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POPIS OZNAKA I KRATICA

DMREF - Fondacija za medicinsko istrazivanje distonije (engl. Dystonia Medical Research

Foundation)

CD — cervikalna distonija

REP - Projekt za epidemiologiju Rochestera (engl. Rochester Epidemiology Project)
NMDAR — N-metil-D-aspartat receptor

CASPR?2 — Nalik proteinu povezanim s kontaktinom (engl. Contactin-Associated Protein-like
2)

LGI1 — Leucinom bogat gliomom inaktiviran (engl. Leucine rich Glioma Inactivated 1)
GABAR - y-aminobutiri¢na kiselina receptor (engl. y-Amminobutyric Acid Receptor)
US — ultrazvuk (engl. Ultrasound)

BoNT/A — botulinum toksin A

AASLD — Americka udruga za istrazivanje bolesti jetre (engl. American Association for the

Study of Liver Diseases)

IDSA — Americko drustvo za infektivne bolesti (engl. Infectious Diseases Society of

America)

GRINT1 — N-metil-D-aspartat 1 ionotropni glutamatni receptor (Glutamate Receptor,

lonotropic, N-Methyl-D-Aspartate 1)
HRP — peroksidaza hrena (engl. Horseradish Peroxidase)
TMB — tetrametilbenzidin (engl. Tetramethylbenzidine)

OD - opticka gustoca (engl. Optical Density)



1. UVOD



1.1. Cervikalna distonija

1.1.1.Definicija

Povijest je distonije dugacka, tako je Oppenheim 1911. izvijestio o ¢etirima mladim
bolesnicima kojima je miSiéni tonus bio hipotoni¢an u jednoj prilici, a u drugoj u toni¢nom
miSi¢nom spazmu, obi¢no, ali ne iskljuc¢ivo, izazvan voljnom pokretima zbog cega je skovao
termin dystonia musculorum deformans (1). Oppenheimovi istovremenici Flatau i Sterling
protivili su se terminu distonija smatrajuci torzijske spazme glavnim klinickim znakom bolesti
te su predloZili alternativni naziv progresivni torzijski spazam. Oppenheimov opis opstao je do
danas, iako je fenomenoloSki zapis zadrZzao neke od znacajki koje su izvjestavali Flatau i

Sterling (2).

1984. je Fondacija za medicinsko istrazivanje distonije (engl. Dystonia Medical
Research Foundation, DMRF) okupila odbor kojim se prvi put konsenzusno definirala
distonija kao sindrom koji se sacinjava od kontinuiranih miSi¢nih kontrakcija, ucestalo

izazivajuci torzijske i repetitivne pokrete ili abnormalna drzanja (3).

Ispostavilo se da je DMRF — ova definicija manjkava te je medunarodni panel
struc¢njaka 2013. predlozio da je distonija bolest poremecaja pokreta obiljeZena trajnim ili
povremenim kontrakcijama misica koje kao rezultat imaju abnormalne, ¢esto ponavljajuce,
pokrete, drzanja ili oboje. Distoni¢ni su pokreti obicno s uzorkom, torzijski, a mogu biti
popraceni s tremorom. Distonija se Cesto pokrece ili pogorSava voljnim pokretima te je

povezana s prekomjernom aktivacijom misica (2).

Cervikalne distonije imaju znacajan negativni utjecaj na kvalitetu Zivota bolesnika. Taj
negativni utjecaj usporediv je s onim uoc¢enim kod multiple skleroze, Parkinsonove bolesti i
moZdanog udara. Iako bolesnici s vratnom distonijom imaju poteskoca u fizickim funkcijama,
najlosije rezultate ostvaruju na polju mentalnoga zdravlja i emocionalnoga stanja u usporedbi
s drugim neuroloskim stanjima. To moZe biti posljedica anksioznosti, depresije i izolacije zbog

neprepoznavanja, nerazumijevanja i nedostatka podrske za ovu bolest (4).



1.1.2. Epidemiologija

Prevalencija distonije je 601,1/1000000 od Cega je cervikalna distonija najcéesca s
prevalencijom od 251,1/1000000, Zena ima tri i pol puta vise od muskaraca te je prosje¢na dob
63,8 (5). Podatci o incidenciji primarne cervikalne distonije sinkroni su, tako se cervikalna
distonija na temelju Rochester epidemioloskog projekta (engl. Rochester Epidemiology
Project, REP) kojim se pretrazivalo medicinske kartone bolesnika pregledanih na Mayo klinici
od 1950. do 1982. pojavljivala 10,9 puta na milijun ljudi po godini, primarne su fokalne
distonije bile 12 puta ¢eS¢e od primarnih generaliziranih te je cervikalna distonija bila najceSc¢a
distonija (6). Prema ispitivanju koje je pregledalo Rochester registar od 1960. do 1979.
Cervikalna distonija se pojavljivala 12 puta na milijun ljudi po godini (7). Novija studija
provedena izmedu 1997. 1 1999. pokazala je incidenciju od 8 puta na milijun ljudi po godini

(8).

Le Doux 1 sur. 2016. (9) izvjeStavaju da su na uzorku od 1000 bolesnika cervikalnom
distonijom 95% bili bijelci te 75% bile Zene. Prosjecna dob pocetka bolesti bila je 45,5, a
prosjecno trajanje bolesti bilo je 14,6. U vrijeme procjene, 47,4% ljudi imalo je distoniju
ograni¢enu na vrat, dakle izoliranu cervikalnu distoniju, u 21,1% zahvacenost je bila
ograni¢ena na vrat, rame 1 proksimalne dijelove ruku. Preostalih 31,5% ispitanika imalo je Sire
anatomsko rasprostiranje. Od komorbiditeta naj¢esce se zamijetio tremor, laringealna distonija,
depresija 1 anksioznost. Tremor se glave uocio kod 62% bolesnika. Tremor glave, laringealna
distonija te psihi¢ki komorbiditeti (najéesée depresija i anksioznost) bili su ¢e$¢i u zena. Cak
32% ispitanika prijavljuje psiholoske komorbiditete. Obiteljska anamneza distonije bila je
prisutna u 14% ispitanika, Parkinsonove bolesti u 11% te tremora u 29% bolesnika (9). U
pregledu od 266 bolesnika sa izoliranom cervikalnom distonijom iz jednog centra, 12% je
imalo pozitivnu obiteljsku povijest distonije (10).

Vazno je napomenuti da bolesnici s cervikalnom distonijom imaju znacajno vecu
vjerojatnost da su imali dijagnozu traume u razdoblju od triju godina ranije, ili patologiju vrata
u razdoblju od pet godina prije postavljanja dijagnoze. Tri godine prije dijagnoze, u bolesnika
s cervikalnom distonijom znacajno je ceSc¢e dijagnosticiran tremor, esencijalni tremor,
depresija 1 anksioznost. VaZnost usmjeravanja pozornosti na cervikalnu distoniju je i u
problematici odgodenoga postavljanja dijagnoze Sto predstavlja znacajnu prepreku za primjenu

odgovarajuéeg lijeCenja bolesnika s distonijom, pri cemu ¢ak 50% bolesnika potvrduje



posljedice odgodenoga postavljanja dijagnoze. Postoji mnogo razloga za odgodeno
postavljanje dijagnoze cervikalne distonije, ukljucujuci: blage ili sporo progredirajuce
simptome, fluktuiranje simptoma koje se ne vide tijekom posjeta lijecniku, fokus lije¢nika na

lijecenje boli umjesto osnovnog uzroka boli i pogresnu dijagnozu kao psihogenu bolest (11).

1.1.3. Klasifikacija

Opcenito se distonija klasificira prema dobi pocetka simptoma, vremenu pojave simptoma,
anatomskoj distribuciji, pridruzenim simptomima te etiologiji. Klasifikacija moze biti vazna
jer moze dati naznake o prognozi i na¢inu lije¢enja. Gledano prema raspodjeli, fokalna distonija
zahvaca malu skupinu misi¢a u jednom dijelu tijela, segmentalna distonija zahvaca susjednu
skupinu misi¢a, multifokalna ukljucuje skupine misi¢a koje nisu susjedne, generalizirana je
distonija Siroko rasprostranjena, a hemidistonija zahvaca viSe tjelesnih regija ogranic¢enih na
jednu polovicu tijela. Primjeri su fokalne blefarospazam, oromandibularna distonija, cervikalna
distonija, laringealna distonija i gré pisca. Primjeri su segmentalne kranijalna distonija i
bibrahijalna distonija. Generalizirana distonija obi¢no ima rani pocetak, a fokalna distonija
obi¢no pocinje u odrasloj dobi. Tijek bolesti moZe biti staticki ili progresivan. 1z toga proistjece
da bolest moze biti perzistentna, o akciji ovisna, s dnevnim fluktuacijama te paroksizmalna.
Sama distonija moze biti izolirana ili kombinirana. Etioloski moze imati podlogu u patologiji
zivéanog sustava, naslijedena ili steCena preko perinatalnih ozljeda mozga, infekcija, droga,
toksina, vaskularnih incidenata, neoplazmi, trauma. Moze biti idiopatski sporadi¢na ili
obiteljska. Vecina bolesnika s vratnom distonijom ima pocetak u odrasloj dobi, pa je prema
tome klasifikacija prema etiologiji najrelevantnija. Bolesnici s vratnom distonijom se prema
etiologiji klasificiraju u dvije grupe: primarnu (idiopatska — mozZe biti genetski uvjetovana ili
sporadi¢na) i sekundarnu (simptomatska) vratnu distoniju. Da bi bolesnik imao dijagnozu
primarne vratne distonije, ne smije postojati nikakav dokaz iz anamneze, fizikalnog pregleda
ili laboratorijskih nalaza (osim genetskih testova za distoniju) koji bi ukazivao na bilo koji
sekundarni uzrok distoni¢nih simptoma. Stoga, mora postojati normalna perinatalna i rana
anamneza razvoja, nema anamneze neuroloske bolesti ili izloZenosti lijekovima za koje se zna
da uzrokuju sekundarnu distoniju (npr. fenotiazini). Takoder, moraju biti normalni

intelektualni, piramidalni, cerebelarni i senzorni pregledi i dijagnostika. Bolesnici kod kojih se



uoce gore navedene abnormalnosti klasificiraju se kao oni sa simptomatskom ili sekundarnom

vratnom distonijom (2,12,13).



1.1.4. Etiologija

Nasljedne ili hereditarne distonije nastaju zbog genskih mutacija koje se prenose s

roditelja na djecu. Tablica 1 prikazuje nasljedne distonije, genetske uzroke, kromosomske

lokuse, oblik nasljedivanja te dodatne znacajke (14).

Tablica 1. Fokalne distonije

Vrsta ije[M1] [JK2] Gen Lokus Novo ime & podgrupa Lajl AD/AR
TORIA DYTI1 DYT-TORIA Potinje u djetinjstvu ili u odrasloj dobi, generalizirana AD
THAPI DYT6 DYT-THAP1 Potinje u odrasloj dobi, kranijalna ili generalizirana AD
Izolirana ANO3 DYT24 DYT-ANO3 Potinje u odrasloj dobi, fokalna ili segmentalna AD
GNAL DYT25 DYT-GNAL Vecinom poéinje u odrasloj dobi, fokalna ili segmentalna | AD
KMT2B DYT28 DYT-KMT2B Rani podetak, g lizi sindromske jk AD
GCHI DYT5a DYT-GCHI1 Odgovara na lijecenje levodopom AD, AR
TH DYT5b DYT-TH Odgovara na lijedenje levodopom AR
A . x SPR Nije odredeno |DYT-SPR Odgovara na lije¢enje levodopom, kognitivne tefkoée AR
Distonija + parkinsonizam N
TAFI DYT3 DYT-TAF1 Neurodegeneracija XL
PRKRA DYTI16 DYT-PRKRA Distonija s blagim parkinsonizmom AR
Kombinirana ATPIA3 DYTI2 DYT-ATP1A3 Rapidni pocetak AD
Distonija + mioklonus SGCE DYT11 DYT-SGCE Psihijatrijska bolest AD
PNKD 2 DYTS8 PxMD-PNKD Paroksizmalna diskinezija neinducirana pokretom AD
) . . .. .. |PRRT2 DYTI10 PxMD-PRRT2 Paroksizmalna pokretom inducirana diskinezija AD
Paroksizmalna distonija + druge diskinezije - ¥ ) e
SLC2A1 DYTI8 PxMD-SLC2A1 Parok Ina naporom ind diskinezjia AD
ECHSI Nije odredeno |PxMD-ECHS1 Paroksizmalna naporom induci diskinezija AR

AD = autosomno dominantno, AR =

autosomno recesivno, XL = s X — kromosomom povezano

Etiologija vratne distonije je heterogena i1 naj¢eSce idiopatska. Odredivanje uzroka

vratne distonije vazno je za usmjeravanje razvoja novih terapija. Vec¢ina pozornosti prethodnih

istrazivanja bila je usmjerena na genetske uzroke jer se procjenjuje da 10-20% bolesnika ima

pogodenog clana obitelji (11). Tako je u jednom pregledu od 266 bolesnika s izoliranom

cervikalnom distonijom iz jednog centra, 12% njih imalo pozitivnu obiteljsku povijest distonije

(15).

