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Studija asocijacije varijanti i nivoa transkripcije gena leptinskog signalnog puta (LEP,
LEPR i PGC1A), antioksidativne zastite (SOD2) i inflamacije (TNF-a) sa rizikom za
nastanak i klinickim tokom multiple skleroze

Sazetak

Hormon i adipocitokin leptin (LEP) moZze ucestvovati u patogenezi multiple skleroze (MS)
delovanjem na produkciju potentnog proinflamatornog citokina, TNF-a, aktivnost
transkripcionog koaktivatora PGCl1A i produkciju klju¢nog enzima antioksidativne
zastite, SOD2. Predmet studije je geneticko-epidemioloska analiza asocijacije varijanti LEP
rs7799039, LEPR rs1137101 i PGCIA rs8192678 i nivoa transkripcije gena LEP signalnog
puta (LEP, LEPR i PGCIA), antioksidativne zastite (SOD2) i inflamacije (TNF-a) sa
nastankom i klini¢kim tokom (relapsno-remitentna, RR i sekundarno progresivna, SP) MS.
Genotipizacija varijanti i odredivanje relativnih nivoa ciljnih iRNK u perifernim
mononuklearnim leukocitima uradeni su metodom kvantitativne lancane reakcije
polimeraze (qQPCR) uz primenu TagMan® eseja. Analizom tri ispitivane varijante u
multiploj logistickoj regresiji, po dominantnom modelu nasledivanja, utvrden je povisen
rizik za nastanak MS kod nosilaca redeg alela, A, varijante u PGCIA. Kod muskaraca sa
MS, ustanovljena je asocijacija redeg alela, G, varijante u LEPR sa znacajno povisenim
vrednostima klinickog parametra MSSS, u odnosu na muskarce sa genotipom AA, sto
sugeri$e na potencijalni polno-zavisni uticaj varijante na teZzinu bolesti. Nivo LEP iRNK je
znacajno povisen, a nivoi LEPR i PGC1A iRNK znacajno snizeni kod pacijenata sa RR MS,
u odnosu na kontrole, §to ukazuje na povezanost promena transkripcije ovih gena sa
nastankom RR MS. Utvrdenom porastu nivoa LEP iRNK kod pacijenata moze doprineti
redi alel, A, varijante u LEP. Aktivnost gena moze biti povezana sa tezinom bolesti, posto
je pokazano da LEPR iRNK i MSSS pozitivno koreliSu. Rezultati studije ukazuju da
varijante i promene nivoa iRNK gena LEP, LEPR i PGCIA mogu da uti¢u na nastanak i
tezinu klinicke slike MS.

Klju¢ne reci: multipla skleroza, gen, varijanta, transkripcija, LEP, LEPR, PGC1A, SOD?2,

TNF-a

Nauéna oblast: Molekularna biomedicina
UZza naucna oblast: Molekularna genetika multiple skleroze



Association study of the variants and transcription levels of genes of the leptin
signaling pathway (LEP, LEPR and PGC1A), antioxidant protection (SOD2) and
inflammation (I'NF-a) with the onset risk and clinical course of multiple sclerosis

Abstract

Hormone and adipocytokine leptin (LEP) may participate in the pathogenesis of multiple
sclerosis (MS) by affecting the production of a potent proinflammatory cytokine, TNF-q,
activity of transcription coactivator PGC1A and production of a key antioxidant enzyme,
SOD2. The objective of the study was genetic epidemiological analysis of association of
LEP rs7799039, LEPR rs1137101 and PGC1A rs8192678 variants and transcription levels of
genes of LEP signaling pathway (LEP, LEPR and PGCIA), antioxidant protection (SOD2)
and inflammation (TNF-a), with the onset risk and clinical course (relapsing-remitting, RR
and secondary progressive, SP) of MS. Genotyping of variants and determination of
relative levels of target mRNAs in peripheral mononuclear leukocytes were performed by
quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) using TagMan® assays. Multiple logistic
regression of three examined variants, by dominant model of inheritance, revealed an
increased risk of MS in carriers of minor, A, allele of PGC1A variant. In men with MS,
LEPR minor, G, allele was associated with higher values of the clinical parameter MSSS,
compared to men with genotype AA, suggesting a potential sex-dependent effect of LEPR
variant on disease severity. LEP mRNA was increased, while LEPR and PGCIA mRNA
levels were decreased in patients with RR MS, compared to controls, indicating the
association of transcription changes of these genes with the development of RR MS. LEP
minor, A, allele may contribute to the determined increase in LEP mRNA levels in
patients. Gene activity may be linked with disease severity, as LEPR mRNA and MSSS
were shown to correlate. The results indicate that variants and changes in transcription
levels of LEP, LEPR and PGCI1A genes may affect the onset and severity of MS.

Key words: multiple sclerosis, gene, variant, transcription, LEP, LEPR, PGC1A, SOD?2,
TNF-a

Scientific field: Molecular biomedicine
Scientific subfield: Molecular genetics of multiple sclerosis
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CIS - klinicki izolovani sindrom (engl. Clinically Isolated Syndrome)
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prelazi prag (engl. Threshold cycle)

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (engl. Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis)

EBV - Epstein-Barr virus

EDSS - Kklinicki parametar stepena invaliditeta u multiploj sklerozi (engl. Expanded
Disability Status Scale)

EDTA - etilendiamintetrasiréetna kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

ELAVL1 - ELAV-sli¢an protein 1 (engl. ELAV-like protein 1)

ELISA - enzimski imunosorbentni test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FC- stepen promene (engl. Fold Change)

GIn223Arg - supstitucija aminokiseline glutamina argininom na poziciji 223 polipeptidnog
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GWAS - asocijaciona studija na nivou genoma (engl. Genome Wide Association Study)
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IgG - imunoglobulin G

IL-1 - interleukin 1

IL-6 - interleukin-6
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1. UVOD

1.1. Epidemiologija i klinicki tok multiple skleroze

Multipla skleroza (MS) je kompleksna, autoimunska i neurodegenerativna bolest
centralnog nervnog sistema (CNS) (Dobson i Giovannoni, 2019). Godine 1996-e
Savetodavni komitet americkog Nacionalnog drustva za multiplu sklerozu (INMSS)
definisao je klinicke podtipove MS (Lublin i Reingold, 1996). Usledila je opseZna analiza
fenotipova MS na osnovu rezultata istraZivanja klinicke slike, snimaka magnetne
rezonantne tomografije (engl. Magnetic Resonance Imaging, MRI), biomarkera i dotadasnjih
literaturnih podataka, Sto je rezultovalo definisanjem osnovnih klini¢kih tokova MS:
relapsno-remitentnog (RR), sekundarno-progresivnog (SP) i primarno-progresivnog (PP)
(Lublin i sar., 2014), Slika U1.

Na MS se sumnja kada se kod osobe javi klini¢ki izolovani sindrom (engl. Clinically
Isolated Syndrome, CIS). CIS je prepoznat kao prva klinicka prezentacija koja pokazuje
karakteristike inflamatorne demijelinizacije koja bi mogla biti pocetak MS, ali da bi se
definitivno dijagnostikovala MS neophodan je dokaz o postojanju i Sirenju lezija u CNS.
Radioloski izolovani sindrom (engl. Radiologically Isolated Syndrome, RIS), gde slucajni
nalaz MRI ukazuje na inflamatornu demijelinizaciju, ali bez klinickih znakova ili
simptoma, sugeriSe na mogucu dijagnozu MS zavisno od zapazene morfologije i
lokalizacije lezije zabelezene na MRI snimku (Lublin i sar., 2014). U RR toku MS, relaps ili
faza pogorsanja bolesti se javlja najéesée subakutno u vremenskom trajanju od nekoliko
sati do nekoliko dana, dostizuci zatim plato koji traje nekoliko nedelja, nakon ¢ega dolazi
do postepenog oporavka, u fazi remisije. Klinicki oporavak od faze relapsa je najcesce
potpun u pocetnim stadijumima bolesti, medutim, kako vreme odmice vecina relapsa
ostavlja iza sebe neuroloski deficit koji je uzrok trajnog invaliditeta kod osoba sa MS
(Dobson i Giovannoni, 2019). Osnovni klini¢ki parametri koji definisu stepen invaliditeta i
progresije MS su EDSS (engl. Expanded Disability Status Scale) (Kurtzke J.F., 1983) i MSSS
(engl. Multiple Sclerosis Severity Score) (Roxburgh i sar., 2005). Vrednost EDSS definise
stepen invaliditeta preko kvantifikovanja neuroloskog deficita u 7 funkcionalnih sistema
CNS: piramidalnom, cerebelarnom, senzornom, sistemu moZdanog stabla, sistemu
inervacije creva i besike, vizuelnom i cerebralnom. Vrednost EDSS parametra krece se u
rasponu od 0,0 do 10,0 (Kurtzke J.F., 1983), a korelisanje ovog parametra sa vremenom
trajanja bolesti definiSe parametar tezine bolesti, MSSS, sa vrednostima prikazanim u
referentnoj tabeli u rasponu od 0,01 do 9,99 (Roxburgh i sar., 2005).

Simptomi i znaci MS rezultuju iz kombinacije lokalizacije i veli¢ine MRI lezija, npr.
jedna mala lezija u elokventnom podrudju ¢e verovatno izazvati vidljive simptome, dok se
pri svakom klinickom napadu na MRI zabelezi priblizno deset ,, asimptomatskih” lezija.
MS obi¢no pocinje kao RR forma bolesti (RR MS), kod oko 85% pacijenata, koju karakterise
stalna smena relapsa - faze pogorsanja bolesti, sa preovladujuéom neuroinflamacijom, i
remisije - faze klini¢ckog oporavka (Dobson i Giovannoni, 2019). Oko 50% pacijenata sa RR
tokom MS ulazi u SP fazu nakon prose¢no 10 godina od pocetka bolesti. SP faza najcesce
zapocinje kada EDSS dostigne vrednost oko 5, a definisana je kao postepeno kontinuirano
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ireverzibilno pogorsanje neuroloskog deficita nakon prethodne faze remisije. Oko 15% od
ukupnog broja pacijenata ima PP tok bolesti, koji se odlikuje kontinuiranom progresijom
neuroloskog deficita od pocetka bolesti, a tokom koje se mogu javljati relapsi i tada se radi
o progresivno-relapsnoj MS (Lublin i sar., 2014), Slika U1.

- Relapsno-remitentni tok MS (RR MS)
/’
() sekundarno progresivni tok MS (SP MS)
] Primarno progresivni tok MS (PP MS)

[ Progresivno relapsni tok MS (PR MS)

Neuroloski deficit

Vreme (Zivotni vek)

Slika U1. Klini¢ki tok MS.

Prevalenca bolesti u svetu znatno varira, od visoke u severnoj Americi i Evropi
(>100/100.000 stanovnika) do niske u isto¢noj Aziji i subsaharskoj Africi (2/100.000
stanovnika). U multicentri¢noj opservacionoj studiji koja je ukljucila veliku kohortu
ispitanika iz Francuske populacije, sa 27 603 pacijenta, utvrdeno je da je prosec¢no trajanje
zivota smanjeno za 6-7 godina kod pacijenata sa MS, u odnosu na kontrole (Leray i sar.,
2015). Geografska distribucija bolesti, podaci o stopi mortaliteta, kao i izu¢avanje prirode
bolesti, omogucavaju nam razumevanje sadejstva endogenih i egzogenih cinilaca na
nastanak i patologiju MS (Leray i sar., 2016).

1.2. Patogeneza MS

Karakteristi¢ni patoloski znak MS su perivaskularne inflamatorne lezije (plakovi) u
tkivu CNS, Slika U2, koje je prvi put opisao francuski neurolog J. Charcot 1868. godine, a
u kojima zapocinje proces demijelinizacije (Charcot 1868; Kuhlmann i sar., 2017).
Formiranje lezija predstavlja dinami¢ni proces. Pregledni rad iz 2012. godine aZurira
dotadasnje kriterijume koji MS definiSu kao autoimunsku bolest u osnovi, pri ¢emu je
osnovni kriterijum prisustvo specificnog autoantigena kod svih pacijenata bez izuzetka
(Wootla i sar., 2012). Novije studije ukazuju da je prisustvo antitela koja imaju funkciju
enzima, tzv. abzima (engl. Abzyme, Abz), i to Abz koji hidrolizuju DNK, RNK i mijelin-
bazni protein, merljivo na pocetku autoimunskih bolesti tj. MS, kada koncentracija
specifi¢nih antitela na autoantigene jo$ nije znacajno poviSena i odgovara nivou kod
zdravih osoba (Baranova i sar., 2019; Aulova i sar., 2020; Nevinsky G., 2016). U aktivnim,
inflamatornim, lezijama CNS inflamatorni proces je povezan sa poremecajem funkcije
krvno-moZzdane barijere (KMB) (Hochmeister i sar., 2006), a odlikuje se infiltracijom T-
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limfocita (CD4+ i CD8+), B-limfocita i makrofaga, aktivacijom mikroglije (Frischer i sar.,
2009; van Langelaar i sar., 2020), kao i lokalnom ekspresijom proinflamatornih citokina i
hemokina i njihovih receptora (Cui i sar., 2020). Inflamatorni proces vodi ka
demijelinizaciji i osteenju oligodendrocita. Aksoni su relativno ocuvani u ranim
stadijumima bolesti, medutim, kako bolest napreduje, razvijaju se nepovratna ostecenja
aksona tj. dolazi do neurodegeneracije (Trapp i sar., 1998).

Slika U2. Patoloske promene u CNS kod obolelih od MS. (Slika preuzeta sa URL:
https:;//mspacijent.wordpress.com/tag/ms/page/3/)

Diseminovane fokalne demijelinizovane lezije - plakovi (oznaceni strelicama), u
beloj i sivoj masi CNS, predstavljaju karakteristi¢ni patoloski znak MS.

Pored navedenog stanovista da je MS primarno inflamatorna bolest u kojoj su
demijelinizacija i oSteCenje nervnog tkiva pokrenuti imunoloski-posredovanim
mehanizmima (Hohlfeld i sar., 2016), postoji i stanoviste da MS moze biti primarno
neurodegenerativna bolest, na ¢iju progresiju uti¢e inflamacija koja se javlja u ranoj fazi
bolesti (Trapp i Nave, 2008). Osnova ovog drugog stanovista je podrzana rezultatima
studija izvedenim na Zivotinjskim eksperimentalnim modelima (Kassmann i sar., 2007;
Kroner i sar., 2009). Takode, in vitro studije su pokazale da inflamatorni citokini, TNF-a i
IL-1, mogu prouzrokovati neuronsku smrt direktnim efektima na neurone ili delujudi
indirektno, putem stimulisanja produkcije neurotoksi¢nih supstanci u glijalnim ¢elijama
(Probert L., 2015; Neniskyte i sar., 2014; Thornton i sar., 2006).

Kod pacijenata sa MS pokazan je znacajan porast nivoa markera oksidativnog stresa
(Padureanu i sar., 2019). Podaci iz studija izvedenih na humanim post mortem moZzdanim
lezijama, sugerisu da oksidativno oSteenje mitohondrija ima vaZznu ulogu u
neurodegeneraciji u MS (Mahad i sar., 2008; Nijland i sar., 2014; Witte i sar., 2013). Na Slici
U3 prikazana je meduzavisnost oksidativnog stresa, inflamacije i degeneracije u nervhom
tkivu. Zahvaljuju¢i primeni novih eksperimentalnih tehnologija sa velikim protokom
podataka, kao i sve Sirem spektru gena uklju¢enih u funkcionalne i asocijacione studije
gena kandidata, sada smo u mogucnosti da definiSemo veliki broj gena i molekularnih
puteva koji ucestvuju u patogenezi MS. Ove informacije ¢e doprineti rasvetljavanju
preciznih mehanizama patogeneze, kao i razvoju novih strategija u lecenju ove bolesti.
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Slika U3. Meduzavisnost oksidativnog stresa, inflamacije i neurodegeneracije.
Sema preuzeta i izmenjena iz Gamba i sar., 2015.

Tokom patogeneze neurodegenerativne bolesti, u nervnom tkivu medijatori
inflamacije podsti¢u oksidativni stres i neurodegeneraciju, a poja¢ana produkcija
slobodnih radikala i ¢elijska smrt povratno stimuli$u inflamatorni odgovor.

1.3. Faktori rizika za nastanak MS

Otkrivanje faktora rizika, kako genetickih tako i sredinskih, je od velikog znacaja za
razumevanje mehanizama patogeneze MS. Belbasis i sar., autori preglednog rada tipa
“umbrella” (https://guides.mclibrary.duke.edu/sysreview/types), uradili su rigoroznu i
sistematsku analizu prethodno objavljenih preglednih radova i meta-analiza, objavljenih
do 2014. godine i dostupnih u bazi PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/),
obradujudi rezultate decenija istrazivanja brojnih faktora rizika, izuzev genetickih, za
nastanak MS. Od 44 faktora uklju¢ena u njihovu analizu, samo tri su pokazala snazne,
dosledne dokaze o povezanosti sa MS i to: seropozitivnost na imunoglobulin G (IgG),
seropozitivnost na nuklearni antigen Epstein-Barr virusa (EBV) (. infektivna
mononukleoza) i puSenje (Belbasis i sar., 2015). Pored navedenih faktora, deficijencija
serumskog vitamina D je, takode, prepoznata kao ¢inilac koji povecava rizik za nastanak i
progresiju MS (Sintzel i sar., 2018).



Iz do sada nepoznatih razloga, pribliZzno tri cetvrtine osoba koje obole od MS su
Zene, Sto je ocekivano za bolesti koje se smatraju autoimunskim (Reich i sar., 2019).
Novodefinisani MS lokus na hromozomu X predstavlja prvi korak ka razumevanju uticaja
geneticke komponente u izrazenoj seksualnoj dimorfnosti koja karakterise MS
(Patsopoulos i sar., IMSGC, 2019). U kontekstu nasledne komponente, poznato je da osobe
sa obolelim rodakom prvog stepena dele 2 do 4% rizika za nastanak MS (u poredenju sa
priblizno 0,1% rizika u opstoj populaciji), dok je za monozigotne blizanace taj rizik 30 do
50% (Reich i sar., 2018).

Savremene asocijacione studije na nivou genoma (engl. Genome Wide Association
Study, GWAS) do sada su definisale: 32 varijante u lokusu za humane leukocitne antigene
(HLA) tj. proteine glavnog kompleksa histokompatibilnosti (engl. Main Histocompatibility
Complex, MHC) (za najznacajniji haplotip, koji sadrzi alel DRB1*1501, odnos $ansi (engl.
Odds Ratio, OR) je priblizno 3), 200 varijanti u autozomalnim genima van HLA lokusa i 1
varijantu na polnom hromozomu X, kao faktore rizika za nastanak MS (Patsopoulos i sar.,
IMSGC, 2019). Pritom, vecina alela definisanih kao geneticki markeri koji nose povisen
rizik za nastanak MS je locirana u genima imunskog odgovora (Patsopoulos i sar., IMSGC,
2019), sto je u skladu sa shvatanjem da su autoimunski mehanizmi najvazniji u nastanku i
progresiji MS. Nije potvrden ni jedan geneticki faktor koji kao pojedinacan snazno utice na
rizik za nastanak ili klini¢ki tok bolesti (Cotsapas i sar., 2018; Patsopoulos i sar., IMSGC,
2019). Ova ¢injenica odrazava potrebu za daljim istraZivanjem genetic¢kih faktora rizika,
kako radi razumevanja patogeneze tako i u cilju razvijanja pristupa u personalizovanoj
terapiji MS kao poligenske bolesti (Tsareva i sar., 2019).

1.4. Ciljne komponente leptinskog signalnog puta, antioksidativne zastite i
inflamacije u MS

U narusavanju KMB ucestvuju proinflamatorni citokini koji regrutuju imunske
¢elije sa periferije, pojacavaju inflamatornu kaskadu i aktiviraju mikrogliju. Oksidativni
stres povezan sa inflamacijom u aktiviranim glijalnim ¢elijama i makrofagima ima vaznu
ulogu u demijelinizaciji i oStecenju nervnog tkiva posredovanim slobodnim radikalima, u
patogenezi MS (Ortiz i sar., 2013). La Cava i sar., koji su analizirali efekte leptina u
inflamatornim stanjima uklju¢ujuci i autoimunske bolesti, ukazuju na to da on ima ulogu
pojacivaca inflamatornog odgovora (La Cava A., 2017). Uti¢e na proliferaciju i aktivaciju
humanih perifernih mononuklearnih leukocita (PML) i u njima stimuliSe produkciju
proinflamatornih citokina, kao $to su faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a) i interleukin-6
(IL-6) (Sanchez-Margalet i sar., 2003), Slika U4. Sa druge strane, pokazano je da leptin
moze i da indukuje ekspresiju mitohondrijalnog enzima antioksidativne zastite,
superoksid-dismutaze 2 (SOD2), u neuronima (Guo i sar., 2008), a moguce je da se ova
indukcija ostvaruje preko koaktivatora 1 alfa receptora gama aktiviranog proliferatorom
peroksizoma (PGC1A), jer i njegovu aktivnost reguliSe leptin (Garcia-Carrizo i sar., 2016),
Slika U4. Na osnovu navedenih rezultata dosadasnjih studija proizilazi da aktivacija
leptinskog signalnog puta, koja proZzima efekte leptina u mehanizmima inflamatornog
odgovora i odgovora na oksidativni stres, predstavlja moguéu veoma znacajnu
komponentu u patogenezi MS i, kao takvu, vrlo intrigantnu za buduca istrazivanja.
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Slika U4. Leptinski signalni put u oksidativnom metabolizmu i inflamaciji u MS.

