroznom gelu ili 8 % poliakrilamidnom gelu.

Drugi pristup je podrazumevao koris¢enje tzv. "“framework” prajmera koji su
komplementarni “framework” regionima (FR1 I FR3) u okviru IGHV-IGHD-IGHJ
rearanzmana [173]. Da bi se postigla neophodna senzitivnost (10°-10'°), radene su dve
runde amplifikacije, pri ¢emu su za prvu koriS¢eni tzv. “spoljasnji prajmeri"(FR1 1 J1H), a
za drugu rundu produkti prve i tzv. “unutrasnji prajmeri” (FR3A i J1H), koji u odnosu na

prajmere kori$¢ene u prethodnoj rundi ograni¢avaju nesto uzi region (Tabela 2).
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Tabela 2. Prajmeri koris¢eni za amplifikaciju IGHV-IGHD-IGHJ rearanZmana u dve runde

Naziv prajmera

Sekvenca prajmera

FR1 5’ - (GC)AG GT(AG) CAG CTG (GCT)(AT)G (GC)AG- 3'
JIH 5’ - ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT - 3'
FR3A 5 - ACA CGG C(CT)(CG) TGT ATT ACTGT -3’
Napomena:

- FR1 | FR3A prajmeri su oligonukleotidi komplementarni sekvencama tzv.

"framework” regionima IGHVgena

- JH1 prajmer je oligonukleotid komplementarni IGHJ1 genu

Reakciona smesa finalnog volumena 40 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

1 x reakcioni pufer (Qiagen)

e 1 x Q pufer (Qiagen)

e dNTP finalne koncentracije 250 uM

e 10 pmol FR1 (prva runda) ili FR3A (druga runda) prajmera

e 10 pmol J1H prajmera (obe runde)

e 2.5U HotStarTaq polimeraze (Qiagen)

Temperaturni profil reakcije:

4. 15 min/95°C - aktivacija HotStarTaq polimeraze

5. 35 ciklusa:

15 sek/95°C — denaturacija

37




e 20 sek/50°C - aniling
o 30 sek/72°C - elongacija
6. 10 min/72°C - finalna elongacija

Uslovi PCR reakcije su bili isti u obe runde amplifikacije.

Produkti prve runde PCR amplifikacije su su analizirani elektroforezom na 4% agaroznom

gelu, a produkti druge runde na 8 % poliakrilamidnom gelu.

Dobijeni RT-PCR/PCR produkti su pre¢iséeni na koloni (QIAquick PCR Purification Kit,
Qiagen), a koncentracija i ¢isto¢a su izmerene na spektrofotometru.
Oba lanca na ovaj nac¢in umnozenih IGHV-IGHD-IGHJ rearanZmana su zatim

sekvencirana upotrebom odgovarajucih prajmera

3.2.6. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu [174] odgovarajuce
koncentracije (1 — 4%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti. Kao
pufer za pripremanje gelova koriséen je 1 x TAE pufer (40 mM Tris-acetat, ImM EDTA
pH=8). U gelove je pre polimerizacije dodavana fluorescentna boja etidijum-bromid (u
finalnoj koncentraciji 0.5 upg/ml) koja se interkalira u DNK i omogucava njenu
vizuelizaciju pod UV svetlom.

Elektroforeza je tekla u 1 x TAE puferu, pri naponu od 4-7 V/cm. DNK je
vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom, a trajni zapis rezultata je dobijen
fotografisanjem gela CCD kamerom integrisanom u sistem za automatsku digitalnu
akviziciju slike (BioDocAnalyze System). Veli¢ina fragmenata DNK je odredena pomoc¢u

adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas).
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3.2.7. Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturiSu¢em 8% poliakrilamidnom gelu
sledeCeg sastava: akrilamid : N,N-metilenbisakrilamid = 29 : 1, 89 mM Tris, 89 mM borna
kiselina, 2 mM EDTA pH=8, 0.1% amonijumpersulfat, 0.1% TEMED. Elektroforeza je
tekla pri naponu od 10 V/cm u 1 x TBE puferu (89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM
EDTA pH=8).

Vizuelizacija DNK na poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem
srebronitratom [175].

Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani 30 minuta u rastvoru
10% etanola i 0.5% siréetne kiseline. Nakon toga, gelovi su bojeni 0.1% rastvorom AgNO3
10 minuta, uz neprekidno muckanje na klackalici. Visak AgNO3 je uklanjan ispiranjem
najpre u bi-destilovanoj vodi, a zatim u razvijacu sledeceg sastava: 1.5% NaOH, 0.01%
NaBH4 i 0.048% formaldehid. Gelovi su u razvijacu drzani 15-20 minuta, do pojave traka.

Razvijanje je stopirano potapanjem gelova u 0.75% rastvor Na2CO3.

3.2.8. Preéisc¢avanje PCR produkata

Za preciscavanje produkata dobijenih PCR reakcijama koris¢en je QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen).
Protokol:

e pomeSati PCR reakcionu smesu i pufer PB u odnosu 1:5
e dodati 10 ul 3M Na-acetata pH=5

e naneti uzorak na QIlAquick kolonicu, staviti je u tubu i centrifugirati na 17900 g
(13000 rpm)/1 min (adsorpcija DNK)

e odbaciti filtrat, naneti 750 pl pufera PE na kolonicu i centrifugirati na 17900 g
(13000 rpm)/1 min (ispiranje DNK od necistoca)
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e odbaciti filtrat i ponoviti centrifugiranje na 17900 g (13000 rpm)/1 min

e prebaciti kolonicu u novu tubu, naneti 30 pl pufera EB i inkubirati 1 min na sobnoj

temperaturi kako bi se povec¢ao prinos DNK

e centrifugiranjem na 17900 g (13000 rpm)/1 min dobija se eluat u kome je rastvoren

precis¢eni PCR produkt
e koncentraciju i ¢istocu DNK odrediti merenjem na spektrofotometru

3.2.9. Sekvenciranje IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana

Sekvenciranje DNK je radeno BigDye ™ Terminator v.3.1 Ready Reaction Kit-om
(Applied Biosystems) kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ovaj kit omogucéava sekvenciranje u PCR reakciji
u kojoj se, pored deoksinukleotida, koriste i 2',3'-dideoksinukleotidi [176]. DNK
polimeraza kopira jedan lanac DNK matrice ugradujuci nukleotide na 3' kraj prajmera, sve
dok u rastu¢i lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. Dideoksinukleotidi nemaju OH-
grupu na 3' poziciji, zbog Cega nemaju sposobnost vezivanja sledec¢eg nukleotida, pa
njihovom ugradnjom dolazi do terminacije polimerizacije. Reakcije se rade sa samo jednim
prajmerom (asimetricni PCR), tako da se dobija serija fragmenata razli¢itih duzina koji se
zavrSavaju dideoksinukleotidom. Svaki od 4 dideoksinukleotida je obelezen razlic¢itom
fluorescentnom bojom, ¢ime je omoguéena detekcija fragmenata u sekvenceru. Za razliku
od kitova u kojima su svi dideoksinukleotidi obelezeni istom fluorescentnom bojom, ovaj
kit omogucava da se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj, umesto u cCetiri odvojene

PCR reakcije.

Prvo je PCR reakcijom umnozen region DNK koji treba da se sekvencira. Nakon
provere PCR produkta elektroforezom, vrSeno je njegovo preciS¢avanje na koloni.

Koncentracija i Cistoca precis¢enih PCR produkata merena je na spektrofotometru.

Smesa za sekvenciranje finalne zapremine 8 pl je sadrzala slede¢e komponente:
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e 3-20 ng precis¢enog PCR produkta (za duzine 200-1000 bp) / 150-300 ng

plazmidnog konstrukta
e 3.2 pmol prajmera
e 3 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)
Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:

1. 1min/960C
2. 25 ciklusa:

e 10 sek/960C

e 55ek/500C

e 4 min/600C

3. 0/40C

Produkti PCR reakcije za sekvenciranje su prec¢is¢avani Na-acetatnom precipitacijom.
Protokol:

e u uzorke dodati 40 pl Na-acetata, promuckati i centrifugirati na 13000 rpm/20 min
¢ ukloniti supernatant i talogu dodati 200 pl 70% etanola

e centrifugirati na 13000 rpm /10 min

e ukloniti supernatant i ponoviti prethodni korak jo$ jednom

e talog u potpunosti osusiti, rastvoriti 25 pl Hi-Di formamida i celokupnu koli¢inu
naneti u

bunari¢ na mikrotitarskoj ploci
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Dobijeni rezultati su analizirani programom  Sequencing Analysis v.5.2
[http://wvww.applied biosystems.com].

Izbor prajmera i postupak sekvenciranja IGHV-IGHD-IGHJ rearanZzmana je zavisio od
nacina na koji su oni amplifikovani.

Ukoliko je rearanzman umnozen multipleks RT-PCR/PCR reakcijom, sekvenciranje se
odvijalo u tri runde. Naime, u zavisnosti od IGHV-IGHD-IGHJ sastava klonalnog
rearanZmana, on je umnozen pomocu odgovaraju¢e kombinacije VHL 1 JH prajmera.
Medutim, poSto multipleks smeSa sadrzi miks VHL i JH prajmera, ne moZe se znati koja
kombinacija prajmera je dovela do amplifikacije. Samim tim, otezan je izbor prajmera koji
¢e se koristiti u reakciji sekvenciranja. Zbog toga je u prvoj rundi sekvenciranja koriS¢en
VLJH prajmer koji je komplementaran konzervisanom regionu na 3' kraju IGHJ gena, i

dobijena sekvenca je analizirana u IMGT V-QUEST softveru (http://www.imgt.org). S

obzirom na poziciju VLJH prajmera, najces¢e se ne moze dobiti sekvenca celog
rearanzmana, ali se dobija sekvenca njegovog 5' kraja, tako da IMGT V-QUEST moze da
identifikuje prisutan IGHV gen. Kada je poznato kojoj IGHV familiji pripada IGHV gen u
datom rearanZmanu, pristupa se drugoj rundi sekvenciranja, gde se kao prajmer za
sekvenciranje koristi odgovaraju¢i VHL prajmer. U slu¢aju IGHV1, IGHV2 i IGHV3
familije, sekvenciranje u drugoj rundi vrSeno je sa oba VHL prajmera (aL i bL) u dve
odvojene PCR reakcije, dok je u slucaju IGHV4, IGHV5 i IGHV6 koris¢en samo jedan
VHL prajmer. Na ovaj nacin je dobijena sekvenca kompletnog rearanzmana koja je
analizirana u IMGT V-QUEST softveru, ¢ime se otkriva tacan IGHV-IGHD-IGHJ sastav
klonalnog rearanzmana. U cilju provere dobijenih rezultata, u trecoj rundi je sekvenciran i
suprotan lanac rearanZmana, koriS¢enjem odgovarajuc¢eg JH prajmera, a dobijena sekvenca
analizirana u IMGT V-QUEST softveru.

U slucajevima kada je amplifikacija rearanzmana vrSena u Sest pojedinac¢nih “family-
specific” RT-PCR reakcija, sekvenciranje se odvijalo u dve runde. PoSto se u ovako
postavljenom eksperimentu zna kojoj IGHV familiji pripada IGHV gen prisutan u
klonalnom rearanzmanu, u prvoj rundi sekvenciranja koriS¢en je odgovaraju¢i VHL
prajmer. U sluc¢aju IGHV1, IGHV2 i IGHV3 familije, sekvenciranje je vrseno sa oba VHL
prajmera (al i bL) u dve odvojene PCR reakcije, dok je u sluc¢aju IGHV4, IGHV5 i IGHV6
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koriS¢en samo jedan VHL prajmer. Dobijena sekvenca je analizirana u IMGT V-QUEST
softveru, ¢ime se otkriva tacan IGHV-IGHD-IGHJ sastav klonalnog rearanzmana. U cilju
provere dobijenih rezultata, u drugoj rundi je sekvenciran i suprotan lanac rearanZzmana,
koriS¢enjem odgovaraju¢eg JH prajmera, a dobijena sekvenca analizirana u IMGT V-

QUEST softveru.

