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REZIME

Uvod: Amiotroficna lateralna skleroza (ALS) nastaje usled primarnog oStecenja
motornih neurona na nivou kore velikog mozga, jedara mozdanog stabla i prednjih
rogova ki¢mene mozdine. Oko 90% ALS pacijenata Cini tzv. sporadi¢nu ALS (SALS),
dok 5-10% pacijenta ima genetsku ili familijarnu osnovu bolesti (FALS). Do sada je
opisano vise od 20 gena povezanih sa ALS. Nisu poznate epidemioloske i1 klinicke
karakteristike pojedinih formi FALS u Srbiji. U svetu nedostaju podaci o zahvaéenosti
centralnog nervnog sistema (CNS) u sklopu FALS.

Ciljevi ovog istrazivanja su bili: molekularno-genetsko ispitivanje pacijenata sa ALS na
prostoru Srbije; odredivanje tipicnih klini¢kih znakova u subpopulaciji pacijenata sa
FALS:; ispitivanje korelacija klinickih i genetskih karakteristika, ukljucujuci poredenje
nalaza neuropsiholoskog testiranja i morfoloskih specificnosti mozga i ki¢mene
mozdine analiziranih pomoc¢u savremenih metoda magnetne rezonancije (MR).

Metod: U ovo ispitivanje ukljucen je 241 pacijent iz hospitalnog registra Klinike za
neurologiju Klinickog centra Srbije. Pacijenti su testirani na slede¢e mutacije: SODI
(svih 5 egzona), TDP 43 (egzon 6), FUS (egzoni 14 i 15), c9orf72 i ANG. Genetska
grupa od 37 ispitanika poredena je klini¢ki sa 32 SALS pacijenta bez verifikovane
mutacije. Neuropsiholosko testiranje je sprovedeno kod 22 SOD1 pozitivna ispitanika, 5
SOD1 negativnih ispitanika pozitivnih na druge ALS gene i 82 zdrave kontrole.
Primenjivani su testovi za kognitivni skrining, procenu opSteg intelektualnog nivoa,
paznje, pamcenja, vizuospacijalnih 1 konstrukcionih, egzekutivnih i jezickih funkcija.
Od 69 pacijenta sa ALS, MR pregledom mozga i vratnog dela kicmene moZdine na
aparatu od 1,5T je obuhvacena grupa od 23 genetski determinisanih pacijenata i 11 iz
grupe SALS. Kontrolna grupa bila je sastavljena od 34 uparena zdrava ispitanika.
Analizirana je debljina korteksa, mikrostruktura puteva bele mase, funkcionalna
povezanost delova mozga u stanju mirovanja, kao i analiza strukture ki¢mene mozdine.
Rezultati: Ukupno 37 (15,4%) od 241 pacijenta imalo je jednu ili viS§e mutacija u
testiranim ALS genima. U genetskoj grupi 27 pacijenta je imalo mutaciju u SOD1 genu
(72,9%), Sest pacijenata je imalo mutaciju u genu za c9orf72 (16,2 %), dva pacijenta
mutaciju u ANG genu (5.4%), jedan pacijent je imao mutaciju u TDP43 genu (2,7%), a
jedan kombinovanu mutaciju c9orf72, FUS 1 ANG (2,7%). Svi SOD1 pozitivni pacijenti



imali su spinalni pocetak bolesti i u vecini slucajeva (85,2%) prvi simptomi su bili u
donjim udovima. Bulbarni pocetak je bio ¢es¢i kod SODI1 negativnih FALS pacijenata.
Senzitivni poremecaji su zabelezeni kod 14 (51,9%) SOD1 pozitivnih i dva (20,0%)
SODI1 negativna pacijenta (p>0,05). Poremecaji sfinktera registrovani su samo u SODI1
pozitivnoj grupi (p<0.01). Opsti kognitivni skrining je pokazao losije rezultate kod ALS
u poredenju sa zdravima (p<0.01). SOD1 pozitivni pacijenti su postigli znatno nizi
rezultat na egzekutivnom testu nego zdrave kontrole (p <0.01). Sa druge strane, SOD1
negativni pacijenti su pokazali lo§iji rezultat u: ops$tem intelektualnom nivou, verbalnoj i
vizuospatijalnoj memoriji, egzekutivnoj funkciji (p<0.01), paznji, kao i jezickim
funkcijama (p<0.05) u poredenju sa zdravim kontrolama. Nisu utvrdene znacajne
razlike izmedu pacijenata sa SOD1 ALS, SALS pacijenata i1 zdravih kontrola u debljini
korteksa. U poredenju sa zdravim kontrolama, SALS pacijenti imali su znacajno
smanjenje frakcione anizotropije i levog i desnog kortikospinalnog puta (p=0,001 i
p=0,02) i povecanu radijalnu difuzivnost levog kortikospinalnog puta (p=0,01).
Pacijenti sa SOD1 ALS imali su promene koje su bile izmedu kontrola i sALS
pacijenata (p=0,06). Posmatraju¢i senzorimotornu mrezu, SALS pacijenti su pokazali
povecanu funkcionalnu povezanost desnog precentralnog korteksa u poredenju sa
kontrolama, §to pokazuju i voxel-wise analiza i analiza regiona od interesa (ROI)
(Grafikon 2). Uz to, ROI analiza je pokazala povec¢anu funkcionalnu povezanost i levog
precentralnog korteksa pacijenata sa SALS u odnosu na kontrole (p=0,05). SOD1 ALS
pacijenti imali su znacajno smanjenje srednje vrednosti povrSine poprec¢nog preseka
cervikalne kicmene mozdine od nivoa C2 do nivoa C7 u odnosu na SALS pacijente.
Zakljucak: U populaciji pacijenata sa ALS na prostoru Srbije, oko 15% je imalo
genetsku osnovu bolesti, pri cemu su mutacije u SOD1 genu ¢inile vise od dve trecine.
Pacijenti sa SOD1 ALS su ¢esto imali spinalni pocetak bolesti, senzorne i sfinkterijalne
smetnje, egzekutivnu disfunkciju, te oStecenje kortikospinalnog puta i atrofiju kicmene
mozdine. SOD1 negativni FALS pacijenti su obi¢no imali bulbarni pocetak bolesti 1 Siru
afekciju kognitivnih funkcija.

Klju¢ne reci: amiotroficna lateralna skleroza (ALS), SODI1 gen, c9orf72, kognicija,
difuzioni tenzorski imidzing, debljina korteksa, funkcionalna povezanost mozga,
atrofija ki¢me mozdine

naucna oblast: medicina; uZa naucna oblast: neurologija



ABSTRACT

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is caused by damage of motor
neurons in bran cortex, brainstem and the spinal cord. About 90% of ALS patients have
sporadic disease form (SALS), while 5-10% of patients have a genetic or familial
disease (FALS). So far, more than 20 genes have been associated with ALS. The
epidemiological and clinical characteristics of certain forms of FALS in Serbia are not
known. Furthermore, there is a lack of data on central nervous system (CNS)

involvement in FALS worldwide, both in terms of neuroimaging and cognitive testing.

The objectives of this research were: molecular-genetic testing of ALS patients in
Serbia; determination of typical clinical signs in subpopulation of patients with FALS;
correlations of clinical and genetic characteristics, including neuropsychological testing
and morphological specificities of the brain and spinal cord analyzed using modern

magnetic resonance imaging (MRI) methods.

Method: This study included 241 patients from the Neurology Clinic, Clinical Center of
Serbia. Patients were tested for the following mutations: SOD1 (all 5 exons), TDP 43
(exon 6), FUS (exon 14 and 15), c9orf72 and ANG. A genetic group of 37 subjects was
compared clinically with 32 SALS patients without a verified mutation.
Neuropsychological testing was performed in 22 SOD1 positive subjects, 5 SOD1
negative subjects positive for other ALS genes and 82 healthy controls (HCs). Cognitive
screening, as well as tests of general intellectual level, attention, memory, visuospacial,
executive and linguistic functions were applied. Of the 69 patients with ALS, MRI
examination of the brain and cervical spinal cord on the 1.5T equipment were conducted
on 23 genetically determined patients and 11 SALS subjects. The control group was
composed of 34 subjects macthed for gender and age. Cortical thickness analysis, white
matter microstructural assessment, functional MRI at resting state, and the analysis of

the spinal cord were made.

Results: A total of 37 (15.4%) of 241 patients had one or more mutations in tested ALS
gene. In the genetic group, 27 patients had a mutation in the SOD1 gene (72.9%), six
patients had a mutation in the c9orf72 gene (16.2%), two in the ANG gene (5.4%), one
in the TDP43 gene (2.7%), and one had combined mutations of c9orf72, FUS and ANG
(2.7%). All SOD1 positive patients had the spinal onset of the disease, and in most



cases (85.2%), the first symptoms were in the lower limbs. The bulbar start was more
common in SOD1 negative FALS patients. Sensory disorders were observed in 14
(51.9%) SOD1 positive and two (20.0%) SODL1 negative patients (p>0.05). Sphincter
disorders were registered only in the SOD1 positive group (p<0.01). General cognitive
screening showed poorer results in ALS compared to HCs (p<0.01). SOD1 positive
patients achieved a significantly lower result on an executive tests than HCs (p<0.01).
On the other hand, SOD1 negative patients showed worse results in: general intellectual
level, verbal and visuospatial memory, executive functions (p <0.01), attention and
linguistic functions (p<0.05) compared to HCs. Significant differences were not found
between patients with SOD1 ALS, SALS patients and HCs regarding cortical thickness.
Compared to HCs, SALS patients had a significant reduction in fractional anisotropy in
both left and right corticospinal pathways (p=0.001 and p=0.02) and increased radial
diffusivity of the left corticospinal pathway (p=0.01). Patients with SOD1 ALS were
between controls and SALS patients (p=0.06). Regarding the sensorimotor network,
SALS patients showed an increased functional correlation of the right prefrontal cortex
compared to controls, which is shown both by voxel-wise analysis and analysis of the
region of interest (ROI). In addition, ROI analysis showed increased functional
correlation of left prefrontal cortex of patients with SALS compared to controls
(p=0.05). SOD1 ALS patients compared to SALS patients had a significant reduction in

mean surface area of the cervical spinal cord cross-section from level C2 to level C7.

Conclusion: In the population of ALS patients in Serbia, about 15% had a genetic basis
of the disease, with mutations in the SOD1 gene comprising more than two thirds of
FALS cases. Patients with SOD1 ALS often had spinal disease onset, sensory and
sphincteric disturbances, executive dysfunction, as well as corticospinal damage and the
spinal cord atrophy. SOD1 negative FALS patients usually had bulbar onset and a

broader cognitive dysfunction.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis (ALS), SOD1 gene, c9orf72, cognition,
diffusion tensor imaging, cortical thickness, functional brain MRI, spinal cord atrophy

scientific field: medicine; narrow scientific field: neurology
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1. UvOoD
1.1. ISTORIJAT AMIOTROFICNE LATERALNE SKLEROZE

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je neuroloski entitet poznat vise od 150
godina, i smatra se progresivnim neurodegenerativnim oboljenjem koje nastaje usled
primarnog oSte¢enja motronih neurona na nivou kore velikog mozga, jedara mozdanog
stabla i prednjih rogova ki¢mene mozdine (Leigh et al. 1991). Medutim, sa
napredovanjem procesa razjasnjenja etiopatogeneznih mehanizama bolesti, ALS se vise
ne moze smatrati samo boles¢u motornog neurona. Naime, danas se ALS sagledava kao
multifaktorijalni sindrom i multisistemska bolest sa postojanjem, osim motornih, i
ekstramotornih promena u frontotemporalnom korteksu, hipokampusu, talamusu,
substanciji nigri, spinocerebelarnom traktu, dorzalnim kolumnama i perifernim nervima
(Turner et al. 2013). Ipak, i posle svih novih otkrica, bolest je neizle¢iva i kod najveceg
broja obolelih pacijenata, bolest se zavrSava smrtnih ishodom nakon 2-5 godina od

nastanka prvih simptoma bolesti usled razvoja teske respiratorne insuficijencije.

Prvi opis bolesti dali su Duchenne i Aran (1849-1850), koji su na osnovu
fenotipa ispoljavanja bolesti (progresivnog gubitka miSi¢ne mase) inicijalno bolest
nazvali progresivna miSi¢na atrofija. Cruveilhier (1853) je ukazao da patofizioloski
proces obuhvata prednje (motorne) spinalne korenove i da se moze smatrati boles¢u
koja nastaje usled poremecaja u nivou kicmene mozdine. Ubrzo je usledila i studija u
kojoj je Luys (1860) uocio po prvi put oStecenje sive mase prednjih rogova kicmene
mozdine u okviru ovog entiteta. Devet godina kasnije, Charcot je opisom oStecenja
kortikospinalnog puta kao krucijalnog za objaSnjenje klinickog ispoljavanja ALS,
finalizovao ceo proces dotadasnjih istrazivanja 1 od tada je bolest poznata kao

amiotrofi¢na lateralna skleroza.

ALS se klinicki karakteriSe istovremenim znacima oSte¢enja gornjeg
(centralnog) (GMN) i donjeg (perifernog) motornog neurona (DMN), koji na samom
pocetku nisu podjedanko izrazeni. Termin bolest motornog neurona (BMN) je prvi
sugerisao Brain 1962.godine, a dvadeset godina kasnije Rowland je predlozio prvu
klasifikaciju implikujuéi da termin “bolest motornog neurona” jedini odgovara ALS,
dok bi termin “bolesti motornog neurona”, oznac¢avao heterogenu grupu bolesti koja se

patoanatomski moze locirati na prednje rogove kicmene moZdine, jedra mozdanog



stabla i /ili motorni korteks (Katz et al. 2015). lako je ova podela jos uvek aktuelna, u
literaturi se najCeS¢e  pod bolestima motornog neurona (BMN) oznacavaju druge
bolesti motornog neurona dok se umesto termina bolest motornog neurona u jedinini

(BMN) koristi ALS , kao Sto ¢e biti nadalje koris¢eno i1 u sadasnjem tekstu.

U ovim klasifikacijama BMN, bolesti su podeljenje na nasledne (genetske) i
steCene, pri ¢emu se inistira na dihotomiji etiologije opisanih promena u vremenu, kada
se poznavala veoma oskudna genetska osnova pojednih entiteta (Tabela 1.) I pored, na
prvi pogled jasne klasifikacije, vremenom su se u klini¢koj praksi pojavljivali i opisivali
entiteti koji su licili, a nisu zadovoljavali kriterijume da bi se nazvali BMN tj. ALS, $to
je dodatno unelo zabunu u raznolikosti ispoljavanja oste¢enih motornih neurona. Tako
je 1904. godine od strane Siller-a, opisan entitet dominantnog oste¢enja gornjeg
motornog neurona sa razvojem pseudobulbarne paralize bez prisutnih znakova ostec¢enja
donjeg motornog neurona. Ovaj entitet danas je poznat kao primarna lateralna skleroza,
I smatra se subentitetom steCcene BMN. U ovu grupu tzv.subentiteta svrstavaju se i
progresivna miSi¢na atrofija 1 progresivna bulbarna/ pseudbulbarna paraliza, kao i
primarno, fokalne forme bolesti kao $to su sindrom brahijalne diplegije (,,flail arm*
(FA) sindrom) i ,,flail legs* (FL) sindrom.

Klasifikacija na ste¢ene i familijarne oblike BMN i danas je predmet polemike,
s obzirom na sadasnje stanoviSte etiopatogeneze bolesti koja sugeriSe interakciju
genetskih i faktora spoljaSnje sredine, ne samo kod genetski determinisanih ve¢ i

sporadi¢nih formi bolesti.

Tabela 1. Klasifikacija bolesti motornog neurona (BMN) (Rowland, 1982)

Stecene bolesti motornog neurona Nasledne bolesti motornog neurona
Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) Spinalna miSi¢na atrofija (SMA)
Progresivna (spinalna) misi¢na atrofija Bulbospinalna atrofija (Morbus Kennedy)

Progresivna bulbarna miSi¢na atrofija (paraliza) | Hereditarna spasti¢na parapareza (HSP)

Monomeli¢na amiotrofija Familijarna ALS (FALYS)

Poliomijelitis

Toksi¢ne BMN

Paraneoplasticne BMN




1.2. ISTORIJAT FAMILIJARNE AMIOTROFICNE LATERALNE SKLEROZE
(FALS)

Prvi opis mogucénosti familijarnog ispoljavanja bolesti dao je jo§ Aran 1850.
godine na osnovu porodi¢nog ispoljavanja ,progresivne miSi¢ne atrofija“, kod
pacijenta/probanda, ¢ija su sestra i dva ujaka imali sliénu klinicku sliku sa
predominantnim oSte¢enjem DMN u klini¢koj prezenatciji. Osler je 30 godina kasnije
opisao prvu porodicu sa autozomno-dominantnim (AD) nasledivanjem ALS-a.
Medutim, do 1993.godine genetska osnova bolesti je bila pretpostavka i pracena je samo
verifikovanjem principa Mendeljejevog tipa nasledivanja (bilo da se radilo o
dominantnom, recivnom, ili X vezanom). Tada je Rosen sa sarednicima otkrio prvu
mutaciju gena za Cu/Zn superoksid dismutazu (SOD1) i dokazao genetsku osnovu
pojedinh formi bolesti. Od tada do danas otkriveno je viSe od 24 gena koji se mogu
povezati sa odredenim klinickim fenotipom familijarne ALS (FALS), ali su genetske
promene verifikovane i kod sporadiénih (SALS) pacijenata. Tokom perioda 2006-9.
godine verifikovane su dodatno mutacije gena za transaktivni DNK RNK -vezujuci
protein (TDP 43), (Kabashi et al.; Sreedharan et al.; Yokoseki et al.) kao i gena za
protein fuzionisan u sarkomu (FUS) (Kwiatkowski et al.; Vance et al.). Ubrzo nakon
ovih otrki¢a utvrdeno je da je patoloski izmenjen hiperfosforilisani TDP 43 protein,
glavni sastojak ubikvitinskih inkluzija i ujedno najznacajniji patohistoloski biomarker
ALS. Epohalno otkrice usledilo je 2011.godine kada je verifikovana patoloska
ekspanzija heksanukleotidnih ponovaka na 9 hromozomu c9orf72 (DeJesus Hernandez
et al.; Renton et al.), koja po najnovijim istrazivanjima u vecini zemalja Evrope i
Severne Amerike predstavlja najées¢i genetski defekt kod genetski determinisane i
familijarne forme ALS. Pored toga, ovaj oblik ekspanzije (10-30% pacijenata sa
frontotemporalnom demencijom (FTD)) zajedno sa retkim mutacijama drugih gena za
optineurin  (OPN), ubikvilin (UBQLNZ2), valozin (VCP) su potvrdili hipotezu o
zajednickom patoanatomskom 1 klini¢kom kontinuumu dve neurodegenerativne bolesti
kao §to su ALS i frontotemporalna demencija (FTD). Postojanje ubikvitinskih TDP 43
pozitivnih inkluzija (koje se mogu naci i u patohistoloskim nalazima postmortem kod
FTD pacijenata) kao zajedni¢kog imenioca, formirana je jedna nova grupa bolesti koje

zbirno nose naziv TDP 43 proteinopatije.



1.3. ETIOPATOGENEZA ALS

lako je postignut izuzetan napredak u nau¢nim istrazivanjima ALS, uzrok smrti
i degeneracije motornih neurona i dalje je nepoznat. Otkrice patoloskih formi mutiranih
enzima (pre svega mutacija SOD1 gena) uticalo je na ispitivanje znacaja genetskih
Cinilaca u etiopatogenezi ne samo familijarnih ve¢ i ostalih sporadi¢nih oblika BMN.
Pored supstrata celijske smrti, apoptoze motornih neurona, danas je poznato da su u
patogenezi bolesti uklju¢ene i druge ¢elije ukljucujuéi gliju, interneurone, endotelijalne
¢elije, kao i ¢elije koje modifikuju imuni odgovor. Savremeni koncept bazira se na
tome da je ALS multifaktorijalna bolest u kojoj ucestvuju razli¢iti mehanizmi koji
dovode do smrti motornih neurona kao Sto su: ekscitotoksi¢nost izazvana
glutamatom, oksidativni stres, agregacija proteina narusene konformacije, disfunkcije
sekretornog puta, disfunkcija mitohondrija, narusen aksonski transport, nedostatak
faktora rasta i inflamacija. Na eksperimentalnim in vivo modelima ALS, narocito
transgenom modelu mi$a i pacova, uoceno je prisustvo citoplazmatskih inkluzija i u
astrocitima u  okruzenju motornih neurona, koji dodatno potenciraju i ubrzavaju
toksi¢ni efekat pomenutih primarnih mehanizama ne samo u motornom koreteksu ve¢ i
drugim regionima mozga i ki¢mene mozdine (Bruijn et al, 1998; Rosenblum et al,
2017).

1.3.1. Eksicotoki¢nost i uloga jona kalcijuma

Glutamat je neurotransmiter koji se u fizioloskim uslovima oslobada iz
presinaptickog neurona egzocitozom i aktivira glutamatne receptore na postsinaptickom
neuronu, poveéavajuéi propustljivost za jone Na* i Ca?* koji ulaze u éeliju, izazivaju
depolarizaciju postsinapticke membrane 1 genezu akcionog potencijala. Ostecenje
neurona koje nastaje zbog preterane aktivacije glutamatnih receptora oznacava se kao
ekscitotoksi¢nost. Ovaj koncept je zasnovan na zapazanju da prekomerna koncentracija
glutamata koji moze da aktivira NMDA (N-metil-D-aspartat) i AMPA (o-amino-3-
hidroksi-5-metilizoksazol-propanoi¢na kiselina) receptore moze da indukuje umiranje
neurona. Ekscitotoksi¢nost moze da bude prouzrokovana i narusenim preuzimanjem
glutamata iz vancelijskog prostora ukljucuju¢i i sinapticke pukotine. U poslednjih

nekoliko decenija postoji veliki broj eksperimentalnih dokaza da ekscitotoksi¢nost



ima vode¢u ulogu u patogenezi ALS (Coyle & Puttfracken, 1993; Lipton &
Rosenberg, 1994; Doble, 1999). U sinaptozomima izolovanim iz boles¢u zahvacenih
delova mozga i kiémene mozdine ALS pacijenata utvrdeno je naruseno preuzimanje
glutamata (Rothstein et al., 1992; Shaw et al., 1994). Selektivni gubitak astroglijalnog
glutamatnog transportera EAAT2 (eng. excitatory amino acid transporter 2) utvrden je u
regijama motornog korteksa i kicmene mozdine SALS i FALS pacijenata (Sasaki &
Iwata, 2000) i u ventralnom rogu mutantnih SOD1 miseva i pacova (Bendotti et al.,
2001; Howland et al., 2002). Takode je pokazano, kako u in vitro tako i u in vivo
uslovima, da gubitak EAAT2 dovodi do selektivne degeneracije motornih neurona
(Rothstein, 1996), kao i da stimulacija ekspresije EAAT2 p-laktam antibioticima
produzava zivotni vek mutantnin SOD1 miseva (Rothstein et al., 2005). Potvrda
izuzetnog znacaja ekscitotoksi¢nosti u patogenezi ALS je i primena riluzola kao
selektivnog inhibitora endogenog oslobadanja glutamata, jo$ uvek jedinog priznatog
leka koji se primenjuje u terapiji ALS.