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, predlozeno je da leptin (LEP) u patogenezi MS
moze imati proinflamatornu ulogu, ali takode i neuroprotektivhu ulogu, kroz
ostvarivanje antioksidativnih i antiinflamatornih efekata.

1.4.1. Leptin (LEP)

Otkric¢e LEP (od gré. Aemrtog, leptos, "mrsav") kao hormona adipoznog tkiva, donelo
je 2010. godine nau¢nicima D. Coleman-u i J. Friedman-u prestiznu Laskerovu nagradu za
klini¢ka istrazivanja u medicini. Otkri¢e ovog hormona bilo je znacajan dogadaj u oblasti
tiziologije (Li MD., 2011). Ono $to je zanimljivo je da je fizioloska uloga LEP izuc¢avana i
mnogo pre njegovog otkrica, tako $to je spontana mutacija koja je povezana sa gojaznoséu
i dijabetesom kod miseva (Ingalls i sar., 1950; Hummel i sar., 1966) dekadama kasnije
definisana kao uzrok deficijencije za hormon LEP i njegov receptor. lako LEP kao hormon
adipocita primarno ucestvuje u regulaciji energetskog balansa kroz pracenje depoa
masnog tkiva, danas je poznato da on ima plejotropne efekte koje ostvaruje kroz regulaciju
neuroendokrine i imunske funkcije, kao i razvic¢a i organogeneze (La Cava i Matarese,
2004; Matarese i sar., 2010; Ahima i Flier, 2000; Briffa i sar. 2015; La Cava A., 2017). Ove
efekte LEP ostvaruje vezujudi se za dugu izoformu svog receptora (Ramos-Lobo i Donato,
2017), koji je eksprimiran u razli¢itim tipovima celija, kao Sto su glatke i poprecno-
prugaste misicne celije, endotelne celije i leukociti (Peelman i sar., 2004), a predominantno
u hipotalamusu (White i Tartaglia, 1996).

U patogenezi MS, utvrdeno je da aktivirani T limfociti lu¢e LEP u aktivnim
mozdanim lezijama miSeva sa eksperimentalnim autoimunskim encefalomijelitisom
(EAE), koji predstavlja eksperimentalni model MS, dok indukcija EAE izostaje kod miSeva
deficijentnih za LEP (Sanna i sar., 2003). Pokazano je i da LEP stimulise produkciju
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proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, in vitro, u PML dobijenim od pacijenata sa MS u
toku aktivne faze bolesti (Batocchi i sar., 2003). U nekoliko studija su detektovani priblizno
isti nivoi serumskog LEP kod obolelih od RR MS i zdravih osoba (Batocchi i sar., 2003;
Chatzantoni i sar., 2004; Rotondi i sar., 2013), dok su druge studije pokazale da su nivoi
LEP znacajno poviseni u serumu i cerebrospinalnoj te¢nosti pacijenata sa RR MS, u odnosu
na zdrave osobe (Frisullo i sar., 2007, Matarese i sar., 2005, Matarese i sar., 2008), sto
sugeriSe da LEP moZe biti molekularni marker MS.

1.4.1.1. LEP: struktura i regulacija transkripcije gena

Humani gen za LEP (NCBI identifikacioni broj gena: 3952) se nalazi na hromozomu 7,
lociran na poziciji q32.1. Duzine je 16 429 baznih parova (bp) i sastoji se od 3 egzona i 2
introna (Homo sapiens azurirana baza 109.20200522, GRCh38.p13). Genski transkript
(iRNK) sadrzi 3 427 nukleotida (NCBI referentna sekvenca: NM_000230.3) i kodira
polipeptidni lanac LEP od 167 aminokiselina (ak), mase 18 641 Da (NCBI referentna
sekvenca: NP_000221.1).

U radu autora Considine R. sumirani su efekti razli¢itih regulatora transkripcije LEP.
Medu pozitivnim regulatorima su veli¢ina adipocita, estrogeni hormoni,
insulin/ glukoza/heksozamini, glukokortikoidi, akutno delovanje citokina, dok uticaj na
supresiju transkripcije imaju androgeni hormoni, simpaticki nervni sistem, agonist
receptora gama aktiviranog proliferatorom peroksizoma i hroni¢no delovanje citokina
(Considine R.V., 2001). Mason i sar. su izvrsili karakterizaciju promotorskog regiona gena
za misji i humani LEP. Promotor humanog LEP obuhvata region od -2931 do +1, sadrzeci
vezivna mesta za regulatore transkripcije (Bartella i sar., 2008; Mason i sar., 1998). Region
koji obuhvata sekvencu od TATA bloka do mesta pocetka transkripcije (pozicija od -30 do
+1) je izuzetno konzervativan. Utvrdeno je da, pored TATA bloka, u promotorskom
regionu postoji jos nekoliko proksimalnih vezujucih sekvenci pojac¢ivaca (engl. enhancer),
za koje se vezuju transkripcioni aktivatori, kao sto su: C/EBP (engl. CCAAT/enhancer-
binding protein beta), LP1 (engl. Non-specific lipid-transfer protein 1), Sp-1 (engl. Specificity
protein 1), GR (engl. Glucocorticoid receptor), C/EBPalfa (engl. CCAAT/enhancer-binding
protein alpha) i trans-delujuci protein SREBP1c (engl. isoform C of Sterol regulatory element-
binding protein 1) (Mason i sar., 1998; Wrann i Rosen, 2012). Kao supresor transkripcije LEP
definisan je aktivatorni protein-2 (AP-2p) (Fuke i sar., 2010). Pored direktnog uticaja
aktivatora i supresora na nivo transkripcije gena, varijante pojedina¢nog nukleotida (engl.
single nucleotide variant, SNV) kao i epigeneticke promene (demetilacija citozina CpG
ostrvaca, koja se deSava tokom adipogeneze) mogu takode uticati na ekspresiju LEP
(Kuroda i sar., 2016; Stachowiak i sar., 2007).

1.4.1.2. Varijanta rs7799039 u genu LEP

Varijanta rs7799039, na poziciji 2548 uzvodno od mesta pocetka transkripcije gena za
LEP (-2548 G/A), prvi put je opisana 1998. godine. Alel -2548A je asociran sa znacajno
poviSenim LEP u plazmi, nezavisno od indeksa telesne mase (BMI), kod gojaznih
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ispitanika iz francuske populacije (Mammes i sar., 2000; Mammes i sar., 1998). Novija
istrazivanja potvrduju da ova varijanta moZze uticati na regulaciju sinteze LEP. Grupa
Bartella i sar., ispituju¢i mehanizam regulacije ekspresije LEP, utvrdili su da promotor LEP
sadrzi viSe vezujucih regiona za transkripcione aktivatore, medu kojima je i Sp-1. Region
za vezivanje ovog aktivatora se nalazi na poziciji od -2540 do -2510 (Bartella i sar., 2008), u
¢ijoj je neposrednoj blizini varijanta 1s7799039. Upotrebom metode EMSA (engl.
Electrophoretic Mobility Shift Assay) utvrdeno je da se nuklearni faktori izolovani iz U937
monocitne celijske linije i subkutanih adipocita vezuju za DNK region koji obuhvata
rs7799039, i to sa visokim afinitetom za alel A na poziciji -2548 (Hoffsted i sar., 2002).
Pokazano je da alel G ove varijante ima efekta na vrednosti markera renalne bolesti kod
normotenzivnih i hipertenzivnih pacijenata, u haplotipskom bloku sa jos 3 ispitivane SNV
(Okpechi i sar., 2010). U meta-analizi koja je ispitala vezu rs7799039 sa nastankom kancera
(viSe tipova), utvrdena je asocijacija genotipa AA sa poviSenim rizikom za nastanak
karcinoma prostate (He i sar., 2013). Sugerisana je protektivna uloga genotipa rs7799039
GG u patogenezi kardiovaskularnih bolesti, kroz koefekte genotipa i konzumiranja
vlakana iz semena indijske bokvice (lat. Plantago ovata) na snizavanje nivoa ukupnog
holesterola u krvi (Crescenti i sar., 2013).

Do danas je izveden mali broj studija koje su ispitale asocijaciju ove varijante sa
nastankom MS, nivoom LEP u serumu/plazmi i nivoom transkripcije (iRNK) LEP kod
pacijenata sa MS. Najobimnija studija, Rey i sar., koja je izvedena na populaciji iz Nemacke
nije utvrdila asocijaciju varijante rs7799039 sa nastankom MS (Rey i sar., 2011). Medutim,
ustanovljena je asocijacija rs7799039 alela G sa poviSenim vrednostima LEP u serumu u
grupi pacijenata sa MS i sa poviSenim rizikom za nastanak MS (Farrokhi i sar., 2016), ali i
asocijacija genotipa AA sa nastankom bolesti u drugoj studiji (Dashti i sar., 2019). Ovi
rezultati su okarakterisali varijantu rs7799039 kao mogudi prediktorski geneti¢ki marker
nivoa cirkuliSuéeg LEP i geneti¢ki faktor rizika za nastanak MS. Nekonzistentnost
predstavljenih rezultata zahteva dodatna istrazivanja.

1.4.2. Leptinski receptor (LEPR)

LEPR je transmembranski protein koji pripada klasi I receptora za citokine (La Cava i
Matarese, 2004). Identifikovan je u eksperimentu ekspresionog kloniranja, koji su izveli
Tartaglia i sar. (Tartaglia i sar., 1995). Receptori ove klase aktiviraju se homo- ili hetero-
dimerizacijom indukovanom ligandom i u mnogim slucajevima zahtevaju aktivaciju
kinaza iz familije Janus (engl. Janus kinases, JAK), koje su povezane sa receptorima
(Ghilardi i sar., 1996). Ligand-zavisna aktivacija receptora uzrokuje vezivanje JAK za
proksimalni unutarcelijski domen receptora, nastavljaju¢i prenos signala angaZovanjem
nizvodnih ciljnih proteina, ¢lanova familije STAT (engl. Signal Transducers and Activators of
Transcription) (Ihle i sar., 1994). STAT su DNK-vezujuéi transkripcioni aktivatori koji
sadrze Src-homologe domene (SH2) kojima komuniciraju sa molekularnim
komponentama uklju¢enim u transdukciju signala, preko fosforilisanih rezidua tirozina.
STAT proteini se aktiviraju fosforilacijom tirozina, formiraju hetero- ili homo-dimere,
translociraju se u nukleus i moduli$u transkripciju ciljnih gena. Sematski prikaz aktivacije
LEPR i mehanizma unutarcelijske signalne transdukcije dat je na Slici U5.



Postoji Sest izoformi LEPR koje nastaju kao produkti alternativnog splajsovanja
LEPR iRNK. Na osnovu strukturnih razlika, izoforme su podeljene u tri kategorije: duga,
kratka i solubilna izoforma (Tartaglia L., 1997). Svih Sest izoformi su identi¢ne po
vancelijskom domenu dugom 816 ak i transmembranskom domenu dugom 23 ak, izuzev
solubilne koja sadrzi samo vancelijski domen receptora. Unutarcelijski domen, duZine
30-303 ak, deli identicnu sekvencu od prvih 29 ak medu svim transmembranskim
izoformama LEPR (Alti i sar., 2018; Huang i sar., 2001; Tartaglia, 1997). Vancelijski domen
sadrzi dva domena homologa citokinskom receptoru (CRH1 i CRH2), imunoglobulinu
slican (engl. Ig-like) motiv koji spaja CRH1 i CRH2 domene i dva fibronektin tip III (FNIII)
domena (Moharana i sar., 2014). CRH2 domen je neophodan i dovoljan za vezivanje
liganda, dok su Ig-like motiv, FNIII i CRH1 domen uklju¢eni u aktivaciju receptora
(Moharana i sar., 2014). Pokazano je da LEP interaguje sa LEPR u kvaternernom 2:2
stehiometrijskom kompleksu. Nakon $to su formirani homodimeri, dolazi do aktivacije
receptora i transdukcije signala (White i Tartaglia, 1996). Pritom, na celijskoj membrani
mogu se formirati i 4:4 stehiometrijski kompleksi ligand-receptor (Biener i sar., 2005;
Moharana i sar., 2014), uz potencijalno $irenje spektra fizioloskih uloga LEP (Bacart i sar.,
2010).

Duga izoforma receptora, LEPRb, sa 1 162 ak i 130 kDa
(https:/ /www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html), je potpuno aktivna i zaduzena za
prenos signala u ¢eliju, od membrane do nukleusa. Ova izoforma receptora se eksprimira
tipi¢no u hipotalamusu, gde ucestvuje u odrzavanju energetske homeostaze i regulaciji
aktivnosti endokrinih organa (Gorska i sar., 2010; Lee i sar., 1996). LEPRD je prisutna i na
povrsini imunskih celija urodenog i adaptivnog imunskog odgovora (Alti i sar., 2018;
Walduck i Becher, 2012). Vezivanjem LEP za LEPR, unakrsnom fosforilacijom aktivira se
Janus kinaza 2 (JAK2) koja dalje fosforiliSe tri konzervativne tirozinske rezidue na
pozicijama 985, 1077 i 1138 citoplazmati¢nog domena receptora (‘Box1’, “Box 2’ i “Box3’
motivi). Na ovaj nacin obezbeduju se mesta za pristajanje signalnih molekula i pokretanje
nizvodne signalizacije, tj. adekvatno funkcionisanje LEPR preko JAK/STAT, MAPK
(mitogenom aktivirana protein kinaza) ili PI3K (fosfatidilinozitol 3-kinaza) - najvaznijih
puteva transdukcije signala (Myers M., 2008; Zabeau i sar., 2016), preko kojih se ostvaruju
plejotropni efekti aktivacije ovog receptora (Hekerman i sar., 2005) (Slika U5).

Kratke transmembranske izoforme receptora (LEPRa, LEPRc, LEPRd i LEPR{),
896-958 ak (102,5-109,4 kDa) (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000116678-LEPR),
koje sadrze samo ‘Box 1" motiv kao mesto vezivanja JAK kinaze, su sposobne da aktiviraju
neke od kaskada signalne transdukcije. LEPRa, LEPRc i LEPRf imaju ulogu u transportu
LEP kroz KMB (Alti i sar., 2018; Dam i Jockers, 2013). Solubilna izoforma (LEPRe, duzine
896 ak i molekulske mase 102,5 kDa), jedina bez ‘Box” motiva, reguliSe koncentraciju
cirkuliSsu¢eg LEP, ima ulogu u dostavljanju LEP do njegovog membranskog receptora i na
taj nacin sluzi kao regulator bioloske dostupnosti cirkuliSu¢eg LEP (Huang i sar., 2001). U
fizioloskim uslovima, samo 5-25% svih transmembranskih izoformi LEPR je prezentovano
na povrsini Celije, dok je ostali deo lokalizovan unutar ¢elije. Nakon vezivanja liganda i
aktiviranja receptora, receptor se internalizuje i sledi unutarcelijska degradacija ili njegovo
recikliranje tj. ponovni transport receptora do celijske membrane. Ovaj proces je narocito
vazan za LEPRa i LEPRb izoforme (Uotani i sar., 1999).
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Slika U5. Aktivacija duge izoforme LEPR i unutaréelijska signalna transdukcija.
Slika preuzeta i izmenjena iz Francisco i sar., 2018. Vezivanje LEP za dugu
izoformu LEPR rezultuje dimerizacijom receptora i podsti¢e autofosforilaciju JAK2
koja zatim fosforiliSe citoplazmati¢ni domen LEPR na reziduama tirozina (Tyr974,
Tyr985, Tyr1077, Tyr1138), od kojih svaka funkcionise kao mesto pristajanja za ciljne
citoplazmati¢ne proteine. LEPR-fosforilisani Tyr1138 posreduje u interakciji sa
signalnim transduktorom i aktivatorom transkripcije 3 (STAT3), koji se dimerizuje i
premesta u nukleus kako bi aktivirao transkripciju ciljnih gena, medu kojima je i
supresor signalizacije citokina 3 (SOCS3) koji deluje kao negativna povratna sprega
transdukcije signala. Pored toga, LEP indukuje aktivaciju SHP2 (engl. Src homology
region 2 domain-containing phosphatase-2) Kkoja zatim regrutuje adaptorski protein
GRB2, sto dalje podstice aktivaciju RAS/RAF/MAPK signalne kaskade. Takode, LEP
pokrece fosfatidilinozitol-3-kinazni (PI3K)/Akt signalni put, preko supstrata
insulinskog receptora 1/2 (IRS1/2) i pritom deluje preko protein-tirozin fosfataze 1B
(PTP1B) i kao negativni regulator signalizacije putem defosforilacije JAK2.

1.4.2.1. LEPR: struktura i regulacija transkripcije gena

Humani gen za LEPR (NCBI identifikacioni broj gena: 3953) lociran je na hromozomu 1,

pozicija p31.3, duZzine je 220 892 bp i sastoji se od 24 egzona (Homo sapiens aZurirana baza
109.20200815, GRCh38.p13, NCBI referentna sekvenca: NC_000001.11). Kodira Sest
alternativno splajsovanih genskih transkripata (iRNK). Usled alternativnog iskrajanja
proksimalnog dela 18. i distalnog dela 19. egzona dolazi do formiranja transkripata duge i
kratkih transmembranskih izoformi receptora, dok solubilna izoforma LEPR sadrzi prvih
14 kodirajuc¢ih egzona, ¢ime izostaju transmembranski i unutarcelijski domen receptora
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(Chua i sar., 1997; Li i sar., 2013). Genski transkript (iRNK) duge izoforme LEPR, LEPRbD,
sadrzi otvoreni okvir ¢itanja duzine 16 324 nukleotida, od 20 egzona (NCBI referentna
sekvenca: NM_002303.6).

Pokazano je da genske varijante mogu uticati na metilacioni status LEPR promotora sto,
u sinergiji sa odredenim sredinskim faktorima, dovodi do promene njegove transkripcione
aktivnosti (Yousefi i sar., 2013). Utvrdeno je da promotor gena LEPR moze da ucestvuje u
regulaciji ekspresije drugih gena, putem inicijacije transkripcije na ATG kodonu sa
preklapajuceg okvira ¢itanja (Bailleul i sar., 1997). Humani i svinjski promotor LEPR imaju
visok stepen homologije, a analizom sekvence je identifikovano ukupno 16 varijanti, od
kojih je 14 locirano unutar predvidenih mesta vezivanja sa transkripcionim regulatorima
(Pérez-Montarelo i sar., 2013). Satoh i sar. sugeriSu da postoje najmanje dva promotorska
regiona koja ucestvuju u regulaciji prostorno i vremenski specifi¢ne transkripcije humanih
LEPR izoformi, od kojih jedan funkcioniSe preferencijalno u neuronima (Satoh i sar., 2009).
The Human Gene Database navodi znatan broj mesta vezivanja transkripcionih regulatora u
okviru humanog promotorskog regiona, veli¢ine ~1,5 kb (Kyong i sar., 2006), kao sto su
mesta za: Egrl (engl. Early Growth Response 1), SP1, Gabp (engl. GA-binding protein), ELF1
(engl. E74 Like ETS Transcription Factor 1), USF1 (engl. Upstream Stimulatory Factor 1),
TEAD4 (engl. TEA Domain transcription factor 4) i dr. (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=LEPR). Analizom metilacionog statusa promotorskog regiona
humanog LEPR pokazano je da on moze uticati na diferencijalnu aktivnost gena, kao i da
korelise sa nivoom LEP u serumu (Kyong i sar., 2006; Wilhelm i sar., 2021).

Na znacaj adekvatne ekspresije LEPR ukazuje nalaz da kongenitalna deficijencija LEPR
uzrokuje hiperfagiju i hipogonadotropni hipogonadizam (Farooqi i sar. 2007). Takode,
Ramos-Lobo i sar., u eksperimentu na geneticki modifikovanim miSevima, su utvrdili da
neaktivni LEPR u ranom Zivotnom dobu dovodi do trajne gojaznosti usled supresije
troSenja energije, uz kompromitovan reproduktivni uspeh ovih jedinki i neadekvatno
razviée mozga, pri ¢emu su uocene i promene u aktivnosti odredenih gena u mozgu.
Reaktivacija LEPR kod ovih jedinki u odrasloj dobi je prouzrokovala konstantno sniZenje
nivoa transkripcije POMC, CARTPT i PRLH u hipotalamusu, uz nemogucnost otklanjanja
prethodno nastalih defekata u reproduktivnom sistemu i CNS (Ramos-Lobo i sar., 2019).
Pokazano je da su pacijenti sa RR MS u fazi relapsa imali znac¢ajno povisenu ekspresiju
LEPR u PML, u odnosu na pacijente u remisiji i zdrave ispitanike (Frisullo i sar., 2007).
Takode, in vitro je utvrdeno da smesa proinflamatornih citokina koja sadrzi interferon-
gama kao preovladuju¢i Thl citokin, ¢ija je uloga bitna u patogenezi MS, uti¢e na
ekspresiju iRNK i proteina LEPR u glijalnim ¢éelijama CNS (Rose i sar., 2009).

