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POPIS KRATICA

SZS — sredignji ziv&ani sustav

DMN — donji motoricki neuron

GMN - gornji motoricki neuron

BMN - bolest motoric¢kih neurona

PBP — progresivna bulbarna paraliza

PLS — primarna lateralna skleroza

PMA — progresivna mi$i¢na atrofija

SMA — spinalna mi$i¢na atrofija

ALS — amiotrofi¢na lateralna skleroza

SALS — sporadicni oblik amiotrofi¢ne lateralne skleroze (engl. sporadic ALS)
fALS — familijarni oblik amiotrofi¢ne lateralne skleroze (engl. familial ALS)
ALS-FTD — amiotrofi¢na lateralna skleroza s frontotemporalnom demencijom
SOD1 — gen za bakar/cink superoksid-dismutazu 1

C9orf72 — gen C9orf72 (engl. chromosome 9 open reading frame 72)
TDP43/TARDP — gen TARDP (engl. transactive response DNA binding)
FUS — gen FUS (engl. fused in sarcoma)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

TDP-43 — TAR DNA-vezujuci protein

RBP — RNA-vezuju¢i protein (engl. RNA binding protein)

mRNA — glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

EMG - elektromiografija

MR — magnetska rezonanca

HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)
ALSFRS — ljestvica funkcionalne ocjene amiotrofi¢ne lateralne skleroze (engl. ALS functional
rating scale)

ALSFRS-R — revidirana verzija ALSFRS

NIV — neinvazivna mehanicka ventilacija

PEG — perkutana endoskopska gastrostoma

CRP — C reaktivni protein

KBC — klinic¢ki bolnicki centar



1. UVOD



1.1. Primarne bolesti motori¢kih neurona

Motori¢ki neuroni su stanice sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS), gradene od tijela
neurona, dendrita i dugackog aksona zaduzenog za prenoSenje zivCanih signala. Nalaze se
u mozgu i lednoj mozdini te su odgovorni za rad i1 koordinaciju svih motorickih funkcija (1).
SZS sastoji se od nekoliko dijelova zaduZenih za obavljanje motori¢kih aktivnosti. U odvijanje
motorike uklju€eni su piramidni i ekstrapiramidni Ziv€ani putovi, mali mozak te motoricki
neuroni mozdanog debla i ledne mozdine koji ¢ine donji motori¢ki neuron (DMN). Vlakna
piramidnog puta, to jest vlakna gornjeg motorickog neurona (GMN), potjecu iz motorickih
centara cerebralnog korteksa 1 odgovorna su za voljnu motoriku. Spustaju se kroz bijelu tvar
S7ZS-a kortikobulbarnim putovima tvoreéi sinapse s DMN-om unutar motori¢kih jezgara
kranijskih Zivaca u mozdanom deblu. Kortikospinalnim putovima GMN tvori sinapse
s DMN-om unutar prednjih rogova ledne mozdine. Ostali utjecaji na DMN pripadaju
ekstrapiramidnom putu ¢ija vlakna potjecu iz bazalnih ganglija i malog mozga, a funkcija im je
regulacija 1 modulacija tonusa, refleksa te koordinacija pokreta. Donji motori¢ki neuroni
nastavljaju se u obliku kranijskih 1 perifernih zivaca, a zavrSavaju u obliku neuromuskularnih

spojeva na ciljnim miSi¢nim skupinama koje inerviraju (Slika 1) (2,3).

in Motor Neuron Disease connections from the brain to the spinal cord (upper
notor neurons) and from the spinal cord to the muscle (lower motor neurons) may die.
As these neurons die, control of muscles are lost.
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Slika 1. Shema anatomije motorickih neurona
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Bolesti motorickih neurona (BMN) zajedni¢ki je naziv za grupu progresivnih
neuroloskih bolesti, kojima se u pozadini nalazi degeneracija tijela motorickih
stanica — motoneurona u korteksu mozga, mozdanom deblu i prednjim rogovima ledne mozdine
(4). Tako to¢an mehanizam nastanka ovakvog oSte€enja nije u potpunosti jasan, smatra se da se
u pozadini mogu nalaziti brojni uzroci. Na razvoj bolesti utjeCu genetska predispozicija,
okoli$ni ¢imbenici, poremecaji na razini imunoloS§kog sustava te infektivni agensi (5). Moguci
mehanizmi koji se smatraju odgovornima za nastanak bolesti ove skupine su poremecaji na
razini bioloskih zastitnih i metabolickih mehanizama, poput ekscitotoksicnosti, oksidacijskog
stresa, agregacije abnormalnih proteina i guSenja aksonskog transporta proteinskim agregatima
ili mutiranim neurofilamentnim proteinima (4). Obzirom na predominantno zahvacenu
muskulaturu (muskulatura udova ili bulbarna muskulatura) te prirodu klini¢ki uocenih motornih
deficita (zahvacenost GMN-a ili DMN-a), primarne BMN mogu se podijeliti u pet varijanti.
Tu spadaju progresivna bulbarna paraliza (PBP), primarna lateralna skleroza (PLS),
progresivna miSi¢na atrofija (PMA), spinalna miSi¢na atrofija (SMA), dok je najcesca
amiotrofi¢na lateralna skleroza (4,5).

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) kroni¢na je, neurodegenerativna bolest koju
karakterizira vrlo heterogeni fenotip. Sirok je raspon simptoma pocetka bolesti i dobi u kojoj
se javlja bolest. Uz varijabilni klinicki razvoj i neizvjesnu prognozu, glavno obiljezje ALS-a je
progresivna slabost i atrofija voljne muskulature. Nastaje kao posljedica propadanja GMN
1 DMN, a upravo iz ravnoteze simptoma ostec¢enja istih, proizlazi i izrazito heterogena klinicka
slika koja se razlikuje od bolesnika do bolesnika. Samim time otezano je pravovremeno
dijagnosticiranje ALS-a. Na razini neurona dolazi do nuklearne atrofije i degeneracije
piramidalnih puteva koja, u konacnici, dovodi do fatalnog ishoda, primarno kao posljedica

respiratorne insuficijencije (6,7)
1.2. Epidemiologija ALS-a

Amiotroficna lateralna skleroza najceS¢a je steCena, neurodegenerativna bolest
motorickog sustava SZS-a u odrasloj dobi s incidencijom i prevalencijom
u globalnom porastu (5,8).

Procijenjena globalna stopa incidencija prema najnovijim podatcima je 0,6-3,8 na
100 000 stanovnika, dok Europa biljezi jo$S vecu incidenciju 2,1-3,8 na 100 000

stanovnika (8).



U Hrvatskoj ne postoji nacionalni registar za incidenciju ALS-a. Prema podacima
Hrvatskog referentnog centra za neuromuskularne bolesti, u Republici Hrvatskoj broj
novodijagnosticiranih bolesnika varira od 20 do 30 godisnje (9).

Procijenjena stopa prevalencije, prema najnovijim podacima, na globalnoj razini je
4,1-8,4 na 100 000 stanovnika (8). Obzirom na ¢injenicu da je oc¢ekivani zivotni vijek nakon
dijagnoze 3-5 godina, prevalencija je u konacnici znatno niza nego sto se oc¢ekuje uzimajuci
u obzir incidenciju bolesti (5).

Muski spol obolijeva ceS¢e nego zenski spol (1,5:1) te se muski spol smatra
1 ¢imbenikom rizika. Razlika u omjeru objaSnjava se zastitnom ulogom zenskih hormona
te manjoj izlozenosti fizickim poslovima (7). Medutim, novija istrazivanja pokazuju
izjednaCenje omjera incidencije medu spolovima, a objasnjava se ¢injenicom da su Zene danas
vise izloZene potencijalnim ¢imbenicima rizika za ALS, poput puSenja (8,10) i1 profesionalnih
otrovnih tvari. Takoder, tvrdnji o izjednacenju omjera ide u prilog sve bolja dijagnostika
u suvremenom dobu. Kakogod, vremenski trend omjera muskaraca i Zena u incidenciji moze
se razlikovati medu zemljama te su potrebna dodatna istrazivanja (8).

Srednja dob pocetka bolesti jest u dobnoj skupini 51-66 godina. Takoder, zamijecen je
gradijent, s ve¢om pojavnosSc¢u prvih simptoma u starijoj dobi u Europi, a to se objasnjava boljim
klini¢kim studijama koje uzimaju u obzir samo specificne karakteristike bolesti, a ne cijeli
spektar klinickih karakteristika za ALS. Pocetak bolesti raniji je u osoba s familijarnim oblikom
bolesti nego sa sporadi¢nim oblikom, vjerojatno dijelom i kao rezultat bolje kontrole pacijenata
koji u porodici imaju oboljelog od ALS-a (8).

Srednja dob postavljanja dijagnoze je 54-69 godina po nedavnim studijama. Zbog
nespecificnih pocetnih znakova, s dijagnozom se kasni izmedu 9 do 24 mjeseci. Prediktori,
poput spola i kognitivnih simptoma, znacajno utjeCu na vrijeme dijagnoze. Zabiljezeno je da je
srednja dob pri postavljanju dijagnoze osam godina viSa medu pacijentima s kognitivnim
ostecenjem u usporedbi s pacijentima bez kognitivnog ostecenja te je isto tako visa u zena (8).

Zbog kompleksnosti same bolesti te poteSkoca u dijagnosticiranju i lijeCenju ALS-a,
smrtnost je teSko odrediti. Prema najnovijim istrazivanjima pronadene su brojne ¢injenice koje
su obecavajucée u unaprjedenju dijagnoze, lijeCenja, predvidanja i kontrole ALS-a te se ocekuje

poboljsanje u prognozi i prezivljenju (6).



1.3. Etiopatogeneza ALS-a

Amiotrofi¢na lateralna skleroza je multifaktorijalna bolest. Ne postoji jedinstveni rizi¢ni
¢imbenik. Iako potpuni patofizioloSki mehanizam ostaje nepoznat, postoje brojna istrazivanja
koja idu u prilog tome da bolest nastaje kao posljedica vrlo sloZzene interakcije okoliSnih,
imunoloskih, a nadasve genetskih ¢imbenika koji se sve viSe smatraju vaznim ¢imbenikom

degeneracije motoric¢kih neurona (7,11).
1.3.1. Genetski ¢cimbenici ALS-a

U 90-95 % slucajeva, bolest se nalazi u formi sporadi¢ne amiotrofi¢ne lateralne skleroze
(engl. sporadic ALS, sALS). Ukoliko postoji pozitivna obiteljska anamneza, tada se govori
o familijarnom obliku amiotrofi¢ne lateralne skleroze (engl. familial ALS, fALS) i nalazi se
u 5-10 % slucajeva. U novije vrijeme, prepoznat je fenotip ALS-a u kojem se uocava kognitivna
disfunkcija oboljelih. Tako je nastao termin amiotroficna lateralna skleroza
s frontotemporalnom demencijom (ALS-FTD) koji se objasnjava dijeljenim genetskim
mehanizmom nastanka (11). ALS se moze javiti u autosomno dominatnom obliku koji je ujedno
1 najceséi, zatim u autosomno recesivnom i X-vezanom obliku (5).

U zadnjih 30-ak godina, pronadeno je 30-50 novih gena povezanih s nastankom
ALS-a. Otprilike u 30-50 % bolesnika s fALS pronade se uzrocni gen, dok se
usALS u 5-10 % slucajeva genetskom analizom nalaze geni povezani s nastankom ALS-a. Iako
je identificiran veliki broj gena koji su potencijalno uzroc¢ni ili modificiraju bolest, medu
najucestalijim i1 najvaznijim genima odgovornim za nastanak bolesti su: gen za bakar/cink
superoksid-dismutazu (SOD1), gen C9orf72 (engl. chromosome 9 open reading
frame 72, C9orf72), gen TDP43/TARDBP (engl. transactive response DNA binding,
TARDBP) i FUS gen (engl. fused in sarcoma, FUS). Ostale su varijante u drugim genima

relativno rijetka pojava (11).
1.3.1.1. SOD1

Prvi otkriveni mutirani gen odgovoran za nastanak bolesti bio je gen koji kodira
metaloenzim bakar/cink superoksid-dismutazu. Protein veZe bakar i cink tvorec¢i veoma stabilne
homodimere. Dimeri se nalaze u citoplazmi 1 medumembranskom prostoru unutar
mitohondrija. Osnovna funkcija metaloenzima SOD1 jest kataliziranje proizvodnje kisika
1 vodikovog peroksida iz superoksidnih spojeva nastalih stanicnim metabolizmom, pruzajuci

na taj nacin adekvatan mehanizam zasStite od antioksidansa koji mogu ozbiljno ostetiti stanicu.