1.3.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres se javlja zbog poremecaja ravnoteze izmedu procesa
proizvodnje reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (eng. reactive oxigen species, ROS) i
mogucnosti sistema da ih eliminise, popravi ostec¢enja i vrati sistem u stanje gde su
predominantno redukujuéa jedinjenja. Celijske ROS su proizvod aerobnog
metabolizma, koje nastaju uglavnom zbog curenja elektrona iz respiratornog lanca
mitohondrija, sto dovodi do nekompletne redukcije molekulskog kiseonika za vreme
oksidativne fosforilacije i stvaranja superoksidnog anjona i vodonik peroksida (Barber
& Shaw, 2010). Superoksid i vodonik peroksid ne spadaju u visoko reaktivne radikale,
ali mogu u daljim reakcijama da daju reaktivnije radikale. Superoksid reaguje sa azot
oksidom i tom prilikom se stvara peroksinitrit (Beckman & Koppenol, 1996), dok se
vodonik peroksid raspada na hidroksidni radikal u Fentonovoj reakciji, a taj proces
katalizuje dvovalentni jon gvozda. Peroksinitrit i hidroksidni radikal su vrlo reaktivni i
mogu da ostete proteine, lipide i DNK, sto dovodi do menjanja konformacije proteina,
narusene dinamike celijske membrane usled oksidacije nesaturisanih masnih kiselina i
promena u DNK i RNK ¢elije. Mnoge patoloske studije su dale dokaze o pove¢anom

nivou oksidativnog stresa u post mortem tkivu ALS pacijenata u odnosu na kontrole



(Shaw et al., 1995; Ferrante et al., 1997; Abe et al., 1995; Beal et al., 1997). Markeri
lipidne oksidacije su pronadeni u kicmenoj mozdini SALS pacijenata, a nisu bili
prisutni kod kontrolnih subjekata (Shibata et al., 2001), dok su markeri oksidovane
DNK bili poviseni kod SALS pacijenata (Fitzmaurice et al., 1996), sa najznacajnijim
povecanjem u ventralnim rogovima (Ferrante et al., 1997). Markeri oksidativnog stresa

mogu se registrovati u likvoru ALS pacijenata jos u ranim fazama bolesti.

1.3.3. Agregacija proteina narusSene konformacije

Prisustvo proteinskih agregata je glavna karakteristika koja je zajednicka
mnogim neurodegenerativnim oboljenjima, ukljucujuci i ALS (Ross & Poirier, 2005).
Kod ALS opisan je veliki broj proteina, koji imaju tendenciju da stvaraju agregate.
Najces¢i agregati se registruju kao ubikvitinske inkluzije, nazvane po proteinu
ubikvitinu koji je prisutan u svim inkluzijama (Wood et al., 2003). Protein koji se
najeS$¢e nalazi u ubikvitinskim inkluzijama je TDP43 koji se  akumulira u
fosforilisanom obliku (Arai et al., 2006). Kod FALS pacijenata sa SOD1 mutacijama,
glavni konstituent inkluzija je i mutirana SOD1 (Shibata et al., 1996a; Shibata et al.,
1996b; Chou et al., 1996), sto je i potvrdeno na modelu transgenog misa (Johnston et
al., 2000; Watanabe et al., 2001) kao i u ¢elijskim kulturama in vitro modela bolesti
(Durham et al., 1997; Lee et al., 2002). Proteinski agregati se javljaju neposredno pre ili
u vreme pojave simptoma bolesti i njihova koncentracija raste sa progresijom bolesti
(Rothstein, 2009).

1.3.4. Disfunkcija sekretornog puta

Kod vec¢ine neurodegenerativnih bolesti, ukljucuju¢i i ALS utvrdena je
disfunkcija endoplazmatskog retiklum-asocirani degradativnin (ERAD) mehanizama
(Nishitoh et al., 2008). Procenjuje se da je ukupna koncentracija proteina u lumenu ER
oko 100 mg/ml, a ovako koncentrovani proteini imaju tendenciju ka formiranju
agregata. Razli¢ite promene u celiji, kao Sto su abnormalna homeostaza kalcijumovih
jona, poremecen redoks status, nedostatak glukoze/energije, ekspresija mutiranih gena
ili velika sekretorna aktivnost, mogu da dovedu do zastoja u funkcionisanju ER, S§to
vodi akumulaciji neupakovanih ili pogresno upakovanih proteina u lumenu ER

(Schroder & Kaufman, 2005). Ovakvo stanje se naziva stres ER, za koji se smatra da



doprinosi  patogenezi SALS i FALS aktiviranjem pro-apoptotskih mehanizama koji
vode celijskoj smrti putem apoptoze (Rodrigues et al., 2002; Rojas-Rivera et al., 2010;
Schroder & Kaufman, 2005).

Proteazomalni i lizozomalni sistemi predstavljaju dva glavna puta degradacije
proteina. Degradacija proteina autofagijom izgleda daje u korelaciji sa sposobnoscu
proteina da formiraju agregate (Hartl & Hayer-Hartl, 2009). Aktivnost autofagije je
povecana kod ALS i ovim putem se otklanjaju proteinski agregati kako mutirane SOD1
tako i “ubikvitiranog” TDP 43 proteina (Wang et al., 2010). Uz to su, kod SALS
pacijenata i mutiranih SOD1 miSeva, registrovane su povecane koli¢ine iRNK za
regulatorni protein transporta lizozoma (LYST), ina¢e modulatora egzocitoze i
transporta lizozoma §to govori u prilog njihove disfunkcije kod ALS (Offen et al.,
2009).

1.3.5. Disfunkcija mitohondrija

Patoloskim studijama otkrivene su morfoloski abnormalne mitohondrije u
motornim neuronima ALS pacijenata (Siklos et al., 1996;Sasaki & Iwata, 1996), sto je i
potvrdeno na modelima in vitro i in vivo. Zbog neobi¢no velikih zahteva za energijom,
motorni neuroni su podlozniji kumulativnom oksidativnom stresu nego drugi tipovi
¢elija. Frekvencija mutacija mitohondrijalne DNK u motornom korteksu i ki¢menoj
mozdini ALS pacijenata je veca u odnosu na kontrole (Dhaliwal & Grewal, 2000;
Wiedemann et al.2002). Povecano preuzimanje kalcijuma u mitohondrije kao posledica
ekscitotoksi¢nosti izazvane glutamatom moze da dovede do generisanja ROS (Carreido
et al., 2000). Jos jedan od parametara koji moze da doprinese disfunkciji mitohondrija

je prisustvo mutirane SOD1 (Ferri et al., 2006).

1.3.6. Agregacija neurofilamenata i poremecen aksonalni transport

Neurofilamenti predstavljaju najzastupljeniju vrstu citoskeletnih proteina
motornih neurona 1 igraju vaznu ulogu u stimulaciji rasta aksona kao i odredivanju
njegovog prec¢nika (Xu et al., 1993). Akumulacija neurofilamenata jeste jedna od karika
u lancu poremecaja kod ALS (Hirano et al., 1984). Kod oko 1% SALS pacijenata
pronadene su mutacije u genu samo za neurofilament teSkog lanca tipa Il

intermedijarnih neurofilamenata (Tomkins et al., 1998). Mutacije su uocene i U genu za



periferin proteina tipa III grupe intermedijarnih neurofilamenata, ve¢ ranije
detektovanog u aksonskim agregatima motornih neurona ALS pacijenata (Corbo &
Hays, 1992). Motorni neuroni sa aksonima koji mogu da budu duzine do 1 m i iziskuju
veoma efikasan unutarcelijski transport (anterogradni, brzi i spori, i1 retrogradni).
Molekularni “motor” anterogradnog transporta je kinezinski kompleks, dok se
retrogradni kompleks zasniva na dinaktinu. U aksonima mutantnog SODI1 misa
usporena su oba tipa aksonalnog transporta (Williamson & Cleveland, 1999).
Identifikovana je taCkasta mutacija u genu za dinaktin u porodici sa autozomalno
dominantnom formom bolesti donjeg motoneurona koju karakteriSe paraliza glasnih
zica (Puls et al., 2003). Mehanizm kojima poremeéen aksonski transport moze da utice
na smrt neurona jo§ uvek nisu potpuno jasni, ali je izvesno da ima znacajnu ulogu u

patogenezi ALS (Rothstein, 2009).

1.3.7. Deficit neurotrofi¢kih faktora i disfunkcija signalnih puteva

Neurotroficki faktori su u fizioloSkim uslovima bitni za prezivljavanje Celija
na koje deluju preko receptora spregnutih sa enzimom tirozin kinaznog tipa. Signalni
putevi koje pokre¢u neurotroficki faktori inhibiraju éelijsku smrt, tako da je nedostatak
trofickih faktora jedan od dogadaja koji moze da potpomogne umiranje neurona.
Zapazeni su smanjeni nivoi CNTF-a (eng. ciliary neurotrophic factor), BDNF-a,
GDNT-a i IGF-1 (eng. insulin-like growth factor) u post mortem tkivu ALS pacijenata i
u in vitro modelima ALS (Anand et al., 1995; Elliott & Snider, 1996; Oppenheim,
1996). Takode, delecija HRE (eng. Hypoxia response element) u genu za vaskularni
endotelijalni faktor rasta (VEGF) dovodi do pojave bolesti motornih neurona kod misa
(Oosthuyse et al., 2001). Kod ljudi su pronadene tri mutacije u VEGF genu koje su

asocirane sa predispozicijom za SALS (Lamberechts et al., 2003).

1.3.8. Poremecaj metabolizma RNK

Otkricem mutacije gena za TDP 43 protein i FUS izmenjenog gena, ALS se
pokusava shvatiti kao proteionopatija sa poremecenim metabolizom RNK. Oba
navedena proteina su strukturno sli€na 1 pripadaju familiji heterogenih nuklearanih
ribonuklearnih proteina (hnRNP) koji u€estvuju u metabolizmu RNK na vise nivoa.

TDP 43 protein svoju ulugu ispoljava u metablozmu mRNK putem razli¢itih protein-



protein intreakcija, ucestvujuci i u procesu transporta mRNK iz jedra u citoplazmu te na
taj nacin ostvaruje veoma znacajnu ulogu u regulaciji genske ekspresije. S druge strane
FUS ucestvuje u odrzavanju genomske stabilnosti, metabloizmu RNK i u regulaciji
transkripcije, obradi pre iRNK i nukleocitoplazmati¢nom transportu (mada u manjem
stepenu od TDP 43 proteina). Poremecaj na nivou ovih proteina dovodi do brojnih
poremecaja na nivou metabolizma RNK i na taj naéin utie i na samo prezivljavanje
motornih neurona (Coyne et al 2017). Znacaj oksidativnog oSte¢enja RNK tokom
starenja, koja je registrovana i na ¢elijskim modelu ALS i u svim eksperimentalnim

modelima bolesti, ponovo se stavlja u epicentar etiopatogeneze bolesti.

1.3.9. Inflamacija kao patogentski mehanizam ALS

Opsta pojava karakteristicna za ALS 1 druge neurodegenerativne bolesti je
inflamatorna reakcija, jer dolazi do aktivacije celija glije, uglavnom mikroglije i
astrocita, kao i T c¢elija imunog sistema. Mikroglija je mezenhimalnog porekla i
predstavlja rezidentne makrofage u nervnom sistemu koje konstantno nadgledaju
promene u vancelijskoj sredini 1 interaguju sa astrocitima i neuronima. Odgovor
mikroglije na signale u vancelijskoj sredini moze da bude vrlo razlicit, ali se njena
aktivacija uopSteno karakteriSe sekrecijom proinflamatornih faktora kao Sto su TNFa
(eng. tumor necrosis factor alpha), IFNy (interferon gama) i IL1p (interleukin beta), kao
i produkcijom oksiduju¢ih molekula kao $to su NO i Oz, koji mogu i da izazovu
oStec¢enja okolnog tkiva. Mikroglija takode sintetiSe i otpusta troficne i1 antiinflamatorne
faktore kao Sto su IGF-1, IL4 (interleukin 4) 1 IL10 (interleukin 10), koji potpomazu
reparativne procese i ograni¢avaju inflamaciju. Astrociti su ektodermalnog porekla, vrlo
su brojni u mozgu i po prirodi nisu imunske ¢elije, ali u specifi¢cnim uslovima mogu da
doprinesu imunskom odgovoru (Farina et al., 2007). Jedna od glavnih karakteristika je
aktivacija mikroglije i astrocita i pojava limfocita u mozdanom tkivu ALS pacijenata i u
kicmenoj moZdini §to je evidentirano u mnogim post mortem 1 eksperimentalnim
studijama (Hall et al., 1998; Alexianu et al., 2001; Nagy et al., 1994). Svi rezultati
govore da je neuroinflamatorna reakcija u ALS trajnog karaktera. Smatra se, da je u
FALS taj faktor sam mutirani protein. Aktivacija imunog odgovora, koja u pocetku ima
zaStitnu funkciju, zbog nesposobnosti inflamatorne reakcije da otkloni potencijalno

opasan uzrok, prerasta u Stetni proces koji doprinosi daljem ostecenju neurona (Philips



& Robberecht, 2011). Takode sa otkricem mutacije u genu za c9orf72 doslo se da
spoznaje da su mehanizmi imunske aktivacije u patogenezi ALS sli¢ni mehanizmima
imunske aktivacije kod multiple skleroze. Ovi mehanizmi mogu povecati penetrantnost
same genske promene i uticati na progresiju bolesti ALS pacijenta sa opisanom
mutacijom, ali i sugeriSu i u pravcu nove terapijske strategije kod ALS pacijenata u

¢ijoj osnovi se nalazi ovakva specificnost.

1.3.10. Apoptoza

Smatra se da finalni proces smrti motoneurona ALS li¢i na programiranu
¢elijsku smrt (apoptozu). Biohemijski markeri apoptoze mogu se detektovati u
terminalnim fazama kod ljudi i animalnih modela ALS (Guegan & Przedborski, 2003;
Li et al., 2000; Vukosavic et al., 1999). Klju¢ni elementi normalnog apoptotskog puta,
koji su uklju€eni i u ¢elijsku smrt u ALS obuhvataju kaspaznu familiju proteolitickih
enzima, Bcl2 familiju onkoproteina i familiju proteina inhibitora apoptoze (Shaw, 2005;
Sathasivam et al., 2001; Pasinelli & Brown, 2006).

Zbirno gledano etiopatogenezu bolesti mozemo didakticki da podelimo u tri faze.
Prvu fazu (ili ranu fazu) razvoja bolesti determinisali bi razli¢iti genetski ¢inioci koji
utiCu na razvoj i karakteristike arhitektonike motornog sistema, koji kasnije u zivotu
mogu predstavljati locus minoris za patoloske promene pod uticajem razli¢ith faktora
spoljaSnje sredine. Tako indukovani brojni molekularni patoloSki mehanizmi koji uticu
jedni na druge oSte¢uju motorne, ali i nemotorne neurone, makro i mikroglijane Celije,
sa konsekutivnim poremeéenim celijskim metabolizmom. Ove promene dovode do
akumulacije toksi¢nih agregata razliCite strukture, koji kao krajnji ishod imaju
prevremenu smrt ¢elije kroz mehanizme apopotoze i1 autogafije. Druga faza predstavlja
fazu dekompenzacije svih zaStitnih mehanizama koji su do tada $titili “napadnute”
neuralne strukture 1 putem opisanih mehanizama glijalne aktivacije, ekscitotoksi¢nosti i
oksidativnog stresa, kao 1 poremecenog metabolizma RNK, dovedile do klinicke
ekspresije bolesti. Treca faza je fenotipska varijabilnost ispoljavanja bolesti na bazi svih
mogucih interakcija opisanih patoloSkih mehanizama koji su doveli do stvaranja
razli¢itih patoloskih inkluzija, i koja se predstavlja u razli¢itom stepenu oStecenja
motornih, ali i nemotornih neurona. Takav scenario objasnjava mogucnost ispoljavanja

bolesti na vrlo heterogen nacin -kao sporodi¢na klasicna ALS, fenotipske subforme
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bolesti motornog neurona kao sto su PMA i PLS, genetski determinisane ili familijarne
ALS, ALS-FTD kompleks bolesti, ili pak ¢iste FTD na kraju spektra patohistolosko-

genetskih interakcija.

1.4. PATOHISTOLOSKE KARAKTERISTIKE ALS

U post mortem studijama tkiva pacijanta obolelih od ALS najznacajnije
patohistoloSke promene su dokazane na nivou motornih neurona lamine V
Brodmannove zone 4 i u motornim neuronima Rexedove lamine IX prednjih rogova
ki¢mene mozdine. Wallerova/ aksonska degeneracija projekcionih vlakana piramidnih
neurona uocena je u centrumu semiovale, crus posterior capsule interne, crura cerebri,
bazi ponsa, piramida medule i lateralnih koumni ki¢cmene mozdine. Vrlo sli¢an proces
aksonalne degeneracije odigrava se i u projekciji  spinalnih motornih neurona i
obuhvata prednje korenove, motorna vlakna perifernih nerava sa posledicnom
denervacijom misic¢a i amiotrofijom. Osim toga, kod ALS su na svim nivoima CNS-a
uocene su astroglioza, spongioza i mikroglijalna aktivacija. U mozgu je astroglioza
detektovana i u sivoj i u beloj masi i prevazilazi granice motornog korteksa (Kushner et
al., 1991), dok je ki¢menoj mozdini pacijenata prisutna, kako u ventralnim, tako i u
dorzalnim rogovima, kao i na mestima gde vlakna kortikospinalnog trakta ulaze u sivu
masu (Schiffer et al., 1996). Mikroglioza je zapazena u motornom korteksu, motornim
jedrima mozdanog stabla, duz kortikospinalnog trakta i u ventralnim rogovima ki¢mene
mozdine (Kawamata et al., 1992). Sve ove studije daju informaciju o stanju u finalnoj
fazi bolesti. Takode je uocena i asimetrija zahvacenosti odredenih regiona, §to odgovara
1 najc¢esce asimetricnom pocetku klinickog ispolajvanja bolesti. Smatralo se da su
neuroni Onufovog jedra ki¢mene mozdine kao i jedra okulogirnih nerava u mozdanom
stablu posStedeni patohistoloskog procesa u sklopu ALS, medutim sa duZzim
prezivljavanjem obolelih, pre svega sa ventilatornom podrSkom, verifikovane su
promene i u neuronima ovih jedara. Osim primarnog motornog oSte¢enja zahvacéene su i
druge CNS strukature, kao S$to su hipokampus i delovi senzornog korteksa, S$to
opravdava danasnje shvatanje ALS kao multisistemske bolesti. Povecana
imunoreaktivnost na ubikvitin potvrdena je patohistoloSki u postmortem studijama
SALS i FALS pacijenata (Bruijn et al., 1998; Howland et al., 2002). Rezultati

imunohistohemijskih ispitivanja ukazuju da kod vise od 90% ALS pacijenata postoje
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citotoksi¢ne citoplazmatske inkluzije koje sadrze TDP 43 kao osnovni konstituent
ubikvitinskih inkluzija. Kod ALS, TDP43 se akumulira u fosforilisanom obliku sa
fragmentima u vidu slabo rastvorljivih inkluzija, dominantno u citoplazmi od
frontotemporalnog korteksa, preko hipokampusa, do prednjih rogova ki¢mene mozdine
i Celijama glije. Abnormalni ubikvitinski agregati TDP43 prisutni su nezavisno od
fenotipa tj. kod PLS i PMA, kod oko 50% FTD pacijenata kao i kod familijarne ALS
osim kod pacijenata nosioca SOD1 i FUS mutacija. Pored ubikvitinskih inkluzija, kod
ALS uocene su i promene tipa: sferoida, koji predstavljaju velike, do 20 mikrometara u
precniku, eozinofilne inkluzije koje sadrze neurofilamente. Karakteristicne su u
patohistoloskim nalazima kod FALS SODI1 pozitivnih pacijenata. Bunina telesca su
male, pre¢nika od 2-6 mikrometara, eozinofilne inkluzije koje predstavljaju granulirane
akumulacije lipofuscina u alfa motornim neuronima prednjih rogova ki¢mene moZzdine.
Takode, “Lewy body like hyaline inclusions® eozinofilnog tipa bojenja predstavljaju
takode karakteristican nalaz akumulacije ubikvitina koje u manjoj meri sadrze i
neurofilamente proteine (¢eSce se sre¢u kod genetski determinisanih formi bolesti). Na
osnovu klinicke slike na pocetku bolesti nemoguce je razlikovati sporadi¢ne od
familijarnih oblika bolesti. Medutim, na osnovu patohistoloskog nalaza u nekim
slucajevima razlike su evidentne. Degeneracija neurona na nivou zadnjih funikula, na
nivou Clarkovog jedra, kao i u nivou spinocerebelarenih puteva je znatno ¢es¢a kod
FALS pacijenta ( Sto se i potvrduje prisutvom tzv.“atipicnih“znakova kod FALS, kao
Sto su oStecenje senzibiliteta, postojanje ataksije 1 drugo). Opisane patohistoloSke
promene su u saglasnosti sa genetskom intra 1 interfamilijarnon heterogenos¢u. Obolele
od FALS sa mutacijom A4V u SODI genu, karakteriSe brza progresija sa kratkim
trajanjem bolesti. Kod ovih pacijenata postmortem studije ukazale su na izrazene
znake oSteCenja posteriornih kolumni uz prisutvo intracitoplazmatskih inkluzija sa
intenzivnom SODI1 imunoreaktivnoséu na nivou mikroglije (Schmidlin et al, 2009). U
korelaciji sa klinickom prezentacijom dominantne afekcije DMN, uocene su 1 neznatne
promene aksona kortikospinalnog (centralnog) puta. Elektronskom mikroskopijom
preparata kod SOD1 FALS verifikovana je u visokom stepenu vakuolarna degeneracija
na nivou mitohondrija, §to potvrduje ranije opisanu ¢injenicu da je ulazak mutirane
SODI1 u mitohondije mozda i primarni molekularni dogadaj koji predstavlja okidac

dalje progresije bolesti i degeneracije neurona. Pored oSte¢enja samog aksona neurona,
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kod ALS je verifikovano i oSteenje mijelina i glioza kortikospinalnih posebno

lateralnih puteva.

