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Genetika multiple skleroze

The genetics of multiple sclerosis

dr. sc. Nada Starc¢evi¢ Cizmarevic¢
Zavod za biologiju i medicinsku genetiku,
Medicinski fakultet Sveudilista u Rijeci, Hrvatska

Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic neuro-inflammatory autoimmune discase believed to arise
from complex interactions of both environmental and genetic factors. Typical features for complex
genetic diseases include modest heritability without a classic Mendelian mode of transmission and
heterogencity, which mean that variation in a large number of genes contributes to the overall
susceptibility. Both hunman leukocyte antigen (HLA) and a broad spectrum of non-HLA genes have
been implicated in the pathogenesis and signalling abnormalities of MS. Identifying susceptibility
genes for MS, has been a major challenge in the past two decades. Single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) within the susceptible genes are appropriate variants able to shed light into the genetic pre-
disposition for MS. Gene/gene interactions, as well as epigenetic mechanisms, are also believed to
play an important role for the pathogenesis of complex diseases. Furthermore, distinct forms of MS
exist with different underlying genetic causes, Remains an open question which loci are involved in
the initial pathogenic events or influence the development and progression of the discase. Even
though we are still far from knowing the full set of genes influencing the pathogenesis of MS, con-
siderable success has been made through linkage studies, candidate gene association studies and
recently through the successful development of genome-wide association studies (GWAS).
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Uvod stanje, a moguce je da posebno znacenje
Multipla skleroza (MS) je slozena bolest  imaju eipgeneticki cimbenici poput meti-
multifaktorijalne etiologije, za iji su razvoj liranja CG dinukleotida i modifikacija hi
potrebni geneti¢ki i okolisni ¢imbenici. Stona koje reguliraju funkciju genoma.
Ideja da geneticki ¢éimbenici imaju uloguu  _, . Ly
multiploj sklerozi javila se 1890-ih godina TIPO\VI.I mo.lekUIamo-genetICkih
otkricem obiteljskih slucajeva. Prva pak Istrazivanja
geneticka povezanost zabiljezena je 1972. Nastojanja da se utvrde geni zdruzeni s
godine za HLA (engl. human lymphocyte ~ Patogenezom MS otkriveni su kroz neko-
antigen) klasu antigena. Medutim, od tada  liko tipova molekularno-genetic¢kih studi-
je proslo gotovo 40 godina, a jo§ uvijek nije  Ja i zasnivaju se uglavnom na funkcional-
razjadnjena etiologija bolesti niti je preci- Nim istrazivanjima gena kandidata, genom-
zirana relativna uloga gena i okoliga. Ipak, skom probiru vezanosti (engl. linkage ge-
sistemska geneticko-epidemiologka i mo-  10me screen) te s njime povezanim studi-
lekularno-geneti¢ka istrazivanja osigura- Jama mapiranja gena kandidata, a u novije
vaju vazan uvid u razumijevanje bolesti. vrijeme provode se i genomski skenovi uz
Ulogu genetickih ¢imbenika u etiologi- pomoc¢ mikrocipova.
ji MS podupiru spoznaje o pove¢anom re- Genomski probir vezanosti podrazumi-
lativnom riziku brace i sestara oboljelih u  jeva analizu tisu¢a mikrosatelitnih marke-
usporedbi s opcom populacijom, kao i po- rarasprSenih u genomu pripadnika velikih
vecana konkordantna stopa u monozigot-  obitelji s MS, s ciljem utvrdivanja markera
nih u usporedbi s dizigotnim blizancima, koji se zajednicki nasljeduju. “Linkage” stu-
Obiteljske studije pokazuju porast rizika dije prate vezanost izmedu genetickog mar-
medu srodnicima sve do monozigotnih  kera i bolesnog fenotipa $to ukazuje na
blizanaca gdje on iznosi preko 30%. Povrh  prisutnost lokusa za bolest u regiji marke-
toga epidemioloski podaci upucuju na ée-  ra. Potom valja identificirati to¢ne gene u
8¢i prijenos bolesti od strane majke (engl.  odredenoj regiji koji utjecu na pred;-spuzi—
Maternal parent of-origin effect), to bibilo ~ ciju za MS.
moguce objasniti epigenetickim ¢imbeni- Ove studije ukazale su na nekoliko re-
cima koje u MS tek valja istraziti. gija koje bi mogle uvjetovati podloznost za
. Klasi¢ne geneticke studije sugerirajuda  MSi potvrdile da su u pitanju multipli geni
Je MS poligenska bolest, tj. geneticki fak- od kojih svaki ima relativno mali in:l.ivi-
tori koji doprinose podloznosti za bolest dualni utjecaj u determinaciji nasljedne
Sl.oieni su i ukljucuju velik broj gena s bla- podloznosti, ali dosad jedina potvrdena
ger1 p.redisponirajuc'im utjecajem svakog  regija koja doprinosi genetskoj predispo-
pojedinac¢nog lokusa. Osim veceg broja  ziciji u razli¢itim populacijama jest HLA
fgena tu kompleksnost povecavaju njihove regija na p kraku 6 kromosoma. U toj je
Ineterakcije, kako medusobne tako i one s regiji pokazana zdruzenost s DRB1 gcuhﬁ]