1.4.2.2. Varijanta rs1137101 u genu LEPR

Jedan od glavnih nac¢ina putem kojih SNV uti¢u na strukturu i funkciju proteina je
uzrokovanje promene aminokiselinskog sastava. Nukleotidna zamena tipa tranzicije u
egzonu 6 gena za LEPR (rs1137101, c.668A>G, p.GIn223Arg) je najceS¢e analizirana
varijanta ovog gena (Yang i Niu, 2018). Posledi¢no dovodi do promene kodona CAG u
CGG, sto rezultuje supstitucijom glutamina argininom na poziciji 223, u vancelijskom
domenu LEPRb. Frekvencije prijavljene u NCBI database projektu ALFA su za alel A 55% i
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za alel G 45%, medutim, zabeleZene su i drugacije frekvencije kod razli¢itih populacija i
etnickih grupa (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1137101#frequency_tab). Varijanta
rs1137101 ne utice samo na fleksibilnost lokalnog proteinskog regiona, ve¢ ima globalni
uticaj na strukturu receptora. Ova promena ne utice na afinitet vezivanja liganda za LEPR.
Medutim, moguce je da se konformacione promene u LEPR nakon vezivanja LEP, koje su
neophodne za aktivaciju JAK2, nece odvijati normalno, sto dovodi do rezistencije na LEP
usled njegovog umanjenog bioloskog efekta uzrokovanog neadekvatnom transdukcijom
signala u celiji (Daghestani i sar., 2019).

Pokazano je da je varijanta rs1137101 povezana sa promenama BMI, depoa masti u
organizmu i nivoa LEP u serumu (Quinton i sar., 2001), kao i nivoa solubilnog LEPR u
plazmi (Sun i sar., 2010). Takode, ova varijanta je asocirana sa gojaznosc¢u (Illangasekera i
sar., 2020), kardiovaskularnim oboljenjima (Wu i Sun, 2017), rizikom za nastanak kancera
(Rong i sar., 2019), ostreoartritisom (Yang i sar., 2016) i hiperparatireoidizmom (Hoang i
sar., 2014). Uspostavljena je asocijacija varijante rs1137101 sa koncentracijom LEP u
serumu kod pacijenata sa MS (Farrokhi i sar., 2016), i sa rizikom za nastanak MS uz
nekonzistentnost dobijenih rezultata u nekoliko do sada ispitanih populacija (Dashti i sar.,
2019; Farrokhi i sar., 2016; Yousefian i sar., 2018), sto sugeriSe na znacaj daljeg ispitivanja
rs1137101 u asocijaciji sa MS.

1.4.3. Koaktivator 1 alfa receptora gama aktiviranog proliferatorom peroksizoma
(PGC1A)

Familija transkripcionih koaktivatora receptora gama aktiviranog proliferatorom
peroksizoma (PGC) je opisana kao centralni regulator metaboli¢kih procesa. PGC familiju
¢ine regulatori aktivnosti transkripcionih faktora i nuklearnih receptora: 1-alfa i 1-beta
koaktivatori receptora gama aktiviranog proliferatorom peroksizoma (PGC1A i PGC1B) i
koaktivator povezan sa PGC (PRC) (Handschin i Spiegelman, 2006). PGC1B i PRC su
otkriveni na osnovu homologije genskih sekvenci.

PGC1A je klju¢ni regulator biogeneze i funkcionisanja mitohondrija, adaptivne
termogeneze, glukoneogeneze i drugih metaboli¢kih procesa (Handschin i Spiegelman,
2006). Siroko je eksprimiran, a njegova visoka ekspresija je detektovana u tkivima sa
srcu, bubrezima i mozgu (Esterbauer i sar., 1999). Ekspresija PGCIA je stimulisana u
razlic¢itim fizioloskim stanjima - pri pojacanoj fizickoj aktivnosti, izlaganju infektivnim
agensima i restrikciji u ishrani (Handschin i Spiegelman, 2006). Centralna uloga PGC1A,
koja je usko povezana sa funkcionisanjem mitohondrija, jeste u uklanjanju reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) kao nusproizvoda oksidativhog metabolizma, na taj nacin Sto
stimuliSe ekspresiju enzima antioksidativne zastite, medu kojima su superoksid dismutaza
2 i glutation peroksidaza 1 (St-Pierre i sar., 2003). Na ovaj nacin, ucestvujuci u regulaciji
oksidativnog metabolizma, PGC1A se dovodi u vezu i sa patogenezom MS, s obzirom da
je poznato da oksidativni stres ucestvuje u autoimunski posredovanom ostecenju tkiva
CNS u MS (Solleiro-Villavicencio i Rivas-Arancibia, 2018).
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1.4.3.1. PGC1A: struktura i regulacija transkripcije gena

Humani gen za PGC1A (NCBI identifikacioni broj gena: 10891) se nalazi na hromozomu
4, na poziciji p15.2, duzine je 680 885 bp i sastoji se od 24 egzona (Homo sapiens azurirana
baza 109.20200815, GRCh38.p13, NCBI referentna sekvenca: NC_000004.12). Humana
iRNK duzine 6 288 nukleotida (NCBI referentna sekvenca: NM_013261.5) se prepisuje u
protein PGC1A (NCBI referentna sekvenca: NP_037393.1) dug 798 ak, molekularne mase
91,03 kDa (Liang i Ward 2006; https:/ /www.uniprot.org/uniprot/ QOUBK2). The Human
Protein Atlas broji 5 razlic¢itih transkripata PGCIA
(https:/ /www.proteinatlas.org/ENSG00000109819-PPARGC1 A #gene_information).

Regulacija PGCIA postize se aktivacijom proksimalnog i alternativhog promotora
(Popov i sar., 2015). Proksimalni promotor sadrZi dva konzervativha mesta vezivanja za
regulatore MEF2 (engl. Myocyte Enhancer Factor 2) i CREB (engl. CRE-binding site for the
cAMP response element-Binding protein) (Esterbauer i sar., 1999). Alternativni promotor
lociran je ~14 kb uzvodno od pozicije proksimalnog promotora. Aktivacijom ovog
promotora prepisuje se nekoliko transkripcionih varijanti PGC1A iRNK (Popov i sar.,
2015). Mehanizmi regulacije transkripcije PGCIA delom imaju diferencijalni karakter u
odnosu na razli¢ita tkiva i stimuluse, iako postoji zajedni¢ki osnovni obrazac regulacije
(Liang i Ward, 2006; Popov i sar. 2015). Transkripcioni regulatori koji kontrolisu ekspresiju
PGCIA na tkivno-zavistan nacin su ATF2 (engl. Activating Transcription Factor 2), FoxO1
(engl. Forkhead Box O1) i FoxO3A (engl. Forkhead Box O3A) (Rius-Pérez i sar., 2020). U
regulaciji PGC1A ucestvuje veéi broj signalnih puteva, poput AMPK, PKA, Akt i p38
MAPK puteva, koji mogu delovati preko modulacije transkripcije i posttranslacionih
modifikacija. Posttranslacione modifikacije, kao $to su fosforilacija, acetilacija i
ubikvitinacija, ¢ine prvi, brzi odgovor na akutni stimulus, dok modulacija transkripcije
PGC1A predstavlja sporiji, adaptivni odgovor na hroni¢ne stimuluse (Fernandez-Marcos i
Auwerx, 2011).

U inflamatornim uslovima, opadanje nivoa PGClA asocirano je sa pojacavanjem
inflamatornog odgovora, kroz aktivaciju nuklearnog faktora-kB (NF-kB) (Matthews P.,
2019; Rius-Pérez i sar., 2020). Pregledni rad Rius-Pérez i sar. navodi da citokini (TNF-a,
IL1-B) i lipopolisaharidi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji nivoa PGC1A u inflamatornim
uslovima (Rius-Pérez i sar., 2020). Ovo je bitno za patogenezu MS, buduci da rani dogadaj
u nastajanju lezija u CNS predstavlja narusavanje KMB (Yarlagadda i sar., 2009), koje je
praceno pojavom perivenularnih infiltrata proinflamatornih mononuklearnih leukocita
(Frumento D., 2020). U dosadasnjim istrazivanjima detektovane su promene ekspresije
PGC1A na nivou iRNK i proteina u neuronima i glijalnim ¢elijama lezija kod pacijenata sa
MS, koje sugerisu na protektivnu ulogu PGC1A u patogenezi MS (Nijland i sar., 2014;
Witte i sar., 2013).

1.4.3.2. Varijanta rs8192678 u genu PGC1A

Varijanta rs8192678 je zamena pojedina¢nog nukleotida koja rezultuje zamenom
aminokiseline (c.1444G>A, p.Gly482Ser), locirana u 8. egzonu gena PGCIA. Na osnovu
podataka iz rSNPBase (http://rsnp.psych.ac.cn/), ova varijanta je okarakterisana kao
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regulatorna, jer je locirana na poziciji vezivanja proteina ELAVL1 koji je ukljuen u
posttranskripcionu regulaciju stabilnosti iRNK. Aminokiselinska zamena na poziciji 482 u
proteinu PGC1A, kojom rezultuje rs8192678, povezana je sa izmenjenom aktivnoséu ovog
transkripcionog koaktivatora u regulaciji transkripcije nekoliko ciljnih gena u humanim
hepatocitima in vitro (Chen i sar., 2013; Choi i sar., 2006). Pored toga, pokazano je da osobe
homozigoti redeg alela, A, varijante rs8192678 imaju znacajno vise nivoe molekularnog
markera lipidne peroksidacije u plazmi, u poredenju sa nivoima istog kod homozigota
cesceg alela, GG (Weng i sar., 2010). Do sada je samo jedna studija, tipa GWAS, pokazala
vezu izmedu varijante rs8192678 i MS, asociranjem redeg alela sa brzom progresijom
bolesti (Briggs i sar., IMSGC, 2011). Ovaj rezultat podrzava buduca istrazivanja uloge ove
genske varijante kako u klinickom toku i progresiji MS, tako i sa aspekta rizika za
nastanak bolesti.

1.4.4. Superoksid dismutaza 2 (SOD2)

Superoksid dismutaze (SOD) su enzimi aerobnih organizama, koji ¢ine prvu liniju
odbrane od reaktivnih slobodnih radikala. Oni katalizuju konverziju superoksid anjon
radikala do molekularnog kiseonika i vodonik peroksida. Putem kontrolisanja nivoa ROS,
ovih enzima desilo se pre pola veka (Mc Cord i Fridovich, 1969). Postoje tri klase SOD, u
zavisnosti od katalitickog metalnog jona: Cu/Zn SOD, Mn SOD/Fe SOD i Ni SOD
(Fridovich I., 2013). U sisarskim celijama postoje tri enzima SOD: SOD1, SOD2 i SOD3.
SOD1 (Cu/Zn SOD) enzim lokalizovan je predominantno u citoplazmi, ali je identifikovan
i u nukleusu, lizozomima, peroksizomima i medumembranskom prostoru mitohondrija.
Enzim SOD2 (Mn SOD) je lokalizovan u mitohondrijalnom matriksu, dok je SOD3 (Cu/Zn
SOD) sekretovan u vancelijski matriks. SOD1 i SOD2 su eksprimirani u svim tipovima
¢elija, $to ukazuje da su od vitalnog znacaja (Wang i sar., 2018).

Aktivni enzim SOD2 je homotetramer (molekulske mase ~88 kDa), ¢ija pojedinacna
subjedinica se sastoji od 222 ak, ima molekulsku masu ~23 kDa i sadrZi jon mangana
(Mn2*/Mn3*) kao kofaktor (Zhu i sar., 2019). Kodiran je genom u nuklearnoj DNK, a
posttranslaciono se translocira u mitohondrijalni matriks. Ugradnjom Mn u kataliti¢ko
mesto, SOD2 stie dismutaznu aktivnost. Antioksidativna funkcija SOD2 u
mitohondrijalnom matriksu ne moZe se zameniti prisustvom SOD1 u mitohondrijalnom
medumembranskom prostoru i citosolu (Fridovich 1., 2013). Pokazano je da su miSevi sa
izbacenim genom za SOD2 podloZzni neonatalnoj smrtnosti, ¢ak i ako je SOD1 pojacano
eksprimiran (Copin i sar., 2000).

Gubitak aktivnosti SOD2 prouzrokuje oksidativni stres i, stoga, moZe rezultirati
brojnim patoloskim fenotipovima, naroc¢ito u metabolicki aktivnim tkivima kao Sto je
nervno. Poremecdena funkcija SOD2 rezultovala je smrtnim ishodom kod miSeva, usled
neurodegeneracije i oSteenja srca (Lebovitz i sar., 1996). Stanje inflamacije u
demijelizacionim lezijama u MS dovodi do pojacanog stvaranja slobodnih radikala i
proinflamatornih citokina, koji zajedno doprinose napredovanju bolesti (Gilgun-Sherki i
sar., 2004). Medijatori inflamacije podsti¢u oksidativni stres i neurodegeneraciju, a
pojacana produkcija slobodnih radikala i ¢elijska smrt povratno stimuliSu inflamatorni
odgovor (Gamba i sar.,, 2015). Dakle, oksidativni stres i inflamacija su neodvojivi,
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medusobno-odrzavajuc¢i mehanizmi u patogenezi MS. Pokazano je da SOD kroz odgovor
na oksidativni stres ucestvuju i u patogenezi MS i da, kao takve, mogu biti meta genske
terapije (Ibitoye i sar., 2016).

1.4.4.1. SOD2: struktura i regulacija transkripcije gena

Humani gen SOD2 (NCBI identifikacioni broj gena: 6648) lociran je na hromozomu 6 na
poziciji q25.3, duzine je 93 212 bp i sastoji se od 10 egzona (Homo sapiens azurirana baza
109.20200815, GRCh38.p13, NCBI referentna sekvenca: NC_000006.12). Usled prisustva
alternativnih promotora i mehanizama obrade pre-iRNK, postoji veci broj transkripcionih
varijanti SOD2, od kojih je identifikovano 9 refseq iRNK
(https:/ /www.ncbinlm.nih.gov/gene/6648). Najduza refseq iRNK (transkripciona
varijanta 1) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000636.4) ima 14 167
nukleotida i kodira kanonicku izoformu (A) monomera duzine 222 ak
(https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000627.2).

Proksimalni promotor humanog SOD2 ne sadrzi TATA ili CAAT sekvence, ali su GC-
bogate sekvence prisutne, $to je tipi¢no za “housekeeping” gene. ViSestruki vezujuci
motivi u promotorskom regionu SOD2 sadrze viSe kopija konsenzus sekvenci za
regulatore Sp-1 i AP-2 (Xu i sar., 2002). 3’ region humanog SOD2 sadrZi regulatorni
element za vezivanje NF-kB (Wan i sar., 1994). Pokazano je da transkripcioni koaktivator
PGC1A aktivira transkripciju gena SOD2 (Valle i sar., 2005), interagujuci sa Nrf2 (engl. NF-
E2-related factor 2) (Cherry i sar., 2014).

U studiji na miSevima sa EAE utvrdeno je da supresija aktivnosti SOD2 dovodi do
akutne demijelinizacije, dok je indukcija ekspresije SOD2 redukovala nastalo ostecenje
tkiva, uz smanjenje stepena invaliditeta (Qi i sar., 2007). Kod pacijenata sa MS ustanovljena
je znacajno sniZena ekspresija SOD2 u kortikalnim neuronima, uporedo sa porastom nivoa
ROS i gubitkom neurona, uz opadanje nivoa PGC1A (Witte i sar., 2013). U celijama CNS je
pokazano da PGC1A koordinise metabolicke odgovore sa odgovorom na oksidativni stres
(Guoisar., 2018) i da ima ulogu u indukciji SOD2 (St-Pierre i sar., 2006).

1.4.5. Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a)

Aktivnost koja je uzrokovala regresiju tumora primecena je i dovedena u vezu sa
“faktorom nekroze tumora” (TNF) jos 1960-ih godina, ali se identifikacija TNF dogodila
tek 1984. godine, kada su Aggarwalz i sar. izolovali dva citotoksi¢na faktora: jedan iz
makrofaga (molekulske mase 17 kDa) nazvan TNF, a drugi iz limfocita (20 kDa) nazvan
limfotoksin (Aggarwalz i sar., 1984).

TNF-a i ostali ¢lanovi superfamilije TNF, otkriveni kao antikancerogeni faktori, do sada
su povezani sa nizom patofizioloskih stanja, uklju¢uju¢i kancer, neuroloske,
kardiovaskularne, pluéne, autoimunske i metabolicke bolesti (Aggarwal i sar., 2012).
Pregledni rad Aggarawal i sar. opisuje 19 ¢lanova superfamilije TNF koji svoje efekte
ostvaruju vezujudi se za 29 razli¢itih receptora, sto implicira interakciju liganda sa vise od
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jednog receptora (Aggarwal i sar., 2012). TNF-a postoji u dve forme. SintetiSe se kao
transmembranski protein (tmTNF-a), nakon ¢ega se oslobada iz ¢elija kao solubilni citokin
(sTNF-a) koji nastaje regulisanim proteolitickim cepanjem tmTNF-a pri delovanju TNF-a
konvertujuc¢e metaloproteinaze (Moss i sar., 1997). Oba oblika TNF-a su bioloski aktivna i
interaguju sa dva receptora (TNF receptor 1 i 2, TNFR1 i TNFR2) razli¢itim afinitetom
(Aggarwal i sar., 1985). Solubilni TNF-a ima ve¢i afinitet za TNFR1, sadrZi domen “smrti”
i posreduje u apoptozi i inflamaciji. Transmembranski TNF-a ima ve¢i afinitet za TNFR2,
aktivira gene vazne za prezivljavanje Celija, razreSenje inflamacije, kao i mijelinizaciju
(Brambilla i sar., 2011). TNFR1 se eksprimira u svim tipovima celija, dok se TNFR2
eksprimira pretezno u neuronima, imunskim celijama i endotelnim ¢elijama (Probert L.,
2015). Danas se TNF-a smatra verovatno najplejotropnijim od svih citokina opisanih kod
sisara, sa funkcijama u okviru gotovo svih sistema, ukljucujuéi imunski i nervni (Sedger i
McDermott, 2014).

1.4.5.1. TNF-a: struktura i regulacija transkripcije gena

Humani gen za TNF-a (NCBI identifikacioni broj gena: 7124) lociran je na hromozomu
6 na poziciji p21.33, duZine je 2 772 bp i sastoji se od 4 egzona (Homo sapiens aZurirana
baza 109.20200815, GRCh38.p13, NCBI referentna sekvenca: NC_000006.12). Humana
TNF-a iRNK (NCBI referentna sekvenca: NM_000594.4) duzine je 1 678 nukleotida i kodira
protein duzine 233 ak, molekulske mase 26 kDa (NCBI referentna sekvenca: NP_000585.2).

TNF-a se predominantno eksprimira u aktiviranim monocitima/makrofagima
(uklju¢ujuéi mikrogliju u CNS) i aktiviranim NK i T limfocitima (Almishri i sar., 2016;
Falvo i sar., 2010). Transkripcija TNF-a regulisana je faktorima kao $to su: NF-kB, c-Jun,
aktivatorni protein-1 (AP1) i nuklearni faktor povezan sa aktiviranim T limfocitima
(NFAT), koji se vezuju za regulatorna mesta u okviru promotorskog regiona (Falvo i sar.,
2010; Rhoades i sar., 1992). Posttranskripciona regulacija TNF-a iRNK je pod kontrolom
mikroRNK i RNK-vezujuéih proteina (Anderson P., 2000).

Hofman i sar., nekoliko godina nakon otkri¢a ovog vrlo potentnog inflamatornog
medijatora, objavljuju rezultat svog istraZivanja na post mortem tkivima lezija mozga
pacijenata sa MS, koji ukazuje na postojanje TNF-a-pozitivnih astrocita i makrofaga u
lezijama (Hofman i sar., 1989). TNF-a je asociran sa aktivnos¢u i progresijom MS, o ¢emu
govori utvrdeni povi$eni nivo TNF-a iRNK u PML kod obolelih u relapsu u poredenju sa
pacijentima u remisiji, kao i pozitivna korelacija nivoa ovog citokina u likvoru/serumu sa
klinickom progresijom MS (Bertolotto i sar., 1999; Sharief i sar., 1991; Simpson i sar., 2015).
Pokazano je da nivoi TNF-a iRNK i proteina snazno pozitivno korelisu u PML pacijenata
sa MS, koji su in vitro stimulisani fitohemaglutininom ili lipopolisaharidom (Rieckmann i
sar., 1995). S druge strane, in vitro stimulacija luteolinom, flavonoidom sa antioksidantnom
aktivnoséu, pokazuje dozno-zavisnu redukciju proliferacije PML i nivoa TNF-a u PML,
izolovanim iz krvi pacijenata sa MS (Sternberg i sar., 2009).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI

Ova studija asocijacije po prvi put ispituje povezanost varijanti, uporedo sa nivoima
transkripcije (iRNK), gena leptinskog signalnog puta (LEP, LEPR i PGCIA),
antioksidativne zastite (SOD?2) i inflamacije (ITNF-a) sa rizikom za nastanak i klini¢kim
tokom MS kod ispitanika iz populacije Srbije i bazira se na sledecoj hipotezi: ako je MS
kompleksna bolest sa izrazenim uticajem geneticke komponente u njenom nastanku i
klinickom toku, ukljucujuéi gene koji ucestvuju u inflamaciji i oksidativnom stresu kao
vaznim mehanizmima patogeneze ove bolesti, onda ce se frekvencije genotipova/alela
navedenih ciljnih varijanti i nivoi ciljnih iRNK razlikovati izmedu pacijenata sa MS i
zdravih ispitanika, kao i izmedu grupa pacijenata sa razli¢itim tokom bolesti (RR MS i SP
MS).