3.2.10. Analiza sekvenci IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana

Sekvence klonalnih IGHV-IGHD-IGHJ rearanZzmana dobijene sekvenciranjem RT-
PCR/PCR produkata su analizirane u IMGT/V-QUEST softveru (http://www.imgt.org).

IMGT® ("The International InMunoGeneTics information system”) obuhvata 6 baza
podataka koje sadrze informacije vezane za imunoglobuline (1G), T-¢elijske receptore
(TR), MHC ("major histocompatibility complex”) i RPI ("related proteins of the immune
system”), kao i 15 interaktivnih programa koji omoguc¢avaju njihovu analizu [177, 178].
IMGT/V-QUEST ("V-QUEry and Standardization”) vr$i detaljnu karakterizaciju unetih
sekvenci i identifikuje IGHV, IGHD i IGHJ gene i alele u rearanZmanu poravnavanjem sa
referentnim sekvencama nerearanziranih (“germline”) gena i alela. Pored toga, definiSu se
FR (“framework”) 1 VH CDR ("heavy complementarity determining”) regioni, mutacioni

status IGHV gena kao i to da li je rearanzman produktivan ili neproduktivan [179, 180].

3.3 Detekcija i analiza polimorfizama citokinskih gena reakcijom
lan¢éanog umnozavanja (PCR) u realnom vremenu (Real-time PCR)

Za izolaciju DNK iz periferne krvi pacijenata sa GoSeovom bolescu i1 kontrolnih
osoba primenjene su odgovarajuce kolone (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas)
prema uputstvu proizvodaca. Nakon izolacije DNK izvrSeno je odredivanje Cistoce i
koli¢ine pre¢is¢ene DNK merenjem apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm. Uzorci
izolovane i izmerene DNK su razblazivani sa vodom do koncentracije od 5 ng/ul i ¢uvani

na -20°C do analize.
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Za detekciju i analizu polimorfizama gena TNF, 1L10 i IL6 koriS¢ena je SNP
TagMan metoda upotrebom komercijalno dostupnih smesa oligonukleotida i to: TNF
rs1800629 #C__ 7514879 _10; TNF rs361525 #C__ 2215707_10; 1L10 rs1800896 #

C__ 1747360_10; 1L10rs1800871# C__ 1747362_10; IL6 rs1800795,#C____
1839697 20 (PE, AppliedBiosystems). Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR
metodom vrsena je prema preporukama proizvodaca testova.

Real-time PCR amplifikacija je vriena u Realplex* PCR masini (Eppendorf)
pomocu komercijalnog reagensa (Maxima™ Probe qPCR 2X MasterMix, Fermentas) u
finalnoj zapremini od 20 pl u optickim plo¢ama od 96 mesta (PE, AppliedBiosystems).

Ova ispitivanja su uradena u Laboratoriji za imunologiju Instituta za mikrobiologiju

i imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.4 Odredivanje tezine lezija skeleta numeri¢kim skorom

Tezina afekcije skeletnog sistema u bolesnika obolelih od Goseove bolesti je
izrazena numerickim skorom tezine prema preporukama Hermana i sar. [181]. Veca
vrednost skora oznacava teze lezije skeleta.

Skor 1 oznacava prisustvo difuzne osteoporoze, skor 2 infiltraciju i ekspanziju
medule kostne srzi GoSeovim ¢elijama i/ili nalaz deformiteta femura u obliku
Erlenmajerove boce, skor 3 prisustvo osteolize (litickih lezija), skor 4 prisustvo nekroze ili

skleroze kosti, a skor 5 destrukciju ili kolaps (frakturu) kosti.

3.5. Statisticka obrada podataka

Dobijeni podaci u studiji su obradeni i prikazani na tabelama i grafikonima uz
propratnu diskusiju istih, a u zavisnosti od prirode posmatrane varijable.

Deskripcija numerickih obelezja je uradena klasi¢nim metodama opisne statistike i
to aritmetiCkom sredinom, medijanom i modom kao merama centralne tendencije,

standardnom devijacijom kao merom varijabiliteta, kao i opsegom vrednosti.
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Analiza raspodela posmatranih varijabli uradena je testom slaganja po Kolmogorov
- Smirnovu u cilju primene parametarskih analiti¢kih metoda.

U analizi rezultata, u zavisnosti od prirode samih varijabli, koriS¢eni su Student-ov t
test kod parametarskih podataka i Mann - Whitney-ev test sume rangova za poredenje
razlike izmedu dve grupe neparametarskih podataka po jednom obelezju.

U situacijama kada je bilo vise od dva obelezja, primenjena je ili parametarska ili
neparametarska analiza varijansnog koli¢nika (ANOVA).

Za analizu ucestalosti dva atributivna obelezja kori$¢en je Pearsonov Hi kvadrat test
u obliku tablica kontingencije, a za analizu tri i viSe obelezja Fisherova analiza varijanse za

proporcije.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike bolesnika

Ispitivanjem je bilo obuhvaceno 27 bolesnika obolelih od tipa | GoSeove bolesti koji
se prate 1 leCe na Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Klinickog
centra Srbije, Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije i Klinici za hematologiju
Klini¢kog centra NiS. U svih bolesnika je pre studijskih aktivnosti uzet pisani informisani
pristanak za uc¢eSce u studiji. Medu navedenim ispitanicima, bilo je 15 Zena (55,5%) 1 12
muskaraca (44,5%), uzrasta od 19,2 — 65,8 godina (prose¢no 40,9 + 14,2 godina). TeZina
bolesti u momentu postavljanja dijagnoze, izrazena Zimranovim SSI skorom je iznosila od
3 —21 (prose¢no 10,8 + 4,8). Inicijalna aktivnost enzima hitotriozidaze je iznosila 1224 -
43428 (prosecno 12457,8 = 9501,8) nmol/mL/h, dok je inicijalni feritin imao vrednosti od
58 - 2136 (prosecno 562,2 + 563,1) ng/mL. Osam bolesnika (29,6%) nije primalo terapiju
za Goseovu bolest u momentu ispitivanja, dok je preostalih 19/27 bolesnika (70.4%)
dobijalo enzimsku supstituciju ili terapiju redukcije supstrata. U osam bolesnika (29,6%) je
ucinjena ranija terapijska splenektomija zbog izrazenih klini¢kih znakova hipersplenizma.
Skorovanjem tezine lezija skeleta donjih ekstremiteta 1 kicme, dobijene su vrednosti od 0 —

5 (medijana 2, mod 2) (Tabela 3).
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Tabela 3. Karakteristike bolesnika

Bolesnik Uzrast Pol Hitotriozidaza Feritin SSI  Sx  Tx  Skor lezija skeleta

(godine) (nmol/mi/h) (ng/ml)
1 19 Z 3688 58 7 0 36 0
2 23 Z 4648 64 7 0 36 2
3 41 Z 18354 544 9 75 0 2
4 30 Z 19960 296 8 0 156 2
5 19 Z 9464 330 9 0 48 4
6 38 M 3686 432 3 0 0 0
7 54 M 12118 2136 7 82 6 2
8 40 Z 7003 100 6 0 0o 2
9 31 Z 16784 165 7 0 12 2
10 42 M 2982 1160 8 0 0o 2
11 34 Z 22364 140 7 0 0 2
12 62 Z 1224 330 9 0 0o 2
13 66 M 6208 492 12 0 132 2
14 28 M 25000 172 13 0 60 2
15 64 Z 9553 2060 14 0 123 5
16 21 M 43428 97 6 0 36 2
17 56 M 6804 1500 15 0 36 2
18 43 M 26280 362 16 0 168 2
19 58 Z 12456 573 19 215 132 4
20 49 Z 6060 495 12 20,3 132 2
21 35 Z 6589 241 21 14 140 2
22 56 Z 2604 320 11 22 156 2
23 25 M 13079 186 11 0 160 2
24 34 M 18500 698 19 0 144 4
25 38 M 6298 447 6 0 12 2
26 58 Z 12816 1078 19 31 0 5
27 41 M 18411 703 12 25 0 3

Legenda: M=muski pol, Z=Zenski pol, SSI=skor teZine bolesti, Sx=vremenski period
nakon ucinjene splenektomije u godinama, Tx=vremenski period primanja terapije u

mesecima, n.o.=nije odreden.
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4.2. Odredivanje prisustva klonalnog rearanzmana IGH gena sa
sekvenciranjem IGH gena

Odredivanje klonalne proliferacije B-limfocita ispitivanjem rearanzmana gena IGH
je uradeno kod svih 27 bolesnika. Dobijeni rezultati su uporedeni sa ve¢ postoje¢im
rezultatima o prisustvu monoklonalnog proteina u serumu kao i koncentraciji klasa
imunoglobulina (IgA, IgG i IgM) u serumu istih bolesnika. Navedeni podaci su vec¢
postojali u istorijama bolesti jer predstavljaju redovan deo klinickog i laboratorijskog
pracenja ovih bolesnika.

Klonalnost B-limfocita ispitivanjem rearanzmana gena IGH je detektovana u osam
od ukupno 27 ispitanika (29,6%). Pet od navedenih osam bolesnika je imalo monoklonalni
rearanZzman (62,5%), a tri je imalo biklonalni rearanzman IGH gena (37,5%). Medu
navedenih 8 bolesnika, pet je imalo i monoklonski protein, dok je u tri bolesnika (37,5%)
klonalnost registrovana samo na nivou IGH rearanzmana. Medu pet bolesnika koji su imali
detektabilan monoklonski protein u serumu, dva su imala IgG paraprotein, jedan IgGA,
jedan IgAk, a jedan bolesnik kombinaciju klonskih IgAk i IgGA lanaca. Dva bolesnika od
navedenih osam su imala i hipergamaglobulinemiju. Poveéana vrednost imunoglobulina
seruma je inace nadena kod ukupno 9/27 bolesnika (33,3%). Vecina bolesnika je imala
povisen samo IgG (8 od 9, 88,9%), dok je jedan bolesnik uz to imao i povecanje IgA
koncentracije u serumu.

Za 17 od 27 bolesnika (63%), postojalo je longitudinalno prac¢enje podataka o
postojanju klonskog IGH rearanzmana, sa prosecnim vremenom prac¢enja od 5 godina.
Medu pet bolesnika koji su ranije imali detektabilan rearanzman, kod 4 bolesnika stanje je
neizmenjeno, dok je u jednog bolesnika rearanZman postao nedetektabilan nakon perioda
pracenja. U preostalih 12/17 bolesnika, rearanzman IGH gena nije nikada detektovan.
Navedeni rezultati su prikazani u tabeli 4.
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Bolesnik IGH M-protein HG Prethodni IGH
1 Monoklonalan  Negativan ne n.r.

2 Normalan Negativan ne n.r.

3 Normalan Negativan IgGt n.r.

4 Normalan Negativan ne Normalan

5 Normalan Negativan ne n.r.

6 Normalan Negativan ne Normalan

7 Normalan Negativan IgGTilgAT nur.

8 Monoklonalan  Negativan IgGt n.r.

9 Normalan Negativan IgGt n.r.

10 Monoklonalan  IgGA IgGt n.r.

11 Biklonalan IgG paraprotein  ne n.r.

12 Monoklonalan  Negativan ne Monoklonalan
13 Biklonalan IgAx + IgGA ne Biklonalan

14 Normalan Negativan ne Normalan

15 Normalan Negativan IgG? Normalan

16 Normalan Negativan ne Normalan

17 Negativan Negativan IgG? Triklonalan
18 Normalan Negativan ne Normalan

19 Normalan Negativan ne Normalan

20 Biklonalan IgAx ne Biklonalan

21 Normalan Negativan ne Normalan

22 Monoklonalan  1gG paraprotein  ne Monoklonalan
23 Normalan Negativan ne Normalan

24 Normalan Negativan ne Normalan

25 Normalan Negativan ne n.r.

26 Normalan Negativan IgG? Normalan

27 Normalan Negativan IgG? Normalan

Tabela 4. Rezultati ispitivanja rearanzmana gena IGH.

Legenda: IGH=klonski reraranZzman IGH gena, M-protein=monoklonski protein u serumu,

HG=hipergamaglobulinemija, n.r.=nije radeno.