Identificirano je 185 patogenih varijanti SOD1. Nedavna su istrazivanja pokazala da
patoloske varijante SODI1 ¢ine oko 15-30 % slucajeva fALS, te manje od 2 % slucajeva SALS-
a. Sami fenotip, duljina trajanja i tezina bolesti bitno se razlikuju ovisno o uzro¢nim
varijantama. Studije su pokazale da aktivnost dismutaze nije u korelaciji sa samom tezinom
bolesti te govori u prilog tvrdnji da toksi¢nost SOD1 za motoricke neurone proizlazi iz dvaju
molekularnih mehanizama: smanjene aktivnosti enzima te mehanizma toksi¢nog jacanja

funkcije (12).
1.3.1.2. C9orf72

Ekspanzija C9orf72 u obliku heksanukleotidnih ponavljanja (GGGGCC), najcesci je
genetski uzrok ALS-a, a osobito ALS-FTD spektra bolesti, ali se moze pronaci i u drugim
neurodegenerativnim bolestima. Jasna granica, odnosno broj ponavljanja koji je odgovoran za
fenotipski izrazaj bolesti nije definiran (11). U zdravoj populaciji uglavnom se nalazi 25
ponavljanja, dok se u oboljelih moze na¢i od 100 do nekoliko tisu¢a ponavljanja. To¢na funkcija
1 mehanizam toksi¢nosti, zasad ostaju nepoznati. Smatra se da je protein kojeg kodira C9orf72
odgovoran za transmembranski i celularni transport, degradaciju unutarstani¢nih proteina te
regulaciju presinaptickih vezikula (13). Mutacija C9orf72, histoloski se uocava u obliku
inkluzijskih tjeleSaca unutar neurona i glijalnih stanica. U literaturi se navodi kako je ova
mutacija odgovorna za oko 40% fALS-a te za oko 20% ALS-FTD (12).

Pretpostavljeni molekularni mehanizmi toksi¢nosti, prema novijim istrazivanjima su
gubitak funkcije C9orf72 te takozvani "gain of function” mehanizam koji, u konacnici, dovodi

do nakupljanja ponavljajuc¢ih di-peptidnih proteina (11,13,14) (Slika 2).

C%orf72 gene

GGGGCC (n)
h 4

| —
Y '
Antisense RNA

£ L - LCCCGGCOCCGGOCCCGG.
— e
Sense RNA

- GGGGLOGGGGCIGGGELC...
Sense RNA
+GGGGLCGGGGLOGGGGLC. ..
Antisense RNA l
- CCCCGGLLCCGGLCCCGE...

& P - 3y
q ¢ g; :',.4_".(,7 (grr_ﬁgam M
gy I e T

1. Loss-of-function 2. RNA toxicity 3. DPR toxicity

Gain-of-function

Slika 2. Pretpostavljeni mehanizmi nastanka patoloskih promjena u
ALS/ALS-FTD (preuzeto s: https://link.springer.com/article/10.1007/
s00401-020-02214-x#citeas)



Literatura navodi ostale pretpostavljene mehanizame toksi¢nosti C9orf72, a to su
poremecaji na razini unutarstani¢nih procesa. Upravo mehanizmi, prikazani na slici 2., u osnovi
su uzrok neadekvatnom procesuiranju i metabolizmu ribonukleinske kiseline (engl. ribonucleic
acid, RNA) te uzrokuju oste¢enje deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic
acid, DNA). Mutacijom su na taj nac¢in pogodeni proteostatski putovi, celularni transporti,

neuron specifini procesi te, u konacnici, funkcija imunog i mikroglijalnog sustava (15).
1.3.1.3. TARDBP

U slu¢aju mutacije TARDBP dolazi do disfunkcije TAR-DNA-vezujuéeg proteina 43
(TDP-43) koji veze DNA 1 RNA te ima ulogu u procesu obrade RNA. HistoloSka istrazivanja
su utvrdila da je TDP-43 prisutan u citoplazmatskim nakupinama u vecéine bolesnika
s ALS-om. Obic¢no je protein lokaliziran unutar jezgre te se transportira izmedu jezgre i citosola.
TDP-43 omogucuje regulaciju ekspresije gena, zatim preradu, regulaciju stabilnosti i transporta
RNA te, u konacnici, regulaciju procesa translacije RNA (12,16). Citosolna akumulacija
proteina usporedna je s gubitkom nuklearnog TDP-43, $to navodi na pretpostavku da je
u mehanizam bolesti ukljuen gubitak normalne funkcije TDP-43 unutar jezgre, toksi¢no
jacanje funkcije ili pak oboje (12).

U zdravih ¢lanova obitelji oboljelog od ALS-a, pronadeni su zdravi nosioci mutacije,
Sto upucuje na nekompletnu penetrantnost gena koja raste s dobi. Prevalencija mutacije

TARDBP iznosi 4-6 % u fALS-u, dok je u samo 1% slu¢ajeva prisutna u sALS-u (11).
1.3.1.4. FUS

FUS kodira protein odgovoran za stani¢ni rast promocijom DNA transkripcije
1 produkcije proteina (17). U histoloSkom nalazu, karakteristicno se nalaze patoloski agregati
FUS-a. Studije su pruzile snazne dokaze kako je mehanizam jacanja funkcije glavni
molekularni mehanizam nastanka bolesti u FUS-ALS. To¢an mehanizam toksi¢nosti nije jasan,
ali postoje studije koje dokazuju izravnu toksi¢nost agregata FUS-a (12). Prisutnost mutacije

FUS-a iznosi 4% u oboljelih od fALS-a (11).



1.3.1.5. Ocekivanja od razumijevanja genetskih ¢imbenika za ALS

Iako postoje brojne potvrdne studije o znacajnosti genetske podloge razvoja
ALS-a, mnoge varijante gena koje su uzrok ili predisponiraju bolesnika za razvoj ALS-a, zasad
su nepoznate. Isto tako, zbog velikoj broja stani¢nih procesa ukljuc¢enih u razvoj ALS-a, slozene
prirode bolesti te zbog velike genetske 1 fenotipske heterogenosti bolesti, utvrdivanje uzrocnih
mehanizama je takoder otezano te oboljeli i dalje imaju kratki o€ekivani Zivotni vijek od
trenutka postavljanja dijagnoze (12).

Zahvaljujuéi velikim naporima u razumijevanju genetskih ¢imbenika koji se nalaze
u podlozi ALS-a i ALS-FTD spektra bolesti, omogucen je put za brojne inovativne terapijske

intervencije te su ocekivanja velika (11).
1.3.2. Okoli$ni ¢imbenici ALS-a

Pronalazak okoliSnih uzroka, ogranicen je ¢injenicom da se radi o vrlo rijetkoj bolesti.
ALS se javlja u starijoj zivotnoj dobi te izlozenost potencijalnim ¢imbenicima moze varirati
i do nekoliko desetljea unazad Cime se teSko moze uspostaviti uzro¢no-posljedi¢na veza
agensa i nastanka bolesti (18). Isto tako u ALS-u, za sada, nije utvrden gen koji daje povecanu
osjetljivost na izlozenost okoliSnom ¢imbeniku (19).

Brojna su epidemioloska istrazivanja napravljena u svrhu pronalaska povezanosti
ALS-a i okoli$nih ¢imbenika. Unato¢ velikom naporu, pronaden je samo jedan, sigurni uzro¢ni
okolisni ¢imbenik — pusSenje (7,10,18) te se kao rizicni ¢cimbenik primarno vezuje uz zenski spol
(12). Ostali pretpostavljeni okoliSni rizi¢ni faktori su: teski metali (osobito ziva 1 olovo),
izloZenost elektromagnetskim poljima, pretjerana fizicka aktivnost, mehanicka trauma glave,
virusne infekcije, organofosfatni pesticidi i herbicidi te u konacnici, prehrana. U literaturi se
navodi 1 nizi socioekonomski status kao rizi€ni ¢imbenik, medutim to ukljucuje veliki
broj poslova 1 zanimanja u kojima su osobe izloZzene prije navedenim rizicnim
¢imbenicima (7,12,18).

Jasan mehanizam toksi¢nosti okolisnih ¢imbenika nije poznat te niti jedan okoli$ni
¢imbenik nije doveden u nepobitnu vezu s nastankom ALS-a (12). Smatra se da degenerativne
promjene nastaju kao rezultat kombinacije neurotoksi¢nosti okolisnih ¢imbenika i povecanja

oksidativnog stresa s posljedicnim oste¢enjem zivcanih stanica (7,18).



1.3.3. Potencijalni patomehanizmi ALS-a

Iako su napravljene brojne studije, patogeneza ALS-a jos uvijek nije u potpunosti jasna.
Cimbenici koji iniciraju proces neurodegeneracije su razli¢iti medu pojedinim pacijentima,
ali jednom kad bolest progredira, patofizioloSki mehanizmi su sli¢ni ili pak isti. Neki od faktora
koji se povezuju s povecanom osjetljivos¢u motori¢kih neurona su: veli¢ina Ziv€anih stanica,
zahtjevne metabolicke potrebe dugozivucih stanica, velika ovisnost o normalnom
funkcioniranju mitohondrija te pretjerana osjetljivost na ekscitotoksi¢nost i poremecenu
homeostazu prometa kalcija. Brojni su stanicni i1 molekularni mehanizmi ukljuceni
u neurodegenerativni proces poput disfunkcije mitohondrija i aksonskog transporta, toksi¢na
agregacija proteina i njihova poremecena razgradnja, ekscitotoksi¢nost, oksidacijski stres,
upala, poremecaj metabolizma RNA te smanjena neurotroficna potpora glijalnih
stanica (Slika 3). Neki od navedenih poremecaja mogli bi se objasniti kao sekundarni fenomen,

primarno kao posljedica poremecaja na razini genetske komponente (12).
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Slika 3. Stanic¢ni 1 molekularni mehanizmi ukljuceni u patogenezu ALS-a
(preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6417666/)

Od najznacajnijih i najviSe istrazivanih mehanizama su: ekscitotoksi¢nost, ozljeda
neurona kao posljedica oksidativnog stresa, agregacija abnormalnih proteina koji su zakazali

funkcijom te koji uzrokuju disfunkciju u aksonskom transportu (4,15).



1.3.3.1. Ekscitotoksi¢nost

Glutamat, glavni ekscitacijski neurotransmiter SZS-a, oslobada se depolarizacijom
aksonalnog zavrSetka. Tijekom neurotransmisije, glutamat iz presinaptickog neurona aktivira
ionotropne glutamatne receptore na postsinaptickom neuronu. Posljedi¢no, dolazi to utoka
kalcija 1 stvaranja akcijskog potencijala na postsinaptiCkom neuronu (20).

Ekscitotoksicnost, jedan od pretpostavljenih mehanizama neurotoksicnosti, nastaje
kao posljedica prekomjerne stimulacije glutamatnih receptora koja, u konacnici, ima za rezultat
degeneraciju motoneurona. Istrazivanja su pokazala kako ekscitotoksi¢nost zahvaca selektivno
objasnjava time da su motoneuroni izrazito osjetljivi na poremecaje funkcije mitohondrija te da
imaju mali puferski kapacitet za unutarstanicni kalcij (21). Jedna je studija pokazala
da razlog povecane osjetljivosti lezi u razli¢itoj ekspresiji kalcijskih receptora u odnosu
na ostatak SZS-a (22).