U skladu sa postavljenom hipotezom definisani su ciljevi studije.

1. Detektovanje genskih varijanti LEP rs7799039 G>A, LEPR rs1137101 A>G i
PGC1A rs8192678 G>A u ciljnoj grupi pacijenata sa MS (RR MS i SP MS) i
kontrolnoj grupi zdravih ispitanika.

2. Ispitivanje asocijacije varijanti rs7799039, rs1137101 i rs8192678 sa rizikom za
nastanak MS, klinickim parametrima i tokom bolesti.

3. Kvantifikovanje i uporedivanje relativnih nivoa iRNK za LEP, LEPR, PGC1A,
SOD2 i TNF-a u PML, i nivoa LEP u plazmi, izmedu grupe pacijenata sa RR MS i
kontrola, i izmedu pacijenata sa RR MS koji su u razli¢itim fazama bolesti
(relaps/remisija).

4. Ispitivanje medusobnih korelacija nivoa LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a iRNK
u PML, i njihovih korelacija sa nivoima LEP u plazmi i klinickim parametrima
MS.

5. Ispitivanje povezanosti genskih varijanti sa nivoima ciljnih iRNK u PML i nivoom
LEP u plazmi, u grupama pacijenata sa RR MS i kontrola.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Uzorak

Geneticko-epidemioloskom analizom asocijacije varijanti u genima za LEP, LEPR i
PGCIA sa rizikom za nastanak i klinickim tokom MS obuhvacdeno je 528 nesrodnih
pacijenata sa dijagnozom MS iz populacije Srbije, koji su regrutovani na Klinici za
neurologiju Vojnomedicinske akademije (VMA), Beograd, Srbija, u periodu od 2010. do
2018. godine. Svim pacijentima uklju¢enim u ovu studiju postavljena je konac¢na dijagnoza
MS prema revidiranim McDonald-ovim kriterijumima iz 2010. godine (Polman i sar. 2011),
pri ¢emu je odreden i tok bolesti na osnovu klini¢kih podataka (Lublin i Reingold, 1996) i
definisane su dve forme bolesti: RR (441 pacijent) i SP (87 pacijenata). Za definisanje teZine
klinicke slike bolesti koris¢eni su klinicki parametri EDSS (Kurtzke, 1983) i MSSS
(Roxburgh i sar., 2005). Analiza relativne ekspresije LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a
iRNK u PML i nivoa LEP u plazmi, kao i efekata genskih varijanti na nivoe iRNK ciljnih
gena i cirkuliSuéeg LEP, obuhvatila je 64 pacijenta sa RR MS, koji nisu u srodstvu, od kojih
je 14 bilo u fazi relapsa, a 50 u remisiji. Svi pacijenti koji su ukljuceni u studiju i bili u fazi
remisije, primali su 0,25 mg Betaferona® (Bayer Pharma AG) - interferona beta-1b, svakog
drugog dana tokom perioda od najmanje 12 meseci.

Grupu kontrolnih ispitanika ¢ine zdravi dobrovoljci iz populacije Srbije koji nisu u
srodstvu i koji su ukljuceni u studiju prilikom dolaska na kontrolni zdravstveni pregled na
VMA, koji je obuhvatio standardne biohemijske analize krvi. Asocijacionom analizom
genskih varijanti je obuhvadeno 429, a analizom relativnih nivoa ciljnih iRNK i
cirkulisu¢eg LEP 62 kontrolna ispitanika, bez postojanja MS ili druge
autoimunske/neurodegenerativne bolesti CNS u porodi¢noj anamnezi.

Od svakog ucesnika u studiji (pacijenta i kontrolnog subjekta) prikupljen je po
jedan uzorak pune krvi za ekstrakciju celijske jedarne DNK koja je koriS¢ena u analizi
genskih varijanti, dok su od ucesnika u kvantitativnoj analizi ciljnih iRNK i LEP
prikupljena jo$ po dva dodatna uzorka pune krvi: jedan je upotrebljen za izdvajanje PML
iz kojih je zatim ektrahovana ukupna RNK za analizu relativne ekspresije ciljnih iRNK, a
drugi za izdvajanje krvne plazme za analizu koncentracije LEP.

Eticki komitet VMA odobrio je realizaciju studije. Svaki ucesnik uklju¢en u ovu
studiju dao je saglasnost za ucesce u istrazZivanju potpisivanjem obrasca o informisanosti.
Geneticko-epidemioloska analiza varijanti i relativnih nivoa transkripcije ciljnih gena i
cirkulisuéeg LEP uradena je u Laboratoriji za radiobiologiju i molekularnu genetiku
Instituta za nuklearne nauke , Vin¢a” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Sbiju,
Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija.
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3.1.2. Aparatura

Prilikom izrade teze koriSc¢ena je sledeca aparatura:

3.2.

spektrofotometar NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific)

PCR aparat: ABI GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems - Thermo Fisher
Scientific)

real-time PCR sistem: Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems - Thermo
Fisher Scientific)

¢ita¢ mikroploce Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2 (PerkinElmer, Inc., Waltham,
MA, USA)

mikrocentrifuga (Eppendorf 5417R)

cenrifuga ("Super Speed" Sorvall Inc, Norwalk Conn USA)
vodeno kupatilo (Termomedicinski aparati, Bodalec i Havoi¢, YU)
termoblok (“Drybath Stdrd” 1 blck, Thermo Scientific, USA)

vaga (Tehtnica ET 111, YU)

analiticka vaga (Mettler, Switzerland)

pH metar (Iskra MA 5730, YU)

Metode

Dizajn ove geneticko-epidemioloske studije je Sematski predstavljen na Slici M1.
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Slika M1. Sematski prikaz dizajna geneti¢ko-epidemioloske studije
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3.2.1.

Ekstrakcija jedarne DNK iz leukocita pune krvi

Ekstrakcija genomske DNK metodom po Kunkel-u i saradnicima (Kunkel i sar.

1977) predstavlja metodu koja rezultuje visokim prinosom i kvalitetom ekstrahovane

DNK.

Pre izvodenja procedure, uzorci pune periferne krvi iz kubitalne vene (3 mL) su

prikupljeni od svih ucesnika studije i skladisteni, sa dodatkom antikoagulansa EDTA, na -
20°C do trenutka ekstrakcije leukocitne DNK.

Postupak:

1.

10.

11.

12.

Uzorak 3 mL pune krvi pomesan je sa 24 mL lizogenog rastvora (0,32 mol/L
saharoza, 10 mmol/L Tris-HCl pH 7,5, 5 mmol/L MgCl2i 1% Triton X-100).

Smesa je centrifugirana u Sorvall centrifugi 10 minuta na 4°C, 800 rcf.

Nakon odlivanja supernatanta, talogu je dodato 125 uL “rastvora II” (0,024 mmol/L
EDTA pH 8,01 0,075 mmol/L NaCl) u kojem je resuspendovan talog.

Smesi je dodato 62,5 pL 10% SDS, deterdZenta kojim se razlazu sve celijske
membrane.

Dodato je 50 pL proteinaze K (10 mg/mL) i zatim je smeSa inkubirana 12-18 h na
37°C.

Nakon inkubacije smesi je dodato 500 pL ekvilibrisanog fenola, pH 7,8. Fenol
omogucava razdvajanje proteina od DNK. Centrifugirano je 19 minuta na 18°C,
10800 rpm.

Izdvojena je gornja faza, nakon centrifugiranja, i u nju dodato 400 pL smeSe
fenol:hloroform u odnosu 1:1. Smesa je centrifugirana 19 minuta na 18°C, 10800
rpm.

Nakon centrifugiranja izdvojena je gornja faza i dodata joj je ista zapremina smese
hloroform:izoamilalkohol u odnosu 24:1. Hloroform uklanja zaostali fenol iz
prethodnog koraka, dok izoamilalkohol smanjuje penu koja potice od deterdZenta.
Smesa je centrifugirana 19 minuta na 18°C, 10800 rpm.

Izdvojenoj gornjoj fazi dodat je ohladen 96% etanol (C2HsOH) u koli¢ini od dve
zapremine izdvojene faze uzorka i 3M natrijum
acetat (CH3COONa), pH 5,0, u koli¢ini od 1/10 izdvojene faze uzorka. DNK je
precipitirala u vidu koncica.

DNK je stalozena na dno  mikroepruvete, centrifugiranjem 19
minuta na 4°C, 11900 rcf. Supernatant je odliven iz mikroepruvete, a talog DNK
ispran sa 1 mL 70% etanola. Nakon ispiranja etanol je odliven.

Talog ekstrahovane DNK je rastvoren u 200 pL nuclease-free vode (komercijalno
dostupna voda bez nukleaza).

Uzorci rastvorene DNK ¢uvani su na +4°C do daljeg koriséenja.
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3.2.2. Kvantitativna i kvalitativna provera ekstrahovane DNK

Odredivanje koncentracije i provera ¢istoce ekstrahovane DNK, spektrofotometrijskom
metodom koja se zasniva na specifi¢noj apsorpciji svetlosti od strane nukleinskih kiselina
u UV oblasti, uradeni su upotrebom aparata NanoDrop® ND-1000. Merenjem apsorbancije
DNK na 230 nm, 260 nm i 280 nm utvrdena je cistoca ekstrahovanih uzoraka i
ustanovljeno da odgovara preporuc¢enom referentnom opsegu odnosa A2ze/230 1 A260/280
(1,8-2,0). Izmerena koncentracija DNK izrazena je u ng/ pL.

3.2.3. Lancana reakcija polimeraze (PCR) za detektovanje genskih varijanti LEP
rs7799039, LEPR 1rs1137101 i PGCl1A rs8192678 primenom TaqMan® eseja za
diskriminaciju alela

Bialelne SNV se genotipizuju tehnikama koje diskriminisu bilo koju dvoalelnu
kombinaciju adeninskog, guaninskog, citozinskog i timinskog nukleotida. Medu
najsnaznijim testovima za diskriminaciju alela je test u realnom vremenu koji se bazira na
osetljivoj i specifi¢noj kvantifikaciji umnoZenih sekvenci DNK, primenom kvantitativne
lan¢ane reakcije polimeraze (qQPCR), i na kvalitativnoj detekciji sekvenci od interesa u
“end-point” analizi prikupljenih podataka na kraju PCR reakcije. Komercijalne TagMan®
eseje za diskriminaciju alela ¢ini par oligonukleotidnih amplimera koji okruzuju
varijabilno mesto i par alel-specificnih proba cije se sekvence, komplementarne
ispitivanom fragmentu koji sadrzi varijantu od interesa, razlikuju samo u ciljnom
varijantnom nukleotidu: jedna proba sadrzi nukleotid komplementaran “wild
type” /c¢eS¢em alelu ispitivane varijante, dok je druga proba komplementarna sekvenci
koja sadrzi alternativni nukleotid/redi alel. Svaka alel-specifi¢na proba u komercijalnom
TagMan® eseju obelezena je specificnom fluorescentnom bojom na 5 kraju. O¢itavanjem
fluorescentnog signala specifi¢nih fluorofora (VIC i/ili FAM), dolazi do formiranja tri
diskretna klastera koji ¢e biti definisani kao: homozigot za ¢es¢i alel, homozigot za redi alel
i heterozigot. Za genotipizaciju ciljnih varijanti primenjene su komponente reakcione
smeSe i temperaturni profil PCR reakcija prema instrukcijama proizvodaca
(https:/ /www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https%3A %2F % 2Fassets.thermofisher.com % 2FTFS-

Assets %2FLSG % 2Fmanuals % 2FMAN0009593_TagManSNP_UG.pdf;
Applied Biosystems - Thermo Fisher Scientific).

KoriSc¢eni reagensi:

— komercijalni setovi amplimera i alel-specificnih proba za genotipizaciju,
TagMan® SNP Genotyping Assay (40x): C___1328079_10 (rs7799039),
C___8722581_10 (rs1137101) i C__1643192_20 (rs8192678) (Applied
Biosystems - Thermo Fisher Scientific) (Tabela M1)

— ostale komponente reakcije: TagMan® Genotyping Master Mix (2x) (sadrzi
AmpliTaq Gold® DNK polimerazu, pufer, dNTP miks, pasivnu referencu
Rox) (Applied Biosystems - Thermo Fisher Scientific)
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Tabela M1. Karakteristike koris¢enih komercijalnih alel-specifi¢nih TagMan® eseja

Gen, varijanta Ciljna sekvenca za vezivanje alel-specifi¢ne probe
(redi alel) [Boja koja obelezava alel-specifiénu probu]
Oznaka eseja {Lokacija ciljnog nukleotida na osnovu GRCh38 verzije}
TTGTTTTGTTTTGCGACAGGGTTGC[A/G]CTGATCCTCC
LEP, xs7799039 (A)  cGcercagTeTeccT
C__1328079_10 [VIC/FAM]

{Hromozom 7: 128238730}
ATCACATCTGGTGGAGTAATTTTCCIA/G]JGTCACCTCTA
LEPR, rs1137101 (G) ATGTCAGTTCAGCCC
C__ 8722581_10 [VIC/FAM]
{Hromozom 1: 65592830}
CTGAAATCACTGTCCCTCAGTTCACIC/T]GGTCTTGTCT
PGC1A, rs8192678 (A) GCTTCGTCGTCAAAA
C__ 1643192_20 [VIC/FAM]
{Hromozom 4: 23814039}

3.2.4. Izdvajanje PML iz pune krvi

Za analizu relativnih nivoa transkripcije (iRNK) ciljnih gena, od svakog ispitanika koji
je ukljuc¢en u ovaj deo studije uzet je uzorak od 3 mL pune krvi iz kubitalne vene, sa
antikoagulansom EDTA, iz kojeg su u periodu od oko 30 minuta od uzorkovanja izdvojeni
PML za ekstrakciju ukupne RNK i naknadne eksperimentalne procedure.

Metoda separacije mononuklearnih leukocita centrifugiranjem u gradijentu gustine
zasniva se na primeni separacionog medijuma (Lymphocyte Separation Medium, LSM
1077, PAA), koji sadrzi polisaharidni agens (polimer sukroze) kao osnovnu komponentu
za agregaciju eritrocita, a zbog male viskoznosti je pogodan za izdvajanje mononukleara iz
pune krvi pri malim brzinama centrifugiranja. Diferencijalna migracija celija krvi kroz
separacioni medijum rezultuje formiranjem vidljivih agregata celija u slojevima, prema
njihovoj gustini. Ova metoda obezbeduje prinos oko 60% od ukupnog broja mononukleara
iz uzorka pune krvi, §to iznosi oko 1,5 x 10¢/1 mL krvi.

Postupak:

1. Zapremina uzorka pune krvi razblazena je fizioloskim rastvorom (0,9% NaCl), u
odnosu 1:1.

2. U epruvetu u koju je prethodno sipano 3 mL LSM dodato je razblaZenje krvi,

lagano uz zid epruvete, kako bi se izbeglo mesanje dve faze.

Uzorak je centrifugiran 20 minuta na sobnoj temperaturi, 800 g.

4. Nakon centrifugiranja, PML su bili vidljivi kao beli prsten u interfazi, koja je
izdvojena Pasterovom pipetom i sipana u novu epruvetu.

5. Izdvojeni PML pomeSani su sa 6 mL fizioloskog rastvora i
staloZeni centrifugiranjem 10 minuta na sobnoj temperaturi, 250 g, nakon cega je
odliven fizioloski rastvor.

»
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3.2.5. Ekstrakcija ukupne RNK iz PML

Po izdvajanju PML (limfocita i monocita) iz pune krvi, ekstrahovana je ukupna éelijska
RNK koris¢enjem reagensa TRI Reagent Solution® prema protokolu proizvodaca
(Ambion, Austin, USA). Ovaj reagens predstavlja pripremljenu smeSu za izvodenje
modifikovane metode ekstrakcije RNK po autorima Chomczynski i Sacchi (Chomczynski i
Sacchi, 1987).

Postupak:

1. U epruvetu sa talogom PML sipan je 1 mL reagensa TRI Reagent Solution. Talog je

resuspendovan i sadrZaj prebacen u mikroepruvetu zapremine 1,5 mL.

Smesa je inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi (dolazi do lize celija).

Nakon inkubacije dodato je 200 pL hloroforma.

Smesa je energi¢no promesana i inkubirana 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Smesa je zatim centrifugirana 15 minuta na 4°C, 12000 g. Vodena (gornja) faza, koja

sadrzi RNK, prebacena je u novu mikroepruvetu.

6. Dodato je 500 pL izopropanola, kratko vorteksovano i inkubirano 10 minuta na
sobnoj temperaturi.

7. Uzorak je centrifugiran 8 min na 4°C, 12000 g. Nakon centrifugiranja, RNK je
staloZena na dnu mikroepruvete (vidljiva kao beli talog).

8. Odliven je supernatant i talog RNK ispran dodavanjem 1 mL 75% etanola
(apsolutni etanol razblazen komercijalno dostupnom vodom bez ribonukleaza).

9. Uzorak je centrifugiran 5 min na 4°C, 7500 g.

10. Nastavkom mikropipete uklonjen je sav alkohol i RNK osusena u termobloku, oko
20 minuta na 37°C.

11. Osusena RNK rastvorena je u 25 pL Ambion® vode bez nukleaza, inkubacijom 10
minuta na 60°C.

12. Uzorci rastvorene RNK ¢uvani su na -70°C do dalje upotrebe.

AR

3.2.6. Kvantitativna i kvalitativna provera ekstrahovane RNK

Provera cistoce i odredivanje koncentracije ekstrahovane ukupne celijske RNK
uradena je spektrofotometrijskom metodom, na aparatu NanoDrop® ND-1000. Za
utvrdivanje ¢istoce uzoraka odredivana je apsorbancija RNK na 230 nm, 260 nm i 280 nm.
Cisto¢a ekstrahovanih uzoraka je bila u okviru preporucenog referentnog opsega odnosa
A60/230 1 Aneo/2s0 (1,8-2,0). Izmerena koncentracija uzoraka RNK je izrazena u ng/pL.

3.2.7. Tretman ekstrahovane RNK dezoksiribonukleazom I

U cilju uklanjanja jednolancanih i dvolancanih molekula DNK, uzorci ekstrahovane
RNK su tretirani dezoksiribonukleazom I (DNKaza I). To je endonukleaza aktivna u
prisustvu jona Mg?*, koja katalizuje reakciju hidrolize fosfodiestarskih veza duz lanca

24



DNK, nespecifi¢no, vrseci digestiju jednolan¢anih i dvolancanih molekula DNK. Reakcija
je izvedena prema protokolu proizvodaca (https://www.thermofisher.com/document-
connect/document-connect.html?url=https %3 A %2F %2Fassets.thermofisher.com %2FTFS-
Assets %2FLSG %2Fmanuals %2FMAN0012000_DNase_I_RNasefree_1Uul_UG.pdf;
Thermo Fisher Scientific, USA).

Koriséeni reagensi:

— dezoksiribonukleaza I, DNAsel (DNKaza I) (Thermo Fisher Scientific)

— 10 x DNAsel reakcioni pufer sa MgCl, (100 mM Tris-HCI (pH 7,5 na 25 °C),
25 mM MgCl,, 1 mM CaCl,) (Thermo Fisher Scientific)

— 25 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific)

— voda bez ribonukleaza (Ambion®)

3.2.8. Reverzna transkripcija uzoraka RNK

Nakon pripreme uzoraka RNK, tako da zadovolje odgovarajuce kriterijume
(adekvatna koncentracija i ¢istoéa RNK, uraden tretman DNKazom I), izvedena je
reverzna transkripcija (RT) poli(A)+ frakcije ukupne RNK iz PML. Ova reakcija je uradena
sa ulaznom koli¢cinom ukupne RNK od 1 pg, primenom oligo-dTis amplimera, dNTP
miksa i enzima RevertAid reverzne transkriptaze (Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lithuania). Reakcija je izvedena prema protokolu proizvodaca
(https:/ / www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https%3A %2F % 2Fassets.thermofisher.com %2FTFS-

Assets %2FLSG %2Fmanuals % 2FMAN0012955_RevertAid_RT_UG.pdf; Thermo Fisher
Scientific, USA).