Iako je vecina slucajeva cervikalne distonije idiopatska, neki su slucajevi sekundarni,

nastali nakon Zari$nih lezija mozga. Lokacije su lezija bile heterogene. Cervikalna se distonija

tradicionalno pripisivala disfunkciji bazalnih ganglija (16), ali su uocene abnormalnosti i u

mnogim drugim regijama mozga, uklju¢uju¢i mali mozak (17), prefrontalni korteks (18),

mesencephalon (19), motoricki korteks (20) i somatosenzorni korteks (21). Pozitivna

povezanost s malim mozgom 1 negativna povezanost sa somatosenzornim korteksom bili su

specificni markeri cervikalne distonije u usporedbi s lezijama koje uzrokuju druge neuroloske

simptome. Povezanost s tim dvjema regijama definirala je jedinstvenu mrezu mozga koja je

obuhvacala heterogene lokacije lezija koje uzrokuju cervikalnu distoniju (22). Cervikalna

distonija moZe nastati i sekundarno kao posljedica uzimanja antidopaminergickih lijekova ili

blokatora dopaminergickih receptora (23).




Prema dosadasnjim nalazima genskih istrazivanja, trenutno ipak ne postoje jasni uvidi
da su geneticki doprinosi cervikalnoj distoniji znacajni. Patogene ili vjerojatno patogene
strukturne varijante u THAP1, TORI1A i GNAL genu identificirane su 0,8% na studiji od 1000
bolesnika. Dva pojedinca imale su nove mutacije pogreSnoga Citanja (engl. missense) mutacije
u egzonu 5 TORIA gena. Sinonimne 1 nekodirajuce strukturne varijante u THAP1 1 GNAL
genu identificirane su kod 4% kohorte (24).

Jinnah 2019. naglasava da je od iznimne vaZnosti prepoznati dva oblika stecene
distonije. Prvi je tardivna distonija uzrokovana lijekovima koji blokiraju dopaminske receptore,
kao S§to su neuroleptici ili metoklopramid. Navedeni lijekovi CeS€e izazivaju tardivnu
diskineziju s karakteristiénim ponavljaju¢im pokretima usta 1 jezika. Medutim, neki bolesnici
razviju prvenstveno distoni¢éne manifestacije. Najesce zahvaceni dijelovi tijela ukljucuju
kraniocervikalnu regiju ili lu¢no savijanje leda prema natrag. Drugi oblik steCene distonije je
funkcionalna (psihogena) distonija, koja moZe vrlo dobro oponasati organsku distoniju.
Znacajke koje upucuju na funkcionalnu distoniju ukljucuju netipi¢ne pokrete (teznja prema
promjeni regija tijela ili primarnih zahvacenih miSi¢a tijekom vremena), nagli pocetak,

atenuacija pokreta distrakcijom ili druga neobi¢na prateca obiljezja (25).

Nadalje, imunoloski se mehanizmi sve viSe povezuju sa Sirokom lepezom bolesti
poremecaja pokreta, bolesti poremecaja pokreta uobiCajena su pojava u autoimunim
poremecajima. Pored dobro poznatih imunoloski posredovanih bolesti poremecaja pokreta,
poput Sydenhamove koreje, postoji mnogo autoimunih poremecaja koji se manifestiraju
razli¢itim hiperkinetiC¢kim 1 hipokinetickim poremecajima, ukljucujuéi koreju, mioklonus i
distoniju (26). U Siriratmanovoj metaanalizi od 2663 bolesnika s autoimunim encefalitisom,
40% ih je imalo neki oblik poremecaja pokreta. Od njih 53% je imalo anti - NMDAR antitijela,
33% anti - CASPR2 antitijela, 30% anti-LGI1 antitijela 1 13% anti - GABAR antitijela.
Diskinezija je bila naj¢es$¢i poremecaj pokreta kod autoimunoga encefalitisa posredovanih anti
— NMDAR antitijelima, a faciobrahijalni distoni¢ni napadi bili su najces¢i kod autoimunoga
encefalitisa posredovanog anti-LGI1 antitijelima (27). Izolirana kranio — cervikalna distonija
moze biti glavna manifestacija anti-NMDAR encefalitisa (28). Od raznih autoimunih
poremecaja, ¢ini se da su anti-IgLONS antitijela ¢esto uzrok multiplih poremecaja pokreta,
87% bolesnika s antitijelima protiv IgLONS ima barem jedan poremecaj pokreta, dok je
medijan 3 (29). Poremecaji pokreta u vidu distonije mogu se pronaci i u neencefalopatskom

Hashimotovom tiroiditisu (30).



Trauma je vazan ¢imbenik u patogenezi vratne distonije u nekih bolesnika. Utvrdeno je
da je povredu glave i vrata imalo 5% do 21% bolesnika s vratnom distonijom (14). Velickovic
isur. (25) u svojoj praksi prihvacaju traumu kao pokreta¢ distonije unutar razdoblja od 6 do 12
mjeseci nakon identificirane traume. U mnogih bolesnika, periferna ozljeda koja je prethodila
distoniji bila je akutna, kratkotrajna i jasno definirana, kod nekih bolesnika ozljeda je bila

relativno blaga, kroni¢na ili repetitivna (25).

Perinatalna ozljeda mozga uzrokovana kernikterusom, hipoksi¢no — ishemi¢nom
encefalopatijom i mozdanim udarom dovodi do oStec¢enja putamena i globusa palidusa oja su
povezana s distonijom, ali su takoder otkrili da su lezije povezane s distonijom povezane sa
zajednickom strukturnom 1 funkcionalnom mrezom mozga koja uklju¢uje motoricku koru

mozga, dorzalni prednji cingulatni girus, duboku sivu masu i mali mozak (31).

Poremecaji pokreta mogu biti komplikacija infekcijskih bolesti. Infekcije koje se mogu
manifestirati distonijom ukljucuju tuberkulozu, japanski encefalitis, streptokokne infekcije,
virus varicella-zoster, subakutni skleroziraju¢i panencefalitis, dengu 1 neurocisticerkozu. U
studiji Yadava 1 sur. (32) Cetvrti je bolesnik imao demenciju kao komplikaciju AIDS - a te je
razvio cervikalnu distoniju nakon terapije risperidonom. Postoje razni predlozeni mehanizmi
infekcijski uvjetovane distonije, poput direktnog ili indirektnog neurotropnog ucinka virusa,
lezija, oportunistickih infekcija, neuroinflamacije, vaskulitisa, autofagije, disfunkcije sinapse 1
lijekova koji se koriste za lijeCenje infekcija (32).

Kod mozdanog udara mogu se pojaviti hipokineticki 1 hiperkineticki poremecaji
pokreta. Medu njima, distonija se obi¢no javlja u kroni¢noj fazi mozdanog udara. Iako je
rijetko, akutna distonija moZe se manifestirati kao simptom akutnog ishemijskog mozdanog
udara ili se razviti tijekom hospitalizacije zbog ishemijskog mozdanog udara (33).

Cervikalna distonija moze nastati kao posljedica neoplazme kao S$to je navedeno u
prikazu slucaja 48-godisnje zene s gliozom putamena i sfenoidnim krilnim meningeomom na
lijevoj strani, koja je razvila distoniju ogranicenu na cervikalnu regiju. Moguce objaSnjenje
incidenta je da je meningeom doveo do zacepljenja lentikulostrijatalne grane srednje cerebralne
arterije, $to je uzrokovalo ishemiju ventralnog putamena i na kraju rezultiralo simptomatskom
distonijom (34).

Kada se gleda na cervikalnu distoniju sa znanstvenoistrazivackog aspekta, dolazi se do
istrazivanja metaboloma cervikalne distonije kako bi se identificirali potencijalno abnormalni

metaboliti ili poremeceni bioloski putevi. Medu bioloskim putevima koji su znacajno povezani



s cervikalnom distonijom, pet se odnosi na metabolizam ugljikohidrata, sugerirajuci
potencijalnu povezanost s proizvodnjom energije.

Tri puta odnose se na metabolizam lipida, koji stvara prostaglandine i druge metabolite
poznate po posredovanju upalnih reakcija. Jedan zanimljiv metabolit identificiran kao
potencijalno abnormalan kod cervikalne distonije je oksidirani lipid 2-hidroksidekanoat. Ovaj
je metabolit identificiran i kod bolesnika s Parkinsonovom boles¢u povezanom s mutacijama u
genu parkin. Analiza puteva identificirala je 9 znacajnih metabolickih puteva povezanih s
cervikalnom distonijom, ukljuujuci: stvaranje prostaglandina iz dihomo gama-linoleinske
kiseline, put pentoznog fosfata, metabolizam arahidonske kiseline, metabolizam leukotriena,
metabolizam Skroba 1 saharoze, degradacija valina, leucina 1 izoleucina, metabolizam

galaktoze, metabolizam fruktoze i manoze, metabolizam propanoata (35).

1.1.5. Klinicka slika

Jedan je od glavnih razloga u zakasSnjeloj dijagnostici distonije neznanje lijecnika da se
distoni¢ni pokreti mogu svrstati u dvije Siroke kategorije koje se ¢esto preklapaju. Abnormalni
pokreti mogu biti spori i torzijski, pokatkad i s abnormalnim drzanjem koje se €ini kao fiksno,
poput abnormalnoga drzanja 1 spore, ali ponavljajuce devijacije glave kod vratne distonije ili
kao torzijski pokreti stopala. Alternativno, distoni¢ni pokreti mogu biti brzi 1 trzavi, poput
periokularnih gréeva blefarospazma, promjene u akusticnim karakteristikama glasa kod
laringealne distonije 1 mioklonic¢kih distonija. Kod nekih bolesnika, pokreti mogu biti brzi i
ponavljajuci, nalik tremoru. U tim sluc¢ajevima koristi se izraz distoni¢ni tremor. lako se spori
1torzijski pokreti lako prepoznaju, brzi i ponavljajuéi pokreti Cesto su nezamijeceni. Bez obzira
jesu li distoni¢ni pokreti spori ili brzi, postoji nekoliko tragova koji pomazu u prepoznavanju.
Prvi je znak da distoni¢ni pokreti slijede obrazac. Ova karakteristika pomaze razlikovati koreju
od distonije, gdje su pokreti slucajniji. Motoricki tikovi takoder mogu imati svoje obrasce, ali
se dogadaju uz premonitorne nagone (neugodne senzacije ili osjecaji Sto prethode tikovima

koji se smanjuju pojedinim pokretom), a abnormalne se pokrete moze voljno suzbiti.

Distoni¢nim pokretima obi¢no nedostaje prethodnica i ne mogu se samo voljom suzbiti. Jo§
jedna korisna razlika je da distoni¢ne pokrete obi¢no izaziva ili pogorSava voljna akcija. U
nekim slucajevima, distonija se pojavljuje samo sa specificnim zadatcima. Na primjer,

bolesnici sa spisateljskim gréem mogu imati gréeve misica Sake, abnormalno drzanje ili trzanje



pri pisanju, prilikom ¢ega ne¢e imati nikakvih poteskoca s drugim finim motori¢kim vjeStinama
kao $to su pranje zuba, koriStenjem vilice i noza te zakopCavanjem koSulje. Bolesnici s

distonijom glazbenika mogu imati poteskoce sa sviranjem jednog instrumenta, ali ne i drugog.

Cak i kada distonije nisu specifiéne za zadatak, veéina ¢e se pojatavati voljnim
pokretima. lako nije uvijek prisutna, identifikacija ,,geste antagonista™ (senzornog trika)
takoder moze biti vrlo koristan znak jer je jedinstvena za distoniju. Tipi¢ni primjeri ukljucuju
dodirivanje donjeg dijela lica kod vratne distonije, dodirivanje gornjeg dijela lica kod
blefarospazma ili stavljanje ¢ackalice u usta kod oromandibularne distonije. Bolesnike uvijek
treba pitati ¢ine li neSto da suzbiju svoje abnormalne pokrete jer ovi trikovi mogu biti vrlo
neobicni, a bolesnici ih ponekad ne navode. Naposljetku, kao 1 kod mnogih drugih neuroloSkih
poremecaja, korisno je istaknuti da stres i umor pogorSavaju distoniju. Povecana ucestalost
depresije i anksioznosti javlja se kod mnogih tipova distonije. Prisutnost navedenih psiholoskih
teSkoca Cesto utjeCu na donosenje pogresne dijagnoze distonije kao inducirane stresom ili kao

dio navike (25).

1.1.6. Dijagnoza

Dijagnoza izolirane cervikalne distonije temelji se na prisustvu potpornih te izostanku

iskljucujuéih kriterija. Potporni su kriteriji sljedeci:

e Zabiljezena su barem dva abnormalna polozaja vrata. Iako se kod bolesnika s
izoliranom cervikalnom distonijom pokreti ili drzanja mogu manifestirati u
jednom smjeru ili polozaju, ¢eS¢e bolesnici tijekom klinickoga pregleda
pokazuju vise od jednoga abnormalnog polozaja glave/vrata. Na primjer, neki
bolesnici pokazuju rotaciju (tortikolis ili tortikaput) 1 nagib u suprotnom smjeru
(laterokolis ili laterokaput).

e Vratni distoni¢ni pokreti obi¢no imaju konzistentan smjer te su predvidljivi.
Ovaj kriterij zahtijeva opaZanje dviju klju¢nih znacajki koje dijele gotovo svi
distoni¢ni pokreti: odrZzavanje smjera (pa i nakratko) te predvidljivost (iste su
miSi¢ne skupine ponavljano ukljuc¢ene). Ova obiljezja primjecuju se i kada je
prisutan tremor. Ipak, postoji manji broj bolesnika koji imaju viSe kaoti¢ne

pokrete kojima nedostaje predvidljivosti.
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e Prisutnost olakSavaju¢ih manevara. Prisutni su u do 90% bolesnika s izoliranom
cervikalnom distonijom ako se opazaju u gotovo 90% izoliranom cervikalnom
distonijom bolesnika u¢inkoviti su u 40% (36). Blagi dodir brade, obraza ili
vrata obi¢no je dovoljan za ublazavanje simptoma (37).

e Bol se smanjuje injekcijom botulinum toksina u hiperaktivne misice (38). Bol
je Cesta i patognomonicna znacajka izolirane cervikalne distonije, obi¢no se ne
javlja kod drugih zarisnih ili ¢ak generaliziranih tipova distonije, a pogada 75%
bolesnika s izoliranom cervikalnom distonijom (39).

e Ako je prisutan tremor glave, detektira se nulta tocka.

e Dob pocetka simptoma je izmedu 30 1 70 godina.
Apsolutni iskljucujuéi kriteriji za izoliranu cervikalnu distoniju su:

e Jasna pojava dodatnih poremecaja pokreta (npr. miokloni¢ka distonija),
ataksija, znakovi bolesti piramidalnoga puta i drugi neuroloski ili sustavni
simptomi. Ako je tremor izrazito trzav, potrebno je istraziti prisutnost
mioklonusa.

e Nerazjasnjeni mentalni invaliditet ili kognitivni poremeca;j. [zolirana cervikalna
distonija obi¢no ne uzrokuje kognitivni pad.

e Paroksizmalna cervikalna distonija (iznenadne samoograniCavajuce epizode
distonije inducirane trigerom, izazvane okidacem s povratkom u prethodno
neurolosko stanje).

e Distonija s generaliziranom zahvacenoS¢u. Izolirana cervikalna distonija
primarno pogada miSice vrata, a ne cijelo tijelo.