Postoji nekoliko pretpostavljenih mehanizama djelovanja ekscitotoksi¢nosti. Direktni
mehanizmi ukljuuju povecano otpustanje glutamata i smanjeni "re-uptake” glutamata
glijalnim stanicama. U normalnim uvjetima u SZS-u, ekstracelularna koncetracija glutamata
je izrazito niska, dok je visoka koncetracija intracelularno. Pretpostavljeni mehanizmi nastaju
kao posljedica u alteraciji ekspresije receptora uklju¢enih u regulaciju prometa glutamata
te kalcijskih kanala (23). Sami utok kalcija se takoder smatra odgovornim za toksi¢nost.
Najvaznija metabolicka zadaca iona kalcija jest regulacija brojnih enzimskih putova. Upravo
prekomjernim utokom kalcija moze do¢i do brojnih disregulacijskih enzimskih poremecaja
s posljedicnom stani¢nom apoptozom (7). Samim tim, apoptoza je izvor novog oslobadanja

jos vece koncetracije glutamata u ekstracelularni prostor koji djeluje ekscitotoksicno (7,23).
1.3.3.2. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres smatra se jednim od primarnih faktora koji iniciraju oStec¢enje neurona
u ALS-u. Nastaje kada kapacitet stani¢nog zastitnog antioksidacijskog sustava bude prezasicen.
Za posljedicu ima nemoguénost potpunog uklanjanja slobodnih kisikovih radikala koji nastaju
metabolickim procesima (23). Brojna istrazivanja su potvrdila da neadekvatno uklanjanje
1 akumuliranje slobodnih kisikovih radikala, koje uzrokuje brojna oSte¢enja makromolekula
poput DNA, proteina i1 fosfolipida, jest jedan on mehanizama toksi¢nosti u pacijenata

s ALS-om (24).
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Mitohondriji proizvode vec¢inu reaktivnih kisikovih radikala koji nastaju kao nusprodukt
stanicnog disanja. lako su potrebna dodatna istrazivanja, ova ¢injenica upucuje na postojanje
potencijalnih patogenih mehanizama povezanih s mitohondrijima kod ALS-a. To ukljucuje
poremecaj mitohondrijske funkcije agregiranim produktima gena povezanih s ALS-om,
poremeceno uklanjanje oSteCenih mitohondrija autofagijom te oSte¢enje mitohondrija zbog

nenormalne obrade RNA (23).
1.3.3.3. Agregacija abnormalnih proteina i abnormalni aksonski transport

U normalnoj Ziv€anoj stanici, klju¢no je odrzavanje normalne strukture i funkcije kako
bi se omogucila uredna komunikacija unutar stanice te izmedu susjednih ZivCanih stanica.
Normalan raspored i funkcija proteina, nuzni su za normalnu udaljenu komunikaciju tijela
stanice 1 terminalnih sinapsi. Abnormalna agregacija i aksonski transport, smatraju se jednim
od mehanizama nastanka kako ALS-a, tako i drugih neurodegenerativnih bolesti (23).

Sredi$nje obiljezje ovog patomehanizma jest nakupljanje ubikvitiranih agregata unutar
neurona koji nisu nuzno ograniceni samo na lednu mozdinu. Inkluzije se mogu pronaci
i u drugim dijelovima mozga, poput frontalnog i temporalnog reznja mozga (25). lako tocan
mehanizam nastanka i toksi¢nosti proteinskih agregata nije u cijelosti poznat, smatra se
da nastaju kao posljedica mutiranog RNA-vezujuceg proteina (engl. RNA binding protein,
RBP) (26). Osnovna funkcija RBP-a jest regulacija genske ekspresije, osobito regulacija post-
transkripcijskih procesa poput "splicing-a”, transporta, modulacije ekspresije i razgradnje

glasnicke RNA (engl. messenger RNA, mRNA) (27).
1.3.3.4. Ostale teorije patogeneze ALS-a

U patogenezi ALS-a, razmotreni su takoder mehanizmi koji u podlozi imaju imunolosku
podlogu te deficit neurotrofi¢nih ¢imbenika (7).

Postoje rastuc¢i dokazi o neuroinflamaciji kao uzroku ALS-a. Karakteristicno dolazi
do prekomjerne aktivacije mikroglije 1 astrocita koji lue prekomjerne razine proupalnih
citokina s posljedi¢nom infiltracijom T limfocitima. Astrociti u SZS-u osiguravaju troficku
potporu neuronima, reguliraju sinapse i osiguravaju druge homeostatske funkcije. Izlu¢ivanje
upalnih citokina iz aktivirane mikroglije dovodi do potencijalno neurotoksi¢ne aktivacije

astrocita koji mogu pridonijeti smrti neurona i oligodendrocita (7,23).
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Neurotrofi¢ni ¢imbenici, u osnovi ¢imbenici rasta neurona, neophodni su za regulaciju
svih Ziv€anih stanica. Postmortalno u oboljelih od ALS-a, uofena je smanjena razina ovih
¢imbenika te se iz te ¢injenice pretpostavlja da je njihov deficit jedan od mnogobrojnih uzroka

u patogenezi ALS-a (7).
1.4. Patohistoloska obiljezja ALS-a

Glavna patohistoloSka karakteristika ALS-a jest propadanje GMN i DMN. Istrazivanja
su pokazala da moze do¢i do gubitka 50% motorickih neurona. Oste¢enja motorickih neurona

su asimetri¢na, na $to dodatno upucuje asimetricna klinicka slika ALS-a (7).
1.4.1. PatohistoloSke promjene

Promjene GMN-a ocituju se u obliku gubitka Betzovih stanica motorickog korteksa
(Brodmanovo podrucje 4), degenerativnih promjena prefrontalne motorne kore mozga,
astrocitne glioze koja obuhvaca bijelu i sivu tvar te gubitka aksona descendentnog piramidalnog
puta (7).

Glavna patohistoloska promjena DMN-a ukljucuje atrofiju alfa motornih stanica
u prednjim rogovima ledne mozdine. Unutar prednjih rogova ledne moZzdine dolazi
do neproporcionalog gubitka mijeliniziranih vlakana unutar motorickog neurona. Sama
degeneracija najviSe se ocituje u cervikalnom i lumbalnom segmentu. Kao posljedica ovih
procesa, misi¢na vlakna pokazuju karakteristicnu denervacijsku atrofiju. Od degeneracije
su postedeni jedino motoricki neuroni zivaca odgovornih za bulbomotoriku te motoricki
neuroni u sakralnim segmentima ledne mozdine odgovorni za inervaciju vezikorektalnih
sfinktera (7).

Na razini stanice, ostali neuroni pokazuju atrofiju i sadrze inkluzije koje se specificno
mogu prona¢i kod ALS-a, i to u velikom postotku slucajeva, ali ne i kod drugih
neurodegenerativnih stanja. Neke od tih inkluzija su hijaline eozinofilne inkluzije,
imunoreaktivne inkluzije poput ubikvitinskih proteina, bazofilne inkluzije koje obiluju RNA
te patoloSke nakupine fosforiliranih neurofilamenata unutar tijela motorickih neurona

i u pocetnom dijelu aksona (7).

12



1.4.2. Neuroanatomska propagacija ALS-a

Dokaze o pocetnom zariStu i nacinu neuroanatomske propagacije bolesti tesko je
utvrditi. U literaturi se navodi razlog za to, a to je da se neuropatologija otkriva postmortem,
stoga odrazava akumulaciju patoloskih promjena tijekom bolesti. Studije su presjecne i Cesto
ih je tesko povezati s klinickim fenotipovima ukljucujué¢i mjesto klinickog pocetka, distribuciju
izmedu promjena GMN i DMN i kinetiku §irenja bolesti. Medutim, uocen je gradijent gubitka
neurona koji potjece unutar kolumne DMN u lednoj mozdini (28).

ZnacCajke zajednicke vecini fenotipova ALS-a, osim primarne degeneracije motornih
neurona, su zariSna pocetna neuropatologija i progresivno kontinuirano Sirenje. Inicijalni
simptomi pojavljuju se zariSno u nasumi¢nim dijelovima tijela. Studije time sugeriraju da je u
pocetku bolesti patoloski proces koji je u podlozi klini¢kih simptoma ZariSan, tj. nasumi¢no
smjesten u Ziv€anom sustavu (28).

Klini¢kim promatranjem, zajedno s metodama funkcionalnog oslikavanja, identificirane
su dvije vrste neuroanatomske propagacije ALS-a: kontinuirano Sirenje 1 mrezno Sirenje.
Kontinuirano Sirenje napreduje s jedne strane tijela na drugu, neovisno o sinaptickoj
povezanosti. Mrezno Sirenje napreduje s jednog kraja na drugi u funkcionalno 1 anatomski
povezanim dijelovima te stoga ovisi o sinapti¢koj povezanosti (28).

Bolest napreduje kontinuitetom na dva nac¢ina. Motoricka disfunkcija u zari$noj zdravoj

regiji tijela gdje se simptomi inicijalno javljaju (Slika 4A), postaje progresivho gora u istoj

se Siri prema van u susjedne regije, napredujuci s jedne strane tijela na drugu ili s jedne regije
na drugu (Slika 4D, Slika 4E) (28).

o Healthy o Presymptomatic o Early symptomatic

Mid-symptomatic G Late symptomatic

< J Tt \ PR
Slika 4. Neuroanatomska propagacija ALS-a. A) Zdrava faza. B)

Presimptomatska faza. C) Rana faza. D) Srednja faza. E) Kasna faza.
(preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5538408/)
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Zari$no podrudje tijela gdje se inicijalno pojavljuju simptomi je podruéje koje ima
maksimalnu degeneraciju GMN i DMN, §to upuéuje na to da su na pocetku bolesti degeneracije
GMN i1 DMN te perifernih miSi¢a povezane, a ne neovisne. Nakon S$to bolest zapocne
1 progredira, degeneracija se nastavlja neovisno o razinama GMN i DMN. Udaljenost Sirenja
1 pocetni znakovi degeneracije koji se inicijalno javljaju unutar jedne regije tijela, razlicito
napreduju izmedu razina u drugim regijama tijela tijekom vremena, a motoricki deficiti postaju

sve slozeniji, Sto kasnije rezultira sve ve¢om slozenosti fenotipova (28).
1.5. Klini¢ka slika ALS-a

U klinickoj slici ALS-a, kao fatalnoj neuroloskoj bolesti motorickih neurona mozga,
mozdanog debla i ledne mozdine, nalaze se znakovi oste¢enja i GMN i DMN (7). Ovisno
o distribuciji zahvacenosti GMN ili DMN proizlazi i izrazito heterogeni fenotip u oboljelih od
ALS-a (6). Ne postoji jasno definiran raspored pocetnih simptoma i njihovo daljnje Sirenje.
Najces¢i inicijalni simptom je miSi¢na slabost koja se javlja u ekstremitetima. Klinicki nalaz je
asimetrian, a s vremenom se $iri unutar iste regije, na suprotnu stranu ili ostale regije

tijela (7,12).
1.5.1. Klinic¢ke varijante ALS-a

Klinicke varijante ALS-a mogu se klasificirati na temelju anatomskog podrucja i razine
koje je zahvaceno neurodegenerativnim procesom te na temelju podruc¢ja tijela koje je

zahvaceno u pocetku bolesti (28).

1.5.1.1. Klasifikacija na razini temeljne patologije

!

Ukoliko se nalazi klinicki znakovi zahvacenosti GMN i DMN, govori se o "klasicnom'
ALS-u. Uglavnom se nalazi podjednaka zahvac¢enost GMN i DMN. Slabost misSica javlja se
u diskretnom dijelu tijela te napreduje tokom vremena i na druge regije tijela. Simptomi se
najcesce inicijalno javljaju u jednoj od tri glavne regije tijela, a to su glava, ruke ili noge. Rijetko
se neuroloski ispadi javljaju kao prvi klinicki simptom u misi¢ima trupa te misSi¢ima odgovornih
za respiraciju (28).

