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Analiza genetickih faktora rizika i pokazatelji toka i ishoda steCene autoimune mijastenije gravis

Sazetak:

Uvod: DosadaSnja istrazivanja genetickih prediktora razvoja, kao 1 klinickih i1 dijagnostickih
pokazatelja toka i ishoda steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG) su dala neujednacene i
ponekad kontradiktorne rezultate, zbog ¢ega prediktori ishoda nisu jasno definisani.

Cilj: Ispitati klinicke, elektrofizioloske i imunoseroloske pokazatelje toka i ishoda SAMG sa
inicijalnim okularnim simptomima, kao i povezanost polimorfizama jednog nukleotida gena CTLA4
i njihovih haplotipova sa rizikom za razvoj, klini¢ki tok i ishod le¢enja SAMG u nasoj kohorti.

Materijal i metode: Istrazivanje je sprovedeno u dva dela i obuhvatilo je bolesnike koji su
dijagnostikovani i leceni u Klinici za neurologiju, UKCS. Prvi deo je retrospektivna studija koja je
obuhvatila bolesnike sa SAMG 1 inicijalno izolovanim okularnim simptomima. Za procenu
pokazatelja generalizacije bolesti kori$¢ena je multivarijantna binarna logisticka regresija. Drugi deo
je studija slucajeva i kontrola u kojoj su TagMan metodom analizirani polimorfizmi rs231735 i

1s231770 u lokusu CTLA4 kod bolesnika sa antitelima prema nikotinskom acetil-holinskom receptoru
(nAChR).

Rezultati: Retrospektivna studija je obuhvatila 209 bolesnika. Zenski pol (p=0,017), visa
koncentracija nAChR autoantitela (p<<0,001) 1 pozitivan test nervno-misi¢ne transmisije (TNT)
(p<0,001) pri postavljanju dijagnoze bili su statisticki znacajno c¢es¢i kod bolesnika sa
generalizovanom formom bolesti i statisticki znacajno povezani sa generalizacijom bolesti. Geneticka
analiza je obuhvatila 447 SAMG bolesnika i uparenih kontrola i ukazala je da su varijante rs231735
1 1s231770 u lokusu CTLA4 povezane sa SAMG ranog pocetka. Pored toga, genotip TT za oba
polimorfizma imao je protektivni efekat za razvoj SAMG ranog pocetka.

Zakljuéak: Polimorfizmi rs231735 1 rs231770 u lokusu CTLA4 predstavljaju moguci faktor rizika
samo za SAMG ranog pocetka u nasoj kohorti. Pol, vi$a koncentracija nAChR autoantitela i pozitivan
TNT izdvajaju se kao pokazatelji generalizacije ove bolesti.

Kljucne reci: SteCena autoimuna mijastenija gravis, generalizacija, pokazatelji, nAChR autoantitela,
test nervno-misi¢ne transmisije, CTLA4, polimorfizmi.
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Analysis of Genetic Risk Factors and Indicators of the Clinical Course and Outcomes of Acquired
Autoimmune Myasthenia Gravis

Abstract:

Introduction: Previous research on genetic predictors of development, as well as clinical and
diagnostic indicators of the clinical course and treatment outcome of acquired autoimmune
myasthenia gravis (MG), has yielded inconsistent and sometimes contradictory results. Therefore, a
definitive list of reliable indicators has not been established.

Objective: To examine the clinical, electrophysiological, and immunoserological indicators of
disease course and treatment outcome of MG subjects with initially ocular symptoms, as well as the
association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CTLA4 gene and their haplotypes with
the risk of development, clinical course, and treatment outcome of MG in our cohort.

Materials and Methods: The study was conducted in two parts and included patients diagnosed and
treated at the Clinic of Neurology, UCCS. The first part was a retrospective study including patients
with MG and initially isolated ocular symptoms. Multivariable binary logistic regression was used to
assess predictors of generalization. The second part was a case-control study in which the
polymorphisms rs231735 and rs231770 at the CTLA4 locus were analyzed using the TagMan method
in patients with nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) autoantibodies.

Results: The retrospective study included 209 patients. Female sex (p=0.017), higher concentration
of nAChR autoantibodies (p<0.001), and a positive repetitive nerve stimulation test (RNS) (p<0.001)
at diagnosis were statistically significantly associated with disease generalization and demonstrated
predictive value. The genetic analysis included 447 MG patients and matched controls and indicated
that the rs231735 and rs231770 variants at the CTLA4 locus are associated with early-onset MG. The
TT genotype for both polymorphisms had a protective effect against the development of early-onset
MG.

Conclusion: The rs231735 and rs231770 polymorphisms at the CTLA4 locus may represent risk
factors only for early-onset MG in our cohort. Gender, higher concentration of nAChR autoantibodies
and positive RNS stand out as clear predictors of disease generalization

Key words: Acquired autoimmune myasthenia gravis, generalization, predictors, nAChR
autoantibodies, repetitive nerve stimuation test, CTLA4, polymorphisms
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UDK:



Sadrzaj

L VO e bttt h ettt h e et e h e h et et sheenne et 1
1.1 IStOTTJAt SAMG....oi ittt et e et e et e e et e e s aaeeesbaeessaeeessseeesseeesseeensaeeennes 1
1.2 Epidemiologija SAMG ....cc.cooiiiiiiiieeiee ettt 1
1.3 Anatomija i fiziologija Nervno-miSiCNe SPOJNICE ......ccveerererreerrieereerireereerieeereeneeesseenseeenne 2
1.4 Patofiziolo@ija SAMG ......oocviiiiie ettt e e e e e e eaaeeeaaeeen 4

1.4.1 SAMG posredovana nAChR autoantitelima..............ccoeeeeeiiiiniiiniiiniiieieeeeee e, 4
1.42 SAMG posredovana MuSK autoantitelima ...........c.ccceeveeierieeniieeniienieeieenieeieeeee e 4
1.4.3 SAMG posredovana LRP4 autoantitelima............cccceevveiieiuiiieiiiieniie e 5
1.4.4  Specificnost NMS ekstraokularnih miSica..........cooceevieiiiiiiiniiiniiiieeee e 5
1.4.5 Uloga timusa u pato@enezi SAMG ........ccceeeiieiiieiiieiieeie ettt eee e eeees 6
1.4.6  Uloga genetickih faktora u patogenezi SAMG G .........ccocvieiiieriiienciieece e 7
1.4.7 Uloga faktora spoljaSnje STEAINE ..........cueeruieriieiiieiiieiieeie et 8
1.4.8  EpigenetiCki faktori. .. cccviiiiiiiieiiieiiecieeeeee et et 8
1.5 Klinicka slika 1 klasifikacija SAMG ........coooiiieiiiieiiieeieeeie et esaae e 9
1.5.1  OKularni SIMPLOMI ..c..eeetieieieeiieniieeiieeiie et ettt ee st e et e siteebeesiee e bt esseeenseesseesnbeesseeenseenseas 9
1.5.2  Bulbarni SIMPLOMIL.....c.eeiiieiiieriieiieiieeieeeieeriee e eieesaeeieesaeeseessaeesseessseesseessseensnesseens 10
1.5.3 Simptomi trupa, ekstremiteta i respiratorne muskulature .............ccceeevveeerieeenieeeneennnne, 10
1.5.4 Atipicne klinicke manifestacije SAMG ........cccoooieiiiriiiiieiiieie et 10
1.6 MGFA Klasifikacija SAMG .......cccoerieiiiieiiieeiieriie ettt eseeeve et e ssbeessaesbeesaaeesseessaesseens 11
1.7 DIJAZNOZA ...ttt et e et e et e e e nbee e abaeenaeeenaeeenraees 12
1.7.1  KINICKA AJAZNOZA .....eeeeieeiiieiii ettt ettt ettt steesaaeeabeessaeensaens 12
1.7.2 KINICKT tSEOVI..eutieuiiiiiitieiieiieritet ettt ettt et sbe ettt e sae e e e e sseenees 13
1.7.3  FarmakoloSKI tESTOVI ...ccouuiiiiiiiiiiieie e s 13
1.7.4  SeroloSKO tESTITAN]E ... .eevuvieiieiieeiieeiie ettt ettt ettt et e et et esteesaeeenbeesseeenseens 14
1.7.5  ElektrofizioloSKe StUAIJE .....eeovieiiieiiieiieciieiee ettt ve e e seaesenaens 15
1.7.6  RadioloSka dijagnostika tIMUSA .........cccueeeiiieeiiieeiiee et eeee e e e 16
1.8 TOTAPTIA ..ttt et ettt ettt et e a e et eeat e et e e at e et e bt e enbeenaeeenne 16
1.8.1 Terapija okularne forme SAMG .........cooiieiieiiiiiiieiieeie et ebeens 16
1.8.2 Terapija generalizovane forme SAMG .........cccciieiiiieiiieciieece e 18
1.8.3 Terapija refraktarne forme SAMG.........cooouiiiiiiiiiiiii e 20
1.8.4  MijJaSteniCna KIIZA .....c.coovieiiieriiieiieeieecieeeie et e ste et e eaeeteeseaeeseessseeseesaseesseessseesnesnsaens 21
1.9 Procena teZine bolesti 1 terapijskog efekta.........cccoeovvieeiiiiiiiiiniiieceee e, 21
L.I0  GENETAlIZACTIA. ...ttt ettt ettt et be et et sbe e et esbe e 22
2 CHLJEVI TAA .ottt ettt et eb e e s aa e eabeestaeenbeessaeesbeestaeenbeensaeenbeenseeenseeneas 23
3 Materijal 1 MELOAE.....ccuvieeiiieeiiie ettt e e e et e e s te e e ssaeeesabeeennaeeenaeeenaeeenraeas 24

3.1 Analiza klinickih, elektrofizioloSkih i imunoseroloskih pokazatelja toka i ishoda SAMG
sa inicijalnim okularnim SIMPLOMIMA........ccvevevieriiieiierieeieeee et ereeereesteeebeeseeeebeeseeeeseesseeensaens 24



K TR O B o7 o3 <3 12 DO SRR PSRRI 24

3.1.2  StatistiCka analizZa.........cooeeiiiieriiiiieieeee et 25
3.2 Studija asocijacije polimorfizama pojedina¢nih nukleotida gena CTLA4 i njihovih
haplotipova sa klinickim tokom i ishodom lecenja SAMG ........ccccoevieeiiiiiieniieieeeeceeee e 25
R T N o Tod 1<) 1L TSR 25
3.2.2  Odabir polimorfizama pojedinacnih nukleotida ...........ccccoceeviiiiiniiininiininiiceee, 26
R I B € 0331015 o) V£ 103 | - RO TSR 26
3.2.4  StatistiCka analiZa..........c.ooiiiiiiiiii e 27
4 REZUIAL ..ottt et sttt sttt et b e et 28
4.1 Analiza klinickih, elektrofizioloskih i imunoseroloskih pokazatelja toka bolesti i ishoda
leCenja SAMG sa inicijalnim okularnim SIMPtOMIMA ..........ccccveeeviieeeiiieeriieeriie e erree e 28
4.2 Studija utvrdivanja ucestalosti polimorfizama gena CTLA4 u naSoj kohorti bolesnika i
njihovog uticaja na klinicki tok i ishod le€enja SAMG .........ccooviieiiiiieciieeieece e 33
4.2.1 Karakteristike pacijenata.........c.cocueriiieiiieiiieiie ettt ettt 33
4.2.2  Udruzenost polimorfizama pojedinacnog nukleotida gena CTLA4 sa razvojem SAMG u
POPULACTIT STDIJE....eeieieiiieiieeee et et e et e et e e st e e e satee e abeeessseeesseeensseesnnneeans 34
4.2.3  Asocijacija haplotipova rs231735-rs231770 gena CTLA4 i SAMG ranog pocetka
udruzenom sa AChR autoantitelima............cccoeiiiiiiiiiiiiii e 40
S DISKUSIIA .ttt ettt ettt ettt e e bt e et e e st e et e e aeeenbeenneeenreens 42
0 ZAKIJUCCT c.eveeniieeiiieiie ettt ettt et ettt et et e bt e e b e e beeenbeebeeeabeetteenbeetaeenbeeseeenbeeneas 50
A B0 1<) ¢ 11 | OSSR PRUSRUS 52
8 SPISAK SKIACEINICA. ...c.uvieiiiiiiieiie ettt ettt ettt et e sttt e et e e bt e s b e e seesnbeeseesnseenseesnneens 70
9

BIOGrafija QULOTA ... .ccvieiiieiieiiecie ettt ettt et e et e et e esbeesbeessbe e seesaseesaeenbeensaeenseens 71



1 Uvod

SteCena autoimuna mijastenija gravis (SAMG) je najcesce autoimuno oboljenje nervno-
misi¢ne spojnice (NMS), koje se karakteriSe slaboSc¢u i1 prekomernom zamorljivoscu skeletnih misica
pri stalnoj ili ponavljanoj aktivnosti, kao i oporavkom snage nakon odmora ili primene inhibitora
holinesteraze. Bolest je posredovana autoantitelima usmerenim prema razli¢itim komponentama
(antigenima) postsinapticke membrane NMS (1).

1.1 Istorijat SAMG

Iako se do najvecih saznanja o SAMG doslo u poslednjih 150 godina, prvi opisi ove bolesti
datiraju 1z XVII veka. Dostupni podaci pokazuju da literatura nije usaglaSena po pitanju autora prvog
opisa ovog nervno-misi¢nog oboljenja. Neki istrazivaci smatraju da prvi opis datira iz 1658. godine
kada je DZon Maplet (John Maplet), lekar iz Engleske, uputio pismo tada poznatom lekaru Tomasu
Braunu (Thomas Brown) opisuju¢i klini¢ku sliku bolesnika koja bi mogla odgovarati SAMG (2). Po
drugim istraziva¢ima, prvi opis SAMG dao je Tomas Vilis (Thomas Willis), oksfordski lekar, u svojoj
knjizi ,,O zverinjim duSama“ (/at. De Anima Brutorum) objavljenoj u Londonu davne 1672. godine,
opisujuci bolesnike koji su se osecali dobro u jutarnjim satima i kod kojih se u toku dana javljala
zamorljivost tokom govora ili bilo koje druge fizicke aktivnosti (3,4).

1.2 Epidemiologija SAMG

Epidemioloske studije SAMG predstavljaju svojevrsni izazov imajuc¢i u vidu da se radi o
retkoj neuroloSkoj bolesti (5). Vazno je istaci da incidencija i prevalencija SAMG znacajno variraju
medu razli¢itim geografskim regionima sa rasponom od 1,5-6,1/100.000, odnosno 2,19-36,7/100.000
stanovnika, otvarajuci pitanje da li zaista postoje geografske varijacije ili su one posledica znacajnih
razlika u metodolosSkom pristupu u razli¢itim studijama (5-7). Naime, ve¢ina epidemioloskih studija
koje se odnose na retke i heterogene bolesti, kao $to je SAMG, nose sa sobom odredena ogranicenja,
kao Sto su obuhvatanje malog broja ispitanika, razlike u dijagnostickim i inkluzionim kriterijuma
pacijenata ukljucenih u istrazivanje, §to onemogucava njihovo adekvatno poredenje. I pored toga,
istrazivanja su saglasna sa opservacijom da Sirom sveta broj obolelih od SAMG raste i da je viSe nego
udvostruc¢en za poslednjih 20 godina, posebno u populaciji starijih osoba (5). Kao jedan od mogucih
razloga porasta ucestalosti autoimunih oboljenja u starijoj populaciji navodi se starenje imunog
sistema (8). Oko 10% obolelih ¢ine populaciju pedijatrijske SAMG, koja je definisana pocetkom
simptoma pre 18. godine zivota (9). U epidemioloskoj studiji koja je obuhvatila populaciju obolelih
od SAMG u Srbiji u dugom tridesetogodiSnjem periodu od 01. januara 1979. do 31. decembra 2008.
godine registrovana je prevalenciju SAMG od 188,3/1.000.000, dok je procenjena incidencija
iznosila 13,3/1.000.000. Kao i u drugim epidemioloskim studijama tendencija porasta incidencije i
prevalencije je potvrdena i u naSoj populaciji obolelih (10). Pomenuti trend porasta incidencije i
prevalencije SAMG objasnjava se, izmedu ostalog, boljim prepoznavanjem i dijagnostikovanjem
bolesti zahvaljuju¢i dostupnijim dijagnostickim testovima, savremenom terapijom koja doprinosi
duZzem prezivljavanju obolelih, kao i globalnim produZenjem Zivotnog veka populacije u celini.
(5,10).

Odredene epidemioloske karakteristike SAMG su konzistentne u ve€ini studija, ali jo§ uvek
nisu dovoljno objaSnjene. Jedna od njih je bimodalna starosna distribucija sa dva pika oboljevanja.
Prvi pik se belezi kod mladih odraslih osoba, dominanto Zenskog pola, sa najées¢im oboljevanjem
oko 30-te godine zivota, nakon ¢ega incidencija opada 1 ponovo se povecava nakon 50-te godine sa
do sada sprovedenim epidemioloskim istrazivanjima je etni¢ka raznolikost koja se uocava kada se
porede kohorte razlicitih rasa (5).

Pokazano je da rasne ili etnicke karakteristike mogu uticati ne samo na ucestalost javljanja,
vec¢ 1 na inicijalnu klinicku prezentaciju SAMG i tok bolesti. U evropskoj populaciji bolest obi¢no
pocinje u kasnijem zivotnom dobu. Medu Azijatima, osobama hispano porekla i afroamerikancima
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ceSc¢e oboljevaju osobe zenskog pola u odnosu na evropsku populaciju (5,13). Rezultati jedne multi-
rasne studije sprovedene u Juznoj Africi su pokazali da osobe crne rase CeS¢e razvijaju okularnu
formu bolesti rezistentnu na terapiju, dok se kod osoba bele rase ¢esce javlja tezi generalizovani oblik
SAMG sa losijim terapijskim odgovorom i Cestim mijasteni¢nim krizama (14). U azijskoj populaciji
je utvrdena veca ucestalost SAMG ranog pocetka sa predominantnim klini¢kim ispoljavanjem u vidu
izolovano okularne forme bolesti (15).

Od pocetka 20. veka do danas stopa mortaliteta od SAMG je dramati¢no opadala sa razvojem
terapije, pre svega primenom inhibitora acetilholin esteraze, a zatim i imunosupresivne terapije. Pored
toga, primena privremenih terapijskih postupaka, terapijskih izmena plazme (TIP) i imunoglobulina
u intravenskoj infuziji (Ivlg), kao i unapredenje leCenja pacijenata u jedinicama intenzivnog lecenja
je u znacajnoj meri uticalo na smanjenje mortaliteta SAMG. Tokom poslednje decenije uvodenje
inovativne imunoterapije, inhibitora komplementa, monoklonskih antitela i blokatora neonatalnog
receptora za Fc fragment imunoglobulina G, je takode doprinelo smanjenju mortaliteta SAMG.
Dosadasnje epidemioloske studije su pokazale da se stopa mortaliteta od SAMG krece u rasponu od
5-9% 1 nesto je visa kod osoba muskog pola (16). Najvazniji prediktori smrtnog ishoda ovih
pacijenata su godine starosti i postojanje respiratorne insuficijencije. Pored toga, pokazano je da
infekcije respiratornog trakta naj¢es¢e doprinose smrtnom ishodu osoba sa SAMG (5). Sa druge
strane, interesantno je zapazanje pojedinih istrazivaca da je ucestalost sr¢anih, cerebrovaskularnih 1
malignih bolesti niza kod SAMG bolesnika u odnosu na opstu populaciju (5,17).

1.3 Anatomija i fiziologija nervno-miSi¢ne spojnice

NMS predstavlja mesto prenosa signala izmedu nervnih zavrSetaka i miSi¢nih vlakana. Sastoji
se iz presinapticke membrane koju ¢ini ¢elijska membrana terminalnog zavrSetka motornog nerva,
sinapticke pukotine (koja predstavlja prostor izmedu pre- i postsinapticke membrane) i nabrane
postsinapticke membrane popre¢no-prugastog misica (Slika 1).
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Slika 1. Anatomija i fiziologija nervno-misiéne spojnice (preuzeto iz reference 8)

Prenos signala kroz nervno-misi¢nu spojnicu podrazumeva oslobadanje acetilholina (ACh) iz
vezikula presinapti¢ke membrane egzocitozom 1 to nakon aktivacije voltazno zavisnih kalcijumskih
kanala i influksa kalcijuma u nerve zavrSetke. Oslobodeni ACh difunduje kroz bazalnu laminu
sinapticke pukotine i zatim se vezuje za nikotinski ACh receptor (nAChR) na postsinaptickoj
membrani miSica izazivajuci akcioni potencijal miofibrila i njihovu kontrakciju. Nikotinski AChR je
jonski kanal koji se nakon vezivanja ACh na kratko vreme otvara, dovode¢i do influksa natrijumovih
jona u miSi¢nu celiju, Sto dovodi do parcijalne depolarizacije postsinapticCke membrane misica i
generisanja ekscitatornog postsinaptickog potencijala (EPSP) (Slika 1). Ukoliko broj otvorenih
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natrijumovih kanala dostigne izvestan prag, generiSe se misi¢ni akcioni potencijal na postsinaptic¢koj
membrani. Po odvajanju od nAChR molekuli ACh se u sinapti¢koj pukotini hidroliziraju uz pomo¢
enzima acetilholin esteraze (AChE), nakon ¢ega se holin vra¢a u presinapticki nervni zavrSetak ili
molekuli ACh difunduju izvan regije motorne ploce. Koli¢ina oslobodenog ACh je obi¢no veca od
potrebne da izazove akcioni potencijal miSi¢nog vlakna, zbog cega je dejstvo AChE krucijalno, jer
svojim efektom spreava ponavljaju¢u aktivaciju nAChR. Dakle, efikasnost transmisije na nivou
NMS je odredena koli¢inom oslobodenog ACh iz nervnog zavrSetka, gustinom nAChR u
postsinaptickoj membrani, kao i gustinom voltazno-zavisnih natrijumovih kanala na postsinaptickoj
membrani misica (18-20).

Kao §to je poznato, nAChR je kompleksni transmembranski kiseli glikoprotein, koji ima veci
ekstracelijski, manji transmembranski i najmanji citoplazmatski deo (Slika 2).
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Slika 2. Nikotinski acetilholinski receptor (preuzeto iz reference 8)

Receptor se sastoji od pet subjedinica i ima najmanje dve izoforme (21-23). U zrelom i uredno
inervisanom poprec¢noprugastom misi¢u nalazi se izoforma sastavljena od dve a i po jedne B, 01 ¢
subjedinice, dok se u fetalnom i denervisanom misi¢u nalazi izoforma kod koje je € subjedinica
zamenjena y subjedinicom (24). Sve navedene subjedinice nAChR su rasporedene kruzno i formiraju
u sredini jonski kanal kroz koji posle vezivanja ACh za receptor dolazi do influksa natrijumovih jona
u misi¢no vlakno (25). Nikotinski AChR su medusobno povezani u grupe pomocu proteina rapsina,
a svaka grupa receptora je vezana za citoskeletne elemente misi¢nog vlakna pomocu distrofin-
glikoproteinskog kompleksa (26, 27). U toku embriogeneze, a 1 kasnije, funkcionalnu organizaciju
nAChR i njihovu postsinaptiCku agregaciju ostvaruje protein agrin putem aktivacije misi¢no
specifi¢ne tirozin kinaze (eng. muscle specific receptor tyrosine kinase, MuSK) (28). Nikotinski
AChR su najgusée lokalizovani u predelu motorne ploce, na vrhovima sekundarnih sinaptickih
nabora, a u znatno manjem broju 1 na ostalim delovima ¢elijske membrane misic¢a (20, 29).

Poremecaji na nivou NMS ometaju niz dogadaja koji omogucavaju adekvatnu kontrakciju
miSica. Kod pacijenata sa SAMG faktor sigurnosti nervno-miSi¢ne transmisije narusen je na
postsinaptickom nivou, gde svi EPSP ne uspevaju da predu prag i izazovu generisanje akcionog
potencijala miSi¢nog vlakna. Neefikasna nervno-miSi¢na transmisija se u ovom slucaju klinicki
ogleda u misi¢noj slabosti, a elektrofizioloski se manifestuje padom amplitude zbirnog akcionog
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potencijala miSi¢a (eng. compound muscle action potential, CMAP) tokom testa nervno-misi¢ne
transmisije (TNT) 1 produzenog kasnjenja ili bloka potencijala pojedina¢nih misi¢nih vlakana
registrovanih  elektromiografijom  pojedinacnog miSiénog  vlakna (eng.  single-fiber
electromyography, SFEMG) (18, 30).

1.4 Patofiziologija SAMG

SAMG je autoimuna bolest posredovana autoantitelima protiv specificnih antigena
postsinapticke membrane nervno-misiéne spojnice. NajceS¢a se radi o autoantitelima usmerenim
prema nAChR 1 MuSK, a mnogo rede su prisutna autoantitela na protein 4 srodan receptoru
lipoproteina niske gustine (eng. low-density lipoprotein receptor-related protein 4, LRP4). (31, 32).
Patogeni znacaj ovih antitela je dokazan moguénoscu pasivnog prenosa SAMG sa obolelog coveka
na misa pasivnim prenosom imunoglobulina G (IgG), pojavom tranzitorne neonatalne MG kod
novorodencadi majki obolelih od SAMG, otkrivanjem depozita IgG i komplementa na motornim
plocama bolesnika sa SAMG i konac¢no povoljnim u¢inkom terapijskih izmena plazme na tok bolesti
(23, 33-35). Kod nekih bolesnika se u serumu ne detektuju prethodno navedena autoantitela i tada
govorimo o seronegativnoj] SAMG. Medutim, poznato je da kod pojedinih pacijenata iz ove grupe u
serumu mogu postojati autoantitela sa niskim afinitetom za nAChR (eng. low affinty AchR-
antibodies) koja se ne mogu detektovati standardnim dijagnostickim testovima. Pored pomenutih
autoantitela, kod obolelih od SAMG detektovana su i autoantitela usmerena prema drugim antigenima
NMS, kao §to su agrin, kalijumski kanal Kv1.4, rapsin, kortaktin, AChE, kolagen Q i kolagen XIII.
Medutim, patogenost i specificnost ovih autoantitela kod obolelih od SAMG, kao i njihova
dijagnosticka ili prognosticka vrednost jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni (23, 32).

1.4.1 SAMG posredovana nAChR autoantitelima

SAMG je T Celijski zavisna 1 B ¢elijski posredovana autoimuna bolest NMS. Najcesce su
prisutna autoantitela usmerena prema nAChR koja se detektuju kod oko 85% bolesnika sa
generalizovanom 1 kod 50-70% onih sa izolovanom okularnom formom SAMG (12, 36, 37). Anti-
nAChR antitela dominantno pripadaju potklasama imunoglobulina (Ig) IgG1 i IgG3 i poti¢u od
dugozivecih plazma cCelija koje su proizvedene od strane B ¢elija u hiperplasticnom timusu i drugim
tkivima retikuloendotelijalnog sistema. Anti-nAChR antitela ispoljavaju patoloski efekat na NMS
putem nekoliko razli¢itih mehanizama. Pokazano je da je najvazniji mehanizam aktivacija sistema
komplementa 1 posledi¢na liza 1 destrukcija postisinapticke membrane NMS, te smanjenje broja
nAChR, a samim tim 1 naruSenje sigurnosnog faktora NMS i oSte¢enje transmisije na ovom nivou.
Svoj efekat anti-nAChR antitela ostvaruju i blokiranjem nAChR, kao i unakrsnim vezivanjem
nAChR, §to dovodi do endocitoze 1 posledi¢nog smanjenja broja nAChR na NMS. Dokazano je,
takode, da se anti-nAChR autoantitela mogu vezivati za razli¢ita mesta na nAChR, ali su naj¢esce
usmerena prema glavnom imunogenom regionu o subjedinice ovog receptora (37-40). DosadaSnja
iskustva ukazuju da ne postoji jasna korelacija izmedu titra anti-nAChR antitela u serumu bolesnika
1 tezine klinicke slike, §to se objasnjava heterogenoscu ovih antitela. Za razilku od ovoga, kod svakog
pojedinacnog pacijenta titar antitela prati tezinu klinicke slike, §to je znacajno za pracenje efekata
terapije 1 toka bolesti (8).