KoriSc¢eni reagensi:

— amplimer, Oligo(dT)1s (0,5 ng/pL) (Thermo Fisher Scientific)

— smesa dNTP-ova, dNTP mix (10 mM) (Thermo Fisher Scientific)

— inhibitor ribonukleaza, RiboLock (40 U/ L) (Thermo Fisher Scientific)

— reakcioni pufer, 5x RT Buffer (Thermo Fisher Scientific)

— reverzna transkriptaza, RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/puL)
(Thermo Fisher Scientific)

— voda bez ribonukleaza (Ambion®)

3.2.9. Odredivanje relativnih nivoa LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a iRNK u PML
metodom qPCR

Zahvaljujuci visokoj osetljivosti, specifi¢nosti i pouzdanosti, RT-qPCR predstavlja
jednu od najcesce koris¢enih metoda za kvantifikaciju genskih transkripata (iRNK) na
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osnovu kvantifikacije njima odgovaraju¢ih komplementarnih ¢cDNK. Za odredivanje
relativnih nivoa LEP, LEPR, PGCIA, SOD2 i TNF-a iRNK koris¢eni su komercijalni
TagMan® eseji, a qPCR reakcije su izvedene prema uputstvu iz protokola proizvodaca
(https:/ /assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/4333458_GeneEx_sgltube_UG.pdf; Applied Biosystems - Thermo
Fisher Scientific, USA). Zbog Sirokog dinamickog opsega qPCR metode i radi
kompenzacije varijabilnosti koja moZe nastati tokom procedura obrade uzoraka koje
prethode izvodenju qPCR, ova metoda zahteva da se u analizu uklju¢i odgovarajuci
referentni gen (endogena kontrola) u odnosu na koji ¢e se uraditi normalizacija podataka
pri generisanju rezultata ekspresije iRNK ciljnih gena. Kao endogena kontrola koris¢ena je
peptidilprolilna izomeraza A (engl. Peptidylprolyl Isomerase A, PPIA) poznata i pod
imenom ciklofilin A. Karakteristike svih TagMan® eseja koris¢enih za relativnu
kvantifikaciju ciljnih genskih transkripata prikazane su u Tabeli M2.

Svaki TagMan® esej ¢ini par oligonukleotidnih amplimera i jedna TagMan® MGB
proba koja je na svom 5" kraju obelezena fluorescentnom bojom i dizajnirana je tako da
hibridizuje sa ciljnom sekvencom izmedu mesta vezivanja dva specificna amplimera.
Tokom ¢itavog trajanja reakcije, prikupljaju se podaci o intenzitetu detektovanog
fluorescentnog signala u svakom ciklusu PCR. U trenutku kada reakcija ude u
eksponencijalnu fazu, prvi put se detektuje amplifikacija ciljne sekvence i definise se
“threshold cycle” (Ct) kao ciklus PCR u kome intenzitet fluorescencije koji poti¢e od
amplifikovane sekvence postane veci od pozadinske fluorescencije. U ovoj analizi, Ct je
automatski odredivan u SDS softveru (v1.4.0) (Applied Biosystems - Thermo Fisher
Scientific, USA) i dalje koris¢en u matematickoj formuli za preciznu kvantifikaciju ciljne
cDNK tj. iRNK. Nivo transkripcije ciljnog gena u svakom ispitivanom uzorku je
normalizovan na nivo transkripcije endogene kontrole.

Endogena kontrola koju smo koristili za normalizaciju nivoa transkripcije ciljnih
gena odabrana je na osnovu utvrdivanja najstabilnije eksprimiranosti unutar i izmedu
ispitivanih ciljnih grupa, kontrola i pacijenata, uz pomo¢ kompjuterskog programa
NormFinder v19 (Excel add-in NormFinder.xla)
(https:/ /moma.dk/files/ Normfinder %20documentation-v20.pdf). Na osnovu navedenog
kriterijuma, od potencijalnih endogenih kontrola koje su ispitane odabrana je PPIA.

KoriSc¢eni reagensi:

— komercijalni eseji za kvantifikaciju nivoa iRNK, TagMan® Gene Expression
Assay (20x): Hs00174877_m1 (za LEP), Hs00174497_m1 (za LEPR),
Hs01016719_m1 (za PGC1A), Hs00167309_m1 (za SOD?2), Hs00174128 m1
(za TNF-a) i Hs99999904_m1 (za PPIA) (Applied Biosystems - Thermo Fisher
Scientific, USA) (Tabela M2)

— ostale komponente reakcije: TagMan® Gene Expression Master Mix (2x)
(sadrzi AmpliTaq Gold® DNK polimerazu, uracil-DNK glikozilazu, pufer,
dNTP miks sa dUTP, pasivnu referencu Rox) (Applied Biosystems - Thermo
Fisher Scientific, USA)
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Tabela M2. TagMan® eseji koriSéeni za kvantifikaciju nivoa ispitivanih iRNK

DuZina sekvence

i i Pozicija

Gen Esej NCBI pristupni b " b] obuhvacene

sekvence transkripta probe ..
(egzoni) amplimerima (bp)

LEP Hs00174877_m1 NM_000230.2 2-3 74
LEPR Hs00174497_m1 NM_001003679.3 6-7 111
PGC1A  Hs01016719_ml NM_013261.3 10-11 74
SOD2 Hs00167309_m1 NM_000636.3 4-5 67
TNF-a Hs00174128_m1 NM_000594.3 3-4 80
PPIA Hs99999904_m1 NM_001300981.1 5-5 98

Relativni nivoi iRNK ciljnih gena odredeni su za svaki ispitani uzorak pacijenata i
kontrola, prema formuli (Zimmermann i sar., 2003):

MNE = (E endogena kontrol a)srCt endogena kontrola / (Eciljni gen)srCt ciljni gen_

MNE (engl. Mean Normalized Expression) - srednja normalizovana ekspresija ciljnog gena u
pojedina¢nom uzorku, E - efikasnost PCR amplifikacije endogene kontrole/ciljnog gena,
srCt - srednja Ct vrednost duplikata pojedina¢nog uzorka pri amplifikaciji endogene
kontrole/ciljnog gena.

Komercijalni TagMan® eseji obezbeduju 100% efikasnosti amplifikacije tj. Eendogena kontrola =
Eciljni gen = 2 (Applied Biosystems), tako da gornja formula postaje:

MNE = 2srCt endogena kontrola / 2srCt ciljni gen =
2 (srCt endogena kontrola - srCt ciljni gen) = 2~(srCt ciljni gen - srCt endogena kontrola) = 2-dCt

Razlika u relativnom nivou iRNK ciljnog gena izmedu grupa uzoraka predstavljena je kao
stepen promene (engl. Fold Change, FC), koji izrazava koliko je puta nivo iRNK u
ispitivanoj grupi veéi/ manji u odnosu na nivo u referentnoj grupi.

3.2.10. Izdvajanje plazme iz periferne krvi

Iz uzoraka periferne venske krvi (3 mL), prikupljenih sa antikoagulansom EDTA,
izdvojena je plazma, centrifugiranjem na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta na
1000 g, u periodu najduze 30 minuta od trenutka uzorkovanja krvi. Uzorci plazme su
¢uvani na -70° C do dalje upotrebe.
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3.2.11. Kvantifikacija nivoa LEP u plazmi metodom ELISA

Odredivanje koncentracije LEP u plazmi (pLEP) uradeno je “sendvi¢” ELISA
metodom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), uz upotrebu komercijalnog kit-a
Quantikine® ELISA Human Leptin Immunoassay, prema protokolu proizvodaca
(https:/ /resources.rndsystems.com/ pdfs/datasheets/dlp00.pdf?v=20210319; R&D
Sistems, Inc., Minneapolis, MN, USA). U “sendvi¢” ELISA-i angazovana su dva antitela
koja se specificno vezuju za razli¢ite epitope ciljnog antigena. Odredena koli¢ina
primarnog antitela je vezana za povrsinu mikrotitarske ploce. Uzorci koji sadrze antigen
nepoznate koncentracije, u ovom slucaju pLEP, kao i serija rastvora standarda sa poznatim
koncentracijama LEP (na osnovu kojih se konstruise standardna kriva za ocitavanje
nepoznatih koncentracija pLEP u uzorcima koje merimo) su sipani u bunare mikrotitarske
ploce i tako je omoguceno vezivanje antigena (LEP) za primarno antitelo. Zatim je u
bunare dodato sekundarno antitelo kovalentno kuplovano sa enzimom, a kvantifikacija
antigena (LEP) je omogucena spektrofotometrijskim merenjem opti¢ke gustine, na osnovu
intenziteta razvijene boje koja reflektuje stopu enzimske konverzije odgovarajuceg,
prethodno dodatog, supstrata u obojeni produkt. Merenje opticke gustine uradeno je
primenom spektrofotometra Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2 Microplate Reader
(PerkinElmer, Inc., Valtham, MA, USA), na talasnoj duzini 450 nm sa korekcijom na 540
nm. Opticka gustina je oc¢itana za svaki standard i uzorak, u duplikatu. Srednja vrednost
ocitane opticke gustine duplikata je koris¢ena za odredivanje koncentracije pLEP (ng/mL),
na osnovu konstruisane petoparametarske logisticke (5 PL) standardne krive (My Assays:
Online data analysis; http:/ /www.myassays.com/fiveparameter-logistic-curve.assay).

3.2.12. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka uradena je upotrebom programskog paketa Statistica 8.0
(StatSoft, Inc. 2007). Razlike u distribuciji kategorijskih varijabli, uklju¢ujuci ucestalosti
genotipova i alela ispitivanih varijanti, izmedu kontrola i pacijenata i izmedu podgrupa
pacijenata sa razli¢itim tokom bolesti, kao i odstupanja od Hardy-Weinberg-ove
ravnoteze, procenjeni su x> testom. Kao mera jacine asocijacije izmedu genskih varijanti i
rizika za nastanak MS/toka MS, koris¢en je odnos Sansi (engl. Odds Ratio, OR) sa
intervalom pouzdanosti od 95% (engl. Confidence Interval, CI). Kontinualne varijable koje
su analizirane u ovoj studiji obuhvataju antropometrijske parametre (starost i BMI),
klinicke parametre (trajanje bolesti, EDSS i MSSS) i kvantifikovane nivoe ciljnih
molekularnih komponenata (iRNK u PML i pLEP). Normalnost distribucije kontinualnih
varijabli ispitana je Shapiro-Wilk W testom. Za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli
koje su imale normalnu raspodelu, izmedu ispitivanih grupa uzoraka, koriséeni su T-test i
Analiza varijanse (ANOVA), dok su za poredenje vrednosti varijabli koje nisu u normalnoj
raspodeli koris¢eni Mann-Whitney U test i Kruskal-Wallis test. Pre primene ANOVA testa,
uraden je Levene-ov test jednakosti varijasi. U analizi korelacija, meduzavisnost
kontinualnih varijabli iskazana je Pearson-ovim koeficijentom korelacije (r). Za ispitivanje
interakcije varijabli koris¢ena je Faktorijalna ANOVA. Da bi se procenili efekti jedne ili
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vise prediktorskih varijabli uklju¢enih u odgovaraju¢i model, na nastanak bolesti,
primenjena je prosta ili viSestruka logisticka regresija. Kod viSestrukih poredenja,
prezentovani rezultati korigovani su na viSestruko testiranje primenom Benjamini-
Hochberg ili FDR (engl. False Discovery Rate) metode, u p.adjust funkciji softverskog
paketa The R Stats Package (Stats v3.6.2), i korigovane P vrednosti su prikazane kao Pagj. U
svim statistickim testovima, vrednosti P tj. Pagj (ukoliko je radena korekcija na visestruko
testiranje) < 0,05 smatrane su statisti¢ki znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivanih grupa ukljucenih u analizu asocijacije varijanti u genima
LEP, LEPR i PGC1A sa nastankom i klinickim tokom MS

U Tabeli R1 (modifikovano, iz Koli¢ i sar., 2021) predstavljene su osnovne
karakteristike kontrola i pacijenata, koji su ucestvovali u analizi asocijacije ciljnih genskih
varijanti sa nastankom i klinickim tokom MS. Veca starost kontrolne grupe smanjuje
verovatnocu kasnije dijagnoze MS, dok je razlika u starosti RR i SP pacijenata oc¢ekivana,
kako napredovanje bolesti tece iz RR u SP formu. Samim tim je ocekivana i razlika u
parametrima: trajanje bolesti, EDSS i MSSS, izmedu ove dve grupe pacijenata. I medu
kontrolama i medu pacijentima, Zene su brojnije od muskaraca.

4.2. Asocijacija varijanti u genima LEP, LEPR i PGC1A sa nastankom i klinickim tokom
MS

Distribucija genotipova ispitivanih varijanti (LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i
PGC1A rs8192678) u grupi kontrola nije odstupala od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze (x?
test: PLep = 0,10, Prepr = 0,79 i Ppccia = 0,65). U Tabeli R2 (Koli¢ i sar., 2021) predstavljena
je distribucija ucestalosti genotipova/alela u ispitivanim grupama kontrola i pacijenata.
Nakon korigovanja rezultata na viSestruko testiranje, ni jedna varijanta nije pokazala
znacajno razli¢itu distribuciju genotipova/alela izmedu pacijenata sa MS i kontrola (Pb.g; >
0,05). Prikazani odnosi $ansi sa intervalima poverenja (OR (95% CI)) rezultat su ispitivanja
povezanosti genotipova sa nastankom MS po kodominantnom genetickom modelu
(Tabela R2). Ucestalosti genotipova i alela ispitivanih varijanti nisu znacajno razlicite
izmedu pacijenata sa razli¢itim tokom bolesti, RR i SP (Tabela R3) (Koli¢ i sar., 2021).
Analizom sve tri ispitivane varijante, testom visestruke logisticke regresije, utvrden je
povisen rizik za nastanak bolesti kod nosilaca redeg alela, A, varijante PGC1A rs8192678,
OR (95% CI) = 1,32 (1,01-1,73), P = 0,04, Tabela R4 (Koli¢ i sar., 2021).

Nije nadena polno-specifi¢na asocijacija ni jedne od ispitivanih varijanti sa rizikom
za nastanak MS niti sa tokom bolesti. Kod muskaraca je utvrdena tendencija povecane
frekvencije genotipova koji nose redi alel, G, varijante LEPR rs1137101 medu pacijentima
sa RR tokom bolesti, u poredenju sa ispitanicima kontrolne grupe: AA = 22,5%, GG + AG
=77,5% naspram AA =32,1%, GG + AG = 67,9% (prosta logisticka regresija, OR (95% CI)
=1,27 (1,01-1,61), P = 0,04, Pagj = 0,08) (Grafik R1), medutim, nije bilo znacajne interakcije
pol-genotip (Faktorijalna ANOVA, P > 0,05).
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4.3. Asocijacija varijanti u genima LEP, LEPR i PGCI1A sa klinickim pokazateljem
progresije MS

U ispitivanoj grupi pacijenata sa MS utvrdeno je da nema znacajne asocijacije izmedu
ciljnih genskih varijanti i vrednosti klinickog pokazatelja progresije bolesti, MSSS (Grafik
R2). Medutim, pokazano je da muskarci nosioci redeg alela, G, varijante LEPR rs1137101
imaju znacajno vise vrednosti MSSS parametra od muskaraca sa genotipom AA (GG + AG
= 5,38 (0,64-9,88) naspram AA = 4,27 (0,78-9,63); Mann-Whitney U test, P = 0,01, Pagj =
0,03; Grafik R3 A (Koli¢ i sar., 2021)), dok nema znacajne asocijacije varijante rs1137101 sa
MSSS, po istom genetickom modelu, kod pacijenata Zenskog pola (GG + AG = 4,86
(0,13-9,63) naspram AA = 4,82 (0,45-9,82); Mann-Whitney U test, P = 0,42; Grafik R3 B).
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Tabela R1. Karakteristike kontrolne grupe i grupe pacijenata, u okviru kojih je ispitana asocijacija genskih varijanti sa
nastankom i klinickim tokom MS

Pacijenti sa MS RR MS SP MS
Kontrole
_ (RR+SP) P n =441 n=_87 P1

n =429

n = 528

Zene/
muskarci 237/192 318,210 0,132 266/175 52/35 0,95
(broj)
Starost (godine) 40,0 (16,0-80,0) 38,0 (160-71,0)  <0,001> 36,0 (160-63,0)  450(23,0-71,0) <0,001b
Trajanje bolesti
(godine) - 6,0 (0,1 - 35,0) - 5,0 (0,1 - 30,0) 12,0 2,0-350)  <0,001°
EDSS - 3,0 (1,0 - 9,0) - 2,5 (1,0 - 7,0) 6,0(2,0-90)  <0,001b
MSSS - 4,9 (0,1 -9,9) - 4,3 (0,1-9,7) 70(1,7-99)  <0,001°

Vrednosti kontinualnih parametara su prikazane kao medijana (minimum-maksimum); n - broj kontrola/ pacijenata; RR MS — relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; SP MS — sekundarno progresivni tok multiple skleroze; EDSS - (engl. expanded disability status scale)
klinicki parametar stepena invaliditeta kod pacijenata sa MS; MSSS - (engl. multiple sclerosis severity score) klini¢ki parametar progresije
bolesti; P vrednosti (poredenja): P - pacijenti sa MS vs kontrole, P1 - SP MS vs RR MS; 2 ¥2 test, P Mann-Whitney U test; znacajna razlika

za vrednosti P < 0,05.
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Tabela R2. Frekvencije genotipova i alela varijanti u LEP, LEPR i PGC1A u kontrolnoj grupi i u grupi pacijenata sa MS (RR+SP)

Gen Hrom. N . 0 b b ..
Varijanta lokacija Kontrole MS pacijenti P OR (95% CI) P Pb .q;
LEP 7932.1 Genotip GG 153 (37%) 171 (33%) 1,00
rs7799039G>A GA 184 (44%) 228 (45%) 031 1,11 (0,82-1,48) 0,49 0,59
AA 78 (19%) 114 (22%) ’ 1,32 (0,92-1,90) 0,13 0,34
Alel G 0,59 0,55 1,00
A 0,41 0,45 1,15 (0,96-1,39) 0,13
LEPR 1p31.3 Genotip AA 141 (34%) 155 (29%) 1,00
rs1137101A>G AG 203 (48%) 266 (50%) 036 1,20 (0,89-1,60) 0,23 0,34
GG 77 (18%) 107 (21%) ’ 1,26 (0,87-1,83) 0,22 0,34
Alel A 0,58 0,54 1,00
G 0,42 0,46 1,13 (0,94-1,36) 0,18
PGC1A 4p15.2 Genotip GG 166 (38%) 228 (44%) 1,00
rs8192678G>A GA 205 (48%) 206 (40%) 0.06 0,73 (0,55-0,96) 0,02 0,12
AA 58 (14%) 80 (16%) ’ 1,00 (0,82-1,22) 0,98 0,98
Alel G 0,62 0,64 1,00
A 0,38 0,36 0,92 (0,76-1,11) 0,42

RR MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; SP MS — sekundarno progresivni tok multiple skleroze; OR - (engl. odds ratio) odnos
Sansi; CI - (engl. confidence interval) interval poverenja; 2 x2 test, b Prosta logisticka regresija, Paqj P vrednosti proste logisticke regresije
nakon Benjamini-Hochberg korekcije na viSestruko testiranje; Pagj < 0,05 vrednosti su smatrane znacajnim. (Uspe$no genotipizovano: 415
kontrola i 513 pacijenata sa MS za LEP rs7799039; 421 kontrola i 528 pacijenata sa MS za LEPR rs1137101; 429 kontrola i 514 pacijenata sa
MS za PGCIA rs8192678.) Tabela objavljena na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2021.
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Tabela R3. Frekvencije genotipova i alela varijanti u LEP, LEPR i PGC1A kod pacijenata sa razli¢itim klinickim tokom MS

Gen Hrom. RR MS SPMS pa OR (95% CI) pb
Varijanta lokacija pacijenti pacijenti
LEP 7932.1 Genotip GG 140 (33%) 31 (36%) 1,00
rs7799039G>A GA 197 (46%) 32 (38%) 0.36 0,74 (0,43-1,27) 0,27
AA 91 (21%) 22 (26%) ' 1,09 (0,59-2,01) 0,78
Alel G 0,56 0,55 1,00
A 0,44 0,45 1,04 (0,92-1,73) 0,15
LEPR 1p31.3 Genotip AA 129 (29%) 26 (30%) 1,00
rs1137101A>G AG 219 (50%) 47 (54%) 0,54 1,06 (0,63-1,82) 0,80
GG 93 (21%) 14 (16%) 0,75 (0,36-1,53) 0,42
Alel A 0,54 0,57 1,00
G 0,46 0,43 0,89 (0,64-1,24) 0,50
PGC1A 4p15.2 Genotip GG 188 (44 %) 39 (46%) 1,00
rs8192678G>A GA 176 (40%) 31 (36%) 0,71 0,85 (0,51-1,42) 0,54
AA 65 (16%) 15 (18%) 1,11 (0,57-2,16) 0,75
Alel G 0,63 0,59 1,00
A 0,37 0,41 1,16 (0,82-1,62) 0,40

RR MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; SP MS - sekundarno progresivni tok multiple skleroze; OR - (engl. odds ratio) odnos
Sansi; CI - (engl. confidence interval) interval poverenja; @ x2 test, P Prosta logisticka regresija; P < 0,05 vrednosti su smatrane znacajnim.
(Uspesno genotipizovano: 428 RR MS i 85 SP MS pacijenata za LEP rs7799039; 441 RR MS i 87 SP MS pacijenata za LEPR rs1137101; 429
RR MS i 85 SP MS pacijenata za PGCIA rs8192678.) Tabela objavljena na engleskom jeziku u dodatnom materijalu Koli¢ i sar., 2021.
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Tabela R4. Analiza ucestalosti genotipova varijanti u LEP, LEPR i PGCIA kod

pacijenata sa MS (RR MS + SP MS), u odnosu na kontrole, primenom visestruke
logisticke regresije