Sluc¢ajevi kod kojih postoji dulje prezivljenje ili ¢ista zahvaéenost ili GMN ili DMN,
upucuju na "atipicne"” oblike ALS-a. Ovi atipi¢ni oblici mogu sadrzavati primjere spasticne

paraplegije, autoimunih bolesti ili demijelinizirajucih bolesti DMN-a (28).
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Izolirani sindrom s prezentacijom zahvacenosti GMN-a, naziva se primarna lateralna
skleroza (PLS) te nikada ne zahvaca DMN (5). Udio ovih pacijenata je 2-3,7 %. U vecine
pacijenata s PLS-om, simptomi poc¢inju u nogama kao spasti¢na parapareza koja se tijekom
dugog razdoblja Siri relativno simetricno do ruku i bulbarnih miSi¢a s posljedicnom
pseudobulbarnom paralizom (12). Bolesnici s klini¢ki izrazenim PLS-om i bez abnormalnosti
elektromiografije (EMG), nakon pojave inicijalnih simptoma cesto mogu prezivjeti
desetlje¢ima. Bolesnici s manjim promjenama EMG-a ili zahva¢anjem DMN-a mogu imati
znatno nize prezivljenje 1 loSiju prognozu, Sto je u skladu s pacijentima s "klasicnim"”
ALS-om (28).

Najrjeda klinicka varijanta je progresivna miSi¢na atrofija (PMA) s pojavnosti
od 2,4% (12). Prezentira se kao izolirani sindrom s dominantnim zahvacanjem DMN-a,

kao posljedica degeneracije prednjeg roga ledne mozdine (4,5). Ova klinicka varijanta ima

obi¢no nesto povoljniji ishod u odnosu na ostale oblike (12).
1.5.1.2. Klasifikacija na temelju inicijalno zahvacene regije tijela

Jedan od inicijalnih simptoma ALS-a moze biti i bulbarna paraliza (paraliza miSi¢a
govora, zvakanja i gutanja) u kojoj je naznaceno zahva¢en DMN. Simptomi bulbarne paralize
povezuju se s loSijom prognozom. Razli¢itim studijama je dokazano da pocetak s bulbarnom
prezentacijom ¢ini 19-28 % od ukupnog broja pacijenata. Tipi¢no, slabost progredira do donjih
cervikalnih 1 gornjih torakalnih miotoma, te, u konacnici, do lumbosakralnih miotoma.
U odsutnosti progresije, Sto je izrazito rijetka pojava, radi se o progresivnoj bulbarnoj paralizi
(PBP) (12). Pseudobulbarna varijanta je indikativna za pretezno zahvac¢anje GMN. I bulbarni
i pseudobulbarni oblik bolesti imaju slicnu progresiju (28).

Pocetni nastup ALS-a u udovima, javlja se u vise od dvije tre¢ine pacijenata te se smatra
tipicnim oblikom ALS-a. ALS s pocetkom u ekstremitetima sastoji se od nekih varijanti koje
su pretezno sindromi DMN, a koji imaju tendenciju polagane progresije (28).

Od ostalih varijanti postoji jo§ hemiplegi¢na varijanta ALS-a s kombinacijom
zahvacenosti GMN i DMN izolirano na jednoj strani tijela. Zatim se izdvaja "flail-arm" sindrom
s pojavnosti oko 10% te s prezentacijom u obliku simetri¢ne proksimalne i distalne bibrahijalne
atrofije gdje se uocavaju dodatni znakovi zahvacanja kortikospinalnog puta (pozitivan

Babinski) (12).
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Klini¢ki fenotipovi ALS-a takoder mogu ukljucivati nemotoricke regije. U klinickoj
slici mogu se uociti kognitivni i psihicki ispadi s naznacenom demencijom. Postoji razlika
u prezivljenju od vise od 1 godine izmedu bolesnika s ALS-FTD u usporedbi s onima koji imaju

obi¢ni ALS (28).
1.5.2. Simptomi ALS-a

Amiotrofi¢na lateralna skleroza prezentira se kao slabost i atrofija voljne muskulature.
U dvije tre¢ine pacijenata bolest pocinje zahvac¢anjem distalnih dijelova ekstremiteta, najcesce
malih miSi¢a Sake, a zatim progredira na ostale dijelove tijela. U jedne treCine pacijenata moze
se javiti bulbarni oblik bolesti, obi¢no s brzom progresijom bolesti (5,7). U samo 5% slucajeva
bolest inicijalno zahvaca respiratornu muskulaturu, bez drugih znakova bolesti. Jednom kad
bolest nastupi, nezaustavljivo progredira i zahvaca svu voljnu muskulaturu s fatalnim ishodom,
primarno zbog respiratorne insuficijencije (7).

Misi¢i bulbomotorike 1 vezikorektalni miSi¢i odgovorni za kontrolu funkcije, u pravilu
su postedeni, osobito u pocetku bolesti, dok se u uznapredovaloj bolesti moze razviti disfunkcija
ovih miSi¢a. Motori¢ki neuroni koji inerviraju dno zdjelice te vezikorektalne sfinktere,
postedeni su od ostecenja u ALS-u (5,7,12).

Iako nekolicina pacijenata navodi blage osjetne ispade u distalnim ekstremitetima,
osjetni simptomi su u pravilu odsutni te u ALS-u tipi¢no nema zahvacanja osjetnog sustava
(5,7,12). Ekstrapiramidni simptomi su rijetki i javljaju se u oko 5% pacijenata. Istrazivanja
su pokazala da u ALS-u ne dolazi do zahvacanja autonomnog ziv€anog sustava, iako postoje
studije koje sugeriraju da postoji simpaticka denervacija srca u ranim stadijima bolesti (12).

Simptomi GMN javljaju se kao posljedica oSte¢enja kortikospinalnog
1 kortikobulbarnog puta, a jedan od prvih znakova je gubitak fine motorike. Prisutna je miSi¢na
slabost koja je blaga u pocetku bolesti i1 nije izraZzena kao kod oSte¢enja DMN. Od ostalih
simptoma propadanja GMN javljaju se spasti¢nost, hiperrefleksija te pojava patoloskih refleksa
poput Babinskog c¢ija prisutnost korelira s oSteCenjem kortikospinalnog puta. Ispad
kortikobulbarnoga puta prezentira se kao spasti¢ka bulbarna paraliza. O¢ituje se poteSko¢ama
u zvakanju, sijalorejom, disfagijom i dizartrijom. Veoma se Cesto javlja karakteristi¢ni
fenomen, pseudobulbarni afekt. Zbog gubitka inhibicije motorickih neurona limbickog sustava,

postoji slaba kontrola emocija koju onda prate spontani napadaji smijeha i placa (5,7,12).
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Neurodegeneracija DMN-a ocituje se miSicnom slabos¢u 1 atrofijom, ali je slabost
izrazenija 1 udruzena s veéim stupnjem atrofije nego kod ostecenja GMN. Kao posljedica
smanjenja broja funkcionalnih motorickih jedinica, veca je progresija slabosti i to je glavni znak
ALS-a. Miotatski refleksi su smanjeni ili izgubljeni u potpunosti, dok kod pasivnog
razgibavanja ruku i nogu nema otpora (7,12).

Iako rijedak pocetni simptom, vazan znak ALS-a su fascikulacije. Prezentiraju se
nevoljnim, bezbolnim titranjem misi¢a zbog nevoljne kontrakcije miSi¢nih vlakana. Na povrSini
se jezika Cesto uocavaju fascikulacije. U uznapredovaloj bolesti, svi bolesnici medu klini¢kim
simptomima imaju fascikulacije te u izostanku istih, nuzno je ponovno razmatranje
dijagnoze (7,12).

Novija istrazivanja su potvrdila kognitivne i bihevioralne promjene kao sastavni dio
nekih oblika ALS-a. Do 50% oboljelih od ALS-a ima kognitivne promjene i promjene
sluc¢ajeva. Od kognitivnih domena najceSc¢e su zahvaceni govor, pamcenje, fluentnost govora,

socijalna kognicija te egzekutivne funkcije (12).
1.6. Dijagnostika ALS-a

Zbog raznolikosti klinicke slike ALS-a, uz nedostatak osjetljivog 1 specificnog
biomarkera, kao i neuroradioloskog biljega, dijagnoza je bolesti izazovna (11). Mnoge bolesti
mogu imitirati ALS (7), stoga se dijagnoza ALS-a postavlja kada se s velikom sigurnos¢u
iskljuce druge bolesti koje mogu uzrokovati moguce simptome zamijec¢ene u bolesnika (11).
Za postavljanje dijagnoze koristi se revidirana verzija El Escorial kriterija, takozvani Gold
Coast kriteriji iz 2019. godine (11,29). El Escorial kriteriji temelje se na dva postulata. Prvi je
progresija motorickog deficita GMN i DMN u barem jednom ekstremitetu odnosno regiji.
Drugi postulat ukljucuje postojanje simptoma ostecenja DMN klinicki u jednoj regiji i/ili EMG
znakovi oSte¢enja DMN u dvije regije (6,12). Kriteriji su vaze¢i ako su ekstenzivhom

dijagnostickom obradom iskljuc¢ene druge bolesti (11).
1.6.1. Dijagnosticki algoritam ALS-a

Zbog nedostatka specificnih dijagnostickih kriterija, dijagnoza ALS-a prvenstveno
se temelji na klinickom nalazu u pacijenta. Ostale dijagnosticke pretrage, poput laboratorijskih,
slikovnih 1 elektrofizioloskih pretraga, u osnovi se koriste za iskljuenje drugih ALS

imitirajucih bolesti, a ne za dijagnosticiranje bolesti (6).
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Prvi korak u postavljanju dijagnoze je anamneza i neuroloski pregled. Ukoliko se
u pacijenta srednje zZivotne dobi javi brzoprogresivna spasticna ili atrofi¢na slabost bez
znacajnih osjetnih ispada, opravdano je posumnjati na ALS. Tokom neuroloskog pregleda,
najvaznije je ispitivanje misi¢nog tonusa i snage koja se ocjenjuje na ljestvici od 0 do 5, gdje
5 oznacuje normalnu misi¢nu snagu, a 0 misi¢nu paralizu (7).

Vazna pretraga je EMG kojom se mogu vidjeti znakovi akutne ili kroni¢ne denervacije.
U pocetku bolesti promjene su nespecifi¢ne, ali s napredovanjem bolesti moze se registrirati
abnormalna spontana aktivnost (7). U akutnoj denervaciji vide se fibrilacije i pozitivni oStri
valovi, dok se u kroni¢noj denervaciji mogu vidjeti akcijski potencijali motoricke jedinice koji
su produljeni, velikih amplituda, ¢esto polifazicni izbijajuéi frekvencijom <10 Hz (12).

Od slikovnih pretraga, vazno mjesto zauzima magnetska rezonanca (MR). MR-om je
vazno iskljuciti ostala strukturalna 1 upalna stanja koja mogu imitirati ALS. Nije potrebno raditi
MR kod klinicki sigurnog ALS-a prema WEFN kriterijima (engl. World Federation of
Neurology). Na MR-u pacijenta moZze se vidjeti povisen signal piramidalnog puta i smanjen
signal primarnog motornog korteksa (7,12). Kod ALS-FTD moguce je uociti atrofiju frontalnog
1 temporalnog reZznja te smanjeni metabolizam unutar frontotemporalnih regija
1 u prednjem cingularnom girusu (11).

Od ostalih pretraga rade se analize seruma, likvora te urina. Biopsija miSi¢a nije nuzna,
ali je neophodna u svrhu isklju¢ivanja drugih bolesti. Histoloski nalaz koji se moze na¢i u ALS
bolesnika najceS¢e ukljucuje hipertroficna misi¢na vlakna 1 mali broj nekroticnih

vlakana (7,12).
1.6.2. Diferencijalna dijagnoza ALS-a

Diferencijalna dijagnoza ALS-a je Siroka i ukljucuje brojne bolesti. Dijagnozu ALS-a,
relativno je lako postaviti kada je bolest uznapredovala s potpuno razvijenom klini¢kom slikom.
Pacijenti u ranoj fazi, najcesce se prezentiraju s predominantnim znakovima ostecenja ili GMN
ili DMN zasebno (30).