Svim bolesnicima kojima je IGH klonalnost detektovana, uradena je i analiza
IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana. Ovom analizom, klonalnost je detektovana kod jednog

bolesnika (bolesnik broj 13). Ovaj bolesnik je tokom perioda pra¢enja uvek imao



detektabilan biklonalni IGH rearanzman, koriste¢i konsenzus par prajmera. On se
prezentovao ociglednom biklonalno$¢u u prvoj rundi analize IGHV-IGHD-IGHJ
rearanZmana. Detektovani rearanZzman je dodatno analiziran sekvenciranjem, a
interpretacija sekvence je pokazala da se radi o nemutiranom rearanZmanu koji se sastoji od
sekvence IGHV1-2*04, IGHD3-3*02 i IGHJ4*02. Medutim, kada je analiza istog uzorka
bila ponovljena, dobijen je drugaciji rearanzman, naime IGHV1-69*01, IGHD3-3*01,
IGHJ4*02.

Bolesnici sa prisustvom monoklonskog proteina se nisu znacajno razlikovali od
bolesnika sa negativnim nalazom u odnosu na uzrast, pol, SSI, duzinu trajanja terapije,
prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze niti inicijalnu koncentraciju feritina u
serumu (p>0,05).

Bolesnici sa prisustvom klonskog rearanzmana IGH se nisu znac¢ajno razlikovali od
bolesnika sa negativnim nalazom u odnosu na uzrast, pol, SSI, duzinu trajanja terapije,
prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze niti inicijalnu koncentraciju feritina u
serumu (p>0,05).

Bolesnici sa hipergamaglobulinemijom su imali znac¢ajno krace trajanje terapije
(p<0,05) (Grafikon 1) i znacajno visu inicijalnu vrednost feritina (p<0,01) (Grafikon 2) u
odnosu na bolesnike bez hipergamaglobulinemije. Nije bilo razlike izmedu ove dve grupe
bolesnika u odnosu na uzrast, pol, SSI, prisustvo ili odsustvo slezine ni aktivnost
hitotriozidaze (p>0,05).
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Grafikon 1. Distribucija feritina u odnosu na prisustvo hipergamaglobulinemije
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Grafikon 2. Distribucija terapije u odnosu na prisustvo hipergamaglobulinemije
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4.3. Uéestalost polimorfizama citokinskih gena

Odredena je ucestalost sledec¢ih polimorfizama za citokinske gene: 1L10 rs1800871
u 22/27 pacijenata, IL10 rs1800896 u 18/27 pacijenata, TNF rs1800629 u 23/27 bolesnika,
TNF rs361525 takode u 23/27 bolesnika i 1L6 rs1800795 u 23/27 bolesnika. Rezultati su
navedeni u tabeli 5.

Tabela 5. Prikaz genotipova za polimorfizme citokinskih gena po pacijentu

IL10 TNF IL6
Bolesnik rs1800871 rs1800896 rs1800629 rs361525 rs1800795
1 CT AA GG GG GC
2 TT AA GA GG GC
3 CcC GG GG GG GC
4 CT AA GG GG GG
5 CcC GG GG GG GG
6 CT GG GG GG GC
7 CcC AA GG GG GC
8 CT GA GG GG GC
9 CT n.r. GA GG GC
10 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
11 CT GA GG GG GC
12 CcC GG GG GG CC
13 CcC GA GA GG GC
14 CT GA GG GG GG
15 CcC AA GG GG GC
16 CcC GA GA GG GC
17 CcC AA GG GG e
18 CC n.r. GG GA GG
19 CC n.r. GG GG GC
20 CcC GA GG GG GG
21 n.r. n.r. GG GG GG
22 CT GA GG GG ce
23 CT GA GA GA GC
24 CcC n.r. GA GG GC
25 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
26 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
27 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

Legenda: n.r.=nije radeno
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Ucestalosti genotipova i alela za sve odredivane polimorfizme, ukljucujuci i

ucestalosti kod zdravih kontrola iz srpske populacije su prikazane na tabeli 6.
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Tabela 6: Ucestalost genotipova i alela za navedene polimorfizme citokinskih gena

IL-10 rs1800871
ZK 486

IL-10 rs1800896

ZK 486
n
f
P 18
n
f
TNF rs1800629
ZK 486
n
f
P 23
n
f
TNF rs361525
ZK 486
n
f
P 23

IL-6 rs1800795
ZK 250

722
0.743

33
0.750

409
0.421

16
0.444

842
0.866

40
0.870

941
0.968

44
0.957

208
0.416
G

26
0.565

250
0.257

11
0.250

563
0.579

20
0.556

130
0.134

0.130

31
0.032

0.043

292
0.584
C

20
0.435

CcC
270
0.556

cC
12
0.545

GG

91
0.187
GG

0.222

GG
362
0.745

GG
17
0.739

GG

455
0.936
GG

21
0.913

GG

45
0.180
GG

6
0.261

CcT T
182 34
0.374 0.070
CcT T
9 1
0.409 0.045
GA AA
227 168
0.467  0.346
GA AA
8 6
0.444  0.333
GA AA
118 6
0.243 0.012
GA AA
6 0
0.261 0.000
GA AA
31 0
0.064 0.000
GA AA
2 0
0.087 0.000
GC CcC
118 87
0.472 0.348
GC CcC
14 3
0.609 0.130

Legenda: n=broj, f=ucestalost, ZK=zdrave kontrole, P=pacijenti

Cc
452
0.930

Cc
21
0.955

Gc

318
0.654
Gc

12
0.667

Gce
480
0.988

Gc
23
1.000

Gc

486
1.000
Gc

23
1.000

Gce

163
0.652
Gce

20
0.870

Tc
216
0.444

Tc
10
0.455

Ac

395
0.813
Ac

14
0.778

Ac
124
0.255

Ac

0.261

Ac

31
0.064
Ac

0.087

Cc

205
0.820
Cc

17
0.739

uk.alela
972

uk.alela
44

uk.alela
972

uk.alela
36

uk.alela
972

uk.alela
46

uk.alela
972

uk.alela
46

uk.alela
500

uk.alela
46

55



Poredenjem ucestalosti genotipova i alela izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih
ispitanika, nije uocena statisticki znacajna razlika ni za jedan od navedenih polimorfizama
citokinskih gena (p>0,05).

Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam 1L10 rs1800871 sa inicijalnom
koncentracijom feritina, naden je znacajno veci stepen hiperferitinemije, kod nosilaca C
alela, a posebno u grupi bolesnika koji su nosioci homozigotnog CC genotipa (p<0,01)
(Grafikon 3). Ucestalosti alela za navedeni polimorfizam se nisu razlikovale u odnosu na
pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost
hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, niti u odnosu na prisustvo ili
odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanZmana IGH odnosno

hipergamaglobulinemije (p>0,05).
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Grafikon 3. Distribucija inicijalne vrednosti feritina u odnosu na genotip polimorfizma
IL10 rs1800871
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Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam 1L10 rs1800896 u odnosu na pol,
uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze,
inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili odsustvo
monoklonskog proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno hipergamaglobulinemije, nije
nadena znacajna razlika (p>0,05).

Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam TNF rs1800629 u odnosu na pol,
uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze,
inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili odsustvo

monoklonskog proteina, klonskog rearanZmana IGH odnosno hipergamaglobulinemije, nije

nadena znacajna razlika (p>0,05).
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Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam TNF rs361525 u odnosu na pol,
uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze,
inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili odsustvo
monoklonskog proteina, klonskog rearanZzmana IGH odnosno hipergamaglobulinemije, nije
nadena znacajna razlika (p>0,05).

Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam I1L6 rs1800795 u odnosu na pol,
uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze,
inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili odsustvo
monoklonskog proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno hipergamaglobulinemije, nije

nadena znacajna razlika (p>0,05).
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5. DISKUSIJA

Moguca povezanost izmedu Goseove bolesti i maligniteta kod starijih bolesnika je
predloZena joS 1982. godine, nakon post mortem analize 20 umrlih bolesnika od kojih je 19
imalo dokaz o postojanju maligniteta. Najces¢a forma maligne bolesti medu navedenim
bolesnicima je bio multipli mijelom [182]. U kasnijoj retrospektivnoj studiji koja je
obuhvatila 48 bolesnika iz Izraela, uocen je 14,7 puta veci rizik za razvoj hematoloSkih
neoplazmi u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike [183]. U studiji Zimrana i sar. nije
nadeno povecanje rizika za oboljevanje od maligne bolesti osim u slu¢aju multiplog
mijeloma, medu 505 Askenazi Jevreja obolelih od GoSeove bolesti [145]. Sli¢no navedenoj
studiji, analiza podataka za 2742 bolesnika registrovanih u Medunarodnom registru za
GosSeovu bolest, nije otkrila povecanje rizika za oboljevanje od maligniteta, osim u slucaju
multiplog mijeloma za koji je incidencija bila oko 6 puta veca [144]. Sa druge strane, u
studiji Taddei-ja i saradnika, relativni rizik od pojave multiplog mijeloma kao primarne
neoplazme u bolesnika sa GoSeovom boles¢u je imao vrednost 25 (9,17 — 54,4), sa
porastom na vrednost od 37,5 ukoliko se ne uzimaju u obzir samo prvonastale neoplazme
[184]. Ipak, postoji verovatnoca da je incidencija ozbiljnih komorbiditeta i kancera znatno
veca, obzirom da se podaci o prac¢enju bolesnika unose dobrovoljno i da upitnik ne trazi
direktnu informaciju o pojavi kancera medu obolelim.

Studija koja je ukljucila 131 bolesnika sa tipom 1 bolesti, na teritoriji Zapadne
Evrope, je ispitala incidenciju kancera i mortalitet usled kancera u poredenju sa zdravim
kontrolama istog pola i uzrasta, sa periodom pracenja od 20 godina. Rezultat je pokazao
povecanje rizika od 2,5 puta za sve forme kancera, a 12,7 puta za hematoloSke neoplazme.
Incidencija multiplog mijeloma je bila posebno visoka, sa vredno$¢u standardizovanog
unakrsnog odnosa od 51,1 [143].

Navedeni dokazi o viSoj incidenciji multiplog mijeloma postavljaju pitanje o
postojanju zajednic¢kih patofizioloskih mehanizama izmedu ove dve bolesti i 0 eventualnom
povecéanju verovatnocée za razvoj hematoloskih maligniteta u zavisnosti od patogenetskih

mehanizama same GoSeove bolesti.
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Nekoliko manifestacija bolesti su zajednicke za Goseovu bolest i multipli mijelom,
primera radi citopenija, pojava makrofaga prepunjenih lipidima, amiloidoza, destrukcija
kosti i razvoj difuzne osteoporoze [185]. Kao i mijelom, i GoSeova bolest je udruZena sa
pojavom bi- i triklonalnih gamapatija, MGUS [99] i abnormalne produkcije citokina [133].