Dijagnoza bilo kojeg od imitatora izolirane cervikalne distonije. Prirodeni je
miSiéni tortikolis poremecaj novorodencadi ili male djece kojega uzrokuje
abnormalno skraéenje i fibroza specifi¢nih vratnih miSica. NajceS¢e se zahvati
sternokleidomastoidni miSi¢ s ipsilateralnim pomakom 1 kontralateralnom
rotacije  glave. Benigni paroksizmalni tortikolis opisuje se kao
samoograni¢avajuce nedovoljno dijagnosticirano stanje dojencadi. Obiljezavaju
ga periodi neuobiCajenog, dugotrajnog poloZzaja glave 1 vrata, prilikom kojih se
glava naginje na jednu stranu. Epizode su ¢esto pracene izraZenim autonomnim
znaajkama, razdrazljivoscéu, ataksijom, apatijom i pospanoscu. Glavna razlika
od izolirane cervikalne distonije je paroksizmalna narav poremecaja.

Atlantoaksijalna je subluksacija rijetka i potencijalno smrtonosna poremetnja
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normalne okcipito-cervikalne anatomije koja je obi¢no asimptomatska, ali moze
uzrokovati neodredenu vratnu bol, zatiljnu glavobolju ili povremeno
intermitentnu kompresiju vratne kraljeznicne mozdine. Rotatorna subluksacija
povezana je sa specifiénim polozajem koji treba spomenuti: nagib i okret (,,kao
da slusa zemlju tragajuci za crvom®).

Vratni su tikovi motoricki tikovi koji ukljuc¢uju cervikalnu regiju. Uganude vrata
moze nastati kao posljedica traume, kao Sto je trzajna ozljeda vrata, pada ili
torzijskog pokreta kraljeZznice. Uganuc¢e zahvaca ligamente koji su
prenapregnuti izvan normalnih granica. Ono mozZe nastati odjednom, kao kod
trzajne ozljede vrata koji nastaje nakon sudara vozila odostraga ili polako
tijekom vremena zbog loSeg drzanja, posebno tijekom sjedenja. Sandiferov
sindrom je rijetki paroksizmalni pokret leda i1 vrata koji je Cesto povezan s
gastroezofagealnom refluksnom boleséu kod djece. Cesto dolazi do pogorsanja
abnormalnog polozaja odmah nakon obroka i poboljSanja izmedu obroka. Neki
roditelji opisuju intermitentne epizode tortikolisa koji se mijenjaju s jedne na
drugu stranu tijekom obroka. Funkcionalna ili psihogena distonija moze se

razli¢ito prezentirati (40).
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1.1.7. Lijecenje

U osnovi postoje tri nac¢ina na koji se lije¢i cervikalna distonija. Intramuskularna
injekcija botulinum toksinom, peroralni lijekovi i u nekim slu¢ajevima, kirurgija. Mogu se
koristiti zasebno ili u kombinaciji. Postoje Cetiri tipa botulinum toksina odobrena od strane
americke Agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA), to su tri
tipa botulinum toksina tipa A 1 jedan tipa B. Tip A su onabotulinumtoksinA,
abobotulinumtoksinA, inkobotulinumtoksin A, tip B je rimabotulinumtoksinB. NajceSce

nuspojave injekcije su poteskoce gutanja, bol 1 ponekad bol u vratu (41).

Botulinum toksin djeluje tako Sto sprjecava zivac da otpusti neurotransmitor acetilkolin
na nacin da cijepa proteine potrebne za vezikularno otpuStanje neurotransmitora Sto uzrokuje
smanjenu miSi¢nu kontrakciju (42). Djelovanje botulinum toksina na misi¢e pocinje otprilike
2 - 3 dana nakon injekcije, ucinak je najjaci nakon priblizno 4 tjedna, a olakSanje simptoma
traje otprilike 2 - 6 mjeseci. Lije€enje botulinum toksinom nije konac¢ni lijek, ve¢ simptomatska

terapija (43).

Americka je akademija neurologije (engl. American Academy of Neurology) 2016. u
smjernicama postavila precizno izvedenu i dozom adekvatnu intramuskularnu injekciju
botulinum toksina kao zlatni standard lije¢enja cervikalne distonije (44). Tsui i sur. (45) prvi
su upotrijebili intramuskularnu injekciju botulinum toksina na 12 bolesnika za lijeenje
cervikalne distonije 1985. 1 1986. Uocili su znacajno smanjenje abnormalnih pokreta te
poboljsanje boli (45). Od samog pocetka terapije botulinum toksinom za cervikalnu distoniju,
ove injekcije izvode lije¢nici s poznavanjem anatomije ljudske cervikalne regije, ¢ak iu slucaju
distoni¢nih promjena veli¢ine miSi¢a 1 poloZaja glave. Medu lije¢nicima postojalo je uvjerenje
da ¢e iskusni lije¢nik, na temelju vlastitoga iskustva ili preuzetog znanja, znati koje miSice
treba odabrati za lijeenje i da ih moZe dovoljno precizno injicirati uz pomo¢ anatomskih
orijentirnih tocaka (46). No, s odmakom vremena uocilo se da sami fizikalni pregled cervikalne
regije nije dostatan za ispravno uocavanje miSi¢a zahvacenih distonijom. U odredenim
situacijama moze se koristiti 1 elektromiogram (EMG) za otkrivanje patoloske aktivnosti kako
bi se igla usmjerila na najbolje mjesto za davanje toksina. Nalazi studija sugeriraju da je tesko
otkriti sve involvirane miSi¢e u cervikalnoj distoniji na temelju samo fizikalnoga pregleda.
Pored klinickih mjerenja, promjena EMG aktivnosti zbog lije¢enja je pouzdana fizioloska
mjera za evaluaciju odgovora na lije¢enje, simultani EMG tijekom terapije botulinom toksinom

moze biti koristan za otkrivanje zahvacenih misica (47).
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Daljnjim razumijevanjem cervikalne distonije koriste¢i CT Gerhard Reichel i sur. (48)
dosli su do ColCap — koncepta kojim su sloZzenu vratnu kraljeznicu sa svojih 7 kraljezaka sro¢ili
na 2 glavne funkcionalne jedinice. Prva funkcionalna jedinica odnosi se na pokrete u okcipito
— atlanto — aksijalnom zglobu, a druga u donjem dijelu vratne kraljeznice od C3-C7. Ovime se
i doslo do zaklju¢ka da m.obliquus capitis inferior igra vaznu ulogu u nastanku cervikalne
distonije. (48) Nadalje, pedijatrijski neurolozi, neurolozi i anesteziolozi zapoceli su s
intramuskularnom injekcijom botulinum toksina pod nadzorom ultrazvuka za djecu s
cerebralnom paralizom (49) i za blokadu plexus lumbalis (50). Opisali su glavne znacajke
tehnike, kao Sto su tehnicki preduvjeti, anatomiju te razlikovanje mete od okolnih struktura.
Posljedi¢no, Europski konsenzus 2009. o uporabi botulinum toksina na djeci s cerebralnom
paralizom donio je zakljucak da je injekcija botulinom toksina pod nadzorom ultrazvuka
standard za djecu s cerebralnom paralizom (51) te za injiciranje lokalnih anestetika u blizini

neuralnih struktura (52).

Schramm i sur. (53) zagovaraju pristup zasnovan na ultrazvuku da se manje oslanja na
unaprijed utvrdene modele cervikalne distonije, a viSe na procjenu individualnoga distoni¢nog
obrasca bolesnika. Zagovaraju rutinsku uporabu ultrazvuka kao orijentir za botulinum toksin
injekcije. Navode da je prednost injekcija s nadzorom ultrazvuka neinvazivnost samoga
ultrazvuka te prikaz miSic¢a u realnom vremenu. To znaci da se poboljSava preciznost injekcija
1 potencijalno ishodi lijeCenja, a takoder se izbjegavaju nezeljeni u€inci. Smatraju da druge
metode imaju ograni¢enu vrijednost zbog visokih troskova, izlozenosti zracenju ili

nedostupnosti u klinickoj praksi (53).

Prednosti ultrazvuka (US) u lijeCenju cervikalne distonije botulinum toksinom A
(BoNT/A) su: toc¢an odabir cilja (ultrazvuk omogucuje lije¢niku da jasno odredi one miSice
koji se trebaju lijeciti botulinum toksinom), anatomski to¢na injekcija (lijek se moze injicirati
1 u dublje miSice), povecava se ucinkovitost i sigurnost lijecenja (veca to€nost i ponovljivost
terapije Sto dovodi do boljega ucinka i1 sigurnosti dugotrajnoga lijeCenja), individualizirani
protokoli injiciranja (lije¢enje uz pomo¢ ultrazvuka poboljSava anatomsko znanje lije¢nika o
zahva¢enim miSi¢ima, kako s anatomskog tako i funkcionalnog aspekta, to omogucuje izradu
personaliziranih protokola injiciranja za svakog bolesnika), analiza sloZenih slucajeva.
Kombiniranje ultrazvuka s EMG-om (elektromiografijom) otvara put analizi sloZenih klini¢kih

slika cervikalne distonije koje Cesto ne reagiraju na standardne protokole lijecenja) (54).
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FDA trenutno ne odobrava nijedan peroralni lijek kao terapiju distonije. Peroralni se
lijekovi ipak rabe pocev§i od antikolinergika preko baklofena i1 benzodiazepina te
dopaminergika do antagonista dopaminskih receptora (55). Antikolinergici su opcenito
najuspjesnija oralna terapija za lijeCenje distonije, a triheksifenidil je najcesce koristeni lijek
(56). Triheksifenidil je antagonist muskarinskog acetilkolinskog receptora (57). Centralne
nuspojave uklju¢uju gubitak paméenja, konfuzno stanje, nemir, nesanicu i noéne more. Kod
djece moze se pojaviti koreja ili pogorSanje prethodno postojeceg tika. Periferni nezeljeni
ucinci ukljucuju zamagljeni vid, suha usta, zatvor i retenciju urina. Kapljice za oc¢i 1 oralni
piridostigmin mogu se koristiti za borbu protiv perifernih nuspojava (58). Baklofen je lijek koji
djeluje na presinapticke receptore y - aminobutiri¢ne kiseline (GABA) 1 uglavnom se koristi za
lijeCenje spasticiteta. ToCan mehanizam njegovog djelovanja u tretmanu distonije jo$ nije
potpuno razjasnjen (59). Benzodiazepini se Cesto propisuju za distoniju, iako njihova
ucinkovitost nije potvrdena velikim, kontroliranim studijama. Klonazepam se koristi najcesce.
U jednoj otvorenoj studiji, klonazepam i drugi benzodiazepini pokazali su se u¢inkovitima kod
16% bolesnika s razli¢itim oblicima distonije (60). Levodopa se koristila za lijeCenje
generalizirane distonije u nekoliko ranijih studija, ali su rezultati bili proturje¢ni. Neki su
izvijestili o poboljsanju (61,62), dok su drugi izvijestili o pogorSanju (63,64).

Takoder su istrazivani i drugi dopaminergicni agensi poput bromokriptina, apomorfina
1 lizurida s razli¢itim rezultatima (65).

S obzirom na to da antipsihotici mogu potencijalno izazvati tardivnu diskineziju i
tardivnu distoniju (66), paradoksalno je da mogu biti korisni u lije¢enju distonije. Iako su neki
prikazi sluCajeva 1 serije sluCajeva potvrdili korisnost tipicnih antipsihotika u lijeCenju
odredenih tipova distonije, ve¢ina klinic¢kih ispitivanja dala je inkonkluzivne rezultate (65).
Takoder je prijavljeno da su neki atipi¢ni antipsihotici (npr. kvetiapin i risperidon) uc¢inkoviti
u lijecenju primarne distonije (67). Klozapin je atipi¢ni antipsihotik koji zasluzuje posebnu
pozornost (68).

