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Abstract

Discovery of antibodies to aquaporin-4 channels as a laboratory or molecular biomar-
ker for neuromyelitis optica spectrum disorder contributed to a better understanding of the
etiopathogenesis, with a clear separation of the clinical, neuroradiological and laboratory cha-
racteristics of this disease. This resulted in the definition of criteria for establishing the dia-
gnosis of neuromyelitis optica spectrum disorder and a clear distinction in relation to multi-
ple sclerosis. Clinical presentation of the inflammatory diseases of the central nervous system
may be highly variable, with numerous, often overlapping symptoms and signs. Therefore, in
the differential diagnostic, in addition to the clinical presentation, it is necessary to consider
paraclinical characteristics, such as laboratory findings of the blood and cerebrospinal fluid
and the neuroradiological examination findings. Since aquaporin-4 is a clearly defined, cru-
cial diagnostic biomarker in the neuromyelitis optica spectrum disorder, different methodo-
logical approaches were developed to evaluate antibodies to aquaporin-4, taking into account
the specificity and sensitivity of the tests themselves. One of the first tests that was routinely
applied in clinical practice for the detection of antibodies to aquaporin-4, were tests in the
form of an immunoenzymatic assay that showed great variability in the degree of specifici-
ty and sensitivity. The second group of tests for the detection of antibodies to aquaporin-4
applied the technique of indirect immunofluorescence on a substrate of animal origin, which
achieved a higher degree of sensitivity and specificity, with certain disadvantages, such as
the impossibility of precise quantification as well as difficulties in the interpretation of the
results. Special methodological principles of immunoprecipitation such as fluorescent and
radioimmunoprecipitation did not achieve a satisfactory level of sensitivity in the detection of
antibodies to aquaporin-4. The highest level of sensitivity with absolute specificity has been
achieved via developing a cell assay methodology, based on the application of human aqua-
porin-4 transfected cells fixed on a biochip, with a negative control when antibodies to aqu-
aporin-4 from serum are detected by indirect immunofluorescence methodology or special
cellular assays, and when these antibodies are quantified by flow cytometry method. Using
this cell assay methodology is extremely important in order to establish the correct diagnosis
of seropositive neuromyelitis optica spectrum disorder.
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Sazetak

Otkrice antitela prema akvaporin 4 kanalima kao laboratorijskog, odnosno mole-
kularnog biomarkera za neuromijelitis optika spektar bolesti doprinelo je boljem razu-
mevanju etiopatogeneze uz jasno izdvajanje klinickih, neuroradioloskih i laboratorijskih
karakteristika ove bolesti, $to je rezultiralo definisanjem kriterijuma za postavljanje dija-
gnoze neuromijelitis optika spektra bolesti i jasnom distinkcijom u odnosu na multiplu
sklerozu. Imunski posredovane bolesti centralnog nervnog sistema u okviru klinicke ma-
nifestacije mogu imati simptome i znake koji se ¢esto preklapaju, te je u procesu diferenci-
jalno dijagnosticke eksploracije, pored klinicke slike, neophodno razmotriti paraklinicke
karakteristike kao $to su parametri neuroradioloskog ispitivanja i rezultati laboratorijskih
nalaza krvi i, vrlo Cesto, cerebrospinalne tecnosti. Kako je u neuromijelitis optika spektru
bolesti jasno definisan dijagnosticki biomarker, tako su se razvijali razli¢iti metodoloski
pristupi testiranju antitela na akvaporin 4 u okviru dijagnosticke i diferencijalno dijagno-
sticke eksploracije, uzimajuci u obzir specificnost i senzitivnost samih testova. Neki od
prvih testova koji su se rutinski primenjivali u klinickoj praksi za detekciju antitela na
akvaporin 4 bili su testovi u vidu imunoenzimskog eseja koji su pokazali veliku varija-
bilnost u stepenu specifi¢nosti i senzitivnosti. Druga grupa testova za detekciju antitela
na akvaporin 4 primenjivala je tehniku indirektne imunofluorescencije na supstratu ani-
malnog porekla, ¢ime je postignut visi stepen senzitivnosti i specifi¢nosti, uz odredene
nedostatke kao $to su nemogucnost precizne kvantifikacije i poteskoce u samoj interpre-
taciji rezultata. Posebni metodoloski principi imunoprecipitacije, kao $to su fluorescentna
i radioimunoprecipitacija, nisu postigli zadovoljavajuci stepen senzitivnosti u detekciji
antitela na akvaporin 4. Razvojem metodologije celijskog eseja koja se bazira na prime-
ni humanih akvaporin 4 transfektovanih celija, bilo fiksiranih na bio¢ipu sa negativnom
kontrolom, kada se antitela na akvaporin 4 iz seruma detektuju metodologijom indirektne
imunofluorescencije, bilo posebnim ¢elijskim esejima, kada se ova antitela kvantifikuju
metodom protoc¢ne citometrije, postignut je najvisi stepen senzitivnosti uz apsolutnu spe-
cifi¢nost, $to je od izuzetne vaznosti u postavljanju dijagnoze seropozitivhog neuromije-
litis optika spektra bolesti.
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Uvod V. A. Lenon (Lennon) i saradnici sa Mejo (Mayo) klinike