MGUS se smatra prekursorskom lezijom MM, koja prethodi u ve¢ini, ali ipak ne
kod svih bolesnika sa MM [186]. Poreklo MGUS se verovatno povezuje sa antigenskom
stimulacijom koja predstavlja i jedno od obelezja GoSeove bolesti obzirom na stalno
prisustvo nerazgradenog lipidnog supstrata u ¢elijama monocitno makrofagnog sistema.
Studije su pokazale da ¢elije MM eksprimiraju Sirok spektar TLR koji fizioloSki pomazu B
¢elijama u prepoznavanju infektivnih agenasa i molekularnih obrazaca strukture patogena
[187]. Ligandi koji se specifi¢no vezuju za TLR dovode do povecanja proliferativnog
kapaciteta i1 prezivljavanja mijelomskih ¢elija. Pored toga, u poredenju sa normalnim
¢elijama, plazma ¢elije u MGUS prekomerno eksprimiraju CD126 (alfa lanac IL-6
receptora) [188]. Sledstveno, poremecaj ekspresije TLR i/ili prekomerna ekspresija IL-6
receptora na plazma ¢elijama moze dovesti do neadekvatno pojacanog odgovora na
infektivne antigene, obezbedujuéi i IL-6 zavisni, autokrini okidac za proliferaciju plazma
¢elija [186]. Sli¢an mehanizam bi mogao biti prisutan i u GoSeovoj bolesti, obzirom na
hroni¢nu antigensku stimulaciju. Prilikom progresije MGUS u multipli mijelom,
mikrookolina kostane srzi takode trpi znacajne promene, ukljucujuéi indukciju angiogeneze
[189], supresiju Celijski posredovanog imunskog odgovora [190] i uspostavljanje parakrinih
petlji u kojima ucestvuju citokini kao $to su IL-6 i VEGF (faktor rasta vaskularnog
endotela) [191]. Liticke lezije kosti koje su karakteristi¢ne za obolele od GoSeove bolesti, u
multiplom mijelomu su izazvane disbalansom izmedu aktivnosti osteoblasta i osteoklasta.
Ekspresija aktivatora receptora za ligand nuklearnog faktora kB (RANKL) je povecana u
osteoblastima, uz istovremeno smanjenje ekspresije njegovog receptora-mamca,
osteoprotegerina (OPG) [192]. Ovo povecava RANKL/OPG odnos Sto aktiviSe osteoklaste
I resorpciju kosti. Osim toga, povecana produkcija i oslobadanje makrofagnog
inflamatornog proteina 1o (MIP-1a), IL-3 i IL-6 u ¢elijama strome koStane srzi takode
doprinosi preteranoj aktivaciji osteoklasta [193]. Sli¢an mehanizam, takode zavisan od IL-

6, ali i od IL-1B, TNF i IL-10 je predlozen i u GoSeovoj bolesti [131]. Brojne imunoloske
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abnormalnosti koje se zbirno nazivaju disregulacija imunskog sistema, su pokazane kod
bolesnika i na mi§jem modelu bolesti. Boven i sar. su pokazali da Goseove ¢elije nisu
inertne ve¢ lice na alternativno aktivisane makrofage koji stimuliSu monocite da lucee
citokine u okruzenje [73]. Takode, na mi§jem modelu kome je inaktivisan GBA gen je
dokazan poremecaj maturacije T ¢elija 1 pojacana antigenska prezentacija kao i aktivacija B
¢elija, uz porast populacije NK(T) ¢elija [194, 195]. S druge strane, prethodna studija u
Srbiji je pokazala metodom proto¢ne citometrije da je u bolesnika obolelih od GB znac¢ajno
smanjen apsolutni broj T limfocita, CD4" i CD8" limfocita, kao i NK ¢elija u poredenju sa
zdravim kontrolnim ispitanicima, [196].

Pored imunske disregulacije, u poslednje vreme se proucava i potencijalni uticaj
insulinske rezistencije na pojavu malignih tumora. Periferna rezistencija na insulin koja je
dokazana u GB [38], ima takode uticaja i na promociju neoplazije. Rezistencija je fizioloski
pracena hiperinsulinemijom koja sama po sebi ne indukuje mutacije u somatskim celijama,
ali njeni efekti na rast mogu pojacati rast i razvoj premalignih ¢elija [197]. U jednoj meta-
analizi koja je obradila povecan rizik od hepatocelularnog karcinoma u bolesnika sa
dijabetesom, smatra se da postoji i patogenetski uticaj insulinske rezistencije i na lipidnu
peroksidaciju [198].

Prevalencija MGUS u Goseovoj bolesti koja se krece od 0 — 35% [199] isto tako
sugeriSe mogucu vezu izmedu ove dve bolesti. Takode, MGUS je povezana sa evolucijom
bolesti u multipli mijelom medu bolesnicima obolelim od GoSeove bolesti [200], a opisan
je 1 slucaj bolesnika koji je nakon pojave MGUS razvio MM uz proteinuriju lakih lanaca
imunoglobulina [141].

Incidencija MGUS u GosSeovoj bolesti izgleda da raste sa starijim uzrastom Sto je u
konzistenciji sa slicnim trendom prisutnim i u opStoj populaciji [201]. Jedna studija je
pokazala da su svi bolesnici sa MGUS bili stariji od 50 godina, dok su bolesnici sa
poremecajem imunoglobulina imali manje od 50 godina [97]. Mladi uzrast ipak ne
iskljuuje poremecaje imunoglobulina. U retrospektivnoj studiji pedijatrijskih bolesnika sa
tipom 1 GoSeove bolesti, 21 od 23 bolesne dece prose¢nog uzrasta 8,5 godina je ve¢ imalo

hipergamaglobulinemiju bilo sa jednostrukim ili multiplim izotipovima imunoglobulina
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[202]. U dece, 1gG, IgA i IgM gamapatije su bile redom oko 3, 4 i 5 puta ucestalije u
odnosu na adultne bolesnike i izgleda da su zavisile od tezine bolesti [99].

U naSoj studiji, monoklonski protein je detektovan u pet odraslih bolesnika (18,5%),
uzrasta 34 — 66 godina (srednja vrednost 49 godina). Navedeni bolesnici se nisu razlikovali
od ispitanika sa odsustvom monoklonskog proteina, u odnosu na uzrast, pol, tezinu bolesti
(SSI), prisustvo ili odsustvo enzimske supstitucije, nivo hitotriozidaze, feritina, niti
prisustvo ili odsustvo slezine. Na osnovu naSeg uzorka ispitanika, izgleda da prisustvo
monoklonske gamapatije predstavlja fenomen nezavisan od tezine bolesti i od primene
supstitcione terapije. Struktura M-proteina u nasoj seriji je bila veoma raznolika: dva
bolesnika su imala IgG paraprotein, jedan bolesnika IgGA, a jedan IgAxk protein, dok je
jedan bolesnik imao kombinaciju klonskih IgAk i I[gGA lanaca. Nije poznato da li
specifi¢na terapija za GB utiCe na pojavu neoplazije. Medutim, dokazano je da
supstituciona terapija snizava nivo patoloski poviSenih citokina i imunoglobulina [203].
Efekti EST na MGUS su kontroverzni [204]. Nakon $to dode do razvoja klonalne
proliferacije B ¢elija, verovatno je da se proces ne moze zaustaviti specificnom terapijom
GB. U jednoj grupi bolesnika iz Holandije, nijedan bolesnik nije razvio MGUS tokom EST,
dok su dva bolesnika na terapiji progredirali iz stanja MGUS u mulltipli mijelom [203].
Medutim, postoji verovatnoca da EST ili terapija redukcije supstrata mogu igrati ulogu u
smanjenju incidencije neoplazije kod bolesnika obolelih od GB, putem amelioracije
celularno-citokinskog okruzenja koji pogoduje razvoju neoplasti¢énog procesa, ali i
smanjenjem potrebe za splenektomijom kod ovih bolesnika.

Povecéana koncentracija neke od klasa imunoglobulina je nadena u devet bolesnika
(33,3%). Poliklonalna hipergamaglobulinemija se javlja u oko 14 — 41% odraslih bolesnika
sa GB ve¢ na u momentu postavljanja dijagnoze [205]. Nasi bolesnici sa
hipergamaglobulinemijom su imali zna¢ajno krace trajanje terapije (p<0,05) (Grafikon 2) i
znacajno visu inicijalnu vrednost feritina (p<0,01) (Grafikon 1) u odnosu na bolesnike bez
hipergamaglobulinemije. Nije bilo razlike izmedu ove dve grupe bolesnika u odnosu na
uzrast, pol, SSI, prisustvo ili odsustvo slezine ni aktivnost hitotriozidaze. Svih devet
bolesnika su imali povisen IgG, dok je jedan od njih imao i povecanje koncentracije IgA u

serumu. Bolesnici koji su bili kra¢e na specifi¢noj terapiji ili nisu uopste primali terapiju su
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znacajno ¢eS¢e imali hipergamaglobulinemiju u nasoj seriji. To je u skladu sa podacima u
literaturi gde se navodi da EST sprecava nastanak odnosno smanjuje postojecu
hipergamaglobulinemiju Sto je dokazano i kod pedijatrijskih i kod adultnih bolesnika [99,
202]. Sto se ti¢e izraZenije hipergamaglobulinemije u bolesnika sa inicijalno visim
vrednostima feritina, moZe se pretpostaviti da je tezina manifestovane bolesti bila bila veca
jer je feritin jedan od biomarkera ukupnog opterecenja boles¢u. To jest, verovatno je da
teza bolest izaziva vecu stimulaciju imunskog sistema. Faktori koji imaju veze sa
primarnim genskim defektom, a koji dovode do povecanog nakupljanja glukozil-ceramida
ili povecane proteazomalne degradacije mutiranih varijanti glukocerebrozidaze, izgleda da
imaju veze i sa neoplazijom i sa gore opisanom imunskom disregulacijom u GB [199], a jo$
je i davnih 80-ih XX veka postavljena hipoteza da hroni¢na stimulacija imunskog sistema
dovodi do hipergamaglobulinemije [206].

Jedna atraktivna hipoteza ukljucuje bioaktivne lipide ceramid i sfingozin-1-fosfat
(S1P), koji poticu iz glukozilceramida i glukozilsfingozina. Ceramid indukuje apoptozu,
dok S1P uti¢e na razvoj, rast i prezivljavanje Celija, inflamaciju, angiogenezu i onkogenezu.
Narusen odnos izmedu ovih bioaktivnih lipida bi mogao da dovede do povecane incidencije
disregulacije humoralnog imuniteta i pojave B ¢elijskih neoplazmi kod GB [207, 208].
Takode je dokazan uticaj sfingolipida na indukciju tipa II NK(T) ¢elija Sto dovodi do
stimulacije germinativnih B ¢elija, hipergamaglobulinemije i pojave antisfingolipidnih
antitela [209].

Kao sto je ve¢ reCeno, patofiziologija neoplasti¢ne transformacije u GB nije
dovoljno shvac¢ena. Barem dva tipa mehanizama mogu biti u igri, oba povezana sa
deficitom glukocerebrozidaze i posledicnim defektom katabolizma tj. sa akumulacijom
glukozilceramida i/ili njegovog deacilovanog proizvoda, glukozilsfingozina ili lizo-
glukozilceramida (LGL1) [210]. Najc¢esca hipoteza, o cemu je vec bilo reci, smatra da je
izmenjena celularna i citokinska mikrookolina u GB odgovorna za tumorigenezu: povisen
nivo nekih citokina i hemokina, aktivisani makrofagi, poremecen ¢elijski odgovor T
limfocita i redukcija NK ¢elija [211, 212]. Druga hipoteza razmatra moguénost da su
inicijalni koraci prema defektu katabolizma potekli ne iz okoline, ve¢ iz same (buduce)

maligne ¢elije. OlakSavanje nastanka malignih tumora kod GB bi mogla da bude povezana
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sa poremec¢ajem metabolizma sfingolipida u malignim ¢elijama, usled akumulacije
glukozilceramida (ili glukozilsfingozina) ili smanjenja koli¢ine ceramida, ¢ime nastaju
pogubne promene u ravnotezi izmedu proliferacije i antiproliferacije [210].

Nedavno je ispitan misji model GB sa dugotrajnim razvojem tumora porekla B
¢elija [213]. Zanimljivo je da su miSevi sa velikim tumorima imali manji stepen
akumulacije glukozilceramida i glukozilsfingozina u odnosu na miseve sa malim tumorima.
U ovom modelu GB, monoklonski protein je nestao u miseva leCenih eliglustatom, a
uoceno je i upadljivo smanjenje limfoproliferacije, bez pojave plazmocitoma ili [imfoma
[214]. U novijoj studiji o monoklonskoj gamapatiji u GB, pokazano je da je u 17 od 20
bolesnika sa GB i u svih Sest obolelih miseva, klonalni imunoglobulin bio specifi¢an za
glukozilsfingozin. Obzirom da mijelomske plazma ¢elije pokazuju dokaz klonske selekcije
vodene antigenom, ispitana je reaktivnost imunoglobulina na LGL1 i lizofosfatidilholin. U
33% sporadi¢nih monoklonskih gamapatija, klonalni imunoglobulin je bio specifican za
ova dva antigena. Stoga je moguce da produZena ekspozicija imunskog sistema visokim
koncentracijama LGL1 i lizofosfatidilholina favorizuje razvoj gamapatije i multiplog
mijeloma [215]. Ovo zapaZanje sugeriSe da bi LGL1 mogao da bude relevantan prediktivni
biomarker i da ga kao takvog jos treba proudavati. Stavise, terapija gore navedenih mieva
eliglustatom je dovela do smanjenja klonalnih imunoglobulina. Glukozilsfingozin mozda
deluje kao posrednik u aktivaciji B ¢elija u GB 1 zaista bi mogao da predstavlja antigenski
okida¢ za razvoj monoklonske gamapatije udruzene sa GB. Ovi novi podaci iz literature
dodeljuju glukozilsfingozinu kljuénu ulogu u razvoju mijeloma i limfoma u GB [215].