Selektivna denervacija zahtijeva pravilnu identifikaciju miSi¢a uhvacenih cervikalnom
distonijom, a zatim se provodi periferna ili ekstraspinalna selektivna denervacija samo tih
miSi¢a. Odabir bolesnika je klju¢an za uspjeh ove procedure. Bolesnici kod kojih se razvio
fiksiran polozaj kao posljedica fibroze misi¢a ili degeneracije kraljeZnice slabo reagiraju na
lijecenje. Prisutnost viSe od jednog primarnog pokreta (npr. tortikolis i laterokolis) takoder
ograniCava uspjeh selektivne denervacije. Optimalni rezultati postizu se kod bolesnika s jasnim

rotacijskim tortikolisom, laterokolisom, retrorotacijskim tortikolisom 1 retrokolisom (69).
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Intratekalna baklofenska terapija (ITB) se prvi put koristila za lije¢enje distonije 1991.
godine (70). Teoretski, ova metoda moZe smanjiti centralne nuspojave povezane s oralnim
unosom baklofena. Iako su neki izvjestaji pokazali njezinu uc¢inkovitost u lije¢enju primarne i
sekundarne distonije (71), dostupni podaci nisu konzistentni. Trenutno se naj¢esce koristi kod
bolesnika s distonijom kombiniranom sa spasti¢no$¢u donjih udova, kao sto se vidi kod
cerebralne paralize. Moguce komplikacije ukljucuju infekciju, curenje likvora, neispravnost
katetera i pumpe (Sto moze dovesti do apstinencijske krize) i predoziranje (72). Upotreba
ablativnih procedura, poput palidotomije i1 talamotomije, za lijeCenje bolesti poremecaja
pokreta prisutna je jo§ od 1940-ih. Iako su ove procedure mogle biti u€inkovite u lijeCenju
razli¢itih tipova distonije, ve¢inom ih je zamijenile duboka mozgovna stimulacija (engl. deep
brain stimulation, DBS). DBS ima nekoliko prednosti u odnosu na ablativne procedure. Zbog
svoje nedestruktivnosti, DBS je reverzibilan i podesiv (73). Takoder se moZze sigurno provoditi
bilateralno bez rizika od trajnih govornih ili kognitivnih deficita koji su prijavljeni kod

bilateralnih ablativnih procedura (74).
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1.1.8. Ocjenske ljestvice u cervikalnoj distoniji

Tsui i sur. (75) te Stell i sur. (75) su 1980-ih razvili relativno kratku bodovnu ljestvicu
za procjenu cervikalne distonije (75). Radi se o ljestvici koja ocjenjuje amplitudu i trajanje
odrzanog poloZzaja te povremenih pokreta glave, kao i prisutnost elevacije ramena i tremora.

Rotacija, nagib glave te antekolis/retrokolis spadaju u podskalu amplitude odrzanoga
polozaja te se ocjenjuju na skali od 0 do 3. Podskala trajanja odrzanoga poloZzaja dijeli se na
povremeno 1 stalno odrzavanje polozaja prilikom ¢ega se povremenom dodjeljuje 1 bod, dok
se stalnom daju 2 boda. Dodatno, podskala tremora glave ocjenjuje se i po tezini 1 po trajanju
s 1 do 2 boda. Naposljetku, podskala elevacije ili depresije ramena ocjenjuje se od 0 do 3.
Mnozenjem broja bodova za tezinu s trajanjem tremora dobiva se ocjena za podskalu tremora
glave. Mnozenjem broja bodova za trajanje s brojem bodova za amplitudu odrzanih pokreta
zajedno sa zbrajanjem ocjene za tremor i elevacijom/depresijom ramena dobiva se ukupan

moguci broj bodova od 25 (75).

(A) Amplituda odrzanih pokreta
Rotacija: 0 = nije prisutna, 1= < 15°, 2 = 15-30°, 3 => 30°.
Nagib: 0 = nije prisutan, 1= < 15°, 2 = 15-30°, 3 = > 30°.
Antekolis/retrokolis: = nije prisutan, 1 = blag, 2 = umjeren, 3 = tezak.
Kombinirana ocjena = A.
(B) Trajanje odrzanih pokreta
1 = povremeno, 2 = trajno.
(C) Elevacija ramena
0 = nije prisutna, 1 = blaga i povremena,
2 =Dblaga i stalna, ili teSka i povremena,
3 =teska i stalna.
(D) Tremor
TeZina: 1 = blagi, 2 = teski.
Trajanje: 1 = povremeni, 2 = kontinuirani.
TeZina x trajanje = D.

(E) Sveukupna ocjena = [(A) x (B)] + (C) + (D). (76)

Razvitak ljestvica za bolje razumijevanje utjecaja cervikalne distonije na zdravlje

nastavio se s razvojem TWSTRS skale (engl. Toronto Western Spasmodic Torticollis Rating
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Scale) koja je kompozitna skala koja pokriva razli¢ite aspekte cervikalne distonije. Skala se
sastoji od triju dijelova, tezina, prvi dio temelji se na rezultatima fizikalnoga pregleda (podskala
tezine), invalidnost, drugi dio ocjenjuje razinu nesposobnosti koju osoba ima zbog distonije,
tre¢i dio ocjenjuje bol. Podskala tezine sastoji se od sljedecih stavki: maksimalno odstupanje
(rotacija, nagib, lat. antecollis/retrocollis, lateralni pomak, sagitalni pomak), cimbenik trajanja,
utjecaj senzorickih trikova, elevacija ramena/prednji pomak ramena, opseg pokreta (bez
pomo¢i senzorickih trikova), vrijeme (koliko bolesnik moze drzati glavu unutar 10° od
neutralnog polozaja bez pomoc¢i senzorickih trikova). Zbroj bodova svake stavke pojedina¢no
daje maksimalni rezultat od 35, pri ¢emu se faktor trajanja boduje dvostruko. Podskala
nesposobnosti sastoji se od Sest stavki koje ocjenjuju kako cervikalna distonija utjece na
svakodnevni zivot. Tih Sest stavki su rad (posao ili ku¢ni poslovi), svakodnevne Zivotne
aktivnosti (hranjenje, oblacenje, higijena), voznja, ¢itanje, gledanje televizije, aktivnosti izvan
kuce. Svaka se stavka ocjenjuje od 0 = nema poteskoce do 5 = najveci stupanj invalidnosti.
Podskala boli sastoji od ocjene uobicajene, najgore 1 najbolje boli u proteklom tjednu, trajanju
boli 1 koliko bol utjeCe na nesposobnost. Ukupni rezultat ove podskale je izmedu 0 1 20, s tim

da se 20 bodova daje za najve¢i moguci osjecaj boli (77).

Profil utjecaja cervikalne distonije - 58 (i. Cervical Dystonia Impact Profile — 58, CDIP
- 58) je pouzdana i valjana skala te izrazito opsezna ljestvica za procjenu koja mjeri utjecaj
cervikalne distonije na zdravlje u osam dimenzija (78). Stavke ukljucuju simptome glave 1
vrata, bol i neugodu, aktivnosti gornjega uda, hodanje, spavanje, smetanje, raspolozenje,

psihosocijalno funkcioniranje (79).

1.2. Biomarkeri

1.2.1. Definicija

Definicija biomarkera je na prvi pogled vrlo jednostavna: "Definirana znacajka koja se
mjeri kao pokazatelj ili indikator normalnih bioloskih procesa, patoloskih procesa ili odgovora
na izloZenost ili intervenciju". (80) lako naizgled jasno definirano, biomarkere treba razlikovati
od procjene klinickih ishoda (engl. clinical outcome assessment, COA) §to je izravna mjera

kako se osoba osjeca, funkcionira ili prezivljava (81).
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1.2.2. Dijagnosticki biomarkeri

Dijagnosticki biomarkeri otkrivaju ili potvrduju prisutnost bolesti ili stanja od interesa,
ili identificiraju osobu s odredenim podtipom bolesti (80). Jedan je od ciljeva definirati metodu
validacije koja osigurava da se biomarker moze pouzdano, precizno i ponovljivo mjeriti po
niskoj cijeni. Slozenost validacije biomarkera moze se uociti u primjeni troponina, vaznog
biomarkera za dijagnosticiranje akutnog infarkta miokarda. Stovise, dok je pojava
visokosenzitivnih analiza troponina otvorila mnoge mogucénosti za sofisticiranu dijagnostiku
malih epizoda miokardne nekroze, stvorila je i dodatnu pomutnju na ovom podrucju. Kada se
pojave male elevacije troponina na razinama koje su ranije bile neodredive, klinicke posljedice
nisu jasne. Moze se ocekivati da ¢e poboljSanjem metoda mjerenja takoder evoluirati i
razumijevanje vrijednosti individualnih dijagnosti¢kih biomarkera. Na primjer: kod bolesti s
niskom prevalencijom, poput raka gusterace ili jajnika, gdje je nova dijagnoza psiholoski
opterecujuca ili bi zahtijevala invazivnu evaluaciju, biomarker mora imati vrlo nisku stopu
laZzno pozitivnih rezultata. S druge strane, u probiru za ¢es¢e bolesti kao Sto su hipertenzija ili
hiperlipidemija kod kojih se mogu provoditi ponovljeni pregledi s malo rizika, viSe lazno

pozitivnih rezultata moze se tolerirati (82).

1.2.3. Monitorirajuc¢i biomarkeri

Monitorirajuci je biomarker mjerljivi pokazatelj koji se moze pratiti tijekom vremena
da se ocijeni medicinsko stanje u svrhu utvrdivanja izlaganja lijeku, polutantu ili za otkrivanje
ucinka lijeka ili bioloSkog agensa (82). Monitoriraju¢i biomarkeri imaju znacajnu ulogu u
klini¢koj medicini. Primjena monitoriraju¢ih biomarkera ogleda se u polju onkologije gdje se
PSA te mjere kao PSA — vrijeme udvostrucenja (engl. PSA — doubling time) moze koristiti za
ocjenu stanja bolesti nakon prethodno provedene radikalne prostatekomije ili radioterapije
(83). Nadalje, CA 125 moZe se koristiti za pracenje terapije ili pracenje bolesti nakon terapije
u bolesnika s rakom jajnika. Gundogdu i sur. (85) dokazali su da se vrijednosti u serumu CA
125 i ekspresija u tkivu CA 125 moZe upotrijebiti za predvidanje ranoga povratka ili rekurencije
raka jajnika (84). Osim u polju onkologije, monitoriraju¢i su biomarkeri prisutni u infektologiji
gdje se prema smjernicama Ameri¢ke udruge za istrazivanje bolesti jetre (engl. the American

association for the Study of Liver diseases, AASLD) te Americkoga drustva za infektivne bolesti
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(engl. Infectious Diseases Society of America, IDSA) razina ribonukleinske kiseline hepatitis C
virusa upotrebljava u svrhu ocjene odgovora na terapiju u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom
C (85). Navise, ribonukleinska kiselina virusa humane imunodeficijencije, HIV — RNA, (engl.
Human Immunodeficiency Virus, HIV) koristi se kao procjena u¢inkovitosti antiretroviralne
terapije (86).

Monitoriraju¢i biomarkeri sluze i za mjerenje farmakodinamickih uc¢inaka. Klasi¢ni
primjer farmakodinami¢koga mjerenja je internacionalni normalizirani omjer koji se koristi za

odredivanje doze antikoagulansa varfarina (87).

1.2.4. Farmakodinamic¢ki biomarkeri

Farmakodinamicki su biomarkeri molekularni pokazatelji u¢inka lijeka na metu u
organizmu. Farmakodinamicki biomarker moze se koristiti za ispitivanje veze izmedu rezima
lijeCenja, ucinka na metu 1 bioloSkog odgovora tumora. Vrlo je upotrebljiv i u klinickoj
medicini i u ranim fazama razvoja lijeka. Npr. ako nema sniZenja tlaka nakon primjene ACEi
(engl. angiotensin — convertase - enzyme ihnibitors) vrijeme je za prelazak na drugu terapiju

(82,88).

1.2.5. Prediktivni biomarkeri

Prediktivni biomarker definira se otkricem da njegova prisutnost ili promjena predvida
pojedinca kod kojega je vjerojatnija povoljna ili nepovoljna reakcija na izlozenost lijeku ili
¢imbeniku okoline (82). Onkoloski gledano, planocelularni karcinom pluca jest prediktivni
biomarker gdje se ne treba koristiti pemetreksed kao terapija. Pokazalo se da je stopa
prezivljenja loSija u terapiji pemetreksedom u usporedbi sa standardnom kemoterapijom
docetakselom ili cisplatinom u kombinaciji s gemcitabinom (89). Geneticki, (HLA) — B*5701
je prediktivni biomarker za evaluaciju bolesnika s virusom humaneimunodeficijencije da se
identificiraju oni s visokim rizikom za toksi¢nu epidermalnu nekrolizu kao nuspojavu terapije

abakavirom (90).
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1.2.6. Prognosticki biomarkeri

Definicija prognostickoga biomarkera je pokazatelj Sto se koristi za procjenu
vjerojatnosti klinickoga incidenta, ponovne pojave ili pogorsanja bolesti u bolesnika koji veé
imaju tu bolest ili medicinsko stanje. (91) Razlika od prediktivnih biomarkera je u tome $to oni
identificiraju ¢imbenike povezane s ucinkom intervencije ili izlozenosti. Prognosticki
biomarkeri su povezani s razli¢itim ishodima bolesti, dok prediktivni biomarkeri razlu¢uju one
koji ¢e reagirati na terapiju od onih koji nece (82). Primjer je prognostickoga biomarkera
ukupni volumen bubrega da se odaberu bolesnici s autosomno dominantnom policisticnom
boles¢u bubrega s visokim rizikom za progresivno opadanje bubrezne funkcije (92). Gleasonov
se zbroj moZe rabiti kao prognosticki biomarker da se odredi vjerojatnost progresije raka

prostate (93).