1.5. EPIDEMIOLOGIJA ALS

Epidemioloske studije Sirom sveta potvrduju da se ALS kao sporadic¢na bolest
najces¢e javlja izmedu 55. 1 65. godina zivota, sa neSto vecom ucestalos¢u kod
muskaraca (1.3-1.5:1) (Talbott et al., 2016). Ucestalost kod osoba Zenskog pola se
povecava posle sedme decenije, sa ve¢om ucestaloséu bulbarnog pocetka bolesti (kod
oko 40% obolelih pacijentkinja). ALS moze da pocne i pre 30 godine zivota, tzv.ALS
ranog pocetka, sa epidemioloskom slikom ¢eS¢eg oboljevanja kod pacijenata muSkog
pola, sa dominantno spinalim pocetkom bolesti ( kod svega 15% ALS ranog pocetka
javlja se bulbarni pocetak bolesti). Juvenilna ALS se karakteriSe pocetkom bolesti do
25.godine  zivota (Aggarwal A et Shashiraj, 2006), izuzetno retko je sporadi¢na,
najces¢e familijarna u sklopu mutacija gena alsin (ALS 2) i senetaksin (ALS4).
Familijarno ispoljvanje bolesti se javlja kod 5-10% obolelih i pocetak bolesti je po
pravilu raniji (oko deset godina ranije u odnosu na sporadi¢nu formu bolesti), bez
razlike izmedju muskaraca 1 Zena. Poslednji epidemioloski podaci iz Srbije govore da je
pocetak ALS u naSoj populaciji najéeS¢e oko 57. godine Zzivota, neSto ranije kod
muskaraca, i sa predominacijom muskog pola u odnosu skoro 1.5:1 (Stevic et al. 2016).
Prosecna godisnja incidencija ALS u svetu iznosi 1.5-2.7/100000. Medutim, opisana su
podrucja u svetu sa izrazito viSom incidencijom bolesti kao $to su ostrvo Guam, ostrvo
Kii u Japanu, Nova Gvineja, Indonezija, Severna Australija, Guadalupe, juzna Dakota u
SAD. Rizik da jedna osoba posle 60. godine Zivota oboli od Parkinskonove bolesti je
1:100, dok kod ALS taj rizik odnosi 1:400-1:1000 (Uccelli et al., 2007). Uocene su i
neke etnicke razlike pojave ALS, tako da se bolest retko javlja u Africi, nekim delovima
Azije, kod romske populacije, kao i da je npr.u ostrvskim americkim zemljama poput
Kube. Kod ovih etni¢kih grupa zapazena je raniji pocetak bolesti u odnosu na svetski
prosek, ali je opisano i duze trajanje bolesti. Prevalencija bolesti u svetu iznosi od 2.7-
7.4/100.000 stanovnika. Najve¢a do sada registrovana incidencija bolesti u Srbiji
registrovana je 2000. godine 1.88/100000 stanovnika, a prose¢na incidencija po

poslednjim epidemioloskim studijama za teritoriju Grada Beograda je iznosila
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1.1/100.000 stanovnika. Prose¢na stopa mortaliteta iznosi 1.5-2.5/100.000 godisnje, sa
prose¢nom duzinom trajanja bolesti izmedu 26-43 meseci. U poslednjih deset godina
verifikovano je nesto duZe prezivljavanje pacijenat sa ALS od 4.43 (medijana 3 godine)
godine, verovatno zahvaljuji¢i savremenoj mogucnosti primene neinvazivne ventilacije
u kuénim uslovima, i drugim suportativnim metodama leCenja. Zbog izrazene
heterogenosti, epidemioloske studije famijalrnog oblika bolesti nedostaju, ali se kod
pojedinih tipova FALS bolesti na osnovu fenotipskih karakteristika moze posumnjati na
odredene genetske mutacije. Srednje zZivotno doba, na pocetku, kod FALS iznosi 46
godina (24-72) (Byrne S at al. 2011), a prosec¢na duzina trajanja bolesti je sli¢na kao i
kod SALS, iako su registrovane genetski determinisane forme bolesti sa kra¢im (od oko

1-2 godine) ili duzim prezivljvanjem (od 7-20 godina).

1.6. KLINICKA SLIKA ALS

Osnova klinicke prezentacije ALS podrazumeva progresivnu slabost misica
uzrokovanu degeneracijom gornjeg (nivo kore velikog mozga, kortikospinalni i
kortikobulbarni putevi) i donjeg (jedra kranijalnih nerava u mozdanom stablu i alfa
motornih neurona prednjih rogova ki¢mene mozdina). Klini¢ki Se oSteCenja prezentuju
znacima oStecenja GMN 1 DMN u jednom 1ili viSe regiona tela (kranijalni, cervikalni,
torakalni 1 lumbosakralni). Medutim, zbog velike heterogenosti 1 stepena klinickog
ispoljavanja znakova oStecenja GMN i /ili DMN , ostaje dilema da li je ALS jedna
bolest ili ALS sindrom. Zbog razli¢itog stepena afekcije GMN i DMN u pojedinim
regionima tela, disfunkcije i drugih mozdanih struktura koje uslovljavaju izmene
kognitivnog i bihevioralnog, statusa, kao i brzina progresije bolesti definisani su
razli¢iti klinicki podtipovi bolesti. Vazno je naglasiti da iako je ostvaren izuzetan
napredak u rasvetljavanju etiopatogeneze, postoji ¢ak velika varijabilnost i kod dobro
definisanih  klini¢kih entiteta kako kod SALS tako i FALS pacijenata. Sa druge strane
izmedu sporadicne ALS (SALS), prisutne kod 90%, 1 familijarne ALS (FALS) kod 5-
10% obolelih, u sustini nema bitne razlike u fenotipu, na pocetku bolesti. Mnogi
razli¢iti genotipovi mogu imati identi¢ne ili barem vrlo sli¢ne klini¢ke fenotipove. Ova
¢injenica govori u prilogu hipoteze polietiopatogentskih mehanizama nastanka bolesti

motornog neurona. Nasuprot tome, evidentno je da jedan genotip (ista genska mutacija)
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uzrokuje viSe razliCitih inter i intrafamilijarnih fenotipova Sto sugeriSe da jedan
mehanizam (ili proteinska promena) moze dovesti do ispoljavanja vise fenotipova.

Mehanizmi nastanka bolesti o¢igledno i konvergiraju 1 razilaze se.
1.6.1. Fenotipska klasifikacija ALS

A) Podela na osnovu stepena oStecenja gornjeg i donjeg motornog neurona (GMN i

DMN

1. Tipi¢na ALS- karakteriSe se pojavom znakova oSte¢enja GMN i DMN u jednom
segmentu tela (“fokalni” pocetak) sa progresijom i zahvatanjem ostalih regiona
tela. Bolest moze poceti na nivou gornjih ili donjih ekstremiteta (spinalni
pocetak bolesti) ili na nivou centralnih struktura odgovornih sa govor i gutanje
(bulbarni pocetak bolesti). Retko bolest pocinje zahvatanjem miSi¢a trupa i
respiratorne muskulature (manje od 3% svih obolellih), a retko znacima
frontotemporalne demencije.

2. Primarna lateralna skleroza (PLS) se registruje u 1-4% pacijenata sa BMN i
karakteriSe znacima lezije samo GMN. Bolest u vise od polovine slu€ajeva
pocCinje na donjim ekstremitetima i tokom vremena ima ascedentno tok ka
gornjim ekstremitetima i bulbarnoj muskulaturi. Kod ovih pacijenata registruje
se raniji pocetak bolesti u odnosu na tipi¢nu ALS, bez polne predominacije. Na
pocetku moze postojati asimetrija u nalazu na gornjim i donjim ekstremitetima.
Srednja duZina trajanja bolesti je viSe od 14 godine (Floter and al 2009). Postoje
tri opisana subtipa PLS: PLS-A ascedentna forma, PLS-M multifokalni poc¢etak
bolesti, i PLS-SP sporadi¢na spasticna parapareza. Elektromioneurografski
(EMNG) uredan nalaz sugerise zahvacenost samo GMN, i moze biti predikator
prognoze bolesti: naime, pacijenti sa PLS nakon 3-4 godine od inicijalnih
simptoma bolesti koji i1 dalje imaju ,,negativan EMNG nalaz (bez znakova i
minorne aktivne afekcije DMN), imaju dugoro¢no prezivljavanje, dok pacijenti
kod kojih se na EMNG pregledu pojave znaci aktuelnog oste¢enja DMN imaju
losiju prognozu, sli¢nu kao i pacijenti sa tipnom slikom ALS, sa dominacijom
znakova oste¢enja GMN. Ovo objasnjenje sugeriSe da dijagnoza PLS moze biti
definisana tek nakon 4 godine trajanja bolesti i isklju¢ivanjem drugih

diferencijalno dijagnosti€kih entiteta lezije GMN (hereditarna spasticna
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parapareza, primarno progresivna multipla skleroza i drugo). FTD i druge
kognitivne promene se mogu javiti i kod pacijenata sa PLS, ali znatno rede.

3. Progresivna mi$i¢na atrofija (PMA) se javlja kod oko 2.5% svih odraslih
obolelih od BMN (Kim et al.,2009) i karakteriSe se znacima oSte¢enja DMN.
Najcesée se javlja kod pacijenta muskog pola i u kasnijem Zzivotnom dobu
(nakon 60. godine zivota). Kod 70% PMA pacijenta, u okviru 3-4 godine od
pocetka simptoma, dolazi do upotpunjavanja klinicke slike tipicne ALS.
Uopsteno ovi pacijenti zive u proseku duze za 1-3 godine od tipi¢nih ALS
pacijenata. | kod pacijenata sa PMA mogu se ispoljiti znaci kognitivne
disfunkcije. Nije uoceno postojanje korelacije izmedu stepena kognitivnog
ostecenja 1 klinickih znakova oSte¢enja DMN. Rezultati ispitivanja centralne
motorne provodljivosti (transkranijalnom magnetnom stimulacijom- TMS)
ukazali su na znake centralne afekcije kod vise od polovine pacijenata sa
klinickom prezentacijom PMA. U Severnoj Americi SOD1 A4V mutacija se
determiniSe kao PMA fudrojantnog toka, jer je prezivljavanje svega godinu
dana od pocetka simptoma bolesti.

4. Progresivna bulbarna paraliza (PBP) ¢ini oko 1-2.5% svih SALS pacijenata, sa
predominacijom Zzenskog pola i pocetkom u poznijim godinama Zivota.
Dominiraju znaci bulbarne paraliza sa disfagijom i dizartrijom, a u oko polovine
obolelih se mogu javiti znaci pseudobulbarne paralize, depresija i retko FTD.
Konverzija u klasicnu bolest motornog neurona je gotovo sigurna nakon 12

meseci trajanja bolesti, a prose¢no prezivljavanje je izmedu 35-45 meseci.

B) Podela na osnovu tipa pocetka bolesti, tj. znakova oStecenja odredenog regiona/

segmenta

1. Bulbarni pocetak ALS se javlja kod oko 25% obolelih i karakteriSe se afekcijom
GMN i/ili DMN u kranio-cervikalnom regionu (nivo mi$i¢a inrevisanih
kranijalnim nervima zaduzenih za Zvakanje, gutanje, govor i snagu miS$ica vrata 1
jezika- bulbarna i/ili pseudobulbarna paraliza). Postojanje znakova ostecenja
DMN na EMNG pregledu (fibrilacije, fascikualcije) u ispitanim miSi¢ima, ne
sugeriSe bolju 1ili loSiju prognozu bolesti. Karakteristicna je predominacija

zenskog pola sa porastom incidencije nakon 70 godina. U literaturi uz bulbarni
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pocetak ALS-a se ceS¢e opisuju afektivne (pseudobulbarni afekat, emotivna
inkontinencija), kognitivne promene kao i pojava depresije kao komorbiditeta
(Ferguson et al 2007).

Pocetak na gornjim i/ili donjim ekstremitetima se javlja kod 75% obolelih
pacijenata (,,spinalni® pocetak bolesti). Medutim, pored klasi¢ne (tipi¢ne) forme
bolesti kod koje postoje znaci oSte¢enja GMN i DMN u jednom segmentu tela sa
postepenim 1 vremenski definisanim Siranjem, postoje 1 tzv.“regionalne*
varijente bolesti koje se karakteriSu pocetkom u tacno definisanom segmentu

tela 1 prominentnim znacima oSte¢enja DMN (Jawdat et al 2015). To su:

a) ,,Flail arms“sindrom (Vulpian-Bernhardt sindrom, sindrom vise¢ih ruku,
sindrom Coveka u buretu, brahijalna amiotrofi¢na diplegija) (FA). Ovaj fenotip
opisao je Vulpian1886. kao sindrom proksimalne slabosti i hipotrofije misi¢a
gornjih  ekstremiteta (,,skapulohumeralna varijanta progresivne miSiéne
atrofije”).  Sindrom se najceS¢e prezentuje progresivnom simetri¢nom,
dominatno proksimalnom, slabo$¢u 1 hipotrofijom misi¢a gornjih ekstremiteta
koje je Cesto i bez znacajnog funkcionalnog zahvatanja donjih ekstremiteta ili
bulbarne muskulature na pocetku bolesti. U daljem toku bolesti dolazi do plegije
i globalne hipotrofije do atrofije migi¢a ruku. Ce3ée se ispoljava kod pacijenata
muskog pola (4:1), sa neSto veCom duzinom trajanja bolesti (60 meseci) u
odnosu na tipicnu ALS, 1 ¢ini ukupno oko 11% svih SALS pacijenata. Kod
veéine ovih pacijenata (27-77%) sa progresijom bolesti EMG pregledom
registruju se znaci afekcije DMN na donjim ekstremitetima i bulbarna slabost.
Da bi potvrdili postojanje ove varijante ALS-a Katz et al. (1999) naveli su kao
vremenski kriterijum osamneastomesecni period slabosti koja je lokalizovana
samo u datom regionu bez znakova afekcije GMN. Na osnovu Wijesekera
kriterijuma (Wijeskara et al.2009) FA sindrom se definise ukoliko slabost na
rukama izolovano postoji 12 meseci i po ovim kriterijumima pacijenti su mogli
imati znake afekcije GMN. U studiji Katz et al. (1999), nakon prose¢nog
pracenja od 5,5 godina, slabost do plegije je ostala ograniCena na gornje
ekstremitete kod 7 od 19 (neSto manje od 50%) pacijenata.. Patohistoloske
studije su ukazale na gubitak i degeneraciju alfa motornih neurona u prednjim

rogovima ki¢mene mozdine s Bunina-im telascima, ubikvitin-pozitivnim
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fibrilima nalik Lewy-jevim telima, kao i na inkluzije u motornim neuronima

tipicnim za ALS.

b) ,.Flail legs“ (FL) sindrom je prvi put prepoznat od strane Pierre Marie, a
opisao ga je njegov ucenik Patrikios i poznat je joS i kao pseudopolineuriti¢na
varijanta ALS-a, Marie-Patrikios ili ,,peronealna“ ALS. Marie i Patrikios (1918.
godine) su opisali sindrom asimetri¢ne distalne (pre svega peronealne) miSi¢ne
slabosti, s odsutnim miSi¢nim refleksima, sporog napredovanja, sa kasno
prisutnim pridruZzenim znacima oSteCenja GMN. Javlja se kod 3-3,5% svih
SALS pacijenata, nesto ¢esce kod pacijenta muskog pola, ali bez jasne polne
razlike kao kod FA sindroma. Fokalan nalaz na donjim ektremitetima se moze
odrzavati izmedu 18-24 meseci. Studije su pokazale da je mediana
prezivljavanja u ovoj formi bolesti od 76-96 meseci. Studije centralne
provodljivosti pokazuju patoloski nalaz uprkos odsustvu klini¢kih znakova
oste¢enja GMN. Za razliku od ostalih ALS pacijenata, patohistoloske studije
kod FL sindroma ukazale su na opsezan gubitak mijelinizovanih vlakana u
lateralnom kortikospinalnom traktu torakalnog i lumosakralnog dela ki¢émene
mozdine.

¢) Hemiplegi¢na ALS (Mills-ova varijanta) predstavlja osporenu i retku
varijantu ALS-a koja se karakteriSe progresivnim hemiplegi¢nim obrascem
ispoljavanja- od motornog ascedentnog/descedentnog deficita koji se
ascedentno S$iri iz noge ili descendentno iz ruke. Ovaj varijetet bi mogao
predstavljati podtip PLS, s obzirom da dominiraju znaci oSteCenja GMN.
Pozitronska emisiona tomografska (PET) studija u jednom opisanom prikazu
pacijenta ukazala je na upecatljivu mikroglijalnu aktivaciju u kontralateralnoj

hemisferi.

C) Podela na osnovu zahvacenosti nemotornih regiona:
1. Frontotemporalna demencija (FTD)

Kod 15% FTD 1 30% ALS pacijenta postoji tzv.sindrom klinicko-
patoloskog preklapanja (,,overlap® syndrome) ALS i FTD . Glavna odrednica

18



FTD su promene u levom ili desnom frontalnom i/ili temporalnom reznju. Na
osnovu neuropatoloskih ispitivanja FTD, opisuju se tri glavna podtipa bolesti:
FTD-U ili TDP-43 pozitivna FTD (oko 50% pacijenata), FTD-tau pozitivna
demencija (oko 40-50% pacijenata), te FTD-FUS (oko 3-5% pacijenata). FTD-U
I FTD-FUS pokazuju znacajno patoanatomsko preklapanja sa ALS, $to nije
slucaj sa FTD-tau. U ovom trenutku postoje samo pojedinacni opisi udruzenosti
FTD-tau i ALS. Pored patohistoloSkog preklapanja, dokazano je i genetsko
preklapanje izmedu ALS i FTD u vidu ekspanzije heksanukleotidnih ponovaka
GGGGCC na 9. hromozomu (c9orf72). Opsezne studije tokom poslednjih
nekoliko godina su pokusale da determiniSu korelacije izmedu FTD klinic¢kih
fenotipova sa FTD neuropatoloSkim i genetskim podtipovima, medutim
prediktori i korelacije izmedu klini¢kog 1 neuropatolosko/genetskog supseta su i
dalje nejasni i slozeni. Kao i ALS, FTD se moze posmatrati kao bolest fokalnog

pocetka sa tendecijom Sirenja.
2. Druga ispoljavanja u ALS osim o$te¢enja visSih kortikalnih funkcija

Osim demencije, postoje razliCite atipi¢ne centralne manifestacije koje
mogu biti u sklopu ALS i definiSu se kao entitet koji se naziva "ALS-plus
sindrom*. Moguc¢a je pojava ekstrapiramidnih motornih znakova, supranuklearne
paralize pogleda, kao i zahvacenost autonomnog nervnog sistema. Razlicite
manifestacije kao Sto su poremecaj energetskog metabolizma ukljucujuéi gubitak
telesne tezine, hipermetabolizam i hiperlipidemija impliciraju da i drugi delovi
CNS (npr.hipotalamus) mogu biti ukljuéeni u patogenezu ALS. Na osnovu
brojnih istraZzivanja moZemo re¢i da postoji dovoljno klinickih, neuropatoloskih i
neuroradioloSskih  dokaza koji ukazuju na mogucénost zajedniCkog
neuropatoloskog supstrata u okviru spektra ALS/BMN, tako da je ,atipi¢nost™

pojave plus znakova krajnje arbitrarna.
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1.7. DIJAGNOZA ALS

Dijagnoza ALS je primarno zasnovana na klini¢koj slici, prisutnosti znakova
oSte¢enja gornjeg 1 donjeg motornog neurona u istom regionu tela. U tu svrhu jos
davnih dana je konstituisan tzv.Charcot-ov trijas: atrofija i slabost misi¢a ruke (Sake i
podlaktice), generalizovana hiperefleksija i poviSen tonus na donjim ekstremitetima.
Danas se postavlja pitanje: da li je ovaj trijas dovoljan za postavljanje dijagnoze ALS?
Ovakvo klini¢ko ispoljavanje mogu imati i druge neuroloske bolesti, a osnovni cilj je
postaviti dijagnozu ALS S$to pre s obzirom da se radi o progresivnom degenerativnom
oboljenju. U cilju potvrde prisutnosti znakova ostecenja GMN i DMN, razvijeni su
dijagnosticki instrumenti i kriterijumi koji bi dijagnozu ALS podrzali i potvrdili. U tu
svrhu primarno mesto medu dijagnostickim procedurama zauzima EMNG sa primenom
standardnih tehnika kojima se verifikuje oStecenje donjeg motornog neurona
registrovanjem znakova aktuelne (fibrilacije, fascikulacije, miokimije, pozitivni
denervacioni potencijali) i hroni¢ne neurogene lezije (smanjena regrutacija motornih
jedinica, motorni potencijali uvecane amplitude, produzenog trajanja i polifaznog
izbijanja). Pored EMNG, u savremenom konceptu neurofiziologije BMN, koriste se i
kvantitativne tehnika ispitivanja koje nisu standardne niti kriterijumski definisane kao
Sto su: analiza gustine vlakana, makro EMG, turnes/amplitude analiza, multi MUP
analiza i motor unite number estimantion (MUNE) (Bromberg 2013). Kod ALS-a
elektroneurografija je naj¢es¢e uredna posebno na senzitivnim neravima, a na motornim
nervima, sa trajanjem bolesti mogu se uociti odredene promene koje se pre svega
odnose na snizenu amplitudu motornog evociranog potencijala, i sekundarno sniZzenu
brzinu koja uvek mora da bude iznad 75% od donje granice referentne vrednosti, kao i
minimalna latenca F talasa koja mora biti manja od 130% od gornje granice referentne
vrednosti. Terminalna latenca i trajanje distalnog motornog evociranog potencijala
moraju biti manji od 150% u odnosu na referentne vrednosti. Kod ALS pacijenata ne
registruju se kondukcioni blokovi provodenja (koji bi u slucaju prisutnosti sugerisali
mogucu multifokalnu motornu neuropatiju (MMN) 1/ili hroni¢nu demijeliniziarjucu
poliradikuloneuropatiju (CIDP), kao ni patoloska temporalna disperzija (koja bi mogla
sugerisati CIDP). Takode, kod ALS pacijenata se moze sresti pozitivan test
neuromisiéne transmisije sa dekrementom do 20%, kao i pozitivan nalaz single fiber

EMG (SFEMG), kao znak lezije perifernog motornog neurona (de Carvalho et al 2013).
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Radna grupa Svetske federacije za neurologiju je 1990. godine definisala
dijagnosticke kriterijume za ALS (El Escorial krietrijumi objavljeni 1994.godine)
(Brooks 1994), koji su prvi put revidirani 1998. godine (Airlie Hause kriterijumi
objavljeni 2000. godine) (Brooks at al 2000, Traynor et al 2000). I pored revizije, na
osnovu El Escorial kriterijuma, 10-22% pacijenata nikada tokom Zzivota ne moze da
zadovolji trazene kritrijume za “definitivnu” formu ALS-a, dok 56% pacijenta nikada ne
moze da ispuni kriterijume za “definitivnu” i1 “verovatnu” formu bolesti. Dijagnosticko
kaSnjenje nakon uvodenja El Escorial kriterijuma bilo je u proseku godinu dana za sve
forme bolesti, nesto krace kod pacijenata sa bulbarnim (9 meseci u proseku), u odnosu
na one sa spinalnim pocetkom bolesti (16-18 meseci). U ovim Kriterijumima nije bilo
mogucénosti spoznaje stepena zahvacenosti GMN, kao ni moguénosti potvrde dijagnoze
kod pacijenta koji u dugom toku bolesti nisu razvili znake GMN, a koji su klini¢ki jasno
razvili sliku ALS, te su konstituisani tzv. Awaji kriterijumi (Carvalho et al 2009), ¢ime
je omoguéeno obuhvatanje i ovih pacijenata pod definicijom ,,definitivne” ALS. Ovi
kriterijumi su izjednacili znacaj elektorfizioloskih i klini¢kih promena u dijagnostici
bolesti i prvi put definisali pojavu neurofizioloSkih fascikualcija kao ekvivalent
»aktuelne,, neurogene lezije (ekvivalent fibrilacijama i pozitivnim o$trim talasima kao
obrazac procene progresije denervacije) na ve¢ prisutno hronicnom neurogenom
obrascu registrovanja. Sa kombinacijom revidiranih EIl Escorial i Awaji kriterijuma
postitgnuti su slede¢i ciljevi: pri prvom pregledu dijagnoza ALS se postvalja prema
Awaji krietrijumima kod 94% obolelih, a prema revidiranim EI Escorial kriterijumima
kod 40% obolelih; senzitvnost kod ALS sa bulbarnim pocetkom na osnovu sadasnjih
kreiterijuma raste sa 37 na 87%, dijagnosticka senzitivnost napravljenih kriterijuma
danas povecava senzitivnost ,,definitivnosti“dijagnoze na 95%, a ,,mogucnosti

dijagnoze raste sa 50 na 87%.

