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4G/5G POLYMORPHISM IN PROMOTER REGION OF PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR-1
GENE AS RISK FACTOR IN MULTIPLE SCLEROSIS

Smiljana Ristic’, Nada Starcevic-Cizmarevic!, Juraj Sepcic?, Josip Rude®’, Marija Crnic-Martinovic?,
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Vesna Barac-Latas®, Miljenko Kapovic’

SAZETAK

Da bi se ispitalo moguce znacenje proteolitickih mehanizama na
razvoj upalnih lezija u MS-u, u radu je analiziran utjecaj polimorfizma
4G/5G u promotorskoj regiji gena za inhibitor aktivatora plazmino-
gena-1 (PAI-1) na podloznost za MS i klini¢ku ekspresiju bolesti. Ispi-
tanici su bili bolesnici iz Gorkog kotara s klinicki sigurnim i labora-
torijski potvrdenim sigurnim MS-om (N=46), a u kontrolnoj su skupini
bili dobrovoljni davatelji krvi, autohtoni stanovnici iz istog podrucja
(N=101). Rezultati su pokazali da se distribucija PAI-1 genotipova i
alela u MS-bolesnika nije statisticki razlikovala od ucestalosti u zdravih
ispitanika, a razlike nije bilo niti kada su usporedeni pojedini subtipovi
bolesti (PP, SP i RR) medusobno kao i sa zdravim ispitanicima. Nije
bilo ni statisticki znacajne razlike u dobi nastupa i progresiji bolesti
izmedu pojedinih PAI-1 genotipova. Stoga moZzemo zakljuciti da
polimorfizam 4G/5G PAI-1 gena nema utjecaja na podloZnost kao ni
na ekspresiju bolesti u MS-bolesnika iz Gorskog kotara.

KILJUCNE RIJECT multipla skleroza, inhibitor aktivatora plazminogena-1,

rizi¢ni ¢imbenik

UvOoD

Multipla skleroza (MS) sloZena je bolest multifaktorijalne
uzroc¢nosti, za ¢iju su patogenezu potrebni geneticki i
okolidni ¢imbenici. Ulogu genetickih ¢imbenika u MS-u
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ABSTRACT

In view of the potential importance of the proteolytic mechanisms in the
development of MS lesions, the authors studied whether the 4G/5G pro-
moter polymorphism of the plasminogen activator inhibitor 1 (PAI 1)
gene may play a role in the clinical characteristics of Gorski kotar MS
patients and their potential genetic susceptibility to MS. A total of 46
patients with clinically definite and laboratory supported MS were
recruited from Gorski kotar region, while the control group consisted of
101 unrelated ethnically matched healthy blood donors. The distribu-
tion of PAI-1 genotypes and alleles in MS patients was similar to the dis-
tribution pattern in healthy donors. Furthermore, no association was
observed between the PAI-1 promoter polymorphism and clinical char-
acteristics, such as clinical course, age of disease onset and disease pro-
gression. Therefore, we can conclude that the 4G/5G promoter poly-
morphism of the PAI-1 gene does not influence the susceptibility to MS
or the clinical characteristics of MS in Gorski kotar patients.

KEY WORDS: multiple sclerosis, plasminogen activator inhibitor 1, risk
factor

podupiru saznanja o povecanom relativnom riziku
brace i sestara oboljelih (20-40 puta) u usporedbi s
opéom populacijom, kao i povecana konkordantna
stopa u monozigotnih (25%-30%) u usporedbi s dizigot-
nim blizancima (5%).! Geneticke studije velikog broja
obitelji s obiteljskom i/ili blizanackom MS-om, sugerira-
ju da je MS poligenska bolest u kojoj je podloznost za
bolest odredena vedim brojem gena koji djeluju neovis-
no ili epistatski.? Identifikacija gena s pomocu pozicij-
skog kloniranja, ukljucenih u patogenezu MS-a, slijedi
uglavnom dva pravca. Prvi je pravac istrazivanja poli-
morfnih gena ¢iji su produkti ukljuceni u imunoloski
odgovor — glavni kompleks histokompatibilnosti
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(MHCQ), T-stani¢ni receptorni geni, geni za tumorski fak-
tor nekroze (TNF) i imunoglobulinski geni, koji redom
pokazuju odredeni geneticki utjecaj na podloZznost za
MS. Drugi pravac su istraZivanja genomskog probira,
koja identificiraju vise od 19 lokusa podloZznosti za MS,
ukljucujuci 5pl4, 5q13, 6p21, 7q21, 17q22 i 19q13.2 U
nedavnim studijama pokazan je i utjecaj specifi¢nih gen-
skih polimorfizama na podloznost i/ili ekspresiju MS-a.3”
Rezultati tih istraZivanja, s iznimkom MHC-gena,
pokazali su se tesko ponovljivim u ostalim populacija-
ma. Razlic¢iti rezultati u navedenim studijama, koji se
odnose na utjecaj razli¢itih gena i lokusa, mogu se objas-
niti genetickom i etioloskom heterogenosti u MS-u. Ta
¢injenica upucuje na to da odredene populacije, pogla-
vito one koje se odlikuju visokom incidencijom i preva-
lencijom za MS, predstavljaju izazovne modele za
istrazivanje te bolesti. U svijetu su takve istrazene popu-
lacije rijetke: Orkney otoci u sjevernoj Skotskoj
(250/10%), Shetland otoci u sjeveroistocnoj Skotskoj
(100/10%) te Sardinija (102/10%).® Razlike u genetickoj
strukturi tih populacija, utvrdenih HLA-studijama, govo-
re o znacenju geneticke podloge za MS-podloZnost te o
potrebi nastavka takvih studija za procjenu genetickih
¢imbenika u MS-u.