1.4.2 SAMG posredovana MuSK autoantitelima

MuSK je protein miSiéne membrane, koji se sastoji iz ekstracelularnog dela,
transmembranskog heliksa 1 citoplazmatskog dela sa aktivnos¢u tirozin kinaze. Ekstracelularni
domen ukljucuje tri regiona sli¢na imunoglobulinu za koji se vezuju anti-MuSK antitela (41, 42).
Anti-MuSK antitela se detektuju u oko 6% svih SAMG pacijenata, odnosno kod oko 40% anti-
nAChR seronegativnih bolesnika. Ucestalost ovih antitela varira medu razli¢itim zemljama sa nizom
prevalencijom u severnoj Evropi 1 viSom u oblasti Mediterana potencijalno uslovljeno genetickim
razlikama u pomenutim sredinama. Naime, istrazivanja su pokazala da u mediteranskim
populacijama postoji veca ucestalost HLA-DR14 i HLA-DR16 haplotipova, koji su povezani sa
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veéim rizikom od razvoja MuSK-SAMG (23, 43-46). Za razliku od anti-nAChR antitela, anti-MuSK
antitela pripadaju pretezno IgG4 potklasi imunoglobulina G 1 uglavnom su funkcionalno
monovalentna. Ova osobina ih ¢ini sposobnim za vezivanje jednog specificnog antigena zbog cega
svoje dejstvo ostvaruju samo jednim mehanizmom koji ne ukljucuje aktivaciju sistema komplementa,
a §to je vazno sa terapijskog stanovista. Pokazano je da MuSK antitela svoje dejstvo ostvaruju
inhibicijom interakcije MuSK i1 LRP4 Cime sprecavaju agrin-zavisno i agrin-nezavisno grupisanje
nAChR u regiji motorne ploce (23, 47-50). Neka istrazivanja pokazuju da je serumska koncentracija
anti-MuSK antitela u pozitivnoj korelaciji sa tezinom klinicke slike SAMG, za razliku od
koncentracije anti-nAChR antitela (23, 51).

1.4.3 SAMG posredovana LRP4 autoantitelima

LRP4 je transmembranski protein koji sadrzi nekoliko domena lipoproteina niske gustine. On
ima centralnu ulogu u razvoju nervno-misiéne spojnice 1 odrzavanju njene stabilnosti. LRP4 je
receptor za agrin 1 prenosi njegov signal na MuSK u funkciji grupisanja nAChR na NMS (52). LRP4
autoantitela svoj efekat ostvaruju inhibicijom LRP4-agrin interakcije, ali je od znacaja i Cinjenica da
shodno tome §to pripadaju IgG1 potklasi IgG, ova antitela imaju i sposobnost aktivacije komplementa
Sto je pokazano u in vitro studijama (23, 53, 54).

Ucestalost LRP4 antitela u bolesnika sa SAMG se znacajno razlikuje u razli¢itim studijama 1
krece se urasponu od 2-45 %. Razlog ovome verovatno lezi u razli¢itoj metodologiji koja je koriS¢ena
za detekciju antitela (ELISA, RIA ili CBA), razlikama u vrsti antigena koji je koris¢en, (zivotinjski
ili humani), kao i u razli¢itim sredinama u kojima je istrazivanje sprovedeno (23, 54-56). Studije koje
su obuhvatile pacijente kineske populacije pokazale su da su LRP4 antitela zastupljena u nizem
procentu u odnosu na ucestalost njihovog javljanja u zapadnim zemljama i registrovana su kod svega
1-2,9% duplo seronegativnih, odnosno 0,8-1,7% svih SAMG bolesnika (57, 58). Sa druge strane, u
multicentri¢noj studiji koja je sprovedena na teritoriji evropskog kontinenta, a u kojoj je analizirana
ucestalost LRP4 antitela kod obolelih sa SAMG, pokazano je da su pomenuta antitela detektovana
kod 19% duplo seronegativnih, odnosno kod 2% svih SAMG bolesnika, sa znacajnom varijabilnos¢u
njihovog prisustva u razli¢itim sredinama (od 7% u Norveskoj i1 Poljskoj do 33% u Turskoj). Takode,
zabelezeno je i udruzeno javljanje specifi¢nih antitela kod pojedinih pacijenata, pa su tako LRP4
antitela registrovana kod 15-20% SAMG bolesnika sa prisutnim anti-MuSK antitelima, kao 1 kod
7,5% bolesnika sa anti-nAChR antitelima (23, 59). Vazno je napomenuti da je LRP4 pored NMS,
prisutan i u motornim neuronima mozga i shodno tome nije neobi¢no da su anti-LRP4 antitela
detektovana i kod 10-23% obolelih od amiotroficne lateralne skleroze, Sto se moze objasniti
sekundarnim imunskim odgovorom na degeneracijom oslobodene do tada sakrivene antigene (60,
61). Dakle, LRP4 antitela nisu ekskluzivno specifi¢na za SAMG, ali njihova detekcija u korelaciji sa
klinickom slikom moze doprineti postavljanju dijagnoze SAMG (23).

1.4.4 Specifiénost NMS ekstraokularnih miSi¢a

Kod 40-50% bolesnika sa SAMG kao inicijalni simptom bolesti javlja se slabost 1 zamorljivost
ekstraokularnih miSi¢a (EOM), naj¢esc¢e u vidu promenljivog spustanja kapaka i/ili postojanja duplih
slika. Takode, zahva¢enost EOM postoji kod vise od polovine svih obolelih od SAMG tokom perioda
trajanja bolesti (12).

Smatra se da se povecana osetljivost EOM kod SAMG moZe povezati sa postojanjem
specifi¢nih strukturnih i molekularnih karakteristika ovih misi¢a koje su razli¢ite u odnosu na druge
poprecno-prugaste misi¢e. Naime, eksperimentalno je pokazano da NMS EOM ima manje izrazene
postsinapticke nabore sa redukovanim brojem nAChR (62, 63), kao 1 da postoji sniZzena ekspresija
regulatornih faktora, kao $to je faktor koji pospesuje lizu komplementa (“decay-accelerating factor”),
zbog Cega dolazi do pojacane aktivacije komplementa posredovane autoantitelima na nivou NMS
(64). Takode, od znacaja je i ¢injenica da jedino EOM eksprimiraju i adultnu (a2p€d) i embrionalnu
(a2Byd) izoformu nAChR. Osobina embrionalne izoforme je da ima duZe vreme otvaranja kanala 1
time vedi afinitet za agoniste i da se pri tome i sporije oporavlja posle desenzibilizacije ¢ime se
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objasnjava manja prilagodljivost EOM na visokofrekventnu inervaciju i vecu sklonost zamorljivosti
nervno-misiéne transmisije (65, 66).

1.4.5 Uloga timusa u patogenezi SAMG

Timus je primarni limfoidni organ u kome se odvija diferencijacija T limfocita i uspostavlja
centralna imunoloska tolerancija. Klju¢ni faktor u centralnoj toleranciji timusa je autoimuni regulator,
koji kontrolise ekspresiju tkivno specifi¢nih antigena predstavljenih uglavnom epitelnim ¢elijama
medule timusa. Poseban primer autoantigena je nAChR, koji se pored ekspresije u misi¢ima
eksprimira 1 u mioidnim c¢elijjama u meduli timusa. Normalni imuni sistem rano odstranjuje
autoreaktivne T celije tako Sto se one uniStavaju u timusu tokom procesa centralne tolerancije, dok
autotolerantni T limfociti nastavljaju svoju diferencijaciju i oslobadaju se u perifernu cirkulaciju.
Poznato je, takode, da je timus kljucni izvor i1 regulatornih T limfocita koji doprinose imunoloskoj
regulaciji u fizioloSkim uslovima i smatra se da je poremecaj njihove funkcije jedan od razloga za
razvoj autoimunosti (67-75).

Brojnim dosada$njim istrazivanjima je utvrdena znacajna uloga timusa u patogenezi SAMG
udruzene sa anti-nAChR autoantitelima. Naime, kod ovih bolesnika je nadena visoka ucestalost
strukturnih abnormalnosti timusa u vidu limfofolikularne hiperplazije ili timoma i pokazano je da je
stepen limfofolikularne hiperplazije u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom anti-nAChR antitela u
serumu (76). Uloga timusa u patogenezi SAMG je potvrdena povoljnim efektom timektomije koja se
sprovede u ranoj fazi bolesti u populaciji mladih bolesnika sa ovim oboljenjem (77), kao i indukcijom
eksperimentalne autoimune MG kod miseva sa teSkom kombinovanom imunodeficijencijom
transplantacijom timusa bolesnika sa SAMG (78, 75).

Limfofolikularnu hiperplaziju timusa karakteriSe prisustvo ektopi¢nih germinativnih centara
u meduli timusa. Germinativni centri su inace karakteristika sekundarnih limfoidnih organa. U njima
se odvija intenzivna proliferacija, diferencijacija i selekcija B limfocita. U hiperplasti¢nom timusu
prisustvo antigena nAChR, antigen prezentujucih dendriti¢nih Celija, autoreaktivnih T limfocita i B
limfocita objaSnjava genezu imunskog odgovora na nAChR (79, 80). Sustina promena timusa kod
SAMG je da se histoloska struktura primarnog limfoidnog organa menja i poprima karakteristike
sekundarnog limfoidnog organa te ju je teSko razlikovati od histoloskih karakteristika slezine. Do
ovih promena dolazi pod uticajem visSe faktora. Uticaj neuroendokrine osovine u smislu stresom
indukovanih hormonskih poremecaja u osoba sa posebnim imunogeneti¢kim osobinama, pre svega
defektnim autoimunim regulatornim genom (4A/RE gen), uz neposrednu indukciju virusnom
infekcijom ili medikamentima, moze pokrenuti patoloske promene u timusu. Smatra se da u uslovima
izmenjene timusne mikrosredine uzrokovane najverovatnije virusnom infekcijom i oslobadanjem
proinflamatornih citokina dolazi do ekspresije dotle skrivenog antigena, nAChR, koji zbog defektnog
autoimunog regulatora moze izbe¢i negativnu selekciju u timusu. Pored toga, oslobadanje hemokina
u okviru inflamatornog procesa moze uticati na neovaskularne promene unutar timusa i narusiti krvno
timusnu barijeru sa prodorom imunokompetentnih ¢elija periferne krvi u timus. Dotle neeksprimiran
ili pod dejstvom razlicitih faktora eksprimiran izmenjen nAChR mioidnih ¢elija timusa biva preuzet
1 procesuiran od strane antigen prezentujucih ¢elija kao autoantigen sa T 1 B ¢elijskim odgovorom na
nAChR. U centru neoantigenske stimulacije nastaju limfoidni folikuli, germinativni centri sa B
limfocitima koji se transformiSu u plazmocite sa primarnom produkcijom specifi¢nih anti-nAChR
antitela koja ulaze u sistemsku cirkulaciju 1 prepoznaju nAChR skeletnih misi¢a i razliitim
mehanizmima dejstva uzrokuju poremecaj nervno-misi¢ne transmisije (79, 80).

Dok se limfofolikularna hiperplazija timusa naj¢eS¢e sre¢e kod mladih Zena, timom se
dijagnostikuje najcesce posle 40. godine Zivota sa podjednakom ucestalos¢u kod pripadnika oba pola.
Timom je redak i naj¢esce benigni tumor koji potice od epitelnih ¢elija timusa koja su oivi¢ena T
limfocitima (81). Pretpostavlja se da timomi poticu iz kortikalnih epitelnih ¢elija, a deficit medularnih
epitelnih ¢elija, a samim tim i odsustvo autoimunog regulatora, objaSnjava negativnu selekciju i
senzibilizaciju T limfocita na nAChR (82). Potvrdeno je da u timomu nastaje produkcija
autoreaktivnih T limfocita koja podsti¢u razvoj anti-nAChR pozitivne SAMG (83). Dosadasnje
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studije su pokazale da pacijenti sa SAMG udruzenom sa timomom ¢e$ée imaju tezu klinicku formu
bolesti, sa losijim tokom i ishodom i ve¢om stopom mortaliteta (79).

Postoje brojni dokazi koju ukazuju da su i normalno timusno tkivo (thymus persistens) i
involutivni odn. atrofi¢ni timus ukljueni u patogenezu SAMG. Mikrodisekcijama je u tkivu
atroficnog 1 perzistentnog timusa utvrdeno postojanje sitnih germinativnih centara sa svim
karakteristikama fokalne hiperplazije, ¢ime se objasnjava patogeneza bolesti 1 kod pacijenata kod
kojih rutinska histoloska analiza ne ukazuje na postojanje hiperplazije timusa (84-86).

1.4.6 Uloga genetickih faktora u patogenezi SAMG

lako SAMG i druge autoimune bolesti nisu nasledne, ¢ini se da geneticka predispozicija ima
znacajnu ulogu u njenoj patogenezi. Prvi dokaz o genetic¢koj predispoziciji za razvoj SAMG je pojava
familijarnih slucajeva bolesti. Studije blizanaca su pokazale da je ucestalost SAMG medu
monozigotnim blizancima (35%) veca nego kod dizigotnih blizanaca (3-4%) 1 istakla znacaj
geneticke predispozicije za razvoj SAMG (87).

Geneticka predispozicija SAMG zasniva se na varijantama u genima koji determiniSu
antigene za MHC (glavni histokompatibilni kompleks) I 1 II klase, a subjedinicu nAChR, teske 1 lake
lance IgG i T ¢Celijske receptore (11, 88). Tokom poslednje decenije smo svedoci zna¢ajnog pomaka
u otkrivanju geneticke osnove SAMG upotrebom studija asocijacija na nivou genoma (eng. genome-
wide association studies - GWAS). Ove studije su dizajnirane sa ciljem pronalaZzenja genomskog
regiona udruzenog sa odredenim fenotipom 1 to ispitivanjem polimorfizama/varijanti pojedinacnog
nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphisms/Variants, SNPs/SNVs). Ovi polimorfizmi
predstavljaju najceS¢e geneticke varijante u odredenoj populaciji, a nastaju zamenom jedne baze
drugom u molekulu DNK. Ukoliko su pomenuti polimorfizmi lokalizovani unutar promotorskog
regiona, oni mogu imati uticaj na vezivanje transkripcionih faktora i samim tim menjati nivo
ekspresije odredenih gena. Tako su studije asocijacije na nivou genoma omogucéile identifikaciju
lokusa koji su uklju¢eni u imunski odgovor, kao i strukturnu organizaciju NMS, ¢ime su
identifikovani kao faktori rizika za razvoj SAMG udruzene sa nAChR autoantitelima. Takode, ove
studije su ukazale na razli¢ite geneticke osnove obolelih od SAMG ranog i kasnog pocetka (89-93).

Inicijalna ispitivanja geneticke osnove SAMG pokazala su da je SAMG kao i druge autoimune
bolesti udruzena sa odredenim HLA (humani leukocitni antigen) haplotipovima. Medutim, ovu
povezanost je tesSko precizno mapirati jer mnogi haplotipovi sadrze razli¢ite kombinacije HLA gena
(88). U do sada sprovedenim studijama se posebno izdvojio haplotip HLA-A1-B8-DR3-DQ2, poznat
i kao AHS.1 (ili specifi¢ni aleli unutar ovog haplotipa). Naime, analize su pokazale da je ovaj haplotip
udruZen sa anti-nAChR antitelima posredovanom SAMG ranog pocetka u nekoliko evropskih
populacija, prisutan posebno kod bolesnika sa limfofolikularnom hiperplazijom timusa (11, 94-97).
Vazno je ista¢i da je ovaj haplotip udruzen i sa drugim autoimunim bolestima, imunoloskom
hiperreaktivnos¢u i rapidnom progresijom sindroma steCene imunodeficijencije Sto potkrepljuje
hipotezu o zajednickoj genetickoj osnovi vise autoimunih bolesti (11, 98; 99).

Brojni lokusi van HLA regiona kodiraju gene ¢iji razli¢iti polimorfizmi poveéavaju podloznost
za oboljevanje od razli¢itih autoimunih bolesti uklju¢uju¢i SAMG. Primeri ovih gena su PTPN22,
FCGR2, CHRNAI, CHRNBI, kao i lokus za antigen 4 koji je udruzen sa citotoksi¢nim T-limfocitima
(engl. Cytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen-4, CTLA4) (11, 100-102). Gen PTPN22 kodira
protein tirozin fosfatazu ne-receptorski tip 22, citoplazmatski protein koji ima znacajnu ulogu u
aktivaciji T-Celijskog receptora, kao i regulatornih T ¢elija. Poznato je da je ovaj gen udruzen sa
brojnim autoimunim bolestima kao §to su sistemski eritemski lupus, tip I dijabetes melitus, Hasimoto
tireoiditis, temporalni arteritis i reumatoidni artritis, a istrazivanja su pokazala da polimorfizam
R620W ovog gena znacajno povecava rizik od obolevanja od SAMG (89, 103, 104). FCGR2 gen
kodira tip 2 receptor za Fc fragment IgG koji vezuje nakupljene Ig 1 antigen-antitelo komplekse i ima
glavnu ulogu u ¢elijskoj aktivaciji (105-107). CHRNAI i CHRNB] geni kodiraju alfa 1, odnosno beta
1 subjedinice nAChR, a njihove mutacije dovode do razvoja kongenitalnog mijastenicnog sindroma
(108). Polimorfizmi ovih gena, sa druge strane, mogu uticati na ekspresiju odgovarajuc¢ih subjedinica
nAChR te na taj nac¢in mogu uticati na smanjenje broja funkcionalnih nAChR NMS. Takode,
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izmenjena struktura subjedinica pomenutog receptora, moze dovesti do promena u prepoznavanju
nAChR na NMS i izmenjenog imunskog odgovora (89).

CTLA4 lokus je privukao posebnu paznju s obzirom na to da ima znac¢ajnu ulogu u odrzavanju
imunske tolerancije i predstavlja potencijalni ciljni protein u leCenju autoimunih 1 malignih bolesti
(109-111). CTLA-4, poznat i kao CD152, je inhibitor imunskog odgovora i ispoljava se prolazno na
aktiviranim CD4+ T-¢elijama i konstitutivno na regulatornim T-¢elijama. Ovaj antigen ima identicne
ligande (CD80/86 poznati i kao B7-1/2), kao i homologni ko-receptor CD28 ¢ija je uloga gotovo
antagonisticka ulozi CTLA-4 antigena. Naime, vezivanje CD28 za CD80/86 ispoljenim na antigen
prezentujué¢im celijama pospesuje prezivljavanje i proliferaciju T limfocita, produkciju citokina i
omogucava da T limfociti pomazu u sazrevanju B limfocita. CTLA-4 sa druge strane ima veci afinitet
za ligande CD80/86 od CD28 i deluje kao negativni regulator T ¢elijskog imunskog odgovora (112,
113).

Rezultati inicijalnih GWAS studija sprovedenih u populaciji obolelih na teritoriji Evrope i
Azije bili su konzistentni u pogledu identifikacije gena odgovornog za udruzenost razli¢itih ali
preklapaju¢ih CTLA4 varijanti jednog nukleotida sa SAMG udruzenom sa nAChR autoantitelima
(114-122). Medutim, kasnije sprovedena opseznija studija na evropskoj populaciji koja je obuhvatila
kohortu od 1800 pacijenata dala je opreCne rezultate (89). Smatra se da je jedan od razloga
nekonzistentnosti rezultata genetickih studija SAMG najverovatnije to Sto su dosadasnje studije
obuhvatile mali broj ispitanika sa posledicnom neadekvatnom statistickom snagom, s obzirom na to
da SAMG spada u retke bolesti ili pomenuta nekonzistentnost moze biti posledica varijabilnosti alela
koji uti¢u na razvoj SAMG u razli¢itim populacijama obolelih (5, 123). Pored toga, imajuci u vidu
njihov dizajn, GWAS studije ne daju informacije o potencijalnim uzrocnim varijantama jednog
nukleotida u identifikovanom lokusu i njihovoj potencijalnoj funkcionalnoj ulozi kojom ostvaruju
molekularni efekat 1 uti¢u na razvoj bolesti. Ova ogranic¢enja mogu biti prevazidena dodatnim in silico
analizama 1 studijama asocijacije na nezavisnim kohortama. Tako je analiza koja integriSe nalaze
GWAS studija sa funkcionalnim genomskim informacijama specifi¢nim za celijski tip, kao Sto je
genska ekspresija 1 organizacija hromatina, istakla CTLA4 kao znaajan lokus u patogenezi SAMG
udruzene sa nAChR autoantitelima (124). Pored toga, preporucuje se koriS¢enje statistiCkog finog
mapiranja za identifikaciju potencijalno uzro¢nih varijanti jednog nukleotida tako §to se inkorporiraju
rezultati regionalne neravnoteze vezanosti gena (eng. linkage disequilibrium (LD) - neslu¢ajna veza
izmedu dva gena) medu razli¢itim varijantama jednog nukleotida sa statisti¢ki visoko znac¢ajnim P
vrednostima (89, 109, 125).

1.4.7 Uloga faktora spoljasnje sredine

Uticaj faktora spoljne sredine na varijabilnost i tok bolesti danas se ispituje sveobuhvatnim
epidemioloskim studijama. Smatra se da neki od faktora spoljne sredine, najverovatnije virusna
infekcija, mogu modifikovati efekat geneticke predispozicije 1 pokrenuti autoimuni proces
ostecenjem tkiva i1 eksprimiranjem sopstvenih, skrivenih antigena imunokompetentnim ¢elijama, $to
dovodi do njihove senzibilizacije, aktivacije i oSte¢enja postsinapticke membrane mehanizmom
molekulske mimikrije (8, 86, 101, 126-128). Pored virusne infekcije, kao moguéi precipitirajuci
faktori razvoja simptoma SAMG spominju se stres, upotreba razli¢itih lekova ili toksina. Od
infektivnih uzroc¢nika posebno se izdvajaju hepatitis C virus, EpStajn-Bar virus, citomegalovirus,
humani T-limfotropni virus, virus Zapadnog Nila, a od nedavno i SARS-CoV-2 virus, koji pored
inicijacije moze uticati i na pogorsanje bolesti (129-131). Pored ovih faktora, u nekim studijama se
kao potencijalni faktori navode i bakterijske i druge respiratorne infekcije, fizicka trauma,
hipertireoidizam ili upotreba tireoidnih hormona, operativne procedure (posebno tireoidektomija),
trudnoca, porodaj, kao i alergijske reakcije (5).

1.4.8 Epigeneticki faktori

Postoji viSe potencijalnih nacina na koji faktori spoljasnje sredine uti¢u na ¢elijski imunitet
domacdina. Jedan od njih ukljucuje i epigeneticke faktore — metilaciju DNK, posttranslacione
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modifikacije histona i mikroRNK (miRNK), koji regulisu ekspresiju gena bez modifikacije sekvence
genomske DNK (132-134).

Potencijalni mehanizam uticaja faktora spoljasnje sredine na razvoj autoimunih bolesti dat je
na primeru virusne infekcije. Naime, mnogi virusi mogu biti izvori egzogene dvolancane RNK koja
moze predstavljati vezu izmedu faktora spoljasnje sredine i geneti¢kih faktora. U ovoj paradigmi,
faktori spoljasnje sredine, kao Sto su virusi ili lekovi, putem interakcije genoma domacina i egzogene
dvolan¢ane RNK mogu poremetiti nivoe miRNK domacina i posledi¢no narusiti ravnotezu imunskog
sistema, Sto kod osoba sa genetickom predispozicijom dovodi do pojacanog imunskog odgovora 1
razvoja autoimune bolesti (134).

MikroRNK su jednolanc¢ani nekodiraju¢i RNK molekuli, veli¢ine 20-25 nukleotida, koji se
specifi¢no vezuju za ciljne RNK i reguliSu ekspresiju gena na post-transkripcionom nivou, te na taj
nacin utiCu na celijske procese. Na ovaj nac¢in miRNK imaju znacajnu ulogu u patogenezi mnogih
autoimunih bolesti, uklju¢uju¢i SAMG. Zbog njihove stabilnosti, visoke senzitivnosti i specifi¢nosti
u ekstracelularnim te¢nostima, miRNK se smatraju potencijalnim biomarkerima dijagnoze i prognoze
bolesti. Dosadasnje studije su pokazale da heterogeno ispoljavanje SAMG u odnosu na prisustvo
razli¢itih autoantitela, godina pocetka bolesti i1 prisustvo timoma karakteriSe povisen ili snizen nivo
razli¢itih miRNK (135). Tako je u nekoliko sprovedenih istrazivanja pokazano da su nivoi miRNK-
150-5p 1 miRNK-21-5p poviseni kod SAMG udruzene sa nAChR autoantitelima, dok su nivoi
miRNK-20b snizeni u ovoj grupi bolesnika (136, 137). Kod pacijenata sa SAMG udruzenom sa
MuSK autoantitelima pokazano je postojanje povisenog nivoa miRNK iz familije let-7, dok su nivoi
miRNK-210-3p i miRNK-324-3p u ovoj grupi bolesnika snizeni u poredenju sa kontrolnim grupom
zdravih ispitanika (138-140). Pokazano je, takode, da pored dijagnostickog znacaja, nivoi miRNK
mogu biti pokazatelji i prognoze bolesti. Tako je u istrazivanju Sabrea i saradnika registrovan poviSen
nivo miRNK-30e-5p kod pacijenata sa okularnom formom SAMG koji se pokazao kao visoko
senzitivan pokazatelj u diferencijaciji okularne i sekundarno generalizovane forme bolesti (141). Isti
istrazivaci su pokazali 1 da se nivoi miRNK-21-5p, miRNK-30e-5p i miRNK-150-5p znacajno
smanjuju nakon primene imunosupresivne terapije i/ili timektomije (142). Pored navedenih mi-RNK,
grupa istrazivaca iz Italije 1 Izraela je utvrdila i da miRNK-323b-3p, miRNK-409-3p 1 miRNK-485-
3p, takode, mogu biti biomarkeri terapijskog odgovora kod bolesnika sa SAMG (143).

Smatra se da je razlog postojanja heterogenosti u registrovanim nivoima razli¢itih miRNK
kod obolelih od SAMG koris¢enje razli¢itog bioloSkog materijala, kao i razli¢itih metodologija za
njihovu detekciju. Zbog toga su istrazivaci saglasni da postoji potreba za prospektivnim studijama
koje bi obuhvatile veliki broj bolesnika, a u cilju definitivne potvrde uloge cirkuliSu¢ih miRNK u
patogenezi i prognozi SAMG (135).

1.5 Klinicka slika i klasifikacija SAMG

Osnovna klini¢ka prezentacija SAMG je postojanje simptoma i znakova promenljive slabosti
1 zamorljivosti skeletnih miSic¢a, sa poboljSanjem snage nakon odmora ili primene antiholinesterazne
terapije. Pored toga, bolest se karakteriSe izuzetnom varijabilno$¢u u klinickom ispoljavanju sa
postojanjem jasnih fluktuacija simptoma tokom dana, kao 1 tokom duzih vremenskih intervala (144-
146).

1.5.1 OkKkularni simptomi

SAMG se kod vise od polovine pacijenata inicijalno manifestuje slabos¢u i1 patoloSkom
zamorljivos¢u EOM u vidu promenljive semiptoze ili ptoze kapaka, najcesc¢e uz kompenzatornu
kontrahovanost miSic¢a Cela, kao 1 postojanja diplopija, koje se u blazoj formi mogu manifestovati
zamucéenjem vida (146, 147). Inicijalno su ovi simptomi najée$ée intermitentni, sa pogorSanjem
tokom dana, najces¢e u vecernjim satima, tokom Citanja ili voznje automobila, posebno pri jakom
svetlu. Po pravilu, slabost i zamorljivost EOM je promenljiva i asimetri¢na, a prema rezultatima
dosadasnjih studija pokazano je da je najes¢e zahvacen m. rectus medialis (144)

Dosadasnje studije su pokazale da kod vise od polovine pacijenata sa SAMG kod kojih se
bolest inicijalno prezentuje izolovanim okularnim simptomima, unutar dve godine od pocetka prvih
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tegoba dolazi do progresije bolesti sa razvojem generalizovane slabosti i zamorljivosti drugih
skeletnih misica (148).