1.2.7. Biomarker sigurnosti

Biomarker sigurnosti koji se mjeri prije ili poslije izlozenosti lijeku ili ¢imbeniku
okolisa kako bi se pokazala vjerojatnost, prisutnost ili stupanj toksicnosti kao nezeljenoga
ucinka (94). Jetrene transaminaze i bilirubin mogu se koristiti kao biomarkeri sigurnosti kada
se procjenjuje potencijalna hepatotoksi¢nost (95). Razina kreatinina u serumu moze se
upotrijebiti kao biomarker sigurnosti za lijekove koji utjeCu na bubreznu funkciju za
monitoriranje nefrotoksi¢nosti (96). Korigirani QT interval (QTc) rabi se za procjenu

vjerojatnosti da neki lijek izazove forsades de pointes (97).

1.2.8. Biomarker osjetljivosti ili rizika

Pokazatelj koji ukazuje na potencijal za razvoj bolesti ili medicinskog stanja u
pojedinca koji trenutno nema klinicki vidljive bolesti ili stanja klasificira se kao biomarker
osjetljivosti ili rizika. Po tome je slican prognostickim biomarkerima, osim §to je u svojoj
osnovi biomarker rizika problem povezan s razvojem bolesti, a ne s prognozom nakon $§to je

bolest ve¢ postavljena (82).
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1.3. NMDAR

1.3.1. Struktura i fiziologija N — metil — D — aspartat receptora

Mjesto vezivanja Zn2+

Glutamatno mjesto

Q KD
Q Glicinsko mjesto

Citoplazma

Mjesto vezivanja fenciklidina Mjesto vezivanja Mg2+

Na'(D O Ca2t

Slika 1. Shematski prikaz NMDA receptora.

Preuzeto 1 prilagodeno iz: Mor A, Grossman Y. High pressure modulation of NMDA
receptor dependent excitability. European Journal of Neuroscience. 2007;25:2045-52.

Vecina se ekscitacitacijskog prijenosa signala u srediSnjem zZivéanom sustavu sisavaca
odvija posredovanjem glutamata. Glutamat ekscitacijsku neurotransmisiju ostvaruje vezanjem
na metabotropne glutamatne receptore (engl. metabotropic glutamate receptor, mGIluR) 1
ionotropne glutamatne receptore (engl. ionotropic glutamate receptor, iGluR). iGluR su
podijeljeni u razli¢ite funkcionalne klase, 1 to a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolopropionske kiseline (AMPA) receptore, kainatne receptore, N-metil-D-aspartat

(NMDA) receptore i GluD receptore (takoder poznate kao delta ili 6 receptori) (98). NMDA
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receptori glutamatom su posredovani ionski kanali visokopropusni za kalcij. Paolleti i sur. (99)
navode da NMDA receptor nije uniformna jedinica ve¢ da se postoji vise razli¢itih podtipova
NMDA receptora s razli¢itim svojstvima $to je vidno na Slici 1. Strukturno je NMDA receptor
heterotetramer koji se sastavlja kombiniranjem osam razli¢itih GluN1 podjedinica, Cetiri
razli¢ite GluN2 podjedinice te dvije razli¢ite GIuN3 podjedinice (99). Nacdin nastanka
podjedinica iGluR prikazan je na Slici 2. Prikaz razli¢itih podjedinica vidljiv je na slici 3.
Sastav podjedinica razlikuje se u razliitim regijama srediSnjeg Zivéanog sustava
tijekom razvoja 1 u stanjima bolesti. Disfunkcije NMDA receptora upletene su u razne
neuroloSke 1 psihijatrijske poremecaje, ukljuCujuéi mozdani wudar, patoloski bol,

neurodegenerativne bolesti i shizofreniju (100).

LBD

ATD 81 MIM2M3 S2 M4 CTD
N0 ————C

Amino - terminalna
domena (ATD)

agonist

— 0

Domena koja veZe
ligand (LBD)

P L PP e T <o B == TETTTII T T

iznutra

Slika 2. Linearni reprezentat polipeptidnoga lanca u iGluR podjedinicama. Preuzeto i
prilagodeno iz: Hansen KB, YiF, Perszyk RE, Menniti FS, Traynelis SF. NMDA Receptors in
the Central Nervous System. Methods Mol Biol. 2017;1677:1-80.
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GLUNL/2A LBD heterodimerna struktura GLUNI strukture s:

gomji rezanj D1

poveznica koja zamjenjuje
T™D

Slika 3. Kristalna struktura GLUN1/2A LBD heterodimera i GLUNI1. Hansen KB, Yi F,
Perszyk RE, Menniti FS, Traynelis SF. NMDA Receptors in the Central Nervous System.
Methods Mol Biol. 2017;1677:1-80.

Aktivacija NMDA receptora sastavljenih od GIluN1/GIuN2 podjedinica zahtijeva dvije
molekule koagonista glicina i dvije molekule agonista glutamata (100,101). NMDA receptori

sastavljeni od GluN1/GluN3 zahtijevaju samo glicin za aktivaciju (102).

Dvije GluN3 podjedinice bile su posljednje podjedinice NMDA receptora klonirane
prije otprilike 15 godina. Isprva se smatralo da su dominantno-negativni modulatori klasi¢nih
NMDA receptora sastavljenih od GluN1 i GluN2 podjedinica. Medutim, GluN3 podjedinice u
odsutnosti GluN2 podjedinica iznenadujuce se spajaju s GluNI1 u ekscitatorne glicinske
receptore (103,104). NMDA receptori pokazuju o naponu ovisnu blokadu magnezijevim
ionima (Mg?*"), visoku propusnost za kalcijeve ione (Ca’*) i zahtijevaju simultano vezanje
koagonista glicina 1 glutamata za aktivaciju. Ove karakteristicne osobine razlikuju NMDA
receptore od AMPA/kainatnih receptora (tj. ne-NMDA receptora) i imaju znacajan utjecaj na
njihove fizioloske uloge u centralnom ziv€anom sustavu. (105).

U veéini sinapsi srediSnjega ziv€anog sustava, otpuStanje glutamata aktivira
ekscitacijske postsinapticke struje (engl. excitatory postsynaptic current, EPSC) preko
aktivacije AMPA 1 NMDA receptora. Slika 4. prikazuje da aktivacija AMPA receptora
posreduje brzu komponentu s brzim rastom i padom, dok aktivacija NMDA receptora
posreduje sporiju komponentu sa sporijim vremenom porasta i vremenskim tijekom koji traje
desetke do stotine milisekundi(106, 107). Aktivacija postsinaptic¢kih kainatnih receptora obi¢no
rezultira EPSC - ovom sporijim vremenskim tijekom od AMPA receptora 1 usporedivim, ali

uobicajeno brzim vremenskim tijekom od NMDA receptora (108).
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glutamata
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komponenta NMDA 20 ms

receptora

kompenenta AMPA = ekscitacijska postsinapticka struja
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Slika 4. Elektrofiziologija glutamata, NMDA i AMPA receptora. Preuzeto i
prilagodeno iz: Traynelis SF, Wollmuth LP, McBain CJ, Menniti FS, Vance KM, Ogden KK,
Hansen KB, Yuan H, Myers SJ, Dingledine R. Glutamate receptor ion channels: structure,
regulation, and function. Pharmacol Rev. 2010;62:405-96.

Kod potencijala membrane u mirovanju, ionski kanal NMDA receptora blokiraju
fizioloske razine izvanstani¢noga Mg?*. Medutim, sinapti¢ko otpustanje glutamata i
posljedicna brza aktivacija AMPA/kainatnih receptora mogu depolarizirati potencijal
membrane i time ukloniti blokadu ovisnu o naponu posredovanju Mg?* NMDA receptora (109,
110). Stoga, NMDA receptori sluze kao detektori koincidencije koji zahtijevaju simultano
presinapticko otpustanje glutamata i postsinapticku depolarizaciju kako bi proizveli sporu
Ca2+-propusnu komponentu EPSC-a (111).

NMDA receptori mogu posredovati znac¢ajnu infuziju Ca>* tijekom EPSC-a zbog svoje
visoke propusnosti za Ca®* i produzenog vremenskog tijeka. Poveéanje intracelularnog Ca**
koje nastaje moze potaknuti vise nizvodnih signala u postsinaptickom neuronu, koji su srediSnji
za uloge NMDA receptora u normalnim 1 patofizioloSkim uvjetima (112). Povecanje
intracelularnog Ca>* pokreée kratkotrajne i dugotrajne u¢inke, koji su praéeni promjenama u
sinapti¢koj ucinkovitosti 1 neuronskoj morfologiji (tj. sinaptickoj plasti¢nosti) (113). Veliki
utok Ca** posredovan NMDA receptorom koji kratko traje moZe dovesti do dugoro¢ne
potencijacije (engl. long — term potentiation, LTP) sinapticke uc¢inkovitosti, dok manje izrazeni
utok Ca** koji dulje traje moZe rezultirati dugoro¢nom depresijom (engl. long — term

depression, LTD) (114,115). Dakle, frekvencija i trajanje sinaptiCke aktivacije NMDA
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receptora mogu rezultirati potencijalnim pojacanjem ili inhibicijom sinapticke uc¢inkovitosti,
Sto se smatra celularnim korelatom memorije i u¢enja (116).

Glutamat je dovoljan za aktivaciju AMPA 1 kainatnih receptora, dok su NMDA
receptori jedinstveni po tome Sto za aktivaciju zahtijevaju simultano vezanje dvaju razli¢itih
agonista, glutamata i glicina/D-serina (117). U srediSnjem se ziv€anom sustavu NMDA
receptori uglavnom oslanjaju na sinapticko otpustanje glutamata za aktivaciju, buduéi da se
izvanstanicni glicin ili D-serin smatra kontinuirano prisutnim. Ovisi o regiji mozga hoce li
glicin ili D-serin sluziti kao endogeni koagonist (118,119). Na primjer, nedavno je predloZzeno
da je D-serin predominantni koagonist u sinapsama, dok je glicin ¢es¢i na ekstrasinaptickim
mjestima (120).

U nekim regijama mozga glicin i D-serin nisu prisutni u koncentracijama koje zasicuju
mjesta vezanja za koagoniste NMDA receptora (121,122). Stoga, potreba za koagonistima
omogucuje dodatni mehanizam regulacije NMDA receptora. S obzirom na srediSnju ulogu
NMDA receptora u normalnoj funkciji mozga njihova je poremetnja povezana s nizom
patoloskih stanja (123). U akutnim stanjima, kao $to su ishemija, epilepsija i traumatska ozljeda
mozga, povecanje izvanstanicnoga glutamata koji slijedi nakon poja¢anog otpustanja i
oSteéenog preuzimanja moze uzrokovati snazan utok Ca** posredovan NMDA receptorom u
neuron, §to moze promovirati odumiranje neurona (124,125). Pojava kojom se neuroni ostete
zbog prijenosa signala glutamatom zove se ekscitotoksi¢nost (126).

Pretpostavlja se da ¢e NMDAR antagonisti biti korisni u stanjima koja ukljucuju
ekscitotoksicnost (127), ali jaka i neselektivna blokada NMDA receptora ima nuspojave, kao
Sto su psihoza, oSteCenje memorije, anestezija i odumiranje neuronalnih stanica ¢ime se
ogranicava klinicka uporabljivost takvih lijekova za kroni¢na stanja (128).

Zanimljivo je da nuspojave blokatora kanala s visokim afinitetom za NMDA receptore
nalikuju simptomima kod pacijenata s shizofrenijom. OpaZanja o ovim "psihotomimetickim"
svojstvima blokatora kanala fenciklidina i ketamina dovela su do "modela hipofunkcije NMDA
receptora za psihozu", koji predlaze da viSe simptoma povezanih sa shizofrenijom mogu biti
uzrokovani nizom od normalne glutamatergicke aktivnosti posredovane NMDA receptorom u
kljuénim mozdanim krugovima (128,129,130).

Sto se ti¢e fizioloski relevantnih iona, ionski kanal NMDA receptora propustljiv je za
Ca*, natrijeve (Na*) i kalijeve (K*) ione (131). Ionski kanali NMDA receptora blokirani su
dvovalentnim kationima Zn>* i Mg** ovisno o membranskom potencijalu (tj. naponski ovisno)

(132,133).
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1.3.2. NMDAR i bolesti

NMDA receptori razmatraju se u kontekstu brojnih neuroloskih stanja, bilo kao uzrok,
egzacerbirajuéi ¢imbenik ili terapijska meta (100).

Upotreba panantagonista NMDA receptora ketamina u depresiji prikaz je upotrebe
NMDA receptora kao terapijske mete (134,135). Ketamin pocne djelovati za nekoliko sati,
uc¢inak moze trajati nekoliko dana do tjedana te je ucinkovit u 70% bolesnika s depresijom.
Smanjila se stopa suicidne ideacije (136), ima odredenoga benefita u bipolarnoj depresiji (137),
opsesivno — kompulzivnom poremecaju (138) 1 posttraumatskom stresnom poremecaju (139).
Nadalje, jo$ jedan blokator NMDAR lanicemin pokazuje antidepresivni uc¢inak. (140)

U razvoju srediSnjega ziv€anoga znacajnu ulogu igra singaliziranje preko NMDA
receptora. Kako je napomenuto gore, tijekom razvoja, visoka ekspresija podjedinica NMDA
receptora GluN2B i GluN2D zamjenjuje se ekspresijom GluN2A (141,142). Ovim se posreduje
prijelaz s visokih razina sinapticke plasti¢nosti dok se krugovi formiraju i usavrSavaju na
stabilnost krugova odraslog mozga. Varijacije u genskim lokusama koje obuhvac¢aju GRIN2A
1 GRIN2B (tj. gene koje kodiraju GluN2A i GIuN2B) identificirane su u genomskim studijama
(engl genome — wide association study, GWAS) kao doprinos riziku za razvoj autizma i
shizofrenije (143,144).