u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), 2004. godine

Neuromijelitis optika spektar bolesti (NMOSB)
predstavlja heterogeni klinicki entitet u ¢ijoj osnovi se na-
lazi imunski posredovano ostecenje centralnog nervnog
sistema (CNS) (1). Konceptualno posmatrano, razliciti
nazivi bolesti u prethodnom periodu pratili su, u stvari,
dinamiku razumevanja kako etiopatogeneze, tako i njenog
klinickog ispoljavanja tokom evolucije medicinske nauke
i klinicke prakse uopste (2, 3). Sada istorijski naziv neuro-
mijelitis optika (NMO), ustanovljen je u drugoj polovini
XIX veka, kada je francuski neurolog Ezen Devik (Eugéne
Devic, 1858 - 1930) izdvojio i prikazao seriju slucajeva pa-
cijenata sa razvojem akutnog mijelitisa (AM) i optickog
neuritisa (ON), 1894. godine u Lionu (Francuska), su-
geriSuci postojanje posebnog klinickog entiteta koji je u
njegovu cast ubrzo i dobio eponim Devikova bolest (4).
Medutim, u narednom periodu, gotovo tokom citavog
XX veka, vladalo je uverenje da NMO predstavlja formu
multiple skleroze (MS), koja se predominantno razlikuje
u tezini ispoljavanja simptoma i znakova, tj. stepenu ne-
uroloskog deficita, ali da se sustinski radi o jednoj bolesti
(2,5). Ipak, treba istaci da je kraj XX veka bio obelezen i
istrazivanjima koja su sve vise isticala ¢injenicu da NMO
ispoljava odredene klinicke, neuroradioloske, laboratorij-
ske i druge karakteristike koje su bitno razli¢ite u odnosu
na ,tipicnu MS“ (2, 6). Tako su, na samom pragu XXI veka,

objavili revolucionarno otkri¢e autoantitela — imunoglo-
bulina klase G (IgG) u serumu obolelih od NMO, koja su
specificno usmerena ka akvaporin 4 (engl. Aquaporin-4
- AQP4) vodenim kanalima u CNS, predstavljajuci prvi
jasni molekularni biomarker ove bolesti, sa konkretnom
distinkcijom u odnosu na obolele od MS (7). Otkrice
antitela prema AQP4 (AQP4 At) kao molekularnog bio-
markera za NMO doprinelo je boljem razumevanju etio-
patogeneze ove bolesti, uz izdvajanje klinickih, neuroradi-
oloskih i laboratorijskih karakteristika, $to je omogucilo
definisanje prvih dijagnostickih kriterijuma 2006. godine,
¢ime NMO postaje poseban klinicki entitet (8). Nova era
u razumevanju NMO obelezena je daljom ekspanzijom
istrazivanja i formiranjem Internacionalnog panela za di-
jagnozu NMO, koji je, na osnovu saznanja dobijenih uku-
pnim sagledavanjem i analizom podataka studija koje su
se bavile etiopatogenetskim, klini¢ckim, neuroradioloskim
i laboratorijskim karakteristikama, uspostavio savremene,
aktuelno vazece dijagnosticke kriterijume 2015. godine, u
okviru kojih je posebno istaknuto da, pored ON i longi-
tudinalnog ekstenzivnog transvezalnog mijelitisa (LETM),
u okviru ove bolesti mogu postojati i simptomi i znaci za-
hvacenosti diencefalona, mozdanog stabla i aree postreme,
$to je nozoloski obuhvaceno jedinstvenim entitetom pod
nazivom neuromijelitis optika spektar bolesti (9).
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S druge strane, imunski posredovane bolesti CNS
kao $to su MS, NMOSB, bolest udruzena sa antitelima
prema mijelin oligodendrocitnom glikoproteinu (engl.
Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein Associated Disease
- MOGAD), u okviru svoje klinicke manifestacije mogu
imati simptome i znake koji se ¢esto preklapaju, te je u
procesu diferencijalno dijagnosti¢ke eksploracije, pored
klinicke slike, neophodno razmotriti i paraklinicke karak-
teristike, kao $to su parametri neuroradioloskog ispitivanja
i rezultati laboratorijskih nalaza (10,11). Laboratorijske
analize ukljucuju brojna ispitivanja krvi i vrlo cesto likvora,
tj. cerebrospinalne te¢nosti (CST) pacijenata kod kojih po-
stoji sumnja na imunski posredovano oboljenje CNS-a i
sastavni su deo dijagnosti¢kog procesa (10).