Dominantni geneticki model OR (95% CI) P
LEP rs7799039G>A 1,20 (0,91-1,58) 0,21
AA+GA vs GG

LEPR rs1137101A>G 0,79 (0,60-1,06) 0,11
GG+AGvs AA

PGC1A rs8192678G>A 1,32 (1,01-1,73) 0,04
AA+GA vs GG

RR MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; SP MS — sekundarno progresivni tok
multiple skleroze; OR - (engl. odds ratio) odnos $ansi; CI - (engl. confidence interval) interval
poverenja; P < 0,05 vrednosti su smatrane znacajnim. (Model visestruke logisticke regresije
je obuhvatio 496 pacijenata i 403 kontrolna ispitanika.) Tabela objavljena na engleskom
jeziku u Koli¢ i sar., 2021.
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Grafik R1. Distribucija genotipova varijante LEPR rs1137101, po dominantnom
genetickom modelu, medu kontrolama i pacijentima sa relapsno-remitentnim
tokom bolesti (RR MS), muskog pola. RR MS (n = 208) u odnosu na kontrole (n =
186): GG+AG naspram AA, OR (95% CI) = 1,27 (1,01-1,61), P = 0,04, Pa.g; = 0,08;
statisticka znacajnost pri Pagj < 0,05.
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Grafik R2. Distribucija vrednosti klinickog pokazatelja progresije bolesti, MSSS,
po dominantnom genetickom modelu za ciljne genske varijante, kod pacijenata sa
MS (RR i SP). A) LEP rs7799039: AA + GA (4,96 (0,13 — 9,88); n = 342) naspram GG
(4,82 (0,67 — 9,68); n=171), P = 0,51; B) LEPR rs1137101: GG + AG (5,03 (0,13 — 9,88); n
= 377) naspram AA (4,74 (045 — 9,83); n = 151), P = 0,86; C) PGCIA rs8192678: AA +
GA (5,23 (0,45 - 9,79); n = 280) naspram GG (4,82 (0,13 — 9,88); n = 234), P = 0,43.
Vrednosti MSSS parametra su prikazane kao medijana (minimum-maksimum). RR
MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; SP MS — sekundarno progresivni tok
multiple skleroze; MSSS - (engl. multiple sclerosis severity score) klinicki parametar
progresije bolesti. P (Pagj) < 0,05 vrednosti su smatrane znac¢ajnim.
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Grafik R3. Efekat varijante LEPR rs1137101, po dominantnom genetickom modelu,
na nivo MSSS parametra kod pacijenata sa MS (RR + SP): A) muskog pola - GG +
AG (5,38 (0,64-9,88); n = 147) naspram AA (4,27 (0,78-9,63); n = 49), P = 0,01, Pagj =
0,03 (grafik objavljen na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2021); B) zenskog pola — GG +
AG (4,86 (0,13-9,63); n = 208) naspram AA (4,82 (0,45-9,82); n = 93), P = 0,42.
Vrednosti MSSS parametra su prikazane kao medijana (minimum-maksimum). RR
MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; SP MS — sekundarno progresivni tok
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multiple skleroze; MSSS - (engl. multiple sclerosis severity score) klini¢ki parametar
progresije bolesti; * — statisticka znacajnost za Pagj < 0,05.

4.4. Analiza relativnih nivoa LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a iRNK u PML i nivoa
pLEP, u kontrolnoj i grupi pacijenata sa RR tokom MS

Analiza nivoa transkripcije ciljnih gena u PML i nivoa pLEP, u okviru koje su ispitani i
efekti varijanti LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGCI1A rs8192678, obuhvatila je grupe od
62 kontrole i 64 pacijenta sa RR tokom MS (14 u relapsu i 50 u remisiji), ¢ije su
karakteristike prikazane u Tabeli R5 (modifikovano, iz Koli¢ i sar., 2020). Nije bilo
znacajne razlike izmedu pacijenata i kontrola u pogledu odnosa broja Zena i muskaraca,
starosti, indeksa telesne mase, kao ni izmerenih nivoa pLEP (Tabela R5).

Tabela R5. Osnovne karakteristike kontrolne grupe i pacijenata sa RR MS, uklju¢enih u
analizu relativne ekspresije iRNK ciljnih gena u PML i nivoa pLEP.

Kontrole RR MS pacijenti

n =62 n =64 P
Zene/muskarci .
(broj) 36/26 35/29 0,70
Starost (godine) 37,0 (25,0 - 64,0) 39,0 (21,0 - 61,0) 0,05b
BMI (kg/m?) 24,3 (18,4 - 32,9) 22,9 (17,2 -34,4) 0,22b
pLEP (ng/mL) 54 (0,2 -40,2) 6,8 (0,8 - 37,4) 0,290
Trajanje bolesti
(godine) - 6,5 (1,0 - 19,0) -
EDSS - 2,5(1,0-6,0) -
MSSS - 4,3(0,5-9,3) -

Vrednosti kontinualnih parametara su prikazane kao medijana (minimum-maksimum); n
- broj kontrola/pacijenata; RR MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze; BMI -
(engl. body mass index) indeks telesne mase; pLEP — leptin u plazmi; EDSS - (engl. expanded
disability status scale) klinicki parametar stepena invaliditeta; MSSS - (engl. multiple sclerosis
severity score) klinicki parametar progresije bolesti; 2 x? test, ® Mann-Whitney U test.
Znacajna razlika za vrednosti P < 0,05.

U grupi pacijenata sa RR MS, u poredenju sa kontrolama, relativni nivo LEP iRNK je
znacajno povisen (FC = 1,42, Mann-Whitney U test, P = 0,01) (Grafik R4), dok su nivoi
LEPR i PGC1A iRNK znacajno snizeni (FC = 0,68, Mann-Whitney U test, P = 0,001 (Grafik
R5) i FC = 0,71, Mann-Whitney U test, P = 0,04 (Grafik R6)) (Koli¢ i sar., 2020). Nema
znacajnih razlika u ekspresiji SOD2 i TNF-a iRNK izmedu pacijenata i kontrola (Mann-
Whitney U test, P = 0,22 (Grafik R7) i P = 0,75 (Grafik R8)).
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Izmedu pacijenata koji su u razli¢itim fazama bolesti (relaps i remisija) nisu utvrdene
znacajne razlike u relativnim nivoima transkripcije LEP (Mann-Whitney U test, P = 0,41),
LEPR (Mann-Whitney U test, P = 0,29), PGCIA (Mann-Whitney U test, P = 0,31), SOD2
(Mann-Whitney U test, P = 0,45) niti TNF-a (Mann-Whitney U test, P = 0,20), kao ni razlika
u nivou pLEP (Mann-Whitney U test, P = 0,50). U odnosu na pol, nije utvrdena razlika u
nivou pLEP u grupi kontrola (Mann-Whitney U test, P = 0,10), dok razlika nivoa pLEP
postoji izmedu Zena i muskaraca pacijenata sa RR MS (Zene: 7,9 (0,8-37,4) ng/mL,
muskarci: 5,2 (0,7-19,4) ng/mL; Mann-Whitney U test, P = 0,02) (Koli¢ i sar., 2020).
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Grafik R4. Relativni nivoi LEP iRNK u grupi pacijenata sa RR MS (n = 64), u
odnosu na kontrole (n = 62). FC =1,42; P = 0,01. Za ciljni gen, relativni nivoi iRNK su
normalizovani u odnosu na endogenu kontrolu (PPIA). Za svaku grupu, rezultati su
predstavljeni kao tackasti grafik sa srednjim relativnim nivoom iRNK (srednja
vrednost 274Ct) + SD; FC - stepen promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; * oznacava znacajnu razliku za P < 0,05. Grafik
objavljen na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2020.
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Grafik R5. Relativni nivoi LEPR iRNK u grupi pacijenata sa RR MS (n = 64), u
odnosu na kontrole (n = 62). FC = 0,68; P = 0,001. Za ciljni gen, relativni nivoi iRNK su
normalizovani u odnosu na endogenu kontrolu (PPIA). Za svaku grupu, rezultati su
predstavljeni kao tackasti grafik sa srednjim relativnim nivoom iRNK (srednja
vrednost 274Ct) + SD; FC - stepen promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; ** oznacava znacajnu razliku za P < 0,01. Grafik
objavljen na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2020.
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Grafik Ré6. Relativni nivoi PGC1A iRNK u grupi pacijenata sa RR MS (n = 64), u
odnosu na kontrole (n = 62). FC = 0,71; P = 0,04. Za ciljni gen, relativni nivoi iRNK su
normalizovani u odnosu na endogenu kontrolu (PPIA). Za svaku grupu, rezultati su
predstavljeni kao tackasti grafik sa srednjim relativnim nivoom iRNK (srednja
vrednost 274Ct) + SD; FC - stepen promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; * oznacava znacajnu razliku za P < 0,05. Grafik
objavljen na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2020.
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Grafik R7. Relativni nivoi SOD2 iRNK u grupi pacijenata sa RR MS (n = 64), u
odnosu na kontrole (n = 62). FC = 1,06; P = 0,22. Za ciljni gen, relativni nivoi iRNK su
normalizovani u odnosu na endogenu kontrolu (PPIA). Za svaku grupu, rezultati su
predstavljeni kao tackasti grafik sa srednjim relativnim nivoom iRNK (srednja
vrednost 274Ct) + SD; FC - stepen promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; znacajna razlika pri P < 0,05.
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Grafik R8. Relativni nivoi TNF-a iRNK u grupi pacijenata sa RR MS (n = 64), u
odnosu na kontrole (n = 62). FC =1,23; P = 0,75. Za ciljni gen, relativni nivoi iRNK su
normalizovani u odnosu na endogenu kontrolu (PPIA). Za svaku grupu, rezultati su
predstavljeni kao tackasti grafik sa srednjim relativnim nivoom iRNK (srednja
vrednost 274Ct) £ SD; FC - stepen promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-
remitentni tok multiple skleroze; znacajna razlika pri P < 0,05.
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4.5. Korelacije pLEP sa antropometrijskim, klinickim parametrima i relativnim nivoima
LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a iRNK u PML

U korelacionoj analizi, koja je obuhvatila pacijente sa RR MS i kontrole, utvrdena je
znacajna pozitivna korelacija izmedu nivoa pLEP i TNF-a iRNK u grupi pacijenata sa RR
MS (r = 0,38, P = 0,02) (Tabela R6; modifikovano, iz Koli¢ i sar., 2020). Pokazana je i
znacajna pozitivna korelacija nivoa pLEP sa BMI, kako u celim grupama pacijenata sa RR
MS i kontrola (pacijenti: r = 0,64, P = 10-4; kontrole: r = 0,62, P = 0,006) (Tabela R6), tako i
kod Zena i muskaraca u grupi kontrola (zZene: r = 0,75, P = 107; muskarci: r = 043, P =
0,03). Kada je grupa pacijenata podeljena po polu, znacajna korelacija pLEP-BMI
pronadena je iskljuc¢ivo kod Zena (zene: r = 0,74, P = 4x107; muskarci: r = 0,31, P = 0,12).
Takode, pozitivna korelacija je utvrdena i izmedu nivoa LEPR iRNK i MSSS (r = 0,33, P =
0,02) (Tabela R7; modifikovano, iz Koli¢ i sar., 2020).

Tabela R6. Korelacije nivoa pLEP sa relativnim nivoima transkripcije ciljnih gena
(iRNK) i parametrima BMI i MSSS, u ciljnim grupama ispitanika.

Varijabla Kontrole Pacijenti sa RR MS
n = 62 n = 64
r P r P

pLEP

(ng/mL) LEP iRNK -0,07 0,72 -0,09 0,60
LEPR iRNK 0,08 0,67 0,26 0,12
PGC1A iRNK 0,29 0,14 0,03 0,84
SOD2 iRNK 0,13 0,52 0,19 0,26
TNF-a iRNK 0,37 0,05 0,38 0,02
BMI (kg/m?) 0,62 0,006 0,64 104
MSSS - - -0,03 0,87

U korelacionoj analizi koriS¢ene su vrednosti 2-4Ct relativnih nivoa transkripcije gena
(iRNK); n — broj kontrola/pacijenata; RR MS — relapsno-remitentni tok multiple skleroze;
pLEP — leptin u plazmi; BMI - (engl. body mass index) indeks telesne mase; MSSS - (engl.
multiple sclerosis severity score) klinicki parametar progresije bolesti; r — Pearson-ov
koeficijent korelacije; znacajna razlika pri P < 0,05.
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Tabela R7. Korelacije parametara BMI i MSSS sa relativnim nivoima transkripcije
ciljnih gena (iRNK) u grupama ispitanika.

Varijabla K::I:rg)zle Pacijenrtli :24RR MS
r P r P
BMI (kg/m?) LEP iRNK 0,20 0,17 -0,05 0,78
LEPR iRNK 0,21 0,14 0,25 0,13
PGC1A iRNK 0,03 0,81 0,10 0,56
SOD2 iRNK 0,15 0,31 0,10 0,54
TNF-a iRNK 0,23 0,11 0,05 0,78
MSSS LEP iRNK - - -0,10 0,46
LEPR iRNK - - 0,33 0,02
PGC1A iRNK - - 0,12 0,41
SOD2 iRNK - - 0,02 0,86
TNF-a iRNK - - -0,02 0,89

U korelacionoj analizi koris¢ene su vrednosti 2-4Ct relativnih nivoa transkripcije gena
(iRNK); n — broj kontrola/pacijenata; RR MS — relapsno-remitentni tok multiple skleroze;
BMI - (engl. body mass index) indeks telesne mase; MSSS - (engl. multiple sclerosis severity
score) klinicki parametar progresije bolesti; r — Pearson-ov koeficijent korelacije; znacajna
razlika pri P < 0,05.
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4.6. Medusobne korelacije relativnih nivoa LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a iRNK u
PML kod pacijenata sa RR MS i kontrola

Korelacije izmedu relativnih nivoa iRNK ciljnih gena u grupama pacijenata sa RR MS i
kontrola prikazane su u Tabeli R8 (Koli¢ i sar., 2020). U grupi kontrola, nivo LEP iRNK je
u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa LEPR iRNK (r = 0,48, P = 104), PGC1A iRNK (r = 0,27, P
= 0,04), SOD2 iRNK (r = 0,36, P = 0,005) i TNF-a iRNK (r = 0,48, P = 10-%). Mada je isti tip
korelacije utvrden i kod pacijenata sa RR MS, kod njih LEP iRNK znacajno korelise samo
sa SOD2 iRNK (r = 0,41, P = 0,001). Kod kontrola nivo LEPR iRNK znacajno pozitivho
korelise sa SOD2 iRNK (r = 0,73, P = 107) i TNF-a iRNK (r = 0,81, P = 107), dok kod
pacijenata samo sa SOD2 iRNK (r = 0,47, P = 104). Nivo SOD2 iRNK znacajno pozitivno
korelise sa PGC1A iRNK kod pacijenata (r = 0,36, P = 0,005), dok sa nivoom TNF-a iRNK
koreliSe i kod pacijenata (r = 0,47, P = 10-4) i kod kontrola (r = 0,70, P = 107).

Tabela R8. Medusobne korelacije relativnih nivoa iRNK ciljnih gena u grupama
ispitanika.

Varijabla Kgr;tlg,zle Pacijenr:i=sz4RR MS
r P r P
LEP iRNK LEPR iRNK 0,48 104 0,13 0,34
PGC1A iRNK 0,27 0,04 0,19 0,14
SOD2 iRNK 0,36 0,005 0,41 0,001
TNF-a iRNK 0,48 105 0,22 0,09
LEPR iRNK PGC1A iRNK 0,09 0,47 0,24 0,06
SOD2 iRNK 0,73 107 0,47 104
TNF-a iRNK 0,81 107 0,11 0,40
PGCIAiRNK  SOD2iRNK 0,14 0,29 0,36 0,005
TNF-a iRNK 0,10 0,44 0,20 0,11
SOD2 iRNK TNF-a iRNK 0,70 107 0,47 104

U korelacionoj analizi koriS¢ene su vrednosti 2-4Ct relativnih nivoa transkripcije gena
(iRNK); n — broj kontrola/ pacijenata; RR MS — relapsno-remitentni tok multiple skleroze; r
— Pearson-ov koeficijent korelacije; znacajna razlika pri P < 0,05. Tabela objavljena na
engleskom jeziku u dodatnom materijalu Koli¢ i sar., 2020.
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4.7. Asocijacija varijanti rs7799039, rs1137101 i rs8192678 sa relativnim nivoima
transkripcije (iRNK) LEP, LEPR i PGC1A u PML i sa nivoima pLEP

Ispitivanjem asocijacije varijanti u genima LEP, LEPR i PGCIA sa njihovim
relativnim nivoima transkripcije u PML (Koli¢ i sar., 2021), ustanovljen je znacajno visi
nivo LEP iRNK kod pacijenata sa RR MS nosilaca LEP rs7799039 redeg alela, A, nego kod
pacijenata sa genotipom GG (FC = 1,88, Mann-Whitney U test, P = 0,006, Pagj = 0,04)
(Grafik R9 A). Pored toga, pacijenti sa LEPR rs1137101 genotipom GG imaju tendenciju ka
snizenju nivoa LEPR iRNK, u poredenju sa nosiocima ces¢eg alela, A (FC = 0,58, Mann-
Whitney U test, P = 0,03, Paqj = 0,09) (Grafik R10 A). Nema znacajnog uticaja varijante
PGC1A 18192678 na nivo PGCIA iRNK kod pacijenata, po odgovaraju¢em genetickom
modelu (Grafik R11 A), dok kontrolni subjekti sa rs8192678 genotipom AA pokazuju
tendenciju ka snizenju nivoa PGCIA iRNK, u odnosu na nosioce ¢eséeg alela, G (FC = 0,36;
Mann-Whitney U test, P = 0,02, Pagj = 0,12) (Grafik R11 B). Varijante rs7799039 i rs1137101
nisu asocirane sa relativnim nivoima LEP i LEPR iRNK u grupi kontrola, po
odgovaraju¢em genetickom modelu (Grafik R9 B, Grafik R10 B).

Nema znacajne asocijacije genotipova LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGCIA
rs8192678 sa nivoima pLEP, ni u grupi pacijenata sa RR MS (Kruskal-Wallis ANOVA, Prep
= 0,85, Prepr = 0,05 i Prccia = 0,90) ni u grupi kontrola (Kruskal-Wallis ANOVA, Prep =
0,41, Prepr = 0,36 i Ppccia = 0,77) (Koli¢ i sar., 2021).
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Grafik R9. Asocijacija varijante LEP rs7799039, po dominantnom genetickom
modelu, sa relativnim nivoima LEP iRNK u PML: A) u grupi pacijenata sa RR MS:
AA+GA (n = 40) naspram GG (n = 16) (FC = 1,88, P = 0,006, Pagj = 0,04); grafik
objavljen na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2021; B) u grupi kontrola: AA+GA (n = 34)
naspram GG (n = 20) (FC = 0,76; P = 0,48). Rezultati su predstavljeni kao tackasti grafik
sa srednjim vrednostima relativnih nivoa iRNK (srednja vrednost 2-4t) + SD; FC -
stepen promene (engl. fold change). RR MS — relapsno-remitentni tok multiple skleroze.
* Statisticka znacajnost pri Pagj < 0,05.
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Grafik R10. Asocijacija varijante LEPR rs1137101, po recesivhom genetickom
modelu, sa relativnim nivoima LEPR iRNK u PML: A) u grupi pacijenata sa RR MS:
GG (n =12) naspram AA+AG (n = 46) (FC = 0,58; P = 0,03, Pag; = 0,09); grafik objavljen
na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2021; B) u grupi kontrola: GG (n = 10) naspram
AA+AG (n =42) (FC =1,30; P = 0,44). Rezultati su predstavljeni kao tackasti grafik sa
srednjim vrednostima relativnih nivoa iRNK (srednja vrednost 2-4¢t) + SD; FC - stepen
promene (engl. fold change). RR MS - relapsno-remitentni tok multiple skleroze.
Statisticka znacajnost pri Pagj < 0,05.
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Grafik R11. Asocijacija varijante PGCIA rs8192678, po recesivnom genetickom
modelu, sa relativnim nivoima PGCI1A iRNK u PML: A) u grupi pacijenata sa RR
MS: AA (n = 11) naspram GG+GA (n = 45) (FC = 0,72; P = 0,49); B) u grupi kontrola:
AA (n = 6) naspram GG+GA (n = 49) (FC = 0,36; P = 0,02, P.g; = 0,12); grafik objavljen
na engleskom jeziku u Koli¢ i sar., 2021. Rezultati su predstavljeni kao tackasti grafik
sa srednjim vrednostima relativnih nivoa iRNK (srednja vrednost 2-4t) + SD; FC -
stepen promene (engl. fold change). RR MS — relapsno-remitentni tok multiple skleroze.
Statisticka znacajnost pri Pagj < 0,05.
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5. DISKUSIJA

Veé¢ina humanih bolesti je poligenske prirode, ukljuc¢uju¢i MS, kao autoimunsku,
inflamatornu neurodegenerativnu bolest. Vazno je napomenuti da trenutno ne postoji
terapija kojom se moze izleciti ova bolest, ve¢ je le¢enje samo simptomatsko i dugotrajno
ili dozivotno. Njime se moZe usporiti progresija bolesti tj. ublaziti simptomi, ali se ne
zaustavlja neurodegeneracija, koja kona¢no dovodi do gubitka motornih funkcija i trajnog
invaliditeta, a moze biti i letalna ukoliko pogodi moZzdane centre koji su odgovorni za
vitalne funkcije. S obzirom na ovu ¢injenicu, od izuzetne je vaznosti otkrivanje novih
genetickih faktora koji uc¢estvuju u patogenezi MS i koji bi bili potencijalne buduce mete u

kreiranju efikasne personalizovane terapije ove bolesti (Zheng i sar., 2018; Tsareva i sar.,
2019).