1.5.2 Bulbarni simptomi

Slabost orofaringealne muskulature se kao inicijalni simptom bolesti javlja u oko 15% SAMG
pacijenata, dok se tokom trajanja bolesti ona moze registrovati u oko 60% ispitanika (146).
Karakteristicna bulbarna simptomatologija koja se sre¢e kod SAMG bolesnika obuhvata slabost 1
zamorljivost miSic¢a za Zvakanje, sa poteSko¢ama pri Zvakanju ¢vrste hrane, smetnjama pri gutanju,
posebno te¢nosti, sa vracanjem tecnosti na nos, kao 1 smetnjama pri govoru u smislu govora kroz nos
(disfonija sa rinolalijom). Kod pacijenata sa prisutnim izrazenim slabostima orofaringealne
muskulature javljaju su i smetnje sa disanjem. Usled slabosti i zamorljivosti miSic¢a lica ovi bolesnici
imaju nepotpunu emotivnu ekspresiju i karakteristi¢no ,,reze¢i* osmeh (risus sardonicus) (144, 146,
149).

Slabost 1 zamorljivost tokom govora kod pacijenata sa SAMG manifestuje se disfonijom sa
rinolalijom i postojanjem dizartrije. Zbog slabosti laringealne muskulature glas moze biti promukao
1 smanjenog volumena, medutim, afonija se nikada ne javlja. Ovi bolesnici Cesto imaju slabost m.
orbicularis oris §to im otezava zvizdanje, naduvavanje obraza, kao i izgovaranje odredenih slova
(144, 147, 149).

Disfagija nastaje usled slabosti usana, jezika, mastikatorne i faringealne muskulature. Pored
toga Sto nosi rizik od aspiracije, izrazena disfagija, kako te¢nosti, tako i ¢vrste hrane, udruzeno sa
znacima slabosti mastikatorne muskulature i1 antefleksora vrata predstavlja znacajan klinicki
pokazatelj pretece mijasteni¢ne krize. Klinicki se mijasteni¢na kriza prezentuje tipi¢nim znacima kao
Sto su: otezano zvakanje usled slabosti mastikatornih i temporalnih misi¢a, smetnji sa gutanjem sa
postojanjem nazalne regurgitacije tecnosti usled slabosti palatinalnih misSica, osecaja zastoja hrane u
grlu usled slabosti gornjih faringealnih misica, kao i gubitka u telesnoj tezini usled svih navedenih
poteskoca tokom uzimanja obroka (144, 147, 149, 150).

1.5.3 Simptomi trupa, ekstremiteta i respiratorne muskulature

Bolesnici kod kojih su zahvaceni miSi¢i trupa i ekstremiteta obi¢no se zale na poteskoce 1
zamor pri obavljanju uobicajenih svakodnevnih aktivnosti kao Sto su pranje kose, umivanje, brijanje,
¢esljanje, prostiranje vesa, teSkoce pri penjanju ili silazenju niz stepenice, kao i ustajanju sa stolice
(149).

Slabost 1 zamorljivost moze zahvatiti bilo koji misi¢ trupa i ekstremiteta, ali se pojedine
miSi¢ne grupe karakteriSu postojanjem izrazenijih slabosti. Tako se po pravilu kod SAMG pacijenata
registruje veci stepen slabosti antefleksora vrata u odnosu na ekstenzore vratne muskulature, dok su
na ekstremitetima obicno izraZenije zahvaceni m. deltoideus, m. triceps brachii, ekstenzori rucja i
prstiju, kao 1 dorzifleksori stopala. Pored toga, kod ovih pacijenata se ¢eSce registruje veci stepen
slabosti miSi¢a ruku u odnosu na misice donjih ekstremiteta (144, 146, 147, 149).

Slabost respiratorne muskulature manifestuje se koriS¢enjem pomoc¢ne muskulature tokom
disanja, dok se u leZe¢em poloZaju moZze javiti 1 ortopneja kada je slaboS¢u zahvacena i dijafragma.
U tezim sluCajevima slabost respiratornih miSica izaziva mijastenicnu krizu sa potrebom za
intubacijom i mehani¢kom ventilacijom (147, 149).

1.5.4 Atipi¢ne klinicke manifestacije SAMG

Poznato je, takode, da se kod manjeg broja bolesnika moze javiti 1 slabost miSi¢a koji nisu
tipicno zahvacéeni kod SAMG, kao §to su slusni misi¢i sa hiperakuzijom (m. stapedius ili m. tensor
tympani), zatim, voljni misic¢i kao §to su sfinkteri besike 1 creva ili izolovana zahvacenost distalnih
miSica ekstremiteta, kao $to su ekstenzori prstiju Saka, sa sindromom vise¢ih Saka, ili dorzifleksora
stopala (8, 36, 151, 152).
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lIako retko, kod nekih bolesnika se klinicka slika obogacuje i znacima blage ili umerene
vegetativne disfunkcije, sa hiperhidrozom, sijalorejom, arterijskom hipo- ili hipertenzijom, izmenom
ukusa i sl.

SAMG moze imati 1 izolovanu, tzv. “fokalnu formu”, koju karakteriSe dugotrajna izolovana
slabost jednog ili grupe miSi¢a sa istom funkcijom. Na ovu slabost se ne moze znacajno uticati
primenjenom terapijom, Sto ¢esto dovodi do dijagnostickih problema (8, 36; 151-154).

1.6 MGFA Klasifikacija SAMG

Literatura opisuje vise klini¢kih 1 imunoloskih podtipova SAMG. Prvu, Siroko prihvacenu,
klinicku klasifikaciju predlozio je pedesetih godina proslog veka Oserman (Osserman), koja je maja
1997. godine modifikovana od strane americke fondacije za MG (eng. Myasthenia Gravis Foundation
of America, MGFA) (155-157). Prema ovoj klasifikaciji postoji pet formi SAMG, od kojih su dve
glavne: okularna i generalizovana forma SAMG (Tabela 1). U okviru generalizovane forme postoji
vise podtipova generalizovanog ispoljavanja u odnosu na stepen tezine bolesti (forme II, 111 1 IV), kao
i predominantno zahvacene misi¢ne grupe. Forme II, III i IV imaju po 2 podtipa: podtip ,,a“ oznacava
predominantnu zahvacenost misi¢a trupa i1 ekstremiteta uz moguce prisustvo blaze zahvacenosti
orofaringealnih misic¢a, dok podtip ,,b* oznacava predominantnu zahvacenost orofaringealnih i/ili
respiratornih miSi¢a sa mogu¢om blazom afekcijom misi¢a trupa i ekstremiteta (157).

Tabela 1. MGFA (eng. Myasthenia Gravis Foundation of America) klasifikacija tezine klinicke slike
steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG)

Forma SAMG Klini¢ke manifestacije bolesti

[ Iskljucivo okularna simptomatologija; moguca zamorljivost m.
orbicularis oculi
Blaga slabost i zamorljivost koja zahvata miSice trupa,

11 ekstremiteta 1 bulbarne miSice, sa ili bez slabosti ekstraokularnih

misi¢a razliite tezine.

IIa Blaga slabost predominantno miSica trupa i/ili ekstremiteta

Blaga slabost predominantno bulbarne i/ili respiratorne

IIb
muskulature

Umerena slabost i zamorljivost koja zahvata miSice trupa,
111 ekstremiteta 1 bulbarne miSice, sa ili bez slabosti ekstraokularnih
miSica razliCite tezine.

ITIa Umerena slabost predominantno miSi¢a trupa i/ili ekstremiteta

— Umerena slabost predominantno bulbarne i/ili respiratorne
muskulature
Teska slabost 1 zamorljivost koja zahvata miSice trupa,

v ekstremiteta 1 bulbarne miSice, sa ili bez slabosti ekstraokularnih

miSica razliCite teZine.

IVa Teska slabost predominantno misica trupa i/ili ekstremiteta

Vb Teska slabost predominantno bulbarne i/ili respiratorne

muskulature

Mijasteni¢na kriza koja zahteva intubaciju sa ili bez mehanicke
ventilacije. Ova forma se ne odnosi na intubaciju u toku rutinske
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operacije. Takode, koriS¢enje nazogastri¢ne sonde bez
intubacije svrstava bolesnika u formu IVb.

1.7 Dijagnoza

1.7.1 Klini¢ka dijagnoza

Klinicka dijagnoza SAMG se postavlja nakon dobijanja tipi¢nih anamnesti¢kih podataka o
postojanju slabosti i prekomerne zamorljivosti skeletnih misica i neuroloskog pregleda koji obavezno
mora obuhvatiti i testove zamorljivosti.

Kod pacijenata sa okularnom formom bolesti neuroloskim pregledom se registruje
unilateralna ili bilateralna semiptoza ili ptoza, koja se moze potencirati testovima zamorljivosti u vidu
produzenog pogleda naviSe. Pored toga, u specificne dijagnosticke testove OSAMG spadaju i test
ukrstene potencijacije semiptoze i Koganov test. Tokom testa ukrStene potencijacije semiptoze dolazi
do spustanja kapka nezahvacenog oka pasivnim podizanjem spusStenog kapka zahvacenog oka (Slika
3). Koganov test (“Cogan’s lid twitch”) se smatra specificnijim klini¢kim znakom OSAMG i
podrazumeva trzaj gornjeg ocnog kapka navise pri promeni pravca pogleda ka primarnom poloZzaju
nakon relaksacije podizaca kapka tokom dugotrajnog pogleda nanize (37, 157). U svakodnevnoj
klini¢koj praksi koristi se 1 test forsiranog zatvaranja o€iju tokom koga pacijent forsirano zatvori o€i
u trajanju od 5-10 sekundi i po otvaranju ociju fiksira predmet u primarnom polozaju. Pozitivnim
testom se smatra trzaj gornjeg o¢nog kapka naviSe nakon kojeg dolazi do spustanja kapka (37).

Slika 3. Test ukrStene potencijacije semiptoze - pasivnom elevacijom spustenog kaka zhvac'enog
oka dolazi do spustanja kapka nezahvacenog oka (slike iz li¢ne arhive ustupljene ljubaznosc¢u prof.
dr Slobodana Apostolskog)

Vazno je napomenuti da oftalmopareza kod OSAMG moze podsecati na poremecaj motiliteta
bulbusa koji se javlja 1 u drugim bolestima, ukljucuju¢i lezije kranijalnih nerava, tireoidnu
oftalmopatiju, orbitalni miozitis, okularnu miopatiju, progresivnu eksternu oftalmoplegiju,
unilateralnu ili bilateralnu internuklearnu oftalmoplegiju. Osnovna karakteristika eksterne
oftalmopareze ili oftalmoplegije koja se srece kod OSAMG je postedenost glatkih misic¢a oka, kao i
uredan nalaz na zenicama S$to se registruje u objektivnom nalazu pacijenata sa internom
oftalmoplegijom (37). Takode, od znacaja je i opservacija da je devijacija o¢nih osovina kod
pacijenata sa OSAMG uglavnom inkomitantna (nejednaka u razli¢itim pravcima pogleda), dok
komitantna devijacija (jednaka u razli¢itim pravcima pogleda) najcesSée predstavlja kongenitalnu
foriju ili nastaje kao posledica oSte¢enja mozdanog stabla ili cerebeluma (159, 160).

Imajuéi sve navedeno u vidu mozemo zakljuciti da postavljanje pravovremene dijagnoze
OSAMG moze u nekim sluc¢ajevima predstavljati izazov. Neretko se deSava da u ovoj populaciji
obolelih postoji znacajno dijagnosticko kasnjenje, Cesto kao posledica sprovodenja ekstenzivnih
dijagnostickih postupaka, kao S$to su magnetna rezonanca endokranijuma, geneticki 1 ostali
laboratorijski testovi koji su ¢esto neophodni za iskljuc¢enje drugih uzroka oftalmopareze (37).
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Pri klinickoj evaluaciji generalizovanih formi bolesti u neuroloskom pregledu koriste se
slede¢i testovi zamorljivosti (161):

v' Test gutanja koji podrazumeva sukcesivna Getiri gutljaja vode, tj. oko polovine ¢aSe, pri ¢emu
se pozitivnim testom smatra postojanje minimalnog zakasljavanja, a ozbiljnijim nalazom
ukoliko dode do zagrcnjavanja ili nazalne regurgitacije te¢nosti.

v' Test brojanja koji se izvodi tako $to se bolesniku da nalog da broji naglas do 50. Pojava
dizartrije sa disfonijom i rinolalijom tokom brojanja smatra se pozitivnim nalazom.

v’ Zamorljivost ruku se testira produzenom elevacijom ruku pod uglom od 90 stepeni u odnosu
na telo tokom minimum 240 sekundi.

v" Snaga stiska Sake se testira dinamometrijski, pri ¢emu se slabo$¢u smatra snaga stiska Sake
manja od 45 kgW za muskarce, odnosno 30 kgW za Zene.

v’ Zamorljivost fleksora vrata testira se u leZe¢em polozaju uz odignutu glavu pod uglom od 45
stepeni u odnosu na podlogu tokom trajanja od najmanje 120 sekundi.

v Zamorljivost donjih ekstremiteta se testira u leZeCem polozaju uz produzenu elevaciju
ekstendirane noge pod uglom od 45 stepeni u odnosu na podlogu u trajanju od najmanje 100
sekundi.

1.7.2 Kliniéki testovi

Osnova dijagnoze SAMG lezi u klini¢kom prepoznavanju i registrovanju simptoma i znakova
promenljive slabosti 1 zamorljivosti skeletnih misica, ali je dijagnozu potrebno potvrditi 1 specifiénim
dijagnostickim testovima. U tom smislu su test sa kockicom leda, kao i testovi odmora i spavanja od
znacaja za pacijente sa OSAMG (65).

Slikz; 4. Test sa kockom leda — nakon Stavljanja leda na zatvoreno desno oko
bolesnika tokom 2 minuta uocena je redukcija semiptoze desnog kapka (slike iz licne arhive
ustupljene ljubaznosc¢u prof. dr Slobodana Apostolskog)

Klini¢ka procena semiptoze ili ptoze, kao 1 pokretljivosti bulbusa vrsi se pre i1 nakon 2-5
minuta od aplikacije kockice leda na pacijentove zatvorene o¢ne kapke (Slika 4), zatim nakon §to je
pacijent drzao kapke zatvorene tokom perioda od 5 minuta (test odmora) ili nakon S§to je pacijent
spavao ili se odmarao tokom perioda od 30 minuta (test spavanja). Test sa kockicom leda je visoko
senzitivan 1 specifican za OSAMG, dok su testovi odmora 1 spavanja specificni, ali ne i u potpunosti
senzitivni, s obzirom na to da se kod nekih pacijenata sa OSAMG ne registruje pozitivan odgovor
(65, 162-164).

1.7.3 Farmakoloski testovi

Poznato je da kod pacijenata sa SAMG inhibitori holinesteraze poboljSavaju nervno-misi¢nu
transmisiju tako Sto produZavaju poluZivot acetilholina u regiji motorne ploce. Pozitivan odgovor na
primenu inhibitora holinesteraze, u smislu znacajnog poboljSanja ili ¢ak kratkotrajnog otklanjanja
svih simptoma bolesti, jasno govori u prilog dijagnoze SAMG.

U svakodnevnoj klinickoj praksi rutinski se sprovodi prostigminski test aplikacijom
neostigmina (1-2 mg, s.c. ili i.m.) ili piridostigmina (60 mg, oralno). Za razliku od tenzilonskog testa
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koji je brz i visoko senzitivan (u preko 90%), ali koji nosi rizik od pojave ozbiljnih komplikacija,
prostigminski test je manje senzitivan i zahteva viSe vremena, ali je potpuno bezbedan 1 pristupacan
za sprovodenje u svim uslovima. Daje pozitivan rezultat u oko 75% bolesnika sa SAMG (65, 166).
Primer pozitivnog prostigminskog testa prikazan je na Slici 5.

Slika 5. Pozitivan prostigminski test (slike iz licne arhive ustupljene ljubéznoééu prof. dr
Slobodana Apostolskog)

U dijagnostici OSAMG specifi¢nost prostigminskog testa je niska, imajuéi u vidu da se
izvesno poboljsanje miSi¢ne snage EOM moze registrovati i kod drugih oboljenja, kao Sto su
kongenitalni mijasteni¢ni sindromi, Lambert-Eaton-ov mijasteni¢ni sindrom, botulizam, kranijalne
neuropatije, mitohondrijalne miopatije, kao 1 kod pacijenata sa intrakranijalnim tumorima (65).

1.7.4 SeroloSko testiranje

Imunoloska potvrda dijagnoze SAMG obuhvata primenu seroloskih testova za detekciju
specifi¢nih autoantitela. U rutinskoj dijagnostici odreduje se koncentracija anti-nAChR i anti-MuSK
antitela. Anti-nAChR antitela detektuju se standardnom radioimunoesej (eng. radioimmunoassay,
RIA) metodom imunoprecipitacije humanog nAChR obelezenog alfa-bungarotoksinom 1 visoko su
specificna za SAMG. Apsolutna koncentracija ovih antitela u serumu nije indikator tezine bolesti,
medutim, posmatrano individualno korelira sa teZinom bolesti i povezana je sa povoljnim odgovorom
na primenjenu terapiju (36).

U grupi seronegativnih nAChR SAMG bolesnika rutinski se odreduje koncentracija anti-
MuSK antitela RIA metodom (36, 38).

Pozitivan nalaz pomenutih antitela potvrduje dijagnozu, bez dalje potrebe za
elektrofizioloSkim testiranjem.

Dosadasnje studije su pokazale da je senzitivnost laboratorijskog testa detekcije anti-nAChR
antitela u serumu veoma visoka kod pacijenata sa generalizovanom formom bolesti (80-90%), dok se
kod OSAMG ona dugo kretala se u rasponu od 40-70% (65). Medutim, zahvaljujuci razvoju tehnika
molekularne dijagnostike (eng. cell-based assays) u kojima se autoantitela vezuju za antigene
grupisane na membrani ¢elija u kulturi, ucestalost pozitivnih nalaza anti-nAChR antitela u ovoj
subpopulaciji pacijenata sa SAMG je porasla na preko 70% (148, 167).

Kada govorimo o anti-MuSK antitelima, ona se detektuju kod 38-54% seronegativnih nAChR
pacijenata. Medutim, ona su veoma retko prisutna kod izolovano okularne forme bolesti (168).

U slucaju duplo seronegativne SAMG, sa odsustvom 1 anti-nAChR 1 anti-MuSK antitela,
preporucuje se testiranje na LRP4 autoantitela, koja se u nasoj zemlji joS uvek ne rade rutinski imajuéi
u vidu nedostatak komercijalnih testova za njihovu detekciju.

Kod svih bolesnika sa SAMG, posebno starije zivotne dobi sa radioloski suspektnim tumorom
timusa, preporucuje se odredivanje nivoa serumskih antitela na titin i rijanodinski receptor. Pored
navedenih, postoje i druga retka autoantitela usmerena prema razli¢itim antigenima postsinapticke
membrane miSi¢a, medutim ona se jo§ uvek ne rade rutinski u okviru dijagnostickog postupka kod
obolelih sa SAMG, §to ogranicava njihov znacaj u dijagnostickom smislu (169).
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Kod bolesnika sa klinicki suspektnom OSAMG kao potencijalni biomarker koji govori u
prilog autoimunskoj patogenezi oftalmopareze pominje se i prisustvo kappa lakih lanaca
imunoglobulina u serumu. Naime, u nedavno sprovedenom istrazivanju zabelezeno je da su nivoi
kappa lakih lanaca imunoglobulina bili zna¢ajno poviseni kod bolesnika sa SAMG, ukljucujuci duplo
seronegativne i pacijente sa OSAMG u poredenju sa zdravim kontrolama (170).

1.7.5 Elektrofizioloske studije

ElektrofizioloSko testiranje bolesnika sa SAMG se zapocinje testom niskofrekventne
repetitivne stimulacije nerva, tj. testom nervno-miSi¢ne transmisije (TNT), dok je u slucaju
negativnog nalaza ispitivanje potrebno dopuniti i elektromiografijom pojedina¢nog misi¢nog vlakna,
tj. single fibre elektromiografijom (SFEMG).

Tokom TNT se primenom supramaksimalne stimulacije, obi¢no frekvencijom od 3 Hz,
registruje pad amplitude zbirnog akcionog potencijala misica izmedu prvog i Cetvrtog ili petog
stimulusa. Pozitivnim nalazom se smatra dekrementni odgovor koji je ve¢i od 10% (Slika 6). On se
sre¢e kod oko 2/3 bolesnika sa generalizovanom i u oko 30-50% bolesnika sa okularnom formom
bolesti (171).

Left Nasalis
Pre Activation Activation Post Activation
Amp Area $ L Amp Area Amp Area Amp Area
1-4: -347 -28.7%| | From: 10:36:30 1-4: -14.3 -10.7% 1-4: -30.5 -24.7% 1-4: -41,9 -29.4%
=1: 120 3.7mV Activation 30s =1: 2.0m 4.8mV = 1.59 4.3mV =1: 123 3.8mV
=4: 0.78 2.6mV = 1.76  4.2mV =4 1.1 2m 4 72 2.7mV
5@3.0Hz 10:36:23 5@3.0Hz 10:37:13| [S&3.0Hz 10:38:04| |S@3.0Hz 10:40:03
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1 |

Slika 6. Elektrofizioloski zapis tokom testa nervno-miSi¢ne transmisije - elektrofizioloski
zapis kod bolesnika sa SAMG pre 1 nakon aktivacije miSi¢a u trajanju od 30s (slike iz li¢ne arhive
ustupljene ljubaznos$¢u prof. dr Slobodana Apostolskog)

To 10:37:03

SFEMG registruje potencijale pojedinacnih miSi¢nih vlakana i1 njthovo kaSnjenje-jitter
izmedu dva ili viSe vlakna iste motorne jedinice (Slika 7). Karakteristican nalaz kod SAMG je
produZzenje jittera preko 60 mikrosekundi i fenomen bloka impulsa uz normalnu gustinu motornih
vlakana. Senzitivnost SFEMG iznosi od 79-100% za okularnu i 100% za generalizovanu formu
bolesti, (173). Medutim, pokazano je da se pozitivna SFEMG moze javiti i kod drugih poremecaja
nervno-misi¢ne spojnice, kao S§to su Lambert-Eaton-ov mijasteni¢ni sindrom, botulizam i
kongenitalni mijasteni¢ni sindromi, ali 1 kod hroni¢ne progresivne oftalmoplegije, nepotpunog Miler-
FiSerovog sindroma ili moze nastati jatrogeno nakon aplikacije botulinskog toksina, §to oteZava
postavljanje dijagnoze izolovane okularne forme SAMG samo na osnovu pozitivnosti SFEMG (174).
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Slika 7. Elektrofizioloski zapis tokom single fibre elektromiografije (SFEMG) kod
bolesnika sa steCenom autoimunom mijastenijom gravis (SAMG): A) Graficki prikaz postavke
SFEMG koja beleZi akcione potencijale miSi¢nih vlakana inervisanih od strane istog motornog

neurona; B) elektrofizioloski zapis SFEMG pokazuje akcione potencijale prvog i drugog miSi¢nog
vlakna iste motorne jedinice 1 njihove interpotencijalne intervale
(adaptirano prema referenci 172)

Novijim radovima je pokazano da repetitivni okularni vestibularni miogeni evocirani
potencijali (RoOVEMPs) mogu biti od koristi u dijagnosticic OSAMG, s obzirom na to da se
pomenutom dijagnostickom metodom moze direktno registrovati zamor EOM (65, 175).

1.7.6 Radioloska dijagnostika timusa

Radioloska dijagnostika patologije timusa (kompjuterizovana tomografija ili magnetna
rezonanca grudnog kosa) omogucava otkrivanje tumora timusa, ali se na ovaj nacin mogu detektovati
1 promene koje odgovaraju folikularnoj hiperplaziji timusa. Kod SAMG kasne Zivotne dobi se mogu
videti atrofija i zamena timusa masnim tkivom $to je inace tipi¢an nalaz kod zdravih odraslih osoba.
Akcidentalno otkrivanje tumora timusa kod osobe bez simptoma SAMG moze imati znacaj u
predikciji supklinicke forme bolesti, imajuci u vidu da je opisano viSe slucajeva pocetka SAMG
nakon timomektomija. Sumnju na tumor timusa uvek ukazuje pozitivan nalaz antitela na titin ili na
rijanodinski receptor u serumu bolesnika sa SAMG (176).

1.8 Terapija

1.8.1 Terapija okularne forme SAMG

Terapijski pristup pacijentima sa OSAMG bazira se predominantno na licnom klini¢kom
iskustvu, imajuéi u vidu da ne postoje vodi¢i zasnovani na dokazima, kao ni konsenzus za lecenje
obolelih sa OSAMG, jer su sve do sada sprovedene kontrolisane randomizovane klinicke studije
ukljucivale samo pacijente sa generalizovanom formom bolesti (65, 177).

Lecenje OSAMG kod gotovo svih bolesnika zapocinje primenom inhibitora AChE najcesce
piridostigmina (Mestinon u dozi od 60-240 mg dnevno) ili sporo oslobadajuce forme leka (Mestinon
retard 180 mg dnevno), rede ambenonijuma (Mytelase, u dozi od 20-40 mg dnevno). Ova terapija
povoljno uti¢e na pobolj$anje mijasteni¢nih simptoma i znakova bolesti, pre svega blage do umerene
semiptoze/ptoze, dok je efikasnost antiholinesteraznih lekova znacajno niza kada su u pitanju
diplopije. Ova terapija se generalno dobro toleriSe i nezeljene reakcije (dijareja, hiperhidroza i
poigravanje mi$i¢a) se obicno mogu kontrolisati prilagodavanjem doze leka. Medutim, vazno je
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naglasiti da inhibitori AChE predstavljaju samo simptomatski vid le¢enja koji ne smanjuje rizik od
razvoja sekundarne generalizacije bolesti (65, 178, 179).

Kod pacijenata kod kojih se primenom inhibitora AChE ne postize zadovoljavajuéi efekat
neophodna je primena imunosupresivne terapije. Prednizon i prednizolon su pokazali efikasnost u
ublazavanju simptoma kod oko 66-86% ispitanika sa OSAMG, kao i u redukciji stope progresije
bolesti. Oralna terapija prednizonom ili prednizolonom predstavlja terapiju prvog izbora kod
pacijenata sa OSAMG kod kojih postoji funkcionalna onesposobljenost. Lecenje se moze zapoceti
punom dozom kortikosteroida ili se doza leka moze postepeno povecavati, ali je vazno naglasiti da
su maksimalne preporucene doze kortikosteroida kod ovih pacijenata, od 25-60 mg dnevno,
generalno niZe nego kod obolelih sa generalizovanom formom bolesti. Sedam do deset dana nakon
uvodenja kortikosteroidne terapije postoji moguénost pogorSanja stanja usled pojave steroidne
adinamije, $to kod pacijenata sa OSAMG najcesce ne predstavlja veliki problem (65, 83, 180-182).
Ukoliko tokom kortikosteroidne terapije dode do pojave ranih nezeljenih efekata i pored adekvatne
gastroprotekcije 1 odgovarajuceg higijensko-dijetetskog rezima ishrane sa redukcijom unosa soli,
prednizon se zamenjuje deflazakortom koji daje neSto manje nezeljenih efekata. Odnos ekvivalentnih
doza deflazakorta 1 prednizona iznosi 6 mg:5 mg. Kada se postigne poboljSanje stanja sa potpunim
otklanjanjem simptoma i znakova bolesti, savetuje se postepena redukcija doze prednizona za po 5
do 10 mg mesecno do najmanje doze leka kojom se odrzava stabilno stanje, odnosno dostigne
stadijum farmakoloske remisije. Ukoliko nakon redukcije kortikosteroidne terapije dode do ponovne
pojave okularnih simptoma bolesti savetuje se ponovno povecanje doze prednizona za 5 mg do doze
kortikosteroida sa kojom se odrzava stabilno stanje bolesti. U slu¢ajevima kada se nakon Sest meseci
primene imunosupresivne terapije kortikosteroidima postigne farmakoloska remisija bolesti, savetuje
se postepena redukcija doze odrzavanja kortikosteoida do obustave terapije, ukoliko se pri tome
odrzava stabilna remisija bolesti (181, 183).

I pored jasno potvrdene efikasnosti, jedan od najvecih problema tokom dugoro¢ne primene
kortikosteroida je pojava nezeljenih efekata, Sto znaCajno ograni¢ava njihovu primenu i zahteva
uvodenje druge imunosupresivne terapije. Pored toga, kao jedan od razloga za uvodenje
imunosupresivne terapije druge linije je 1 odsustvo terapijske efikasnosti kortikosteroida sa razvojem
oftalmoplegije rezistentne na terapiju, $to se srece kod oko 20% pacijenata (184). U ovim slucajevima
se preporucuje primena azatioprina, mikofenolat mofetila, ciklosporina, ciklofosfamida i takrolimusa,
koji se pretezno koriste u le€enju bolesnika sa generalizovanom formom bolesti (185).