Citobiohemijski pregled likvora

Citobiohemijski pregled likvora, kao rutinska labo-
ratorijska analiza kojom se odreduje broj i tip celularnih
elemenata, uz koncentraciju proteina i glukoze u jedinici
zapremine likvora, zadrzala je odredeni znacaj u procesu
diferencijalno dijagnosticke eksploracije kod mnogih neu-
rologkih bolesti, uklju¢uju¢i inflamatorne, odnosno imun-
ski posredovane bolesti CNS-a (12-14). Kada je u pitanju
NMOSB, analiza likvora sustinski nije neophodna za po-
stavljanje dijagnoze, posebno u slu¢ajevima jasne klinicke
i neuroradioloske manifestacije uz pozitivna AQP4 At u
serumu, mada poslednje preporuke sugerisu sprovodenje
lumbalne punkcije i analizu likvora kod svih suspektnih
NMOSB slucajeva za potrebe diferencijalno dijagnostic-
kog ispitivanja (14).

Izoelektri¢no fokusiranje likvora i seruma

Kao $to je poznato, unutar CNS-a prisutan je mali
broj klonova B-limfocita, pre svega u mozdanim ovojni-
cama, a mnogo manje u samom mozdanom parenhimu.
Imunska aktivacija klonova ovih celija dovodi do pro-
dukcije proteina, odnosno IgG koji se oslobadaju u CST -
likvor, tipa oligoklonskog inflamatornog odgovora (15, 16).

Izoelektricno fokusiranje (IEF) likvora i seruma
predstavlja laboratorijsku metodu kojom se pomenuti
intratekalni inflamatorni odgovor kvalitativno detektuje
paralelnom analizom likvora i seruma na agaroznom gelu,
sa imunoblotom za IgG frakciju imunoglobulina (17,18).
Metoda IEF likvora i seruma ustanovljena je sedamdesetih
godina proslog veka i, uz odredene modifikacije, zadrza-
la je do danas svoje znacajno mesto u neuroloskoj klinic-
koj praksi (10,18-20). Interpretacija mogucih nalaza IEF
likvora i seruma prikazana je u tabeli 1.

Sa diferencijalno dijagnostickog aspekta, vazno je
napomenuti da se pozitivne oligoklonske IgG trake u li-
kvoru, kao odraz intratekalne imunske aktivacije klonova
B-¢elija, sa posledicnom produkcijom i oslobadanjem IgG,
sre¢u kod brojnih imunski posredovanih neuroloskih bo-
lesti i infektivnih oboljenja koja zahvataju CNS, u prvom
redu: MS, NMOSB, encefalitisa razlic¢ite etiologije, kao i
sistemskih bolesti i stanja sa afekcijom CNS-a kao $to su