Cimbenicima okoliga. zatim dob, spol, opce (DRB1*1501 alel u kavkaskoj populaciji),
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noslozena arhitektura HLA regije s visokim
stupnjem neravnoteze vezanosti (engl. lin-
kage disequilibrium - LD) i velikim haplo-
tipnim blokovima oteZava otkrivanje uz-
ro¢nih genskih varijanti. Prednost linkage
studija jest $to regije podloZnosti mogu biti
detektirane prije saznanja o funkciji odre-
denih gena. S druge pak strane ove dugo-
trajne i skupe studije nemaju snagu otkriti
lokuse s blagim utjecajem na MS predispo-
ziciju.

Drugaciji pristup istrazivanju daju aso-
cijacijske studije koje traze vezu izmedu
rizi¢nog faktora i bolesti, pri ¢emu gene-
ticka asocijacija postoji ako su odredeni
aleli/genotipovi/haplotipovi uéestaliji u bo-
lesnika negoli zdravih osoba. Pozitivna
asocijacija moze biti posljedica stvarne uk-
ljucenosti gena u patogenezu bolesti, ali je
moguce i da se ispitivani alel nalazi u LD s
nekim drugim genom koji uzrokuje bolest.
Ove studije podrazumijevaju istrazivanje
gena cija bioloska funkcija sugerira ulogu
u patofiziologiji MS, a dizajnirana su u vidu
case-control studija. Molekularno-geneti¢-
ke analize gena kandidata mogu detektira-
ti razli¢ite polimorfizme koji za posljedicu
imaju izostanak produkcije funkcionalnog
proteina ili mijenjaju ekspresiju gena. Ce-
sto ispitivane varijante jesu SNPs, odnosno
promjene svega jednog nukleotida, potom
delecije, ponavljajudi sljedovi i dr. Ove stu-
dije detektiraju uglavnom ¢este allele s um-
jerenim ucinkom u podloZnosti za bolest.

Asocijska istrazivanja obuhvatila su
brojne potencijalne gene podloznosti za
MS, no izuzmemo li HLA lokus, rezultati
istrazivanja Cesto se razlikuju. Mogué uz-
rok tome je snaga studija, na $to utjece niz
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faktora poput veli¢ine uzorka, omjera rizi-
ka, varijacije te geneticka heterogenost bo-
lesnika, kontrole itd. Polazeci od ¢injenice
da je MS autoimuna bolest, uglavnom se
istrazivalo gene znacajne u imunoloskom
odgovoru kao $to su navedeni HLA geni,
T-stani¢ni receptorni geni i dr.

Budud¢i da pojedinaéni geni daju mali
doprinos genetskom riziku za MS, gene va-
lja istrazivati u kontekstu njihovih interak-
cija. Pristupa se izradi tzv. multi-gene SNP
asocijacijskih studija, primjerice u europ-
skoj populaciji 2004. godine provodena je
studija koja analizira velik broj SNPs u 34
gena ukljucena u upalni proces.