U grupu takozvanih ALS imitatora spadaju mnogobrojna nasljedna, neoplasti¢na,
paraneoplasticna, infektivna, sistemska i1 velikim dijelom razna neuroloska stanja koja
se inicijalno mogu prezentirati slabosti GMN ili DMN (5). Za dijagnozu ove teSke bolesti, zbog
nedostatka specificnih biokemijskih i slikovnih biljega, od iznimne je vaznosti iskljuciti sve
prije navedene moguce uzroke bolesti, Stovise zbog drugalije terapijske intervencije nekih

bolesti, ali i prognoze koja ne mora nuzno biti losa (31,32).
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Unato¢ inovativnijim terapijskim pristupima u lijeCenju ALS-a, i dalje ostaje bolest
koja, u konacnici, ima kratko prezivljenje i fatalni ishod, stoga je vazno na vrijeme otkriti
alternativnu bolest, ukoliko postoji (6,32). Brojne ALS imitirajuce bolesti, imaju znatno mnogo

U Tablici 1 sazeto su prikazane diferencijalne dijagnoze na temelju anatomske

lokalizacije klinicke prezentacije.

Tablica 1. Diferencijalna dijagnoza ALS-a

Anatomska lokalizacija Diferencijalna dijagnoza

Mozak Parkinsonova bolest, Huntingtonova bolest,
cerebrovaskularne bolesti, prionske bolesti,
virus humane imunodeficijenicije (engl.
human immunodeficiency virus, HIV),
multipla sistemna atrofija, spinocerebelarna
atrofija

Mozdano deblo, ledna mozdina tumorski proces, plak, infarkt u mozdanom
deblu, proces u foramen magnumu,
siringobulija, Kenneddjeva bolest,
spondiloza, multipla skleroza, HIV,
subakutna kombinirana degeneracija,
adrenomijeloneuropatija, hereditarna
spasti¢na parapareza

Prednji rog ledne mozdine (DMN) spinalna mi$i¢na atrofija, Kennedyjeva
bolest, monomeli¢na amiotrofija, manjak
hekosominidaze A (Tay Sachs),
postpoliomijelitis sindrom, paraneoplasti¢ni
sindrom

Korijen, pleksus, periferni zivci radikulopatija, dijabeticka
poliradikuluneuropatija, poliradikulopatije
raznih infektivnih i metabolickih uzroka,
neuralgi¢na amiotrofija, multifokalna
motorna neuropatija, mononeuropatije

Neuromuskularna spojnica Lambert Eaton sindrom, miastenija gravis

Misi¢ "inclusion body" miozitis, okulofaringealna
distrofija, miotona distrofija, izolirana
miopatija ekstenzora vrata, metabolicke i
kongenitalne miopatije
Sistemski hipertiroidizam, hiperparatiroidizam,
sindrom benignih fascikulacija, sindrom
gréeva i fascikulacija
Preuzeto i1 prilagodeno prema: Bili¢ E, Sita§ B, Borovecki F, Pavlisa G, Zemba Cili¢ A.
Terapijski pristupi osobama oboljelim od amiotroficne lateralne skleroze. Od razgovora do
lijekova. U: Bili¢ E, urednik. Smjernice za lijeCenje neuromuskularnih bolesti — 1. dio. Zagreb:
Medicinska naklada; 2021. str. 137-63.
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1.6.3. Ljestvica funkcionalne ocjene ALS-a

Zbog uvodenja brojnih novih potencijalnih lijekova u razna klinic¢ka ispitivanja s ciljem
pracenja dinamike progresije raznih oblika ALS-a, uvedena je ocjenska ljestvica koja obuhvaca
razne klini¢ke prezentacije bolesti, a zove se ljestvica funkcionalne ocjene ALS-a (engl. ALS
functional rating scale, ALSFRS) (12). Jedina mana izvorno dizajnirane ljestvice bilo je
neadekvatno ponderiranje disfunkcije udova i bulbarne muskulature u usporedbi s disfunkcijom
respiratorne muskulature. Stoga je predloZena revidirana verzija ALSRS-a (ALSFRS-R) koja
ukljucuje dodatne procjene dispneje, ortopneje i potrebe za ventilacijskom potporom (33).

Ljestvica se sastoji se od 12 stavki za procjenu bulbarne funkcije (govor, salivacija,
gutanje), motoricke funkcije (rukopis, rezanje hrane +/- gastrostoma, oblacenje i higijena,
okretanje u krevetu, hodanje, hod uz stepenice) i respiratorne funkcije (dispneja, ortopneja,
respiratorna insuficijencija), a svaka se stavka boduje od 0 (potpuna nemogucnost) do 4
(normalna funkcija). Ukupni zbroj je 48 bodova. Sto je veéi zbroj bodova, bolja je kvaliteta
zivotnih funkcija i moZe se pracenjem povezati sa sporijom progresijom bolesti i boljim
prezivljenjem (34). Istrazivanja su pokazala znacajnu korist u klini¢koj upotrebi ljestvice te su
pokazala da rezultati ALSFRS-R znacajno koreliraju s kvalitetom zivota. Time je naglaseno
kako su kvaliteta svakodnevnih zivotnih funkcija snazna determinanta kvalitete zivota

pacijenata s ALS-om (33).
1.7.  Lijefenje ALS-a

Unatoc¢ brojnim naporima koji se ulazu, lijek kojim bi se zaustavila bolest sve do danas
nije pronaden. Podjela terapijskih intervencija u ALS-u, sastoji se od farmakoloSkog pristupa
te od potpornog lijeCenja simptomatologije ALS-a kojim se znacajno poboljsava kvaliteta

zivota (7).
1.7.1. Dostupna farmakoterapija za lijeCenje ALS-a

U okviru brojnih smjernica kako europskih tako i1 hrvatskih, jedini lijek koji je
registriran kao standard u lijeCenju ALS-a je riluzol. lako ovaj lijek ne moze zaustaviti bolest,
on zna&ajno usporava napredovanje bolesti. Stovise, riluzol, ukoliko je uveden dovoljno rano
u terapiju znacajno moze utjecati na progresiju bolesti te je pokazano kako produzuje zivot
u nekim slucajevima i do 18 mjeseci. Najbolji uc¢inak pokazuje ukoliko bolest traje manje od
5 godina, ako pacijenti imaju vitalni kapacitet >60 % predvidenog te ako nisu traheotomirani.

(12). U literaturi se postoji navodenje povoljnog ucinka riluzola i u kasnijim stadijima bolesti
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s produljenjem odredenih faza ALS-a (35). Ukoliko su bolesnici na mehanickoj ventilaciji,
terapija riluzolom se ukida. Potpuni mehanizam djelovanja nije jasan, ali se smatra da lijek
smanjuje  glutamatergicku ekscitotoksicnost, smanjujuéi razinu glutamata raznim
mehanizmima (12).

Od drugih registriranih medikamenata u ponudi postoji lijek edaravon. Odobren je
u Japanu, Koreji i Americi, ali zasada nije registriran u Europi. Farmakodinamika edaravona
ukljucuje uklanjanje slobodnih radikala, time smanjujuéi oksidativni stres. Primarno utjece
na ALSFRS-R, ali ne 1 na prezivljenje bolesnika (12).

Od ostalih suplemenata dostupni su antioksidansi (vitamin E i C) te visoke doze

vitamina B12, ali istraZivanja nisu dokazala njihovu sigurnu u¢inkovitost (5,36).
1.7.2. Lijekovi koji modificiraju tijek bolesti

Iako je trenuta¢no dostupan samo jedan lijek koji usporava bolest, brojna su istrazivanja
1 ispitivanja u tijeku za pronalaskom drugih lijekova. U posljednjih pet godina, pronadena su
Cetiri potencijalna lijeka koja bi se mogla odobriti za terapiju ALS-a (37).

Genska terapija primarno se smatra kao terapija buducnosti kako za druge bolesti tako
1za ALS (7). Osobito za ovu vrstu lijeCenja, postoji nada u lijeCenju bolesti u presimptomatskoj
fazi bolesti. To bi se postiglo pra¢enjem koncentracija lakog lanca neurofilamenta u krvi, koja
je povecana 12-24 mjeseci prije pojave znakova oSte¢enja GMN i DMN u pacijenata s
mutacijom SODI1 i C9orf72. Ovim pristupom bi se omogucilo lijeCenje u pocetku
neurodegenerativnog procesa, a time bi se zastitio velik broj motorickih neurona (38).

Trenutacno od genske terapije postoji tofersen koji je izbor lijeCenja u bolesnika
s mutacijom SOD1 (38). Iako su potrebna dodatna istrazivanja, u literaturi se navodi povoljan
ucinak tofersena na smanjenje koncetracije proteina SOD1 (40).

Istrazivanja su pokazala korist terapijom litijem, ali samo u specificnom genotipu
UNCI13a gena. Pacijenti s genotipom C/C pokazali su bolji ishod od pacijenata s drugim
genotipovima (41).

Unato¢ velikom znanstvenom napretku u razumijevanju ALS-a, ova bolest ostaje jo$
uvijek neizljeCiva. Ipak, moze se zakljuciti da dolazi novo doba koje bi trebalo pruziti nadu
oboljelima od ALS-a. Veliki dio te nade oslanja se na raniji poCetak skrbi i personalizirani
tretman kao S$to je razvijeno s tofersenom. SrediSnji problem 1 pitanje ostaje dijagnosticiranje
ALS-a na u ranom pocetku bolesti za sporadi¢ne pacijente za koje genetika nije toliko korisna
kao za presimptomatske osobe s fALS i za koje trenutano nema nacina za ranije

dijagnosticiranje ALS-a prije pojave klinickih znakova (6).
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1.7.3. Simptomatsko lijeCenje ALS-a

Simptomatska terapija vrlo je vazan aspekt lijeCenja ALS-a. Prije svega, vazno je
osigurati adekvatan multidisciplinarni pristup za pacijenta i pacijentove skrbnike. Cesto
bolesnik i1 njegovi bliznji pate od depresije s napredovanjem bolesti. Upravo iz tih ¢injenica
proizlazi da psiholoska pomoc¢ i palijativna skrb mogu imati veci utjecaj na kvalitetu zivota
bolesnika nego dostupna farmakoterapija (7). Glavni uzrok smrti bolesnika je respiratorna
insuficijencija, stoga su u¢inkovite mjere zbrinjavanja respiratorne insuficijencije neophodne
1 pozeljno ih je ukljuciti Sto ranije u terapiju ukoliko postoje simptomi. Pazljivo prac¢enje bolesti
1 lijeCenje respiratornih komplikacija zna¢ajno mogu poboljSati kvalitetu zivota pacijenata
te njihov zivotni vijek (12).

Osnovna mjera zbrinjavanja u neuromuskularnih bolesnika je mehanicka ventilacija
Apsolutnu prednost danas pred invazivnom mehani¢kom ventilacijom i traheostomijom ima
neinvazivna mehanicka ventilacija (NIV) (12). Uz brojne komplikacije koje prate invazivne
metode, pacijenti opéenito daju prednost NIV-u (42). U situacijama kada postoji velika
bulbarna disfunkcija ili nekontrolirano aspiriranje, traheostomija je neophodna (43). Brojne su
studije (44-46) dokazale da primjena NIV-a u oboljelih od ALS-a ima veliki znacaj
u poboljSanju kvalitete zivota 1 produzenju zivotnog vijeka (47).

U ALS pacijenata vazno je kontrolirati mogucénost iskasSljavanja koja moze dovesti
do respiratornog zatajenja. Funkcija se nadzire primjenom mjeraca vrSnog protoka zraka,
uredajem izvorno namijenjen za kontrolu astme. Postoji podjela mjera potpomognutog kaslja,
a to su ru¢no potpomaganje kaslja i mjere za povecavanje protoka zraka kroz diSne puteve ¢ime
se omogucuje uklanjanje sekreta (12).

Hipersalivacija, osim §to je neugodna, povezana je s ve¢om stopom aspiracijske
pneumonije te samim time 1 respiracijskom insuficijencijom. U lijeCenju se koriste
antikolinergici. Ukoliko nema ucinka, neke studije sugeriraju korist uzimanja amitriptilina
i botulinum toksina tipa A. Kao krajnje metode mogu se koristiti radijacija i kirurSko
odstranjenje Zlijezda slinovnica (48).