Ukoliko pacijenti ne reaguju adekvatno na primenjenu imunosupresivnu terapiju ili zahtevaju
primenu visokih doza lekova $to je ¢esto praceno pojavom ozbiljnih neZeljenih efekata govorimo o
refraktarnoj formi OSAMG. Terapijske izmene plazme i1 primena humanih imunoglobulina u
intravenskoj infuziji nisu pokazali efikasnost u leCenju pacijenata sa ovom formom bolesti (186).
Medutim, primena anti-CD20 monoklonskog antitela, rituksimaba, pokazala je znacajnu efikasnost u
kupiranju simptoma i znakova bolesti u ovoj grupi pacijenata, zbog cega se rituksimab preporucuje
kao terapijska opcija u le€enju obolelih sa refraktarnom formom OSAMG (187).

Studije procene efikasnosti novih terapijskih modaliteta, koji se baziraju na inhibiciji
komplementa ili kompeticiji sa cirkuliSu¢im IgG imunoglobulinima za Fc neonatalni receptor
imunoglobulina u lecenju bolesnika sa OSAMG, su tek zapocete i u narednom periodu se ocekuju
njihovi rezultati (65).

Kada govorimo o timektomiji, ona je bila predmet debate eksperata u ovoj oblasti, i to samo
kao vid lecenja anti-nAChR seropozitivnih pacijenata sa OSAMG. Imajuci u vidu da je efikasnost
timektomije kod OSAMG ispitivana u retrospektivnim studijama sa dosta nekonzistentnim
rezultatima, za sada se ne mogu doneti adekvatni zakljucci o njenoj efikasnosti u ovoj grupi ispitanika.
Danas se u svakodnevnoj klinickoj praksi kod pacijenata sa OSAMG o timektomiji odlucuje
individualizovanim pristupom, sa preporukom za sprovodenje minimalno invazivne hirurgije kod
anti-nAChR seropozitivnih pacijenata, kao i1 kod pacijenata sa nezadovoljavaju¢im odgovorom na
primenjenu imunosupresivnu terapiju (188, 189) Takode, timektomija je indikovana i kod svih
pacijenata sa OSAMG udruzenom sa timomom (65).
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Suportivne mere kao $to su koriS¢enje naocara za spustene kapke kod izrazene ptoze, kao 1
prizmi kod bolesnika sa diplopijama, korisne su kod pacijenata sa OSAMG koja je rezistentna na
ostale preporucene vidove le¢enja (65). Takode, hirurSka korekcija ptoze se pokazala efikasnom, ali
je neophodno voditi rac¢una da ne dode do komplikacije u vidu inflamacije roznjace (190).

1.8.2 Terapija generalizovane forme SAMG

Lecenje generalizovanih formi SAMG zavisi od zZivotne dobi i1 opSteg zdravstvenog stanja
bolesnika, kao 1 od tipa specifi¢nih autoantitela koja su prisutna u serumu obolelih i stepena tezine
bolesti (183, 191).

Primena inhibitora holinesteraze je obavezna kod seropozitivnih bolesnika sa antitelima na
nAchR, , clustered nAchR “, LRP-4, kao i kod seronegativnih SAMG pacijenta, dok se kod obolelih
sa antitelima na MuSK, inhibitori holinesteraze ne primenjuju ili se daju u nizim dozama. Razlog
tome lezi u Cinjenici da ovi bolesnici ispoljavaju hipersenzibilnost na nikotinske efekte inhibitora
holinesteraze sa dosta nezeljenih efekata, a bez znacCajnijeg uticaja na slaboS¢u zahvacene misice
(183, 191).

Uporedo sa inhibitorima AChE savetuje se zapocCinjanje imunosupresivne terapije
kortikosteroidima svakodnevnom primenom niskih doza prednizona u jednoj jutarnjoj dozi. Predlazu
se dva nacina indukcione terapije, brza i spora indukcija, a odluku o na¢inu zapocinjanja lecenja
donosimo na osnovu klinicke prezentacije pacijenata. Kod bolesnika sa okularnom i blagom
generalizovanom formom bolesti kortikosteroidi se tokom perioda od 2-4 nedelje mogu ordinirati u
preporucenoj dozi od 60-100 mg dnevno, dok se spori rezim uvodenja kortikosteroidne terapije
predlaze kod pacijenata sa tezim formama bolesti, posebno onih sa predominantnom bulbarnom
simptomatologijom. Lecenje po ovom rezimu podrazumeva uvodenje prednizona u dozi od 10 mg
dnevno uz postepeno povecanje doze za 10 mg na svakih 5-10 dana, do dostizanja maksimalno
preporucene doze od 0,5-1 mg/kg telesne tezine. Vazno je napomenuti da je kod pojedinih bolesnika
nakon uvodenja kortikosteroidne terapije moguce prolazno pogorSanje stanja poznato kao steroidna
adinamija, koje se najcesc¢e javlja nakon 5-10 dana od pocetka lecenja i prolaznog je karaktera sa
najces¢im trajanjem oko 10-15 dana. PreteZzno se javlja kod starijih pacijenata sa teZom bulbarnom
formom bolesti udruzenom sa timomom, koji primaju visoke doze kortikosteroida i stoga se posebno
kod ovih pacijenata preporucuje postepeno uvodenje kortikosteroidne terapije. Imajuci u vidu brz
imunosupresivni efekat kortikosteroida, kod najveceg broja bolesnika nakon 6-8 nedelja od
zapocCinjanja terapije dolazi do inicijalnog poboljSanja stanja i u daljem toku se savetuje nastavak
terapije u odgovarajucoj individualnoj dozi tokom perioda od 2-6 meseci, §to je determinisano
tezinom klinicke slike 1 odgovorom na terapiju. Nakon postizanja poboljSanja stanja savetuje se
postepena redukcija doze kortikosteroida za po 5-10 mg mese¢no do najnize efikasne doze sa ciljem
da se nakon godinu dana lecenja doza redukuje na 10 ili 7,5 mg dnevno. Brzina redukcije doze zavisi
o tezine bolesti, postojanja pridruzenih komorbiditeta, kao i primene ostale imunosupresivne terapije
ili sprovedene timektomije, Sto omogucava brzu redukciju doze kortikosteroida. Pored svakodnevne
primene kortikosteroida tokom terapije odrzavanja pojedini istrazivaci preporucuju da se nakon
pocetne 2-4 nedelje od zapocinjanja leCenja prede na alternativni rezim davanja prednizona (,,High
Single Dose Aternate Day*) svaki drugi dan, u jutarnjim satima, posle dorucka, u cilju redukcije
potencijalnih nezeljenih efekata. Medutim, stavovi vecéine autora danas su da jo§ uvek nema dovoljno
dokaza da alternativni rezim davanja kortikosteroida smanjuje rizik od pojave nezeljenih efekata,
zbog Cega se novijim radovima favorizuje svakodnevna dugoro¢na primena kortikosteroida. U
svakom slucaju vazno je naglasiti da odluku oko nacina sprovodenja terapije odrzavanja
kortikosteroidima donosimo individualizovanim pristupom svakom pojedina¢nom pacijentu koji je
pre svega determinisan tezinom klinic¢ke slike i postojanjem pridruzenih komorbiditeta. Takode, svim
pacijentima na kortikosteroidnoj terapiji neophodno je ukljuciti i gastroprotektivnu terapiju uz savet
da se pridrzavaju odgovarajué¢eg higijensko-dijetetskog rezima, sa redukovanim unosom ugljenih
hidrata i soli, uz redovno klinicku i laboratorijsku kontrolu svih potencijalnih nezeljenih metabolic¢kih
efekata. Najces¢i nezeljeni efekti su porast telesne tezine, pojava dijabetes melitusa tipa 2, arterijska
hipertenzija, osteoporoza, glaukom, nesanica i promena raspolozenja (83, 181-183, 192).
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Kada govorimo o timektomiji kod pacijenata sa SAMG odluku o njenom sprovodenju
donosimo u zavisnosti od forme bolesti, kao i od prisustva patolo§kog nalaza na kompjuterizovanoj
tomografiji (eng. computed tomography, CT) timusne loZe. Postojanje tumora timusa, timoma,
nezavisno od forme bolesti, predstavlja apsolutnu indikaciju za operativno lecCenje. Timektomija se,
takode, preporucuje kod svih bolesnika sa generalizovanom seropozitivhom (nAChR, ,cluster
AChR*, LRP-4) SAMG, kao i kod seronegativnih pacijenata sa generalizovanom formom bolesti.
Opsti uslov je da bolesnici sa netimomski izmenjenim timusom nisu stariji od 50 godina, ali znacaj
ovog kriterijuma moze biti relativan, s obzirom na to da nepotpun odgovor na imunosupresivno
lecenje, uz dobro opste zdravstveno stanje, prisustvo anti-nAChR antitela i prisutno timusno tkivo na
CT snimku grudnog koSa moze pomeriti prihvatljivu starosnu granicu i do Sezdesete godine zivota.
Timektomija se moze izvesti transstrenalnim putem u vidu ekstenzivne timektomije (uklanjanje
timusa 1 kompletnog masnog tkiva prednjeg 1 zadnjeg medijastinuma), §to se obavezno preporucuje
kod bolesnika sa timomom, dok je kod bolesnika sa netimomski izmenjenim timusom Siroko
prihva¢ena manje agresivna torakoskopska metoda operativnog lecenja (eng. video assisted
thoracoscopic surgery, VATS) (83, 183).

U slucaju postojanja nepotpunog terapijskog odgovora, kontraindikacija ili ispoljavanja
nezeljenih dejstava na primenu kortikosteroidne terapije, sa ili bez timektomije, neophodno je
uvodenje imunosupresivne terapije druge linije (azatioprin, mikofenolat mofetil, ciklosporin,
ciklofosfamid, takrolimus). Najcesce se kortikosteroidna terapija kombinuje sa azatioprinom imajuci
u vidu da azatioprin ima odloZeni terapijski efekat, koji se ocekuje tek nakon Sest 6-18 meseci od
njegove primene. Lecenje se zapocinje dozom od 50 mg dnevno uz postepeno povecanje doze do
maksimalno preporucene doze koja iznosi 2-3 mg/kg telesne tezine dnevno. Posle godinu dana
kombinovane imunosupresije savetuje se obustava kortikosteroida i odrzavanje terapijskog efekta
samo azatioprinom u dozi od 1-2 mg/kg telesne tezine. Tokom lecCenja azatioprinom neophodno je
prac¢enje nezeljenih efekata. Neki od njih se javljaju odmah i manifestuju se u vidu mucnine i
povracanja, kao i pojave hepatotoksi¢nosti i mijelosupresije, zbog ¢ega je vazno pratiti laboratorijske
parametre (kompletna krvna slika, posebno nivoi leukocita i limfocita, kao 1 hepatogram). Kod 10-
20% pacijenata javlja se idiosinkratska reakcija na lek koja se manifestuje pojavom povisene telesne
temperature, mucnine, povracanja, a nekada i razvojem septi¢nog stanja, Sto zahteva hitnu obustavu
leka nakon Cega se tegobe brzo povlace. Znacajno je naglasiti da azatioprin nema teratogeni efekat
Sto omogucava njegovu primenu i kod pacijentkinja u generativnom periodu (181, 183, 191, 193-
195).

Ciklosporin se uglavnom koristi kod bolesnika koji kojih postoji intolerancija na azatioprin i
njegova primena, takode, omogucava bitno smanjenje doze kortikosteroida. Lecenje se zapocCinje
dozom od 200 mg dnevno, podeljeno u dve doze, sa postepenim povecanjem doze leka za 0,5 mg po
kg telesne tezine dnevno na svakih 4-8 nedelja. Ciklosporin ostvaruje brz imunosupresivni efekat ve¢
posle mesec dana od pocetka njegove primene, Medutim, pored brze i znacajne efikasnosti pomenute
terapije, neophodan je oprez zbog moguceg razvoja brojnih nezeljenih efekata, pre svega pojave
nefrotoksi¢nosti zbog €ega je neophodna redovna kontrola laboratorijskih parametara, posebno
azotemije. Drugi znaCajni neZeljeni efekti su hirzutizam, posturalni tremor, sklonost ka malignitetima
koze, hiperplazija gingiva i sli¢no. Vazno je istaci da se i ovaj lek moze primenjivati tokom trudnoce
(83, 182, 183, 192, 195, 196).

Mikofenolat mofetil je efikasan imunosupresivni lek koji se preporucuje za leCenje
generalizovane forme SAMG. Lecenje se zapo€inje dozom od 500 mg dnevno uz povecanje doze za
500 mg na 7-14 dana do maksimalne preporucene doze od 3000 mg dnevno. Imajuéi u vidu teratogeni
efekat, primena mikofenolat mofetila se ne preporucuje u trudno¢i (183, 191, 196).

Metotreksat se moze koristiti kao alternativni vid imunosupresivne terapije kod pacijenata kod
kojih ostali imunosupresivni lekovi nisu efikasni ili kod postojanja njihovog nepodnosenja, posebno
kod pacijenata sa pridruzenom sistemskom bolesti vezivnih tkiva. Medutim, ne postoje jasni dokazi
iz randomizovanih kontrolisanih studija o znacajno pozitivnom efektu ovog vida terapije. Pored toga,
poznati nezeljeni efekti, posebno teratogeni efekat, znac¢ajno ograni¢avaju njegovu primenu u le¢enju
SAMG bolesnika (183, 196, 197).
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Takrolimus je imunosupresiv koji ostvaruje efekat sli¢an ciklosporinu i Siroko se primenjuje
tokom leCenja pacijenata sa SAMG u cilju smanjenja doze kortikosteroida, posebno kod refraktarnih
bolesnika sa timomom. Pored toga, u zemljama azijskog kontinenta takrolimus se ¢esto koristi kao
monoterapija kod pacijenata sa okularnom formom bolesti. Ovaj T Celijski supresor ima brz terapijski
efekat sa evidentnim klinickim poboljSanjem ve¢ nakon 10-28 dana od njegovog uvodenja. Lecenje
se zapocinje dozom od 1 mg dnevno koja se postepeno povecava do maksimalno preporucene doze
od 3 mg na dan podeljeno u dve dnevne doze. U cilju pra¢enja potencijalnih nezeljenih efekata
neophodna je redovna kontrola metaboli¢kog profila obolelih (181, 183, 196).

1.8.3 Terapija refraktarne forme SAMG

Iako se kod najveéeg broja SAMG pacijenata postize znacajno poboljSanje stanja i klinicki
oporavak primenom razli¢itih modaliteta imunosupresivne terapije, poznato je da se samo kod 10-
20% njih postize stadijum kompletne stabilne remisije. Ovaj procenat se povecava na oko 30%
ukoliko se u okviru terapijskog postupka sprovede 1 timektomija, ali ostaje 10-20% pacijenata kod
kojih se produzenom imunosupresivnom terapijom kortikosteroidima i drugim imunosupresivnim
lekovima ne postize efikasnost u leCenju. To je grupa obolelih kod kojih postoje perzistentne slabosti
i pored primene odgovarajuce terapije u preporucenim dozama ili kod kojih dolazi do pojave Cestih
egzacerbacija bolesti pri svakom pokusaju smanjenja doze imunosupresivnih lekova, uz postojanje
ozbiljnih nezeljenih efekat, kada govorimo o refraktarnoj formi generalizovane SAMG (183, 191,
198). U novijim klasifikacijama ova forma je oznacena kao SAMG sa visokom aktivnosc¢u bolesti
(199).

U ovom slucaju predlaze se primena privremenih terapijskih postupaka tokom ograni¢enog
vremenskog perioda, kao i primena novih terapijskih modaliteta. Privremeni terapijski postupci se
odnose na lecenje Ivlg ili TIP. Lecenje Ivlg se zapocCinje indukcionom dozom od 0,4 g po kg telesne
tezine dnevno koja se primenjuje tokom pet uzastopnih dana, a zatim se nastavlja terapija odrzavanja
Ivlig u jednokratnoj dozi od 0,4 g po kg telesne tezine na svake 3-4 nedelje tokom dugoro¢nog perioda
od nekoliko meseci do godinu dana. Kada je re¢ o TIP, preporucuje se inicijalna serija od 5-7
procedura TIP koje se sprovede svakog drugog dana, uz nastavak jednog ciklusa TIP na 3-4 nedelje
tokom dugoroc¢nog perioda od nekoliko meseci do godinu dana u zavisnosti od tezine klinicke slike.
Najrede se preporucuje leCenje visokim dozama ciklofosfamida (1000 mg parenteralno mesecno,
tokom perioda od Sest meseci) imajuéi u vidu visok rizik od nastanka ozbiljnih nezeljenih dejstava
(83, 183, 196, 200).

Navedena terapija predstavlja osnovu medunarodnog vodi¢a za lecenje SAMG iz 2020.
godine (191). Medutim, poznavanje patofizioloSkog mehanizma omoguéilo je razvoj
individualizovanog pristupa u leenju primenom novih ciljanih terapija, sa povoljnijim profilom
nezeljenih efekata. U tom smislu se i pretpostavlja da ¢e buduce preporuke i algoritam lecenja SAMG
verovatno biti izmenjen. Nove terapije imaju nekoliko ciljnih efekata kao Sto su: deplecija B ¢elija,
inhibicija sistema komplementa, antagonizam neonatalnog Fc receptora, inhibicija interleukina 6,
terapija usmerena na T ¢elije i slicno (201, 202).

Prvi predstavnik B ¢elijskih depletora je rituksimab, IgG1 kappa monoklonsko antitelo koje
se vezuje za CD20 molekul na B limfocitima. Vise studija je pokazalo da je rituksimab bezbedan i
efikasan u leCenju refraktarne SAMG, posebno one posredovane anti-MuSK autoantitelima, dok
rezultati ispitivanja njegove efikasnosti kod bolesnika sa anti-nAChR autoantitelima nisu tako
ubedljivi (201, 202). Potencijalni drugi predstavnik ove terapijske grupe je inebilizumab,
monoklonsko antitelo usmereno na CD19 molekul kojim indukuje B ¢elijsku depleciju. Nedavno
objavljeni rezultati treCe faze randomizovane dvostruko slepe kontrolisane studije (MINT -
Myasthenia Gravis Inebilizumab Trial) pokazali su da inebilizumab smanjuje tezinu bolesti i upotrebu
kortikosteroidne terapije, uz dobar bezbednosni profil (201, 203).

Kada su u pitanju bolesnici sa refraktarnom formom generalizovane SAMG udruzene sa
nAChR autoantitelima, izuzetne rezultate pokazala je primena anti-C5 monoklonskog antitela,
ekulizumaba, sa postizanjem znacajnog poboljSanja, minimalnim manifestacijama bolesti i
postizanjem farmakoloske remisije kod dve tre¢ine bolesnika (204). Iz ekulizumaba je proistekao i
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ravulizumab sa produzenim poluzivotom i mehanizmom dejstva. ProduZena, otvorena faza studije
tokom koje su svi bolesnici dobijali lek, CHAMPION, pokazala je da se primenom ravulizumaba
postize dugorocno klini¢ko poboljSanje uz dobru toleranciju leka (201, 205). Tre¢i predstavnik ove
grupe je zilukoplan. Prednost ovog medikamenta je u tome Sto za razliku od prethodna dva leka koja
se primenjuju intravenski, zilukoplan se primenjuje subkutano jednom dnevno, §to povoljno utice na
terapijsku komplijansu i svakako se veoma povoljno odrazava i na kvalitet Zivota obolelih imaju¢i u
vidu ¢injenicu da se moze primenjivati samostalno u kuénim uslovima (201, 202).

Poznato je da neonatalni Fc receptori imaju centralnu regulatornu ulogu u humoralnom
imunskom odgovoru. Oni se selektivno vezuju za IgG antitela, Stite ih od lizozomalne degradacije,
recikliraju ih 1 vrac¢aju u cirkulaciju. Zbog toga blokiranje neonatalnih Fc receptora promovise
degradaciju IgG antitela, a samim tim dovodi do redukcije specifi¢nih patogenih autoantitela kod
obolelih sa SAMG (201). U nedavno sprovedenim klinickim studijama u kojima je ispitivana
efikasnost antagoniste neonatalnog Fc receptora, efgartigimoda, dobijeni su ohrabrujuci rezultati u
smislu redukcije specificnih mijasteni¢nih simptoma i znakova bolesti 1 znac¢ajnog poboljSanja
kvaliteta Zivota bolesnika sa generalizovanom formom SAMG.(206). Ovaj lek se primenjuje
intravenski 1 subkutano i u Sjedinjenim Americkim Drzavama i Evropskoj uniji je odobren za lecenje
generalizovane SAMG udruzene sa nAChR autoantitelima, dok je u Japanu odobren za lecenje
generalizovane SAMG nezavisno od prisustva specificnih autoantitela u serumu (207). Nesto
efikasniji, prema rezultatima klinickih studija, pokazao se rozanoliksizumab, antagonista neonatalnog
Fc receptora za subkutanu primenu. Ovaj lek je takode odobren u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
i Evropskoj uniji za lecenje generalizovane SAMG posredovane nAChR autoantitelima, ali i za
generalizovanu SAMG udruzenu sa MuSK autoantitelima po ¢emu je jedinstven (201, 208). Drugi
potencijalni predstavnici ove terapijske grupe, batoklimab i nipokalimab, su jo§ uvek u fazi klinickog
ispitivanja. Objavljeni rezultati trece faze studije procene efikasnosti batoklimaba sprovedene u Kini
su pokazali efikasnost ovog leka kod bolesnika sa generalizovanom SAMG u odnosu na placebo dok
se rezultati ostalih klinickih studija o¢ekuju (201, 202).

Druge terapijske opcije kao Sto je terapija usmerena na inhibiciju IL-6 sa posledicnom
redukcijom proinflamatorne T 1 B ¢elijske diferencijacije, kao 1 terapija usmerena na modifikaciju T
¢elija 1 njihovu regulaciju na nivou maturacije B limfocita su u fazi klinickih ispitivanja i rezultati
pomenutih studija ¢e ukazati na njihov znacaj u leenju SAMG (201).

1.8.4 Mijasteni¢na kriza

Bolesnici sa klinickom formom V (MGFA) ispoljavaju sliku mijasteni¢ne krize sa
nemogucénoS$¢éu spontanog disanja zbog cega se sprovodi asistirana ventilacija u jedinicama
intenzivnog lecenja. Slabost respiratornih misi¢a uzrokuje hipoventilaciju, a skoro uvek postoji i
slabost orofaringealnih miSica sa aspiracijom sekreta i nemoguénoscu iskasljavanja (183).

Kod pacijenata sa mijasteni¢nom krizom postoji potpuni gubitak nAChR na postsinaptic¢koj
membrani vitalnih miSica, te primena inhibitora holinesteraze ne ostvaruje svoj efekat, a istovremeno
dovodi do povecanja nezeljenih muskarinskih efekata i pogorsava prolaznost disajnih puteva. Stoga
se posle intubacije savetuje obustava primene inhibitora holinesteraze i uz sve principe lecenja u
jedinicama intenzivnog lecenja ordiniraju se Kkortikosteroidi u visokim dozama uz ostalu
imunosupresivnu terapiju, u kombinaciji sa primenom Ivlg ili TIP (183).

1.9 Procena teZine bolesti i terapijskog efekta

Procena terapijske efikasnosti, a samim tim i dugoro¢no klini¢ko prac¢enje bolesnika sa SAMG
oslanja se na primenu specifi¢nih kvantifikacionih testova. NajSire prihvaceni testovi su skala dnevne
onesposobljenosti (eng. MG—Activities of Daily Living, MG-ADL), kvantitativni MG skor (eng.
Quantitative MG, QMG), MG kompozitni skor (eng. MG Composite, MGC), kao 1 MG skala za
procenu kvaliteta zivota (eng. MG—Quality of Life—15, MG-QOL15). U kombinaciji, ove skale
odrazavaju tezinu klinicke slike SAMG 1 predstavljaju osnovu pracenja bolesnika, kako u
svakodnevnoj klinickoj praksi tako i u klini¢kim studijama (161).

21



MG skala dnevne onesposobljenosti je funkcionalna skala kojom se procenjuje tezina klinicke
slike na osnovu simptoma koje prijavljuje sam pacijent, a odnosi se na 8 kategorija razliitih
ili nemoguénosti ustajanja sa stolice, pojave duplih slika 1 spustanja kapaka. Promena u kona¢nom
zbiru ove skale predstavlja najces¢u primarnu meru ishoda u dosadas$njim klini¢kim studijama, ali je
potrebno ista¢i da dugo nisu postojale jasne instrukcije koje je pacijent dobijao pri koris¢enju
pomenute skale, a koje se odnose na to da li se odgovori pacijenata baziraju na iskustvu steCenom
tokom poslednjih sedam ili deset dana ili pak duzeg vremenskog perioda, kao i da li postojece
simptome pacijenti definiSu samo u odnosu na SAMG, §to je smatrano njenim glavnim nedostatkom
(161, 209). Ukupan zbir se krec¢e u rasponu od 0 (normalan nalaz) do 24 (stanje teske slabosti). MG-
ADL zbir 0 ili 1 oznacava stanje minimalnih manifestacija bolesti (eng. Minimal symptom expression,

Kvantitativni MG skor predstavlja skalu koja se odnosi na klini¢ku procenu snage i
zamorljivosti okularne, bulbarne i respiratorne muskulature, kao 1 miSi¢a trupa i ekstremiteta.
Testiranje zahteva specifi¢nu opremu i oko 30 minuta za izvodenje. Originalna verzija ove skale je
imala nekoliko nedostataka koji su se pre svega odnosili na tehnicke zahteve, kao 1 nedostatak
standardizacije instrukcija tokom testiranja zbog Cega je predlozena revidirana verzija skale koja se
aktuelno koristi (161, 212).

MG kompozitni skor procenjuje simptome specifi¢ne za bolest, a sastoji se od 10 domena koji
predstavljaju kombinaciju funkcionalne MG skale dnevne onesposobljenosti i kvantitativnog MG
skora sa procenom snage misic¢a koju izvodi lekar (161).

MG skala za procenu kvaliteta zivota je upitnik koji popunjava bolesnik, a sadrzi 15 pitanja
koja se odnose na fizic¢ke, psiholoske i socijalne aspekte zivota obolelih sa SAMG (161).

Prepoznajucéi znacaj navedenih skala u proceni efikasnosti leCenja SAMG, a u eri ekspanzije
novih terapijskih modaliteta, MGFA je 2019. godine imenovala radnu grupu u cilju njihove
standardizacije. Preporuke ove radne grupe objavljene su aprila 2025. godine, a naredni koraci
podrazumevaju njihovo usvajanje i primenu od strane Sire profesionalne zajednice (213).

1.10 Generalizacija

Okularni simptomi, spustanje kapaka i1/ili dvoslike ostaju i jedini znaci SAMG kod oko 5-25%
pacijenata kod kojih se postavlja dijagnoza izolovano okularne forme bolesti. Medutim, kod vecine
pacijenata (70-80%) bolest se tokom prve dve godine generalizuje, sa pojavom promenljive slabosti
i zamorljivosti i ostalih misi¢nih grupa (misica lica, bulbarne muskulature, misi¢a vrata i ekstremiteta)
(37)

U dosadasnjim studijama je pokazano da se kao prediktivni faktori generalizacije bolesti
izdvajaju slede¢i faktori: anti-nAChR seropozitivnost, visoka koncentracija pomenutih antitela u
serumu, postojanje timoma ili hiperplazije timusa, starija zivotna dob, kao i pozitivan TNT (214-216).
U nekoliko do sada sprovedenih retrospektivnih klinickih studija analiziran je i uticaj rane primene
imunosupresivne, kortikosteroidne terapije na razvoj generalizacije bolesti kod pacijenata sa
inicijalno OSAMG, sa dosta nekonzistentnim zaklju¢cima (37). Pored toga, nedavno sprovedena
istrazivanja su pokazala da pojedine nekodiraju¢e RNK, mikro-RNK, posebno miR150-5p, miR-21-
5p 1 miR-30e-5p koreliraju sa razvojem generalizacije SAMG, kao 1 sa povoljnim odgovorom na
imunosupresivnu terapiju (141, 217).
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2 Ciljevi rada

Pored svih napora da se uz rezultate sprovedenih ispitivanja i klini¢ku sliku napravi adekvatan
plan lecCenja bolesnika sa SAMG, nepredvidivost klini¢kog toka ove nervno-misi¢ne bolesti nekada
iznenaduje 1 najiskusnije klini¢are. Do danas su sprovedena brojna istrazivanja sa ciljem identifikacije
pokazatelja koji bi nam pomogli da predvidimo tok i ishod bolesti kod svakog pojedinacnog
bolesnika, a posebno u smislu postojanja egzarcerbirajuéeg ili povoljnog toka bolesti sa postizanjem
kompletne remisije. Medu ovim pokazateljima najces¢e se navode starost na pocetku bolesti, pol,
duzina trajanja bolesti, prisustvo, tip i koncentracija specificnih autoantitela, patoloSke promene
timusa i1 udruzenost sa drugim autoimunim bolestima (148, 216, 218-220). Medutim, rezultati ovih
istrazivanja nisu uniformni, ¢ak su u nekim slucajevima i kontradiktorni, zbog Cega joS uvek
nedostaju konzistentni podaci o znacajnim pokazateljima toka bolesti i ishoda leCenja SAMG.