Danas, u doba razvoja mikro¢ip tehno-
logija tezi se simultanom istrazivanju sve
veceg broja polimorfizama gena, §to se pro-
vodi asocijacijskim skenovima ¢itavog ge-
noma (GWAS). Ovaj opseZzan probir obu-
hvaca genotipizaciju na stotina tisu¢a SNPs,
a mjesta razlike u SNPs usporedbom izme-
du bolesnika i zdravih ispitanika mogu po-
sluziti za otkrivanje novih gena podlozno-
sti. Analizom je moguce detektirati ceste
alelske varijante, no kod poligenskih bole-
sti u igri je interakcija i ¢estih i rijetkih va-
rijanti razli¢ite penetrabilnosti.

Do danas je u MS provedeno 7 ovakvih
studija, koje su detektirale 20-ak gena pod-
loznosti za MS izvan HLA regije, a nedav-
no su provedene i dvije studije vezane uz
odgovor na terapiju B-interferonom. Stu-
dije obuhvacaju zahtjevnu analizu i stati-
sticku interpretaciju velike koli¢ine poda-
taka, a p vrijednost rezultata moze biti
ekvivokalna. Potvrdu rezultata opet valja
traziti najceSce u asocijacijskim studijama
gena kandidata. Primjerice, jedan od gena

Koji je u GWAS studijama pokazao korela-
cijus MS jest i gen za interleukin 7 receptor

(IL7R) koji je repliciran u nekim studijama,
medutim nije pokazao ocekivanu asocija-
ciju u nasoj populaciji. The International
Multiple Sclerosis Genetics Consortium
pretpostavlja da se pomocu podataka do-
stupnih iz ovih skenova moze objasniti
svega 3% ukupne varijance u riziku za MS.
Stoga iako djeluju obecavajuce i donijele su
pozitivne pomake u genetici MS, ove stu-
dije imaju i svoje nedostatke. Uglavnom se
ne otkrivaju rjedi polimorfizmi s eventual-
nim uéinkom, varijante s manjim uc¢inkom
te razne strukturne varijante gena poput
insercija, delecija, inverzija, a mozda upra-
vo te varijante mogu objasniti dio hereta-
bilnosti koji nedostaje. Nadalje, ove analize
SNPs za sada ne uzimaju u obzir gen/gen
niti gen/okoli§ interakcije. Nedostatak stu-
dija jesu i heterogene skupine bolesnika s
nedovoljno preciziranim fenotipom i od-
govarajuce uparenom kontrolnom skupi-
nom.

Molekularno-geneticka istraZivanja
u hrvatskoj populaciji

Razli¢iti rezultati brojnih studija uka-
zuju na geneticku i etiolosku heterogenost
bolesti i misljenje je da ¢e dobro klini¢ki
definirana bolest u malim homogenim po-
pulacijama doprinijeti rasvjetljavanju ge-
netskih ¢imbenika ukljucenih u patogene-
zu MS. Do sada su u Europi opisana 4 po-
dru¢ja sa znacajno viSom prevalencijom
MS, a jedno od njih je podrucje Gorskog
kotara i Kocevja, s prevalencijom od
151.9/100000. Na tom podruéju, ali i u MS
bolesnika iz cijele hrvatske i slovenske po-
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pulacije proveli smo niz molekularno-ge-
netickih istrazivanja asocijacijskih studija
gena kandidata.

S obzirom na tijek bolesti postoji neko-
liko tipova MS koji uistinu mogu imati
razlicite geneticke uzroke. MoZzemo se pi-
tati i koji su lokusi ukljuceni u inicijalne
patogene procese, a koji doprinose razlici-
toj progresiji bolesti te ispitati hipotezu
prema kojoj polimorfizmi gena uklju¢enih
u pojedini metabolicki put, kao i njihova
interakcija, utje¢u na predispoziciju za ra-
zvoj MS i/ili na klini¢ku ekspresiju i karak-
teristike bolesti kao §to su dob nastupa,
trajanje bolesti, tezina klinicke slike te pro-
gresija MS.