Na osnovu ovih tzv.El Esorial i EI Escorilal modifikovanih i Awaji kriterijuma,

ALS se dijagnosticki danas klasifikuje u Cetiri osnovne kategorije bolesti (Tabela 2 i 3):

e Klinicki definitivna ALS,
e Klinicki definitivna, laboratorijski potvrdena ALS,
e Klinicki verovatna ALS,

e Klini¢ki moguca ALS.
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Klasifikacione kategorije
dijagnosticke  sigurnosti
bazirane na  klinickim

nalazima

neurofizioloski krietrijumi) prema Brooks et al.2000, de Carvalho et al 2009.

Tabela 2. Dijagnosticki kriterijumi za ALS (revidirani El Escorial i Awaji

Klinicki definitivna ALS

Klinicki znaci oSte¢enja GMN* i DMN** ili
elektrofizioloski pokazatelji u najmanje 3 ispitana

regiona***

Klini¢ki definitivna,
laboratorijski potvrdena

ALS

Klini¢ki znaci oSte¢enja GMN i/ili DMN u jednom
ispitanom regionu i detektovana patogena mutacija u
SOD1 genu

Klinicki verovatna ALS

Klinicki znaci oSteCenja GMN 1 DMN ili
elektrofizioloski pokazatelji znakova oste¢enja DMN u
2 ispitana regiona sa barem jednim znakom oStecenja

GMN rostralno u odnosu na klnicke znake oSte¢enja

GMN

Klini¢ki moguéa ALS

Klinicki znaci ostecenja GMN 1 DMN ili
elektrofizioloski pokazatelji u 1 zajedni¢kom regionu
ili

Klini¢ki znaci oSte¢enja GMN u barem 2 ispitana
regiona ili

Klini¢ki znaci oste¢enja GMN i DMN u 2 regiona bez

znakova oSte¢enja GMN rostralno u odnosu na

znakove oste¢enja DMN

*Znaci oSteenja GMN: hipertonija po spasticnom tipu, klonus, pozitivna znak Babinskog,

ugaseni kozni trbusni refelski, pojacani patoloski misiéni refleksi

**Znaci ostecenja DMN: hipo i /ili atrofija miS$ica, slabost, fascikulacije, znaci aktuelne

neurogene lezije potvrdena EMG pregledom (u najmanje 2 miSic¢a istog regiona na rukama i

nogama, a u jednom regionu u kranijalnom i torakalnom segmentu, inervisanih od strane

razli¢itog nerva i korena da bi taj region bio oznacen kao definitivno, moguce ili verovatno

zahvatanje)

***|spitani regioni: kranijalni (bulbarni), cervikalni (ruke), torakalni (paraspinalna muskulatura

ili m.rectus abdominis) i lumbosakralni (noge)
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Tabela 3. Dijagnosticki kriterijumi za ALS

Kriterijumi neophodni
za  dijagnozu  ALS

(“pozitivni” Kkriterijumi)

v

Znaci ostecenja DMN evidentirani klinicki,
elektrofizioloski i neuropatoloski

Klini¢ki znaci oSte¢enja GMN

Progresija simptoma ili znakova bolesti u okviru jednog ili
drugih regiona, evidentirana anamnesticki ili klinickim

pregledom

Kriterijumi koji mogu

isklju¢iti dijagnozu ALS

Senzitivni ispadi

Sfinkterijalne smetnje

Poremecaji vida

Autonomna disfunkcija
Ekstrapiramidna simptomatologija
Alzheimerova demencija

Sindromi koji imitiraju ALS (“mimics”

Podrzavajuéi

kriterijumi za ALS

LSRN NN N N U N N NN

Fascikulacije u jednom ili viSe regiona tela
Neurogeni obrazac u EMG ispitivanju
Normalan senzitivni neurogram na ENG

Odsustvo kondukcionog bloka provodenja

1.7.1. Dijagnoza FALS

Do danas ne postoji zvani¢ni konsenzus oko definicije FALS. Klini¢ki se

pacijenti sa FALS 1 SALS ne mogu razlikovati na pocetku bolesti. Danas je prihvaceno

da se ALS nazove familijarnom ukoliko je jedan ili viSe srodnika prvog ili drugog

stepena srodnosti oboleo od bolesti motornog neurona sa verifikovanom genskom

promenom. Zbog nedostataka definisanih kriterijuma, jo§ uvek ne postoje globalno

prikazani epidemioloski podaci o FALS. Ucestalost FALS u odredenim populacijama

zasnovana je na postojanju detaljnih anamnestickih podataka o porodi¢noj pojavi

bolesti, mada postoje brojni faktori koji ovakvim ispitivanjem mogu doprineti lazno

pozitivnom ili laZno negativhom determinisanju bolesti kao familijarne subforme bolesti

(Tabela 4)
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Tabela 4. Faktori koji doprinose lazno pozitivnom ili laZzno negativnom determinisanju

familijarne ALS

Lazno negativna determinacija FALS

Nedostak informacija iz prethodnih generacija o
oboljenju

Kod pacijenta je de novo verifikovana mutacija, nije
odrzan  kontinuitet  obaveStavanja  nadleznih
medicinskih sluzbi o slede¢em obolelom u istoj
porodici

Pogresna dijagnoza sledeceg obolelog ¢lana porodice
Rodaci koji su ranije preminuli

Mala genetska penetrantnost i/ili malobrojna
porodica koja doprinosi da se familijarni oblik bolesti
ispoljava kao sporadiéni

Kasnjenje u dijagnozi

Lazno pozitivna determinacija FALS

»~Precenjena“ dijagnoza ALS kod rodaka

Pogresna dijagnoza ALS na umrlicama

Vecina opisanih FALS slu¢ajave u literaturi zasnovana je na pojavi dva obolela

¢lana u jednoj porodici. Na osnovu stepena procenjenog rizika oboljevanja od ALS

nakon 60. te godine (verovatnoca 1:400), moguce je zakljuciti da je verovatnoca da

druga osoba razvije bolest u istoj porodici bude 1 sasvim slucajna (sporadicna).

Medutim, ukoliko je u jednoj porodici tri ili vSe obolelih sa verifikovanjem iste mutacije

manje je verovatno da se radi o slucajnosti (sporadi¢nosti), ve¢ o pravoj genetskoj

osnovi bolesti. Do sada je zabelezeno da se SOD1 mutacije javlja kod 20% obolelih

FALS pacijenta, kao i od nedavno verifikovana c9orf72 mutacija kod oko 40% obolelih

FALS pacijenta, mada za sada nedostaju uniformisani rezultati epidemioloskih studija.

Dokaz o ispoljavanju bolesti sa odredenom mutacijom je osnova u dijagnostici

familijarnog ispoljavanja ALS. Na osnovu poslednjih literaturnih podataka, predlozena
je klasifikacij FALS u tri grupe (Byrne et al 2012):

v" Definitivna FALS,
v" Verovatna FALS,
v" Moguca FALS.
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Detaljni dijagnosticki kriterijumi dati su u Tabeli 5.

Tabela 5. Dijagnosticki kriterijumi za FALS

Defnitivna FALS

Anamnesti¢ki: ALS pacijent sa najmanje dva rodaka prvog ili drugog
stepena koji boluje od ALS
Genetski: ALS pacijent sa najmanje jednim obolelim ¢lanom porodice

i verifikovanom istom genetskom mutacijom

Verovatna FALS e Anamnestic¢ki: ALS pacijent sa najmanje jednim rodakom obolelim od
ALS prvog ili drugog stepena srodstava
Moguéa FALS e Anamnesti¢ki: ALS pacijent sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom,

ali se bolest nije ispoljila kod rodaka prvog ili drugog stepena
srodnosti

Genetski: sporadi¢ni ALS pacijent bez pozitivne porodi¢ne anamneze,
i verifikovanom mutacijom

Neurodegenerativne bolesti u porodi¢noj anamnezi: ALS pacijent sa
pozitivnom porodi¢nom anamnezom i potvrdenom FTD kod rodaka

prvog stepena srodnosti

Prihvatanje ove klasifikacije FALS bolesti omogucila bi adekvatnu procenu

ucestalosti poznatih genskih mutacija prema geografskim, etnickim 1i/ili drugim

principima 1 omogucavala bi tacan kvantitativni broj obolelih pacijenta sa odredenim

dobro poznatim genskim mutacijama. Takode, ovakva klasifikacija bi mogla da posluzi

kao dobar model za davanje genetskog saveta. Ovi kriterijumi Klasifikacije FALS

trebalo bi da budu uvrsteni 1 u slede¢u reviziju vazecih El Escorial kriterijuma bolesti.

1.7.2. ALS plus sindromi

Sa revidiniranim El Escorial kriterijumima 1998.godine prvi put se u klinic¢koj

praksi definiSe 1 pojam ,,ALS plus sindroma®. Ovi sindromi podrazumevaju razvoj

klini¢ke slike ALS u okviru specifi¢nih stanja ili pak u specificnim krajevima sveta, ili

pak u sklopu bolesti koje mogu da imitiraju ALS, a da to nisu (Tabela 6).
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Tabela 6. ALS plus sindromi

ALS plus sindromi

SALS u okviru razli¢itih geografskih fokusa-
endemske ALS varijante
ALS/demencija/parkinsonizamkompleks
(Guam)

Madras varijanta (Indija)

Monomeli¢ka amiotrofija (Indija, Japan)
SALS sa demencijom i/ili parkinsonizomom
SALS ca cerebelarnom degeneracijom

SALS sa autonomnom zahvac¢enos¢u

SALS sa senzitivnim sindromima

SALS sa supranukleranim i nukleranim

okularnim poremecajima

ALS sindromi udruzZeni sa laboratorijskim

poremecajima nejasne znacajnosti

SALS udruZena sa prisustvom pozitivnog
titra antitela na GM1, MAG

SALS sa monklonskom gamapatijom

SALS udruzena sa limfomima

SALS udruzena sa infektivnim oboljenjima

(HIV, Neuroborelioza, Bruceloza)

Stanja sliéna ALS

Multifokalna motorna neuropatija

Cisto motorni CIDP

Progresivna postmijelitisna misi¢na atrofija
Hiperparatireoidizam, hipertireoza

Trovanje aluminijumom, Zivom, olovom
Paraneoplasticni  sindromi  (sa  znacima

afekcija DMN u najmanje 2 regiona tela)
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1.7.3. Dijagnosticki El Escorial kriterijumi (revizija iz 2015. godine)
Na osnovu poslednje revizije EIl Escorial kriterijuma doneti su slede¢i zakljucci:

- dijagnoza ALS zahteva minimum jedan od slede¢ih stavova: progresija
simptoma ili znakova GMN 1 DMN u najmanje jednom regionu tela (“moguca”
ALS) ili

- postojanje lezije DMN na osnovu klinickog pregleda u jednom regionu i/ili

potvrdan elektrofizioloski nalaz u dva ispitana regiona.

Kriterijumi su usaglaseni i za pojedine podtipove ALS, tako da se PBP moze
dijagnostikovati kao ALS ukoliko postoje znaci GMN i DMN u bulbarnom regionu. FA
1 FL sindromi se mogu dijagnostikovati kao ALS ako su prisutni znaci oSte¢enja DMN
u najmanje dva regiona tela, bez pristnih znakova GMN. PMA se moze dijagnostikovati
kao definitivna ALS ukoliko si prisutni simptomi i znaci oSte¢enja DMN u najmanje
dva ispitana (susedna) regiona uz negativan nalaz genetskog testiranja koje bi iskljucilo
genetsku i/ili familijarnu formu bolesti. PLS je bolest GMN, te se dijagnoza ALS ne
moze postaviti. Kada i1 ako se klinicki ili elektrofizioloski ispolje znaci oste¢enja DMN,

u najmanje jednom ispitanom regionu moze se postaviti dijagnoza ALS.

FALS se moze definisati kao forma bolesti ukoliko je neurodegenerativna bolest
(ALS i/ili FTD) prisutna kod najmanje jednog srodnika prvog ili drugog stepena.
Ukoliko postoji pozitivna porodi¢na anamneza za ALS ili FTD u okviru tri generacije,
bolest se treba smatrati familijarnom. Ukoliko kod pacijenta postoji verifikovana
patogena mutaciju koja je poznata kao moguci uzro¢nik bolesti, a bez pozitivne
porodi¢ne anamneze, takva forma bolesti se moZe nazvati hereditarnom ili primarno
genetskom ALS (ranije “moguca FALS”). Takode, potvrdena patogena mutacija moZze
zameniti odsustvo znakova ostecenja GMN ili DMN, tako da se dijagnoza ALS moze
postaviti na osnovu prisustva znakova ostecenja GMN i/ili DMN u jednom regionu uz
udruzenost sa patogenom verifikovanom mutacijom (“klinic¢ki definitivna laboratorijski

potvrdena ALS”).

U slucaju prisutva samo klinickih znakova oSte¢enja DMN, prirodni tok bolesti,
neuroimidzing studije 1 patoloski nalazi su pokazali i znake lezije GMN (iako oni

klinicki ne moraju da budu prisutni). Zaklju¢eno je da ukoliko pacijent ima znake
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oste¢enja DMN u dva ili viSe regiona, bez klinic¢kih znakova oste¢enja GMN, dijagnoza
ALS moze biti postavljena, ukoliko za ispoljene znake oStecenja DMN ne postoji bolje
objasnjenje. Pacijenti sa ranije definisanom varijantom “moguce” ALS koji su praceni
godinama pokazuju jako nizak stepen lazno pozitivne dijagnoze kroz vreme. U proteklih
deset godina dopunska ispitivanja poput MR ili pregleda likvora imala su znacajno
mesto u potvrdi lezije i GMN. Vremenom ¢e se i termini “definitivna” i “verovatna”
ALS biti zamenjeni, s obzirom na sada dostupnost razli¢itih kvantitativnih tehnika
dijagnostikovanja, koji bi na precizniji naCin izrazili stepen oSte¢enja posebno GMN.
Prisustvo demencije ne iskljuCuje postojanje dijagnoze ALS, te bi u novim
kriterijumima trebalo uvrstiti i kognitivno oStecenje kao bitan paramater, s obzirom da
cak 50% ALS pacijenata ispoljava neko kognitivno 1 /ili bihevioralno oStecenje.
Ostecenje senzibiliteta, sfinkterijalne smetnje ili poremecaj okulogira mogu biti deo
klini¢ke prezentacije u okviru ALS, te njihovo postojanje a priori ne iskljucuje
dijagnozu. Awaji kriterijumi su izjednacili pojavu fascikulacija na EMNG pregledu sa
postojanjem fibrilacija i/ili pozitivnih oStrih talasa, ukoliko se iste javljaju na terenu
hroni¢no neurogenog obrasca. Zbog odredenih prognosticki povoljnijih deSavanja,
subkatogorije PLS i PMA treba zadrzati u klinickom izrazavanju” (Ludolph A et
al.2015).

Na osnovu svega pomenutog, u zakljucku mozemo ista¢i da na ALS treba
pomisliti kod pacijenata starijih od 50 godina sa asimetricnom bezbolnom slabos¢u
ekstremiteta, bez prominentnog senzitivnhog ispada i sfinkterijalnih smetnji i/ili
progresivnom dizartrijom sa disfagijom U pocetnoj fazi bolesti najcesée dijagnosticke
greske se prave u odnosu na fokalne sindrome kao §to su cervikalna i lumbosakralna
diskopatija sa stenozom spinalnog kanala, traumatske i kompresivne neuropatije,
multifokalna motorna neuropatija sa i bez kondukcionih blokova, mijasteniju gravis,
monomeli¢nu misi¢nu atrofiju, sindrom benignih fascikulacija, postpolio sindrom,
veoma retko stanje kao $to je inclusion body miozitis. Konac¢na i definitivna dijagnoza
kod tzv. atipi¢nih slucajeva zahteva ¢es¢e EMNG preglede u rasponu od 3-6 meseci u
periodu od najmanje tri godine. U svakodnevnom radu za postavljanje dijagnoze ALS
potrebno je da budu ispunjena tri od navedenih klinickih znakova: asimetri¢na slabost 1

hipotrofija miSi¢a ekstremiteta i/ili bulbarna slabost sa dizartrijom, hiperefleksija sa
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patoloskim refleksima, poviSen tonus po spasticnom tipu, prisutne fascikualcije i slabost

respiratorne muskulature.
1.8. DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA ALS (,,ALS MIMIC*)

Tokom 2012. godine objavljen je prvi EFNS vodi¢ (Andersen et al, 2012) za
dijagnozu bolesti motornog neurona u kom se navodi i lista diferencijalnih dijagnoza.
Klasifikacija svih labaratorijskih analiza i dodatnih klinic¢kih ispitivanja izvrSena je
prema stepenu znacajnosti na osnovu rezultata svih dotadasnjih kontrolisanih klini¢kih

studija (nivo preporuke A, B, C ili preporuka dobre klini¢ke prakse).

Brojna su stanja koje treba razmotriti u diferencijalnoj dijagnozi ALS. Na
osnovu El Escorijal kriterijuma (1998) navedena je tabelarno lista bolesti, u odnosu na
anatomsku lokalizaciju moguceg patoloskog procesa, koje treba razmotriti u

diferencijalnoj dijagnozi ALS (Tabela 7).

Tabela 7. Bolesti koje imitiraju ALS (,,ALS mimic syndromes*)

Centralni nervni sistem (mozak) Polyglucosan body disease

Cervikalna mijelopatija i stenoza spinalnog kanala
Funikularna mijeloza

Primarno progresivha MS

Mozdano stablo i kicmena mozdina Lezije na nivou foramen magnuma (infarkt, MS; tumor)
Siringomijelija

Adrenomijeloleukodistrofija, Algroov Sindrom

Hereditarna spasti¢na parapareza, SCA 3

Kenedijeva bolest (bulbospinalna misi¢na atrofija)
Siringomijelija, siringobulbija

Deficit Hexosaminidaze A, Tay-Sachs bolest

Benigna momeli¢na amiotrofija

Prednji rogovi ki¢mene mozdine Limfom, Waldenstom makroglolinemia, Multipli mijelom
Paraneoplasti¢ni encefalomijelitis

Postiradijaciona mijelopatija

Postpoliomijelitis sindrom

Spinalna miSi¢na atrofija

Multifokalna motorna neuropatija, Cisto motorni CIDP
Periferni nervi Neuralgi¢na amiotrofija

Pleksopatije
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Neuromisi¢na sinapsa Myasthenia gravis - bulbarni podéetak bolesti

Okulofaringealna misi¢na distrofija
Misi¢ Izolovana miopatija ekstenzora vrata, Inclusion body miozitis

Neuromiotonija

Hipertireoza, Hipoparatireoidizam
HIV infekcija

Neuroborelioza, Neurolues, Bruceloza
Sistemske bolesti HTLV-1

Sindrom benignih fascikulacija
Intoksikacije metalima

Sarkoidoza i druge imunski posredovane bolesti

Diferencijalna dijagnoza je vazna i sa stanovista lekara i pacijenta, s obzirom na
to da je ALS progresivna i neizleGiva bolest. Svaki atipi¢ni znak, makar i najmanja
sumnja, da postoji moguénost drugog oboljenja, treba otkloniti usmerenim klinickim

ispitivanjima diferencijalne dijagnoze.

1.9. ULOGA MAGNETNE REZONANCE U DIJAGNOSTICI ALS

Kori$¢enje konvencionalnih tehnika magnetne rezonance (MR) mozga i
kicmene mozdine kod pacijenata sa sumnjom na ALS je u najve¢em broju slucajeva
dijagnosticka procedura koja sluzi u cilju isklju¢ivanja drugih patoloSkih stanja koja
mogu imitirati klini¢ku sliku ALS. Verifikovanje hiperintenziteta kortikospinalnog
trakta na konvencionalnoj MR moze biti indirektna podr$ka klinickom nalazu kod
sumnje na ALS. Medutim, MR do danas nije svrstana u obavezne i sigurne
dijagnosticke procedure na osnovu koje se moze postaviti dijagnoza BMN, tj.

najdirektnije potvrditi zahvac¢enost GMN u okviru bolesti (Forester et al 2013).

U proteklih deset godina postoji ekspanzija razvoja novih neurovizualizacionih
tehnika koje se koriste u izuc¢avanju /dijagnostici ALS (Menke at el 2017). Na osnovu
dosadasnjih saznanja, novi revidirani kriterijjumi trebalo bi da sadrze i MR
karakteristike. Naime, primenom MR endokranijuma i difusion tensor imaging (DTI)
MR tehnike registrovana je znadajna kortikalna redukcija precentralnog girusa,

oStecenje na nivou kortikospinalnog puta 1 korpusa kalozuma §to moze biti od znacajne
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pomoci u postavljanju definitivne dijagnoze bolesti (Foerster et al 2013). Izmenjen nivo
N-acetilaspartata na MR spektroskopiji u primarnom motornom Kkorteksu i duz
kortikospinalnog puta predstavlja konzistentnu pojavu kod pacijenta sa ALS
(,,podrzavajué¢i kriterijumi*) (Pioro 2000). Prethodno navedeni nalazi bi trebalo da
omoguce potvrdu lezije GMN i pre pocetka klinickih ispoljavanja znakova osteéenja

GMN u sklopu progresivne neurodegenerativne bolesti.

Pretpostavlja se da DTI kvanitativno ispitivanje (traktografija) i ispitivanje
debljine korteksa moze imati prediktivnu ulogu u prirodnom toku bolesti, kao i
mogucnost da se na osnovu uocenog ostecenja mozga identifikuje podgrupa pacijenata
podloznih razvoju demencije ili pak razvoju rapidno progresivne forme osnovne bolesti.
Uocene su i bitne promene na traktografiji kortikobulbarnog puta kod pacijenata sa
bulbarnim u odnosu na pacijente sa spinalnim pocetkom bolesti (Bede&Hardiman,
2014). Verifikovana o$tec¢enja u korpusu kalozumu (redukovan denzitet i volumen
vlakana) su u pozitivnoj korelaciji sa stepenom klinicki ispoljene zahvacenosti GMN i
stepenom funkcionalnog oSteCenja pacijenata. Precentralni girus pokazuje znacajniju
kortikalnu redukciju kod pacijenata sa predominantno ispoljenim znacima DMN,
umerenu kortikalnu redukciju kod pacijenta sa predominantnom afekcijom GMN, i
najmanju kortikalnu izmenjenost kod klasicne forme bolesti gde postoji podjednaka
zahvacenost i DMN i GMN (Roccatagliata et al., 2009). Progresija hiperintenziteta
signala kortikospinalnog puta ne uocava se tokom trajanja bolesti, dok se lezije
okciptotemporalnog trakta (povezuje vizuelni i entorinalni, parahipokampalni korteks)
uocena na DTI sekvenci, menjaju tokom razvoja bolesti. Ovakvi nalazi mogu sugerisati
hipotezu da se 1 preklinicke morfoloske promene mogu uociti u motornom delu korteksa
pomoc¢u MR, dok se ekstramotorna propagacija deSava u sklopu dalje progresije bolesti

(Ignjatovic et al.2013).