Genski lokusi za imunoglobuline (Ig) sadrze veliki broj razli¢itih V (variable), D
(diversity) i J (joining) genskih segmenata, koji su podlozni procesu rearanziranja tokom
ranih faza limfoidne diferencijacije [216, 217]. V-D-J rearanzmani se odigravaju
posredstvom enzimskog kompleksa rekombinaze u kojem kljuénu ulogu imaju proteini
RAG1 i RAG 2, prepoznajudi i isecaju¢i molekule DNK na odredenim mestima koja se
nazivaju rekombinacione signalne sekvence (RSS). Proces rearanziranja obi¢no zapocinje
D-J rearanzmanom nakon ¢ega sledi V-D-J preuredivanje genskih segmenata, i to u slucaju

gena za teki lanac imunoglobulina (IgH), kao i za beta i delta subjedinice TCR. Drugaciji

64



redosled preuredivanja (direktan V-J rearanzman) se javlja u genima za lake lance Ig (Igk i
Ig)) kao i kod alfa i gama subjedinica TCR.

Genski rearanzmani Ig i TCR tokom rane limfoidne diferencijacije obi¢no slede
hijerarhijski redosled. Tokom B-¢elijske diferencijacije, prvo se rearanziraju geni za IgH,
zatim Igk, dovodeci do IgH/k ekspresije ili IgA ukoliko dode do prethodne mono- ili
bialelske delecije Igk gena, §to rezultuje IgH/A fenotipom [158]. Tokom diferencijacije T-
¢elija, prvo se rearanziraju geni za delta subjedinicu TCR, potom za gama subjedinicu $to
dovodi do ekspresije TCRyd receptora, ili sledi dalji rearanZman beta subjedinice i delecije
delta subjedinice sa posledi¢nim rearanzmanom alfa subjedinice, $to kao krajnji rezultat
ima ekspresiju TCRaf fenotipa. Sabloni rearanZiranja gena za Ig i TCR u limfoidnim
malignitetima obi¢no prate gore navedenu hijerarhijsku Semu, ali je mogu¢ i neuobicajen
redosled preuredivanja, posebno kod akutne limfoblastne leukemije [218].

Veliki broj razlic¢itih kombinacija V, D i J genskih segmenata ¢ini tzv. kombinatorni
repertoar koga ¢ine oko 2.000.000 razlic¢itih Ig molekula, oko 3.000.000 TCRaf3 molekula i
oko 5.000 TCRyd molekula. Delecijama i nasumi¢nim insercijama nukleotida na spojevima
izmedu V, D i J segmenata, jo$ viSe se povecava ukupni repertoar Ig i TCR molekula, na
vi$e od 10" molekularnih formi, znagajno doprinoseéi antigenskoj diversifikaciji [158].
Zreli B-limfociti josS viSe proSiruju svoj antigenski repertoar, po prepoznavanju antigena u
germinativnim centrima limfoidnih organa, putem procesa somatske hipermutacije. Ovim
procesom, u egzonima gena za lake i teSke lance Ig, nastaju nove mutacije pojedinac¢nih
nukleotida. Zahvaljujuc¢i ovom procesu, somatski mutirani Ig geni se mogu detektovati u
zrelim B-¢elijskim malignitetima porekla germinativnog centra ili posle germinativnog
centra [219].

Funkcionalno rearanzirani Ig i TCR geni se iskazuju na membrani kao Ig, TCRaf i
TCRyd molekuli. Na osnovu koncepta da je samo jedan tip Ig ili TCR molekula
eksprimiran na jednom limfocitu ili jednom limfoidnom klonu, klonalno rearanzirani geni
zrelih limfoidnih maligniteta bi se mogli otkriti na nivou proteina, nekom od antigen-
antitelo rekcija npr. proto¢nom citometrijom [158]. Od molekularno genetskih metoda za
detekciju rearanZmana, razvijene su starija, Southern blot metoda i novija metoda

zasnovana na reakciji lan¢anog umnozavanja (PCR). PCR metoda za detekciju genskih
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rearanzmana ima prednosti u odnosu na metode zasnovane na povrsinskoj ekspresiji
proteina i u odnosu na Southern blot tehniku. Prednosti su: brzina, mala koli¢ina potrebne
DNK i relativno dobra senzitivnost koja omogucava obradu uzoraka manjeg ili slabijeg
kvaliteta kao Sto su bioptati dobijeni iglenom biopsijom ili parafinski blokovi tkiva fiksirani
formaldehidom.

Detekcija klonalnosti ne podrazumeva uvek prisustvo maligniteta. Neke klini¢ki
benigne proliferacije imaju klonalno poreklo, kao 3to su CD8" (rede CD4") T-limfocitoza,
benigne monoklonske gamapatije, inicijalna faza limfoproliferativnog poremecaja
uzrokovanog EpStajn-Bar virusom kod imunodeficijentnih bolesnika i benigne kutane T-
¢elijske limfoproliferacije kao sto je limfomatoidna papuloza [158].

Vazna uloga makrofaga u patogenezi GoSeove bolesti i radovi u literaturi koji
govore o disfunkciji B limfocita sugeriSu da bi aktivacija imunskog sistema mogla da
doprinese poremecajima limfoidnih ¢éelija. Povisene koncentracije proinflamatornih
citokina, posebno IL-6 u krvi pacijenata sa GoSeovom bolescu, bi mogle da korelisu sa
klonalnom ekspanzijom B ¢elija [220]. IL-6 je takode jedan od najvaznijih citokina u
procesima proliferacije i preZivljavanja mijelomskih ¢elija [221]. BioloSko ponasanje ¢elija
mijeloma nije isklju¢ivo odredeno njihovim genomom, ve¢ je i pod uticajem dvosmernih
¢elijskih odnosa sa elementima koStane srzi koja predstavlja pogodnu mikrookolinu za
razvoj i prezivljavanje ovih ¢elija koje indukuju resorpciju kosti aktivacijom osteoklasta
[221]. U Goseovoj bolesti, lezije skeleta takode predstavljaju odraz neravnoteze u ovom
sistemu regulacije i integralni su deo samog toka bolesti. Dakle, povecana uc¢estalost MM
bi mogla da predstavlja odraz medupovezanosti prirodnog toka GoSeove bolesti i joS uvek
nepoznatih genetskih faktora rizika koji dovode do razvoja gamapatije kod nekih bolesnika.
Teskoca da se tacno odredi genetska i1 patogenetska veza medu navedenim Ciniocima
odrazava kompleksnost ovog, naizgled jednostavnog autozomno recesivnog poremecaja.

U ispitivanoj grupi bolesnika, klonalni rearanzman IGH gena je otkriven u
znacajnom procentu ispitanika (8/27 — 29,6%), dok je pet od navedenih osam bolesnika
imalo i detektabilan monoklonski protein u serumu. Time preostaju tri bolesnika sa IGH
rearanzmanom kao jedinim markerom klonalne proliferacije limfocita. Takode, medu ranije

navedenih devet bolesnika sa hipergamaglobulinemijom, dva bolesnika su imali i klonalni
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rearanzman IGH, kod jednog sa, a kod jednog bez detektabilnog monoklonalnog proteina u
serumu. Kod 17/27 bolesnika (63%) postojali su podaci o pra¢enju klonske proliferacije, sa
prosecnim vremenom pracenja od 5 godina. Medu njima je bilo pet bolesnika koji su imali
prethodni klonalni rearanzman IGH gena. Klonalni rearanZzman je ostao isti u Cetiri
bolesnika, medutim, u jednog bolesnika je nestao, u toku perioda prac¢enja. U preostalih
12/17 bolesnika IGH rearanzman nije bio detektabilan ni u jednom momentu.

U prethodnoj studiji grupe nasih ustanova, analizirali smo sedmoro dece i 20
odraslih bolesnika sa Goseovom bolesc¢u [222]. U 11/27 bolesnika (oko 40%) uoceno je
prisustvo klonalnosti B ¢elija posebno u bolesnicima vise uzrasne grupe. Medu njima,
petoro je imalo rearanzman IGH gena kako jedini marker klonalnosti B limfocita. Ovo bi
moglo da se objasni poznatom ¢injenicom da nisu svi rearanzmani IGH gena funkcionalni i
ne dovode do produkcije imunoglobulinskih lanaca. Te smo tada kao moguci zaklju¢ak
naveli da bi klonalnost B ¢elija mogla potencijalno da bude bolji marker od monoklonskog
proteina seruma, tokom pracenja bolesnika pod rizikom za razvoj MM. Osim toga, multipli
mijelom moZe nastati i de novo bez prethodne pojave MGUS [223].

Vecina malignih tumora zahteva prethodnu klonalnu ekspanziju, medutim nisu svi
klonovi maligni [224]. Primeri klonalnih poremecaja koji nisu maligne neoplazme su
mijelodisplasti¢ni sindromi, hroni¢na oboljenja T i NK granularnih limfocita, mijelofibroza,
monoklonske gamapatije, monoklonska B ¢elijska limfocitoza, mastocitoza i paroksizmalna
no¢na hemoglobinurija. Neki od molekularnih i imunopatogenetskih mehanizama klonskih
poremecaja mogu da se preklapaju sa poremecajim u malignoj neoplaziji, medutim nije
jasno kako i1 u kom stepenu klonski poremecaj progredira u malignu neoplazmu, kada ta
dva procesa formiraju jedinstveni patoloski kontinuum. Poznato je da su neki od ovih
klonova samoograni¢avajuci, a neki progrediraju u patoloska stanja kao $to su neoplazme
imunskih ¢elija. Sa druge strane, postoji i veza izmedu fizioloske i nefizioloSke nemaligne
stimulacije imunskog sistema koja formira osnovu za klonalnu selekciju i proliferaciju u
stanjima i procesima kao $to su ste¢ena imunost, vakcinacija ili autoimunska oboljenja
[224]. U nasoj prethodnoj studiji, uo¢ena je i visoka incidencija antinuklearnih i

antikardiolipinskih antitela u bolesnika sa GB, bez klini¢kih manifestacija, §to je verovatno
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ilustracija fenomena da hroni¢na stimulacija antigenom (nerazgradenim lipidnim
supstratom) dovodi do nespecificne produkcije autoantitela [222].

Multipli mijelom se odlikuje genomskom nestabilnos¢u koja je predstavljena 1
strukturnim i numeri¢kim hromozomskim aberacijama [225]. Medutim, ne postoji
jedinstvena patogena mutacija koja bi bila odgovorna za progresiju iz MGUS u MM koja se
vida sa ucestalos¢u od 1% godisnje [223]. Analiza VH genske sekvence kod multiplog
mijeloma je u skladu sa poreklom klona iz ¢elija postgerminativnog centra bez postojanja
dokaza o prisustvu hipersomatskih mutacija [226]. S druge strane, celije pacijenata sa
MGUS su pokazivale i dalje prisustvo procesa somatske hipermutacije koji se o¢igledno
gubi tokom progresije u MM. Poreklo MGUS u GoSeovoj bolesti je verovatno u vezi sa
hroni¢nom stimulacijom antigenom koja uzrokovana produzenom ekspozicijom
nerazgradenom glukocerebrozidu. Celije MM uz to, eksprimiraju &itav spektar ,,toll-like*
receptora koji omoguéavaju prepoznavanje molekulskih obrazaca patogena [187]. Ligandi
specifi¢ni za TLR indukuju proliferaciju i prezivljavanje MM ¢elija. Sli¢no tome, plazma
¢elije kod MGUS prekomerno eksprimiraju alfa lanac IL-6 receptora [188]. Stoga bi
disregulisana eskpresija TLR i/ili prekomerna ekspresija IL-6 receptora na plazma ¢elijama
mogla da natera na preteranu reakciju na infektivne agense time omoguc¢avajuci IL-6
zavisne autokrine okidace za proliferaciju plazma ¢elija [201]. Slican mehanizam bi mogao
biti prisutan i kod Goseove bolesti obzirom na postojanje hroni¢ne stimulacije antigenom, a
posebno u svetlu gore navedene, nedavno postavljene hipoteze o stimulaciji imunskog
sistema 1 njenom dejstvu na B ¢elije posredstvom glukozilsfingozina i njegovog derivata
LGL1I.