U poslednjih nekoliko godina svedoci smo pokuSaja identifikacije genetickih prediktora
razvoja 1 progresije SAMG. Medu ovim faktorima posebno se izdvojio gen CTLA4. Naime,
istrazivanja su pokazala da je izmenjena ekspresija CTLA4 gena povezana sa razvojem SAMG, dok
je nivo proteina CTLA-4 u serumu u pozitivnoj korelaciji sa nivoom antitela na nAChR §to moze
uticati na tezinu klinicke slike kod ovih pacijenata (221).

Imaju¢i u vidu navedene ¢injenice ciljevi naSeg istrazivanja bili su:
e Utvrdivanje klinickih, elektrofizioloSkih 1 imunoseroloskih pokazatelja toka bolesti 1 ishoda
lecenja SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima.
e Utvrdivanje asocijacije polimorfizama pojedinacnog nukleotida gena CTLA4 i njihovih
haplotipova sa rizikom za razvoj] SAMG u naS$oj kohorti analiziranih bolesnika.
e Utvrdivanje uticaja prisustva polimorfizama pojedina¢nog nukleotida gena CTLA4 i njihovih
haplotipova na klinicki tok 1 ishod le€enja SAMG u naSoj kohorti bolesnika.
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3 Materijal i metode

Nasa studija se sastojala iz dva dela istrazivanja. Prvi deo €ini retrospektivna studija koja se
odnosi na analizu klini¢kih, elektrofizioloskih i imunoseroloskih pokazatelja klinickog toka i ishoda
SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima. Drugi deo istrazivanja predstavlja studija slucajeva i
kontrola, koja se odnosi na ispitivanje asocijacije polimorfizama pojedina¢nih nukleotida gena
CTLA4 1 njihovih haplotipova sa rizikom za razvoj SAMG i utvrdivanje njihovog uticaja na klinicki
tok 1 ishod lecenja SAMG.

3.1 Analiza klinic¢kih, elektrofizioloskih i imunoseroloskih pokazatelja toka i ishoda SAMG
sa inicijalnim okularnim simptomima

3.1.1 Pacijenti

Retrospektivna kohortna studija obuhvatila je SAMG bolesnike sa inicijalnim okularnim
simptomima bolesti koji su dijagnostikovani 1 leCeni u Klinici za neurologiju Univerzitetskog
klinickog centra Srbije (UKCS) u Beogradu, u periodu od 1. januara 2007. do 1. januara 2018. godine
1 praceni najmanje 24 meseca. Imajuci u vidu da je odeljenje za nervno-misi¢ne bolesti Klinike za
neurologiju UKCS nacionalni referentni centar za nervno-misi¢ne bolesti u Srbiji 1 mesto gde se
vec¢ina bolesnika sa SAMG u Srbiji dijagnostikuje 1 leci, bili smo u moguénosti da nasim
istrazivanjem obuhvatimo najveci broj pacijenata sa izolovano okularnom formom SAMG na pocetku
bolesti. Dijagnoza SAMG postavljena je od strane iskusnih neurologa ovog odeljenja, eksperata u
oblasti nervno-misi¢nih bolesti, a na osnovu klinicke slike, pozitivnog farmakoloskog testa u vidu
poboljsanja snage zahvacenih misi¢a nakon primene reverzibilnog inhibitora acetilholinesteraze, kao
i1 nalaza elektrofizioloSkog i seroloSkog testiranja. Forma bolesti SAMG je definisana na osnovu opste
prihva¢enith MGFA kriterijuma za postavljanje njene dijagnoze (157). Na osnovu godina pocetka
bolesti, pacijenti ukljuceni u studiju su podeljeni u dve grupe — SAMG ranog pocetka, ukoliko je
bolest pocela pre 50. godine zivota i SAMG kasnog pocetka, ukoliko je bolest pocela u 50-0j godini
zivota ili kasnije. Iz istorija bolesti pacijenata prikupljeni su slede¢i podaci: demografske
karakteristike bolesnika, klinicki tok bolesti, rezultat TNT, prisustvo autoantitela na nAChR 1 MuSK
u serumu obolelih, rezultat kompjuterizovane tomografije timusne loZe, primenjen terapijski
protokol, kao 1 prisustvo autoimunih komorbiditeta.

Klini¢ki tok bolesti definisan je kao: povoljan, SAMG sa egzacerbacijama i refraktarna forma
SAMG. Povoljan klinicki tok je podrazumevao znacajno poboljSanje simptoma i1 znakova bolesti
primenom adekvatne terapije do postizanja farmakoloske remisije (bez simptoma i znakova SAMG
tokom perioda od godinu dana uz primenu imunosupresivne terapije u dozi odrZzavanja) ili kompletne
remisije (bez simptoma i znakova SAMG tokom perioda od godinu dana uz obustavu
imunosupresivne terapije). Egzacerbacija SAMG je definisana objektivnim pogorSanjem simptoma
SAMG potvrdenim od strane neurologa. Refraktarni oblici SAMG su ukljucili bolesnike kod kojih je
post-intervencioni status nepromenjen ili pogorSan nakon primene kortikosteroidne terapije i
najmanje druga dva imunosupresivna leka u adekvatnoj dozi i adekvatnom vremenskom periodu, sa
stalnim simptomima ili nezeljenim efektima primenjene terapije uz postojanje funkcionalne
onesposobljenosti bolesnika prema njihovom opisu i nalazu lekara (157).

Elektrofiziolosko testiranje, TNT, je sprovedeno od strane sertifikovanog neurologa u oblasti
nervno-misi¢nih bolesti sa edukacijom iz elektromioneurografije. Pacijentima je data instrukcija da
ne primenjuju piridostigmin najmanje 12h pre testiranja. Supramaksimalna repetitivna stimulacija
niske frekvencije (3Hz) primenjena je na tri sistema: n. facialis — m. nasalis, n. axillaris — m.
deltoideus 1 n. ulnaris — m.abductor digiti minimi. Dekrement je definisan kao odnos amplituda
izmedu prvog i Cetvrtog, odnosno petog zbirnog akcionog potencijala misica (eng. compound muscle
action potential, CMAP) 1 patoloSkim nalazom je smatran dekrement od najmanje 10% u bar jednom
ispitanom sistemu.

Analiza seruma na prisustvo antitela na nAChR sprovedena je u Institutu za primenu
nuklearne energije (INEP) u Beogradu, RIA metodom, koris¢enjem komercijalnog dijagnostickog
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testa, CIS Biointernational, Francuska. Pozitivnim nalazom je smatrana vrednost koncentracije
antitela u seruma veca od 0,2 nmol/l.

Anti-MuSK antitela detektovana su kod seronegativnih pacijenata takode u Institutu za
primenu nuklearne energije (INEP) u Beogradu, RIA metodom, koriS¢enjem komercijalnog
dijagnostickog testa, CIS Biointernational, Francuska. Pozitivnim nalazom je smatrana vrednost
koncentracije antitela u serumu veca od 0,01 nmol/l.

Studija je odobrena od strane Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(broj odluke 17/IV-5), kao i Etickog odbora Univerzitetskog klinickog centra Srbije (broj odluke
1880/47).

3.1.2 Statisticka analiza

U cilju ispitivanja normalnosti podataka koristili smo Sapiro-Vilk test. S obzirom na to da su
numericki podaci neparametarski predstavljeni su u vidu medijane i opsega. Kategorijalni podaci su
predstavljeni u vidu frekvencija i procenata.

Da bismo ispitali postojanje statisticki znaCajne razlike izmedu demografskih i klini¢kih
parametara bolesnika sa izolovanom OSAMG 1 onih sa generalizacijom bolesti koristili smo
neparametarske testove (Hi kvadrat test, Mann-Whitney U test). Nakon toga smo Kkoristili
multivarijantnu binarnu logisti¢ku regresionu analizu da bismo ispitali odnos izmedu potencijalnih
prediktivnih varijabli identifikovanih neparametarskim testovima i generalizacije OSAMG. Vreme
bez generalizacije je procenjeno upotrebom Kaplan-Majerove metode i1 poredeno medu polovima
upotrebom log-rank testa. Prediktivni uc¢inak nAChR autoantitela na generalizaciju OSAMG
procenjen je analizom ROC (eng. Receiver Operating Characteristic) krive. P vrednost <0,05
smatrana je statisticki znacajnom.

3.2 Studija asocijacije polimorfizama pojedina¢nih nukleotida gena CTLA4 i njihovih
haplotipova sa klinickim tokom i ishodom le¢enja SAMG

3.2.1 Pacijenti

Studija po dizajnu slucajeva 1 kontrola (eng. case-control study) u kojoj su bolesnici i kontrole
upareni prema polu i starosti, obuhvatila je pacijente sa SAMG koji su le¢eni i ambulantno praceni u
Klinici za neurologiju, UKCS u Beogradu, u periodu od decembra 2013. do oktobra 2021. godine. S
obzirom na to da je odeljenje za nervno-misi¢ne bolesti Klinike za neurologiju UKCS nacionalni
referentni centar za nervno-misi¢ne bolesti ispitivanjem su obuhvaceni bolesnici iz cele Srbije koji
su leceni u ovoj ustanovi, a najve¢im delom pacijenti iz Beograda.

Studija je obuhvatila samo bolesnike sa pozitivnim autoantitelima na nAChR. Bolesnici sa
registrovanim autoantitelima na MuSK, duplo seronegativni bolesnici, kao i oni ¢iji nalaz autoantitela
nije bio poznat bili su iskljuceni iz studije. Od ukupno 548 bolesnika, njih 447 je bilo pozitivno na
autoantitela prema nAChR, dok je 35 pacijenata imalo pozitivna MuSK autoantitela, 46 bolesnika je
bilo duplo-seronegativno, a za 20 ispitanika je nedostajao podatak o prisustvu autoantitela u serumu)
(Slika 8).

Bolesnici koji su uklju¢eni u studiju su dalje podeljeni u dve grupe u zavisnosti od starosti na
pocetku bolesti: SAMG ranog pocetka (ukoliko je bolest pocela pre 40. godine zivota) i SAMG
kasnog pocetka (ukoliko je bolest pocela u 40. godini zivota ili kasnije) (89, 91). Grupu SAMG ranog
pocetka Cinilo je 183, a grupu SAMG kasnog pocetka 264 bolesnika.

25



s N e N
R Oboleli od SAMG
E (N =548)
G ~
R Zivotna dob 218 godina
u
g MGFA klinicki kriterijumi
v
A Potpisana informisana saglasnost za
N ucesce u studiji
|
\ J G J
) ( A
___________ > SAMG udruzena sa anti-MuSK autoantitelima
I L (N =35) )
S
K
u ( B
b} ____________ > Duplo seronegativni
& L (N = 46) )
E
N ( -
T R O S Nepoznat nalaz autoantitela
== (N = 20)
\ \ J
Y
, N
SAMG udruzena sa anti-nAChR
U autoantitelima
K (N = 447)
LJ J
L
C Y Y
E
N SAMG ranog SAMG kasnog
| pocetka pocetka
(N =183) (N = 264)
- >

Slika 8. Dijagram selekcije bolesnika ukljucenih u studiju. SAMG — steCena autoimuna mijastenija
gravis

Svaki bolesnik koji je uklju¢en u studiju je uparen prema polu i starosti (£ 3 godine) sa
kontrolnom grupom zdravih osoba iz opste populacije.

Nakon $to je detaljno objasnjen cilj istrazivanja i protokol studije, svaki u¢esnik je potpisao
informisani pristanak. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu (broj odluke 17/IV-5), kao i Etickog odbora Univerzitetskog klinickog
centra Srbije (broj odluke 1880/47).

3.2.2 Odabir polimorfizama pojedinacnih nukleotida

U na$oj studiji izu€avana su dva polimorfizma pojedina¢nih nukleotida (rs231735 1 rs231770)
gena CTLA4 koje su studije asocijacije na nivou genoma povezale sa razvojem SAMG udruzene sa
nAChR autoantitelima (91, 124). Obe varijante, rs231735 1 rs231770, nalaze se na hromozomu 2 na
udaljenosti od 35,5 kb, odnosno 3,3 kb uzvodno od gena CTLA4. Koeficijenti D' i r* neravnoteZe
vezanosti gena (eng. linkage disequlibrium, LD) izmedu pomenute dve varijante gena odredene su
primenom softvera Haploview (verzija 4.2). Ucestalosti minornih alela ovih varijanti ve¢e su od 0,05
u evropskoj populaciji (https: /www. Ensembl .org /index .html).

3.2.3 Genotipizacija

Svim ispitanicima koji su ukljuceni u studiju uzeti su uzorci periferne venske krvi (3-5 ml) sa
EDTA kao antikoagulansom 1 iz njih je izolovana DNK kori$¢enjem QIAamp DNA Blood Mini kita
(Qiagen, Hilden, Nemacka). Genotipizacija varijanti rs231735 i rs231770 izvrSena je esejem za
alelsku diskriminaciju zasnovanim na koriS§¢enju specifiénih probi TagMan® (Pre-Designed
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C__ 2821048 10 ) i posebno dizajniranog SNP Genotyping Assay testa (ThermoFisher Scientific,
SAD) i1 kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze (eng. Quantitative Polymerase Chain
Reaction, qPCR) u realnom vremenu u aparatu StepOnePlus System (Applied Biosystems, Foster,
SAD). Doprinos fluorescentnog signala svakog alela u svakom uzorku analiziran je pomocu softvera
SDS, verzija 1.2 (Applied Biosystems, Warrington, Velika Britanija). Genotipizaciju je obavilo
laboratorijsko osoblje koje je bilo slepo za status ispitanika (bolesnik/kontrola) pri analizi pomocu
oba eseja. Priblizno 10% nasumi¢no odabranih uzoraka je analizirano u duplikatu sa podudarnoséu
od 100%.

3.2.4 Statisticka analiza

Kategorijske varijable su prikazane kao ucestalost za svaku kategoriju, a kontinuirane
promenljive su date kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Distribucija ucestalosti obe
varijante (rs231735 1 rs231770) u kontrolnoj grupi i populaciji obolelih (Hardi-Vajnbergova
ravnoteZa) testirana je primenom Pirsonovog y? testa.

Razlika u ucestalosti polova izmedu dve grupe ispitanika testirana je upotrebom Pirsonovog %2
testa, dok je razlika izmedu prosecnih vrednosti zivotne dobi testirana pomocu #-testa za nezavisne
uzorke. Testovi su sprovedeni uz pomo¢ R softverskog paketa, verzija 4.1.2 (222). Za geneticku
statistiCku analizu koriS¢eni su testovi implementirani na platformi PLINK, verzija 1.07
(http://pngu.mgh.harvard. edu/~purcell/plink/) (223). Pirsonov 7’ test je korii¢en za testiranje
asocijacija alela, dok je logisticka regresija koriS¢ena za testiranje asocijacije genotipova prema
opStem, aditivnom, dominantnom i recesivnom modelu. Pol 1 uzrast su koriS¢eni kao kovarijate u
analizi logistickog regresionog modela za bolesnike sa SAMG ranog, odnosno kasnog pocetka i to
samo kada su uporedivani sa neuparenim kontrolama. Za odredivanje modela koji najbolje uklapa
podatke, kori§¢en je informacioni kriterijum Akaike (eng. Akaike Information Criterion, AIC), pri
¢emu model sa najnizim AIC najbolje uklapa podatke. Verovatno¢a moguceg haplotipa procenjena
je upotrebom E-M algoritma implementiranog na platformi PLINK. Da bi se uzeli u obzir samo cesti
haplotipovi (>5%), uzeto je da je grani¢na vrednost u€estalosti haplotipova 0,05. Analiza haplotipova
izvrSena je primenom Pirsonovog 2 testa i logistickom regresijom korigovanom za pol i uzrast. Da
bi se korigovala pristrasnost vi§estrukog testiranja, primenjen je test permutacije sa 10e® iteracija za
sve analize asocijacije koriS¢enjem maksimalne (T) procedure permutacije implementiranog u
platformi PLINK. Za sve analize je uzet nivo znacajnosti od 0,05. Odnos Sanse (OR) sa 95%
intervalom poverenja kori$¢en je kao mera snage povezanosti.

Snaga studije asocijacije procenjena je post-hoc analizom nakon S§to je odreden geneticki
model za ispitivane varijante. Da bi se izraunala snaga analize u kojoj su uofene povezanosti
rs231735 1 rs231770 sa SAMG ranog pocetka, faktori kao $to su veli¢ina uzorka (N=630, od cega je
183 bolesnika sa SAMG ranog pocetka 1 447 kontrola), veli¢ina uo€enog efekta (odnos Sanse od 0,548
za 15231735 1 0,563 za rs231770) 1 ucestalost alela u celoj analiziranoj grupi (slucajevi sa SAMG
ranog pocetka 1 kontrole) izra¢unata pomocu PLINK softvera (0,4944 za rs231735 1 0,3462 za
rs231770) uzeti su u obzir pored odgovarajuceg genetickog modela (recesivni kao najbolji model za
rs231735 1 recesivan za rs231770 kao jedini znacajan). Za ovu analizu je koriS¢ena genpvr.calc
funkcija, integrisana u genpvr paket za proracune snage u studijama genetickih asocijacija,
koriS¢enjem R softvera verzija 4.1.2 (222, 224).
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4 Rezultati

4.1 Analiza klinic¢kih, elektrofizioloskih i imunoserolosSkih pokazatelja toka bolesti i ishoda
leenja SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima

Studija je obuhvatila ukupno 209 SAMG bolesnika sa inicijalnim izolovanim okularnim
simptomima 1 znacima bolesti, kao $to su postojanje semiptoze ili ptoze 1/ili diplopija. Grupu SAMG
ranog pocetka sa pocetkom bolesti pre 50. godine zivota ¢inilo je 77 bolesnika, dok je 132 pacijenta
pripadalo grupi SAMG kasnog pocetka kod kojih su prvi simptomi bolesti poceli u 50-0j godini zivota
ili kasnije (Tabela 2). Grupu SAMG ranog pocetka predominantno su ¢inile osobe Zenskog pola
(odnos muskaraca i Zena u ovoj grupi iznosio je 1:2,3), dok je u grupi SAMG kasnog pocetka bilo

viSe muskaraca (odnos muskaraca i zena bio je 1,6:1).

Tabela 2. Demografske i klinicke karakteristike steCene forme autoimune mijastenije gravis

(SAMG) bolesnika sa inicijalnim okularnim simptomima 1 znacima bolesti. Vrednosti su prikazane

kao ucestalosti i procenti ili kao medijana i opseg.

Ukupno (n) 209

Pol

- Muskarci 104 (49,8%)
- Zene 105 (50,2%)

Klasifikacija SAMG prema godinama na pocetku bolesti

- SAMG ranog pocetka 77 (36,8%)
- SAMG kasnog pocetka 132 (63,2%)
Godine starosti na pocetka bolesti 59 (16-86)
Godine starosti na poslednjem kontrolnom pregledu 65 (20-90)
Period pracenja (meseci) 74 (24-206)

Simptomi na pocetku bolesti

- Semiptoza/ptoza 80 (38,3%)
- Diplopije 50 (23,9%)
- Semiptoza/ptoza 1 diplopije 79 (37,8%)
Autoantitela

- AChR 163 (78%)
- MuSK 6 (2,9%)

- Duplo seronegativni 19 (9,1%)
- Nedostaju podaci 21 (10%)

U toku perioda pracenja koji je iznosio od 24-206 meseci kod 137 bolesnika je doslo do
generalizacije bolesti, dok je kod 72 pacijenta potvrdena dijagnoza izolovane OSAMG (Slika 9).
Vreme proteklo od pojave prvih tegoba do postavljanja dijagnoze bolesti je bilo krac¢e kod bolesnika
sa izolovanom OSAMG (medijana 2 meseca, raspon 0-100 meseci) u odnosu na bolesnike sa
sekundarno generalizovanom formom bolesti (medijana 4 meseca, raspon 0-101 mesec), pri cemu je

ova razlika bila statisti¢ki znacajna (U=3874,5, p=0,01).
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Slika 9. Ucestalost generalizacije steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG) u nasoj
kohorti ispitanika. GSAMG — generalizovana forma SAMG, OSAMG — o¢na forma SAMG.

Period generalizacije bolesti kretao se u rasponu od 1 do 96 meseci, sa srednjim vremenskim
periodom od 4 meseca. Do generalizacije bolesti, unutar 6 meseci od pojave prvih simptoma, doslo
je kod 84 (40,2%) bolesnika nase kohorte. U periodu od 6 do 12 meseci od pojave prvih okularnih
simptoma, klinicke znake generalizacije bolesti razvilo je 19 (9,1%) bolesnika, dok su kod dodatnih
34 (16,3%) ispitanika simptomi generalizovane SAMG nastali nakon godinu dana od pocetka bolesti.
Trinaest (6,2%) bolesnika je razvilo znake generalizacije bolesti u periodu od 12-24 meseca od pojave
prvih simptoma bolesti, dok je kod 21 (10%) bolesnika generalizacija nastupila nakon dve godine od
pojave prvih simptoma bolesti. UCestalost generalizacije SAMG u naSoj kohorti ispitanika prikazana
je na Slici 10.
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Slika 10. Ucestalost generalizacije steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG) u nasoj
kohorti ispitanika u toku perioda prac¢enja

U grupi izolovane OSAMG (72 bolesnika) vecina je imala pozitivan nalaz titra anti-nAChR
autoantitela u serumu [45 (62,5%) bolesnika)]. Anti-MuSK autoantitela nije imao ni jedan pacijent
ove kohorte, dok kod 17 (23,6%) bolesnika nisu registrovana ni jedna autoantitela u serumu. Podaci
o prisustvu serumskih autoantitela nedostajali su kod 10 (13,9%) bolesnika sa izolovanom OSAMG
(Slika 11).
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Slika 11. Ucestalost prisustva razli¢itih autoantitela u grupi bolesnika sa izolovanom okularnom
formom stecene autoimune mijastenije gravis (OSAMG)

U toku perioda pracenja priblizno 64% (46) bolesnika sa izolovanom OSAMG imalo je
povoljan klinicki tok bolesti. Egzacerbacije su zabelezene kod 25 bolesnika (34,7%) ove kohorte, dok
je kod jednog pacijenta (1,4%) postavljena dijagnoza refraktarne forme bolesti.

U kohorti bolesnika sa izolovanom OSAMG (72) petoro (7%) je leCeno monoterapijom
inhibitorima acetilholinesteraze, bez potrebe za uvodenjem imunosupresiva, dok je imunosupresivna
terapija primenjena kod 67 (93%) bolesnika. Pored primene simptomatske terapije,
imunosupresivnom terapijom prve linije le€eno je 32 (44,4%) bolesnika, dok je 35 (48,6%) pacijenata
zahtevalo i leCenje imunosupresivnom terapijom druge linije (33 bolesnika je leceno azatioprinom, a
kod dva bolesnika primenjen je i ciklosporin A). Timektomija je sprovedena kod Sest ispitanika
(8,3%) sa izolovanom OSAMG.

U kohorti bolesnika sa sekundarnom generalizacijom bolesti, njih 14 (10,2%) je uz
simptomatsku terapiju leceno i kortikosteroidima, dok je kod ostalih pacijenata primenjena i
nesteroidna imunosupresivna terapija, azatioprinom [112 (81,8%) bolesnika] 1 ciklosporinom A [11
(8%) bolesnika). Uz navedenu terapiju jedan bolesnik je leCen i mikofenolat mofetilom (0,7%).
Intravenska primena imunoglobulina sprovedena je 4 (2,9%) pacijenta, dok je terapijskom izmenom
plazme leceno 11 (8%) bolesnika analizirane kohorte. Timektomija je sprovedena kod 54 (39,4%)
bolesnika sa razvijenom generalizovanom formom SAMG.

Analizirajuéi timusnu patologiju u nasoj grupi ispitanika multislajsnom kompjuterizovanom
tomografijom grudnog koSa, postojanje timoma je potvrdeno kod dva bolesnika (2,8%) sa
izolovanom OSAMG. Ucestalost limfofolikularne hiperplazije nije bilo moguée precizno utvrditi, s
obzirom na to da je histopatoloski nalaz nedostajao kod vecine ispitanika naSe kohorte.

Autoimuni komorbiditeti registrovani su kod 41 (29,9%) bolesnika kohorte sa sekundarnom
generalizacijom SAMG. Autoimunu bolest Stitne zlezde imalo je 36 (26,3%) bolesnika, kod dvoje
(1,5%) pacijenata dijagnostikovana je psorijaza, dok je po jedan bolesnik imao ANCA vaskulitis
(0,7%), antifosfolipidni sindrom (0,7%) 1 astmu (0,7%). Jedan pacijent je od pridruZenih autoimunih
bolesti, pored autoimune bolesti Stitne Zlezde, imao i sistemsku bolest vezivnog tkiva i rozaceu. U
grupi bolesnika sa izolovanom OSAMG 16 (22,2%) pacijenata je imalo pridruzenu autoimunu bolest
Stitne Zlezde. Nije bilo drugih autoimunih komorbiditeta u ovoj grupi bolesnika.

Udruzenost godina pocetka bolesti, distribucije po polu 1 razli¢itih klini¢kih parametara sa
generalizacijom OSAMG prikazana je u Tabeli 3. Nasi rezultati su pokazali da su Zenski pol, viSa
koncentracija nAChR autoantitela u serumu, pozitivan TNT u vreme postavljanja dijagnoze bili
statisticki znacajno udruZeni sa generalizacijom bolesti, pri ¢emu treba naglasiti da je udruzenost vise
koncentracije nAChR autoantitela i pozitivnog nalaza TNT bila statisti¢ki visoko znac¢ajna. Takode,
generalizacija SAMG se ¢eSc¢e javljala kod osoba sa timomom, iako statisticka zna¢ajnost u ovom
slucaju nije dostignuta (Tabela 3). Uticaj rane primene imunosupresivne terapije i timektomije na
generalizaciju bolesti nije bilo moguce ispitati jer su, za veliki broj bolesnika, nedostajali podaci o
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vremenu zapocinjanja terapije u odnosu na vreme pojave prvih simptoma i postavljanja dijagnoze
bolesti.

Tabela 3. Povezanost razli¢itih faktora sa generalizacijom steCene autoimune mijastenije gravis
(SAMG). Vrednosti su prikazane kao ucestalosti i procenti ili kao medijana i opseg.