neurolupus, neurosarkoidoza, neuroborelioza, neurolues,
Behcetova bolest (Morbus Behcet), neurovaskulitisi, neo-
plasti¢ni, paraneoplasti¢ni sindromi i druge bolesti (17).
Medutim, primena metode IEF likvora i seruma ima
vrlo vazan dijagnosticki znacaj kada je u pitanju MS, gde se
prisustvo IgG oligoklonskih traka u likvoru smatra doka-
zom temporalne diseminacije ove bolesti, §to je prepozna-
to i u aktuelno vaze¢im dijagnostickim kriterijumima za
postavljanje dijagnoze MS (22). Prisustvo dve ili vise oli-
goklonskih traka u likvoru, uz normalan nalaz u paralelno
analiziranom serumu pacijenata, smatra se pozitivnim oli-
goklonskim intratekalnim odgovorom u MS, primenom
metodologije IEF likvora i seruma kao zlatnog standarda
(23). Naime, u zavisnosti od razlicitih studija, pozitivan
oligoklonski odgovor srece se kod veéine pacijenata sa MS,
tj. u preko 90% obolelih (24-26). Nedavno je pokazano da
dijagnosticka senzitivnost oligoklonskih traka u likvoru
kod obolelih od MS ¢ini prose¢no 85%, a da dijagnosticka
specifi¢nost ove metode u proseku iznosi 92% (27).

Tabela 1. Interpretacija nalaza izoelektri¢nog fokusiranja
likvora i seruma

1P Interpretacija nalaza
Odgovora
! Odsustvo oligoklonskih traka u likvoru i serumu.
Normalan nalaz

Pozitivne oligoklonske trake u likvoru, odsutne

2 u serumu. Nalaz ukazuje na intratekalni imunski
odgovor.

Pozitivne oligoklonske trake u likvoru i pozitivne

5 oligoklonske trake u serumu u manjem broju u

odnosu na likvor. Nalaz sugeri$e intratekalni i

sistemski imunski odgovor.
Pozitivne oligoklonske trake u likvoru iu

4 serumu istog broja i intenziteta. Nalaz ukazuje na

sistemsku imunsku aktivaciju.

Tri do pet IgG traka u likvoru i serumu ¢iji crtez
5 odgovara monoklonskim IgG trakama. Nalaz
ukazuje na monoklonsku IgG gamapatiju.

Prema Freedman et al. (21)

S druge strane, pozitivan intratekalni oligoklonski
odgovor kod obolelih od NMOSB ne smatra se tipicnim i
sugerise da je potrebno pazljivo diferencijalno dijagnostic-
ki razmotriti sve druge mogucnosti (9). Pokazano je, me-
dutim, da se pozitivne oligoklonske trake u likvoru mogu
nadi i kod manjeg broja pacijenata sa NMOSB, tj. izmedu
15% i 35 %, u zavisnosti od studije, koje su uglavnom obu-
hvatale pacijente kavkaskog porekla i za koje je pokazano
dase oligoklonski intratekalni odgovor obi¢no javlja tokom
ataka NMOSB, a da se nakon toga gubi kod velikog broja
obolelih, $to se razlikuje u odnosu na perzistentan nalaz
oligoklonskih traka u likvoru koji se sre¢e kod prirodnog
toka MS (6,28-30). U Japanu, odnosno u azijskoj popula-
ciji obolelih od neuromijelitis optika (NMO), pokazano je
da se pozitivne oligoklonske trake u likvoru sre¢u kod oko
10% obolelih (31). Takode, medu japanskom populacijom
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pacijenata obolelih od NMO nije sa sigurno$¢u pokazan
obrazac nestajanja intratekalnog oligoklonskog odgovora
ispitivanog metodom IEF likvora i seruma tokom vreme-
na, mada treba uzeti u obzir da je studija obuhvatila mali
broj ispitanika, kao i da je istaknuto da kod obolelih posto-
ji istorija drugih hroni¢nih autoimunskih bolesti ¢iji zna-
¢aj nije razjasnjen u kontekstu oligoklonskog intratekalnog

odgovora (32).