Daljom analizom klonalnosti u nasih bolesnika sa pozitivnim klonalnim
rearanZzmanom IGH, pokazali smo da je klonalnost detektabilna samo u jednog bolesnika
koji se prezentovao ociglednim biklonalnim rearanzmanom u prvoj rundi IGHV-IGHD-
IGHJ analize. Detektovani rearanzman je dalje analiziran sekvenciranjem i nadeno je da je
u pitanju nemutirani rearanzman, ¢iji je sastav IGHV1-2*04, IGHD3-3*02 i IGHJ4*02.
Medutim kada je analiza ponovljena u istom uzorku, dobijen je drugaciji rearanzman
(IGHV1-69*01, IGHD3-3*01, IGHJ4*02). Medutim, mutacioni status sekvenciranog

rearanzmana treba uzeti sa rezervom jer su koris¢eni FR1 prajmeri koji amplifikuju samo
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deo rearanzmana. Takode, koriS¢eni metod za rearanzman IGHV moze da otkrije klonove
kada je broj B limfocita jednog klona veéi od 5 x 10%/L $to je uobitajeno kod bolesnika sa
hroni¢nom limfocitnom leukemijom prilikom prezentacije bolesti ili tokom razvoja
recidiva, ¢ime se dobija dovoljan broj ¢elija za pouzdanu analizu mutacionog statusa.
Moguce je da su svi ispitanici izuzev jednog imali nizi broj klonalnih ¢elija §to je
onemogucilo analizu mutacionog statusa iako smo koristili visoko senzitivni metod ,,nested
PCR*. Nestanak klonalnog rearanzmana u jednog bolesnika nakon perioda pracenja kao i
niska stopa detekcije klonalnosti se mozda moze objasniti ¢injenicom da klonovi 1
subklonovi u Goseovoj bolesti dobijaju na veli¢ini i brojnosti tokom hroni¢ne imunske
stimulacije supstratom, ali verovatno mogu i da se smanje ili izgube prirodnim tokom
bolesti ili pod dejstvom terapijske intervencije. Ukoliko ovi tranzitorni klonovi prezive i
perzistiraju dovoljno dugo da bi mogli da proliferiSu, mi bismo mogli da ih pratimo kroz
vreme jer neki od njih mozda predstavlja premaligni klon. Medutim, mora se naglasiti
¢injenica da nijedan od nasSih bolesnika nije razvio multipli mijelom tokom perioda
pracenja. Moze se zakljuciti da uprkos relativno ranoj pojavi klonalne ekspanzije u toku
bolesti, barem sude¢i prema IGH rearanzmanu, detektovani klonovi mozda predstavljaju
tranzitorne klonove. Pazljivo klinicko pracenje ovih bolesnika je obavezno ukljucujudi i
monitoring limfoidnih neoplazmi, a posebno multiplog mijeloma.

Obzirom da je GoSeova bolest fenotipski veoma varijabilna, jasno je da korelacija
izmedu genotipa (tipa mutacije gena za glukocerebrozidazu) i fenotipske ekspresije nije
savrSen metod za objasnjavanje razlicitih klini¢kih manifestacija i bioloskih pojava bolesti.
Bolesnici sa istim genotipom, pa ¢ak i identi¢ni blizanci pokazuju ogromnu klini¢ku
varijabilnost [127], te je stoga verovatno da epigenetski faktori uti¢u na manifestacije
oboljenja. Nekoliko klini¢kih fenomena u GoSeovoj bolesti jos uvek nisu dovoljno
rasvetljeni npr. pojava hipermetabolickog stanja, gubitak u telesnoj teZini [227], produkcija
autoantitela [228] kao i pojava monoklonskih gamapatija i multiplog mijeloma o kojoj ¢e
biti reci kasnije. Mnogi od ovih fenomena se mogu pripisati dejstvu citokina porekla
makrofaga. 1z navedenog razloga, istrazivaci su u nekolicini studija posvetili paznju

ispitivanju citokina u bolesnika sa GoSeovom boleséu.
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U studiji iz 1997. godine, autori su opisali da su u krvi povisene koncentracije
makrofagnog faktora stimulacije kolonija (M-CSF), IL-8 kao i solubilnog CD14 molekula
koji predstavlja marker aktivacije makrofaga i monocita [133]. Stavie, koncentracije
navedenih citokina su korelisale sa teZinom bolesti. Verovatno je da nagomilavanje
nerazgradenog lipidnog supstrata direktno aktivise makrofage koji zatim produkuju
navedene citokine. Korelacija sa tezinom klinicke slike bi se mogla objasniti ¢injenicom da
teza klinicka slika nastaje kao posledica ve¢e akumulacije supstrata, Sto dovodi do jace
aktivacije ili aktivacije veceg broja makrofaga i sledstveno vece produkcije makrofagnih
citokina. sCD14 je prisutan i u drugim bolestima prac¢enim aktivacijom makrofaga kao §to
su sepsa, maligniteti i sarkoidoza [229]. | SCD14 i IL-8 su jace eksprimirani tokom
intenzivne fagocitoze [230] te je moguce da upravo ekstremna fagocitna aktivnost
makrofaga u GoSeovoj bolesti predstavlja stimulus za produkciju ovih citokina. Na osnovu
podataka da M-CSF ubrzava resorpciju kostanog tkiva [231], postoji moguénost da ovaj
citokin doprinosi koStanim manifestacijama GoSeove bolesti, pre svega pojavi osteopenije i
osteolize. S druge strane, IL-8 se znacajno vise proizvodi od strane mononuklearnih ¢elija
tokom aktivacije koagulacionog sistema [232], $to je u skladu sa rezultatima studije o
aktivaciji koagulacionog procesa opisanoj u Goseovoj bolesti [56].

U studiji Alena i sar., autori su opisali povisenje koncentracija IL-6 i 1L-10 u krvi
bolesnika sa GoSeovom boles¢u [220]. Kao §to je ve¢ pomenuto, IL-6 predstavlja parakrini
regulator rasta ¢elija multiplog mijeloma, a koncentracija IL-6 je ¢esto poviSena kod
bolesnika sa MM [233]. Pored toga, IL-6 je potentan stimulator resorpcije kosti [234] i
sinteze reaktanata akutne faze u jetri [235]. Sve ovo govori u prilog povezanosti ovog
interleukina sa karakteristicnim nalazima GoSeove bolesti: perzistencijom reaktanata akutne
faze, poremecajima skeleta 1 imunoglobulina, kao i moguc¢im razvojem multiplog
mijeloma. Nesto je manje jasna potencijalna uloga IL-10 u patogenezi GoSeove bolesti.
Medutim, ¢injenica da IL-10 inhibiSe sekretornu aktivnost osteoblasta i mineralizaciju
skeleta [236], moze dovesti ovaj citokin u vezu sa skeletnim lezijama u ovih bolesnika.

U studiji Baraka i sar. iz 1999. godine opisano je povisenje serumske koncentracije
IL-1pB, antagonista receptora za IL-1 (IL-1Ra), IL-6, TNF i solubilnog IL-2 receptora (SIL-

2R) [132]. Autori isti¢u hipotezu da bi se navedeni citokini mogli dovesti u vezu sa
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skeletnim manifestacijama, poremecajem hemotaksije neutrofila i
hipergamaglobulinemijom u GoSeovoj bolesti.

Uvidom u rezultate navedenih studija, jasno je da kod pacijenata sa GoSeovom
boles¢u makrofagi aktivisani supstratom proizvode razli¢ite citokine. Neki od njih imaju
proinflamatorno dejstvo (IL-6, IL-8, TNF-a), a neki antiinflamatorno (IL-1Ra, IL-10).
Odnos navedenih citokina nije jasno definisan, ali je o¢igledno da favorizuje postojanje
proinflamatornog stanja prisutnog u bolesnika, obzirom na hroni¢no perzistiranje reaktanata
akutne faze kod pacijenata sa GoSeovom boles¢u.

Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (single nucleotide polymorphisms - SNP)
unutar DNK sekvence mogu da imaju razlicite posledice: supstituciju aminokiselina u
primarnoj strukturi proteina sa menjanjem njegove funkcije; izmenu strukture pojacivackih
sekvenci tokom ,,splajsinga” [237]; uticaj na stabilnost informacione RNK [238, 239];
promenu mesta vezivanja transkripcionih faktora i tako menjaju efikasnost pojacivackih ili
represornih elemenata [240]; promenu strukture inicijacionih kodona Sto nishodno regulise
transkript [241].

Faktor tumorske nekroze (TNF) je citokin koji se produkuje u okviru procesa
odgovora organizma na infekciju. Ovaj citokin je uklju¢en u mnogobrojne inflamatorne i
imunske odgovore i igra vaznu ulogu u patogenezi mnogih autoimunskih i infektivnih
oboljenja.

TNF gen je lociran na hromozomu 6 (citogenetska lokacija 6p21.33) u regionu klase
IIT glavnog kompleksa histokompatibilnosti (GHK) bo¢no se grani¢eci sa genima za
limfotoksin a i b [242]. Regulacija TNF gena je strogo regulisana na nivou transkripcije
[243]. Varijacije u DNK sekvenci u genima koji kodiraju citokinske molekule mogu da
uticu na osetljivost organizma na infekcije i udruZene su sa velikim brojem sloZenih
oboljenja kod ljudi. Tako je i polimorfizam u 5' regulatornom regionu gena doveden u
korelaciju sa mnogim infektivnim i inflamatornim bolestima [244-247].

Udruzenost TNF polimorfizama rs1799964 i rs1800630 sa uznapredovalim
stadijumom endometrioze je publikovana u studiji koja je potekla iz populacije u Koreji.
Polimorfizam rs1800750 uti¢e na vezivanje molekula TF OCT-1 i time menja interakciju

izmedu DNK i proteina [248]. Polimorfizam rs361525 je doveden u vezu sa sindromom
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insulinske rezistencije i gojaznoscéu [249], a rs1800629 sa raznim inflamatornim i
autoimunskim bolestima [250-255]. Opisane su takode i korelacije medu polimorfizmima
rs1799964, rs1799724, rs1800630 i imunski posredovanim bolestima kao $to su
reumatoidni artritis i Kronova bolest [256, 257]. Na osnovu ograni¢enih dokaza, smatra se
da su varijante rs1800629 i rs361525 ukljucene u regulaciju produkcije drugih citokina
[258]. Takode, polimorfizam rs1799964 je udruzen sa ekstraintestinalnim manifestacijama
Kronove bolesti ukljucujuci uveitis, eritema nodozum i artropatiju [259].

U studiji Altarescu i sar. iz 2005. godine, odredivani su koncentracija TNF u
serumu kao i genotip -308 G—A polimorfizma (rs1800629) u 17 bolesnika sa tipom |
Goseove bolesti [260]. U 8/17 bolesnika (47%) naden je homozigotni fenotip (A/A) za
koga je pokazana znaCajna povezanost sa tezinom bolesti i produkcijom TNF. Naime, ovaj
genotip je bio povezan sa nizom koncentracijom ovog proinflamatornog citokina i sa
lakSom formom bolesti u ispitanika. Autori su zakljucili da bi mogla da postoji veza izmedu
genetske varijabilnosti u ekspresiji TNF i fenotipske ekspresije GB, ali da su za tu tvrdnju
potrebne vece studije. U naSoj studiji nije nadena veza izmedu navedenih polimorfizama za
TNF u odnosu na pol, uzrast, SSI, duZinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine,
aktivnost hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili
odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno
hipergamaglobulinemije.

Vieira i sar. su dokazali da postoji faktor koji inhibira sintezu citokina u ljudi koji je
nazvan interleukin-10 (IL-10) [261]. Na osnovu proucavanja cDNK klonova koji kodiraju
humani IL-10, otkriveno je da postoji znacajna homologija izmedu sekvence DNK i
aminokiselina sa otvorenim okvirom ¢itanja Epstajn-Barovog virusa. Gen 1L10 se nalazi na
hromozomu 1, na poziciji 1932.1.