Isprva je povezanost disfunkcije NMDA receptora sa shizofrenijom proizasSla iz
klinickog zapaZanja da inhibicija NMDA receptora u zdravih osoba izaziva spektar simptoma
koji su slicni onima koje pokazuju pacijenti koji boluju od shizofrenije (145,146). Ovi
shizofrenomimeticki simptomi usko se podudaraju sa zauzetos¢u NMDA receptora (147). To
sugerira da bi ispoljavanje simptoma kod pacijenata sa shizofrenijom moglo biti posljedica
hipofunkcije signalizacije NMDA receptora (148).

Geni GRINI, GRIN2A i1 GRIN2B povezani su s epilepsijom (149). Nedavno se
uspostavila deterministicka veza izmedu genske varijacije u GRIN2A 1 sindromu
epilepsije/afazije u djetinjstvu. Spektar ovih sindroma ukljucuje relativno benigne Rolandovu
epilepsiju, tezi sindrom Landau-Kleffnerov sindrom (LKS), kao i vrlo teske epilepsije sa
znacajnim razvojnim zastojem, intelektualnim deficitom i dismorfnim zna¢ajkama (150).

Jos su Lucas i Newhouse 1957. (151) te Choi 1987. (152) utvrdili da trajno povisenje
ekstracelularnog glutamata rezultira odumiranjem neurona, a ova ekscitotoksi¢nost doprinosi
akutnoj smrti neurona u mozdanog udaru i traumatskoj ozljedi mozga (151,152).

Ekscitotoksicnost posredovana NMDA receptorom moze takoder doprinijeti odumiranju
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neurona kod nekih kroni¢nih neurodegenerativnih bolesti, kao §to je Huntingtonova bolest

(153).

1.3.3. Antitijela na NMDAR i cervikalna distonija

Poremecaji pokreta mogu nastati kao posljedica autoimune reakcije koja zahvaca
srediSnji ziv€ani sustav. Anti — NMDAR antitijela najbolje su poznata 1 vjerojatno najcesci
uzrok autoimunoga encefalitisa koji zahvaca 1 na 1 1 pol milijuna ljudi godiSnje (98). Anti —
NMDAR encefalitis je autoimuni encefalitis karakteriziran sloZenim neuropsihijatrijskim
znacima 1 prisutno$¢u imunoglobulina G protiv NR1 podjedinice NMDAR u srediSnjem
ziv€anom sustavu. Razvija se zbog stvaranja i vezanja IgG1 1 IgG3 na podjedinicu NMDAR
(NR1) s njegovom posljediénom internalizacijom 1 smanjenjem utok kalcija te padom
membranskoga potencijala. Prezentacija autoimunoga encefalitisa moze varirati od izolirane
hemidistonije preko oligosimptomatskoga encefalitisa do koreje i mioklonusa (99). Ipak,
prikazi sluc¢ajeva Balinta govore u prilog o samostalnoj povezanosti anti - NMDAR protutijela
s cervikalnom distonijom. Prijavljuje da ni u jednom slu¢aju uzrok antitijela nije bio tumorsko
zbivanje te da nijedan prikaz nije fenotipski odgovorao klasicnom anti - NMDAR encefalitisu.
U prilog tvrdnjama da postoji povezanost anti-NMDAR antitijela i cervikalne distonije jest i
povlacenje simptoma bolesnika na lijeCenje steroidima i intravenskim imunogloboulinima
(100). Anti — NMDAR protutijela inace se pronalaze i u ovarijskom teratomu gdje se u sklopu
paraneoplasticnoga sindroma bolest manifestira s poremecajima pamcenja, psihijatrijskim
simptomima, smanjenom svijes¢u i1 hipoventilacijom (101). Son 1 sur. (102) prikazali su
zahvacanje bazalnih ganglija u autoimunom encefalitisu koje je uzrokovalo konvulzivne
napade (102). Nadalje, u prikazima slucajeva troje bolesnika pronadene su lezije u bazalnim
ganglijama, a dvoje od njih su imali distoniju. Iako se distonija s lezijama u bazalnim
ganglijama rijetko opisuje kod encefalitisa s anti-NMDAR protutijelima, treba je uociti kao
znacajan simptom koji ozbiljno utjece na svakodnevne aktivnosti (103). Encefalitis herpes
simplex virusom tipa 1 (HSV1), destruktivni je 1 vrlo inflamatorni encefalitis koji primarno
zahvaca temporalne reZnjeve i okolne strukture.

Nakon oporavka, kod otprilike petine djece s HSV1 encefalitisom dolazi do pogorSanja
s "drugom fazom" encefalitisa, ovaj put s klinickim karakteristikama tipi¢nim za anti -
NMDAR encefalitis, ukljucujuéi izrazene poremecaje pokreta i encefalopatiju, povezane s

pojavom anti - NMDAR antitijela. Ovaj jasan primjer HSV1 encefalitisa koji inducira
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sekundarni anti - NMDAR encefalitis doveo je do hipoteze da inflamatorno uniStavanje
neuralnog tkiva s otpustanjem neuralnih antigena u okolno mozdano tkivo, cirkulaciju i zatim
limfni sustav, rezultira reaktivacijom autoreaktivnih limfocita protiv NMDAR antigena i

produkcijom patogenih anti-NMDAR antitijela (104,105).

29



2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi razliku u koncentraciji NMDAR antitijela u ispitanika s cervikalnom distonijom

prije i 2 mjeseca nakon injekcije botoksa.
2. Utvrditi razliku u koncentraciji NMDAR antitijela s obzirom na spol ispitanika s
cervikalnom distonijom.

3. Utvrditi povezanost izmedu promjene koncentracije antitijela na NMDAR i

subjektivnoga dojma ispitanika s cervikalnom distonijom dva mjeseca nakon injekcije.

4. Utvrditi povezanost duljine bolesti i koncentracije NMDAR antitijela ispitanika s

cervikalnom distonijom.

Hipoteze:

1. Ne ocekuju se promjene u koncentraciji antitijela na NMDAR prije te dva mjeseca nakon

injekcije botulinum toksina u ispitanika s cervikalnom distonijom.

2. Ocekuje se veca koncentracija antitijela na NMDAR u zena nego u muskaraca oboljelih

od cervikalne distonije.

3. Ocekuje se pozitivna povezanost izmedu smanjenja koncentracije antitijela na NMDAR

1 subjektivnoga poboljSanja simptoma oboljelih s cervikalnom distonijom.

4. Ocekuje se veca koncentracija anti — NMDAR antitijela u bolesnika koji imaju dulje

trajanje bolesti (cervikalne distonije).
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Prava su i osobni podatci zasti¢eni u sklad sa Zakonom o zastiti prava bolesnika (NN
169/04, 37/08) te Zakonom o zastiti osobnih podataka (NN 103/03-106/12), a studija je
usuglasena s pravilnikom Kodeksa lije¢nicke etike i deontologije (NN 55/08, 139/15) te
Helsinskom deklaracijom. Istrazivanje se odvilo nakon odobrenja Eti¢koga povjerenstva
Klasa: 003-08 / 23-03 / 0015, Broj: 2181-198-03-04-23-0064-travanj 2023. Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Splitu.

3.1. Ispitanici

Uklju€eno je 11 bolesnika s cervikalnom distonijom. Uzorke se uzimalo prije ili
neposredno nakon injekcije botulinum toksina te dva mjeseca poslije. Jedan ispitanik izbiva
izvan drZave zbog Cega se uzorak seruma dva mjeseca poslije injekcije botoksa nije mogao
prikupiti, dodatno dvama ispitanicima nije proslo vrijeme od dvaju mjeseci za ponovno
dobivanje uzorka seruma. Prosje¢na dob ispitanika jest 67,36 + 11,41 godina. Sedam od
jedanaest ispitanika bili su Zene. Prosjecno trajanje bolesti jest 16,44 + 14,35 godina. Sedam je
ispitanika kontinuirano uzimalo botulinum toksin, dok je 2 prvi put uzelo botoks za lijeCenje
cervikalne distonije, 1 osoba je primila dvije injekcije botoksa. Ispitaniku AM ustanovilo se da
prima botoks tri godine, ali se nije moglo do¢i do podatka kada je prvi put osjetio simptome
cervikalne distonije. Anamnesti¢kim skupljanjem podataka o subjektivnom dojmu ispitanika s
cervikalnom distonijom nakon injekcije botoksa kategorijski se odredio odgovor na

pogorsanje, stagniranje, slabo poboljSanje, umjereno poboljSanje te jako poboljsanje.
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3.2. Postupci i metode

Na Klinici za neurologiju KBC-a Split obavio se neuroloski pregled, injiciranje
botulinum toksina te prikupljanje seruma isti dan. Dva mjeseca poslije obavilo se uzimanje
seruma. Serum se analizirao na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu na Katedri za

medicinsku kemiju i biokemiju.

Uzorke seruma trebalo je sakupiti u epruvetu za odvajanje seruma. ZgruSavanje je
trajalo 2 sata na sobnoj temperaturi, zatim se centrifugiralo na 1000 okretaja 20 minuta.

Nisu se koristili hemolizirani uzorci jer hemoliza utjece na rezultate. Prilikom izvodenja
testa uzorci su bili na sobnoj temperaturi. Obavljen je preliminarni pokus kojim smo utvrdili da
uzorke nije potrebno razrjedivati.

Reagensi se pripremaju na nacin da se sve komponente kompleta i uzorci trebaju prije
upotrebe zagrijati na sobnu temperaturu (18-25°C). Prije upotrebe kompleta osigurano je da su
sve komponente otopljene 1 dobro promijesane. 25x pufer za ispiranje razrijedio se u 1x pufer
za ispiranje uz pomo¢ dvostruko destilirane vode. Standardna radna otopina centrifugirana je
na 1000 okretaja 1 minutu. Rekonstituiran je standard s 1,0 mL standardnoga pufera za
razrjedivanje, drzalo se 10 minuta na sobnoj temperaturi, lagano protreslo (da se ne napravi
pjena). Koncentracija otopine standarda je 20 ng/mL. Pripremljeno je 7 epruveta koje sadrze
0,5 mL standardnoga pufera za razrjedivanje i1 koristili razrijedeni standard za izradu serije
dvostrukih razrjedivanja prema prilozenoj slici. Svaka se epruveta promijesala prije sljedeceg
prijenosa tako S§to se nekoliko puta pipetom usisalo i ispustilo otopinu. Slika 5. prikazuje
postavljenih 7 tocaka razrijedenog standarda 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1,25
ng/mL, 0,63 ng/mL, 0,32 ng/mL, a u posljednjoj epruveti nalazi se standardni pufer za
razrjedivanje 0 ng/ml. Posljednja se epruveta promatrala kao prazna i nije trebalo u nju pipetirati

otopinu iz prethodne epruvete.
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500uL 500uL 500uL  500pL 500puL  500pL

Stock
standard e
w s/ e/ L e/
ng/mL 20 10 5 25 1.25 0.63 0.32

Slika 5. Preuzeto 1 prilagodeno iz: ELK Biotechnology CO., Ltd. Human GRIN1(Glutamate
Receptor, Ionotropic,N-Methyl-D-Aspartate 1) ELISA Kit [Internet]. Wuhan. ELK
Biotechnology; 2024. [citirano 4.srpnja 2024.]. Dostupno na:
https://www.elkbiotech.com/pro/ELKS5387

1x Biotinilirano antitijelo i 1x Streptavidin-HRP kratko se centrifugiraju prije upotrebe.
Razrijede se 100 puta na radnu koncentraciju biotiniliranim puferom za razrjedivanje antitijela
1 HRP puferom za razrjedivanje. Aspirira se potreban volumen TMB supstratne otopine
sterilnim vrhom 1 ne vraca se preostala otopina nazad u bocu.

Prije upotrebe svi su se reagensi zagrijali na sobnu temperaturu (18-25°C). Normalna je
pojava da se u koncentratu (25x) stvore kristali. Zagrijalo se na sobnu temperaturu (temperatura
zagrijavanja ne smije prelaziti 40°C), njezno promijesalo dok se kristali nisu potpuno otopili.

Otapanje standarda vrsilo se 15 minuta prije testa. Da bi se osigurala preciznost pokusa
testirao se duplikat jamica, a prilikom pipetiranja reagensa, drzali smo se konzistentnog
redoslijeda dodavanja od jedne jamice do druge, ¢ime je osigurano isto vrijeme inkubacije za
sve jamice.

Tijekom procesa pranja mikrotitarske plocice, ostatci tekucine za pranje u reakcijskoj
jamici osusili su se apsorbiraju¢im papirom. Papir se ne stavlja direktno u reakcijsku jamicu.
TMB supstratna otopina je osjetljiva na svjetlost zbog ¢ega smo izbjegavali izlaganje svjetlosti.

Dodijelilo se TMB supstratnu otopinu unutar 15 minuta nakon pranja mikrotitarske
plocice. Osim toga, izbjegavao se dodir TMB supstratne otopine s metalom kako bi se sprijecilo
razvijanje boje. TMB je toksi¢an zbog ¢ega smo izbjegavali direktni kontakt s rukama.