Dosadasnja saznanja ukazuju na to da su mehanizmi koji su u osnovi patogeneze
MS heterogeni, da uklju¢uju trijadu specifi¢nih dogadaja: inflamaciju - demijelinizaciju -
degeneraciju u CNS, i da su koordinisani medijatorima imunskog sistema (Barkhof i
Koeller, 2020). LEP ima dualnu ulogu, sistemski deluju¢i kao hormon i kao citokin,
adipocitokin. Pokazano je da poremecaji u produkciji LEP znacajno doprinose remecenju
funkcionisanja imunskog sistema (Farooqi i sar., 2002), povecevajuéi rizik za nastanak
odredenih bolesti, ukljucujuéi autoimuske (la Cava A., 2012; La Cava A., 2017; Matarese i
sar., 2002). Literaturni podaci ukazuju da je LEP uklju¢en u patogenezu MS (Frisullo i sar.,
2007; Emamgholipour i sar., 2013). Ono $to je intrigantno, a u isto vreme i ohrabrujuce,
jeste rezultat in vivo studije tretmana anti-LEP antitelima ili solubilnim LEPR-Fc
fuzionisanim proteinom kod miseva sa EAE, u kojoj je utvrdeno da ovakvim tretmanom
dolazi do odlaganja pojave EAE, kao i smanjene smrtnosti i teZine bolesti (Matarese i sar.,
2005; Matarese i sar., 2010). Patologija MS povezana je i sa poviSenim nivoom ROS, #tj.
oksidativnim stresom (Ortiz i sar., 2016). OdrZanje ravnoteZe izmedu proizvodnje i
uklanjanja ROS je bitno za sprecavanje oste¢enja CNS i od narocite je vaznosti u patologiji
MS (Padureanu i sar., 2019; Zhang i sar., 2020), predstavljajuci jedan od mehanizama kojim
bi se neuroloski deficit mogao drzati pod konrolom. Analizom efekata LEP in vitro,
pokazan je njegov uticaj na porast nivoa oksidativnog stresa, uz pojac¢anu inflamaciju, u
endotelnim celijama (Teixeira i sar., 2017). Takode, LEP uti¢e na produkciju enzima
antioksidativne zastite u neuronima (Guo i sar., 2008), kao i proinflamatornih citokina u
PML (Sanchez-Margalet i sar., 2003). Na ovaj nacin, deluju¢i na mehanizme inflamatornog
odgovora i odgovora na oksidativni stres, LEP predstavlja mogu¢u veoma znacajnu
komponentu u patogenezi MS, intrigantnu za buduca istrazivanja. Stoga, u ovoj studiji
asocijacije gena kandidata koja je obuhvatila pacijente sa MS (RR i SP toka bolesti) i zdrave
ispitanike, po prvi put je uradena analiza varijanti u genima komponenata leptinskog
signalnog puta, LEP (rs7799039), LEPR (rs1137101) i PGCIA (rs8192678), uporedo sa
analizom nivoa transkripcije (iRNK) navedenih gena (LEP, LEPR i PGCIA) i gena koji
kodiraju klju¢ni enzim antioksidativne zastite, SOD2, i inflamatorni medijator, TNF-a, za
koje je sugerisano da su povezani sa LEP signalnim putem.
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5.1. Asocijacija genskih varijanti LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGC1A rs8192678 sa
nastankom i klinickim tokom MS

Dosadasnje studije tipa GWAS su definisale brojne SNV kao potencijalne faktore
rizika za nastanak MS. Ono $to se zapaza jeste da gotovo svi do sada identifikovani
regioni genoma asocirani sa MS sadrze gene koji ucestvuju u regulaciji imunskog sistema,
Sto je u skladu sa definicijom MS kao autoimunske bolesti (International Multiple Sclerosis
Genetcis Consortium, 2013; 2018). Istrazivanja, takode, ukazuju da odredene genske
varijante mogu biti asocirane sa razli¢itim formama ili fazama bolesti (Pan i sar., 2016; Jia i
sar., 2018), sto sve isti¢e znacaj genetickih asocijacionih studija u izu¢avanju patologije MS.

S obzirom na to da bi aktivacija LEP-LEPR ose mogla biti jedan od mehanizama koji
ucestvuju u patogenezi autoimunskih bolesti (La Cava 2017), analizirali smo asocijaciju
varijanti LEP rs7799039 i LEPR rs1137101 sa nastankom i klinickim tokom MS kod ciljne
grupe ispitanika iz populacije Srbije. Do danas je objavljen mali broj studija koje su
analizirale asocijaciju varijanti rs7799039 i rs1137101 sa MS, uz nekonzistentnost dobijenih
rezultata (Dashti i sar., 2019; Farrokhi i sar., 2016; Rey i sar., 2011). U viSe studija pokazano
je da su ove varijante asocirane sa nastankom masovnih hroni¢nih bolesti, kao $to su
razlic¢iti tipovi karcinoma (Marcello i sar., 2015; Zhang i sar., 2018; He i sar., 2013) i
koronarna bolest (Xiao i sar., 2019). U nasoj studiji nije utvrdena asocijacija varijanti
rs7799039 i rs1137101 sa nastankom niti sa klini¢kim tokom MS (RR MS i SP MS). Za ove
dve varijante, na osnovu prethodno utvrdenih asocijacija sa rizikom za nastanak MS
(Dashti i sar., 2019; Farrokhi i sar., 2016), imali smo statisticku snagu studije u rasponu od
82-99% za ispitivanje definisane asocijacije. Nas$ rezultat je u skladu sa rezultatima studije
izvedene u nemackoj populaciji (Rey i sar., 2011), koja je ukljucila najveci broj pacijenata sa
MS medu do sada izvedenim i ovde razmotrenim studijama. Razlike u veli¢ini uzorka,
toku bolesti, kao i geneticka varijabilnost izmedu ispitivanih populacija, mogu da
doprinesu heterogenosti rezultata pomenutih asocijacionih studija (Dashti i sar., 2019;
Farrokhi i sar., 2016; Rey i sar., 2011), uklju¢ujuéi i nasu. Nekonzistentnost rezultata takode
moze biti posledica interakcije genetic¢kih i faktora sredine, kao $to je ishrana, bududi da
LEP ima klju¢nu ulogu u regulaciji unosa hrane i energetske homeostaze (Ge i sar., 2020).

Prema pregledu dosadasnje literature, analiza asocijacije PGCIA 1rs8192678 sa
nastankom i klinickim tokom MS, koja je uradena u nasoj studiji, je pionirska u oblasti
asocijacionih studija gena kandidata. Pokazali smo da je varijanta rs8192678 asocirana sa
nastankom MS, uz konstataciju da na$ rezultat zahteva dalju proveru. Nismo ustanovili
asocijaciju PGCIA 1s8192678 sa klinickim tokom bolesti. U pogledu genetike
neurodegenerativnih bolesti, ova genska varijanta je ispitana u grupi pacijenata sa
Parkinsonovom boles¢u i nije povezana sa rizikom za nastanak ove bolesti (Clark i sar.,
2011). U istoj studiji homozigot cesceg alela, GG, varijante rs8192678 je asociran sa
dugovecnoséu kontrolnih ispitanika (Clark i sar., 2011), sto bi se moglo povezati sa
predloZzenom potencijalnom protektivnom ulogom ovog genotipa u Celijskim
oksidativnim oStecenjima izazvanim procesima kao sto je lipidna peroksidacija (Weng i
sar. 2010). Potencijalni protektivni efekat ces¢eg alela, G, varijante rs8192678 u stresnim
uslovima opisan je i u studiji izvedenoj u populaciji Italije (Pasquinelli i sar., 2016). U toj
studiji je utvrdeno da je redi PGCIA alel, A, asociran sa poviSenim vrednostima markera
oksidativnog stresa u plazmi pacijenata sa amiotrofi¢cnom lateralnom sklerozom, tokom i
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neposredno nakon fizi¢ke aktivnosti. Stoga, moguce je da varijanta rs8192678 uti¢e na
domen PGClA za interakciju sa transkripcionim regulatorima gena antioksidativne
zasStite, posto je porast vrednosti markera oksidativnog stresa detektovan pri fizickoj
aktivnosti, a to i jeste jedno od stanja koje indukuje aktivaciju proteina PGC1A u ¢eliji, koja
inace treba da bude pracena snizavanjem nivoa ROS (Pasquinelli i sar., 2016). U nasoj
studiji rs8192678 alel A je asociran sa povecanim rizikom za MS, §to se moze dovesti u
vezu sa pretpostavljenim prooksidantnim efektom ovog alela (Weng i sar., 2010;
Pasquinelli i sar., 2016), podrzavajuci ulogu oksidativnog stresa u patogenezi MS.

5.2. Asocijacija genskih varijanti sa vrednostima klinickog parametra progresije MS

Od tri ispitane genske varijante, ustanovili smo asocijaciju LEPR rs1137101 sa
klini¢ckim parametrom progresije bolesti, MSSS. Genotipovi sa redim alelom, G, varijante
rs1137101 asocirani su sa znacajno visim vrednostima MSSS, u poredenju sa ceSéim
homozigotom, AA, u grupi muskaraca sa MS. Dobijeni rezultat ukazuje na moguce
postojanje genotip-zavisnog polnog dimorfizma u LEP signalnom putu u patogenezi MS,
Sto je potrebno istraziti u budué¢im funkcionalnim studijama. Pokazano je da LEP
potencira indukciju EAE kod muzjaka miSeva, a tezinu bolesti kod Zenki, ¢ime je podrzano
postojanje polnih razlika u mehanizmu delovanja LEP u MS (Matarese i sar., 2001). Mali
broj studija, gena kandidata, ispitao je asocijaciju LEP rs7799039 i LEPR rs1137101 sa
vrednostima klinickih parametara EDSS (Dashti i sar., 2019; Yousefian i sar., 2018;
Farrokhi i sar., 2016) i MSSS (Dashti i sar., 2019), bez znacajnih rezultata. Do sada je samo
jedna studija, tipa GWAS, pokazala vezu izmedu varijante PGCIA rs8192678 i MS,
asociranjem redeg alela, A, sa visim vrednostima MSSS (Briggs i sar., IMSGC, 2011).
Najobimnija studija koja je istrazivala povezanost genskih varijanti sa tezinom bolesti, t;.
nivoom MSSS parametra, testirala je 52 varijante identifikovane kroz studije GWAS
(George i sar., 2016) i nije ukljucila u analizu varijante ispitivane u nasoj studiji. Buduci da
nasa studija ima veci uzorak nego citirane studije gena kandidata (Dashti i sar., 2019;
Yousefian i sar., 2018; Farrokhi i sar., 2016), dobijeni rezultat znacajne povezanosti
varijante u LEPR sa klini¢ckim parametrom progresije MS bi trebalo uzeti u obzir za dalju
analizu u replikacionim studijama.

5.3. Relativni nivoi transkripcije (iRNK) gena LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a u MS

U ovoj studiji kvantifikovana je transkripcija gena LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-
a u PML kod pacijenata sa RR MS i kontrola. Ustanovljene su znacajne razlike u relativnim
nivoima LEP, LEPR i PGC1A iRNK, dok se nivoi transkripcije SOD2 i TNF-a nisu znac¢ajno
razlikovali, izmedu dve grupe ispitanika. U studiji analize transkripcionog profila iRNK u
MS lezijama na mikroc¢ip matrici, pokazan je znacajan porast LEP iRNK, i to 6,5 puta visi
nivo, u akutnim (aktivnim) u odnosu na hroni¢ne (tihe) MS lezije (Lock i sar., 2002).
Rezultat Lock i sar. i detektovani porast nivoa LEP iRNK u PML kod pacijenata u nasoj
studiji podrzavaju proinflamatorno delovanje LEP u patogenezi MS. Pritom, povecana
transkripcija LEP mogla bi se dovesti u vezu sa dejstvom tipi¢nih proinflamatornih
citokina. Ovu pretpostavku podrzava rezultat Matarese i sar. koji su utvrdili da je
znacajno povisen nivo interferona-gama korelisao sa povisenim LEP, u likvoru pacijenata
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sa RR MS (Matarese i sar., 2005). Za razliku od znacajnog porasta LEP iRNK, utvrdili smo
znacajno opadanje nivoa LEPR iRNK u PML pacijenata sa RR MS, u poredenju sa
kontrolama. U studiji u kojoj je kvantifikovan LEPR u MS, pokazan je znacajan porast
LEPR u PML kod pacijenata koji su bili u fazi relapsa, u odnosu na kontrole, pri ¢emu su
pacijenti imali i znac¢ajno povisen serumski LEP (Frisullo i sar. 2007). S obzirom da u nasoj
studiji nije bilo znacajne razlike u koncentraciji pLEP izmedu pacijenata i kontrola,
zabelezeni znacajno sniZzeni nivo LEPR iRNK kod pacijenata moZe se pripisati, ne
delovanju LEP, ve¢ drugih faktora, poput proinflamatornih citokina. Naime, primena
smese proinflamatornih citokina za koje je poznato da ucestvuju u patogenezi MS, u kojoj
je interferon-gama bio preovladavajué¢i Thl citokin, snizila je ekspresiju LEPR, kako na
nivou iRNK tako i na nivou proteina, u kulturi glijalnih celija CNS (Rose i sar., 2009).
Snizenje nivoa LEPR moglo bi da dovede do wublazavanja pretpostavljenih
proinflamatornih efekata LEP, $to bi moglo uticati protektivno na klinicki tok i progresiju
MS, sa ¢ime je u skladu i rezultat korelacione analize u kojoj smo identifikovali znacajnu
pozitivnu korelaciju nivoa LEPR iRNK i MSSS parametra. PredloZeno tumacenje naseg
rezultata analize transkripcije LEP i LEPR ukazuje na potrebu za budu¢im istrazivanjima o
meduzavisnosti ekspresije i delovanja LEP i drugih citokina, u prvoj meri
proinflamatornih, u patogenezi MS.

U ovoj studiji utvrden je znacajno snizen nivo PGCIA iRNK u PML pacijenata sa
RR MS, u poredenju sa kontrolama. Nas rezultat je u skladu sa prethodno detektovanim
znac¢ajnim snizenjem PGC1A, na nivou iRNK i proteina, u kortikalnim neuronima
pacijenata sa MS, detektovanim pri poredenju sa kontrolnim celijama (Witte i sar., 2013).
Mogucénost pracenja statusa medijatora antioksidativne zastite u ciljnom tkivu na osnovu
analize periferne krvi podrzava i studija u kojoj je uspostavljena pozitivha korelacija
izmedu izmerenih nivoa PGCIA iRNK u uzorcima PML i uzorcima biopsije ciljnog tkiva
miokarda (Fabregat-Andres i sar., 2016). U nasoj studiji pokazana je znacajna pozitivna
korelacija izmedu nivoa PGCIA i SOD2 iRNK u PML isklju¢ivo u grupi pacijenata. Sa
ovim u vezi, in vitro studija izvedena na delijskoj liniji humanog neuroblastoma sa
“utiS$anim” PGCIA predstavila je rezultate o znacajnom snizenju nivoa SOD2 iRNK u
ovim celijama, koje je bilo pra¢eno povecanjem unutarcelijske proizvodnje ROS, kao i
povecanom osetljivos¢u neurona na ROS (Witte i sar., 2013). S obzirom na to da ROS koje
proizvode inflamatorne delije doprinose neurodegeneraciji (Ohl i sar., 2016), postoji
mogucnost da znacajno sniZeni nivo transkripcije PGCIA kod pacijenata u nasoj studiji
bude povezan sa povecanom produkcijom ROS u mononuklearnim leukocitima, $to bi
doprinosilo  patogenezi MS putem predlozenog mehanizma ROS-stimulisane
neurodegeneracije. U korelacionoj analizi smo utvrdili i to da, osim sa PGC1A iRNK kod
pacijenata, SOD2 iRNK znacajno pozitivno korelie sa nivoima LEP, LEPR i TNF-a iRNK i
kod pacijenata i kod zdravih ispitanika, $to sugerise da SOD2 verovatno nije specifi¢ni
efektor LEP signalnog puta u PML u patogenezi MS.

Znacajno visi nivo TNF-a iRNK, kao jednog od glavnih Th1 citokina, detektovan je
u PML pacijenata sa MS, u odnosu na zdrave osobe, u studiji Furlan i sar., 2005. U nasoj
studiji nije pokazana znac¢ajna promena u nivou TNF-a iRNK izmedu pacijenata sa RR MS
i kontrola. S obzirom na to da je pokazano da LEP indukuje ekspresiju TNF-a u PML
(Zarkesh-Esfahani i sar., 2001), odsustvo znacajne razlike nivoa TNF-a iRNK izmedu
pacijenata i kontrola mogli bismo delom objasniti odsustvom razlike u koncentraciji pLEP
izmedu grupa. Odsustvo o¢ekivanog porasta TNF-a iRNK kod pacijenata, takode, se moze

.....
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prethodno pokazano da interferon-beta smanjuje sintezu TNF-a u PML izolovanim iz krvi
pacijenata sa MS (Sternberg i sar., 2008). Posto nije bilo mogu¢nosti da se u studiju ukljuce
pacijenti u obe faze RR MS (relapsu i remisiji) koji ne primaju terapiju, nase rezultate
razmatramo i u okviru ovog studijskog ogranicenja.

5.4. Efekti genskih varijanti LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGC1A rs8192678 na nivoe
ciljnih iRNK u PML

Mnogobrojne SNV su povezane sa promenama u transkripciji gena (Hindorff i sar.,
2009; Kreimer i Pe’er, 2013). Sveobuhvatna analiza obimnih rezultata asocijacionih studija
tipa gena kandidata i GWAS daje uvid u regulatorne varijante kao bitne geneticke faktore
humane fenotipske varijabilnosti (Johnson i sar., 2009; Nicolae i sar., 2010). Ustanovljeno je
da su promene u ekspresiji LEP i LEPR asocirane sa MS (Frisullo i sar., 2007; La Cava A.,
2017), ali do danas ne postoji ni jedna studija koja je ispitala asocijaciju varijanti rs7799039 i
rs1137101 sa nivoima transkripcije gena LEP i LEPR u MS. Zbog toga, rezultati ovog
segmenta naSeg istraZivanja su bitni u pogledu identifikovanja potencijalne regulatorne
uloge ciljnih varijanti. U ispitivanoj grupi pacijenata, sa RR tokom bolesti, ustanovili smo
znacajan porast nivoa LEP iRNK u PML kod nosilaca redeg alela, A, varijante LEP
rs7799039 (-2548 G/ A), u odnosu na ispitanike sa ¢eséim homozigotnim genotipom, GG.
Studija koja je izucavala efekat varijante rs7799039 na ekspresiju LEP u adipoznom tkivu
zdravih, negojaznih Zena je pokazala da nosioci redeg homozigotnog genotipa imaju
znacajno vise nivoe LEP iRNK u ovom tkivu u odnosu na nosioce ¢esceg alela, ¢cime autori
naglasavaju potencijalni uticaj varijante na nivo transkripcije LEP (Hoffsted i sar., 2002).
Na osnovu dobijenog rezultata, sugeriSemo da redi alel LEP moZze doprinositi i ukupnom
detektovanom porastu nivoa LEP iRNK u PML pacijenata sa RR MS, u poredenju sa
zdravim kontrolama, ¢ime ukazujemo i na moguce efekte rs7799039 na patogenezu MS.
Varijante LEP 1s7799039 i LEPR rs1137101 nisu asocirane sa znacajnim promenama
transkripcije pri poredenju genotipova u kontrolnoj grupi. Ustanovili smo da kod
pacijenata sa redim homozigotnim genotipom, GG, varijante LEPR rs1137101 (GIn223Arg)
postoji trend opadanja nivoa LEPR iRNK, u odnosu na nosioce ¢esceg alela, A, i takode
sugeriSemo da genotip GG moze da doprinosi ukupnom detektovanom sniZenju nivoa
LEPR iRNK u PML pacijenata. Varijanta rs1137101 mozZe da uti¢e na funkciju LEPR, sto se,
posredno, moze odraziti i na nivo ekspresije LEPR. Naime, rezultati molekularne analize
LEPR pokazuju da supstitucija aminokiseline glutamina argininom na poziciji 223 utice na
strukturnu fleksibilnost receptora, usled c¢ega dolazi do remecenja konformacionih
promena u LEPR nakon vezivanja sa LEP, ¢ime se naruSava signalna trandukcija i dolazi
do rezistencije na LEP (Daghestani i sar., 2019).