Poznato je da IL-10 blokira sekvencu dogadaja u aterosklerozi in vitro i in vivo, te
da moZze da zaustavi hroni¢ni inflamatorni odgovor u ve¢ pokrenutom aterosklerotskom
procesu [262, 263]. Esposito i sar. su testirali hipotezu da su snizene koncentracije IL-10
udruzene sa metabolickim sindromom kod gojaznih zena. U poredenju sa 50 kontrolnih
Zena koje nisu bile gojazne, prevalencija metabolickog sindroma je bila vi$a u gojaznih

ispitanica. Gojazne Zene su imale viSe vrednosti IL-6, C-reaktivnog proteina i IL-10 u
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cirkulaciji u poredenju sa negojaznim kontrolnim ispitanicama. | kod jednih i kod drugih,
nivo IL-10 je bio znacajno nizi u osoba sa prisutnim metabolickim sindromom. Rezultati
studije su, dakle, pokazali da je koncentracija antiinflamatornog citokina IL-10 zna¢ajno
viSa u serumu gojaznih Zena, a da je niska koncentracija ovog citokina udruzena sa
pojavom metaboli¢kog sindroma [264].

Ma i sar. su analizirali razvoj B-celija u 14 bolesnika sa X-vezanim
limfoproliferativnim sindromom i otkrili su postojanje zastoja u diferencijaciji koji bi se
poboljsao dodavanjem egzogenog IL-10. Zakljuceno je da nedovoljna produkcija I1L-10
moze doprineti hipogamaglobulinemiji kod ovog poremecaja [265].

Porast koncentracije IL-10 je primecéen u staklastom telu bolesnika sa primarnim
intraokularnim limfomom [266]. Ova bolest ima loSu prognozu i ¢esto se prezentuje kao
posteriorni uveitis. Postavljanje dijagnoze obicno kasni nekoliko meseci ili godina po
nastupu o¢nih simptoma. Utvrdeno je da merenje koncentracije IL10 u o¢noj vodici
dobijenoj paracentezom prednje o¢ne komore predstavlja dobar skrining test koji moze da
znacajno skrati kaSnjenje u postavljanju dijagnoze [267].

Grove i sar. su ispitivali potencijalnu ulogu polimorfizma u genu IL10 u patogenezi
alkoholne bolesti jetre. Pedeset posto ispitanika sa alkoholnom boles¢u jetre su imali A alel
na poziciji -627, i poredenju sa 33% zdravih kontrolnih ispitanika (p<<0,01) i sa 34%
alkoholicara bez alkoholne bolesti jetre (p = 0.017). Autori su zakljucili da je alel -627A
udruzen sa povecanim rizikom pojave alkoholne bolesti jetre. Ovo je konzistentno sa
drugim publikacijama u kojima je navedeno da je -627A alel udruzZen sa snizenjem
ekspresije IL10, Sto samo po sebi favorizuje inflamatorne, imunski posredovane i
profibroticke mehanizme ozlede tkiva [268].

Visoka produkcija IL-10 je udruzena sa autoimunskim oboljenjima kao Sto je
reumatoidni artritis i sistemski eritemski lupus (SLE). lako je proizvodnja IL10
konkordantna kod monozigotnih blizanaca [269], sam promotor 1L10 gena je polimorfan
Sto moze da se odrazi na razlike u produkciji ovog citokina. Gibson i sar. su otkrili sedam
novih SNP u distalnom regionu promotora IL10, a odredeni haplotipovi su zna¢ajno uti¢u
na vecu ili manju produkciju IL-10 i pokazuju znacajnu udruzenost sa pojavom SLE u afro-

amerikanaca [270].
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Osobe koje imaju alel -592A na 5' kraju promotora IL10, su pod vec¢im rizikom od
infekcije virusom HIV-1 i znacajno brze progresije u AIDS, u poredenju sa homozigotima
sa alternativnim genotipom -592C/C. Oko 25-30% ljudi sa ¢ija je progresija HIV infekcije
u AIDS dugo odloZena (10 ili viSe godina) imaju -592C/C genotip u promotoru. Takode,
postoje studije koje su pokazale da je -592A alel povezan sa smanjenjem produkcije IL-10 i
da bi progresija u AIDS najverovatnije mogla biti usporena imunoterapijskim strategijama
koje oponasaju ili pojacavaju prirodnu inhibitornu ulogu I1L-10 [271, 272].

Polimorfizmi IL10 takode igraju ulogu i u mnogim drugim imunopatogenetskim
procesima u patogenezi oboljenja. SNP gena IL10 kao i time definisana sposobnost
produkcije citokina mogu doprineti razvoju skvamocelularnog karcinoma koze nakon
transplantacije bubrega [273], mogu doprineti naslednoj komponenti osetljivosti individue
na psorijazu [274], mogu ubrzati progresiju hroni¢ne infekcije hepatitis B virusom, posebno
u smeru hepatocelularnog karcinoma [275]. Takode, mogu doprineti sindromu nagle smrti
odojceta (najverovatnije mehanizmom zakasnele inicijacije proizvodnje protektivnih
antitela ili snizenom sposobno$c¢u inhibicije proizvodnje inflamatornih citokina) [276],
razvoju strikturiraju¢e forme Kronove bolesti [277], te preosetljivosti individue na lepru,
kao $to je slucaj u populaciji Brazila [278] i Indije [279].

IL-10 je mocan supresor inflamatornih citokina kao $to su IL-1, IL-6, IL-12, TNF i
IFN-y 1 inhibira kostimulatornu aktivnost makrofaga prilikom aktivacije T ¢elija i NK
¢elija. Jedan od ispitivanih polimorfizama u nasoj seriji (IL10 rs1800896) je doveden u
vezu sa egzacerbacijama alergijskih manifestacija i astme, nakon ekspozicije grinjama
[280]. Homozigotni genotip jednog alela u navedenom polimorfizmu i u jos dva
polimorfizma gena IL10 je bio udruzen sa ve¢im rizikom od pojave alergije i astme, 3 — 39
puta. Takode je prisustvo A alela istog ovog polimorfizma dovedeno u vezu sa ve¢im
rizikom od razvoja karcinoma prostate u 258 bolesnika [281]. Navedeni genotip smanjuje
produkciju, a samim tim i antiinflamatornu aktivnost IL-10. Drugi polimorfizam ispitivan u
nasoj studiji, IL10 rs1800871 je doveden u vezu sa smanjenim rizikom od pojave
endometrioze za oko dva puta, medu bolesnicama koje su nosile C alel u poredenju sa
uobic¢ajenim TT genotipom [282], medu ukupno 196 pacijentkinja u Kini. Veza sa

pedijatrijskom formom Kronove bolesti je takode nadena kod nosilaca C/T genotipa ovog
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polimorfizma, u smislu lokacije i ekstenzivnosti bolesti, kao i toka bolesti [283]. U joS
jednoj studiji, koja je analizirala oko 500 trudnoca, nadena je tri puta veca stopa spontanog
prekida trudnoce u pacijentkinja koje su nosile T alel [284]. Takode je nadena veza izmedu
ovog polimorfizma i obolelih od Behcetove bolesti, to jest T haplotip je bio prisutan u vise
opisanih grupa bolesnika u odnosu na zdrave kontrole [285].

U nasoj studiji je prvi put analizirana veza izmedu IL10 polimorfizama i fenotipa
Goseove bolesti. Nije nadena veza izmedu polimorfizma IL10 rs1800896 sa ispitivanim
karakteristikama bolesnika: pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo
slezine, aktivnost hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na
prisustvo ili odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno
hipergamaglobulinemije. Sa druge strane, medu bolesnicima sa C alelom u polimorfizmu
IL10 rs1800871, nadena je statisticki znacajna veca vrednost inicijalne feritinemije u
odnosu na bolesnike nosioce T alela. Moguce je da navedeni haplotip utice na
koncentraciju IL-10, te time direktno snizava njegovu antiinflamatornu aktivnost ili
indirektno, putem uticaja ovog citokina na proinflamatorne citokine, pre svega na IL-1, IL-
6, IL-12 i TNF. Medutim, u naSoj grupi bolesnika, navedeni uticaj nije bio uo¢en na druge
parametre bolesti kao Sto su SSI, vrednost hitotriozidaze, kao ni na druge ispitivane
varijable.

Patofiziologija hiperferitinemije u GoSeovoj bolesti joS uvek nije u potpunosti
rasvetljena, a predlozeni su razli¢iti mehanizmi [286]. Medu navedenim mehanizmima
dominiraju lizozomalna disfunkcija koja dovodi do povecanja slobodnog gvozda i
reaktivnih kiseonickih vrsta ¢ime se povecava eksportovanje feritina putem nezavisnim od
feroportina, sa jedne strane 1 hroni¢na aktivacija GoSeovih ¢elija (M1 makrofaga) sa druge
strane, $to dovodi do povecane proizvodnje IL-1, IL2, IL-6, IL-8, TNF i IFN-y, a koji
putem IRP1 i IRP2 proteina dovode do hiperferitinemije. Obzirom da ve¢ina navedenih
citokina stoji pod regulatornim uticajem IL10, moze se shvatiti potencijalna uloga
polimorfizama ovog citokina na stepen izrazenosti feritinemije u bolesnika sa GoSeovom
bolescu.

IL-6 je imunoregulatorni citokin koji na povrSini ¢elije aktivira signalni put koji se

sastoji od IL-6, interleukin-6 receptora alfa (IL-6RA) i zajedni¢kog signalnog receptora
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gp130 (interleukin-6 signalni transdjuser — IL-6ST) [287]. Indukcija sinteze IL-6 od strane
IL-1 i TNF sugeriSe da bi IL-6 mogao imati ulogu autokrinog medijatora nekih efekata IL-1
1 TNF u procesu inflamacije i reakciji akutne faze, kao i1 u regulaciji proliferacije ¢elija
[288]. Kawano i sar. su izneli dokaze da bi konstitutivna ekspresija IL-6 ili njegovog
receptora mogla biti odgovorna za nastanak mijeloma [289]. Aberantna produkcija IL-6 od
strane neoplasti¢nih ¢elija se pominje kao snazan doprinoseci faktor za rast multiplog
mijeloma i drugih B-celijskih diskrazija, T-celijskog limfoma, karcinoma bubrega i jajnika,
kao i Kaposi sarkoma. Promotor gena IL6 je pod represijom tumor supresorskih gena RB1

I TP53 [290].

Padzetova bolest kosti pokazuje povecanje osteoklasta u broju i veliini, sa vec¢im
brojem jedara po celiji, u odnosu na normalne osteoklaste. Supernatanti ¢elijskih kultura
koStane srzi bolesnika sa PadZetovom bolesc¢u stimuliSu nastanak multinuklearnih ¢elija
nalik osteoklastima u kulturama dobijenim iz normalne kosStane srzi [291]. Ova aktivnost se
barem delimi¢no moze pripisati IL-6. Za razliku od normalne kostane srzi i krvnog seruma
u kome skoro uopste nema IL-6, uzorci koStane srzi i seruma bolesnika sa PadZetovom
bolesc¢u sadrze visoke koncentracije ovog citokina.

Studija koja je proucavala uticaj IL-6 u serumu na osteoporozu posle menopauze, je
pokazala da je IL-6 prediktor gubitka koStane mase medu zenama u postmenopauzi i to
najrelevantnije tokom prve decenije posle menopauze [292].

U studiji koja je evaluirala osovinu hormon rasta / insulinu sli¢an faktor rasta (IGF)-
1, zajedno sa koncentracijama IGF vezujucih proteina (IGFBP), glukoze, insulina i citokina
u krvi 27 dece sa teskim septickim Sokom kao posledicom meningokokne sepse, uocene su
znacajne razlike u koncentracijama IGF-1, IL-6 i TNF izmedu prezivelih bolesnika i
bolesnika koji su umrli. Skor rizika od mortaliteta je bio u znacajnoj korelaciji sa
aktivno$¢u IGFBP1, IL-6 i TNF. Kod pacijenata koji su preminuli, koncentracije ukupnog i
slobodnog IGF-1 su bili zna¢ajno snizeni, dok su citokini IL-6 i TNF bili prisutni u visokim
koncentracijama [293].