Princip testa primijenjen u istrazivanju je sendvi¢ imunoenzimski test. Mikrotitarska
plocica priloZzena ovom kompletu prethodno je prekrivena antitijelom specifi¢nim za humani
N-metil-D-aspartat ionotropni glutamatni receptor (engl. Glutamate Receptor, lonotropic, N-
metil-D-aspartat I, GRINI). Dodani su standardi ili uzorci u odgovarajuée jamice mikrotitarske
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plocice s biotiniliranim antitijelom specificnim za humani GRIN1. Zatim se u svaku jamicu
mikrotitarske plo¢ice dodao avidin konjugiran s peroksidazom hrena (engl. Horseradish
Peroxidase, HRP) te inkubirao. Nakon dodavanja otopine supstrata tetrametilbenzidina (engl.
tetramethylbenzidine, TMB), samo one jamice koje sadrze humani GRINI, biotinilirano
antitijelo i enzimom konjugirani avidin mijenjaju boju. Reakcija enzima i supstrata zaustavlja
se dodavanjem otopine sumporne kiseline, a promjena boje myjeri se spektrofotometrijskim
putem na valnoj duljini od 450 nm £ 10 nm. Koncentracija humanog GRIN1 u uzorcima se tada
odreduje usporedivanjem opticke gustoce (engl. optical density, OD) vrijednosti uzoraka sa
standardnom krivuljom. Detaljni opis sendvi¢ imunoenzimskoga testa jest:

e U odgovaraju¢e jamice dodano je po 100 uL standardne radne otopine ili 100 pL
uzoraka. Pokriveno je poklopcem ploce. Inkubirano je 80 minuta na 37°C.

e [spustena je tekucina iz svake jamice. Usisana je otopina i oprano je s 200 pL. 1x pufera
za ispiranje u svakoj jamici i ostavljeno je da stoji 1 - 2 minute. Potpuno je uklonjena
preostala tekucina iz svih jamica lupkanjem ploc¢ice o apsorbirajuci papir. Ispere se
ukupno 3 puta. Nakon posljednjeg pranja, uklonjen je preostali pufer za ispiranje
usisavanjem ili prelijevanjem. Plocica je okrenuta naopako i osusena je apsorbiraju¢im
papirom.

e U svaku jamicu doda se 100 pL radne otopine biotiniliranih antitijela, pokrije se jamica
poklopcem ploce 1 inkubira se 50 minuta na 37°C.

e Ponovi se proces usisavanja i ispiranja ukupno 3 puta kao $to je prethodno provedeno.

e U svaku jamicu dodaje se 100 pL radnog otopine Streptavidin-HRP, pokriju se jamice
poklopcem ploce 1 inkubiraju 50 minuta na 37°C.

e Ponovi se proces usisavanja i ispiranja ukupno 5 puta kao $to je prethodno provedeno.

e U svaku jamicu dodaje se 90 pL. TMB supstrata. Pokrije se novim poklopcem ploce.
Inkubira se 20 minuta na 37°C (ne prelazite 30 minuta) u tami. TMB supstratna otopina
oboji teku¢inu u plavo. Zagrije se ¢ita¢ mikrotitarskih ploCica oko 15 minuta prije
mjerenja OD vrijednosti.

e U svaku jamicu dodaje se 50 pL stopnog reagensa. Otopina porumeni nakon dodavanja
stopnog reagensa. PromijeSana je otopina iganim lupkanjem po strani ploce.

e Obrisu se sve kapljice vode i otisci prstiju s dna plo€ice 1 provjeri se da nema mjehuri¢a
na povrsini. Zatim je pokrenut ¢ita¢ mikrotitarskih plocica i proveli mjerenje na valnoj
duljini od 450nm.

e JIzracunat je prosjek vrijednosti duplikata za svaki standard, kontrolu i uzorak. Od

prosjeka je oduzeta opticka gustocéa standarda nule.
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e Konstruirana je standardna krivulja s koncentracijom humanog GRIN1 proteina na y-
osi i apsorbancijom na x-osi. Nacrtana je najbolja prikladnu krivulja kroz tocke na

grafikonu.

Sazeti pregled postupka sendvi¢ imunoenzimske analize je da nakon Sto se komplet
ekvilibrira na sobnu temperaturu, da se dodaje 100 pL standardnoga radnog pufera (postupno
razrijedenog) ili 100 pL uzorka u svaku jamicu mikrotitarske plo€ice i inkubira se na 37°C 80
minuta. Uklanja se teku¢ina iz mikrotitarske ploCice, dodaje se 200 pL pufera za ispiranje
jedanput u svaku jamicu i opere se plocica 3 puta. Nakon $to se osusi na Cistom apsorbiraju¢em
papiru, dodaje se 100 pL otopine biotiniliranih antitijela jedanput u svaku jamicu te se inkubira
na 37°C 50 minuta. Uklanja se tekuc¢ina iz mikrotitarske ploc¢ice, dodaje se 200 puL pufera za
ispiranje jedanput u svaku jamicu 1 opere se plocica 3 puta. Nakon $to se osuSi na
apsorbiraju¢em papiru, dodaje se 100 puL otopine Streptavidin-HRP jedanput u svaku jamicu te
se inkubira na 37°C 50 minuta. Uklanja se teku¢ina iz mikrotitarske plocice, dodaje se 200 puL
pufera za ispiranje jedanput u svaku jamicu 1 opere se plocica 5 puta. Nakon §to se osus$i na
¢istom apsorbiraju¢em papiru, dodaje se 90 puL otopine supstrata TMB u svaku jamicu i inkubira
na 37°C 20 minuta u tamu. Naposljetku, dodaje se 50 puL stopne otopine u svaku jamicu,
protrese se mikrotitarska ploCica na vibracijskom uredaju za ploCice 1 minutu kako bi se

promijesala. Zapisane su OD vrijednosti na 450 nm, a zatim smo izracunali rezultate. (161)

3.3. Statisticka obrada podataka

Srednja vrijednost + standardna devijacija, medijan zajedno s interkvartilnim
rasponom te minimalna i maksimalna vrijednost posluZila je za prikaz kvantitavnih varijabli.
Cijelim brojevima 1 postotcima prikazalo se kategorijske varijable. Podatke se analiziralo s

alatom Jamovi 2.3.

Da se testira razlika koristila se jednosmjerna analiza varijance i t — test za nezavisne
uzorke. Povezanost se racunala preko Pearsonova koeficijenta korelacije. P<0,05

postavljena je kao znacajna vrijednost. Pearsonov se koeficijent korelacije rabio za provjeru
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povezanosti promjene koncentracije anti — NMDAR antitijela prije i poslije botoksa te

subjektivnoga dojma bolesnika o simptomima.
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4. REZULTATI
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Tablica 2. Osnovne demografske karakteristike ispitanika s cervikalnom distonijom

Mjera Bolesnici s Zene s Muskarci s

Srednja vrijednost  cervikalnom cervikalnom cervikalnom

+SD distonijom  distonijom  distonijom
(N=10)* (N=7) (N=3)*
Dob 67,36 + 67,86 + 70+9,2
11,41 11,32
Visina (cm) 170,9 + 167 +7,05 180 +1,63
8,89*
Tjelesna masa (kg) 77,3 £ 71,43 91 £6,38
1541 * 13,16
ITM (kg/m?) 26,39 + 25,64 + 28,12 +
4,32* 4,44 2,38
Zene/Muskarci (n) 1,75 - -

Osnovne mjere prikazane su kao srednja vrijednost £ standardna devijacija. ITM — indeks tjelesne

mase; n — broj ispitanika; *nije prikupljen podatak za AM

Medu bolesnicima kojima je dijagnosticirana cervikalna distonija te koji su pristali

sudjelovati bilo je 7 Zena (63,64%) te 4 muskarca (36,36%), omjer Zena naspram muskaraca

jest 1,75/1. Na Slici 6 prikazana je raspodjela po spolu oboljelih od cervikalne distonije.
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mMudkarci mZene

Slika 6. Graficki prikaz raspodjele osoba koje boluju od cervikalne distonije

Osam ispitanika iskazalo je subjektivni osjecaj poboljSanja simptoma dva mjeseca
nakon injekcije botoksa, Jedna je ispitanica posvjedocila da ne postoji promjena u subjektivnom
osjecaju simptoma cervikalne distonije dva mjeseca nakon injekcije, dok je jedna ispitanica
imala subjektivni osje¢aj pogorsanja simptoma dva mjeseca nakon injekcije botoksa. Pet je
ispitanika prijavilo jako poboljSanje simptoma. Na Slici 7 prikazana je raspodjela ispitanika po

subjektivnim simptomima oboljelih od cervikalne distonije.

Subjektivni simptomi bolesnika

m Pogors3anje = Stagnacija m Slabo poboljSanje

s Umjereno pobolijsSanje mJako poboljSanje
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Slika 7. Graficki prikaz usporedbe subjektivnih simptoma bolesnika 2 mjeseca nakon injekcije

botoksa

Tablica 3. Kvantitativna varijabla markera bolesti (N = 11)

Medija

Varijabla M SD n Min Max IQR F Df P
NMDAR At

prije(ng/mi) 565 0,97 5 1,9 116 376 1,089 1 0,3112
*NMDAR At 1,0-
poslie(ng/m)  go3 258 465 1 17,2 16,88

M — aritmeticka sredina ili srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min — minimalna

vrijednost, max — maksimalna vrijednost, IQR - interkvartilna vrijednost, * 8 ispitanika

Prema podatcima iz Tablice 3. ne postoje statisticki znacajne razlike u koncentraciji antitijela
na NMDAR medu bolesnicima na pocetku terapije botulinum toksinom te dva mjeseca poslije

(P>0,05).

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu promjene serumske koncentracije 1
subjektivnoga dojma oboljeloga (r = 0,13, P=0,89). No, treba se naglasiti da je 5 bolesnika koji
su usmeno iskazali jako poboljSanje simptoma nakon injekcije botoksa svi redom imali

smanjenje koncentracije antitijela na NMDAR dva mjeseca poslije primanja injekcije.
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Tablica 4. Prikaz koncentracije antitijela u Zena prije 1 poslije injekcije botoksa (N=7)

Medija
Varijabla M SD n Min Max IQR t
NMDAR At 4.4 -
prije(ng/mi) 59 264 5 3 11 76
*NMDAR At 0,5
poslije(ng/m 12,8 -
) 7,9 7,06 4,65 1 172 16,88

At — antitijelo, M — aritmeticka sredina ili srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min —

minimalna vrijednost, max — maksimalna vrijednost , IQR — interkvartilni raspon, *N=6

Tablica 5. Prikaz koncentracije antitijela u muskaraca prije 1 poslije injekcije botoksa (N=4)

Medija
Varijabla M SD n Min Max IQR t
NMDAR At 1 08
prije(ng/mi) 523 450,36 3.7 1.9 116 10
*NMDAR At 0,53
poslije(ng/m 1103,0 1.05—
) 9,2 9 9,2 1.4 17 14,05

At — antitijelo, M — aritmeticka sredina ili srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min —

minimalna vrijednost, *N=2

Prikazom Zenskih uzoraka seruma u Tablici 4. nije se pronasla statisticki znac¢ajna razlika u
koncentraciji antitijela prije i poslije injekcije botoksa (P>0,05). Tablica 5. pokazuje da se

statistiCki znacajna razlika ne moze utvrditi ni u muskih uzoraka (P>0,05).

Tablica 6. t-test za odredivanje razlike u koncentraciji anti — NMDAR antitijela s obzirom na

spol ispitanika s cervikalnom distonijom (N=11).

Varijabla My Ms SDv  SDz t df P
NMDAR At
(ng/ml) 655 682 638 504 010 17 0,92

At — antitijelo, My — srednja vrijednost muskaraca, Mz — srednja vrijednost Zena, SDy — standardna

devijacija muskaraca, SD; — standardna devijacija Zena

Tablica 6. prikazuje da se t — testom za nezavisne uzorke nije pronasla statisticki

znacajna razlika u koncentraciji NMDAR antitijela s obzirom na spol (P = 0,92).
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5. RASPRAVA
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Nakon Parkinsonove bolesti i esencijalnoga tremora distonija je tre¢i najcesS¢i
poremecaj pokreta (162). Fokalna je distonija najcesc¢a te zahvaéa samo jedan dio tijela.
Najces¢i fokalni oblik jest upravo cervikalna distonija (163). Prevalencija cjelokupne
distonije je 601,1/1000000 od ¢ega je cervikalna distonija najéesca s prevalencijom od
251,1/1000000 (5). U cervikalnoj su distoniji Zene pogodene gotovo tri i pol puta vise od
muskaraca prilikom ¢ega je prosjecna dob oboljelih 63,8 s prosjeénom dobi pocetka
bolesti od 45,5 te prosjeCnim trajanjem bolesti od 14,6 godina. (5,10) U nasoj studiji
sudjelovali su ispitanici koji su bili nesto stariji, s prosjenom dobi bolesnika od 68,5

godina.

Mehanizam je nastanka cervikalne distonija sloZzen 1 ne sasvim poznat. Posljedica
je vise uzroka, genetski zajedno sa sekundarnim uzrocima. Ipak, najvec¢i dio cervikalnih
distonija klasificira se kao idiopatski oblik (11,15). Siriratmanova metaanaliza naglasava
vaznost imunoloSkih mehanizama u nastanku bolesti poremecaja pokreta, Sto ukljucuje
koreju, mioklonus i distoniju. Anti — NMDAR antitijela imala su najvecu prevalenciju
medu svim antitijelima te je u drugoj studiji ustanovljeno da encefalitis posredovan anti
— NMDAR antitijelima kao glavnu klinicku sliku moze imati cervikalnu distoniju (27,28).
Dijagnoza bolesti postavlja se na temelju klinickoga pregleda kojim se dobiva uvid u
prisutnost suportivnih te izostanak iskljucuju¢ih kriterija (40). Usprkos tomu,
dijagnosticiranje cervikalne distonije i dalje je podlozno pogreskama zbog Siroke lepeze
simptoma i znakova kojima se moze manifestirati te time navesti lijeCnike na krivi trag
zbog Cega je korisno imati visokoosjetljivi i visokospecificni marker za prepoznavanje te
bolesti (25). Balint i sur. (156) prijavljuju prisutnost anti— NMDAR antitijela u izoliranoj
kraniocervikalnoj distoniji koja se pojavljuje i samostalno i u sklopu encefalopatskih
sindroma. Korelacija i korisnost kao visokoosjetljivih i visokospecificnih markera treba
se dokazati (156,164).