Cilj je ovog rada istrazivanje specificnog polimortfiz-
ma gena za inhibitor aktivatora plazminogena -1 (PAI-1)
u MS-bolesnika Gorskog kotara (Hrvatska), jos jednoj
zoni visokog rizika za MS u Europi (prevalencija
143,5/10%) i njegova utjecaja na podloznost za MS i
ekspresiju bolesti.

ISPITANICI I METODE

Ispitanici

Analizirali smo 46 bolesnika — 24 Zene i 22 muskarca
(spolni indeks: 1,09) iz Gorskog kotara, slucajevi kli-
nicki sigurne i laboratorijski potkrijepljene sigurne mul-
tiple skleroze (kriteriji prema Ch. M. Poseru).'? Bolesni-
ci su bili obradeni prema protokolu European Database
Jor Multiple Sclerosis (EDMUS).!!

U kontrolnoj skupini bili su zdravi dobrovoljni
davatelji krvi (N=101), autohtoni stanovnici toga
podrugdja, nesrodni medusobno i s MS-bolesnicima.

Svi su ispitanici bili anketirani i nakon njihova pris-
tanka uzeta im je periferna krv iz v. cubitalis.

Genotipizacija

DNA iz periferne krvi ispitanika bila je izolirana prema
standardnom protokolu. Polimorfizam 4G/5G u promo-
torskoj regiji PAI-1 gena ustanovljen je s pomocu
metode lancane reakcije polimeraze (PCR) prema
uputama M. Luomala i suradnika.'* Slijedila je restrikcija
PCR-produkata s Bsl-restrikcijskom endonukleazom.
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98-99bp
77bp

Slika 1. Analiza PAI-1 genotipova. Linija 1: 50 bp DNA marker;
linije 2,4: 5G5G genotip (77bp i 22 bp); linjje 3,0: 4G5G
genotip (98bp, 77bp i 22bp); linija 5: 4G4G genotip (98bp).
Restrikcijski fragment od 22 bp ne vidi se na prikazanome
gelu.

Figure 1 PAI-1 genotype analysis. Line 1: 50 bp DNA marker;
lines 2,4: 5G5G genotype (77bp and 22 bp); lines 3,6: 4G5G
genotype (98bp, 77bp and 22bp); line 5: 4G4G genotype (98
bp). Restrictive fragment of 22 bp cannot be seen on the pre-
sented gel.

Restrikcijska smjesa inkubirana je tijekom 2,5 sata u
vodenoj kupelji pri temperaturi od 55°C. Restrikcijski
fragmenti provjeravani su elektroforezom na 4% aga-
roznom gelu, pri ¢emu su se jasno razlikovali 4G4G,
4G5G i 5G5G genotipovi (slika 1.).

Statisticka obrada

Uporabom racunalnih programa Statistica 6,0 i Epi 6,
usporedena je ucestalost alela i genotipova izmedu
skupina MS-bolesnika i kontrole y? i Fisherovim egzakt-
nim testom. Pocetno doba i trajanje bolesti te stupnjevi
invalidnosti u prosirenoj ljestvici prema J. F. Kurtzkeu
(EDSS)'? i indeks progresije MS-a u bolesnika s razlicitim
PAI-1 genotipovima, ispitani su ANOVA-one way
testom. Statisticka znacajnost razlika izraZena je na razi-
ni 0,05.

REZULTATI

Osnovne klinicke karakteristike MS-bolesnika prikazane
su u tablici 1.