Karakteristike OSAMG GSAMG Statisticka

N=72 (34,4%) N=137 (65,6%) znacajnost™®
Godine na pocetku bolesti 59,5 (17-81) 59 (16-86) U=4604,5, p=0,43
Pol
- Muskarci 44 (61,1%) 60 (43,8%) X2 (1, N=209)=5,66,
- Zene 28 (38,9%) 77 (56,2%) p=0,017
Simptomi na pocetku bolesti
- Semiptoza/ptoza 25 (34,7%) 55 (40,1%) 5 _
- Diplopije 22 (30,6%) 28 (20,4%) 1(2(62;;\1 ;2:())9; 65
- Semiptoza/ptoza i diplopije | 25 (34,7%) 54 (39,4%) TR
Koncentracija anti-nACHR 3,6 (0-19) 7,7(1-22) U=1368,5, p<0,001
autoantitela™*
TNT na pocetku bolesti
- Negativan 50 (69,4% 18 (13,1%
; Pozgitivan 19 Ezé 4%; 102( (74 S‘V)o) X*(1, N=189)

’ ’ =62,804, p<0,001

- Nepoznato 3 (4,2%) 17 (12,4%)
Timom
- Prisutan 2 (2,8%) 14 (10,2%) X2 (1, N=209)
- Odsutan 70 (97,2%) 123 (89,8%) =3,697, p=0,055
Autoimuni komorbiditeti
- Prisutni 16 (22,2%) 41 (29,9%) X?(1,N=209)
- Odsutni 56 (77,8%) 96 (70,1%) =1,413, p=0,235

GSAMG - generalizovana forma SAMG, OSAMG — o¢na forma SAMG.
*Koris¢eni su Mann-Whitney U test i y2 (Hi kvadrat) test. ** Ukljuceni su samo bolesnici sa anti-
nAChR autoantitelima

U cilju ispitivanja povezanosti pola bolesnika, koncentracije anti-nAChR autoantitela, nalaza
TNT 1 prisustva timoma i generalizacije SAMG, koristili smo multivarijantnu binarnu logisticku
regresionu analizu. Celokupan model je bio statisticki znacajan (vrednost Hi kvadrat testa (4)=66,754,
p<0,001), sa Nagelkerke R? vrednos$¢u od 0,536. Utvrdeno je da su pol, koncentracija autoantitela na
AChR 1 nalaz TNT statisticki znacajno, a nalaz TNT visoko statisticki znac¢ajno povezani sa
generalizacijom bolesti (Tabela 4).
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Tabela 4. Varijable u logisti¢koj regresionoj analizi koje doprinose modelu.

Varijable Koef. SE OR [eksp 95% CI za eksp P-
(B) (B)] (B) vrednost
Donji | Gornji

Muskarci 1
Pol -

Zene 1,297 0,554 | 3,659 1,235 | 10,842 | 0,019
Koncentracija anti-nAChR 0,234 0,075 | 1,264 1,091 | 1,463 0,002
autoantitela
Pozitivan TNT 3,072 0,550 | 21,585 7,340 | 63,479 |<0,001

TNT — test nervno-misi¢ne transmisije, SE (eng. standard error — standardna greska), OR (eng. odds
ratio — odnos $ansi); CI (eng. confidence interval — interval poverenja)

Bolesnici zenskog pola imali su 3,7 puta vecu Sansu da razviju generalizovanu formu SAMG,
dok su pacijenti sa pozitivhim TNT imali 21,6 puta vecu verovatno¢u za generalizaciju bolesti nakon
kontrole za druge varijable (redom, OR = 3,659, 95% CI = 1,235 - 10,842 i OR = 21,585, 95% Cl =
7,340 — 63,479). Takode, analiza je pokazala da se Sanse za generalizaciju bolesti povecavaju za
26,4% sa svakim jedini¢nim povecanjem titra anti-nAChR autoantitela, nakon kontrole za druge
varijable (OR = 1,264, 95% CI = 1,091 — 1,463). Kontrola za druge varijable podrazumeva da je u
statistiCkoj analizi uzet u obzir uticaj drugih faktora koji su povezani sa ishodom, kako bi se procenio
nezavisan uticaj posmatranog faktora na ishod. Tokom desetogodiSnjeg perioda pracenja, 77 od 105
pacijenata zenskog pola (73,3%) 1 60 od 104 pacijenata muSkog pola (57,7%) razvilo je
generalizovanu formu SAMG. Srednje ukupno vreme do generalizacije SAMG iznosilo je 29 meseci
za muskarce i 12 meseci za Zene (p=0,046) (Slika 12).
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Slika 12. Kaplan-Majerova kriva vremena do generalizacije steCene autoimune mijastenije gravis
(SAMG) u odnosu na distribuciju po polu
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Koncentracija anti-nAChR antitela imala je slabu diskriminatornu sposobnost za predikciju
generalizacije SAMG (C statistika, 0,716; 95% IP, 0,622-0,810, P <0,001) (Slika 13). Stavise,
koncentracija anti-nAChR autoantitela u serumu nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu
bolesnika koji jesu 1 onih koji nisu razvili generalizovanu formu bolesti, kako u grupi bolesnika
muskog, tako i u grupi bolesnika zenskog pola (redom, U = 1476,5, p= 0,626 i U = 158,5, p = 0,148).
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Slika 13. ROC kriva koja pokazuje uticaj koncentracije anti-nAChR autoantitela u serumu u
predvidanju verovatnoce generalizacije ste€ene autoimune mijastenije gravis (SAMG)

4.2 Studija utvrdivanja ucestalosti polimorfizama gena CTLA4 u naSoj kohorti bolesnika i
njihovog uticaja na klinicki tok i ishod le¢enja SAMG

4.2.1 Karakteristike pacijenata

Ukupno 447 SAMG bolesnika (249 Zenskog 1 198 muskog pola) prosecne starosne dobi
55,49+17,49 godina i 447 kontrolne grupe ispitanika uparenih po polu i starosti (249 zenskog i 198
muskog pola) podvrgnuto je genotipizaciji za varijante rs231735 1 rs231770 gena CTLA4 (Tabela 5).
U naSoj grupi obolelih priblizno 40% ispitanika je razvilo SAMG pre 40. godine zivota (183 bolesnika
sa SAMG ranog pocetka), dok se kod 60% njih bolest javila u kasnijoj Zivotnoj dobi (264 bolesnika
sa SAMG kasnog pocetka). Grupu SAMG ranog pocetka uglavnom su ¢inile zene (~85%) prosecne
starosne dobi u vreme testiranja 39,64+10,53 godina, dok je u grupi bolesnika sa SAMG kasnog
pocetka bilo vise muskaraca (~65%) prosecne starosne dobi u vreme testiranja 66,45+12,16 godina.

Prosecna starost osoba kontrolne grupe za obe grupe ispitanika iznosila je redom 40,13+11,08 i
66,45+12,16 godina.
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Tabela 5. Demografske karakteristike bolesnika sa steCenom autoimunom mijastenijom gravis
(SAMG) udruzenom sa nAChR autoantitelima 1 kontrolne grupe ispitanika uparenih po polu i
starosti. Vrednosti su prikazane kao ucestalosti i procenti ili kao srednja vrednost + standardna
devijacija.

SAMG Kontrole
Ukupan broj 447 447
Prosecna starost (godine) 55,49+17,49 55,36+£17,16
Pol
- Muskarci 198 (44,29%) 198 (44,29%)
- Zene 249 (55,71%) 249 (55,71%)
SAMG ranog pocetka 183 183
Prosecna starost (godine) 39,64+10,53 40,13+11,08
Pol
- Muskarci 28 (15,3%) 28 (15,3%)
- Zene 155 (84,7%) 155 (84,7%)
SAMG kasnog pocetka 264 264
Prosecna starost (godine) 66,45+12,16 65,92+11,90
Pol
- Muskarci 170 (64,39%) 170 (64,39%)
- Zene 94 (35,61%) 94 (35,61%)

4.2.2 UdruZenost polimorfizama pojedina¢nog nukleotida gena CTLA4 sa razvojem SAMG
u populaciji Srbije

Grupa obolelih i kontrola bili su u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi za oba ispitivana
polimorfizma, rs231735 1 rs213770 (P>0,05), gena CTLA4. Kada je analizirana ¢itava grupa obolelih
nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u ucestalosti alela i genotipova rs231735 i
rs231770 izmedu obolelih od SAMG udruzene sa nAChR autoantitelima i kontrolne grupe ispitanika
(Tabele 6 i 7).
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Tabela 6. Ucestalosti alela polimorfizama rs231735 1 rs231770 gena CTLA4 kod anti-AChR
pozitivne steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG) (447 bolesnika) 1 kontrola (447 osoba) 1
njihova udruzenost sa bole$¢u. Nije pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu alela rs231735
115231770 1 anti-AChR pozitivne mijastenije gravis.

NCBI SNV ID (rizi¢ni alel, lokus)
rs231735 rs231770
(T, CTLA4) (T, CTLA4)
Ucdestalost rizicnog alela
Pacijenti 0,506 0,387
Kontrole 0,483 0,389
Alelska udruzenost
v 0,895 0,009
p? 0,344 0,923
OR (95% CI) 0,914 (0,760-1,101) 0,991 (0,819-1,198)

v? (parametar y° statistike); OR (eng. odds ratio — odnos $ansi); CI (eng. confidence interval —

interval poverenja); #Pirsonov y>-test

Tabela 7. Ucestalosti genotipova polimorfizama rs231735 1 rs231770 gena CTLA4 kod anti-AChR
pozitivne steCene autoimune mijastenije gravis (SAMG) (447 bolesnika) 1 kontrola (447 osoba) i
njihova udruZenost sa bole$¢u. Nije pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu genotipova
rs23173511s231770 1 anti-AChR pozitivne mijastenije gravis.

NCBI SNV ID (aleli, lokus)

15231735 15231770

(TG, CTLA4) (T%/C, CTLA4)
Genotipske frekvencije TT/ GT/GG TT/CT/CC
- Pacijenti 0,248/0,514/0,237 0,152/0,470/0,378
- Kontrole 0,237/0,492/0,271 0,152/0,474/0,374
Geneticki modeli
Opsti (2df) TT vs. GT vs. GG TT vs. CT vs. CC
-t 1,327 0,021
- P 0,515 0,989
Aditivni (1df) TT > GT > GG TT>CT > CC
-t 0,494 -0,097
- P 0,343 0,923
- OR(95% CI) 0,914 (0,758-1,101) 0,991 (0,819-1,198)
Dominantni (1df) TT + GT vs. GG TT + CT vs. CC
-t 1,152 -0,138
- P 0,249 0,890
- OR (95% CI) 0,837 (0,619-1,132) 0,981 (0,748-1,286)
Recesivni (1df) TT vs. GT + GG TT vs. CT + CC
-t 0,390 -2,51e-015
- P 0,697 1
- OR (95% CI) 0,941 (0,693-1,277) 1 (0,694-1,441)

df (eng. degrees of freedom — stepeni slobode), t (parametar t statistike), OR (eng. odds ratio — odnos
Sansi), CI (eng. confidence interval — interval poverenja).
“Manje udestali alel je podvuden, "Logisti¢ka regresiona analiza.
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U daljem toku je posebno analizirana grupa obolelih prema godinama pocetka bolesti.
Rezultati su pokazali da bolesnici sa SAMG ranog pocetka imaju statisticki zna¢ajno manju ucestalost
alela T polimorfizma rs231735 u poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika (44% nasuprot 51,4%;
P=0,046; OR=0,744; 95% CI=0,556-0,995), ali pokazuju statisticki trend nakon korekcije testom
permutacije sa 10e® iteracija (P=0,053) (Tabela 8). U cilju podizanja statistic¢ke snage ove analize
povecali smo veli¢inu kontrolne grupe (sluc¢ajevi:kontrole ~ 1:2,5) i potvrdili da alel T polimorfizma
rs231735 smanjuje rizik od pojave SAMG ranog pocetka sa odnosom $ansi od 0,734 (P=0,013; 95%
CI=0,575-0,938; P=0,015 nakon korekcije sa 10e® permutacija) (Tabela 9).

Tabela 8. Ucestalosti alela polimorfizama rs231735 1 rs231770 gena CTLA4 kod steCene autoimune
mijastenije gravis (SAMG) ranog pocetka (183 bolesnika) 1 kontrola (183 osobe) i njihova
udruzenost sa boles¢u. Postoji povezanost, na granici statistiCke znacajnosti, izmedu T alela
rs231735 1 anti-AChR pozitivne mijastenije gravis ranog pocetka.

NCBI SNV ID (rizi¢ni alel, lokus)
rs231735 rs231770
(T, CTLA4) (T, CTLA4)
Ucdestalost rizicnog alela
- SAMG ranog pocetka 0,440 0,344
- Kontrole 0,514 0,402
Alelska udruZenost
e 3,992 2,576
p? 0,046 0,108
- OR (95% CI) 0,744 (0,556-0,995) 0,782 (0,579-1,056)
p® 0,053

¥* (parametar ¥ statistike); OR (eng. odds ratio — odnos $ansi); CI (eng. confidence interval —

interval poverenja); Pirsonov y>-test, °10e® test permutacije

Tabela 9. Ucestalosti alela polimorfizama rs231735 1rs231770 gena CTLA4 kod steCene autoimune

mijastenije gravis (SAMG) ranog pocetka (183 bolesnika) i kontrola (447 osoba) i njihova

udruzenost sa bolesc¢u.

NCBI SNV ID (rizi¢ni alel, lokus)
rs231735 rs231770
(T, CTLA4) (T, CTLA4)
Ucdestalost riziCnog alela
- SAMG ranog pocetka 0,440 0,344
- Kontrole 0,517 0,389
Alelska udruZenost
-y 6,142 2,241
- P? 0,013 0,134
- OR (95% CI) 0,734 (0,575-0,938) 0,824 (0,639-1,062)
- P 0,015

v? (parametar y° statistike); OR (eng. odds ratio — odnos $ansi); CI (eng. confidence interval —
interval poverenja); *Pirsonov y>-test, °10e® test permutacije

Imajudi u vidu da je pokazana razlika u srednjoj vrednosti Zivotne dobi i distribucije po polu
izmedu cCitave kontrolne grupe ispitanika i grupe obolelih sa SAMG ranog pocetka (t=13,933 i
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x2=47,451, P<0,05), ispitana je asocijacija genotipova rs231735 i rs231770 sa SAMG ranog pocetka
udruzenom sa nAChR autoantitelima koriS¢enjem logisticke regresione analize sa godinama zivota 1
polom kao kovarijatama. Genotip TT polimorfizma rs231735 pokazao je znacajnu asocijaciju sa
SAMG ranog pocetka prema opstem (t=6,07; P=0,048), aditivnom (OR=0,738, 95% CI=0,561-0,972,
P=0,031) i recesivnom modelu (OR=0,548, 95% CI=0,339-0,888; P=0,014) (Tabela 10). Nasi
rezultati su pokazali da osobe sa rs231735 genotipom TT imaju nizi rizik za razvoj SAMG
(OR=0,548, 95% CI=0,339-0,888) prema recesivnom modelu koji najbolje uklapa podatke
(AIC=626,4) (Tabela 10). Genotip TT polimorfizma rs231770 pokazao je statisticki trend asocijacije
sa SAMG ranog pocetka udruzenom sa nAChR autoantitelima prema recesivnhom modelu
(OR=0,563, 95% CI=0,314-1,011; P=0,055) (Tabela 10). Korekcija za viSestruko testiranje sa 10e®
permutacijama potvrdila je dobijene rezultate (P<0,05) (Tabela 10). Procenjena snaga nasSe studije
za odredivanje asocijacije polimorfizama rs213735 i rs231770 u recesivnhom modelu bila je redom
95,94% 1 85,64%.
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Tabela 10. Ucestalosti genotipova polimorfizama rs231735 i rs231770 gena CTLA4 kod steCene
autoimune mijastenije gravis (SAMG) ranog pocetka (183 bolesnika) i kontrola (447 osoba) 1 njihova
udruzenost sa boleS¢u prilagodena u odnosu na distribuciju po polu i Zivotnu dob ispitanika

ukljucenih u studiju.

NCBI SNV ID (aleli, lokus)

rs231735 rs231770

(T*G, CTLA4) (T*/C, CTLA4)
Genotipske frekvencije TT/GT/GG TT/CT/CC
- SAMG ranog pocetka 0,295/0,530/0,175 0,109/0,470/0,421
- Kontrole 0,237/0,492/0,271 0,152/0,474/0,374
Geneticki modeli
Opsti (2df) TT vs. GT vs. GG TT vs. CT vs. CC
-t 6,070 4,044
- P 0,048 0,132
Aditivni (1df) TT > GT > GG TT>CT>CC
-t -2,158 -1,830
- P° 0,031 0,067
- OR (95% CI) 0,738 (0,561-0,972) 0,767 (0,577-1,019)
- P 0,031 0,068
- AIC 628
Dominantni (1df) TT + GT vs. GG TT+ CT vs. CC
-t -1,099 -1,192
- P 0,272 0,233
- OR (95% CI) 0,785 (0,511-1,208) 0,787 (0,531-1,166)
Recesivni (1df) TT vs. GT + GG TT vs. CT + CC
-t -2,445 -1,922
- P 0,014 0,055
- OR (95% CI) 0,548 (0,339-0,888) 0,563 (0,314-1,011)
- P 0,014 0,047
- AIC 626,4 /
- GSPY(%) 95,94 85,64

df (eng. degrees of freedom — stepeni slobode), t (parametar t statistike), OR (eng. odds ratio — odnos
Sansi), CI (eng. confidence interval — interval poverenja), AIC (eng. Akaike information criterion —
Akaike informacioni kriterijum).

“Manje udestali alel je podvuden, *Logisticka regresiona analiza, °10e® permutacioni test, ¢Statisti¢ka
snaga studije (post-hoc).

Suprotno dobijenim rezultatima za obolele od SAMG ranog pocetka, nije utvrdena razlika u
ucestalosti alela ni genotipova polimorfizama rs231735 11rs231770 gena CTLA4 izmedu grupe
bolesnika sa SAMG kasnog pocetka i kontrolne grupe ispitanika. Rezultati alelskih i genotipskih
testova asocijacija za rs231770 1 rs231735 kod bolesnika sa SAMG kasnog pocetka prikazani su u
Tabelama 11 i 12.
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Tabela 11. Ucestalosti alela polimorfizama rs231735 1 rs231770 gena CTLA4 kod stecene
autoimune mijastenije gravis (SAMG) kasnog pocetka udruzene sa anti-nAChR antitelima (264
bolesnika) i kontrola (264 osoba) i njihova udruzenost sa boles¢u.

NCBI SNV ID (rizi¢ni alel, lokus)
rs231735 rs231770
(T, CTLA4) (T, CTLA4)
Ucdestalost rizi¢nog alela
SAMG kasnog pocetka 0,468 0,417
Kontrole 0,481 0,380
Alelska udruZenost
o 0,186 1,426
P 0,666 0,232
OR (95% CI) 1,054 (0,828-1,342) 1,162 (0,908-1,487)

v (parametar y° statistike) OR (eng. odds ratio — odnos 3ansi), CI (eng. confidence interval —
interval poverenja)
#Pirsonov y2-test
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Tabela 12. Ucestalosti genotipova polimorfizama rs231735 1rs231770 gena CTLA4 kod stecene
autoimune mijastenije gravis (SAMG) kasnog pocetka (264 bolesnika) 1 kontrola (264 osoba) i

njihova udruzenost sa boles¢éu.

NCBI SNV ID (aleli, lokus)
rs231735 1s231770
(T*G, CTLA4) (T*/C, CTLA4)
Genotipske frekvencije TT/GT/GG TT/CT/CC
- SAMG kasnog pocetka 0,216/0,503/0,280 0,181/0,470/0,348
- Kontrole 0,231/0,500/0,269 0,148/0,466/0,386
Geneticki modeli
Opsti (2df) TT vs. GT vs. GG TT vs. CT vs. CC
- T 0,201 1,447
- PP 0,904 0,485
Aditivni (1df) TT > GT > GG TT>CT>CC
- T -0,433 1,179
- P 0,665 0,238
- OR (95% CI) 1,055 (0,827-1,344) 1,158 (0,907-1,478)
Dominantni (1df) TT + GT vs. GG TT + CT vs. CC
- T -0,292 0,902
- P 0,770 0,367
- OR (95% CI) 1,059 (0,722-1,553) 1,177 (0,826-1,677)
Recesivni (1df) TT vs. GT + GG TT vs. CT + CC
- T -0,418 1,054
- P 0,676 0,292
- OR (95% CI) 1,092 (0,725-1,645) 1,282 (0,808-2,035)

df (eng. degrees of freedom — stepeni slobode), t (parametar t statistike), OR (eng. odds ratio —
odnos Sansi); CI (eng. confidence interval — interval poverenja.
“Manje ucestali alel je podvucen, ’Logisti¢ka regresiona analiza

4.2.3 Asocijacija haplotipova rs231735-rs231770 gena CTLA4 i SAMG ranog pocetka
udruZenom sa AChR autoantitelima

Slede¢i korak u nasem istrazivanju odnosio se na analizu haplotipova rs231735-rs231770 u
grupi obolelih sa SAMG ranog pocetka. Rezultati su pokazali visok stepen neravnoteze vezanosti
gena izmedu polimorfizama rs231735 i rs231770 (D'=0,952, R?>=0,550) (Slika 14). Identifikovana su
tri haplotipa rs231735-rs231770 sa ucestalos¢u > 5% (T-T, T-C i G-C). Njihova ucestalost u grupi
obolelih sa SAMG ranog pocetka i kontrolnoj grupi ispitanika prikazana je u Tabeli 13. Pirsonov y*
test 1 logistiCka regresija prilagodena prema polu 1 Zivotnoj dobi analiziranih ispitanika pokazali su
grani¢nu statisticku znacajnost u ucestalosti haplotipova izmedu obolelih sa SAMG ranog pocetka i
kontrola (globalni skor, je redom iznosio P=0,049 1 P=0,087) (Tabela 13). Medu ispitivanim
haplotipovima, na$i rezultati su pokazali da je haplotip G-C udruzen sa SAMG ranog pocetka
(P=0,015, Pirsonov y* test) (Tabela 13), a logisti¢ka regresiona analiza prilagodena prema polu i
zivotnoj dobi pokazala je da su osobe sa G-C haplotipom imale povecan rizik za razvoj SAMG ranog
pocetka (P=0,027 nakon korekcije sa 10e® permutacijom).
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Slika 14. Analiza vezanosti 1 prikaz haplobloka dva polimorfizma u lokusu CTLA4. Haploblok
rs231770-rs231735 se nalazi u regionu niske stope rekombinacije (nije prikazano) 3341 bp uzvodno
od gena CTLA4, dok su polimorfizmi rs231770-rs231735 udaljeni medusobno 35277 bp 1 imaju visok
stepen neravnoteze vezanosti gena (eng. linkage disequilibrium, LD) (D’ = 0,952, R2 = 0,550,
procenjeno koris¢enjem softvera Haploview verzija 4.2). Pozicija svakog polimorfizma oznacena je
isprekidanim linijjama. Kvadrat predstavlja D’ vrednost izmedu varijanti (od 0 do 1), dok tamno
crvena boja oznacava jaku neravnotezu vezanosti.

Tabela 13. Ucestalost haplotipova rs231735-rs231770 kod bolesnika sa steCenom autoimunom
mijastenijom gravis (SAMG) ranog pocetka (183 obolelih) 1 kontrolne grupe ispitanika (447 osoba)
1 njihova udruzenost sa bolescu.

Haplotipovi Sluéajevi | Kontrole | df | p? T P OR P°
Globalni skor / / 6,046 |2 |0,049 | 4,387 0,087 |/ 0,086
T-T 0,337 0,385 2,551 1 |0,110 |3,23 0,072 | 0,768 | 0,072
T-C 0,108 0,135 1,739 |1 |0,187 | 0,476 |0,490 | 0,855 |0,493
G-C 0,555 0,480 5867 |1 0,015 | 4,860 |0,027 |1360 |0,027°

df (eng. degrees of freedom — stepeni slobode), t (parametar t statistike), OR (eng. odds ratio — odnos
Sansi); CI (eng. confidence interval — interval poverenja)

%PPirsonov y’-test, °Logisticka regresiona analiza prilagodena, prema polu Zivotnoj dobi, ¢10e
permutacioni test, “Razlika u frekvencijama haplotipova izmedu slu¢ajeva i kontrola dostigla je
grani¢nu statistiCku znacajnost (globalni skor), “Medu haplotipovima sa ucestalos¢u ve¢om od 5%,
haplotip G-C povecava rizik za razvoj] SAMG ranog pocetka.
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5 Diskusija

Stecena autoimuna mijastenija gravis se ubraja u grupu retkih neuroloskih oboljenja i javlja
se najcesce od svih poremecaja nervno-misi¢ne spojnice. I pored toga Sto je SAMG bolest koja se
moze javiti u bilo kom uzrastu, kod pripadnika oba pola, poznato je da se SAMG ranog pocetka nesto
cesc¢e javlja kod Zena, za razliku od SAMG kasnog pocetka koja je ¢esce prisutna kod osoba muskog
pola. Iako procentualna zastupljenost polova u razli¢itim studijama varira, zajedni¢ko zapazanje
istrazivaca u ovoj oblasti je da je uCestalost oboljevanja osoba zenskog pola dva do tri puta veca (8,
152, 225). U skladu sa tim su i podaci epidemioloske studije koja je sprovedena u nasoj sredini, na
teritoriji grada Beograda, u dugoroc¢nom tridesetogodisnjem periodu od 1979. do 2008. godine, u
kojoj je odnos obolelih Zena i musSkaraca iznosio 1,5:1 u korist osoba zenskog pola. Pored toga, u
pomenutom istrazivanju je pokazano da je u grupi mladih pacijenata sa SAMG, obolelih pre pedesete
godine zivota, zabelezena znacajna predominacija osoba zenskog pola (3,7:1), dok je kod bolesnika
obolelih posle pedesete godine zivota postojala podjednaka zastupljenost pripadnika oba pola (1:1)
(8). Jedna od najkonzistentnijih epidemioloskih karakteristika SAMG je bimodalna distribucija
oboljevanja kod zena u odnosu na godine pocetka bolesti. Naime, pokazano je da kod osoba Zenskog
pola postoje dva pika ucestalosti oboljevanja od SAMG, prvi izmedu 20. i 40. godine Zivota i drugi
izmedu 60. 1 80. godine Zivota. Kada je re¢ o pacijentima muskog pola ucestalost javljanja bolesti
raste sa godinama starosti (5, 6). Interesantno je napomenuti da slicne krivulje uzrasne distribucije
imaju i ostala autoimuna oboljenja, kao npr. reumatoidni artritis 1 sistemski eritemski lupus (8, 226).
Prema podacima iz literature, postoji nekoliko objas$njenja za navedene epidemioloske razlike u
odnosu na distribuciju po polu, a to su pre svega uticaj polnih hormona i naruSena inaktivacija X
hromozoma (227, 228). Znacaj hormonskog statusa u indukciji SAMG potvrden je ¢injenicom da
treCina zena ispoljava jasna perimenstrualna pogorSanja bolesti, kao i varijacije u klinickom
ispoljavanju u toku trudnoce i periodu posle porodaja (229). Naime, pokazano je da Zenski polni
hormoni imaju kvalitativni 1 kvantitativni uticaj na ¢elije imunskog sistema, sa jasnim uticajem na
produkciju citokina, imunoglobulina, kao i na maturaciju, selekciju i sekreciju antitela od strane B
limfocita (227, 230). Pored toga, eksperimentalno je potvrdeno postojanje povecanog broja
estrogenih receptora na timocitima i perifernim limfocitima bolesnika sa SAMG (8, 231). U odnosu
na patogenetski proces koji lezi u osnovi bolesti poznato je da se hiperplazija timusa prvenstveno
javlja kod mladih Zena $to sugeriSe da Zenski polni hormoni mogu imati direktan uticaj na patogenezu
SAMG, a ¢ime se objasnjava povoljan efekat timektomije u le€enju ovih pacijenata. (1, 79, 83, 227).
Pojedini autori ukazuju da estrogeni hormoni u zavisnosti od njihove koncentracije u odredenom
periodu zivota obolelih, kao 1 uticaja mikrookoline, mogu uticati na indukciju antiinflamatornog i
proinflamatornog imunskog odgovora (83, 232, 233). Nadalje, testosteron i estrogen mogu imati
uticaj 1 na ekspresiju timusnih faktora transkripcije, kao $to je autoimuni regulator, pa samim tim i na
rizik za razvoj SAMG udruZene sa nAChR autoantitelima (83).