Za razliku od ustanovljenih efekata varijanti u LEP i LEPR na transkripciju samo u
grupi pacijenata, za varijantu PGC1A rs8192678 (Gly482Ser) smo utvrdili da je asocirana sa
promenom transkripcije isklju¢ivo u kontrolnoj grupi, u kojoj su nosioci ceséeg alela
varijante rs8192678, G, imali trend porasta nivoa PGCIA iRNK, u odnosu na osobe sa
redim homozigotnim genotipom, AA. Znacajno visi nivo PGCIA iRNK koji smo
detektovali kod kontrola, u poredenju sa pacijentima, ukazuje na potencijalni protektivni
efekat poviSenog nivoa transkripcije PGCIA kod zdravih osoba, podrzavajudi time i
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predloZenu protektivnu ulogu cesSéeg alela, G, varijante u PGCI1A, koja se tice zastite od
oksidativnog stresa (Weng i sar., 2010; Pasquinelli i sar., 2016).

S obzirom na poziciju ispitivanih varijanti u genima LEPR i PGCI1A, ocekuje se da
one ne mogu direktno uticati na nivo transkripcije. Mi smo pokazali trend tj. nominalnu
asocijaciju (kada se ne uzima u obzir korekcija na visSestruko testiranje) strukturnih
varijanti LEPR rs1137101 i PGC1A rs8192678 sa promenama nivoa LEPR i PGC1A iRNK, i
naglasavamo ovu nominalnu asocijaciju, budu¢i da je za obe varijante predlozeno da
mogu imati funkcionalne efekte (Daghestani i sar. 2019; Chen i sar., 2013). Postoji
ograni¢en broj studija na humanim uzorcima koje su analizirale vezu izmedu ovih
varijanti i ekspresije gena. U studiji Johnson i sar., opisano je da i regulatorne i strukturne
SNV mogu uticati na obradu iRNK (splajsing, maturacija, stabilnost, transport) i
degradaciju iRNK (Johnson i sar., 2009). Mehanizam regulacije nivoa iRNK pod uticajem
ispitivanih varijanti mogao bi biti degradacija, posto SNV moze da uvede motive
prepoznavanja za RNK-vezujuce proteine koji regulisu degradaciju iRNK. U skladu sa
ovom pretpostavkom, na osnovu podataka iz javno dostupne baze rSNPBase
(http:/ /rsnp.psich.ac.cn; Guo i sar., 2014), predloZeno je da varijante rs1137101 i rs8192678
ucestvuju u posttranskripcionoj regulaciji LEPR i PGCIA, posredovanoj proteinom
ELAVL1 (engl. ELAV Like RNA Binding Protein 1). Za ELAVLI je pokazano da uti¢e na
regulaciju molekularne mreZze povezane sa neurodegeneracijom, kroz njegovu interakciju
sa PGCIA iRNK u primarnim neuronima (Skliris i sar., 2015). Drugo potencijalno
objasnjenje asocijacije varijanti rs1137101 i rs8192678 sa promenama u nivoima LEPR i
PGC1A iRNK lezi u njihovoj povezanosti sa genskim varijantama koje imaju regulatornu
ulogu. Shodno tome, na osnovu javno dostupnih baza podataka HapMap i 1000 Genomes
(http:/ /rsnp.psich.ac.cn), postoji 30 SNV koje su u jakoj neravnoteZi vezanosti (r> = 0,8) sa
LEPR 1s1137101 i 6 SNV u jakoj neravnotezi vezanosti sa PGCIA rs8192678. Sve ove
varijante su potencijalno regulatorne i nalaze se u intronima LEPR i PGCIA
(http:/ /rsnp.psich.ac.cn), ali za njih jo§ uvek nema eksperimentalnih dokaza o eQTL (engl.
Expression Quantitative Trait Locus). Neophodna su buduca eksperimentalna istrazivanja u
cilju razjasnjavanja funkcionalnih efekata varijanti rs1137101 i rs8192678.

5.5. Cirkulisuéi LEP u MS

Studije koje su analizirale metabolicku komponentu u MS sugerisu da bi LEP
mogao biti jedan od markera vaznih za pracenje toka i dijagnozu MS (Kraszula i sar., 2012;
Mahler i sar., 2012; Guerrero-Garcia i sar., 2016). Utvrdeno je da su nivoi LEP poviSeni u
likvoru i serumu kod pacijenata sa RR MS, koji nisu primali terapiju, kao i to da su nivoi
LEP u negativnoj korelaciji sa brojem regulatornih T limfocita (Matarese i sar., 2005; De
Rosa i sar., 2007). Meta-analiza koja je ispitivala asocijaciju cirkuliSuc¢eg LEP sa MS je
ukljucila 9 studija iz perioda od 2009-2016. godine, obuhvativsi razli¢ite geografske
regione i populacije (Xie i sar., 2018). Utvrdeno je da je nivo LEP u serumu znacajno
povisen kod pacijenata sa MS, u poredenju sa kontrolama, indikujuci da bi on mogao biti
faktor vezan za nastanak MS (Xie i sar., 2018). U na$oj studiji nije utvrdena znacajna
razlika u koncentraciji pLEP izmedu ispitanih grupa pacijenata sa RR MS i kontrola, koje
se nisu razlikovale prema odnosu broja Zena i muskaraca, starosti i BMI. U studijama koje
iznose podatke o znacajno povisenom LEP u cirkulaciji kod pacijenata sa MS, u poredenju
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sa kontrolama, pacijenti nisu bili pod imunosupresivhom ili imunomodulatornom
terapijom (Frisullo i sar., 2007, Emamgholipour i sar. 2013), za razliku od pacijenata u
nasoj studiji medu kojima je veéina, odnosno svi u fazi remisije, lecena interferonom-beta.
Nadalje, pokazano je da je LEP u serumu znacajno snizen kod pacijenata u remisiji leCenih
interferonom-beta (Batocchi i sar., 2003). Nas rezultat je u skladu sa studijom Chatzantoni i
sar., u kojoj je vedina pacijenata koja je bila u remisiji primala terapiju interferon-beta i, kao
u nasoj studiji, nisu bile zabeleZene znacajne razlike u nivoima pLEP izmedu grupe RR MS
pacijenta i kontrola (Chatzantoni i sar., 2004). Treba imati u vidu da razliciti faktori uti¢u
na koncentraciju cirkuliSsu¢eg LEP, ukljucujuéi pol, starost i BMI, kako u fizioloSkim
uslovima tako i u patogenezi bolesti kao sto je MS (Lausten-Thomsen i sar., 2016; Rotondi i
sar., 2013), te da svi ovi faktori mogu doprinositi nekonzistentnosti rezultata dosadasnjih
studija asocijacije LEP sa MS. Poznato je da su i koncentracija cirkulisuceg LEP i ucestalost
MS vece kod Zena nego kod muskaraca (Havel i sar., 1996; Harbo i sar., 2013). ZabeleZeni
su znacajno poviseni nivoi LEP u cirkulaciji kod zena obolelih od RR MS kao i kod Zena
kontrola, u poredenju sa muskarcima pacijentima/kontrolama (Evangelopoulos i sar.,
2014). U nasoj analizi nije uo¢ena znacajna razlika u grupi kontrola u odnosu na pol, ali je
medu pacijentima utvrden znacajno visi nivo pLEP kod Zena nego kod muskaraca, bez
razlike u BMI. Ovaj rezultat u skladu je sa studijom Rotondi i sar. (Rotondi i sar., 2013).
Takode, utvrdili smo znacajnu pozitivhu korelaciju izmedu pLEP i BMI kod obe grupe
ispitanika, kontrola i pacijenata, kao i kod Zena i muskaraca kontrola, sto je u skladu sa
prethodno navedenim studijama (Batocchi i sar., 2003; Frisullo i sar., 2007). Medutim, kada
smo pacijente grupisali po polu, pLEP i BMI su znacajno korelisali samo kod Zena. Razlike
izmedu polova u koncentraciji pLEP i korelaciji pLEP—BMI, uocene kod pacijenata sa RR
MS, ukazuju na potencijalni polno-zavisni uticaj LEP na patogenezu RR MS, sto je
potrebno istrazivati u daljim studijama.

Sto se ti¢e povezanosti cirkulisuéeg LEP sa klini¢kim parametrima MS, do sada je ista
ispitana izmedu vrednosti LEP i EDSS, i nije ustanovljena njihova znacajna korelacija ni u
jednoj studiji (Evangelopoulos i sar., 2014; Rotondi i sar., 2013; Keyhanian i sar., 2019). U
nasoj studiji ispitan je parametar MSSS i utvrdeno je da pLEP ne koreliSe znacajno sa ovim
klini¢kim parametrom.

Ovo je prva studija u kojoj su analizirane korelacije izmedu nivoa cirkuliSuceg LEP i
nivoa transkripcije gena LEP, LEPR, PGC1A, SOD2 i TNF-a kod pacijenata sa MS. Pokazali
smo da postoji znacajna pozitivna korelacija pLEP sa TNF-a iRNK u PML u grupi
pacijenata, ne i kontrola, sto sugerise da produkcija i efekti TNF-a u patogenezi MS mogu
biti povezani sa LEP signalnim putem, podrzavajuéi predloZenu proinflamatornu ulogu
LEP u ovoj bolesti.

Utvrdili smo da varijante LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGCIA rs8192678 nisu
asocirane sa nivoima pLEP, ni u grupi pacijenata ni u grupi kontrola. Rezultati
dosadasnjih studija koje su ispitale asocijaciju varijanti rs7799039 i rs1137101 sa
koncentracijom cirkuliSuéeg LEP u MS su malobrojni i nekonzistentni (Dashti i sar., 2019;
Farrokhi i sar.,, 2016) usled razlika u karakteristikama studijskih kohorti i njihovim
genetickim i sredinskim ¢iniocima, ukazujuéi na potrebu za daljim ispitivanjem efekata
ciljnih varijanti na koncentraciju i delovanje cirkuliSué¢eg LEP u patogenezi MS.
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5.6. Ogranicenja i potencijalna klinicka primena rezultata studije

Ovo je prva studija koja je ispitala varijante i nivoe transkripcije gena koji kodiraju
komponente LEP signalnog puta i sa njima povezane komponente antioksidativne zastite i
inflamacije, u asocijaciji sa nastankom i klini¢kim tokom MS. Kao takva, studija predstavlja
osnovu za dalja istrazivanja potrebna kako bi se razjasnila uloga LEP signalnog puta u MS.
Glavno ogranicenje nase studije jeste veli¢ina uzorka, prvenstveno u poredenjima koja su
vrSena unutar podgrupa celog uzorka definisanih u odnosu na tok/fazu bolesti ili pol.
Pored velic¢ine uzorka, ogranicenje je i to sto nije bilo mogucnosti da se u studiju ukljuce
pacijenti ujednaceni po kriterijumu terapije. Ilako smo uvodenjem korekcije na visestruko
testiranje smanjili verovatnocu za nastanak statisticke greske tipa I, ukazujemo da bi
dobijene rezultate trebalo validirati u okviru vecih, nezavisnih, grupa uzoraka, uz
definisanje i pridrzavanje jedinstvenog kriterijuma za terapiju kod pacijenata, ¢ime bi se
pruzili jasni dokazi o doslednosti prezentovanih rezultata.

Jedan od glavnih izazova u izucavanju geneticke osnove MS jeste organizacija i
analiza velike koli¢ine dostupnih geneti¢kih podataka, u cilju definisanja uzroka i procesa
koji leZze u osnovi patogeneze bolesti (Didonna A. i Oksenberg J., 2017), kao i kreiranja
panela SNV kroz integraciju rezultata GWAS i asocijacionih i funkcionalnih studija gena
kandidata, bazirajuéi se na analizi interakcija preko 200 do danas identifikovanih varijanti
asociranih sa MS (Patsopoulos i sar., 2019; Baranzini S., 2018). Uzimaju¢i u obzir
heterogenost MS i sustinsku sloZzenost ljudskog genoma, doprinos rezultata nase studije
jeste i u istrazivanju mogucnosti da se okarakterisani potencijalni geneticki faktori rizika u
budué¢im istrazivanjima uklju¢e u razvoj personalizovane terapije MS kroz kreiranje
klini¢ckog predikcionog algoritma.
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6. ZAKLJUCCI

1. Nije utvrdena asocijacija ni jedne od ispitivanih pojedina¢nih genskih varijanti,
LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGC1A rs8192678, sa nastankom MS niti sa
klinickim tokom bolesti (RR i SP), kod ciljne grupe ispitanika iz populacije
Srbije. Istovremenom analizom sve tri varijante, po dominantnom modelu
nasledivanja, utvrdena je asocijacija varijante PGCIA rs8192678 sa povisenim
rizikom za nastanak MS.

2. Postoji polno-zavisna povezanost varijante LEPR rs1137101 sa vrednostima
klini¢ckog pokazatelja progresije bolesti (MSSS): asocijacija sa povisenim MSSS je
utvrdena kod pacijenata muskog pola po dominantnom modelu nasledivanja.

3. Znacajni porast relativnog nivoa LEP iRNK i znacajno opadanje nivoa LEPR i
PGC1A iRNK u PML mogu biti povezani sa RR formom MS. Nije utvrdena
povezanost nivoa iRNK ispitanih gena sa razli¢itim fazama bolesti, relapsom i
remisijom. U grupi pacijenata sa RR MS postoji asocijacija LEP rs7799039, po
dominantnom genetickom modelu, sa pove¢anjem nivoa LEP iRNK u PML.

4. Znacajna pozitivna korelacija pLEP sa TNF-a iRNK u PML kod pacijenata
sugeriSe na povezanost izmedu produkcije TNF-a i LEP signalnog puta,
podrzavajuéi predloZzenu proinflamatornu ulogu LEP u patogenezi MS.
Utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu nivoa PGC1A i SOD2 iRNK u PML u
grupi pacijenata.

5. Na povezanost sa tezinom RR forme MS sugeriSe znacajna pozitivna korelacija
uspostavljena izmedu nivoa LEPR iRNK u PML i vrednosti klinickog parametra
MSSS.

6. Nije utvrdena asocijacija pLEP sa RR MS, kao ni sa razli¢itim fazama bolesti.
Varijante LEP rs7799039, LEPR rs1137101 i PGCI1A rs8192678 nisu asocirane sa
nivoima pLEP, ni u grupi pacijenata sa RR MS ni u grupi kontrola.
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MU3jaBa o0 ayTopcTBy

MUme u npesmme aytopa MBaHa Koanh

Bpoj nHaekca M3003/2013

MUsjaBbyjem
03 je AOKTOpCKa aucepTaymja nog, HacJloBOM

Cryamja acoumjaumje BapujaHTM M HUBOA TPAHCKPUNUMje reHa NenTUHCKOr curHanHor nyta (LEP,
LEPR i PGC1A), aHTMoKcuaatmeHe 3awTute (SOD2) u mHbnamaumje (TNF-a) ca pusukom 3a
HaCTaHaK U KJAVMHUYKUM TOKOM MYITUNJIE CKepo3e

® pe3ynTaT COMNCTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT Paaa;
e [a AMcepTaumja y LeANHU HU y AeN0BUMa Huje Buna npeanoxeHa 3a cTuuarbe apyre
AnNsiome npema CTyAUjCKMM Nporpamuma Apyrux BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA;

® [a Cy pPe3yNTaTh KOPEKTHO HaBeaEeHU U

* 13 HXCaM KpLWO/Na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTNO/Na NHTENEKTYaNHY CBOjUHY APYruX

nua.

MoTnuc aoKTOpaHAaa

Y beorpaay, 26.05.2021.




MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTAaMMNAHE U e/IeKTPOHCKE Bep3uje A0KTOPCKOr

paaa
Ume n npesmme aytopa MBeaHa Koanh
bpoj uHaekca M3003/2013
CTyamjcku nporpam MoIeKyNapHa 61Monorvja eykapmora

Hacnos paga ,Cryamja acoumjaumie BapujaHTU MU HUBOA TPAHCKPUMNLUMjE reHa NeNTUHCKOr
curHanHor nyta (LEP, LEPR i PGC1A), aHTnokcnaatmusHe 3awtute (SOD2) u undaamaumje (TNF-a) ca
PU3MKOM 33 HacTaHaK N KAMHUYKMM TOKOM MYATUMIE CKaepo3se”

MeHTopum: ap /busbaHa CtojkoBuh, Hay4yHW capAaHUK MHCTMTYTa 3a HyK/ieapHe Hayke “BuHya”
YHuBep3uTeTa y beorpaay v ap Aywka Casuh Masuhesuh, pegosHun npodeccop bronowkor
dakynteTta YHusepsuteta y beorpaay

M3jaB/byjem Aa je WwTamnaHa Bep3nja Mor 4OKTOPCKOr paga UCTOBETHA e/IEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
cam npefao/na paam noxparbmBara y [UrutasHom penosntopmjymy YHusepsuteta y beorpaay.

[lo3Bo/baBam Aa ce objaBe Moju IMYHM NOAALM Be3aHM 3a Aobujarbe akageMCKor Ha3uBa A0oKTopa
HayKa, Kao LWITO Cy MMe M Npe3ume, roanHa U mecto pohera 1 gatym ogbpaHe paja.

OBM INYHU NOAALM MOTY ce 06jaBUTU HA MPEXHUM CTPaHULaMa AurntanHe bubanorteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTasory u y nybankaumjama YHusepsuterta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHAaa

Y beorpagy, 26.05.2021.




MU3jasa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6bubnmnoteky ,Csetosap Mapkosuh” ga y OurMtanHu penosutopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mMojy LOKTOPCKY AUcCepTaumjy Nos Hac0BOM:

,CTyamja acoumjaumje BapujaHTU M HMBOA TPaHCKpUNuUMje reHa nenTUHCKor curHanaHor nyTta (LEP, LEPR i

PGC1A), aHTMOKcupaTMBHe 3awTtute (SOD2) n wuHdnamaumje (TNF-a) ca pusnkKom 3a HacTaHaK wu

KNIMHUYKMM TOKOM MYATUNAE CKAepo3e”

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

[ucepTaumjy ca CBMM Mpuio3uma npeaao/na cam y eieKTPoOHCKOM ¢opmaTty MOrogHOM 3a TPajHO
apxvBupate.

Mojy AOKTOPCKY AMcepTaumnjy noxpareny y AnrntanHu penosmtopujym YHusepsuteTa y beorpagy mory aa
KOpUCTe CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuMBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogay4mo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjANHO
@AyTopCTBo — HekoMepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AINTU NOA, UCTUM YC0BUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — A€/UTW NoA UCTUM YCI0BMMA

(Monumo fa 3a0Kpy»KuTe camo jeHy o wecT noHyheHux NMUeHUM, KpaTak OnMucC JNLEeHUM AaT je Ha
cnepehoj ctpaHn).

MoTtnuc poKTopaHaa

Y beorpaay, 26.05.2021.




AyTopcTBO - [J03BO/baBaTe YMHOMXKaBakbe, AUCTPUOBYLMjy U jaBHO caonwiTaBarbe Aena, U npepage,
aKO Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HAauYMH oapeheH of CTpaHe ayTopa WM fAaBaolua JIMLEHLE, YaK U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NTNLEHLM.

AyTOpPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo. [J03BO/baBaTe YMHOMKaBake, AUCTPUOYLIMjY M jaBHO caonwTaBakbe
[ena, u npepaje, ako ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oa CcTpaHe ayTopa MM AaBaoua
nvueHue. OBa iMLeHLA He fl03BO/baBa KOMepLUujaaHy ynoTpeby aena.

AyTOpPCTBO - HEKomepUuMjanHo — 6e3 npepasge. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLNjY U jaBHO
caonuwrTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobsnKoBara WM ynoTpebe gena y cBOM Aefy, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa MK gaBaoua avueHue. OBa fMLeHLa He
[103B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocCTaje fiMLeHLe, OBOM /IULLEHLIOM Ce
orpaHuyasa Hajsehu 061Mm npaBa Kopuwhera gena.

AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHO — LeNuTU NoA WUCTMUM ycnoBMma. [03BO/baBaTe yMHOMKaBakbe,
AMCTPMOYLMjy M jaBHO caomnwTaBakbe fefia, M Npepase, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH o CcTpaHe ayTopa MM AaBaoLa JNLEHLE M aKo ce npepaga aguctpubympa nog UCTOM UK
CMYHOM AnueHuom. OBa MLeHUa He 4,03B0/baBa KOMepUujanHy ynoTpeby gena u npepaga.

AyTopcTBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YyMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY 1 jaBHO caonliTaBakbe Aena,
6e3 npomeHa, Npeob/inkoBarba MAM ynoTpebe gena y CBOM A€y, ako ce HaBede Mme ayTopa Ha
HauuH oapeheH o4 cTpaHe ayTopa uau aasaoua nuueHue. OBa MLEHLa A03B0/baBa KOMepLMjanHy
ynoTtpeby aena.

AyTOpPCTBO - AEAUTU MOA MCTUM yCioBMMa. [l03BO/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwTtaBarbe Aena, U npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa
AW AaBaola IMLEHLE M aKo ce npepaga AucTpubympa nog UCTOM UM CAMYHOM AnueHuom. OBa
NMUEHUA [03BO/baBa KOMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CavyHa je codTBEpPCKMM
NMLUEeHUama, 04HOCHO nLeHLLaMa OTBOPEHOT KoAa.