Zbog autoimune prirode ove bolesti uk-
ljucili smo se u istrazivanje polimorfizama
CTLA4, CCR5,1L7R, TNF-a gena kao mo-
gucih rizi¢nih ili protektivnih ¢imbenika
za MS. Prva tri gena nisu pokazala zdruze-
nost s boles¢u, medutim, nasi rezultati uka-
zuju na mogucu ulogu TNF-a u predispo-
ziciji za MS. TNF-a zanimljiv je kao gen
kandidat s obzirom da je mapiran u po-
dru¢ju 6p21.3 unutar HLA regije klase I11,
Sto se poklapa s jednim od lokusa podloz-
nosti za MS. Relativna frekvencija rizi¢nih
i protektivnih HLA haplotipova razlikuje
se medu populacijama i dijelom determi-
nira distribuciju bolesti. U promotorskoj
regiji TNF-a gena utvrdeno je nekoliko po-
limorfizma koji se povezuju s poveéanom
ili smanjenom transkripcijom i, posljedi&-
no, promijenjenom razinom TNF-a u krvi
u odnosu na divlji tip. Produkt gena jest
citokin s razli¢itim funkcijama kojeg proi-
zvode mnoge stanice uklju¢ujudi stanice
CNSa, a proinflamatorni citokini, ukljuce-
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ni suuneurodegenerativne poremecaje. Je
li u patogenezi MS primarna upala ili su
primarni procesi na razini oligodendrocita
i aksona, jo$ nije dokazano.

U svakom sluc¢aju, osim autoimune
komponente bolesti u MS javlja se i proces
neurodegeneracije. Danasnje spoznaje ve-
zuju degenerativni proces uz sam pocetak
bolesti, a stupanj neurodegeneracije s vre-
menom progradira. Posljednjih godina ot-
vara se novo podrucje u istrazivanju neu-
rodegenerativnih poremecaja i sve vedi broj
Cinjenica ukazuje na moguc¢ utjecaj zeljeza
utim bolestima, pa tako i u MS. Zeljezo je
zastupljeno u mozgu i vazno je za normal-
no funkcioniranje neurona, esencijalno je
za formiranje mijelina te je s druge strane
naslozen nacin ukljuc¢eno u upalne proce-
se. Prekomjerno nakupljanje zeljeza pove-
¢ava oksidativni stres, produkciju slobod-
nih radikala, lipidnu peroksidaciju i neu-
rotoksicnost u sivoj tvari, sto bi moglo
dovesti do oboljevanja od neurodegenera-
tivnih bolesti.

Danas je poznato da MS nije samo bo-
lest bijele tvari ve¢ se ostecenja nalaze i u
sivoj tvari mozga, a slike magnetske rezo-
nance pokazuju T2-hipointenzitet kao po-
sljedicu talozenja zeljeza dublje u sivoj tva-
ri mozga, a te zone koreliraju s tjelesnim
invaliditetom i tijekom bolesti. Jos nije ut-
vrdeno pridonosi li abnormalno talozenje
zeljeza u mozgu patofiziologiji MS ili je pak
epifenomen neurodegeneracije.

U metabolizam Zeljeza ukljuceno je sto-
tine gena, pa tako i HFE gen ¢ija se lokali-
zacija poklapa s jednim od lokusa podloz-
nosti za MS (6p21.3). Mutacije ovog gena
vode do poremecaja homeostaze Zeljeza a
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uzrokuju i promjene u inflamatornom od-
govoru. Od brojnih alelskih varijanti HFE
gena s taloZenjem Zeljeza najcesée je pove-
zana C282Y mutacija, promjena jednog
nukleotida u kodiraju¢em dijelu HFE gena,
i posljedicna zamjena cisteina s tirozinom
na mjestu 282 HEE proteina. HFE protein
prema gradi odgovara molekulama HLA
klase I i kompetitivno se veZe na transfe-
rinski receptor (TFR). Na transferin veza-
no zeljezo dominantan je mehanizam za
dostavu Zeljeza u stanice mozga. U prisut-
nosti divljeg tipa HFE proteina on se do-
minantno veze na TFR i smanjeno je veza-
nje transferina, U slucaju C282Y mutacije
HFE protein se ne moze ispoljiti na mem-
brani i na I'FR moze se vezati vise TF, te je
unos Zeljeza u stanice veci. Ovo je primjer
interakcije produkata dvaju gena, te smo i
TF gen ukdjucili uistrazivanje. I ovaj je gen
mapiran u podrucju jednog od lokusa pod-
loznosti za MS (3q21). Mutacija jednog
nukleotida mijenja afinitet transferina za
vezanje Zeljeza. Kombinacija polimorfiza-
ma za HFE i TF gen moze rezultirati vis-
kom slobodnog Zeljeza i stvaranjem slo-
bodnih radikala u neuronima.