Disfagija, s prevalencijom 48-100 %, vrlo je Cest simptom, takoder dominantan
u bolesnika s bulbarnim oblikom bolesti. Postupci koji se primjenjuju u olakSanju simptoma su
razne dijetetske mjere 1 vjezbe s ciljem olakSanja akta gutanja. Ukoliko prijasnji postupci ne

pruzaju zadovoljavajuéi u¢inak, primjenjuje se perkutana endoskopska gastrostoma (PEG) (12).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1.

Cilj istrazivanja

Primarni cilj ovoga istrazivanja je utvrditi povezanost promjena u rutinskim

laboratorijskim pretragama iz krvi s ALS-om.

Sekundarni ciljevi ovoga istrazivanja su:

2.2,

Prikazati distribuciju op¢ih varijabli kao §to su spol, dob pacijenta, dob u trenutku
dijagnoze, klinicka prezentacija, inicijalno zahvacena regija te predominacija oSte¢enja
GMN/DMN;

Prikazati ucestalost i distribuciju patoloskih nalaza laboratorijskih parametara iz krvi,
analiziraju¢i kreatinin, kreatin kinazu, albumine, lipide, hemoglobin, glukozu,
C reaktivni protein (CRP) te elektrolite;

Ispitati povezanost promjena u laboratorijskim parametrima sa uvodnim varijablama;

Prikazati rezultate te usporediti podatke s drugim studijama.
Hipoteze
U pacijenata oboljelih od ALS-a postoje promjene u rutinskim laboratorijskim nalazima
iz krvi;
Odredeni laboratorijski parametri povezani su sa op¢im karakteristikama kao §to su

spol, dob, dob pri postavljanju dijagnoze i klinicka prezentacija te mogu sluziti kao

potencijalni biomarkeri za ALS.
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3. ISPITANICII POSTUPCI



3.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 26 pacijenata s dijagnozom ALS-a kojima su izvadeni krvni
laboratorijski nalazi u svrhu rutinske obrade pacijenata. Kriteriji ukljucenja su osobe oboljele

od ALS-a, dostupna dokumentacija laboratorijskih parametara te osobe starije od 18 godina.
3.2.  Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u Klinici za neurologiju Klini¢kog bolni¢kog centra (KBC)
Split u obliku retrospektivnog kohortnog istrazivanja. Analizirani su dostupni podaci od 2017.

do 2021. godine koji su prikupljeni iz arhive Klinike za neurologiju KBC Split.
3.3.  Eticka nacela

Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split odobrilo je ovo istrazivanje
rjeSenjem pod brojem 2181-147/01/06/LJ.Z.-23-02 te su osobni podatci i sva prava pacijenata
zastic¢eni sukladno Zakonu o zastiti prava pacijenata (NN169/04, 37/08) 1 Zakonu o provedbi
Opce uredbe 1 zastiti podataka (NN 42/18). Istrazivanje je provedeno u skladu s odredbama
Kodeksa lijecnicke etike 1 deontologije (NN55/08, 139/15) i pravilima Helsinske deklaracije
WMA 1964-2913 na koje upucuje Kodeks.

3.4.  Postupci istrazivanja

Dostupni podatci 1 nalazi prikupljeni su iz arhive Klinike za neurologiju KBC Split.
Ulazni podatci koji su prikupljeni su: spol, godina rodenja i dob dijagnoze, nalaz inicijalno
zahvacene regije tijela, nalazi klinickih simptoma te dostupni laboratorijski nalazi iz krvi

(kreatinin, kreatin kinaza, albumini, lipidi, hemoglobin, glukoza, CRP te elektroliti).
3.5. Statisticke metode

Svi prikupljeni podatci uneseni su prvo u tablicu unutar softverskog programa Excel
1 potom obradeni u statistickom softverskom paketu SPSS 20.0 (IMB Corp, Armonk, NY).
Kvantitativne podatke prikazali smo pomocu srednjih vrijednosti i1 standardne

devijacije. Kvalitativne podatke prikazali smo u obliku apsolutnih i relativnih brojeva.

26



Kako bi se ispitalo postoji li statisticki znacajna povezanost izmedu odredenih
laboratorijskih nalaza i demografskih varijabli te podataka o raznim simptomima, racunali smo
koeficijente povezanosti.

Kako bi se provjerilo postoji li statisticki znacajna razlika izmedu muSkaraca 1 Zena u
laboratorijskim nalazima, proveli smo Mann-Whitney test.

Za ispitivanje povezanosti izmedu demografskih varijabli (dob pacijenta i dob
dijagnoze) i laboratorijskih nalaza bilo je moguce koristiti Pearsonov koeficijent korelacije
jer se radi o kontinuiranim varijablama, no bilo je potrebno provijeriti druge preduvjete.

Kako bi se provjerila normalnost distribucije, proveo se Kolmogorov — Smirnovljev
(K-S) test te pregled indeksa asimetri¢nosti 1 spljoStenosti. S obzirom da kod koristenja K-S
testa samo jedan ekstreman rezultat moze dovesti do statisticki znacajnoga rezultata, uz njega
smo koristili indekse asimetri¢nosti i spljostenosti. Prema unaprijed dogovorenim kriterijima,
potrebno je da indeks asimetri¢nosti bude manji od 3, a indeks spljoStenosti manji od 8 kako bi
se distribucije mogle tretirati kao normalne. Pregledom indeksa asimetri¢nosti i spljostenosti,
bilo je vidljivo da zadovoljavaju navedene uvjete.

Zatim, provjeravali smo linearnost pregledom Scatter plot dijagrama te je utvrdeno kako
medu varijablama nema linearne povezanosti, stoga taj uvjet nije zadovoljen za koriStenje
Pearsonovog koeficijenta povezanosti.

Zbog svega navedenoga, za obradu podataka koristili smo Spearmanov koeficijent
korelacije kako bi se ispitala povezanost izmedu varijabli i laboratorijskih nalaza sudionika sa
simptomima koji su se javili.

Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti od P<0,05 te P<0,01 jer su se neke

korelacije pokazale znac¢ajne na P<0,01.
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4. REZULTATI



Od ukupnog broja sudionika (N=26), u istrazivanju je sudjelovalo 15 (57%) muskaraca
111 (43%) zena (Slika 5).

Broj pacijenata N=26

Zene 11

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Slika 5. Prikaz broja sudionika prema spolu

Dob sudionika i dob pri postavljanju dijagnoze te srednje vrijednosti dobi prikazane

su na Slici 6.
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Slika 6. Prikaz prosjecne dobi sudionika i dobi pri postavljanju dijagnoze

Raspon dobi pacijenata bila je od 37 do 91 godine. Prosje¢na dob sudionika je M=68,58
(SD=13,79), dok je prosjec¢na dob u kojoj je postavljena dijagnoza M=64,12 (SD=13,73).
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U Tablici 2 prikazano je koliko je bolesnika imalo odredenu klinicku prezentaciju,

predominantno zahvaéene GMN/DMN te koliko ih je imalo ekstremitete, bulbarnu

muskulaturu ili respiracijsku muskulaturu kao inicijalno zahvacenu regiju.

Tablica 2. Pojavnost raznih simptoma kod sudionika u istrazivanju

Varijable DA (N NE (N) DA (%) NE (%)
Dizartrija 13 13 50% 50%
Disfagija 14 12 53,8% 46,2%
Slabost 24 2 92,3% 7,7%
ekstremiteta
Hiperrefleksija 14 12 53,8% 46,2%
Hiporefleksija 14 12 53,8% 46,2%
Dispneja 6 20 23,1% 76,9%
Fascikulacije 10 16 38,5% 61,5%
jezika
Fascikulacije 9 17 34,6% 65,4%
miSica udova
Pozitivni 8 18 30,8% 69,2%
patoloski
refleksi
GMN 14 12 53,8% 46,2%
DMN 24 2 92,3% 7,7%
Ekstremiteti 13 13 50% 50%
Bulbarna 12 14 46,2% 53,8%
muskulatura
Respiracijska 1 25 3,8% 96,2%
muskulatura

Podatci su prikazani kao brojevi (postotci)

* broj
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Od klini¢kih simptoma analizirali smo simptome koji su se repetitivno javljali u vecine
pacijenata, a to su klinicki simptomi oSte¢enja GMN (hiperrefleksija, pozitivni patoloski
refleksi) 1 DMN (dizartrija, disfagija, slabost ekstremiteta, hiporefleksija, dispneja
te fascikulacije jezika i miSi¢a udova) (Slika 7). Na ukupni broj ispitanika, naj¢es¢i simptom
koji se javljao u naSih ALS bolesnika bio je slabost ekstremiteta (92,3%), dok je najrjedi bio
dispneja (23,1%).

Analiziraju¢i predominantno zahvacene motoricke neurone, 62% naSih ispitanika
prezentirala se kombiniranom klinickom prezentacijom s predominantnim oste¢enjem 1 GMN
1 DMN. 38% ispitanika prezentirala se oSte¢enjem isklju¢ivo DMN, dok nijedan ispitanik nije
imao klini¢ku prezentaciju izoliranog zahvac¢anja GMN.

Od ukupnog broja ispitanika, 13 (50%) ispitanika imalo je ekstremitete kao inicijalno
zahvacenu regiju, 12 (46,2%) je ispitanika imalo bulbarnu regiju te je samo 1 ispitanik (3,8%)

imao inicijalno zahvacenu respiratornu muskulaturu.

Klinicka prezentacija

= Dizartrija = Disfagija = Slabost ekstremiteta
Hiperrefleksija = Hiporefleksija = Dispneja
m Fascikulacije jezika m Fascikulacije misi¢a udova m Pozitivni patoloski refleksi

Slika 7. Prikaz distribucije klinickih simptoma
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4.1. Rezultati analize laboratorijskih parametara

U Tablici 3 prikazani su deskriptivni podaci za dob sudionika, dob u kojoj je postavljena
dijagnoza i za laboratorijske nalaze za sve sudionike. Prikazane su vrijednosti koje su

prikupljene za vec¢inu sudionika, dok su neke vrijednosti izbacene iz statistiCke obrade zbog

Tablica 3. Deskriptivni podaci za deskriptivne podatke i laboratorijske nalaze

Indeks Indeks
.0 . a b %

Varijable M SD Min.*  Max. P asimetri¢nosti spljoStenosti
Dob 68,58 23,58 37 91 0,029 1,15 1,40
pacyenta

Dob 64,12 13,73 31 86 0,200 1,16 1,46
dijagnoze

Kreatinin 60,76 13,78 39 86 0,061 1,03 -0,39
(umol/L)

Kreatin

kinaza 200,50 25130 17 912 0,029 1,58 2,05
(U/L)

Hemoglobin 13962 18,79 85 167 0,200 -1,25 1,41
(g/L)

Glukoza 7,75 514 374 2920 0,118 1,60 2,59
(mmol/L)

Natrij 138,72 7,21 112 145 0,200 -1,38 1,79
(mmol/L)

Kalij 432 0,57 2.80 520 0,200 -0,59 0,08
(mmol/L)

C-reaktivni

protein 33,62 6736 .40 24520 0,028 1,38 0,24
(mg/L)

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost; standardna devijacija; ili kao brojevi (postotci)
*Kolmogorov — Smirnovljevov test; znacajno uz 5%

? minimum

® maksimum
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Za 25 ispitanika bila je dostupna dokumentacija o vrijednostima kreatinina.
Od ukupnoga broja pacijenata, 11 (44%) ih je imalo sniZene vrijednosti kreatinina pri ¢emu su
bile 4 pacijentice, a ostatak su bili muski pacijenti.

Za 14 ispitanika bilo je moguce analizirati vrijednosti kreatin kinaze. 6 je ispitanika
(42,9%) imalo poviSene razine kreatin kinaze od kojih su 4 bili muskarci, a ostatak Zene.

Za obradu vrijednosti albumina bila je dostupna dokumentacija za 12 pacijenata,
a za obradu vrijednosti lipida bila je dostupna za svega 5 pacijenata te su stoga ova dva
parametra izbaCena iz analize.