Trajanje bolesti odredeno je razdobljem od pocetnog
doba bolesti do zadnjega klinickog pregleda, a indeks
progresije kao odnos EDSS-a i trajanja bolesti.

Spol i dob izmedu skupina MS-bolesnika i kontrole
nisu bili statisticki znacajno razliciti.
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Tablica 1. Klinicke karakteristike MS-bolesnika iz Gorskog
kotara, Hrvatska (N=46)

Table 1 Clinical characteristics of MS patients from Gorski
kotar region, Croatia (N=46)

Spolni indeks 1,09

Dob nastupa bolesti # (godine) 27,6 (9,0)
Trajanje bolesti® (godine) 21,6 (11,1)
Primarno progresivni MS (PP) n (%)  5(10,9)
Sekundarni MS (SP) n (%) 21 (45,6)
Relapsno-remitirajuc¢i MS (RR) n (%) 20 (43,5)
Stupnjevi invalidnosti (EDSS)P 6.0 (3,2)
Indeks progresije (PD)¢ 0.36 (0,25)

a, b, c¢. vrijednosti izraZene su kao prosjek (standardna
devijacija, SD)

Medicina 2004;42(40):271-275

Distribucija PAI-1 genotipova i alela u MS-bolesnika
u kontrolnih ispitanika prikazana je u tablici 2. Distribu-
cija genotipova i alela nije se statisticki razlikovala
izmedu skupina MS- bolesnika i kontrolnih ispitanika, a
razlika nije bilo ni u usporedbi pojedinih evolucijskih
oblika bolesti medusobno kao niti s kontrolom.

Ovisnost klinicke ekspresije bolesti od razlic¢itih
PAI-1 genotipova prikazana je u tablici 3. Nije bilo sta-
tisticki znacajne razlike u dobi nastupa, trajanju, stupnju
invalidnosti i indeksu progresije izmedu pojedinih
genotipova.

RASPRAVA

Patologija MS-a izrazava se razasutim upalnim i dege-
nerativnim oStecenjima mijelina ziv€ane osi. Razvoj tih
oStecenja dijelom je posljedica proteolitickih ucinaka
aktivatora plazminogena (PA) i metaloproteaza matrice
razli¢ita djelovanja: pospjeSuju migraciju imunosnih

Tablica 2. Distribucija PAI-1 genotipova i alela u MS-bolesnika iz Gorskog kotara, Hrvatska, i kontrolnih ispitanika

Table 2 Distribution of PAI-1 genotypes and alleles in MS patients from Gorski kotar region, Croatia, and in control group

Genotipovi MS bolesnici Kontrola P
(N=46) (N=101)
PP (N=5) SP (N=21) RR (N=20) ukupno
1 (%) 1 (%) 1 (%) 1 (%) 1 (%)

4G4G 1(20,0) 5(23,8) 2(10,0) 8 (17,4) 31 (30,7) ns
4G5G 4 (80,0) 10 (47,0) 16 (80,8) 30 (65,2) 50 (49,5) ns
5G5G 0 6 (28,6 2(10,0) 8 (17,4) 20 (19,8) ns

Aleli % % % % %
4G 60,0 47,6 50,0 50,0 55,4 ns
5G 40,0 52,4 50,0 50,0 44,6 ns

Tablica 3. Odnos PAI-1 genotipova i klinickih karakteristika u MS-bolesnika iz Gorskog kotara, Hrvatska

Table 3 Relation between PAI-1 genotypes and clinical characteristics in MS patients from Gorski kotar region, Croatia

Karakteristike PAI-1 genotipovi P
4G4G 4G5G 5G5G

Dob nastupa bolesti (godine) 28,4 (9,5) 27,4 (9,6) 27,6 (7,2) ns

Trajanje bolesti (godine) 15,5 (8,4) 22,2 (11,4) 25.4 (10,9) ns

Stupnijevi invalidnosti (EDSS) 6,6 (2,9) 5,4 (3,2 7.6 (3,2) ns

Indeks progresije 0,52 (0,30) 0,32 (0,22) 0,34 (0,24) ns

a, b, ¢. vrijednosti izrazene su kao prosjek (standardna devijacija, SD)
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stanica kroz krvno-mozdanu membranu nakon sto su je
odtetili, te degradiraju mijelin.'3:14:16

Aktivatori plazminogena glavni su pokretaci kaskad-
ne aktivnosti nekoliko metaloproteaza. Aktivhost samo-
ga PA moze biti zakoena posredstvom PAI-1. U Zari-
Stima (plakovima) MS-a prisutni su i PA i PAI-1.1° U ani-
malnom modelu, PAI-1 obustavlja razvoj alergijskog
encefalomijelitisa vjerojatnom inhibicijom proteolitickih
mehanizama prisutnih u procesu demijelinizacije.'* Sin-
teza, proizvodnja i aktivnost PAI-1 regulirane su snaznim
genetskim mehanizmima. Polimorfizam 4G/5G u pro-
motorskoj regiji PAI-1 gena daje kao rezultat tri moguca
genotipa: 4G4G, 4G5G, 1 5G5G. Genotip 5G5G, in vivo i
in vitro, uvjetuje nizu koncentraciju PAI-1 te je sasvim
moguce da taj genotip utjece na patogenezu MS-a.!’