Kao i konvencionalna MR mozga, tako se i konvencionalni MR pregled bilo kog
dela kicmene mozdine standardno koristi u cilju iskljucivanja i/ili potvrde drugih stanja
koja mogu dati klinicku sliku BMN. U poslednjih nekoliko godina zapoceto je i
istrazivanje novih tehnika na polju neurovizualizacije kicmene mozdine (Bede et al
2012). Nekonvencionalnim MR tehnikama pokusano je da se verifikuju znaci ostec¢enja
kortikospinalnog puta, kao 1 promene na nivou sive mase ki¢mene mozdine.

Ograni¢avajuéi i otezavajuci faktor u analizi MR promena ki¢mene mozdine su: mala
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dimenzija ki¢mene mozdine, anatomska lokalizacija (blizina koStanih struktura),
nehomogena magnetna polja duz same ki¢me mozdine koja a priori ne moraju da
ukazuju na patoloski nalaz, te tehni¢ke promene na samim snimcima usled pokreta
tokom respiracija i otkucaja srca (Cohen-Adad et al 2012). Nastavak primene
nekonvencionalnih tehnika MR ki¢mene mozdine zahteva postojanje i specificnih
tehni¢kih moguénosti za njeno izvodenje. Studije poprecnog preseka ki¢mene mozdine
mogu predstavljati marker lezije DMN (oSte¢enja sive mase Kiémene mozdine). DTI
promene na MRI ki¢mene mozdine mogu sugerisati ,,dying back* hipotezu u patogenezi
bolesti,dok spektroskopske promene se nalaze kod SALS, ali i kod presimptomatskih
FALS pacijenata u ranoj fazi bolesti.

Dosadasnjim istrazivanjem uocena je tzv. atrofija ki¢mene mozdine cervikalnog
segmenta kod pacijenata sa ALS merenjem poprecnog preseka same ki¢mene mozdine
na popreénim i sagitalnim presecima MR snimka. Posebno je izu¢avana atrofija u nivou
cervikalnih segmenata ki¢cmene mozdine i ispitivana je korelacija sa stepenom slabosti
zahvaéenih miSi¢a na rukama. Dobijeni rezultati su ukazali na postojanje statisticki
znacajne pozitivne Kkorelacije, te je postavljeno pitanje da li segmentna atrofija
cervikalnog dela ki¢mene mozdine moze da predstavlja novi biomarker u ALS posebno
kao marker oSte¢enja DMN. Izmedu stepena atrofije kicmene moZdine 1 ALSFRS skora
u navedim istrazivanjima nije uocena znacajna statisticka korelacija. Mikrostrukturna
ostecenja kicmene mozdine koja se verifikuju kroz meru funkcionalne anizotropije
ukazuje na mogucu pozitivnu korelaciju sa ALSFRS skorom kao kvantitativnom merom

stepena progresije funkcionalne onesposobljenosti (Branco et al 2014).

Tehnike koje se primenjuju u izu¢avanju promena kicmene mozdine su i DTT i
magnetni transfer (MTR). Segmentnom analizom kod ALS pacijenata uocena su
posebna mikrostrukturna oSteenja na nivou lateralnog kortikospinalnog trakta.
Metabolicka alteracija aktivnosti razli¢itih biomarkera je jo$ jedna metoda koja ima
mogucnost evidentiranja odredenih spektroskopskih promena kod pacijenata sa ALS.
Tako je u jednoj studiji uoCen snizen indeks N-acetilaspartata i kreatina, kao i indeks N
acetilaspratata i mioinozitola kod oko 40% SALS i kod oko 20% asimptomatskih
nosioca SOD1 mutacija, iz FALS porodica. Takode kod 10% asimptomatskih nosioca
SOD1 FALS pacijenata uocan je snizen spektroskopski indeks mioinozitola i kreatina, a

kod oko 25% SALS pacijenata je zapazen snizen indeks N-acetilaspartata i holina (El

32



Mendili et al.2014). Longitudinalnom studijom kod ALS pacijenata uo¢ena je pozitivna
statisticki znacajna razlika izmedu merenja popre¢nog preseka i1 funkcionalne
anizotropije (znacajno smanjenje vrednosti) na osnovu ¢ega je sugerisano da se moze
smatrati biomarkerom progresije bolesti. Takode je registrovan i povecan indeks
srednje difuznosti, Sto sugeriSe da primena specificnih MR tehnike pregleda cervikalnog
dela ki¢mene mozdine nezavisno od isto tako specificnih metoda MR pregleda

endokranijuma, mogu biti imidzing markeri progresije bolesti motornog neurona.

1.10. NEUROPSIHOLOSKA PROCENA PACIJENATA SA AMIOTROFICNOM
LATERALNOM SKLEROZOM

Kognitivne ili bihejvioralne promene su prisutne kod 30-50% ALS pacijenata i
pripadaju spektru frontotemporalnih disfunkcija (Beeldman et al 2016). Opisani
poremecaji ne zadovoljavaju kriterijume za fronto temporalnu demencije (FTD) koja se
registruje kod oko 5-15% pacijenta sa ALS. Najce$¢e opisivani kognitivni poremecaj
kod pacijenata sa ALS je poremeéaj egzekutivne funkcije. NaruSena verbalna fluentnost
je determinisana kao rani znak kognitivnog oStecenja kod ovih pacijenata. Pored
navedenih (frontalnih) kognitivnih, kod ALS se opisuju i promene u sferi poremecaja
pamcenja, Vizuo-perceptivni poremecaji, narusena socijalna kognicija i naruseno
emocionalno razumevanje. Takode, registrovane su i1 brojne bihejvioralne promene kao
Sto su impulsivnost, nedostatak empatije, dezinhibicija, poremecaj kontrole impulsa 1
drugo. Bihejvioralne promene su posebno naglasene kod genetski determinisane forme
bolesti sa ekspanzijom u genu c9orf72 (Patel &Sampson 2015). Smatra se da prisustvo
egzekutivne disfunkcije predstavlja klinicki prognosticki faktor kraceg preZivljavanja

pacijenata sa sporadi¢nom formom bolesti.

Na osnovu neuropsiholoskog nalaza ALS pacijenti se mogu klasifkovati u tri
grupe: 1. pacijente koji nemaju kognitivni deficit, 2. pacijente sa blagim i 3. pacijente
sa teskim kognitivnim deficitom. Potvrdeno je da ALS pacijenti, koji imaju kognitivno

oStecenje svakako pokazuju progresiju u kognitivnom ostecenju, ali je to nekada tesko
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dokazati (pacijenti sa napredovanjem fizicke onesposobljenosti postaju netestabilni
standarnim testovima primenejnim kao baterija indikovano u ovoj grupi obolelih). Moze
se rec¢i da je kognitivni status povezan sa stepenom motoronog pogorsanja i stepenom i
obrascem progresije na polju kognicije. Takode je zapaZzen i princip da kognitivho
ocuvani pacijenti imaju tendenciju da ostano kognitivno ,,zdravi® (Elamin et al 2013). U
nekim istrazivanjim kognitivni status se pokazao kao moguc¢i prediktor i marker u cilju
razlikovanja odredenih klinic¢kih i jo§ preciznije genetskih podtipova bolesti. Moze se
re¢i da se postojanje kognitivnog oSte¢enja kod ALS moze ocekivati s obzirom na
verifikovano patohistolosko preklapanje ALS posebno sa FTD, te je i disfunkcija
frontalnog reznja i najceSce opisivani poremecaj kod ALS pacijenata. PatohistoloSka
potvrda povezanosti dva stanja, ALS i demencije, je pokazana i prisustvom nalaza
pozitivnih ubikvitinskih inkluzija, TDP 43, kao i genetskom potvrdom istih mutacija
kod dva stanja (npr. FUS i c9orf72) sto ALS-FTD c¢ini moguéim kontinuom u

ispoljavanju razlicitih fenotipova.

1.11. LECENJE PACIJENATA SA ALS

lako je ALS neizle¢iva bolest, neophodno je postaviti efikasan terapijski plan u
cilju maksimalizovanja kvaliteta Zivota, §to obuhvata uklju¢ivanje multidisplinarnog
tima, pored neurologa fizijatra, logopeda, psihoterapeuta, pulmologa, gastroenterologi
nutricionista. Primena lekova u ranoj fazi bolesti je efikasnija u odnosu na primenu iste
u kasnoj fazi bolesti (Brooks, 1999). Neuroprotektivna terapija ima za cilj pokusaj
zaStite neoSteCenth motornih neurona radi usporenja progresije bolesti. Prema
navedenim hipotezama, oksidativno o$te¢enje doprinosi degeneraciji motornog neurona
u ALS. Inhibicija ili supresija oksidativnih mehanizama, moZze usporiti bolest §to odlaze
pocetak, ali ne utiCe na trajanje bolesti. Inhibicija glutamatnih ili apoptoticnih
mehanizama nema efekta na pocetak bolesti, ali produzava prezivljavanje, povecavajuci
trajanje simptomatske faze bolesti (Gurney et al., 1998). Tako, neuroprotektivna terapija

razli¢ito utiCu na procese inicijacije i progresije bolesti.

Prakti¢ni koncept leCenja ovih pacijenata podrazumeva inicijalni korak
upoznavnaja ALS pacijenta i ¢lanove porodice o prirodi bolesti i kakva je prognoza.

Drugi korak je informisanje pacijenta i porodice o postojecoj terapiji. Tre¢i korak
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podrazumeva ukljucivanje tima koji ¢ine medicinske sestre, psihologe, socijalne
radnike, fizioterapeuta, logopeda sa osnovnim ciljevima prihvatanje bolesti i
pobolj$anje kvaliteta Zivota ALS pacijenata. Cetvrti korak je terapija kojoj se pribegava
u toku progresije bolesti u okviru koje su sve vreme ukljuceni lekari i medicinske sestre
uz ¢lanove porodice pacijenata, posebno gastroenterolozi kod implantiranje perkutane
gastreostome (PEG) u momentu potpune kompromitacije gutanja,i pulmolozi kod

primene neinvazivne ventilacije (NIV) kod respiratorne insuficijencije.

Riluzol (Rilutek) je jedini lek koji je prihvacen od strane FDA 1996. godine u
terapiji ALS. Originalno je opisan 1985. godine, kao antiepileptik iz grupe benzotiazola.
Riluzol selektivno inhibira endogeno oslobadanje glutaminske kiseline, vrsi inaktivaciju
jonskih kanala za natrijum, moduliSe intracelularne procese koji imaju ulogu u aktivaciji
glutamatnih receptora. Lek se brzo resorbuje posle peroralnog davanja i metabolise se
direktnom glukuronizacijom ili oksidacijom pod dejstvom enzima citohrom P450 1A,
CYP1A2. Posle multiplih doza, stabilna koncentracija riluzola u plazmi postize se
nakon 5 dana. Lek se ne sme davati pacijentima sa neutropenijom, u periodu trudnoée i
laktacije, kao i osobama sa znacima hepati¢ne insuficijencije. Potencijalni inhibitori
citohrom P450 1A, CYP1A2, kao Sto su kafein, teofilin, kinoloni i fenacetin, mogu
smanjiti brzinu eliminacije riluzola. Sa druge strane, puSenje, uzimanje lekova kao §to
su barbiturati i rifampicin, mogu ubrzati eliminaciju riluzola. Bitno je znati sa svojim
dejstvom kod nekih pacijenata moze usporiti progresiju bolesti, 1 da je za njegovu
primenu i1 ocekivanu delotvornost ocekivano prisutvo ocCuvane disajne funkcije sa
forsiranim vitalnim kapacitetom (FVC) iznad 60%. U uradenim studijama pokazan je
pozitivan efekat riluzola na odlaganje primena mehanicke invazivne i/ili neinvazivne
ventilacije za 2-3 meseca (Gordon 2011). Pored jedinog kauzalnog vida leCenja, za sada
dostupnog, kod ALS se primenjuje brojna simptomatska terapija (bronhodilatatori,
spazmolitici, anksiolitici, antidepresivi, terapija bola itd). Klini¢ki znaci koji upucuju na
neophodnost aplikacije nazogastri¢ne sonde (aplikaciju PEG-a) su gubitak telesne tezine
veci od 10% od premorbidne TT, BMI ispod 18.5% 1 FVC > 50% od predvidenog.
Kriterijumi za primenu NIV kod ALS pacijenata sa respiratornom insuficijencijom su
FVC < 50%, PaCO2 jutarnji > 6.5 kPa, no¢na SaO2 < 88% za > 5 min i MIP < 60 cm
H20 stuba (Miller et al 2009). Predulsovi za adekvatno prihvatanje NIV u kuénim

uslovima su registrovanje inicijalnih znakova no¢ne hipoventilacije, primenom noéne
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oksimetrije, ortopneja, mlade Zivotno doba, spinalni pocetak bolesti, bez izrazene
slabosti na rukama, ocuvanost bulbarne funkcije i ALS pacijenti bez znakova izrazene

kognitivne i egzekutivne disfunkcije.

1.12. GENETSKA OSNOVA ALS

Nakon Alzheimerove i Parkinsonove bolesti, ALS je tre¢a po ucestalosti
neurodegenerativna bolest. ALS predstavlja veoma heterogeni Kklinicki, ali i
patofizioloski entitet. Generalno gledano 90% ALS pacijenata pripada tzv. sporadi¢noj
ALS (SALS), dok 5-10% pacijenta ima genetsku ili familijarnu osnovu bolesti (FALS).
Do sada je opisano vise od 20 definisanih gena i pripadujucih fenotipova genetski
determinisane ALS, kao 1 viSe od 30 potencijalno mogucih ili modifikujuéih gena koji
se povezuju sa ALS, Sto sugeriSe da se radi 1 o veoma heterogenom genetskom entitetu.
Nazalost, i pored otkrica genskih mutacija, jo§ uvek je odgovor o definitivnoj
etiopatogenezi bolesti nepoznat. Prvi precizniji podaci o familijaranosti ispoljavanja
ALS datiraju jo§ iz 1955. godine kada su Kurland 1 Mulder uo¢ili porodi¢nu pojavu
bolesti kod 10% obolelih ALS pacijenata, a prva otkrica promena u genu za Cu/Zn
superoksidismutazu 1 (SOD1) 1993. godine (Rosen et al, 1993) to su i potvrdila. U
poslednjih dvadesetak godina svedoci smo pojave Citave palete gena koji se mogu naci
u osnovi bolesti, iako se sa pojavom mutacije i neispoljenim fenotipom (tzv. zdravi
nosioci) bolesti i dalje stavlja znak pitanja na penetrantnost proteinskih promena kod
pojedinaca. Tako je kod 20% FALS pacijenta opisana mutacija u SOD1 genu, ali se
vremenom otkrila i pojava mutacija u ovom genu kod SALS ili naizlged sporadi¢nih
formi bolesti (kod 2-7% obolelih) (Vajda et al.2017). Situacija se dodatno usloznjava i
¢injenicom da odredene mutacije mogu pokazati tzv.nepotupnu penetrantnost ili pak
pokazivati znacajnu intrafamilijarnu varijabilnost u fenotipskoj ekspresiji (godine
pocetka bolesti, stepen i brzina progresije, itd.). U prilog nepotpune penetrantnosti
govore i radovi Felbecker i saradnika (2010), koji su pokazali da samo prisustvo
mutacije ne mora da uslovi i1 klini¢ko ispoljavanje bolesti. Oni su kod nekoliko ¢lanova
ALS porodica registrovali mutacije E100K i D90A u SOD1 genu koje nisu nisu bile
klini¢ki manifestne (asimptomaski nosici mutacije). Ovo je dobar primer koji govori u

prilog znacajnog udela i sredinskih faktora u patogenezi bolesti i kod za sada
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nepoznatog procenta pacijenata uslovoljava dihotomiju na sporadi¢nu i familijarnu
ALS. Falconer je 1965. godine pokusao da objasni ispoljavanje kompleksnih klinickih
sindroma, gde zasigurno spada i ALS, postojanjem kontinuuma osobina pojedinca da
eksprimira bolest prelaskom odredene granice, zahvaljuju¢i udruzenom dejstvu

/interakciji genetskih i sredinskih faktora.

ALS posredovana genskim promena moze se nasledivati autozomno-dominantno
(AD), autozomno recesivno (AR) ili X vezano. Najce$¢e je u literaturi opisivano
nasledivanje bolesti po AD tipu. Pored do danas opisanih 24 formi genetski definisane
bolesti (sa verifikovanih 19 patoloskih genskih lokusa), postoji i veéi broj gena opisanih
kod pojedinacnih pacijenata koji za sada predstavljaju viSe moguénost predispozicije,

nego realnog uzroka nastanka bolesti (Tabela 8).

1.12.1. ALS1 (mutacija u genu za Cu/Zn superoksid dismutazu — SOD1)

Jo§ 1991. Saddique 1 saradnici su mapirali gen na 21. hromozomu u regionu
g22.1-22.2 koji je povezan sa pojavom ALS, §to predstavlja prvo genetsko otkri¢e na
polju ove bolesti. Dve godine kasnije Rosen i saradnici (1993) u ovom lokusu opisuju
mutacije u genu za SOD1. Cu/Zn superoksid dismutaza (SOD1) je enzim koji ima
sledece karakteristike: odgovoran je za prevodenje superoksidnih radikala u vodonik
peroksid i najznacajniji je enzim u odbrani Celija od oksidativnog stresa; SODI
ucestvuje u procesu peroksidacije vodonik peroksida do hidroksi radikala koji se lako
eliminiSu iz organizma; i na kraju katalizuje hemijsku reakciju prevodenja peroksinitrita
u reaktivne nitrirajue vrste koje se koriste za nitrovanje tirozinskih ostataka proteina.
Gen za SOD1 prostire se na 11 kilobaza (kb) dugoj sekvenci genoma i sastoji se iz 5
egzona koji kodiraju polipeptid duzine 153 aminokiseline i tezine 16 kilodaltona (kDa).
Ovaj protein organizovan je po principu homodimernog metaloenzima, gde se svaka
monomerna jedinica sastoji od osam beta nabranih ploc¢a povezanih petljama. Do danas
je u okviru SOD1 gena opisano oko 185 mutacija po svim egzonima, pri ¢emu se
najces¢e opisuje tzv. nesinonimne mutacije. NajCeS€e registrovane mutacije su U
egzonima 4 i 5, dok su delecije i insercija gena prisutne znacajno rede. Mutacije u
SOD1 genu uocene su kod oko 20% FALS pacijenata i kod oko 3% SALS pacijenata

(0-11,3%). U do sada opisanim rezultatima najveca incidencija SOD1 mutacija kod
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FALS pacijenta registrovana je u zamljama severne Evrope (Danska, Svedska, Finska,
Skotska) kao i u Japanu i Koreji (Andersen 2006). Najéeséa mutacija u SOD1 genu
Sirom sveta je D90A, kod koje je jedino i opisan autozomno-recesivan tip nasledivanja
(u zemljana Skandinavije, Rusije) (Andersen et al 1996), dok je za sve ostale SOD1
mutacije primarni tip nasledivanja AD. Mutacije u SODI1 genu se karakteriSu kako
velikom intra tako i interamilijarnom fenotipskom varijabilnos¢u. Izuzetak je najcesc¢i
tip mutacije u SAD, A4V (egzon 1), sa penetrabilnos¢u od skoro 100%, koja se
uniformno klini¢ki karakteriSe ranim pocetkom bolesti, predominantno prisutnim
znacima oSte¢enja DMN i veoma brzim i progresivnim tokom bolesti (Saeed et al ,
2009). I druge manje ¢este mutacije u ovom egzonu asocirane su sa agresivnijim tokom
bolesti. U Velikoj Britaniji i Japanu naj¢e$ce opisivana mutacije SOD1 gena su 1113T i
H46R, koje se karakteri$u blaZzim klinickim znacima ALS i preZivljavanjem od preko 20
godina od pocetka bolesti. Nasuprot ovim zemljama, u Irskoj uopste nisu registrovani
pacijenti sa SOD1 mutacijama, ili nisu opisani u literaturi. D90A-homozigotna mutacija
je povezana sa sporo progresivnom slaboS¢u, pocetkom bolesti na donjim
ekstremitetima, predominantno znacima afekcije GMN i uz atipi¢ne ne-motorne znake
bolesti kao $to su ataksija, neuralgi¢ni bol, senzitivne i sfinkterijalne smetnje (Conforti
et al, 2009). Za raziliku od homozigotne D90A mutacije, pacijenti sa heterozigotnom
D90A ispoljavanju tipi¢nu Klinicku sliku ALS (Jonsson et al, 2002). Neke SOD1
mutacije (D90A-homozigot, E100K, E100G, A89V, L84F, L84V, D76V, H46R, G37R
i G10V) imaju tendenciju uniformnog fenotipskog prikazivanja, dok su ostale opisane
mutacije u literaturi (A4V, C6G, G41S, N86S, D90A-heterozigot, 1112M, 1113T,
L144F 1 V148I) veoma razli¢itog opisanog fenotipa. A4V, H43R, L84V, G85R, N86S
,G93A i R115C mutacije su povezane sa brzim napredovanjem bolesti i prezivljavanjem
koje kod najveceg broja obolelih ne prelazi 3 godine, dok su forme bolesti s G93C,
homozigotna D90A ili H46R SOD1 mutacije udruzene Sa duzim prezivljavanjem (u
nekim slucajevima i vise od 10 godina nakon pocetka bolesti). Medutim, pored svih
ispitivanja genotip-fenotip korelacije sa odredenim podtipovima SOD1 mutacija, jasno
objasnjenje kako mutacija u ovom proteinu utice na nastanak bolesti ne postoji. Gubitak
enzimske aktivnosti SOD1 proteina je osporen kao mehanizam etiopatogeneze u
konkretnom slucaju jer je pokazano da neki mutirani proteini SOD1 zadrZavaju punu

aktivnost ili da i ako pacijenti sa mutacijom u SOD1 genu imaju smanjenu aktivnost
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ovog proteina, ne postoji pozitivna korelacija sa klinickom slikom bolesti. Zapazeno je
da u ¢elijskoj kulturi, ekspresija mutiranog SOD1 gena dovodi do apoptoze neurona, §to
sugeriSe mogucu zadobijenu tokSicnu ulogu mutiranog gena. Nekoliko studija je
pokazalo da mutirani SOD1 stvara nepravilne konformacije proteina i talozi se u vidu
citoplazmatskih agregata koji putem poremecaja ubikvitin-proteaznog i/ili autofagnog
sistema remete mitohondrijalnu funkciju kao glavnog ¢elijskog okidativnog promotora

(Sangwan &Eisenberg, 2016).
1.12.2. ALS 2 (alsin)

Mutacije u ALS2 genu (homozigotna mutacija u alsin genu na 2 hromozomu 2q
33.1) su odgovorne za juvenilni oblik bolesti motornog neurona, kao $to su infantilna
ascendentna spasti¢na parapareza (IAHSP), juvenilna primarna lateralna skleroza (PLS)
ili juvenilna ALS. Nasledvanje je po atozomno-recesivhom tipu. Do danas je opisano
vise od 50 pacijenata s poCetkom bolesti oko prve godine Zivota. Mutacija u ALS2 genu
retko se opisuje kao uzrok adultne FALS (Li &Wu, 2016)

1.12.3. ALS 3

ALS 3 je vrlo retka AD forma FALS odraslog doba sa pocetkom na donjim
ekstremitetima, povezana je sa mutacijom na hromozomu 18921 lokusa. Ima tipi¢nu
klinicku prezentaciju ALS sa respiratornom insuficijencijom i smrtnim ishodom

maksimalno pet godina od pocetka bolesti.