Svi su pacijenti imali dostupnu dokumentaciju za obradu koncentracija hemoglobina.
7 (26,9%) ih je imalo snizene vrijednosti hemoglobina. 3 su ispitanika bile Zene, a 4 muskarci.

Analizirajuéi razine glukoze za 24 pacijenta, pokazalo se kako je 9 (37,5%) imalo
povisene koncentracije, a 1 muski pacijent (4,1%) sniZzenu koncentraciju glukoze. Od pacijenata
koji su imali poviSene koncentracije, 7 su bili muski pacijenti, a ostatak su bili Zenski pacijenti.

Za natrij 1 kalij, za svega jednog pacijenta nismo imali dostupne pretrage. 5 (20%)
ispitanika imalo je snizene koncentracije natrija od kojih su 4 bili muskarci te 1 zena. 4 (16%)
pacijenta su imala sniZene vrijednosti kalija od kojih su polovica bili muskarci, a polovica Zene.
2 (8%) su muska pacijenta imala poviSene vrijednosti kalija.

CRP smo analizirali za 25 pacijenata te ih je 12 (48%) imalo poviSene vrijednosti.

8 bolesnika bili su muski pacijenti, a ostatak Zenski pacijenti.
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U Tablici 4 prikazani su koeficijenti korelacije dobi sudionika i dobi u kojoj

je postavljena dijagnoza s laboratorijskim nalazima.

Tablica 4. Korelacijska analiza za dob sudionika i dob dijagnoze s laboratorijskim nalazima

Varijable CRE? CK" Hb¢ Glu! Na® Kf CRP
(umol/L) (U/L) (g/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

I?Ob. -0,07 -0,31 -0,31 -0,30 -0,17 -0,43 0,42
sudionika

P’ 0,741 0,285 0,134 0,150 0,421 0,034 0,037

..DOb -0,03 -0,36 -0,29 -0,29 -0,18 -0,39 0,40
dijagnoze

P* 0,897 0,211 0,145 0,176 0,281 0,052 0,046

Podatci su prikazani kao brojevi (postotci)

* Spearmanov koeficijent korelacije; znaéajno uz 5%
% kreatinin

b kreatin kinaza

¢ hemoglobin

d olukoza

¢ natrij

[ kalij

Analizom uvodnih varijabli pokazala se statisticki znacajna negativna srednja
povezanost dobi sudionika i razine kalija (P=0,034), $to znaci da su osobe starije zivotne dobi
imale niZe razine kalija.

Nadalje, pokazala se znacajna pozitivna srednja povezanost dobi sudionika (P=0,037)
1 dobi u kojoj je postavljena dijagnoza (P=0,046) s CRP-om. Dakle, osobe starije Zivotne dobi

1 osobe kojima je u starijoj dobi postavljena dijagnoza, imale su i vise razine CRP-a.
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U Tablici 5 provjerilo se postoji li statisticki znacajna razlika izmedu muskaraca 1 zena

u laboratorijskim nalazima.

Tablica 5. Rezultati analize razlike statisticke znacajnosti izmedu muskaraca 1 Zena u
laboratorijskim parametrima

Varijabla Varijabla M SD P
Kreatini Musko 63,40 13,11
eatinin 0.196
(umol/L) y
Zensko 56,80 14,49
Kreatin ki Musko 140,75 112,45
eatin kinaza
(U/L) 5 0,852
Zensko 280,17 364,92
u lobi Musko 142,33 19,81
emoglobin 0.305
(g/L) y
Zensko 135,91 17,54
Musko 7,98 6,11
Glukoza {
(mmol/L) .
Zensko 7,36 3,22
Natri Musko 137,07 8,30
atry 0,041
(mmol/L) .
Zensko 141,20 4,47
Kalii Musko 4,42 0,53
alij
(mmol/L) . 0,338
Zensko 4,16 0,62
C-reaktivni Musko 49,23 82,85
protein 0,311
(mg/L) Zensko 10,19 20,14

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost; standardna devijacija; ili kao brojevi (postotci)
* Mann-Whitney test

Iz Tablice 5 vidljivo je kako se pokazala statisticki znacajna razlika izmedu muskaraca
1 zena u razini natrija (P=0,041). Pregledom aritmetickih sredina, vidljivo je kako su Zene imale

vece razine natrija nego muskarci.
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U Tablici 6 prikazana je korelacijska matrica u kojoj je ispitana povezanost izmedu dobi

1 laboratorijskih nalaza sudionika sa simptomima koji su se javili.

Tablica 6. Korelacijska analiza za demografske varijable, laboratorijske nalaze i simptome

Varijable =~ CRE  CK Hb Glu Na K CRP
Dizartrija 003 022 029 014 026  -005 0,09
P 0.895 0461 0147 0518 0202 0812  0.654
Disfagija 015 002  -002 015  -040  -002 001
P 0488 0950 0940 0499 0,047 0915 0979
Slabost 0.17 ] 004 =033 036  -0.19 0,10
ekstremiteta
P’ 0,406 ] 0852 0,119 0075 0377 0,627
Hiperrefleksija 027 004 026 007 015  -020  -029
P’ 0.185 0903 0195 0757 0466 0347 0,159
Hiporefleksija ~ 027 0,04  -026  -007 015  -020  -0,29
P’ 0185 0903 0195 0757 0466 0347 0,159
Dispneja 059 018 022 004 020 025  -0.16
P’ 0002 0540 0281 0846 0344 0220 0457
Fascikulacije 55 09 017 027 061 014  -0.05
jezika
P 0229 0,753 0409 0195  0001" 0499  0.809
Fascikulacije

-, -0,24 0,12 -0,16 0,04 0,33 0,04 0,06
misi¢a udova

*

P 0242 0,689 0445 0,862 01103 0847 0,763
Pozitivni 904 0,07 0,39  -0,04 0,39 0,27 0,20

patoloski refleksi
r 0,860 0,808 0,049 0,854 0055 0,187 0,328
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Varijable CRE CK Hb Glu Na K CRP

GMN -0,04 0 031 -0,19 027 -0,06 0,04
P* 0,833 ] 0,124 038 0,192 0,771  0.833
DMN 0,14 -0,03 20,30 0,05 -0,09 20,16 -034
P 0499 0907 0,138 0834 0,683 0456 0097
Ekstremiteti -0,13 0,28 -0,08 0 023 -0,13 20,02
P* 0,525 0337 0,708 1 0268 0524 00916
Bulbarna 0,03 -0,39 0,01 -0,07 20,32 0,03 0,02
muskulatura
P* 0,895 0,163 0960 0,757 0,118 0874 0916
Respiracijska
0,27 0,24 0,17 0,17 0,23 0,26 0
muskulatura
P’ 0,193 0407 039 0439 0270 0218 ]

Rezultati su prikazani kao brojevi (postotci)
*Spearmanov koeficijent korelacije; zna¢ajno uz 5%
"Spearmanov koeficijent korelacije; zna¢ajno uz 1%

Iz rezultata u Tablici 6 vidljivo je kako postoji nekoliko statisticki znacajnih rezultata.

Analizom parametara pokazala se statisticki znacajna pozitivna niska povezanost razine
hemoglobina i pozitivnih patoloskih refleksa (P=0,049), Sto znaci da su osobe s viSom razinom
hemoglobina imali 1 viSe simptoma pozitivnih patoloskih refleksa.

Analizom elektrolita pokazala se statisticki znacajna negativna srednja povezanost
natrija s disfagijom (P=0,047) i fascikulacijom jezika (P=0,001), $to podrazumijeva da osobe

s nizom razinom natrija, imaju vise spomenutih simptoma.
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5. RASPRAVA



Amiotroficna lateralna skleroza bolest je s izrazito heterogenom klinickom
prezentacijom. Sve do danas, ne postoji jedinstveni laboratorijski parametar kojim bi se
sa sigurnoS$¢u mogla postaviti dijagnoza niti procijeniti tezina bolesti, stoga je postavljanje
dijagnoze ALS-a posebno izazovno. Dijagnoza ALS-a, primarno se postavlja na temelju
klinicke prezentacije 1 uz pomo¢ ostalih pretraga, u prvom redu EMG-a i MR-a. Osnovni cilj
ovoga istrazivanja bio je prikazati obiljezja laboratorijskih parametara koji se analiziraju
rutinski u sklopu obrade pacijenata pri prijemu te pokusati utvrditi povezanost laboratorijskih
parametara s demografskim varijablama i klinickom prezentacijom u oboljelih od ALS-a.

Osnovne demografske varijable, kao Sto su spolna distribucija i dob pri postavljanju
dijagnoze, relativno se podudaraju s podatcima opisanima u literaturi (49,50). 43% naSih
ispitanika bile su Zene, dok su 57% bili muskarci. Hertel i sur. imali su 42% zenskih ispitanika,
dok su ostatak bili muSkarci (49), §to je slian rezultat kao u ovom istrazivanju. U naSem
istrazivanju, srednja dob postavljanja dijagnoze je bila 64,12 Sto je kasnije od srednje dobi
postavljanja dijagnoze u istrazivanju Hertel 1 sur. (49), ali ranije nego Sto je to opisano
u istrazivanju Sun i sur., pri ¢emu je srednja dob postavljanja dijagnoze bila 66,25 (50).

Danas, obzirom na bolje prezivljenje oboljelih od ALS-a kao posljedica sve
inovativnijih terapijskih pristupa, rano postavljanje sumnje na ALS od velike je vaznosti.
Pri inicijalnoj prezentaciji bolesti, u vecini je slucajeva nazalost gotovo nemoguce postaviti
dijagnozu zbog izrazito heterogene klinicke slike. Najces¢i simptom koji se javljao u naSih ALS
bolesnika bio je slabost ekstremiteta (92,3%), dok je najrjedi bio dispneja (23,1%). Ovi se nalazi
podudaraju s literaturom koja navodi slabost udova kao najces¢i simptom te dispneju kao
najrjedi obzirom da se respiratorna insuficijencija uobicajeno javlja u terminalnim stadijima
bolesti (3,7,12).

62% mnaSih ispitanika prezentiralo se kombiniranom = klini€kom = slikom
s predominantnim oSteenjem 1 GMN 1 DMN, 38% ispitanika prezentirala se oStecenjem
isklju¢ivo DMN, dok nijedan ispitanik nije imao klinicku prezentaciju izoliranog zahvacanja
GMN. Dobivena distribucija, osim klinicke prezentacije oSte¢enja i GMN i DMN, razlikuje se
od literature, gdje je manji dio pacijenata (11,6%) imalo iskljucivo klinicku sliku oStec¢enja
DMN te 1,4% iskljucivo prezentacije oSteCenja GMN (49). Moguce objasnjenje za ovakvu
distribuciju je da je nase istrazivanje imalo svega 26 pacijenata, dok su Hertel i sur. imali 1084
pacijenata te su se mogli obuhvatiti i pacijenti s rjedom klini¢kom prezentacijom, kao §to je

izolirano zahvac¢anje DMN ili GMN.
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U nasem istrazivanju od ukupnog broja ispitanika, 50% ispitanika imalo je ekstremitete
kao inicijalno zahvacenu regiju te 46,2% ispitanika je imalo inicijalno bulbarne simptome. Ovi
se nalazi razlikuju od nalaza istrazivanja Hertel i sur., u kojem je 70,5% ispitanika imalo udove
kao ishodno zahvaéenu regiju, a 25,7% bulbarnu muskulaturu (49). Sto se ti¢e respiracijske
muskulature kao inicijalno zahvacene regije, rezultat je slican u nasem istraZzivanju
iistrazivanju Hertel. i sur., pri ¢emu se 3,8% nasih pacijenata javilo sa simptomima respiratorne
insuficijencije kao primarnog simptoma, a u istrazivanju Hertel 1 sur. respiratornu
insuficijenciju imalo je 2,6% ispitanika (49).