Antitela na akvaporin 4

Svakako najvazniji laboratorijski, odnosno moleku-
larni biomarker NMOSB jesu autoantitela prema akvapo-
rin 4 kanalima (7). Akvaporini predstavljaju familiju tran-
smembranskih proteina sa dominantnom ulogom u regu-
laciji transporta molekula vode kroz celijsku membranu,
po ¢emu su i dobili ime (33-36). Generalno posmatrano,
strukturno-funkcionalna organizacija akvaporina ogleda
se u formiranju homotetramernih proteinskih kompleksa,
od kojih svaki monomer sadrzi jednu vodenu transmem-
bransku poru (37,38). Medutim, AQP4 vodeni kanali
pokazuju nesto kompleksniju strukturnu i funkcionalnu
organizaciju koja se, pre svega, ogleda u postojanju vise
izoformi ovih proteina od kojih su najvaznije M1 i M23
izoforma, koje formiraju heterotetramerne komplekse na
¢elijskoj memrani (37,39-41). Upravo se tetrameri AQP4
dalje organizuju u posebne strukture u vidu ortogonalnih
nizova intramembranskih Cestica (engl. Orthogonal Arrays
of Intramembranous Particles - OAPs) koji su razlicito ras-
poredeni u zavinosti od tipa Celija, odnosno tkiva sa najvi-
$im stepenom ekspresije na membrani stopalastih produ-
zetaka astrocita kada je u pitanju CNS (37,42-44).

S druge strane, AQP4 antitela (At) predstavljaju IgG
antitela koja su prisutna u serumu obolelih od NMOSB i
za koje je pokazano da imaju afinitet vezivanja upravo za
epitope AQP4 koji se nalaze u okviru OAPs, kada pokrecu
kompleksan imunski odgovor pa tako ¢ine glavni etiopa-
togenetski supstrat ove bolesti (7,45-47). Zbog svega na-
vedenog, detekcija AQP4 At u serumu omogucava brzo i
efikasno postavljanje definitivne dijagnoze seropozitivhog
NMOSB prema aktuelno vaze¢im dijagnostickim kriteri-
jumima (9). Vazno je ista¢i da su od momenta otkrivanja
AQP4 At i njihovog definisanja kao dijagnostickog bio-
markera u NMOSB pa do danas upotrebljavane razlicite
metodologije testiranja u procesu dijagnosticke i diferen-
cijalno dijagnosticke eksploracije, uzimajuci u obzir spe-
cifi¢nost i senzitivnost samih testova (47-49). Generalno,
postoji Sest razli¢itih metodoloskih pristupa odnosno ese-
ja u detekciji AQP4 At: enzimski esej - ELISA test (engl.
Enzyme Linked Immunosorbent Assay), tehnika indirek-
tne imunofluorescencije (IIF), radioimunoprecipitacio-
ni esej (engl. Radioimmunoprecipitation Assay - RIPA),
fluorescentna imunoprecipitacija (engl. Fluorescence
Immunoprecipitation Assay - FIPA), kao i posebne me-
tode celijskog eseja (engl. Cell Based Assay - CBA; Flow-
Cytometry Activated Cells Sorting - FACS) (48).

Jedan od prvih testova za detekciju AQP4 At u se-
rumu i CST u rutinskoj klinickoj praksi bio je ELISA test,

koji se zasniva na detekciji i kvantifikaciji biomolekula od
interesa pomocu specifi¢nih antitela i enzima vezanih za
njih, a cija reakcija, odnosno kataliza dodatog supstrata
dovodi do reakcije koja se moze objektivizovati i izmeri-
ti (48,50). Do danas je razvijeno nekoliko metodoloskih
modifikacija ELISA testa kao $to su: direktni ELISA test,
indirektni ELISA test, ,,sendvic“ ELISA, kao i komparativ-
na ELISA, koje imaju odredene prednosti i nedostatke, kao
i razli¢itu primenu kada su u pitanju bazi¢na istrazivanja,
ali i upotreba u rutinskoj klini¢koj praksi (51). Primena
razli¢ite metodologije ELISA testa, kao i upotreba razli-
¢itih komercijalnih ELISA testova u detekciji AQP4 At u
serumu pacijenata kod kojih postoji sumnja na NMOSB,
takode se razlikovala u stepenu senzitivnosti i specifi¢no-
sti. U zavisnosti od literature, senzitivnost ELISA testa je
bila od 48,3 % do 75,8%, prose¢no 64% kada su u pitanju
pojedini komercijalni kitovi, dok se senzitivnost pojedi-
nih metodoloskih pristupa ELISA testa kretala od 66% do
83,3% (48,52-56). Postignuti stepen specificnosti ELISA
testa takode se razlikuje u odnosu na metodoloske pristu-
pe pa se tako, u zavisnoti od literature, krece od 96,6% do
100% (48,54). Upravo zbog visoke varijabilnosti kada su
u pitanju senzitivnost i specificnost u odnosu na razlicite
klase imunoenzimskih eseja, s jedne strane, kao i razvo-
ja novih metodoloskih pristupa, s druge strane, primena
ELISA testova se viSe ne preporucuje za detekciju serum-
skih AQP4 At u procesu dijagnosticke i diferencijalno dija-
gnosticke eksploracije osoba kod kojih postoji sumnja na
NMOSB ili drugo imunski posredovano oboljenje CNS-a
(9,48). Zbog svojih prednosti kao $to su niska cena testi-
ranja, moguc¢nost kvantitativnog merenja (titar antitela),
dostupnost i rasprostranjenost metode, ELISA test je ipak
zadrzao odredeni stepen primene, pa do danas nije u pot-
punosti napusten u klinickoj praksi (57).