NaSe je istrazivanje usmjereno na utjecaj PAI-1 gena
na podloznost i klinicku ekspresiju MS-a, bolesti jos
danas neidentificirane (etio)patogeneze. Opce je prih-
vaceno da je MS poligenska bolest u kojoj svaki pojedi-
nacni lokus umjereno pridonosi njezinoj predispoziciji.?
Ne iznenaduje, dakle, danasnji procvat istraZivanja o
zdruZenosti specificnih genskih polimorfizama i MS.3”7
Razli¢itost rezultata tih istrazivanja namede potrebu
usmjerenja novih genetickih studija MS-a u stanovnistvu
donedavnih zemljopisnih izolata, primjenom sve pre-
ciznijih dijagnostickih algoritama i kriterija. Stoga je u
nasem radu ispitan polimorfizam 4G/5G u promotorskoj
regiji PAI-1 gena u MS-bolesnika iz Gorskoga kotara,
podrucja visokog rizika za tu bolest. Dijagnoza je
postavljena na osnovi Poserovih kriterija koji su se
pokazali najprikladnijim u epidemioloskim i klinickim
istrazivanjima MS-a.

Nedavno utvrdena zdruZzenost 5G5G genotipa u MS-
-bolesnica u Finskoj (OR=23, 95% CI: 1,04-5,23) koja
pretpostavlja da smanjena proizvodnja proteaznih
inhibitora utje¢e na patogenezu MS-a u Zena, te dokaz
lokacije PAI-1 gena na 7q21.3-22, koja se poklapa s
lokusom podloznosti za MS — izazovi su za poduzeto i
provedeno istraZivanje.!”:18

Temeljni su rezultati tog istrazivanja sljedeci: dis-
tribucija PAI-1 genotipova i alela u MS-bolesnika iz
Gorskoga kotara statisticki se ne razlikuje od one u
zdravom autohtonom stanovnistvu; medu razlicitim
evolucijskim oblicima bolesti usporedujuci ih medusob-
no i s kontrolom te, konacno, izmedu spolova (S. Ristic,
neobjavljeno priopcéenje 2004.). Ispitivani polimorfizam
4G/5G u promotorskoj regiji PAI-1 gena, dakle, nema
utjecaja ni na podloznost ni na tijek bolesti u MS-bo-
lesnika iz Gorskoga kotara.

Niska genetska heterogenost autohtonog stanovnis-
tva Gorskoga kotara eliminirala je Cest problem koji
opterecuje slicne populacijsko-asocijacijske studije u
kojima je ispitivanje mogucih genetickih ¢imbenika na
predispoziciju za bolest problemati¢no zbog genetickih
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razlika izmedu ispitanika razli¢itog etnickog podrijetla. S
druge strane, mogucnost detekcije malog utjecaja ispiti-
vanog ¢imbenika ogranicena je malim uzorkom bolesni-
ka te ¢injenicom da “odgovorni genotip” takoder moZe
biti u¢estao u stanovnistvu.

Zato je u novije vrijeme veliko zanimanje pokazano
za studije koje se bave identificiranjem gena koji mije-
njaju “ponasanje” same bolesti jer bi to dovelo i do
razvoja novih terapijskih postupaka i pristupa MS-u. Ta
su istrazivanja pokazala da problem etnickih razlika u
odredenom stanovnistvu nije odlucujudi za procjenu
utjecaja specificnoga genetskog ¢imbenika na klinicku
ekspresiju bolesti. U naSem ispitivanju pocetno doba,
trajanje, stupnjevi invalidnosti i indeks progresije bolesti
nisu bili statisticki znac¢ajno razli¢iti izmedu osoba koje
su imale 4G4G, 4G5G ili 5G5G genotipove.

Zaklju¢ujemo, dakle, da polimorfizam 4G/5G PAI-1
gena nema utjecaja na podloznost kao ni na ekspresiju
MS-a u autohtonom stanovnistvu Gorskog kotara.
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