1.12.4. ALS 4 (senataksin)

Senataxin (SETX) kada je otkriven, bio je identifikovan kao gen za teSku formu
juvenilne AR ataksije sa okulomotornom apraksijom (AOA2), koja je druga najceSca
recesivno nasledna ataksija nakon Fridrajhove bolesti. Kasnije, heterozigotne mutacije u
ovom genu (9934.13) su pronadene kod pacijenata sa AD oblikom juvenilne ALS
(pocetak bolesti izmedu 6. 1 12. godine zivota). ALS4 se karakteriSe sporo
progresivnim, pre svega distalnim miSi¢nim slabostima 1 atrofijjom, uz prisutvo

piramidnih znakova (slicno kao kod distalne hereditarne motorne neuropatije sa
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centralnim manifestacijama), bez znakova slabosti bulbarne i respiratorne muskulature i
znakova kognitivnog ostec¢enja. Do sada je verifikovano i u literaturi opisano osam
mutacija u genu za SETX kako kod osoba sa FALS, tako i kod sporadi¢nih formi
bolesti. Treba imati na umu da je jedna studija pokazala da su ranije verifikovane ALS4
“missense” mutacije u osnovi bile nepatogene 1 predstavljale su samo genski
polimorfizam, te pozitivnost u ovom genu treba shvatiti uslovno bez adekvatne klinicke
podrske (Corcia et al, 2017).

1.12.5. ALS 5 (spatacsin SPG11)

Ova forma bolesti se opisuje kod pacijenta sa juvenilnim pocetkom ALS,
izmedu 7. i 23. godine zivota; nasleduje se AR. Tok bolesti je sporo progresivan i u
klinickoj slici dominiraju znaci oSte¢enja GMN. Mutaciju u ovom genu opisana je kao
najcesca mutacija i kod pacijenata sa HSP i “tankim” korpus kalozumom. Odsustvo
promene u corpus callosumu kao i promena u beloj masi mozga i kognitivni poremecaji
mogu jasno razlikovati ALS5 fenotip od fenotipa HSP koji se karakteriSe ovim plus

Znacima.

1.12.6. ALS 6 (fuzionisan u sarkomu, FUS)

FUS gen se nalazi u 16 hromozomu, i otkriven je 2003. godine, da bi od 2009.
godine bila potvrdena mutacija u ovom genu kod ALS pacijenta (Kwiatkowski et al.,
2009; Vance et al., 2009). Mutacije se javlja sa frekvencijom od 3-5% kod FALS i 1%
kod SALS pacijenta, §to govori u prilog da se mutacije ovog gena svrstavaju u treée
po ucestalosti na globalnom planu kod svih ALS pacijenata. Mutacije ovog gena
posebno su opisivane i evidenterane kod ALS pacijenta u azijskim zemljama. Do danas
je registrovano vise od 60 mutacija u ovom genu, najées¢e u egzonu 15 koji kodia za C
terminalni zavrSetak proteina. Ovaj gen kodira za DNA/RNA vezujuéi protein, koji je
lociran u jedru i ucestvuje u regulisanju genomske stabilnosti i metabolizmu RNA. Kod
pacijenata sa FUS mutacijama uoceni su i FUS imunoreaktivni agregati koji se nalaze u
osnovi patogenstskog procesa nukleocitoplazmatske redistribucije proteina FUS i

stvaranje njegovih agregata koji su povezani sa degeneracijom neurona. Takode je
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uoceno da je veéi stepen nagomilavanja navedenih agregata u citoplazmi u negativnoj
korelaciji sa godinama pocetka bolesti kod FUS pozitivnih pacijenata. Najcesce se
nasleduje AD, mada u literaturi postoje i opisi AR forme bolesti (H517Q) i nekoliko de
novo opisanih mutacija. Fenotipovi koje se mogu sresti sa mutacijom u FUS genu
podrazumevaju tipi¢nu ALS, juvenilnu ALS, ALS-FTD kompleks i veoma retko
izolovanu FTD. lako vecina pacijenata sa ovom mutacijom ispoljava klasican ALS
fenotip bez kognitivnih ispada, klinicka slika moZze biti varijabilna, ¢ak i medu
nosiocima iste mutacije. U poredenju sa SOD1 pozitivnim ALS pacijentima, kod FUS
pozitivnih pacijenata bolest moze poceti nesSto ranije, ¢eS¢e imaju znake oSteéenja
bulbarne muskulature i brzu progresiju bolesti. Atipi¢ne prezentacije u okviru ALS kao
Sto su pojava parkinsonizma, demencije ili pak esencijalnog tremora mogu se videti kod
nekih FUS pozitivnih pacijenata, dok je jedna FUS mutacija (R521C) opisana sa
klinickom prezentacijom ,,dropped head* sindroma i proksimalnim slabostima na

rukama §to moze da predstavlja klini¢ko obelezje mutacije.

1.12.7. ALS 7

ALS 7 predstavlja redak AD familijarni oblik bolesti. Ova mutacija je opisana
u SAD 1 uoCena je povezanost s ALS7 lokusom (20p13). U klini¢koj slice nije
registrovana nijedna specificnost, niti su evidentirni kognitivni ili drugi ekstramotorni

poremecaji .

1.12.8. ALS 8 (vesicle-associated membrane protein-associated, synaptobrevin-

associated membrane protein B - VAPB)

Ova mutacija je inicijalno bila opisana u nekoliko brazilskih porodica. Gen je
lociran na 20q13.32, i moZe se eksprimirati kao spinalna miSi¢na atrofija (SMA) kasnog
pocetka, atipicni ALS ili tipicni ALS fenotip. Nekoliko pacijenta sa ovom mutacijom
ispoljilo je i znake autonomne abnormalnosti ukljucujuc¢i opstipaciju i seksulanu
disfunkciju. Pored Brazila, mutacije u ovom genu opisane su i kod nekih FALS

pacijenata u Japanu, Velikoj Britaniji i Holandiji.
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1.12. 9. ALS 9 (angiogenin - ANG)

Do sada je opisano oko 30 mutacija u ovom genu (14q 11.2), ali samo jedna
(K171I) je pokazala udruzenost sa pojavom klinicke ALS. Angiogenin se kao
pankreasna ribonukelaza A, eksprimira ve¢inom u hepatocitima, ali i u endotelijalnim
¢elijama, gliji i motornim neuronima. Ekspresija angiogenina indukovana je hipoksijom
1 pokazano je da protein ucestvuje u neovaskularizaciji, prorastanju i izduZzivanju
neurona, te je njegova funkcionalnost bitna za prezivljavanje motornih neurona.
Mutacije u ovom genu opisane su i kod FALS i kod SALS pacijenata (posebno kod
pacijenata irskog ili Skotskog porekla, mada su mutacije u ANG genu opisane i u
Brazilu, Kini, Francuskoj, Nemackoj, Italiji, Holandiji, Svedskoj i SAD). U nekoliko
FALS slucajeva identifikovana je udruzenpost ANG mutacije sa izmenjenim FUS ili
SOD1 genom. Medutim, mutacija gena za ANG uocena je 1 kod zdravih pojedinaca kao

i kod pacijenata sa izolovanom FTD ili Parkinsnovom bole$¢u (Pan et al, 2016).

1.12.10. ALS 10 (transaktivni DNK, RNK-vezujuéi protein - TDP-43)

Prva mutacija u ovom genu opisana je 2008. godine (Kabashi et al., 2008;
Sreedharan et al., 2008; Yokoseki et al., 2008) i verifikovana je kod oko 4% FALS i oko
1% SALS pacijenata (sli¢no kao 1 mutacija u FUS genu). Do danas je opisano vise od
50 mutacija u ovom genu (1 p36), najve¢im delom su locirane u C-terminalnom delu
koji je kodiran egzonom 6 TDP-43 proteina. Ovaj protein je opisan kao glavna
komponenta ubikvitarnih citoplazmatskih inkluzija koje su prisutne u degenerativno
izmenjenom motornom neuronu kod ALS pacijenata. Vezivanje ovog proteina u
agregate moglo bi da ima negativnu ulogu u njegovoj funkcionalnosti, samim tim da
dovede i do neurotoki¢nosti preko mehanizma izmenjenog funkcionisanja ubikvitin-
proteaznog i autofagnog-lizozomskog sistema. Pored nagomilavanja u celijama
motornih neurona, TDP-43 se nagomilava u svom izmenjenom hiperfosforilisanom
obliku i u ¢eljima mikroglije, koje imaju svoju ulogu pre svega u imunopatogenezi
ALS. TDP-43 inkluzije ispoljavaju patogenost bez obzira na osnovnu funkciju samog

proteina, te se TDP-43 smatra mogu¢im principanim kandidat genom za ALS. Najveéi
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broj opisanih mutacija u ovom genu su ,,missense” mutacije koje se nasleduju AD.
Pacijenti sa ovim mutacijama u najvecem broju slucajeva mogu imati raniji pocetak
bolesti, sa prvim simptomima predominatno na gornjim ekstremitetima i duze trajanje
bolesti u poredenju sa SALS pacijentima. Medutim, opisana je i rasna razlika
ispoljavanja mutacije u TDP-43 genu, tako da je kod vise od 50% pozitivnih TDP43
pacijenata sa ALS bele rase pocetak bolesti bio na gornjim ekstremitetima, dok je kod
skoro 60% TDP-43 pozitivnih pacijenta u Aziji imalo bulbarni pocetak. Takode, sa
mutacijama u TDP 43 genu u literaturi su opisivani i pacijenti sa izolovanom FTD,

ALS-FTD kompleksom kao i ALS sa parkinsonizomom i FTD sa parkinsonizmom.
1.12.11. ALS 11 (indukovan faktor 4 - FIG4)

Mutacija u FIG 4 genu odgovaran je za AR formu Charcot-Marie-Tooth (CMT)
bolesti koja se karakteriSe ranim pocetkom i zahvacdenoscéu i senzitivnih i motornih
nerava (Tazir et al, 2013). Kasnije, ova ista mutacija opisana je i kod nekoliko SALS i
FALS pacijenta kod kojih je uofen AD princip nasledivanja. Fenotip je i1 dalje
kontroverzan s obzirom da se radi o pojedina¢nim “privatnim‘ mutacijama na osnovu
kojih se ne moze dati sigurna opservacija na polju genotip-fenotip korelacije. Takode,
ova mutacija je opisana i kod nekoh pacijenta sa PLS, Yunis-Varon sindromom
(kleidokranijalna displazija, odsustvo palca na Sakama i distalna afalangija), kao i kod

familijarne epilepsije sa polimikrogirijom.

1.12.12. ALS 12 (optineurin - OPTN)

Mutacija u ovom genu lociranom na 10p 15-14 inicijlano je opisana kod
pacijenata sa glaukomom otvorenog ugla, a od 2010. je uo€ena pozitivnost kod pre
svega japanskih pacijenata sa SALS (kod 4%) i FALS formom bolesti (kod 0.5%).
Opisani su i AD 1 AR nacini nasledivanja, a bolest obi¢no ima sporo progresivni tok 1
raniji pocetak simptoma bolesti. Neki pacijenti sa mutacijom u ovom genu mogu imati i
ekstrapiramidne znake, afaziju ili FTD kao deo atipi¢ne klinicke prezentacije (Li &Wu,
2016).
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1.12.13. ALS 13 (ataksin-2 - ATXN2)

Mutacija u ovom genu opisana je kod pacijenata sa spinocerebelarnom ataksijom
tip 2 (SCA2). SCA 2 kao bolest trinukelotidnih ponovaka determinisana je pristvom
viSe od 33 CAG ponovaka, dok se kod ALS pacijenata sa ovom mutacijom opisuje broj
ponovaka u intremedijarnoj zoni od 27-33 i jo$ uvek nedovoljno jasnom genotip-
fenotip korelacijom jer nije uocena pravilnost prisutnog broja ponovaka sa vremenom
pocetka i duzinom trajanaja ALS kod ovih pacijenata. Uticaj ATX2 mutiranog gena
opisana je i u patogenezi TDP-43 izmenjenog proteinskog sklopa u okviru bolesti
motornog neurona (Li et al, 2016).

1.12.14. ALS 14 (protein koji zadrZi valozin - VCP)

Inicijalno mutacija u ovom genu opisana je kod pacijenata sa inclusion body
miozitisom (IBM), Padzetovom boles¢u i FTD (IBMPFD) (Kazamel et al, 2016).
Nedavno je mutacija ovog gena identifikovana u italijanskoj porodici sa AD
familijarnim ispoljavanjem ALS-a (Tiloca et al ,2012). Velika intrafamilijarna
fenotipska heterogenost je karakteristika mutacije u ovom genu, s obzirom da klinicka
slika varira od IBMPFD preko FALS, SALS i SALS-FTD. Ovakvo otkrice moze da
sugeriSe da se bolest motornog neurona moze uklopiti u fenotipsku varijabilnost u

sklopu VCP multisistemske proteinopatije, nego pak izolovana bolest za sebe.

1.12.15. ALS 15 (ubiquillin 2 - UBQLN2)

Mutacija u ovom genu je opisana kod X-vezanog nasledivanja bolesti motornog
neurona. Predomominantni fenotip ispoljavanja mutacije je ALS, mada neki pacijenti
mogu imati 1 kognitivne promene u sklopu FTD. Bolest ranije poc¢inje kod muskaraca

jer su muskarci homozigotni nosioci opisane mutacije.
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1.12.16. ALS 16 (sigma ne-opioidni intracelularni receptor 1 - SIGMAR 1)

Inicijalno, ova mutacija je opisana u porodici sa AR juvenilnom formom ALS u
Saudijskoj Arabiji sa konsangvinitetom u anamnezi. U nekim slucajevima opisana je
pojava mutacije ovog gena i kod pacijenta sa FTD, ali su isti pacijenti imali i
ekspanziju nekodiraju¢eg heksonukletidnog ponovka GGGGCC na hromozu 9
(c9orf72), te se sa sigurnocu ne mozi reci da je mutacija u SIGMARI genu bila u osnovi

FTD.

1.12.17. ALS 17 ( hromatin modifikujuéi protein 2B - CHMP2B)

Ova mutacija je pre svega opisana kod pacijenata sa FTD, retko kod pacijenata
sa ALS-FTD kompleksom. U klini¢koj prezentaciji ALS dominiraju znaci oStecenja
DMN. Mutacija u ovom genu verifikovana je i kod pacijenta sa progresivnom misi¢nom

atrofijom.
1.12.18. ALS 18 (profilin 1 - PEN1)

,,Misensse“ mutacija u ovom genu je opisana kod 2 ALS porodice i 7 FALS
pacijenata. Analizom vece kohorte pacijenta sa ALS-om i FTD iz svih delova sveta
utvrdeno je da ova mutacija predstalja izuzteno retko uzrok FALS, sa klasi¢nim

spinalnim pocetkom bolesti 1 bez znakova kognitivnog oStecenja.

1.12.19. ALS 19 (v-erb-b2 receptor tirozin kinaze 4 - ERBB4)

Bolest je opisana kod japanske ALS porodice, sa AD tipom nasledvanja i
kasnijim pocetkom bolesti. Bolest je sporo progresivnog toka i bez kognitivnog

oStecenja u opisanih ¢lanova.

1.12.20. ALS 20 (heterogeni ribonuklearni protein A1 - hnRNPA1)

Egzonskim sekvencioniranjem genoma verifikovana su mutacije u ovom
proteinu kod pacijenta koji su imali klinicku sliku ALS i/ili multisistemsku

proteinopatiju (IBMPD, valosin like mutacije). U daljim istrazivanjima nije dokazano

45



sigurno prisustvo ove mutacije u velikoj kohorti ispitanih ALS pacijenata, kao i
pacijenata sa FTD, te se smatra da je prisustvo ove mutacije jo§ uvek kontroverza u

mogucoj patogenezi nekih subformi bolesti motornog neurona.

1.12.21. ALS 21 (matrin 3 - MATR3)

Ova mutacija dokazana je kod pacijenata sa FALS kao i kod pacijenta sa FTD.
Inicijalno je mutacija u ovom genu bila verifikovana kod pacijenata sa AD distalnom
miopatijom 1 paralizom glasnih zica u velikoj multigeneracijskom porodi¢nom
ispoljavanju (Senderek et al, 2009). Heterozigotna mutacija u MATR3 genu dokazana je
kod SALS pacijenta sa bulbarnim poc¢etkom, dok je kineska grupa autora opisala pojavu
mutacije kod dve sestre (AR tip nasledivanja) koje su ispoljile klinicku sliku

predominantnog oste¢enja DMN (Leblond et al 2016).

1.12.22. ALS-FTD1 (c9orf72 mutacija)

Sve do 2011. godine smatralo se da su najzastupljenije mutacaija kod FALS
pacijenta mutacija u SOD1 genu; tada je u dve velike nezavisne studije otkriveno
prisustvo  velike GGGGGCC (heksanukleotidne) ponovljene ekspanzije u
nekodiraju¢em regionu hromozama 9p.21 (c9orf72) kod pacijenata sa udruzenosS¢u ALS
I FTD (DeJesus Hernandez et al.; Renton et al.2011). Po svim, do danas objavljenim
radovima, ekspanzija u c9orf72 genu predstavlja najéesci uzrok FALS (23.5-40%) i
porodi¢ne FTD (11.7-25%) u svetu. U porodicama sa pojavom ALS-FTD kompleksa
zajedno pozitivnost raste na 50-72%. Ipak, daljim istrazivanjima potvrdeno je
geografsko predominantno ispoljavanje ove mutacije pre svega u zemljama Evrope i
Severne Amerike, dok je ucestalost u azijskim zemljama mala. Sa ekspanzijom u ovom
genu, pored sada vec¢ klasi¢nih fenotipova SALS, FALS, ALS-FTD i FTD, opisani su i
drugi neuroloski fenotipovi kao $to su PMA, PLS, ali je ista registrovana i kod
Huntingtonove, Alzheimerove i Parkinsonovebolesti (Cooper-Knock et al, 2015).
Klinicke karakteristike ALS pacijenata sa c9orf72 ekspanzijom heksonukleotidnih
ponovaka su pre svega prisustvo bulbarne simptomatologije (koja je veoma retko

ispoljena u npr.SOD1 FALS), kognitivna disfunkcija 1 krace trajanje bolesti (agresivniji
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tok bolesti posebno ako je ispoljeno vise od 23 ponovaka) u odnosu na fenotipove TDP-
43 ili ve¢inu SOD1. Nije uocena korelacija ispoljene duzine ponovaka i fenotipa bolesti,
kao ni korelacija duzine ponovaka sa ranijim pocetkom bolesti. Kod 7% SALS
pacijenata uocena je takode ekspanzija u genu za c9orf72. Sama uloga gena nije
poznata, ali je potvrden njen uticaj na stvaranje TDP43 pozitivnih inkluzija, kao i
generalni uticaj na patoloski metablizam RNK, koji po svim najnovijim istrazivanjima
moze predstavljati trenutno najbliZe objasnjenje nastanka bolesti motornog neurona kao

Sto je ALS, ali i tau negativnih FTD.
1.12.23. ALS-FTD2 (CHCHD10)

Nedavno je verifikovana mutacija u ovom genu u velikoj porodici sa ALS
kasnog pocetka uz pojavu klini¢ke slike FTD, cerebelarne ataksije i miopatije u isto
vreme (Bannwarth et al, 2014). Pretpostvalja se da je nestabilnost mitohondrijalne DNA

u osnovi opisanih multiplih delecija kao osnova ovog genskog poremecaja.
1.12.24. Serin/treonin (TANK)-vezujuéa kinaza 1 (TBK1)

UdruZenost promene u ovom genu uocena je kod ALS pacijenata sa mutacijom u
optineurinu (ALS12). Ovi pacijenti u klinickom ispoljavanju mogu imati kognitivno
ostecenje, Sto je 1 potvrdeno u nazavisnoj studiji sa FTD-TDP pacijentima kod kojih je
pronadena varijanta mutacije u TBK1 genu. Ovi rezultati sugerisu klju¢nu ulogu
OPTN/TBK1 puta u patogenezi ALS-a i FTD (Freischmidt et al, 2017).