IL-6 se takode pominje kao klju¢ni mehanizam u imunoloskom starenju kod
dugotrajne izlozenosti ljudi hroni¢nim stresorima, ¢ime se povecava rizik od prevremene

pojave oboljenja vezanih za staro doba [294]. Ovaj citokin je, takode, vazan faktor za
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progresiju neeksudativne senilne makularne distrofije [295], neophodan je i dovoljan za
indukciju sinteze hepcidina tokom inflamacije dovodec¢i do tzv. sideropenije u inflamaciji
[296], kao i do deficita cinka tokom reakcije odgovora akutne faze usled zapaljenja ili
infekcije [297]. Sa druge strane, tzv. mediteranska dijeta smanjuje koncentraciju IL-6 i
samim tim smanjuje inflamaciju, Sto je vazan mehanizam u smanjenju rizika od
kardiovaskularnih bolesti [298].

IL-6 igra klju¢nu ulogu u metabolizmu kosti i uti¢e na mineralnu gustinu skeleta $to
je utvrdeno analizom vezanih gena za osteopeniju i osteoporozu [299]. Ota i sar. su izloZili
dodatne dokaze da i varijacija u IL6 genu moZe imati veze sa osteporozom. U 470 isitanika
u Japanu, analizom varijanse je pronadena korelacija izmedu prisustva G alela C/G
polimorfizma na poziciji -634 i smanjenja mineralne gustine kosti [300]. Kasnije je opisana
i jedna varijanta u regionu promotora IL6 koja pokazuje pozitivnu korelaciju sa
vrednostima mineralne gustine kosti, kod zena u premenopauzi [301].

Polimorfizam rs1800795 je prvi put pomenut u literaturi 1998. godine, kada je
pokazano da C alel produkuje manje IL-6 u poredenju sa G alelom ¢ime je podrzana
hipoteza da C alel nosi protektivni genotip protiv sistemske forme juvenilnog idiopatskog
artritisa. | zaista, do sada je opisan mali broj bolesnika obolelih od ove bolesti koji su
nosioci C alela [302]. Studije ovog polimorfizma otkrivaju i potencijalne povezanosti sa
oboljenjima srca, Kaposijevim sarkomom, dijabetesom tip 2, cerebrovaskularnim insultom,
gojaznosc¢u, Hockinovim limfomom, sindromom nagle smrti odojc¢eta, kao i karcinomima,
hipertenzijom, periodontitisom i komplikacijama nakon transplantacije organa. Povezanosti
se ne manifestuju samo ve¢im rizikom od pojave bolesti ve¢ i nac¢inom progresije bolesti
kao 1 odgovorom na razlicite terapijske modalitete [303].

Ovo je prva studija ispitivanja polimorfizma gena IL6 u bolesnika sa GoSeovom
bolesc¢u. Nije nadena veza izmedu polimorfizma IL6 rs1800795 sa ispitivanim
karakteristikama bolesnika: pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo
slezine, aktivnost hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na
prisustvo ili odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanZzmana IGH odnosno

hipergamaglobulinemije.
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Poredenjem ucestalosti genotipova i alela izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih
ispitanika populacije u nasoj zemlji, nije uocena statisticki znacajna razlika ni za jedan od

navedenih polimorfizama citokinskih gena.
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6. ZAKLJUCCI

Klonalnost B limfocita je otkrivena u znacajnom procentu ispitanika (29,6%) tj. u
8/27 bolesnika. U tri od navedenih osam bolesnika, klonalnost je otkrivena samo na
nivou IGH rearanzmana tj. bez prateceg serumskog monoklonskog proteina, a u dva
je otkrivena i hipergamaglobulinemija.

Medu 17/27 (63%) bolesnika, za koje su postojali podaci o pracenju, u 4 bolesnika
je rearanZman i dalje bio detektabilan, dok se u jednog bolesnika rearanzman
izgubio nakon perioda pracenja.

Svim bolesnicima kojima je IGH klonalnost detektovana, uradena je i analiza
IGHV-IGHD-IGHJ rearanZzmana. Ovom analizom, klonalnost je detektovana kod
jednog bolesnika koji je tokom perioda pra¢enja uvek imao detektabilan biklonalni
IGH rearanZzman. Detektovani rearanZman je dodatno analiziran sekvenciranjem, a
interpretacija sekvence je pokazala da se radi 0 dva razli¢ita nemutirana IGH
rearanzmana.

Bolesnici sa prisustvom klonskog rearanzmana IGH se nisu znac¢ajno razlikovali od
bolesnika sa negativnim nalazom u odnosu na uzrast, pol, SSI, duZinu trajanja
terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze niti inicijalnu
koncentraciju feritina u serumu.

Bolesnici sa prisustvom monoklonskog proteina se nisu znacajno razlikovali od
bolesnika sa negativnim nalazom u odnosu na uzrast, pol, SSI, duZinu trajanja
terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze niti inicijalnu
koncentraciju feritina u serumu.

Bolesnici sa hipergamaglobulinemijom su imali znac¢ajno krace trajanje terapije i
znacajno visu inicijalnu vrednost feritina u odnosu na bolesnike bez
hipergamaglobulinemije. Nije bilo razlike izmedu ove dve grupe bolesnika u
odnosu na uzrast, pol, SSI, prisustvo ili odsustvo slezine ni aktivnost hitotriozidaze.
Uprkos pojavi klonalne ekspanzije u toku bolesti, barem sude¢i prema IGH

rearanzmanu, detektovani klonovi su mozda tranzitorni. Pazljivo klinicko pracenje
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10.

11.

ovih bolesnika je obavezno uklju¢ujuci i monitoring limfoidnih neoplazmi, a
posebno multiplog mijeloma.

Nasa studija predstavlja prvo ispitivanje klonalne proliferacije B limfocita medu
obolelim od GoSeove bolesti metodom ispitivanja rearanZzmana IGH gena.
Poredenjem ucestalosti genotipova i alela izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih
Ispitanika izabranih iz populacije u Srbiji, nije uo¢ena znacajna razlika ni za jedan
od navedenih polimorfizama citokinskih gena. Ovo je prva studija u kojoj odredena
ucestalost alela za navedene polimorfizme citokinskih gena u bolesnika sa
Goseovom boles¢u u Srbiji.

Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizam 1L10 rs1800871 sa inicijalnom
koncentracijom feritina, naden je znacajno veci stepen hiperferitinemije, kod
nosilaca C alela, a posebno u grupi bolesnika koji su nosioci homozigotnog CC
genotipa. UcCestalosti alela za navedeni polimorfizam se nisu razlikovale u odnosu
na pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost
hitotriozidaze, inicijalnu koncentraciju feritina u serumu, niti u odnosu na prisustvo
ili odsustvo monoklonskog proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno
hipergamaglobulinemije

Poredenjem ucestalosti alela za polimorfizme 1L10 rs1800896, TNF rs1800629,
TNF rs361525 i I1L6 rs1800795 u odnosu na pol, uzrast, SSI, duzinu trajanja
terapije, prisustvo ili odsustvo slezine, aktivnost hitotriozidaze, inicijalnu
koncentraciju feritina u serumu, u odnosu na prisustvo ili odsustvo monoklonskog
proteina, klonskog rearanzmana IGH odnosno hipergamaglobulinemije, nije nadena

znacajna razlika.
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Dobitnik je stipendije Norveske kraljevske ambasade za odli¢an uspeh, tokom
studija medicine.

Od maja 2004. godine, volontirao je na Univerzitetskoj de¢joj klinici u Beogradu u
Sluzbi za hematologiju i onkologiju, a od jula 2006. godine je zaposlen za stalno u gore
navedenoj ustanovi.

Poslediplomske studije, Magisterijum iz hematologije upisao je 2004. godine.
Zvanje Magistra medicinskih nauka iz oblasti hematologija stekao je 21. juna 2010. god.
odbranivsi magistarsku tezu pod nazivom “Procena funkcije monocita i limfocita kod
Gaucher-ove bolesti — korelacija sa tezinom bolesti”, mentor prof. dr Dragana Jani¢.
Specijalizaciju iz oblasti Pedijatrija zapoc¢eo je oktobra 2008. godine, a specijalisticki ispit
polozio je sa odli¢nim uspehom 21.01.2013. godine.

Izabran je u zvanje klini¢kog asistenta na Medicinskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu, pocetkom Skolske 2014/2015. godine.

Ucestvovao je na Seminaru o dijagnosti¢kim metodama u decjim reumatskim
bolestima, u Beogradu, 2007. godine. Naredne godine je, kao dobitnik stipendije Reach the
World Award, u€estvovao na sastanku Medunarodnog udruzenja o trombozi i hemostazi u
Becu. Imao je aktivno ucescée, kao predavac na 15. medunarodnom sastanku Dunavske lige
za trombozu i hemoragijske poremecaje u Beogradu, 2009. godine, kao i na seminaru o
komunikaciji i empatiji za medicinsko osoblje sa de¢jih hemato-onkoloskih odeljenja. Iste
godine je pohadao kurs obuke za lekare o GoSeovoj bolesti u Amsterdamu. Oktobra 2010.
godine bio je predavac na Prvom kongresu pedijatara Srbije sa medunarodnim uceséem u

Beogradu, kao i predavac na stru¢nom sastanku Pedijatrijske sekcije Srpskog lekarskog



drustva ,,Nove dijagnosticke metode u pedijatriji“ u Beogradu. 2011. godine je ucestvovao
na 16. medunarodnom sastanku Dunavske lige za trombozu i hemoragijske poremecaje u
TemiSvaru, a 2012. na naprednom kursu o trombozi i hemostatskim poremec¢ajima, u
organizaciji Medunarodnog udruzenja za trombozu i hemostazu (ISTH) u Beogradu.
Takode je uzeo uceséa i na 17. medunarodnom sastanku Dunavske lige za trombozu i
hemoragijske poremecaje, u gradu Hradec Kralove, 2013. godine. Iste godine je odrzao i
predavanje na Oktobarskim danima Univerzitetske deé¢je klinike u Beogradu. 2014. godine
je ucestvovao na ekspertskom sastanku o Goseovoj bolesti u Frankfurtu, kao i na Drugom
Kongresu pedijatara Srbije, Kongresu transfuziologa Srbije i na Pedijatrijskim sekcijama
Srpskog lekarskog drustva, kao i Oktobarskim danima Dec¢je klinike. U narednoj, 2015.
godini, je bio predavac na Oktobarskim danima Decje klinike, a uzeo je ucesca i na skupu
Udruzenja za hemostazu i trombozu Srbije. U protekloj, 2016. godini je bio predavac na
domacdem kursu 1. kategorije o leCenju i nezi dece sa hematoloskim oboljenjima 1 kao
predavac na Pedijatrijskim danima Srbije u Nisu.

Ucesnik je brojnih drugih medunarodnih i domacih kongresa i simpozijuma na
kojima je prezentovao radove.

Aktivno govori engleski i nemacki jezik i pasivno se sluzi francuskim, italijanskim,

ruskim i finskim jezikom. Zivi u Beogradu i otac je dvoje dece.



Prilog 1.
Izjava o autorstvu

Potpisani-a _ Predrag Rodi¢
broj upisa

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom
UTICAJ KLONALNOSTI B LIMFOCITA | POLIMORFIZAMA GENA ZA CITOKINE
NA TEZINU KLINICKE SLIKE I POJAVU MONOKLONSKE GAMAPATIE U
BOLESNIKA SA GOSEOVOM BOLESCU

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, _ 23.4.2018. godine )
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora ___ Predrag Rodi¢
Broj upisa
Studijski program

Naslov rada _ UTICAJ KLONALNOSTI B LIMFOCITA |1 POLIMORFIZAMA GENA

ZA CITOKINE NA TEZINU KLINICKE SLIKE I POJAVU MONOKLONSKE
GAMAPATIE U BOLESNIKA SA GOSEOVOM BOLESCU

Mentor Prof. dr Dragana Jani¢

Potpisani Predrag Rodi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
U Beogradu, __ 23.4.2018. godine “Ahecrna Vosud
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Prilog 3.
Izjava o koriSéenju

Ovlas¢éujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.
1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima
(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, _ 23.4.2018. godine
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