Provedeno je istrazivanje koje je pokazalo kako se povecane koncentracije kreatinina
povezuju s muskim spolom, starijom dobi pri postavljanju dijagnoze te izostankom klinicke
prezentacije u vidu predominantnog zahva¢anja DMN-a (49). Ovim istrazivanjem je pokazano
kako su pacijenti koji su imali odstupanja u razinama kreatinina, imali sniZene, a ne poviSene
razine kreatinina (44%). Od 11 pacijenata koji su imali sniZene razine kreatinina, 4 su bile
pacijentice, a ostatak muski pacijenti. Sun i sur. (50) pokazali su kako se snizene koncentracije
kreatinina povezuju s ve¢im mortalitetom i tezom klinickom slikom, zahvacaju¢i i GMN
1 DMN. Ovu tvrdnju potvrduju i druga istrazivanja (51,52), ali analizom podataka nismo
pronasli nikakvu povezanost snizenih koncentracija kreatinina s istim varijablama.

Iz naseg istrazivanja vidljivo je kako je 42,9% ispitanika imalo poviSene razine kreatin
kinaze od kojih su 4 bili muskarci, a ostatak zene. Hertel i sur. (49) su u svom istrazivanju
utvrdili statisticku povezanost povisenih razina kreatin kinaze s muSkim spolom, postavljanjem
dijagnoze u mladoj dobi te predominantnim znakovima oste¢enja DMN, no mi nismo pronasli
nikakvu povezanost promjena kreatin kinaze s tim parametrima.

Laboratorijski parametri poput albumina i lipida, nisu se mogli analizirati zbog
nedostatka podataka iz arhive koji bi se koristili za statistiCcku analizu te zbog tog razloga nismo
bili u moguénosti dovesti zakljucke i usporedbe s literaturom.

Analizom povezanosti elektrolita s uvodnim parametrima, pokazala se statisticki
znacajna povezanost izmedu spola i razine natrija (P=0,041) te se veca razina natrija pokazala
u zena. Isto tako, pokazala se statistiCki znacajna negativna povezanost natrija s disfagijom
(P=0,047) 1 fascikulacijama jezika (P=0,001), §to znaci da su osobe s nizom razinom natrija
imale viSe spomenutih simptoma. Sto se ti¢e kalija, analizom se pokazala statisticki zna¢ajna
negativna povezanost dobi sudionika i razine kalija (P=0,034), §to znaci da su osobe starije
zivotne dobi imale niZe razine kalija. Sun i sur. istrazivali su povezanost natrija i kalija
s ALS-om te nisu ustanovili statisticku povezanost navedenih elektrolita s naSim

varijablama (50).
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Daljnjom analizom pokazala se statisticki znaCajna pozitivna niska povezanost razine
hemoglobina i pozitivnih patoloskih refleksa (P=0,049), Sto upucuje na predominantno
zahvacanje GMN u osoba s viSom razinom hemoglobina. Povezanost hemoglobina s ALS-om
istrazivali su takoder Sun i sur. (50), ali nisu ustanovili povezanost hemoglobina s ALS-om.

Pretrazivanjem baze podataka, nije pronadena dodatna literatura koja bi mogla objasniti
rezultate ovog istrazivanja za natrij, kalij i hemoglobin, stoga su potrebna dodatna ispitivanja
kako bi se mogli donijeti sigurni zakljucci o povezanosti istih s ALS-om.

Analizirajué¢i podatke o nalazima glukoze nasih pacijenata, nismo ustanovili nikakvu
povezanost promjena koncentracije glukoze s dobi, spolom 1 klini¢kom prezentacijom. 34,6%
nasih pacijenata imalo je povecane razine glukoze. Neka istrazivanja navode povezanost
povecane razine glukoze s veéim mortalitetom i1 tezom klinickom prezentacijom ALS
bolesnika (50,53).

Od ukupnog broja ispitanika, 46,1% ih je imalo povecane razine CRP-a. Nadalje,
istrazivanjem se pokazala znacajna pozitivha povezanost dobi sudionika (P=0,037) i dobi
u kojoj je postavljena dijagnoza (P=0,046) s CRP-om tako da su osobe starije Zivotne dobi
1 osobe kojima je u starijoj dobi postavljena dijagnoza, imale su i viSe razine CRP-a.
Pretrazivanjem literature u bazi podataka nismo pronasli radove kojima bismo mogli objasniti
ove nalaze. Nekolicina radova pokazala su povezanost povecanih koncentracija CRP-a
s tezinom klinicke prezentacije (50,54).

Analizirajuci povezanost laboratorijskih parametara iz krvi s uvodnim parametrima kao
Sto su spol, dob pri postavljanju dijagnoze te klini¢ka prezentacija, ovim istrazivanjem pokazali
su se vrlo nespecifi¢ni rezultati. Kakogod, od velike je potrebe naglasiti da je ovo istrazivanje
imalo brojna ogranienja. Baza podataka s literaturom koja je provodila relativno sli¢na
istrazivanja, bila je ograniCena pristupom kao i brojem istrazivanja koji su analizirali slicne
povezanosti laboratorijskih parametara s ALS-om, a koja bi se mogla uzeti za usporedbu
rezultata ovog istrazivanja. Isto tako, vazno je napomenuti da je uzorak ispitanika koji su
analizirani u KBC Split malen, te su potrebne dodatne studije i opseznija dokumentacija kako
bi se mogli izvesti sigurniji zakljucci o povezanosti promjena u laboratorijskim parametrima iz

krvi s ALS-om.
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6. ZAKLJUCCI



Iz rezultata koji su dobiveni ovim istrazivanjem, moguce je donijeti sljedece zakljucke:

1.

U pacijenata oboljelih od ALS-a mogu se vidjeti nespecificna odstupanja
u laboratorijskim parametrima;

Za sada ne postoji nikakva sigurna statisticki znacajna povezanost rutinskih
laboratorijskih parametara sa spolom, dobi pri postavljanju dijagnoze te klinickom
prezentacijom ALS-a;

Laboratorijski parametri (kreatinin, kreatin kinaza, albumini, lipidi, elektroliti,

hemoglobin i CRP) za sada se ne mogu koristiti kao potencijalni biomarkeri za ALS.
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8. SAZETAK



Ciljevi: Glavni cilj ovog istrazivanja bilo je prikazati promjene u rutinskim laboratorijskim
pretragama iz krvi te ispitati povezanost tih promjena s demografskim varijablama i klinickom

prezentacijom oboljelih od ALS-a.

Ispitanici i postupci: Istrazivanje je provedeno u Klinici za neurologiju KBC Split u obliku
retrospektivnog kohortnog istrazivanja. U ispitivanje je bilo ukljuceno 26 pacijenata oboljelih
od ALS-a s nalazima laboratorijskih parametara iz krvi koji su rutinski izvadeni u svrhu obrade
pacijenta. Podatci su prikupljeni iz arhive Klinike za neurologiju KBC Split iz razdoblja
2017.-2021. Prikupljeni nalazi ukljucivali su podatke o spolu, dobi, dobi pri postavljanju
dijagnoze, inicijalno zahvacenu regiju tijela, klini¢koj prezentaciji te podatke
o laboratorijskim nalazima iz krvi. Dobiveni rezultati prikazani su uz pomo¢ apsolutnih
i relativnih brojki, a statisticka je povezanost interpretirana na razini znacajnosti od P<0,05

1 P<0,01.

Rezultati: U ovom istraZivanju sudjelovalo je 15 (57%) muskaraca 1 11 (43%) Zena. Raspon
dobi pacijenata bila je od 37 do 91 godine. Prosjecna dob sudionika bila je 68,58 dok je
prosjec¢na dob u kojoj je postavljena dijagnoza bila 64,12. Najces¢i simptom koji se javljao
u nasSith ALS bolesnika bio je slabost ekstremiteta (92,3%), dok je najrjedi bio dispneja (23,1%).
62% naSih ispitanika prezentirala se kombiniranom klinickom prezentacijom s predominantnim
oste¢enjem 1 GMN i DMN. 38% ispitanika prezentirala se oSte¢enjem isklju¢ivo DMN,
dok nijedan ispitanik nije imao klini¢ku prezentaciju izoliranog zahvac¢anja GMN. 50%
ispitanika imalo je ekstremitete kao inicijalno zahvacenu regiju te 46,2% ispitanika je imalo
bulbarnu regiju, dok je samo 1 ispitanik 3,8% imao inicijalno zahvaéenu respiratornu
muskulaturu. Analizom se pokazala se statisticki znacajna povezanost dobi sudionika i razine
kalija (P=0,034) te povezanost dobi sudionika (P=0,037) i dobi u kojoj je postavljena dijagnoza
(P=0,046) s CRP-om. Istrazivanjem se pokazala statisti¢ki znacajna razlika izmedu muskaraca
1 Zena u razini natrija (P=0,041) te su Zene imale vece razina natrija. Analizom hemoglobina
pokazala se statisticki znacajna povezanost razine hemoglobina i pozitivnih patoloskih refleksa
(P=0,049). Analizom razina natrija se pokazala statisticki znafajna povezanost natrija

s disfagijom (P=0,047) i fascikulacijom jezika (P=0,001).
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Zakljuéci: U pacijenata oboljelih od ALS-a mogu se vidjeti nespecificna odstupanja u
laboratorijskim parametrima. Ovim istrazivanjem nije utvrdena specificna povezanost rutinskih
laboratorijskih parametara sa spolom, dobi pri postavljanju dijagnoze 1 klinickom
prezentacijom ALS-a. Laboratorijski parametri (kreatinin, kreatin kinaza, albumini, lipidi,
elektroliti, hemoglobin 1 CRP) za sada se ne mogu koristiti kao potencijalni biomarkeri za ALS

te su zbog brojnih ograni¢enja ovog istrazivanja nuzna daljnja istrazivanja.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Analysis of laboratory parameters in patients with amyotrophic lateral

sclerosis in University Hospital of Split over a five-year period

Objectives: The main aim of this study was to show changes in routine blood laboratory tests
and to examine the association of these changes with demographic variables and clinical

presentation of ALS patients.

Subjects and methods: The research was conducted in Department of Neurology at University
Hospital of Split in the form of a retrospective cohort study. The study included 26 ALS patients
with blood laboratory parameters that were routinely taken for the purpose of patient treatment.
The data were collected from the archives of the Department of neurology at University
Hospital of Split from the period of 2017 to 2021. The collected findings included data on
gender, age, age at diagnosis, initially affected body region, clinical presentation and data about
blood laboratory findings. The obtained results were presented with the help of absolute and
relative numbers, and the statistical association was interpreted at the significance level of

P<0.05 and P<0.01.

Results: 15 (57%) men and 11 (43%) women participated in this research. The age range of the
patients was from 37 to 91 years. The average age of the participants was 68.58, while the
average age at diagnosis was 64.12. The most common symptom that occurred in our ALS
patients, it was limb weakness (92.3%), while dyspnea was the least common (23.1%). 62% of
our subjects presented with a combined clinical presentation with predominant damage to both
GMN and DMN. 38% of respondents presented with damage exclusively to the DMN, while
no subject had a clinical presentation of isolated GMN involvement. 50% of subjects had
extremities as the initially affected region and 46.2% of subjects had bulbar region, while only
1 subject 3.8% had respiratory musculature initially affected. The analysis showed a statistically
significant association between the participant's age and potassium level (P=0.034) and the
association between the participant's age (P=0.037) and the age at which the diagnosis was
made (P=0.046) with CRP. The research showed a statistically significant difference between
men and women in sodium levels (P=0.041), and women had higher sodium levels. Analysis
of hemoglobin showed a statistically significant association between hemoglobin level and
positive pathological reflexes (P=0.049). Analysis of sodium levels showed a statistically

significant association of sodium with dysphagia (P=0.047) and tongue fasciculation (P=0.001).
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Conclusions: Non-specific abnormalities in laboratory parameters can be observed in ALS
patients. This research has not determined the specific association of routine laboratory
parameters with gender, age at diagnosis and clinical presentation of ALS. Laboratory
parameters (creatinine, creatine kinase, albumins, lipids, electrolytes, hemoglobin and CRP)
cannot currently be used as potential biomarkers for ALS, and due to numerous limitations of

this study, further research is necessary.
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