Tabela 8. Genetske forme ALS

Genetski | Lokus Gen Protein Pocetak | Nasledi- | Prezenta-cija | lzolelske

subtip bolesti vanje bolesti

ALS

ALS1 219.22.1 SOD1 Cu/zn SOD | Adultni AD/AR Tipi¢na /

ALS2 2033-35 Alsin Alsin Juvenilni | AR Spora PLS
progresija,
lezija GMN

ALS3 18921 Nepoznat Nepoznat Adultni AD Tipi¢na, /
pocetak na DE
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ALS4 9934 SETX Senataksin Juvenilni | AD Spora SCARL1I
progresija, AOA2
dHMN sa
piramidnim
znacima

ALS5 15q15-21 SPG11 Spatacsin Juvenilni | AR Spora HSP
progresija

ALS6 16p11.2 FUS Fused in Adultni/ | AD/AR Tipi¢na /

sarcoma juvenilni

ALS7 20p13 Nepoznat Nepoznat Adultni AD/AR Tipicna /

ALSS8 20913.3 VAPB VAPB Adultni AD Tipi¢na i SMA
atipi¢na

ALS9 14q11.2 ANG Angiogenin | Adultni AD ALS, FTD, /
parkinsonizam

ALS10 1p36.2 TARDBP TAR DNA Adultni AD Tipi¢na /

vezujuci
protein
ALS11 6021 FIG4 Fosfoinoziti | Adultni AD Brzo CMT4)
d-5- progresivni tok
fosfataza sa znacima
GMN

ALS12 10p13 OPTN Optineurin Adultni AD/AR Sporo Primarni
progresivni tok | glaukom
naGE iliDEi | otvoreno
znacima GMN | g ugla

ALS13 12q22-23 ATXN2 DAO Adultni AD Tipicna za /

ALS
ALS14 9p13.3 VCP Valozin Adultni AD Sailibez FTD | IMB-
sadrzeci PFTD
protein

ALS15/ | Xpll UBQLNZ2 Ubiquilin2 | Adultni/ | XD Znaci GMN /

ALSX juvenilni primarno

ALS16 9p13.2-21.3 | SIGMAR1 | SIGMAR1 Juvenilni | AD Tipi¢na FTD

ALS 17 3pl2.1 CHMP 2B | CHMP 2B Adultni AD Tipi¢an PMA,

PD
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ALS 18 | 17pl3.2 PFN1 Profilin 1 Adultni AD Spinalni /
pocetak
ALS 19 2033.3 ERBB4 ERBB4 Adultni AD Bulbarni
pocetak /
ALS 20 12qg13.1 hnRNPA1 hnRNPA1 Adultni AD Tipican MSP
ALS 21 5931.1 MATRS3 MATRS3 Adultni AD Tipican Distalna
miopatija
ALS- 9p21 C9orf72 C9orf72 Adultni AD Bulbarni FTD
FTD1 pocetak i FTD
ALS- / CHCHD10 | CHCHD10 Adultni AD ALSiFTD FTD
FTD2
/ 2p13 DCTN1 Dinaktin Adultni AD Distalna /
hereditarna
motorna
neuropatija sa
paralizom
glasnica
ALS- Serin/treoni | TBK1 Adultni / ALS FTD
FTD4 n (TANK)-
vezujuca
kinaza 1

1.13. ZNACAJ KLINICKO-GENETSKE ANALIZE KOD PACIJENATA SA
GENETSKOM I/ILI FAMILIJARNOM ALS

Identifikovanje genetske osnove ALS je jedan od nacina koji omogucava veci

stepen saznanja 0 samom proteinu i njegovoj izmenjenoj funkciji usled opisane

mutacije, samim tim o uticaju na patogenezu bolesti. Neophodno je identifikovati da li

je opisana mutacija upravo ta koja dovodi do fenotipskog ispoljavanja bolesti motornog

neurona ili samo genski polimorfizam koji nema direktne veze sa pojavom bolesti. Sve

je bazirano na teorija da uclestalost ,negativnih® osobina organizma koje bivaju

eliminisane prirodnom selekcijom, iznosi manje od 1%, odnosno da je postojanje

enskog polimorfizma kao promene per se veée od 1%. Bitno je odrediti i ta¢nu
g g p J

nukleotidnu zamenu, koja dovodi do promene u aminokiselinskom nizu proteina, tip
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promene koji dovode do mutacije na nivou strukture i funkcije proteina i sve zajedno
korelirati sa familijarnim ispoljavanjem bolesti, ukoliko postoje dostupni podaci.
Genetska osnova je kao $to smo ve¢ pomenuli prisutna kod svega 5-10% ALS
pacijenata koji mogu imati atipi¢no klini¢ko ispoljavanje, brzu ili sporiju progresiju
bolesti, kao i specificnost zahvatanja drugih deova centralnog i perifernog nervnog
sistema. Precizno definisanje ve¢ poznatih genskih mutacija u jednoj definisanoj

populaciji imalo bi ulogu u:

e Potrvrdivanju klini¢kog ispoljavanja genetske bolesti (u ¢ijoj osnovi je mutirani
gen) u odnosu na sporadi¢ne slucajeve;

e Preciznom karakterisanju genotip-fenotip korelacije kod mutacija gde je opisan
vedi broj obolelih u jednoj porodici ili regionu, i odredivanju eventulanog efekta
osnivaca na odredenom podrucju;

e Preciznijem epidemioloskom preseku ucestalosti odredenih mutacija na
odredenom geografskom podrucju;

e Formiranju algoritma u molekularno-genetskoj analizi ALS pacijenata kod kojih
postoji sumnja da se moze raditi o FALS;

e Primeni genske (antisens) terapije u lecenju precizno definisnih genetskih stanja;

e Formiranju stava o stepenu senzitivnosti i specifi¢nosti odredenog genetskog
savetovanja u prenatalnoj dijagnostici zasnovanom na penetrantnosti

ispoljavanja genetske mutacije kroz jasno ispoljen klinicki fenotip.

1.14. GENSKA TERAPIJA ALS

Sa verifikovanjem genetskih promena koje mogu biti u osnovi ALS, uspe$no su
slicno kao kod ljudi. Do danas su uspeSno kontruisani animalni modeli koji
odgovaraju SOD1, TDP 43, FUS i c9orf72 tipu bolesti, te je na njihovom primeru i
ispitivana moguénost genske terapije bolesti. Sva do sada primenjivana genska
terapija se moZe aplikovati intratekalno, intraventrikularno ili intravenski uz pomo¢
vektora za koje su posluzili adeno- ili lentivirusi. Sumarno gledano danas se

moguénost genske terapije u ALS svodi na nekoliko potencijalna oblika:
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a) primena oligonukleotidne w»antisense« terapije koja predstavlja sintetske
oligonukleotide duzine 15-25 nukleotida koji se vezuju za ciljanu mRNK; ova
terapija redukuje ekspresiju patoloski izmenjenog proteina na dva nacina:
razgradnjom pogresno sintetisane mRNK ili blokadom translacije mRNK; ovaj vid
terapije redukuje nivo patoloski izmenjenih proteina kao Sto su TDP 43, SODI 1
FUS, ili pak blokira translaciju RNK fokusa sintetisanih u sklopu ekspanzije
GGGGCC(c90rf72).

b) primena malih, dvolancanih interferiraju¢ih RNK koje svoje dejstvo ostvaruju
kroz intreferenciju u sintezi RNK; nakon odmotavanja, jedan lanac ovih RNK se
vezuje za patoloski izmenjenu RNK i formira tzv. nemi RNK kompleks i na taj

nacin uti¢e na dalju sintezu mRNK.

c) transfer gena je jo§ jedan od moguéih i pretpostavljenih mehanizama dejstva
potencijalne i buduce genske terapije; naime, virusni vektor moze zameniti odredeni
patoloski izmenjeni genski segment koji se nalazi u osnovi bolesti; ovaj model je
uspesno testiran u spinalnoj misi¢noj atrofiji sa povoljnim efektom, ali na polju ALS

zahteva dalja istrazivanja.

51



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Molekularno-genetsko ispitivanje pacijenata sa FALS i SALS, ukljucujuci
sledece gene: SOD1, C9orf72, TDP-43, ANG i FUS.

Odredivanje tipi¢nih klini¢kih simptoma i znakova u subpopulaciji pacijenata sa
FALS u poredenju sa SALS.

Ispitivanje korelacija klini¢kih i genetskih karakteristika.

. Analiza prezivljavanja pacijenata sa ALS.

Poredenje nalaza neuropsiholoS§kog testiranja pacijenata sa genetskim ALS u
poredenju sa SALS bez verifikovanih mutacija.

Ispitivanje morfoloskih specifi¢nosti mozga i ki¢mene mozdine pacijenata sa
FALS pomoc¢u savremenih metoda magnetne rezonancije.

Ispitivanje medusobne povezanosti rezultata genetskih, neuropsiholoSkih i
radioloskih analiza.

Predlog genetskog savetovanja kod pacijenata sa ALS u populaciji Srbije na

osnovu dobijenih rezultata istrazivanja.
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3. MATERIJAL | METODE

Izrada ove doktorske disertacije odobrena je od strane Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, odluka broj 29/XI-6 od 20.11.2013.

godine.

3.1. PACIJENTI

U ovo ispitivanje ukljucen je 241 pacijent hospitalnog registra Klinike za
neurologiju Klini¢kog centra Srbije koji su registrovani u kompjuterskoj bazi podataka
Infomedis pod dijagnozom ALS (koji su ispunjavali ElI Escorial krietrijume za
definitivnu ili verovatnu ALS), a koji su hospitalno i ambulantno leceni u periodu od
februara 2013. do februara 2016. godine. Kod 241 pacijenta sa ASL obavljeno je
genetsko testiranje, kod 183 pacijenta testiranje je obavljeno u Genetskoj laboratoriji
Klinike za neurologiju KCS, a kod ostalih 59 pacijenata je testiranje obavljeno u
genetskoj laboratoriji Univerziteta u Masacusetsu, SAD u saradnji sa prof. dr John-om
Landers-om. Pacijenti su testirani na slede¢e mutacije: SOD1 (svih 5 egzona), TDP 43
(egzon 6), FUS (egzon 14 i 15), c9orf72 i ANG.

Svakom ispitaniku je detaljno objasnjeno u kojim ispitivanjima bi trebalo da
ucestvuje, kao i da bi bila neophodna hospitalizacija u stacionaru ili dnevnoj bolnici
Klinike u trajanju od oko dve sedmice. Svi ispitanici kod kojih su vrSene analize van
reguralnog dijagnostickog protokola potpisali su dodatni informisani pristanak za

ucesce u studiji.

3.2. MOLEKULARNO-GENETSKO ISPITIVANJE

Kao bioloski materijal koris¢ena je periferna krv uzorkovana od svih ispitivanih
pacijenata tokom hospitalizacije na Klinici za neurologiju. Uzimano je po 5 ml krvi, a
kao antikoagulans je koriséen natrijum-citrat u koncentraciji 0,38 % (w/v). Uzorci su do
finalne analize cuvani na -20°C. DNK je izolovana iz krvi neposredno pred

molekularno-genetsku analizu.
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Za detekciju tackastih mutacija i malih duplikacija i delecija u kodiraju¢im
regionima gena SOD1 i ANG gena, kao i odabranim regioni gena FUS i TDP43
koris¢ena je metoda direktnog sekvenciranja. Detekcija ekspanzija heksanukleotidnih

ponovaka u c90orf72 genu vrseno fragmentnom analizom.

3.2.1. 1zolovanje genomske DNK iz limfocita periferne krvi

Genomska DNK je izolovana upotrebom PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(Life Techonologies, SAD). Ovaj kit je namenjen za brzu izolaciju ukupne DNK iz pune
krvi, plazme, seruma, taloga leukocita, kostne srzi, drugih telesnih tecnosti, kultivisanih
¢elija, tkiva 1 forenzi¢kih uzoraka. Prema uputstvu proizvodaca, izolacija DNK
obuhvata liziranje limfocita puferom za lizu u prisustvu proteinaze K, vezivanje
molekula DNK za silikonsku membranu ,,mini spin‘ kolonica, ispiranje DNK radi
odstranjivanja proteina i inhibitora PCR reakcija i eluiranje DNK u odgovaraju¢em
puferu ili redestilovanoj vodi. Oc¢ekivani prinos iz 200 pl pune Kkrvi je oko 6 pg ukupne
DNK.

Kwvalitet i koli¢ina izolovane DNK su odredivani spektrofotometrijom, koja se
zasniva na merenju koli¢ine svetlosti koju neka supstanca apsorbuje na odredenoj
talasnoj duzini. Talasna duzina na kojoj nukleinske kiseline apsorbuju maksimum
svetlosti je 260 nm, tako da koli¢ina apsorbovane svetlosti na toj talasnoj duZini
odgovara koncentraciji DNK u ispitivanom uzorku. Cistoéa uzorka DNK na
spektrofotometru je odredivana pomocu apsorbance izmerene na talasnim duZinama od
230, 280 i 340 nm. Merenja su vrSena na spektrofotometru BioPhotometer Plus

(Eppendorf, Nemacka) u plasti¢nim kivetama Uvette (Eppendorf, Nemacka).

3.2.2. Lancana reakcija polimerizacije

PCR (reakcija lan¢ane polimerizacije, eng. Polymerase Chain Reaction) (Mullis
and Faloona 1987; Saiki et al. 1988) je selektivna in vitro amplifikacija unapred
definisanog segmenta DNK molekula. Sinteza DNK je katalizovana termostabilnom
DNK polimerazom (Taq polimeraza). Specificnost PCR-a se ogleda u koris¢enju

prajmera, oligonukleotidnih sekvenci duzine 14-40 nukleotida, koji hibridizuju sa
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komplementarnim sekvencama na DNK molekulu i na taj nacin ograni¢avaju segment
DNK koji se amplifikuje. Osim DNK matrice, prajmera i polimeraze u PCR reakcionoj
smesi su potrebne i slede¢e komponente: nukleotidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), joni
magenzijuma, pufer i aditivi. PCR se odvija u 25-40 ponovljenih ciklusa sinteze DNK
molekula (termalna denaturacija, hibridizacija prajmera i ekstenzija-sinteza DNK) i na
taj nac¢in se dobija 10° do 10° kopija Zeljenog fragmenta. Nakon poslednjeg ciklusa sledi
finalna elongacija da bi se kompletirala sinteza parcijalno sintetisanih produkata. PCR
reakcije su izvodene u GeneAmp® PCR System 9700 ili Veriti (AppliedBiosystems,
SAD).

Uspesnost PCR reakcija je proveravana primenom horizontalne elektroforeze na
2% agaroznom gelu koji sadrzi cijaninsku boju SYBR® Safe (Life Technologies, SAD).
Boja interkalira u molekul DNK i ima sposobnost da pod uticajem UV svetlosti
intenzivno fluorescira i omogucava uocavanje produkata PCR reakcije u obliku
narandZzastih traka na gelu. U polju jednosmerne struje fragmenti DNK u agaroznom
gelu putuju u funkciji svoje duzine. Oc¢ekivana duzina PCR produkta se procenjuje
poredenjem sa markerom koji sadrzi fragmente poznatih duzina.

Amplifikovani fragmenti koji su se dalje sekvencionirali prvo se precis¢eni od
ostataka neugradenih prajmera i nukleotida, koji su mogli uticati na reakciju
sekvenciranja. U ovom istrazivanju je primenjivano enzimsko precis¢avanje i koris¢ena
su dva enzima: egzonukleaza, oznacena kao Exonuclease | (Fermentas, Nemacka) i
alkalna fosfataza, oznacena kao Fast alkaline phosphatase (Fermentas, Nemacka).

U slucaju odredivanja broja ponovaka u c9orf72 genu, standardnim
fluorescentnim  PCR i fragmentnom analizom mogu se detektovati samo
neekspandovani aleli. Stoga, za svakog pacijenta kod koga se pokaZe postojanje samo
jednog normalnog alela, odnosno kod koga se utvrdi status homozigota za alel normalne
veliCne, vrsi se 1 tzv. “repeat primed PCR”. Ova metoda predstavlja modifikaciju
fluorescentne PCR metode gde je jedan prajmer dizajniran tako da u sebi sadrzi i
sekvencu samih ponovaka. Ovakav prajmer moZe da hibridizuje na viSe uzastopnih
mesta u nizu ponovaka i tako se u jednoj reakciji amplifikuje veéi broj fragmenata koji
se medusobno razlikuju za onoliko baznih parova kolika je duZina jednog ponovka.
Razdvajanje ovih fragmenata kapilarnom elektroforezom daje karakteristican signal koji

se sastoji iz niza signala opadajuceg intenziteta (eng. saw tooth pattern).
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3.2.3. Kapilarna elektroforeza

Nakon PCR, koriS¢ena je metoda kapilarne elektroforeze. Kapilarna
elektroforeza je automatizovan proces u kome se elektroforeza vrsi kroz vrlo tanke
kapilare ispunjenu polimerom. Ovom metodom mogu da se razdvoje fragmenti koji se
razlikuju u duzini samo za 1bp. Aparat na kome se kapilarna elektroforeza izvodi naziva
se automatski DNK sekvenator. Prilikom elektroforeze kra¢i fragmenti putuju brze i
prvi stizu do kraja kapilare gde se nalazi prozor za detekciju. Fragmenti koji se
razdvajaju su obeleZeni fluorescentnim bojama, pa kada stignu do prozora za detekciju,
gde nailaze na laserski zrak, boja kojim je fragment obeleZen se ekscituje 1 pri vraéanju
iz ekscitovanog u nepobudeno stanje emituje svetlost talasne duzine karakteristicne bas
za tu boju. Emitovana svetlost se detektuje CCD kamerom (eng. charge-coupled device
- CCD), a redosled javljanja signala, boja od koje signal potice i intenzitet signala se
pamte u softveru za prikupljanje signala.

Kapilarna elektroforeza je naSla najSiru primenu u DNK sekvenciranju i
fragmentnoj analizi. DNK sekvenciranjem se odreduje tacan nukleotidni sastav neke
sekvence, dok se u fragmentnoj analizi vrsi odredivanje duzine razdvajanih fragmenata

njihovim poredenjem sa markerom koji sadrzi fragmente poznatih duzina.

3.2.4. Sekvenciranje uzoraka

Metod direktnog sekvenciranja koji je primenjen u ovom istrazivanju se naziva
Dye-terminator sekvenciranje i u reakciji se koriste dideoksiribonukleozid trifosfati
obeleZeni razli¢itim fluorescentnim bojama. Kao 1 kod klasi¢nog Sangerovog
sekvenciranja, za izvodenje reakcije su potrebni matrica, DNK polimeraza, jedan
prajmer, kao i smeSa 2’- deoksiribonukleotid-trifosfata (dATP, dGTP, dCTP i dTTP).
Pored toga, u Sangerovoj metodi u reakciju se dodaje i jedan od 2°,3"-
dideoksiribonukleotid-trifosfata 64 (ddATP, ddGTP, ddCTP ili ddTTP), dok se kod
Dye-terminator sekvenciranja dodaje smeSa ovih nukleotida koji su fluorescentno
obelezeni razli¢itim bojama. Na ovaj nacin je omoguceno da se sekvenciranje odvija u

jednoj reakciji,
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DNK polimeraza po principu komplementarnosti na odredenoj poziciji
nasumicno ugraduje dNTP ili ddNTP. Nakon ugradnje ddNTP-a, usled nedostatka 3’
hidroksilne grupe na ddNTP-u, onemogucéena je ugradnja sledeceg nukleotida u taj
molekul DNK i taj fragment ostaje obeleZen fluorescentnom bojom na ddNTP-u na
svom 3’ kraju. Nakon reakcije sekvenciranja dobija se smesa fragmenata DNK razli¢itih
duzina, koji na svojim 3’ krajevima sadrze bojama obeleZene ddNTP.

Reakcija sekvenciranja pripremana je upotrebom BigDye Terminator Ready
Reaction kita (Applied Biosystems, USA). Kao matrica za ovu reakciju dodaje se
precis¢eni PCR produkt ¢iju sekvencu treba odrediti, kao i samo jedan od para
prajemera koji je koris¢en u PCR reakciji.

Pre dalje analize na automatskom sekvenatoru, produkti reakcije sekvenciranja
su pre€iS¢avni od ostataka fluorescentno obelezenih ddNTP-ova. Ovim se sprecava
interferiranje fluorescentnog signala sa neugradenih ddNTP-ova sa onim koji potice sa
sekvence ciljnog DNK molekula.

Produkti reakcije sekvenciranja su precis¢avani etanol/Na-acetat precipitacijom.
U prisustvu soli i etanola DNK fragmenti precipitiraju iz vodenog rastvora dok u
supernatantu ostaju neugradeni ddNTP-ovi, koji se uklanjaju. Preostali talog precis¢enih
obelezenih DNK fragmenata rastvara se u dejonizovanom formamidu, i denaturise.
Time se omogucéava da DNK fragmenti ostanu u jednolancanoj linearnoj formi, sto je
neophodno da bi se tokom kapilarne elektroforeze fragmenti razdvajali prema duZini.

Kapilarna elektroforeza produkata reakcije sekvenciranja vrSena je na
automatskom sekvenatoru ABI3500 (AppliedBiosystems, SAD). Tokom kapilarne
elektroforeze “sirovi” podaci (eng. Raw data) prikupljeni su 3500 Data colection
softverom, a =zatim su obradueni u Sequencing Analysis v5.3.1 softveru
(AppliedBiosystems, SAD). Ovako dobijene sekvence se analiziraju, odnosno porede se
sa referentnim sekvencama koje su preuzete iz Ensembl baze podataka
(http://www.ensembl.org/index.html). Poredenje je vrSeno pomocu Sequencher 4.10.1
Demo softvera (Gene Codes Corporation, SAD).

Sve detektovene promene su pretrazivane u nekolio baza podataka kako bi se
utvrdilo da li su ve¢ opisane u literaturi i kakav je njihov uticaj na nastanak bolesti. Dve

najvece baze podataka koje su koris¢ene su dbSNP v145
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) i HGMD (eng. The Human Gene Mutation
Database, http://www.hgmd.orqg).

3.2.5. Fragmentna analiza

Kapilarna elektroforeza fluorescentno obelezenih i denaturisanih PCR produkata
vr$ena je na aparatu ABI3500 (AppliedBiosystems, SAD).

Prikuplanje ,,sirovih* podataka (eng. Raw data) kao i kontrola celog procesa
elektroforeze izvrSena je uz pomo¢ 3500 Data Collection softvera (AppliedBiosystems,
USA). ,Sirovi“ podaci su dalje obradivani u GeneMapper v4.1 softveru
(AppliedBiosystems, USA). Podaci o duzinama fragmenata su dobijeni njihovim

poredenjem sa markerom koji sadrzi fragmente poznatih duzina.

3.3. ANALIZA SOCIODEMOGRAFSKIH I KLINICKIH KARAKTERISTIKA
ISPITIVANIH PACIJENATA

Klasifikacija pacijenata obavljenja je na osnovu nalaza genetskog testiranja. Od
ukupog broja ispitanih ALS pacijenata, 37 je imalo verifikovanu genetsku mutaciju, 17
sa familijarnim oblikom i 20 sa genskim oblikom bolesti. Ostali ALS pacijenti, njih
32, bez verifikovane mutacije, uvrsteni su u kontrolnu ,,negenetsku‘ grupu. Ovo je bila
samo jedna grupa kontrole jer su u razli¢itim delovima istraZivanja razli¢ite grupe
ispitanika posluZile kao kontrolna grupa o femu c¢e biti re¢i u odgovarajuéim
segmentima ovog poglavlja. Genetska grupa od 37 ispitanika poredena je sa 32
sporadi¢na ALS pacijenta bez verifikovane mutacije u navedenim genima. Obe grupe

ispitanika su bile uparene po polu, nac¢inu pocetka bolesti i ALSFRS-r skoru.

Nakon strukturisanog razgovora sa ispitanikom i ¢lanovima njegove uZe
porodice ili negovateljem, lekar je za svakog pacijenta popunjavao opsti upitnik. Na
ovaj nacin dobijeni su sociodemografski podaci o pacijentu: pol, starost, komorbiditeti i
mestu zivljenja. Pored toga, intervjuom su dobijeni znacajni podaci o samoj bolesti:
uzrast u pocetku ALS, prvim simptomima bolesti (pocetak), dijagnostickom kasnjenju

(vreme od pojave prvih simptoma bolesti do postavljanja dijagnoze), trajanje bolesti do

58


http://www.hgmd.org/

momenta ispitivanja i prisutvo ALS, Alchajmerove bolesti, FTD ili Parkinsove bolesti

kod ¢lanova najuze porodice i najblizih rodaka.