Posebnu grupu testova za detekciju AQP4 At pred-
stavljaju testovi koji koriste IIF tehniku i koji u osnovi
sadrze tkivo kao supstrat za vezivanje ispitivanih antitela
iz seruma, nakon cega se dodaju posebna fluorescentno
obelezena antitela, koja se vezuju za humana serumska
AQP4 At, ¢ime postaju vidljiva upotrebom fluorescentnog
mikroskopa (48,58,59). Dakle, sama metodologija IIF za-
sniva se na postojanju dva tipa antitela: prva su AQP4 At
koja se nalaze u serumu pacijenata i koja se, kada se dodaju
na supstrat (preparat tkiva mozga mi$a, pacova, primata),
vezuju za AQP4 proteine, a potom se dodaju fluorescentno
obelezena antihumana antitela koja se vezuju za AQP4 At
(prethodno vezana za supstrat testa), nakon cega se po-
smatra posebnim fluorescentnim mikroskopom (48,58-
61). Prednost ove metode ogleda se u tome $to su u samom
supstratu, odnosno tkivu normalno prisutne obe izoforme
AQP4 proteina, §to povecava prijemcivost za AQP4 At, dok
je, s druge strane, nedostatak $to tkivo sadrzi brojne druge
protein, odnosno antigene za koje se mogu vezati i dru-
ga antitela iz ispitivanog seruma, $to povecava mogucnost
pojave lazno pozitivnih rezultata, te je neophodno koristiti
veliko razblazenje seruma $to, sa svoje strane, moze rezul-
tirati pojavom lazno negativnog rezultata, posebno kod ni-
skog titra AQP4 At u serumu (48). Stoga su senzitivnost i
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specifi¢nost ove metode, u zavisnosti od razlicitih studija,
procenjene na 40 - 78,0%, odnosno 97,1 - 100% (48, 59,62).

Metode kao $to su RIPA i FIPA generalno su poka-
zale nizu senzitivnost (RIPA 56,8%; FIPA 48,7%) u odnosu
na druge eseje za detekciju AQP4 At, te se rede koriste u
klinickoj praksi, ¢emu doprinosi i ¢injenica da se za neke
od njih (RIPA) koriste radioaktivni obelezivaci (48,59).

Izuzetno vaznu grupu testova u detekciji serumskih
AQP4 At ¢ine metode CBA, koje koriste posebno obrade-
ne Celije sa eksprimiranim AQP4 (9,48,58,63,64). Dakle,
najcesce su u pitanju humane embrionalne Celije bubrega
(engl. Human Embryonic Kidney - HEK) kod kojih je iz-
vréena transfekcija AQP4 proteina, zbog ¢ega oni postaju
eksprimirani na povrsini ovih celija (47,48, 58, 60).

Celijski esej CBA moze koristiti principe IIF kada
se AQP4 transfektovane celije nalaze fiksirane na biocipu,
a detekcija AQP4 At se vr$i pomocu fluorescentnog mi-
kroskopa (58,59,61,65). Ovo je subjektivna metoda jer
podrazumeva klasi¢nu primenu IIF i analizu rezultata po-
mocu fluorescentnog mikroskopa, samo §to supstrat testa
¢ine humane AQP4 tranfektovane celije, kao i netransfek-
tovane celije kao kontrolno polje (65).