Pored polnih hormona, inaktivacija X hromozoma daje objasnjenje za predominaciju zenskog
pola medu mladim pacijentima sa SAMG (228). Pokazano je da se ovaj proces deSava u ranom
razvoju Zenskog embriona i predstavlja inaktivaciju jedne od dve kopije X hromozoma putem
pakovanja inaktiviranog X hromozoma u transkripciono neaktivni heterohromatin. Izbor inaktivacije
X hromozoma je naj¢eS¢e nasumican, dok je odnos aktivnih X hromozoma dobijenih od oba roditelja
podjednak (234). Neretko dolazi do preferencijalne ili narusene inaktivacije X hromozoma, pri ¢emu
oko 75-90% svih ¢elija tkiva inaktivira isti X hromozom nasleden od roditelja ili pak dolazi do
zaobilazenja procesa inaktivacije (235). Poznato je, takode, da je X hromozom bogat genima koji su
u vezi sa imunskim odgovorom, zbog ¢ega narusen put inaktivacije X hromozoma, bilo da je re¢ o
preferencijalnoj inaktivaciji ili odsustvu inaktivacije, moZe uticati na proces imunoloske tolerancije
u timusu. Ovim mehanizmom se ostvaruju uslovi za razvoj mnogih autoimunskih bolesti, §to je
pokazano na primeru primarne bilijarne ciroze, sistemskog eritemskog lupusa, Sjégrenovog sindroma
1 autoimunskog tireoiditisa (228, 236-238). Prva studija koja je ispitivala uticaj naruSene inaktivacije
X hromozoma kod obolelih od SAMG objavljena je pre tri godine od strane italijanskih istrazivaca.
Istrazivanjem je obuhvaceno 284 SAMG bolesnika zenskog pola kod kojih je ispitivana ucestalost
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preferencijalne inaktivacije X hromozoma obolelih u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika.
Rezultati su pokazali da je uCestalost preferencijalne inaktivacije X hromozoma statisti¢ki znacajno
ve¢a medu obolelim od SAMG u odnosu na kontrolnu grupu, kao i da je ovaj fenomen statisticki
znacajno ¢es$¢i kod osoba mladih od 45 godina Zivota. Shodno ovakvim rezultatima autori su u
zakljucku ukazali na potencijalnu ulogu naruSene inaktivacije X hromozoma u etiopatogenezi razvoja
SAMG kod obolelih osoba zenskog pola (228).

Iako je SAMG bolest ¢ija je osnovna karakteristika postojanje izrazite varijabilnosti klini¢kih
simptoma 1 znakova, veliki broj dosadasnjih studija je pokazao da su najces¢i inicijalni simptomi
bolesti bili slabost ekstraokularnih misi¢a u vidu semiptoze ili ptoze i/ili diplopija koji su registrovani
kod 39% do 57% obolelih, rede 1 u viSem procentu (85-90%) nezavisno od uzrasta, pola ili rasne
pripadnosti (8, 14, 83). U skladu sa tim su i rezultati zabelezeni u nasem istrazivanju koji su pokazali
da je okularna simptomatologija bila inicijalni simptom SAMG kod viSe od polovine pacijenata
(59,2%). Visoka ucestalost okularnih simptoma na pocetku i tokom bolesti, objaSnjena je prisustvom
vece koncentracije ,,fetalnog tipa” nAChR na postsinaptickoj membrani ekstraokularnih misica, koji
je identi¢ne strukture kao i timusni receptor i samim tim predstavlja primarni cilj imunskog odgovora
(20). Takode, pojedini autori istiu 1 postojanje specificnosti u gradi nervno-misSi¢ne spojnice
ekstraokularnih miSi¢a, sa snizenom ekspresijom komplement zavisnih regulatornih signalnih
mehanizama, $to ih ¢ini senzitivnijim za oSte¢enje posredovano aktivacijom sistema komplementa
(152).

Poslednjih godina autori isti¢u 1 postojanje fenotipskih varijacija bolesti medu pripadnicima
razlicitih rasa $to je bila polazna osnova za isticanje znacaja bioloskih faktora u razvoju SAMG (8,
14, 239). Tako je kod pripadnika crne rase zapazeno ¢esce prisustvo okularne simptomatologije, a u
studiji Heckmana i sar. uocena je i njena znatno veca rezistentnost na primenjenu terapiju (14).
Specificnosti u klinickom ispoljavanju uocene su i kod pacijenata zute rase u kojoj se OSAMG javlja
sa ve¢om ucestaloscu i retko se generalizuje, kada poprima oblik blage generalizovane forme bolesti
(8, 240-242).

Poznato je da se tokom prve dve godine od pocetka tegoba kod vecine pacijenata (70-80%)
bolest generalizuje sa pojavom promenljive slabosti 1 zamorljivosti i ostalih miSi¢nih grupa (16, 83,
148, 218, 219, 243). U skladu sa tim su i podaci koji su zabeleZeni u nasoj kohorti analiziranih
bolesnika kod kojih je ucestalost generalizacije OSAMG registrovana u 65,6% slucajeva tokom
perioda pracenja od 24 do 206 meseci, dok se u 84% ispitanika koji su razvili generalizovanu formu
bolesti, generalizacija razvila unutar 24 meseca od pojave prvih simptoma SAMG. Ukoliko okularni
simptomi, kao $to su spustanje kapaka i/ili duple slike, ostaju i jedini znaci bolesti i nakon dve godine
od pocetka prvih tegoba moze se postaviti dijagnoza izolovane OSAMG (9). Ucestalost izolovane
OSAMBG se znacajno razlikuje medu razli¢itim analiziranim kohortama obolelih i najcesce se krece
u rasponu od 20 do 60%, s tim da nisu svi bolesnici imali isti period pracenja (83). Rezultati naseg
istrazivanja su pokazali da je ova forma bolesti potvrdena kod 34,4% obolelih, $to odgovara nalazima
1 ostalih istrazivaca.

Imajuéi u vidu nepredvidljiv klinicki tok bolesti, poslednjih godina su sprovedena brojna
istrazivanja sa ciljem utvrdivanja potencijalnih pokazatelja generalizacije SAMG. Vecina autora je
saglasna da bi identifikacija ovih pokazatelja omogucila ta¢nu i pravovremenu primenu adekvatne
terapije u cilju spreavanja razvoja teSkih klinickih formi bolesti, kao 1 smanjenje ucestalosti pojave
nezeljenih efekata i komplikacija dugoro€ne primene imunosupresivne terapije (214-216, 244, 245).

Medu prvim ispitivanim pokazateljima generalizacije OSAMG je Zivotno doba na pocetku
bolesti. Prose¢na starosna dob na pocetku bolesti u nasoj kohorti ispitanika bila je gotovo identi¢na u
obe grupe bolesnika, kako kod onih koji su razvili generalizovanu formu bolesti, tako 1 u grupi
pacijenta sa izolovano OSAMG. Povezanost izmedu starosti u trenutku razvoja prvih simptoma
bolesti i rizika od generalizacije SAMG zasluzuje posebnu paznju, s obzirom na to da je poslednjih
godina zabeleZen znacajan porast incidencije i prevalencije SAMG u starijoj populaciji. Smatra se da
je ovakav trend najverovatnije posledica povecanja ocekivane duzine zivota, pri Cemu proces starenja
uti¢e na porast obolevanja od SAMG. U prilog ovome govori i ¢es¢a pojava drugih autoimunih bolesti
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kod starijih osoba, ukazuju¢i da starenje moze imati znacajnu ulogu u razvoju autoimunosti uopste
(8, 246).

I dok nekoliko autora navodi da je starije zivotno doba povezano sa ve¢im rizikom od razvoja
generalizovane forme bolesti, Kamarajah 1 sar. u svom istrazivanju isti¢u da pocetak bolesti pre 50.
godine zivota predstavlja faktor rizika za razvoj generalizacije SAMG kod pacijenata sa inicijalno
prisutnom izolovanom okularnom simptomatologijom (HR 3.58; 95% CI 1.18-10.90; P =0.035)
(141, 218, 227, 247, 248). Diaz-Maroto sa saradnicima u svom istrazivanju koje se bavilo
utvrdivanjem faktora rizika za generalizaciju OSAMG nalazi da je srednja vrednost starosti obolelih
niza, ali ne 1 statisticki znacajno niza u grupi bolesnika koja je razvila generalizovanu formu bolesti
u odnosu na ispitanike sa izolovanom OSAMG (249). Imaju¢i sve navedeno u vidu, ukljucujuéi 1
rezultate naseg istrazivanja, mozemo zakljuciti da je uticaj zivotne dobi na razvoj generalizacije
OSAMG u ovom trenutku diskutabilan i zahteva opsezniju analizu na ve¢em uzorku bolesnika.

Uticaj pola na generalizaciju SAMG bio je predmet brojnih istrazivanja (215, 227, 249). U
naSem istrazivanju su tokom citavog perioda pracenja Zene ceSce razvijale generalizovani oblik
SAMG. Dodatno, pokazali smo da je zenski pol povezan sa generalizacijom bolesti. Sa ovim
rezultatima saglasni su i nalazi drugih studija koje su se bavile ovom temom (215, 227, 249). Iako
tatan mehanizam kojim Zenski pol uti¢e na razvoj generalizacije SAMG nije u potpunosti jasan u
dosadasnjoj literaturi se moze pronaci nekoliko potencijalnih objasnjenja. Kao i1 u slucaju
predominacije Zenskog pola medu mladim obolelim osobama, jedno od objasnjenja se odnosi na
uticaj zenskih polnih hormona na imunski sistem (227, 230), dok se kao drugi potencijalni razlog
navodi veéa ucestalost limfofolikularne hiperplazije timusa kod osoba zenskog pola, o ¢ijem e
uticaju na generalizaciju SAMG biti reci u daljem tekstu (227, 233). U nekim studijama je pokazano
da osobe Zenskog pola imaju visu koncentraciju anti-nAChR autoantitela, Sto se takode navodi kao
jedan od razloga vece ucestalosti generalizacije SAMG u Zenskoj populaciji (227). Medutim, nasi
rezultati ovo zapazanje nisu potvrdili. Naime, vrednosti koncentracije anti-nAChR autoantitela se nije
znacajno razlikovala u odnosu na distribuciju po polu u nasoj kohorti analiziranth SAMG ispitanika.

Koncentracija anti-nAChR autoantitela u serumu pacijenata sa SAMG je jedan od najcesce
prepoznatih pokazatelja generalizacije ove bolesti u do sada sprovedenim ispitivanjima (141, 148,
219,227, 247-252). Distribucija ucestalosti pozitivnog nalaza specifi¢nih autoantitela u serumu nasih
bolesnika, kako onih sa sekundarno generalizovanom formom bolesti (78% bolesnika sa anti-nAChR
antitelima 1 24% bolesnika sa anti-MuSK autoantitela u grupi anti-nAChR seronegativnih bolesnika),
tako 1 onih sa izolovanom OSAMG (65,2% bolesnika sa anti-nAChR antitelima 1 23,6% duplo
seronegativnih, dok anti-MuSK autoantitela nisu detektovana) bila je u skladu sa podacima
objavljenim u drugim studijama (16, 83, 148, 218, 219, 243). Vazno je naglasiti da u vreme
sprovodenja istrazivanja u Srbiji nije bila moguca analiza seruma na prisustvo anti-LRP4 autoantitela,
zbog Cega ucestalost ovih autoantitela u nasoj kohorti bolesnika nije ispitana. Nasi rezultati su ukazali
na statisti¢ki znacajnu povezanost viSe koncentracije anti-nAChR autoantitela i generalizacije SAMG
koja se prezentovala inicijalnom okularnom simptomatologijom. Takode, pokazali smo da je
koncentracija anti-AChR autoantitela povezana sa razvojem generalizovane forme SAMG, imajuéi u
vidu da Sansa za generalizaciju bolesti raste za cak 26,4% sa svakom jedinicom povecanja
koncentracije antitela. Uprkos povezanosti porasta koncentracije anti-nAChR autoantitela 1
generalizacije bolesti, nismo pokazali postojanje odredene grani¢ne vrednosti koncentracije anti-
nAChR autoantitela koja bi imala dovoljno dobru senzitivnost i specifi¢nost za razlikovanje bolesnika
koji su razvili generalizovanu formu bolesti od onih koji nisu.

Prvo istrazivanje koje je ukazalo na povezanost vise koncentracije anti-nAChR autoantitela i
generalizacije SAMG sprovedeno je, od strane nemackih autora, pre skoro 30 godina, retrospektivno
je analiziralo 78 bolesnika sa inicijalno okularnom prezentacijom SAMG (254). OpseZnije
istrazivanje, ali na azijskoj populaciji, kasnije je sprovela grupa korejskih istrazivaca koja je u studiju
ukljucila 202 bolesnika sa inicijalno okularnim manifestacijama bolesti i potvrdila prediktivni znacaj
vise koncentracije anti-nAChR autoantitela na generalizaciju SAMG (219). Nakon ove studije usledio
je Citav niz istrazivanja koja su obuhvatala razli¢ite kohorte bolesnika sa ovim nervno-misi¢énim
oboljenjem. Jednu od opseznijih sproveo je Peeler sa saradnicima tokom protekle decenije. Ova
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retrospektivna opservaciona kohortna studija obuhvatila je 223 bolesnika sa inicijalnom okularnom
prezentacijom SAMG i pokazala je da su pacijenti koji su razvili generalizovanu formu bolesti imali
zna€ajno viSu koncentraciju anti-nAChR autoantitela u poredenju sa bolesnicima sa izolovanom
OSAMG (srednja vrednost je redom iznosila 12,7 1 4,2 nmol/L; p <0,05) (167). Pet godina kasnije je
ove rezultate potvrdio i Feng sa saradnicima. Ova grupa kineskih istrazivaca je u studiju ukljucila
bolesnike sa izolovano okularnim simptomima tokom perioda prac¢enja od najmanje dve godine uz
njihovo dalje kontinuirano prac¢enje. Njihovi rezultati ne samo da su pokazali da je viSa koncentracije
anti-nAChR autoantitela bila udruzena sa generalizacijom SAMG, ve¢ su utvrdili 1 da je vrednost
koncentracije ovih antitela >6.13 nmol/L povezana sa generalizacijom bolesti (255). Medutim,
prediktivni znacaj ove vrednosti koncentracije anti-nAChR antitela nije potvrden u narednim
studijama, sve do nedavno kada su istrazivaci sa Tajlanda pokazali da prediktivni znacaj za
generalizaciju SAMG ima vrednost koncentracije anti-nAChR antitela preko od 8,11 nmol/L (OR:
3,66, 95% CI: 1,19-11,26; p = 0,023) (245). Uprkos nekonzistentnim rezultatima razli¢itih studija,
kada govorimo o specificnoj vrednosti koncentracije anti-nAChR autoantitela koja bi imala
prediktivni znacaj za generalizaciju SAMG, sve studije su saglasne je viSa koncentracija pomenutih
antitela povezana sa generalizacijom bolesti.

Kada je re¢ o patologiji timusa, u naSem istrazivanju smo ispitivali udruzenost timoma sa
generalizacijom SAMG. Sa dva bolesnika kod kojih je dijagnostikovan timom u grupi izolovane
OSAMG i 14 ispitanika u grupi koja je razvila generalizovanu formu bolesti, nasi rezultati su pokazali
vecu ucestalost timoma u grupi generalizovane forme SAMG. Medutim, statistiCka znacajnost nije
dostignuta, §to se moze objasniti malim uzorkom bolesnika. Do sli¢nih rezultata dosla je i Lina Nagia
sa saradnicima u retrospektivnoj multicentri¢noj analizi objavljenoj 2015. godine koja je obuhvatila
158 bolesnika sa inicijalnom okularnom prezentacijom bolesti. Rezultati ove studije su takode
pokazali da je ucestalost timoma veca u grupi pacijenata kod kojih se bolest generalizovala, ali bez
dostizanja statisticke znacajnosti. Interesantno je da u ovom istrazivanju kori§¢enjem multivarijantne
1 univarijantne regresione analize ni jedan ispitivan parametar ukljuc¢ujuci pol, godine pocetka bolesti
ili pozitivan titar anti-nAChR autoantitela nije dostigao statisti¢ki prediktivni znacaj kada je re¢ o
generalizaciji OSAMG (214). Dve godine kasnije je grupa autora iz Pekinga analizirala faktore
generalizacije OSAMG kod 59 bolesnika i takode utvrdila ve¢u ucestalost timoma u grupi pacijenata
koja je tokom perioda pracenja razvila generalizovanu formu bolesti, ali bez dostizanja statisticke
znacajnosti §to je takode objasnjeno malim ispitivanim uzorkom (218). Sa druge strane, rezultati
nekih kasnije sprovedenih studija su potpuno oprecni. Naime, dok su dve nezavisne studije iz
Nemacke i Singapura iste, 2018. godine, ukazale da prisustvo timoma nedvosmisleno ima prediktivni
znacaj na generalizaciju OSAMG, godinu dana kasnije grupa istrazivaca iz SAD ne samo da nije
ukazala na prediktivni znac¢aj timoma, ve¢ nije pokazala ni trend vece ucestalosti timoma medu
bolesnicima koji su razvili generalizovanu formu bolesti (148, 216, 252). Jedno od mogucih
objasnjenja dobijenih oprecnih rezultata i zaklju¢aka moze biti Cinjenica da su sve studije obuhvatile
uglavnom kohorte sa malim brojem bolesnika 1 varijabilnim periodom prac¢enja. Pored toga, pokazano
je da se klini¢ki tok anti-nAChR pozitivne SAMG udruzene sa timomom i one bez timoma ne
razlikuje znacajno ukoliko se sprovodi adekvatan terapijski protokol, §to je vazno imati na umu tokom
pracenja i leCenja ovih pacijenata. Takode, dijagnoza timoma sa sobom povlaci i agresivniji terapijski
pristup uz obaveznu timektomiju, koja sa druge strane nije obavezna kod OSAMG udruzene sa anti-
nAChR autoantitelima bez timoma, $to zajedno moze uticati na klinicki tok i u¢estalost generalizacije
SAMG.

Imajudi u vidu da dijagnoza limfofolikularne hiperplazije zahteva histopatolosku potvrdu ¢iji
je nalaz nedostajao kod vecine bolesnika, nismo bili u moguénosti da uradimo adekvatnu analizu
njenog uticaja na generalizaciju SAMG u naSoj kohorti analiziranih pacijenata. Ako se osvrnemo na
rezultate sprovedenih studija koje su ispitivale ovu povezanost, kao 1 u slucaju timoma, rezultati i
zakljucci nisu u potpunosti koherentni. Tako su u svojim nezavisnim istrazivanjima Kisabaj, Li 1
Vang sa saradnicima ukazali na povecan rizik od generalizacije bolesti kod pacijenata sa timusnom
hiperplazijom, dok su, kontradiktorno, rezultati do kojih je doSao Hong pokazali ve¢u ucestalost
limfofolikularne hiperplazije timusa u grupi bolesnika sa izolovanom OSAMG (216, 218, 256).
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Autori nedavno objavljenog revijalnog rada su, analiziraju¢i nekonzistentnost zakljuc¢aka razli¢itih
studija, istakli da za razliku od timoma, gde je mnogo viSe argumenata na strani njegovog pozitivnog
uticaja na generalizaciju SAMG, u slucaju limfofolikularne hiperplazije dokazi i nisu tako Cvrsti,
zbog Cega se sugeriSe sprovodenje opseznijih istrazivanja na ovu temu na vecoj populaciji
analiziranih ispitanika (244).

Kao jedan od pokazatelja generalizacije SAMG u dosadasnjim istrazivanjima izdvojio se 1
patoloski nalaz TNT (219, 252, 253, 257, 258). U nasoj kohorti analiziranih bolesnika patoloski nalaz
ovog elektrofizioloSkog testa imalo je skoro 30% bolesnika sa izolovanom OSAMG, pri ¢emu su svi
bolesnici testirani prema standardizovanom protokolu na tri sistema: n. facialis — m. nasalis, n.
axillaris — m. deltoideus 1 n. ulnaris — m.abductor digiti minimi. Nasi rezultati su u skladu sa podacima
iz literature gde se ucestalost pozitivnog nalaza TNT sre¢e kod oko 30-50% bolesnika sa izolovano
okularnom formom bolesti (258-260). Sa druge strane, nasi rezultati su pokazali da TNT ima
prediktivni znacaj za generalizaciju bolesti. Naime, bolesnici sa pozitivnim nalazom bili su u skoro
22 puta ve¢em riziku od razvoja generalizovane forme bolesti u odnosu na bolesnike sa negativnim
nalazom TNT. Do sli¢nih zaklju¢aka dosla je i grupa korejskih autora u istrazivanju koje se odnosilo
na ulogu TNT u predikciji generalizacije SAMG kod pacijenata sa inicijalnom okularnom
simptomatologijom. Ova retrospektivna studija je obuhvatila 112 bolesnika, od kojih je 24 (21.4%)
razvilo generalizovanu formu SAMG tokom perioda pracenja od minimum 6 meseci. Kod svih
bolesnika testiranje je sprovedeno na pet misica i to: m. nasalis, m. abductor digiti minimi, m. flexor
carpi ulnaris 1 m. trapezius. Rezultati su pokazali da je ucCestalost patoloskog nalaza na ispitanim
miSi¢ima ekstremiteta statistiCki znacajno ¢eS¢a u grupi pacijenta koja je razvila generalizovanu
formu bolesti u odnosu na one sa izolovano OSAMG (p<0,001, p=0,002, i p<0,001 redom za m.
trapezius, m. abductor digiti minimi 1 m. flexor carpi ulnaris). Takode, Koksov model
proporcionalnog rizika je pokazao da je patoloSki nalaz TNT znacajno udruzen sa generalizacijom
SAMG (OR=3,13, 95% CI=1,18-8,32), pri ¢emu je odnos rizika bio znacajno visi za patoloski nalaz
TNT na ispitanim miSi¢ima ekstremiteta u odnosu na misice lica (257). Smatra se da patoloSki nalaz
TNT, posebno na miSi¢ima ekstremiteta moZe biti pokazatelj supklinicke generalizacije bolesti koja
se klinickim neuroloSkim pregledom u tom momentu ne moze registrovati, ali koja u daljem toku
bolesti postaje 1 klinicki manifestna. Medutim, potrebno je naglasiti da se klasifikacija SAMG odnosi
isklju¢ivo na manifestnu klini¢ku prezentaciju bolesti, pa se stoga kod ovih pacijenata sa izolovanom
o¢nom simptomatologijom postavlja dijagnoza okularne forme SAMG uprkos pozitivnom nalazu
TNT. Sa ovim zapazanjem saglasni su 1 autori pomenutog rada, koji sugeriSu da se TNT obavezno
sprovodi 1 na miSi¢ima ekstremiteta i kod bolesnika sa izolovanim okularnim simptomima $to je bio
obavezan deo protokola i u nasem istrazivanju (257). Rezultati nekoliko drugih radova koji su
ispitivali uticaj TNT na generalizaciju SAMG uglavnom govore o pozitivnoj korelaciji patoloSkog
nalaza i generalizacije bolesti, ali ona nije u svim slu¢ajevima bila i statisticki znacajna. U ovim
radovima, medutim, TNT nije raden na konzistentan nac¢in kod svih ukljucenih bolesnika, §to nosi
rizik od postojanja selekcione pristrasnosti 1 zahteva oprez pri tumacenju njihovih rezultata i
zakljucaka (219, 252, 253).

Kao $to smo naveli u uvodnom delu disertacije, terapija bolesnika sa SAMG 1 izolovanim
okularnim simptomima bolesti najces¢e se zapo€inje primenom inhibitora holinesteraze, a u sluc¢aju
nezadovoljavaju¢eg efekta uvodi se 1 imunosupresivna terapija (65, 83). Sa ranom primenom
imunosupresivne terapije kod ovih pacijenata saglasno je viSe autora, sa obrazloZenjem da ona moze
spreciti generalizaciju bolesti, iako za to dugo nisu postojali jasni dokazi (192, 250, 254, 261-263)
Glavna ograniCenja studija koje zagovaraju tezu o ranoj primeni imunosupresivne terapije je
nedostatak podataka o vremenu zapocinjanja terapije u odnosu na pocetak prvih tegoba bolesti,
inicijalne terapijske doze, kao i duzina pracenja bolesnika (250, 254, 262-264). Imajuéi u vidu sva
ogranienja ranije sprovedenih ispitivanja Menin sa saradnicima se u nedavno objavljenoj
retrospektivnoj kohortnoj studiji ciljano bavio ovom temom. Njihovo istrazivanje je obuhvatilo 154
bolesnika sa izolovanim okularnim simptomima na pocetku bolesti, od koji se tokom perioda
pracenja, koje je iznosilo 87.4 + 73 meseci, generalizovalo 43 (28%) bolesnika. Autori su inicijalno
analizirali grupu pacijenata koja je leCena imunosupresivnom terapijom (steroidnom i/ili
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nesteroidnom) i poredili je sa neuparenom grupom bolesnika koja nije dobijala imunosupresive pre
generalizacije bolesti. Dalju analizu upotpunili su uparivanjem ove dve grupe bolesnika po polu,
zivotnoj dobi na pocetku bolesti, duzini trajanja bolesti, seroloSkom statusu i primeni inhibitora
acetilholinesteraze. Njihovi rezultati su nedvosmisleno pokazali da rana primena imunosupresivne
terapije vremenom znacajno smanjuje rizik od generalizacije bolesti (264). lako u nasem istrazivanju
nismo mogli da se detaljnije bavimo ovom analizom, jer su nedostajali podaci o tatnom vremenu
zapocinjanja imunosupresivne terapije kod velikog broja bolesnika, nasi rezultati su pokazali da je
vreme od inicijalnih simptoma do postavljanja dijagnoze u grupi izolovane OSAMG bilo statisticki
znacajno krace u odnosu na grupu pacijenata kod kojih je doslo do generalizacije bolesti. Imajuéi u
vidu da je u grupi izolovane OSAMG veliki broj bolesnika (93%) le€en upravo imunosupresivnom
terapijom, indirektno zakljuCujemo da 1 naSi rezultati podrzavaju tezu o ranoj primeni
imunosupresivne terapije kao indikatoru smanjenog rizika od generalizacije bolesti. Medutim, ovaj
zakljucak je neophodno potkrepiti detaljnijim istrazivanjem, koje bi ciljano analiziralo uticaj leCenja
imunosupresivima na generalizaciju bolesti, po mogucstvu na vec¢em broju ispitanika.

Dobro je poznato da bolesnici sa SAMG cesto imaju pridruzene autoimune bolesti. Najéesce
jere¢ o udruzenom javljanju Grejvsove bolesti, Hasimoto tireoiditisa, reumatoidnog artritisa, multiple
skleroze, sistemskog eritemskog lupusa, tip I dijabetes melitusa, perniciozne anemije, Sjogrenovog
sindroma, Kronove bolesti 1 ulceroznog kolitisa (265). Ovakvo udruzeno javljanje drugih autoimunih
bolesti, podatak da oko 30% bolesnika ima rodake sa SAMG ili drugim autoimunim oboljenjem, kao
1 nalaz ceSceg prisustva odredenih HLA haplotipova kod obolelih od SAMG, jasno upucuju na
postojanje genetiCke osnove za razvoj ove bolesti (8, 9, 266, 267). Uticaj autoimunih komorbiditeta
na razvoj generalizacije OSAMG joS uvek je predmet debate medu istrazivaCima u ovoj oblasti. U
skladu sa nalazima vecine istrazivaca u studiji koja je ranije sprovedena u populaciji obolelih sa
SAMG u Beogradu, udruZene bolesti sa jasnom autoimunom osnovom registrovane su kod 18,2%
obolelih. Kod najveéeg broja pacijenata radilo se o udruzenoj pojavi oboljenja stitaste zlezde (8,9%),
dok su druge imunski posredovane bolesti bile prisutne znatno rede. Tako je reumatoidni artritis
potvrden kod 1,5% ispitanika, multipla skleroza kod 0,9%, a sistemski eritemski lupus kod samo
0,3% obolelih (8). Rezultati aktuelnog istrazivanja su pokazali da je priblizno 30% bolesnika sa
sekundarnom generalizacijom SAMG imalo neku od pridruzenih autoimunih bolesti i u 90 %
slucajeva se radilo o udruzenom oboljenju Stitaste zlezde, dok je udruzenost sa ostalim autoimunim
bolestima bila zanemarljiva. U grupi obolelih sa izolovanom OSAMG, udruzenost sa autoimunim
bolestima je registrovana u 22% sluc¢ajeva 1 svi pacijenti su imali oboljenje Stitaste zlezde. Stoga, na
osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da se ucestalost autoimunih komorbiditeta nije
statisticki zna€ajno razlikovala u obe analizirane grupe ispitanika nase kohorte. Uticaj pridruZenih
autoimunih bolesti na generalizaciju SAMG ispitivao je i Guo sa saradnicima u svojoj retrospektivnoj
multicentricnoj studiji koja je obuhvatila 572 bolesnika sa inicijalnom okularnom prezentacijom
bolesti, od kojih je samo njih 17 (3%) imalo pridruzeni autoimuni komorbiditet — 12 bolesnika kod
kojih je doslo do generalizacije bolesti (428 bolesnika, 2,8%) 1 5 bolesnika sa izolovanom OSAMG
(144 bolesnika, 3,5%) (268). Nasuprot tome, Li1 Wong su u svojim nezavisnim istraZivanjima ukazali
na prediktivni znacaj autoimunih komorbiditeta na generalizaciju OSAMG (247, 269). Dakle, kao 1
u slucaju mnogih drugih potencijalnih pokazatelja generalizacije SAMG 1 uticaj autoimunih
komorbiditeta zahteva potvrdu na ve¢em uzorku bolesnika po moguéstvu u prospektivnoj studiji.