Jo$ jedan zanimljiv mehanizam koji is-
trazujemo odnosi se na fibrinolizu. Naime,
pokazano je da upala, fokalna demijelini-
zacija i degeneracija aksona u MS nastaju
nakon narugavanja krvno-mozdane bari-
jere pri cemu dolazi do ulaska serumskih
proteina, ukljucuju¢i fibrinogen, u CNS.
Kod MS bolesnika nadeni su na demijeli-
niziranim aksonima depoziti fibrinogena,
koji se neuc¢inkovito uklanjaju zbog redu-
cirane fibrinolize. S obzirom da je u MS
utvrden poremecaj fibrinolize, a onaje re-

avnotezom izmedu fibrinolitic-

gu]jl'al‘lit r . ;
Log enzima tkivnog-plazminogen aktiva-
t01‘L’1 (t-PA) i njegova inhibitora PAI-1, koji

su djelomicno regulirani renin-angioten-
zinskim sustavoni i angiotenzin-konverti-
rajucim enzimom (ACE), geni za pavedene
enzime mogu predstavljati logican izbor
gena kandidata.

Podrudje naseg interesa 3iri se na far-
makogeneticka istrazivanja buduéi da ona
mogu otvoriti moguce pristupe racional-
pom tretmanu bolesti. Dosadasnji tretman
bolesnika uglavnom se temelji na terapiji s
[B-interferonom. Pokazalo se, medutim, da
bolesnici razlicito reagiraju na ovu terapiju,
§to moze ovisiti o pojedinom genotipu.
Paznju su prvo privukli HLA geni, zatim
gen za interferonski receptor, a rezultati
dvaju skenova genoma ukazuju na ulogu
gena povezanih s ionskim kanalima i si-
gnalnim putevima. Farmakogenomski pri-
stup nastoji identificirati genske varijante
koje utjecu na odgovor za odredeni lijek
kako bi predvidjeli koji ¢e bolesnici imati
korist od terapije. Skupine koje se uspore-
duju jesu bolesnici koji odgovaraju, odno-
sno ne odgovaraju, na odredenu terapiju.
lako istrazivani SNPs ne mogu objasniti
velik dio heritabilnosti u MS, mogu imati
ulogu u pronalaZenju efektivnog tretmana
te valja potvrditi genske polimorfizme koji
bi sluzili kao terapijski biomarkeri.

Zakljucak

Za uspjesnu terapiju valja rasvijetliti
samu patogenezu bolesti, cemu molekular-
no-geneticka istrazivanja svakako mogu
doprinijeti. Epistaza ili gen-gen inerakcije,
gen protein interakcije, epigenetic¢ka regu-
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lacija i medudjelovanje gena i okolifa vaz-
na su svojstva koja utjecu na funkciju gena
u MS. Jedan od izazova u razumijevanju
slozenih bolesti lezi u otkrivanju interak-
cijaizmedu ¢imbenika podloznosti kao §to
su genski polimorfizmi i izlozenost okolisu.
Osim toga velicina i porijeklo populacije
kao i regija u kojoj je smjestena populacija
vazne su varijable koje treba uzeti u obzir
u genetickoj procjeni rizika za MS, bududi
da se geni podloznosti mogu razlikovati
medu populacijama. IstraZivanja se provo-
de kako bi se rijesio problem etiologije bo-
lesti, te pridonijelo prevenciji, dijagnozi i
tretmanu MS.
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