Celijski esej FACS predstavlja potpuno automatizo-
vanu i vrlo preciznu metodu CBA, koja se takode zasniva
na primeni AQP4 transfektovanih celija i fluorescencije
merene proto¢nom citometrijom, $to omogucava i kvan-
tifikaciju AQP4 At (titar u serumu), $to nije karakteristika
CBA metode sa IIF, odnosno sa fluorescentnom mikro-
skopijom (63,64,65). Medutim, protokoli za sprovodenje
FACS su kompleksni, zahtevaju dosta vremena, kao i do-
bro opremljenu laboratoriju (63, 66).

Pokazano je, u zavisnosti od literature, da se senzi-
tivnost CBA za detekciju AQP4 At kod NMOSB krece do
96,7%, dok je specifi¢nost prakti¢no iznosila 100% (48,62,
64). Zbog toga $to CBA ima najvecu senzitivnost i specific-
nost u odnosu na druge metode, u klini¢koj praksi se pre-
porucuje upravo primena ovog eseja kada je u pitanju pro-
ces dijagnosticke eksploracije u NSMOB (9, 14,48, 62, 64).

sve standardne laboratorijske metode za detekciju autoan-
titela, senzitivnost i specificnost CBA metode bila najveca,
iznosivsi 74,6 - 89,1%, odnosno 93,3 - 100%, kao i da je
postignut najveci stepen interlaboratorijske podudarno-
sti rezultata CBA metodologije od 90% do 96% (71-73).
Uzimaju¢i u obzir sve klinicke i paraklinicke karakteristi-
ke, Internacionalni MOGAD panel je definisao i predlozio
dijagnosticke kriterijume za bolest udruzenu sa MOG At
(MOGAD), navodeci da je prisustvo MOG At u serumu
ovih pacijenata klju¢no, tj. neophodno za postavljanje di-
jagnoze MOGAD, kao i da je jedina visokospecifi¢na i sen-
zitivna laboratorijska metoda izbora u detekciji serumskih
MOG At, upravo CBA (67).

Znacaj ostalih laboratorijskih testova u
neuromijelitis optika spektru bolesti

Brojne druge laboratorijske analize, koje u prvom
redu ukljucuju rutinske biohemijske analize krvi i urina,
potom imunologke analize, mikrobioloske i druge ana-
lize, svakako imaju svoje mesto u procesu diferencijalno
dijagnostickog ispitivanja u svakodnevnoj klini¢koj praksi
kod svih pacijenata kod kojih postoji sumnja na NMOSB
(14).

Zakljuc¢ak

Laboratorijska ispitivanja krvi i cerebrospinalne te¢-
nosti su nezaobilazan korak u procesu diferencijalno dija-
gnosticke eksploracije pacijenata kod kojih postoji sumnja
na imunski posredovanu bolest CNS-a. Primena specific-
nih tehnika i metoda laboratorijskih analiza omogucava
postavljanje definitivne i pouzdane dijagnoze bolesti kao
$to je NMOSB, posebno imajuci u vidu da su kod vecine
obolelih u serumu detektibilna AQP4 At, koja predstav-
ljaju jasno ustanovljen i pouzdan molekularni biomarker
ove bolesti.

Antitela  na
glikoprotein

mijelin  oligodendrocitni

Kod odredenog broja pacijenata sa klinickom i ra-
dioloskom manifestacijom koja odgovara imunski posre-
dovanim inflamatornim demijelinizacionim bolestima
CNS-a, kao i kod seronegativnih pacijenata sa NMOSB,
mogu se detektovati autoantitela klase IgG na mijelin oli-
godendrocitni glikoprotein (MOG At) (67,68). Ovaj gli-
koprotein predstavlja transmembranski protein sastavljen
od 218 aminokiselina ukupne molekulske mase 26 - 28
kilodaltona (kD), koji je eksprimiran na oligodendroci-
tima unutar CNS-a (68-70). Njegove bioloske funkcije
nisu do kraja razjasnjene, ali se smatra da, izmedu ostalog,
ima ulogu adhezivnog molekula ali i celularnog recepto-
ra (68-70). Intenzivna istrazivanja bila su usmerena i na
znacaj primene metodoloski razlicitih testova za detekciju
MOG At u serumu, kada je pokazano da je, u odnosu na
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