Nasa studija analize klinickih, elektrofizioloskih i imunoseroloskih pokazatelja toka bolesti i
ishoda lecenja SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima ima nekoliko ograni¢enja. Na prvom
mestu radi se o retrospektivnoj studiji sa relativnom malim uzorkom ispitanika. Ipak, moZemo
smatrati da je uzorak na kome je sprovedeno aktuelno istraZivanje reprezentativan za populaciju
bolesnika u nasoj zemlji imaju¢i u vidu da je Klinika za neurologiju Univerzitetskog Klini¢kog centra
Srbije u Beogradu referentni nacionalni centar za dijagnostikovanje i leCenje pacijenata sa SAMG 1
da ka njemu gravitiraju skoro svi pacijenti sa sumnjivom ili potvrdenom dijagnozom ove bolesti sa
teritorije grada Beograda i centralne Srbije, ali i odreden broj pacijenata iz ostalih delova Srbije.
Drugo, iako su za odredene pacijente koje smo ukljucili u istrazivanje nedostajali imunoseroloski i/ili
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elektrofizioloski podaci, oni nisu zna¢ajno uticali na izvedene zakljucke imajuéi u vidu da je njihova
ucestalost bila niska.

CTLA-4 je poznat kao vazna imunoloska kontrolna tacka ukljuc¢ena u ko-inhibitorni signalni
put koji doprinosi imunoloskoj homeostazi. lako je CTLA-4 povezan sa autoimunim bolestima
ukljucujué¢i multiplu sklerozu, reumatoidni artritis, inflamatorne bolesti creva i tip I dijabetes melitus,
udruzenost sa SAMG do danas nije u potpunosti razjasnjena (111). Jedna od prvih studija asocijacija
na nivou genoma koja je ukljucila 972 SAMG bolesnika iz Severne Amerike, a koju je sproveo
Renton sa saradnicima identifikovala je CTLA4 kao lokus rizika za razvoj SAMG udruzene sa nAChR
autoantitelima. U ovom lokusu je identifikovano 40 polimorfizama pojedinacnog nukleotida ¢ija P
vrednost dostize vrednost <10, a medu kojima je stroZiji prag znadajnosti od <5x107® dostigla
varijanta rs231770 (91). Medutim, opseznija studija asocijacija na nivou genoma sa nezavisnim
dizajnom za pol i zivotnu dob, koja je ukljucila 1873 pacijenta iz Severne Amerike nije identifikovala
CTLA4 kao lokus udruzen sa SAMG (89). Nedavno je in silico analiza identifikovala rs231770 i
rs231735 kao verovatno uzrocne SAMG polimorfizme (124). Medutim, pretrazivanjem literature
nismo pronasli studiju koja je istrazivala potencijalnu udruzenost navedenih genetickih varijanti,
rs231735 1 rs231770, 1 SAMG. S tim u vezi, sproveli smo studiju slucajeva 1 kontrola sa ciljem da
istrazimo potencijalnu udruzenost ovih genetickih varijanti i SAMG udruzene sa anti-nAChR
autoantitelima u velikoj nezavisnoj kohorti pacijenata iz srpske populacije. Nasi rezultati su pokazali
da su polimorfizmi rs231770 1 rs231735 u lokusu CTLA4 udruzeni sa SAMG ranog pocetka. Pokazali
smo da se ucestalost alela T varijante rs231735 kod SAMG ranog pocetka statisticki znacajano
razlikuje u odnosu na kontrole, kao 1 da genotipovi TT varijanti rs231735 1 rs231770 imaju protektivni
efekat na razvoj SAMG ranog pocetka. Posledi¢no, pokazali smo da rs231735-rs231770 haplotip G-
C povecava rizik za razvoj] SAMG ranog pocetka.

Iako nisu u saglasnosti sa rezultatima do kojih je doSao Renton sa saradnicima, a koji su
pokazali da je lokus CTLA4 udruzen sa SAMG kasnog pocetka, nasi rezultati su potvrdili da SAMG
ranog 1 kasnog pocetka imaju razli¢ite geneticke osnove (91, 124). Uzimajuci u obzir da T ¢elije koje
eksprimiraju protein CTLA-4 migriraju u timus radi sazrevanja, maturacije i kasnije ekskrecije na
periferiju, nasi rezultati podrzavaju koncept intratimi¢ne patogeneze u inicijaciji SAMG ranog
pocetka udruzene sa nAChR autoantitelima (152, 270). Povoljan efekat timektomije kod vecine
bolesnika sa SAMG ranog pocetka objasnjava se otklanjanjem limfoidnih folikula i germinativnih
centara u timusu koji promovisu hipermutaciju gena receptora B-¢elija i intratimusnu proizvodnju
anti-nAChR antitela visokog afiniteta (79). Poznato je da funkcija timusa postepeno opada sa
godinama, §to je povezano sa gubitkom organizovane arhitektonike i pove¢anim talozenjem masnih
¢elija u ovom organu. Iako preostali parenhim kod obolelih od SAMG kasnog pocetka i dalje moze
eksportovati pojedine T celije, morfometrijska analiza nije pokazala znacajnu razliku u timusnoj
arhitektonici obolelih 1 zdravih osoba (271). Nadalje, timus igra vaznu ulogu u centralnoj
autotoleranciji zasnovanoj na klonskoj deleciji autoreaktivnih T ¢elija (272). Tokom sazrevanja
imunskih T ¢elija, CTLA-4 utice na modulaciju repertoara T Celijskog receptora (TCR) 1 na
prezivljavanje (pozitivnu selekciju) samo onih T ¢elija koje ne reaguju na sopstvene antigene (272,
273). Rezultati dosada$njih istrazivanja pokazuju da gubitak B-celijske tolerancije koja uti¢e na
razvoj SAMG zavisi od autoreaktivnih T ¢elija (274). Stavise, u skoragnjim studijama je otkriveno
prisustvo nAChR-reaktivnih T ¢elija kod obolelih od SAMG, ukazuju¢i na njihov doprinos u
aktivaciji 1 maturaciji nAChR autoantitela koje proizvode B ¢elije (275). Pored modulacije repertoara
je koinhibitorna funkcija CTLA-4 znacajnija za T ¢elije u mladem uzrastu imajuéi u vidu da aktivacija
T Celija slabi sa starenjem (276).

Do danas je sprovedeno vise studija sluc¢ajeva i kontrola koje su ispitivale varijante gena
CTLA4 ukazujuci da su razliciti polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida specifi¢ni za razlicite klinicke
forme bolesti, dok je skorasnja meta-analiza ukazala da varijanta rs231775 generalno povecava rizik
zarazvoj] SAMG (277). Pokazano je da je polimorfizam rs231775 lokalizovan na poziciji +49 egzona
1 gena CTLA4 i da je u visokoj neravnotezi vezanosti sa polimorfizmima rs231735 1 rs231770 u
evropskoj populaciji. Ranije studije sprovedene u populaciji obolelih u Kini ukazale su da je
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polimorfizam rs231775 udruzen sa opstim rizikom za razvoj SAMG, kao i za pojavu okularne forme
bolesti 1 nastanak SAMG udruzene sa timomom (119-121, 221). Iako dve studije u evropskoj
populaciji nisu uspele da potvrde pretpostavljenu udruzenost, Chuang je sa saradnicima pokazao
udruzenost varijante rs231775 1 SAMG kasnog pocetka udruzene sa timomom u populaciji SAMG
pacijenata u Nemackoj (115, 116, 118, 278). Ova nekonzistentnost u vezi sa rs231775 moze biti
posledica malog broja slucajeva koji su analizirani u razliitim istrazivanjima. Nadalje, rezultati
sprovedenih studija ukazuju da i polimorfizmi rs231770 i rs231735 mogu biti od znacaja za razvoj
razli¢itih klinickih formi SAMG. Pored toga, postoje i dokazi da razli¢ite podgrupe SAMG mogu
razli¢ito reagovati na primenjenu terapiju (152). Smatra se da opseznije 1 multicentri¢ne studije
geneticke osnove razlicitih klinickih formi SAMG mogu pomoc¢i u identifikaciji dodatnih gena koji
bi mogli biti ciljna mesta u personalizovanom pristupu u leCenju ovih pacijenata (279). Takode,
vecina istrazivaca je saglasna da su potrebne nove studije sluc¢ajeva i kontrola kako da bi se istrazila
povezanost polimorfizama rs231735, rs231770 i rs231775 sa razli¢itim klinickim oblicima bolesti,
kao 1 da bi se razjasnio potencijalni udruzeni efekat etniCke pripadnosti na ishod leCenja SAMG u
odnosu na razli¢ite podgrupe ove bolesti. Dobro je poznato da smanjena ekspresija CTLA4 moze
dovesti do pada imunske tolerancije 1 uticati na razvoj autoimunih bolesti kao $to su reumatoidni
artritis, tip I dijabetes melitusa, multipla skleroza i sistemski eritemski lupus (280-283). Nedavna in
silico analiza je pokazala da su rs231770 genotip TT 1 rs231735 genotip TT povezani sa neSto nizom
ekspresijom CTLA4 genau CD4+ T ¢elijama pacijenata sa SAMG, §to sugeriSe da ove varijante uticu
na patogenetski proces koji lezi u osnovi SAMG (124). Pored toga, pokazalo se da genotip GG
rs231775 dovodi do smanjene funkcije CTLA-4, doprinoseéi patogenezi Grejvsove bolesti (284).
Posto fizicki region izmedu rs231770, rs231735 1 rs231775 (koji su u visokoj neravnotezi vezanosti)
obuhvata kodirajuéi region, promoter i pojacivace gena CTLA4, pojedini istrazivaci sugeriSu potrebu
za finim bioinformatickim mapiranjem i funkcionalnom procenom ovog regiona u cilju utvrdivanja
patogenetske uloge pomenutih genetickih varijanti putem smanjenja nivoa CTLA-4 kod pacijenata
sa SAMG ranog pocetka (109).

Nasa kohorta je obuhvatila skoro 900 ispitanika i homogena je u pogledu njihovog seroloskog
statusa odnosno nivoa anti-nAChR antitela u serumu, a, takode, predstavlja 1 kohortu sa zna¢ajnim
brojem obolelih kada se u obzir uzme ¢injenica da SAMG pripada grupi retkih neuroloskih oboljenja.
Misljenja smo da bi na$ pristup u sprovodenju studije slucajeva i kontrola, koji su upareni prema
starosti, polu i etnickoj pripadnosti, mogao pruziti sveobuhvatniji uvid u geneticku osnovu SAMG.
Medutim, glavno ogranicenje nase studije je nemogucnost sveobuhvatnijeg istrazivanja heterogenosti
SAMG. Proucavanje povezanosti lokusa CTLA4 sa timusnim statusom, klinickim manifestacijama,
klini¢kim skalama ili odgovorom na terapiju u nasoj kohorti bolesnika moze usloviti donosenje lazno
pozitivnih ili laZzno negativnih zaklju€aka, a ponavljanje analize ne bi bilo mogucée zbog ograni¢ene
veli¢ine uzoraka podgrupa. Uzimaju¢i u obzir da je SAMG retka bolest, a da sveobuhvatnija
istrazivanja zahtevaju adekvatnu veli¢inu uzorka, smatramo da bi saradnja razliCitih centara za
nervno-misié¢ne bolesti omogucila udruzivanje studijskih grupa kako bi se sprovele sveobuhvatnije
geneticke analize.

Potrebno je naglasiti da je znacaj naSe studije u tome $to je po prvi put iznela podatke o
genetickoj strukturi koja leZi u osnovi SAMG u srpskoj populaciji i pokazala da su varijante rs231735
1 15231770 unutar lokusa CTLA4 povezane sa SAMG ranog pocetka. Ipak, potrebne su dalje
multicentri¢ne studije u razli¢itim populacijama, koje bi obuhvatile veci broj pacijenata u cilju
procene znacajnosti u¢es¢a CTLA-4 u patogenezi SAMG, s obzirom na to da CTLA-4 postaje ciljno
mesto za leCenje razli¢itih autoimunih bolesti §to bi moglo doprineti personalizovanom pristupu u
le€enju ovih pacijenata (111).
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6 Zakljucci

Retrospektivna studija analize klinickih, elektrofizioloSkih i imunoseroloskih pokazatelja toka
bolesti i ishoda leCenja SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima obuhvatila je 209
bolesnika.

Ucestalost generalizacije SAMG sa inicijalnim okularnim simptomima tokom perioda
pracenja iznosila je 65,6%, dok su kod 34,4% bolesnika perzistirali isklju¢ivo okularni
simptomi i znaci bolesti tokom ¢itavog perioda pracenja.

U 84% pacijenata koji su razvili generalizovanu formu bolesti, generalizacija se razvila unutar
24 meseca od pojave prvih simptoma i1 znakova bolesti.

Tokom ¢itavog perioda prac¢enja Zene su ¢esce razvijale generalizovani oblik SAMG. Takode,
pokazali smo da Zenski pol ima prediktivni znacaj za generalizaciju bolesti.

Prose¢na starosna dob u naSoj kohorti bolesnika bila je gotovo identicna u obe grupe
pacijenata, kod onih koji su razvili generalizovanu formu bolesti, kao 1 u grupi obolelih sa
izolovanom OSAMG, te njen uticaj na generalizaciju SAMG nije dokazan.

Nasi rezultati su ukazali na znac¢ajnu udruzenost viSe koncentracije anti-nAChR autoantitela
u serumu 1 razvoja generalizacije bolesti kod pacijenata sa inicijalnom okularnom
prezentacijom. Takode, utvrdili smo da koncentracija anti-nAChR autoantitela u serumu ima
prediktivni znacaj, imajuci u vidu da Sansa za generalizaciju bolesti raste za ¢ak 26,4% sa
svakom jedinicom povecéanja koncentracije pomenutih autoantitela. Medutim, pokusavajuci
da odredimo vrednost koncentracije antitela ispod koje bi rizik za generalizaciju SAMG bio
nizak, nismo uspeli da definiSemo vrednost koja bi imala adekvatnu senzitivnost i
specifi¢nost.

Sa dva bolesnika, u grupi izolovane OSAMG, kod kojih je dijagnostikovan timom i ¢etrnaest
ispitanika u grupi koja je razvila generalizovanu formu bolesti, nasi rezultati su pokazali ve¢u
ucestalost timoma kod pacijenata kod kojih je doslo do generalizacije SAMG, medutim, bez
dostizanja statistiCke znacajnosti.

Uticaj prisustva limfofolikularne hiperplazije timusa na generalizaciju SAMG nismo ispitivali
imajudi u vidu da je za njenu potvrdu neophodna histopatoloska analiza koja je nedostajala za
vecinu bolesnika ukljucenih u studiju.

Patoloski nalaz na TNT imalo je skoro 30% bolesnika sa izolovanom OSAMG. Dodatno, nasi
rezultati su pokazali da TNT ima prediktivni znacaj za generalizaciju SAMG. Naime,
bolesnici sa pozitivnim TNT nalazom bili su u skoro 22 puta ve¢em riziku da razviju
generalizovanu formu bolesti.

Vreme proteklo od pojave prvih tegoba do postavljanja dijagnoze bolesti bilo je krace kod
bolesnika sa izolovanom OSAMG, pri ¢emu je ova razlika bila statisticki znacajna (U=3874,5,
p=0,01). Ako uz to dodamo da je najveéi broj bolesnika sa izolovanom OSAMG lecen
imunosupresivnom terapijom, naSi rezultati indirektno sugeriSu da rana primena
imunosupresivne terapije smanjuje rizik od generalizacije bolesti.

Priblizno 30% bolesnika sa razvijenom generalizovanom formom SAMG imalo je neku od
pridruzenih autoimunih bolesti, najéeS¢e oboljenje Stitaste zlezde, dok je u grupi izolovane
OSAMG ucestalost ovog poremecaja iznosila oko 22%. Uticaj autoimunih komorbiditeta na
generalizaciju SAMG u naSoj studiji nije dokazana, imajuci u vidu da se njena ucestalost nije
statisticki znacajno razlikovala u obe analizirane grupe ispitanika.

Geneticka studija asocijacije po dizajnu slucajeva i kontrola sa ciljem utvrdivanja ucestalosti
polimorfizama gena CTLA4 u naSoj kohorti bolesnika i njihovog uticaja na klinicki tok i ishod
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leCenja SAMG obuhvatila je 447 SAMG bolesnika (249 zenskog i 198 muskog pola) i 447
kontrola uparenih po polu 1 starosti.

Ova studija je po prvi put iznela podatke o genetickoj strukturu koja lezi u osnovi SAMG u
populaciji Srbije. NaSi rezultati su pokazali da su varijante rs231770 i1 rs231735 u lokusu
CTLA4 udruzene sa SAMG ranog pocetka, kao 1 da se ucestalost alela T polimorfizma
rs231735 kod SAMG ranog pocetka statisticki znacajno razlikuje u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika.

Nasi rezultati su ukazali da genotip TT polimorfizma rs231735 i genotip TT polimorfizma
rs231770 imaju protektivni efekat na razvoj SAMG ranog pocetka, kao 1 da rs231735-
rs231770 haplotip G-C povecava rizik za razvoj SAMG ranog pocetka.

Proucavanje povezanosti lokusa CT7TLA4 sa patoloskim promenama timusa, klinickim
manifestacijama 1 stepenom tezine bolesti procenjene odgovaraju¢im skalama, kao i
odgovorom na terapiju u nasoj kohorti obolelih nije bilo moguce, s obzirom na to da
ponovljivost analize ne bi bila mogucéa zbog ogranicenih veli¢ina uzoraka podgrupa, kao 1
¢injenice da bi takva analiza mogla ukazati na lazno pozitivne ili lazno negativne rezultate.

Uzimajuéi u obzir da SAMG spada u grupu retkih bolesti, kao i da sveobuhvatnija istrazivanja
zahtevaju adekvatnu veliCinu uzorka, smatramo da bi multicentricna saradnja veceg broja
centara za nervno-misi¢ne bolesti omogucila udruzivanje grupa ispitanika kako bi se sprovele
sveobuhvatnije geneticke i1 klinicke analize 1 doneli konzistentni zakljucci.
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8 Spisak skracenica

Ach acetilholin

AChE acetilholin esteraza

AlIC eng. Akaike Information Criterion, informacioni kriterijum Akaike

CI eng. confidence interval, interval poverenja

CMAP eng. compound muscle action potential, amplituda zbirnog akcionog potencijala

CT eng. Computed Tomography, kompjuterizovana tomografija

CTLA-4 engl. Cytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen-4, antigen 4 koji je udruzen sa
citotoksi¢nim T-limfocitima

df eng. degrees of freedom, stepeni slobode

EOM ekstraokularni misici

EPSP ekscitatorni postsinaptic¢ki potencijal

GWAS eng. genome-wide association studies, studije asocijacije na nivou genoma

HLA humani leukocitni antigen

IgG imunoglobulin G

Ivig imunoglobulini u intravenskoj infuziji

LD eng. linkage disequlibrium, neravnoteza vezanosti gena

LRP4 eng. low-density lipoprotein receptor-related protein 4, protein 4 srodan receptoru

lipoproteina niske gustine
MG-ADL eng. MG—Activities of Daily Living, MG skala dnevne onesposobljenosti

MGC eng. MG Composite, MG kompozitni skor

MGFA eng. Myasthenia Gravis Foundation of America, americka fondacija za mijasteniju
gravis

MG-QOL15 eng. MG—Quality of Life—15, MG skala za procenu kvaliteta zivota

MHC eng. major histocompatibility complex, glavni histopatibilni kompleks

MiRNK mikro RNK

MSE eng. minimal symptom expression, minimalna manifestacija bolesti

MuSK eng. muscle specific receptor tyrosine kinase,misi¢no specifi¢na tirozin kinaza

nAChR nikotinski acetilholinski receptor

NMS nervno-misi¢na spojnica

OR eng. odds ratio, odnos Sansi

OSAMG okularna forma ste¢ene autoimune mijastenije gravis

QMG eng. Quantitative MG, kvantitativni MG skor

qPCR eng. Quantitative Polymerase Chain Reaction, kvantitativna lanc¢ana reakcija
polimeraza

RIA eng. radioimmunoassay, radioimunoesej

ROC eng. Receiver Operating Characteristic

RoVEMP repetitivni okularni vestibularni miogeni evocirani potencijali

SAMG Stecena autoimuna mijastenija gravis

SE eng. standard error, standardna greska

SFEMG eng. single-fiber electromyography, elektromiografijom pojedinaénog misi¢nog
vlakna

SNPs/SNVs engl. Single Nucleotide Polymorphisms/Variants, polimorfizmi/varijante
pojedinac¢nog nukleotida

TCR T ¢elijski receptor

TIP Terapijska izmena plazme

TNT test nervno-misi¢ne transmisije

UKCS Univerzitetski klini¢ki centar Srbije

VATS eng. Video Assited Thoracoscopic Surgery, video-asistirana torakoskopska hirurgija
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Mpwunor 1

UsjaBa o ayTopcTBy

Hwme u npesnme ayropa: Heaua Bophesnh
bpoj nuackea 5012/2018

H3jasbyjem
J1a je IOKTOPCKA AWCEPTALHja MO HACIOBOM:

AHaTH3a TeHeTHYKNX dakTopa pH3HKa M MOKA3aTe/bH TOKA M MCX0/1a CTEYEHE ayTOMMYHE
MH]aCTEHH]E TPABUC

®  DPE3yJTaT CONCTBCHOI' HCTPAXXHBAYKOI paja;

e Ja aucepTaljay UeJHHH HH Y IeJIoBHMA Hije GHla npeiokeHa 3a CTHIambe Apyre AUILioMe
npeMa CTY/IMjCKHM TporpamMiMa IpyruX BHCOKOLIKOJICKHX YCTaHOBA;

e 1acy pe3yiTaTH KOPEKTHO HAaBEJEHH H
e /1a HHCaM KpLIHO/Ja ayTopcka NMpaBa H KOPUCTHO/NIa MHTENEKTYalHy CBOjHHY APYTHX JIHIA.

IToTrnuc ayTopa

4t :
Lo el




Mpwunor 2

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTM LWITaMMaHe U efieKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOPCKOr paga

Hme u npesnme ayropa: Heana HBophesuh

bpoj nnaekca: 5012/2018
Cryamjckn nporpam: Heyposoruja

Hacnos paaa: AHanH3a reHeTHYKHX Qamopa PH3HKa H NMOKa3aTeJbH TOKA H HCXO0/1a CTCYCHE

ayTOMMYHE MHjacTeHH]e rpaBuC

MenTop: npod. ap Usana bacrta

MU3jassbyjem 21a je mraMnaHa Bep3nja MOr JIOKTOPCKOT paja HCTOBETHA €JIEKTPOHCKOj BEP3HjH KOjy
caMm rpejao/na paam noxpamena y Jlururaanom penosutopujymy Yuusepsurera y beorpany.

ﬂO'.!BO.IbaBaM jaa ce 06jane MOjII JIHMYHH NnoJ1allH BE3aHH 3a IlOGlljaH:;C aKaaeMCKOr Ha3uBa IOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy HME H NMPEe3HME, roJiIHHa H MECTO pof)elba H JaTyM o116paue pana.

OBH JIMYHH MNOJAlUKM MOry ce o0jaBHTH Ha MpPEKHHM CTpaHHUaMa AurHtaaHe Oubiuorteke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTajory u y nydaukauujama Y unsepsurera y beorpany.

[MoTnuc ayTtopa

Y Beorpaxny, 51// /OZé
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Mpunor 3

U3jaBa o kopuwhemwy

Ogaamwhyjem Yuusepsurercky 6ubanorexy ,,Cerosap Mapkosuh na y J/lurutanuu penosuropujym
Yuupep3utera y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALHjy MO HACIOBOM:

Anaimsa reneTnykux GaKTopa pH3Nka M MokazaTe/bH TOKAa H HCX01a CTEYEHE ayTOUMYHE
MMjacTeHMje rpaBuc

K0ja je MOje ayTOPCKO JIe/10.

Jlncepraumjy ca cBuM Npuio3MMa npeaao/ia caM y eleKTPOHCKOM (OpMATy MOroJHOM 3a TpajHo
apxMBHpame.

Mojy AOKTOpCKy amcepraimjy noxpameny y JIMrHTaiHOM peno3HTopujymy YHuBep3uTeTra y
Beorpaiy M aocTynny y OTBOPEHOM MPHCTYIY MOTY Aa KOPMCTE CBH KOjH mowTyjy oapeabe
caapxane y onabpanom tuny auuenue Kpearusue 3ajeannue (Creative Commons) 3a kojy cam ce
ouTy"Ho/na.
1. Ayropcrso (CC BY)

@Ayropcrno ~ nexomepimjanno (CC BY-NC)
3. AyroperBo — Hekomepimjanno — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOPCTBO — HEKOMEPIMJANHO — ACANTH 1101 HeTHM yeaosuma (CC BY-NC-SA)
5. Ayroperso — Ges npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTOopcTBO — AeauTH noa uctum ycaosuma (CC BY-SA)

(Monnmo na 3a0KpykuTe camo jeany oa wect nonyhenux nuuenun. Kparak onuc auuenum je
cacTaBHH JIeO OBE H3jaBe).

IMornuc ayropa

V Beorpany, 5 - 44 _J0l¢

[ gua ’/fc;p /ﬁ'e bull”



1. AytopceTBo. [l0o3BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIIITABALE JIeNIa, U IIpepase,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 CTpaHe ayTopa Wil JaBaolia JIMICHIE, YaK U Y
koMeprujaHe cBpxe. OBO je HajcI000HI]a O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AYTOpCTBO — HeKoMmepuujajaHo. Jlo3BojbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYLHU]Y U JaBHO
CaoIIITaBamkEe JIeNa, 1 Mpepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH oJipel)eH oa cTpane ayropa uiu
naBaona jurenie. OBa JIMIeHIa HE 103B0JhaBa KOMEPIM]jaIHy yroTpeOy aena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepUMjaaHo — 0e3 mpepaja. /[o3BosbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYLH]Y U
JaBHO CaoMINTaBamke Jiena, 0e3 MpoMeHa, MPEoOTMKOBaka WIH yIoTpeOe aena y CBOM JIely, ako Ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola jiuieHne. OBa JUIeHla He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjAIHy yIOTpeOy nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpanuyasa Hajehu o6uM npaBa Kopuihema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjAJIHO — [eJIUTH N0/l UCTUM ycaoBuMAa. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAHE,
IUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaolIlTaBame Jejia, U Ipepajie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
0]l CTpaHe ayTopa WU JaBaola JIMLEHIIE U aKo ce Ipepaja JUcTpuOyupa Mo UCTOM WU CIUYHOM
auneHioM. OBa JMIIEeHIa He 103B0JbaBa KOMEPLUjalIHy yIoTpeOy /eia u npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 npepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBAWkEe, TUCTPUOYIINM]Y U JaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, mpeolIMKoBamka UIIN YIOTpede Jenia y CBOM ey, aKo Ce HaBe/le MMe ayTopa Ha
HauuH ozpeheH on cTpaHe ayropa M naBaona jguneHie. OBa JIHIEHIA 03B0JhaBa KOMEPIIH]jaTHY
ynotpely nena.

6. AyTOpCTBO — 1eJINTH IO/ MCTUM YycaoBUMA. /l03BosbaBaTe yMHOXKaBamwhe, JUCTPUOYLIM]Y U JABHO
caoIIITaBame Jieia, U pepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o1 cTpaHe ayTopa Win
JlaBaola JIMLEHIIE U aKo ce Npepaja TMCTpUOyHpa Mo L UCTOM MM CIMYHOM JineHoM. OBa JInieHna
J103BOJbaBa KOMepIMjaiHy ynorpeOy zena u npepaaa. CiudHa je copTBEpCKUM JIMIEHIIaMa, OJTHOCHO
JHIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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