Anti — NMDAR antitijela korisna su kao marker u autoimunom encefalitisu.
Razli¢iti podtipovi anti — NMDAR antitijela mogu posluziti kao diferencirajuc¢i biomarker
izmedu akutno nastale shizofrenije i autoimunoga encefalitisa (165).

Vecina se autoimunih bolesti ¢eS¢e se pojavljuje medu Zenama, cervikalna je
distonija ¢eS¢a kod zena. U cervikalnoj distoniji Zene su zahvacene 3 do 3 1 pol puta vise
od muskaraca. U naSoj studiji pronasli smo da zene ¢es¢e boluju od cervikalne distonije s
omjerom zena 1,75:1 naspram muskaraca, §to ne odgovara u potpunosti rezultatima Le

Doux i sur. (9). Nizak omjer Zena naspram muskaraca u nasem istrazivanju vjerojatno je
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rezultat nedovoljno velike skupine bolesnika.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji anti — NMDAR antitijela prije i
dva mjeseca poslije davanja injekcije botoksa u serumu medu bolesnicima koji su imali
subjektivni osjecaj pogorSanja ili stagniranja simptoma. Nasuprot tomu, smanjila se
koncentracija antitijela kada se gleda koncentracija netom prije davanja botoksa i dva
mjeseca poslije u bolesnika koji su imali subjektivni osjecaj jakoga poboljsanja nakon
injekcije botoksa.

U naSem istrazivanju nije se pronaSlo razlike u koncentraciji anti — NMDAR
antitijela izmedu muSkaraca 1 Zena. Razlog ovomu moZe biti malen broj ispitanika
sveukupno, a napose malen broj muskih ispitanika.

Moguca uloga anti — NMDAR antitijela kao dijagnosti¢koga biomarkera trenutno
nije jasna te zahtijeva daljnji istraZzivacki rad. Rezultati naSega istrazivanja pokazali su da
5 ispitanika sa subjektivnim osjecajem jakoga poboljSanja simptoma nakon botoksa imaju
manju koncentraciju antitijela (r = 0,13; P=0,89). Daljnja istrazivanja uz veci broj
ispitanika pokazat ¢e je li antitijelo na NMDA receptore marker moguce koristiti kao
marker u pracenju tijeka bolesti.

Nadalje, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu duljine bolesti
i prve koncentracije anti — NMDAR antitijela (r=0,653, P=0,04). Moguc¢i razlog je da su
bolesnici kojima je teza klini¢ka slika viSe suradljivi te voljni ostati dulji vremenski
interval pod pregledima specijalista neurologije od onih kojima je klinic¢ka slika blaza te
da je sama teZina klinicke slike povezana s sa serumskom koncentracijom anti — NMDAR
antitijela. Pozitivna se korelacija nije utvrdila s drugom serumskom koncentracijom anti
— NMDAR antitijela. Potencijalno je objaSnjenje da je anti — NMDAR antitijelo
monitoriraju¢i marker te da se terapijom cervikalne distonije njegova koncentracija snizi.
Naravno, potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi se potvrdila ovakva uloga antitijela na
NMDAR.

Istrazivanje ima svoja ogranienja, a to su: a) regrutacija bolesnika u samo jednom
klinickom bolnickom centru u kratkom vremenskom periodu, b) nismo imali moguénost
primjene ocjenskih ljestvica za cervikalnu distoniju kojima bi se dalje mogla ispitati
upotreba anti — NMDAR antitijela za ocjenu stanja poslije botoksa, c¢) nije ukljucena
kontrolna skupina ispitanika.

Nase je istrazivanje na malom uzorku od 11 ispitanika pokazalo povezanost izmedu
anamnestickih podataka o teZini cervikalne distonije te prve serumske koncentracije anti

— NMDAR antitijela. Uocen je pozitivan trend smanjenja koncentracije anti —- NMDAR
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antitijela nakon botoksa i jakoga poboljSanja simptoma cervikalne distonije. Ovi podatci
navode na nuznost provodenja daljnjih istrazivanja NMDAR i njegove uloge u cervikalnoj

distoniji.
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6. ZAKLJUCCI
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Rezultati nase studije upuéuju na sljedeée zakljucke:

1. Ne ocekuju se promjene u koncentraciji antitijela na NMDAR prije te dva mjeseca nakon

injekcije botulinum toksina u ispitanika s cervikalnom distonijom. Hipoteza 1 je potvrdena.
2. Ne ocekuje se veca koncentracija antitijela na NMDAR u zena nego u muskaraca oboljelih
od cervikalne distonije. Hipoteza 2 nije potvrdena.

3. Ocekuje se pozitivna povezanost izmedu smanjenja koncentracije antitijela na NMDAR 1
subjektivnoga poboljSanja simptoma oboljelih s cervikalnom distonijom. Hipoteza 3

djelomi¢no je potvrdena.

4. Ocekuje se veca koncentracija anti — NMDAR antitijela u bolesnika koji imaju dulje trajanje

bolesti (cervikalne distonije). Hipoteza 4 djelomi¢no je potvrdena.
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Cilj istrazivanja: Usporediti serumske koncentracije anti-NMDAR antitijela kod bolesnika s
cervikalnom distonijom prije i poslije injekcije botulinum toksina uzevsiu obzir duljinu trajanja

bolesti, spol, i subjektivne procjene stanja bolesnika nakon primjene botulinum toksina.

Ispitanici i postupci: Ukljucilo se jedanaestero oboljelih od cervikalne distonije. Prosjecna je
dob ispitanika 67,36 £ 11,41. Cervikalna distonija sudionika studije prosjec¢no traje 16,44 +
14,35. Sedam je ispitanika kontinuirano dulji vremenski interval uzimalo botulinum toksin, dok
je dvoje prvi put uzelo botoks za lijeCenje cervikalne distonije, jedna je osoba primila dvije
injekcije botoksa. Netom prije ili poslije neuroloskoga pregleda uzimao se serum nakon cega
se ispitanicima injicirao botulinum toksin. Sljede¢i se uzorak seruma prikupio dva mjeseca
poslije botulinum toksina. Serumska se koncentracija anti — NMDAR antitijela izmjerila
koriStenjem Human GRIN1(Glutamate Receptor, Ionotropic, N-Methyl-D-Aspartate 1) ELISA
Kit (ELK5387). Serumske su koncentracije anti — NMDAR antitijela izmjerene prije injekcije
botoksa i dva mjeseca poslije injekcije botulinum toksina. Usporedilo se koncentracije medu
spolovima. Nastojalo se dovesti u korelaciju promjene serumske koncentracije antitijela na
NMDAR i subjektivni dojam bolesnika o bolesti. Takoder, nastojalo se utvrditi korelaciju
koncentracije anti — NMDAR antitijela i duljine cervikalne distonije. Statisticki su znacajni
rezultati ako je P<0,05.

Rezultati: 7 (63,64%) su ispitanika Zene, 4 (36,36%) su muskarca od ukupno 11. Omjer Zena
naspram muskaraca jest 1,75:1. 7 je ispitanika uzimalo botulinum toksin dulji vremenski
interval, dvoje je prvi put primilo injekciju botulinum toksina, jedan je ispitanik uzeo injekciju
botoksa dva puta. Nije se dobilo statisticki znacajnih razlika usporedivanjem serumske
koncentracije anti — NMDAR antitijela prije i dva mjeseca nakon injekcije botoksa kao ni
usporedbom po spolu. Serumska je koncentracija anti — NMDAR antitijela prije injekcije
botoksa iznosila 5,65 + 0,97, dva mjeseca poslije injekcije botulinum toksina bila je 8,23 +0,97.
Prosje¢na je serumska koncentracija anti — NMDAR antitijela prije botoksa u Zena iznosila 5,9
+ 2,64, a poslije 7,9 + 7,06. U muskaraca je prije botoksa bila 5,23 + 450,36 te poslije 9,2 +
1103,09. Iako nije uocCen statisticki znacajan rezultat za povezanost subjektivnoga dojma
oboljelih od cervikalne distonije i promjene serumske koncentracije anti — NMDAR antitijela
dva mjeseca nakon injekcije botoksa uvidjelo se da oboljeli s jakim subjektivnim poboljSanjem
simptoma nakon injekcije botoksa imaju trend smanjenja serumse koncentracije antitijela.
Uocen je statisticki znacajan rezultat izmedu duljine bolesti i prve serumske koncentracije
antitijela (r=0,653, P=0,04). Isto nije primije¢eno za drugu serumsku koncentraciju antitijela.

Zakljucak: Koncentracija anti — NMDAR antitijela se ne razlikuje u serumu izmedu ispitanika
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s cervikalnom distonijom prije i dva mjeseca nakon injekcije botulinum toksina. Ne postoji
razlika u serumskoj koncentraciji izmedu Zena i muskaraca oboljelih od cervikalne distonije.
StatistiCki znacajna povezanost nije uocena za subjektivni dojam oboljeloga od cervikalne
distonije i promjene serumske koncentracije antitijela, iako ispitanici s jakim poboljSanjem
imaju trend smanjenja koncentracije antitijela. Dulje trajanje bolesti pozitivno je povezano s
prvom serumskom koncentracijom. Isto se ne moze re¢i za drugu. Potrebna su daljnja
istrazivanja na ve¢im uzorcima za dokazivanje povezanosti duljine trajanja bolesti i
koncentracija anti — NMDAR antitijela te promjene koncentracije anti — NMDAR 1 povezanost

s tezinom klini¢ke slike.
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Objective: To compare serum concentrations of anti-NMDAR antibodies before and two
months after botulinum toxin injection. To determine the association between changes in anti-
NMDAR antibody concentrations before and two months after botulinum toxin injection and
patients' subjective perception of their cervical dystonia. To compare anti-NMDAR antibody
concentrations by sex. To determine the association between the duration of cervical dystonia

and anti-NMDAR antibody concentration.

Methods: Eleven patients with cervical dystonia were included. The mean age of the
participants was 67.36 + 11.41 years. The participants' cervical dystonia had lasted an average
of 16.44 + 14.35 years. Seven participants had been taking botulinum toxin for a longer period
of time, while two were receiving botulinum toxin for the first time to treat their cervical
dystonia, and one person had received two botulinum toxin injections. Serum was collected
before or after the neurological examination, and the participants were then injected with
botulinum toxin. The next serum sample was collected two months late rafter botulinum toxin
injection. Serum concentrations of anti-NMDAR antibodies were measured using the Human
GRIN1(Glutamate Receptor, Ionotropic, N-Methyl-D-Aspartate 1) ELISA Kit (ELK5387).
Serum concentrations of anti-NMDAR antibodies were measured before botulinum toxin
injection and two months after botulinum toxin injection. Concentrations were compared
between sexes. An attempt was made to correlate changes in serum anti-NMDAR antibody
concentrations with patients' subjective perception of their disease. An attempt was also made
to determine the correlation between anti-NMDAR antibody concentration and the duration of

cervical dystonia. Statistical significance was set at P<0.05.

Results: Seven (63.64%) of the participants were women and 4 (36.36%) were men, for a total
of 11 participants. The female-to-male ratio was 1.75:1. Seven participants had been taking
botulinum toxin for a longer period of time, two received botulinum toxin injections for the first
time, and one participant received two botulinum toxin injections. No statistically significant
differences were found in serum anti-NMDAR antibody concentrations before and two months
after botulinum toxin injection, or between sexes. The mean serum anti-NMDAR antibody
concentration before botulinum toxin injection was 5.65 +0.97, and two months after botulinum
toxin injection was 8.23 + 0.97. The mean serum anti-NMDAR antibody concentration before
botulinum toxin injection in women was 5.9 + 2.64, and after was 7.9 + 7.06. In men, the mean
serum anti-NMDAR antibody concentration before botulinum toxin injection was 5.23 +

450.36, and after was 9.2 + 1103.09. While no statistically significant result was observed for
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the association between patients' subjective perception of cervical dystonia and changes in
serum anti-NMDAR antibody concentrations two months after botulinum toxin injection,
patients with significant subjective improvement in symptoms after botulinum toxin injection
showed a trend towards decreased serum antibody concentrations. A statistically significant
result was observed between the duration of illness and the first serum antibody concentration

(r=0.653, P=0.04). This was not observed for the second serum antibody concentration.

Conclusion: Serum anti-NMDAR antibody concentrations do not differ between patients
before and two months after botulinum toxin injection. There is no difference in serum anti-
NMDAR antibody concentrations by sex. No statistically significant association was found
between patients' subjective perception of cervical dystonia and changes in serum antibody
concentrations, although patients with significant improvement showed a trend towards
decreased antibody concentrations. Longer duration of illness is positively associated with the
first serum concentration. This cannot be said for the second. Further studies on larger samples
are needed to prove the association between disease duration and anti-NMDAR antibody
concentrations and the changes in anti-NMDAR concentration and the association with the

severity of the clinical picture.
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10. ZIVOTOPIS
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