Svi pacijenti su pregledani od strane neurologa i evidentiran je ALSFRS-r skor
na pocetku bolesti. Za odredeni broj ispitanika pojedine ispitanima ALSFRS-r skor je
odreden retrospektivno na osnovu klinickog neuroloSkog nalaza i anamnestickoh
podataka iz istorije bolesti. Na osnovu podataka iz baze i neuroloSkog pregleda
odredivana je klinicka forma na pocetku bolesti; pacijenti su podeljeni u Cetiri grupe: sa
spinanim, bulbarnim, respiratornim i pocetkom bolesti kao demencija. Na osnovu
lokalizacije inicijalnog simptoma bolesti pacijenti su podeljeni na pacijente sa pocetkom
bolesti na gornim ekstremitetima, donjim ekstremitetima i pacijente sa bulbarnim
poc¢etkom bolesti. Takode ukoliko je pocetak bolesti bio na ekstremitetima registrovana
je inicijlna strana zahvacenosti (levo/desno). Na osnovu primarnog neurolos$kog nalaza
na pocetku bolesti pacijenti su klasifikovani u tri grupe: istovremena prisutna
zahvacenst i GMN 1 DMN, predominantno zahvacenost GMN ili predominantno
zahvacenost DMN. Anamnesticki 1 klini¢ki evidentirani su podaci 1 o atipi¢nim
klinickim simptomima i znacima u okviru ALS: objektivnim senzitivnim smetnjama i

sfinkterijalnim smetnjama.

Kod svih pacijenata obavljena su kompletna biohemijska ispitivanja i analizirani
su: nivoi glikemije, ukupnog holestreola, HDL i LDL frakcije holestreola, triglicerida,
uree, kretaina, koncenracije hlorida u serumu. Referentne vrednosti za navedene

laboratorijske parametre prikazane su u tabeli u rezultatima.

Indeks telesne mase izra¢unavan je (BMI, body mass index) kao koli¢nik telesne
mase 1 kvadrata visine izrateno u kg/m2. Prema Kklasifikaciji Svetske zdravstvene
organizacije (SZO), normalna vrednost BMI krec¢e se u rasponu izmedu 18,5 i 25,0
kg/m2, osobe sa vrednostima ispod 18,5 kg/m2 smatraju se neuhranjenim, dok osobe sa
BMI 25-30 kg/m2 imaju prekomernu telesnu masu, a oni sa BMI preko 30 kg/m2

oznacavaju se kao patoloski gojazni (World Health Organization 2004)

Svim pacijentima je uradeno ispitivanje disajne funkcije. Normalnim su
smatrane vrednosti FVC vec¢e od 90% u odnosu na ocekivane, blago snizenje FVC
podrazumevalo je vrednosti izmedu 70% i 90%, dok se pod respiratornom

insuficijencijom smatrala vrednost FVC manja od 70%. Takode, ispitivani su forsirani
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ekspiratorni volumen u prvoj sekundi, kao i snaga respiratornih misi¢ca merenjem
maksimalnog inspirijumskog i ekspririjumskog pritiska (Pimax i Pemax). Vrednosti
ovih indeksa manjih od 80% od predvidenog evedentirane su kao slabost inspirijumskih

1/ili ekspirijumskih respiratornim misica.

Svim pacijentima je wuraden standardni elektromiografski pregled sa
elektroneurografijom senzitivnih i motornih nerava, kao i EMG nalaz po protokolu za
bolest motornog neurona. EMNG je izvoden na Oxford Synergy aparatu. Na osnovu
EMG nalaza u skladu sa predlozenim El Escorial kriterijumima pacijenti su svrstani u
tri grupe: definitivna, verovatna i mogu¢a. EMNG ispitivanje je radeno po standardnom
protoklu ispitivanja prisustva aktulne neurogene lezije u 4 regiona tela: kranijalni,
cervikalni, toraklani i lumbosakralni. Dijagnoza definitivne ALS je na oshovu EMNG
nalaza postavljena ukoliko je aktulna neurogena lezija verifikovana u 3 i/ili 4 ispitana
regiona, dijagnoza verovatne ALS u najmanje 2 od 4 ispitana regiona, a moguce ALS u
jednom od ispitana 4 regiona. U kranijalnom regionu naj¢e$¢e su ispitivanai: m.
trapezius, m. sternocleidomastodeus, m. genioglossu, m.orbiculais oris, m. masseter ili
m.mentalis. Dovoljno je bilo verifikovati znake aktuelne neurogene lezije u jednom od
ispitanih mi$i¢a. U cerviklanom regionu najcesce ispitivani misic¢i su bili: m. deltoideus,
m. biceps brachi, prvi interosealni misi¢i, za dijagnostickim minimum od 2 zahvacena
misi¢a sa aktuelnom neurogenom lezijom. Ukoliko sa jedne strane nije verifikovana
ista, EMG se sprovodila na kontralateralnoj strani. U torakalnom segmentu najcesce
ispitivani misici u nasoj laboratoriji su bili paraspinalni mi$iéi, i bio je neophodan nalaz
aktulne neurogene lezije. Moguce je ispitivati i m. rectus abdominis u cilju
verifikovanja iste lezije u torakalnom segemntu. Na nivou lumbosakralnog segmenta
najéeSce ispitivani misi¢i su bili: m. vastus lataralis ili medialis, m. tibilais anterior i m.
gastrocnemius, sa istim principima koji vazi i za ispitane miSi¢e na gornjim
ekstremitetima. Pored kvantitativnog ispitivanja zahvacenih segemnata tela,
neophodnost je bila asimetrija neurofizioloskog nalaza bez predominacije zahvacenosti

samo distalne i/ili proksimlane muskulature.

Vedini pacijenata je uradene lumbalna punkcija, u cilju diferencijalno-

dijagnostickog algoritma.
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Ukoliko su pacijenti zahtevali primenu mehanicke neinvazivne ventilacije (NIV)
registrovan je period koriS¢enja iste, kao i vreme od pocetka bolesti do razvoja

respiratorne insuficijencije koja bi zahteva primenu aparata.

Kod pacijenata koji su imala oteZzano gutanje i koji su imali indikacije za
postavljanjem perkutane gastrostome (PEG) registrovan je moment plasiranja iste, od

momenta pocetka bolesti.

3.4. NEUROPSIHOLOSKO TESTIRANJE

Neuropsiholosko testiranje je sprovedeno kod 27 genetski potvrdenih ALS
pacijenata (22 SODL1 pozitivna ispitanika, 5 SOD1 negativnih ispitanika pozitivnih na
druge ALS gene) i1 82 zdrave kontrole regrutovane medu zaposlenima na Klinici za
neurologiju i medu zdravim volonterima, koji su imali negativnu licnu i porodi¢nu
anamnezu na ALS kao i na druge teske neuroloSke, psihijatrijske i somatske bolesti,
koje bi mogle imati uticaja na rezultate testiranja.

U istraZivanju je koriS¢ena opseZna baterija klasi¢nih neuropsiholoskih testova.
Prednost primene Klasi¢nih testova jeste bogato iskustvo neuropsihologa u radu sa
njima, kao i njihova Siroka primena na razli¢itim populacijama ispitanika, ukljucujuci i
pacijente sa ALS. Neuropsiholosko testiranje je u proseku trajalo sat i po vremena, sa
pauzom od pola sata. Kod pacijenta su primenjivani testovi za kognitivni skrining,
procenu opsteg intelektualnog nivoa, paznje, pamcenja, vizuospacijalnih 1
konstrukcionih, egzekutivnih i jezic¢kih funkcija (Tabela 9).

Za testove su koriS¢ene norme detaljno navedene u daljem tekstu, koje su
dobijene na velikom uzorku zdravih osoba i1 koje se godinama unazad uspes$no

primenjuju 1 na nasoj populaciji.

3.4.1. Primenjivani testovi

Za kognitivni skrining su primenjivani razliciti testovi koji su prikazani u Tabeli

Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al. 1975), je prvobitno

osmisljen kao test za procenu teZine demencije, ali se zbog svoje jednostavnosti i
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kratkoce koristi kao vrlo korisno i jednostavno sredstvo procene intelektualnih
sposobnosti u neurologiji i1 psihijatriji. Skor manji od 24 od ukupno 30 ukazuje na

prisustvo kognitivnog pada (Pavlovi¢ et al. 2003).

Tabela 9. Neuropsiholoski testovi primenjivani za ispitivanje pojedinih funkcija

Kognitivni skrining
Mini Mental State Examination (MMSE)

Opsti intelektualni nivo

Raven-ove standardne progresivne matrice (RSPM)

Paznja
Trail Maiking Test A (TMT-A)

Wechsler-ov individualni test inteligencije (VITI) — Brojevi

Vizuospacijalne i vizuokontruktorne sposobnosti

Rey-Osterrieth-ova slozena figura (ROCF) - kopiranje

Pamcenje

Rey-ov test verbalnog ucenja (RAVLT)
Rey-Osterrieth-ova slozena figura (ROCF) - prisecanje

Egzekutivne funkcije
Trail Making Test B (TMT-B)

Testom kontrolisanih usmenih asocijacija reci (SKL)

Test kategorijalne fluentnosti (KF)
Wisconsin-ski test sortiranja karata (WCST)
Stroop test

Test za procenu jezicke funkcije

Boston-ski test imenovanja (BNT)

Za procenu opSteg intelekualnog nivoa koriS¢ene su Ravenove standardne
progresivne matrice (RSPM) (Raven 1960) (Wechsler Adult Inteligence Scale —
Revised, WAIS-R) (Wechsler 1981, Pavlovi¢ 2003). RSPM je test koncipiran da
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procenjuje opstu intelektualnu sposobnost bez uticaja kultuloloskih faktora i smatra se
naj¢istijom, ali ne i idealnom merom opSteg faktora inteligencije (faktor G po
Spearmanu). Prednost RSPM je da ne zahteva verbalizaciju, angazovanje motorike ili
slozene vizuospacijalne analize. Mada se za ovaj test ne daje vremensko ogranicenje,
kod svakog ispitanika je primenjivan najmanje 40 minuta, a najduze sat vremena.
Dobijeni skorovi su konvertovani u percentile u odnosu na starost pacijenata i
patoloskim je smatran skor ispod 25. percentila (Burke 1985).

Za ispitivanje paznje u studiju su koriS¢eni Trail Making Test A (TMT-A)
(Reitan et Wolfson 1993) i test poznat kao Brojevi,, za srpsku populaciju,
standardizovane verzije Wechslerovog individualnog testa inteligencije (Wechsler Adult
Inteligence Scale — Revised, WAIS-R) (Wechsler 1981, Pavlovi¢ 2003). TMT-A
procenjuje uglavnom paznju, odnosno koncentraciju, ali i1 vizuelno opazanje,
vizuospacijalnu procenu i vizuomotorne sposobnosti. Skor na TMT-A predstavlja vreme
u sekundama za koje se kompletira zadatak. Za patoloski nalaz uzeto je vreme koje za
jednu 1 po standardnu devijaciju prevazilazi srednju vrednost norme za odredenu starost
(Spreen et Strauss 1991). Testom Brojevi meri se verbalna paznja i neposredno verbalno
leziju. U analizu su ukljucene sledece varijable: ukupan skor na ponavljanju niza
brojeva unapred, kao i unazad te najduzi ta¢no ponovljeni niz unapred i unazad
prezentovanih brojeva (Pavlovi¢ 2003).

Vizuospacijalne funkcije ispitivane su kopiranjem Rey-Osterriethove sloZene
figure (ROCF) (Rey 1941, Osterrieth 1944) Kopiranje ROCF je test za procenu
vizuokonstrukcionih sposobnosti u dve dimenzije i njegova primena traje oko deset
minuta. Zadata figura se sastoji od elemenata koji se ne mogu lako verbalno kodirati
¢ime se smanjuje uticaj leve hemisfere. Pored toga, u kopiranju ROCF ukljuceni su i
desni i levi frontalni i parijetookcipitalni regioni, a lokalizacija lezije se najpre moze
utvrditi analizom kvalitativnih greSaka. Kvantitativnom patoloSkom vrednoscéu je
smatran skor koji je bio za jednu i po standardnu devijaciju manji u odnosu na srednju
vrednost za odgovarajuci uzrast (Spreen et Strauss 1991).

Za ispitivanje verbalnog pamcenja koris¢en je Reyov test verbalnog ucenja
(RAVLT) (Rey 1964), a za procenu neverbalnog pamcenja crtanje po se¢anju ROCF
trideset minuta nakon kopiranja (Rey 1941, Osterrieth 1944). RAVLT je u nasem
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istrazivanju koris¢en za ispitivanje neposrednog upamcéivanja odredivanjem ukupnog
skora svih pet ponavljanja liste reci, kao i za ispitivanje rekognicije. RAVLT je osetljiv
na oste¢enja leve (dominantne) hemisfere. Pri tome, kod pacijenta sa temporalnom
lezijom uocava se pad na svim skorovima, dok je kod pacijenata sa frontalnom lezijom,
prepoznavanje ofuvano u odnosu na spontano prise¢anje. Normativne vrednosti za
RAVLT zavise od pola i starosti ispitanika i patoloskim rezultatom smatran je skor koji
je bio jednu i po standardnu devijaciju ispod normativne vrednosti (Geffen et al. 1990,
Pavlovi¢ 2003). Crtanje po se¢anju ROCEF je test za procenu prostornog pamcenja. Kao
1 pri kopiranju figure, u prise¢anje su ukljuc¢ene obe hemisfere.

Egzekutivne funkcije su ispitivane primenom Trail Making Testa B (TMT-B)
(Reitan et Wolfson 1993), testom kontrolisanih usmenih asocijacija rec¢i (SKL) (Lezak
et al. 1995), testom kategorijalne fluentnosti (KF) (Goodglass et Kaplan 1983) i
Wisconsinskim testom sortiranja karata (WCST) (Heaton et al. 1981). TMT-B pored
funkcija koje procenjuje TMT-A, ima ulogu i u proceni kompleksnog konceptualnog
pracenja koje spada u egzekutivne funkcije. Skor na TMT-B predstavlja vreme u
sekundama za koje se kompletira zadatak. Za patoloski nalaz smatrano je vreme koje je
od norme veée za jednu standardnu devijaciju za odredenu starost (Spreen et Strauss
1991). SKL test meri fonemsku fluentnost, tj. produkciju pojedina¢nih re¢i na zadato
slovo (u srpskom jeziku S, K i L) u toku jednog minuta, kao i verbalno divergentno
miSljenje. Test je prvenstveno osetljiv na disfunkciju leve velikomozdane hemisfere.
Kao grani¢na vrednost u nasem govornom podrucju uzima se 21 poen (Pavlovi¢ 2003).
Koris¢en je 1 test KF, koji podrazumeva nabrajanje Zivotinja u toku jednog minuta, a
preuzet je iz Bostonskog testa za ispitivanje afazija (BDAE). Ovim testom se meri
kategorijalna fluentnost, odnosno verbalno divergentno misljenje. Za patolosku vrednost
smatran je broj reci za jednu standardnu devijaciju manji u odnosu na normu za starost
(Pavlovi¢ 2003). WCST je odlican test za ispitivanje nacina na koji se reSavaju
problemi, za otkrivanje perseverativnosti i mentalne rigidnosti (sposobnosti promene i
odrZavanja seta). Za potrebe naseg istraZivanja analiziran je broj postignutih kategorija,
tj. nizova od deset ta¢nih odgovora, kao i broj perseverativnih odgovora i broj neuspelih
pokuSaja odrzavanja seta. WCST smatra se uglavnom merom funkcije frontalnih
reznjeva, ali nema usaglasenih stavova o uticaju strane lezije na postignu¢e na ovom

testu. Patoloskim je smatran ostvareni broj kategorija, broj perseverativnih odgovora i
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neuspelih pokusaja odrzavanja seta manji za jednu i po standardnu devijaciju, u odnosu
na prosec¢nu vrednost odgovarajuce grupe zdravih ispitanika (Spreen et Strauss 1991).

Za ispitivanje jeziCkih funkcija koriS¢en je Bostonski test imenovanja (BNT)
(Kaplan et al. 1978). Ovaj test je dobar za otkrivanje disnomije, ali zavisi i od
ocuvanosti vizuelne percepcije. Kod osoba sa lezijom desnog frontalnog reznja, moze
da se javi fragmentarno opazanje.

Za ispitivanje egzekutivnih sposobosti u istrazivanju je koriS¢en Stroop-ov test
(Pavlovi¢, 2003). Ovaj test meri sposobnost promene perceptivnih setova, odnosno
prisustva ili odsustva kognitivne inertnosti u zadacima gde se zadaci uslovi menjaju,
provocirajuci uobi¢ajeni odgovor nasuport neuobicajenom. Registruje se vreme za koje
je ispitanik zavrSio zadatak kao 1 broj greSaka u tri podzadatka. Stroop test se sastoji od
tri bele karte od kojih svaka ima deset redova sa po pet elemenata. Prvi deo zadataka
podrazumeva Citanje imena boja sa prve karte odStampanih crnim mastilom; drugi deo —
imenovanje boja tacaka odStampanih na drugoj karti; u tre¢em delu zadatka od
ispitanika se zahteva da imenuje boje kojima su odStampane re¢i na treCoj karti
zanemaruju¢i njihov verbani sadrzaj (npr. imenovati boju kojom je odStampana rec¢

,»plavo”). Test zahteva ocuvanu sposobnost promene koncepta.

3.5. PREZIVLJAVANJE

Svi pacijenti su prac¢eni do smrtnog ishoda ili do 31. decembra 2016. godine.
Podaci o toku 1 ishodu bolesti dobijeni su od strane pacijenata i njihovih ¢lanova
porodice na regularnim posetama neurologu i/ili putem telefonskog poziva i elektronske
poste. Za preminule pacijente vreme do preZivljavanja je definisano kao interval od
pocetka bolesti do datuma smrti. Na osnovu mati¢nih brojeva pacijenata dobijena je iz
Republickog zavoda za statistiku lista pacijenata koji su preminuli, sa tacno

registrovanaim datumom smrtnog ishoda.

Za analizu prezivljavanja je koriS¢ena Kaplan-Meier-ova kriva pri ¢emu je
pocetak bolesti definisan kao nulto vreme a vreme smrti kao krajnja ta¢ka. Log-rank test
je koris¢en da se uporedi prezivljavanje u dve grupe ispitanika. Multivarijantna

regresiona analiza (Cox-ov metod) je koriS¢ena da se ispita nezavisni uticaj
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pojedina¢nih  sociodemografskih 1 klinickih varijabli na prezivaljavanje. U
multivarijantni model su ukljuene sve varijable koje su u univarijantnoj analizi bile

povezane sa prezivljavanjem sa nivoom statisticke znacajnosti od 0,05.

3.6. NEURORADIOLOSKO ISPITIVANJE - MAGNETNA REZONANCA

Od 69 pacijenata sa ALS, MR pregledom mozga i vratnog dela ki¢mene
mozdine je obuhvacena grupa od 23 genetski determinisanih pacijenata i 11 iz grupe
sporadi¢ne ALS. Od 23 pacijenta iz grupe genetski definisane bolesti 15 je imala
familijarni, a osam je imalo genetski determinisanu formu bolesti. Kontrolna grupa bila

je sastavljena od 34 zdrava ispitanika uparena po polu i starosti sa pacijentima.

3.6.1. Tehnic¢ki parametri MR

MR pregled obavljen je koris¢enjem aparata Philips Medical System Achieva
jacine 1.5 Tesla. Dobijene su sledece sekvence MR mozga: (i) dual-eho turbo (DE)
spin-eho (vreme ponavljanja [TR]=3125 ms, eho vreme [TE]=20/100 ms, duZina eho
voza=6, 44 aksijalnih preseka, debljina=3 mm bez razmaka, veli¢ina matrice=256x247,
vidno polje [FOV]=240%232 mm2); (ii) trodimenzionalni (3D) sagitalni T1-weighted
Turbo Field Echo (TFE) (frekvencijski pravac=anteriorno-posteriorni; TR=7.1 ms,
TE=3.3 ms, inverziono vreme [TI]= 1000 ms, ugao=8°, veli¢ina matrice=256x256x180
[inferiorno-superiorno, anteriorno-posteriorno, levo-desno], FOV=256x256 mm?); (iii)
pulsed gradient spin echo (SE) single shot echo-planar (TR=6715 ms, TE=86 ms,
ugao=90°, veli¢ina matrice=112x110, FOV=224x220 mm2; 50 aksijalnih preseka,
debljina=2.6 mm bez razmaka), sa gradijentima kodiranja difuzije primenjenim u 65
nekolinearnih pravaca, sto je izabrano kao podrazumevano na skeneru (b faktor= 1000
s/mm?; sedam proseka). Maksimalna amplituda difuzionog gradijenta iznosila je 33 mT
/ m, a za prijem signala koriS¢en je viSenamenski navoj glave; and (iv) gradient-echo
(GRE) echo planar imaging (EPI) za funkcionalni MRI (fMRI) u stanju mirovanja (RS)
(TR=3000 ms, TE=35 ms, ugao=90°, veli¢ina matrice=128x128, FOV=240 x 240 mm?;
debljina preseka=4 mm, 200 komada od po 30 susednih aksijalnih preseka). Ukupno
vreme dobijanja RS fMRI je bilo oko 12 minuta. Tokom snhimanja, pacijentima je
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nalozeno da se ne pokre¢u i da budu zatvorenih ociju. U toku iste serije snimanja,
dobijene su slede¢e MR sekvence cervikalne kicme: (i) Short-time inversion recoverz
(STIR) (FOV=250 mm2, 11 sagitalnih preseka, debljina preseka=3 mm, veliCina
matrice=276x276, TR=2500 ms, TE=70 ms, TI=165 ms); (ii) 3D sagittal high
resolution T1-weighted Fast Field Echo (FFE) (FOV=220x220%x106 mm3, veli¢ina
matriksa=200x%200, TR=25 ms, TE=9.2 ms), (iii) 3D magnetizacioni transfer (MT) GRE
(FOV=230%230100 mm3, 40 aksijalnih preseka, veli¢ina matrice=256x209, TR=37 ms,
TE=4.3 ms).

3.6.2. Analiza mozga na MR
3.6.2.1. Debljina korteksa

Kortikalna rekonstrukcija i procena debljine korteksa izvrSena je na 3D T1-
ponderisanim TFE slikama pomoc¢u FreeSurfer analizatora slika, verzija 5.3
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/) (Desikan RS et al., 2006). Nakon registracije u
prostoru Talairach i normalizacije intenziteta, izvrSeno je automatsko uklanjanje
lobanje, ¢ime se razdvajaju ekstracerebralne strukture, mozak i mozdano stablo,
koriste¢i hibridnu metodu koja kombinuje algoritme sliva i modele deformabilne
povrsine. Slike su zatim pazljivo proverene za greske u uklanjanju lobanje, a podeljene
su u sivu masu (SM), belu masu (BM) i cerebrospinalnu te¢nost (CST). Tada su
cerebralne hemisfere razdvojene, a subkortikalne strukture odvojene od kortikalnih
komponenti. Granica BM / SM je bila spojena i povrSina je deformisana prema
gradijentu intenziteta kako bi se optimalno postavile granice BM / SM i SM / CST,
¢ime se dobijaju povrSine BM i pije mater. Rezultati ove segmentacione procedure su
vizuelno pregledani, a po potrebi i ru¢no uredeni dodavanjem kontrolnih tacaka. Nakon
toga, izvedena je povrSinska inflacija i registracija na sferni atlas, a cerebralni korteks je
podeljen u 34 regiona po hemisferi, na osnovu giralnih i sulkalnih struktura, kako su
opisali Desikan i saradnici. Kona¢no, debljina korteksa procenjena je kao prosecna

najkraca razdaljina izmedu granice BM i povrSine pije mater.
3.6.2.2. Mikrostruktura puteva bele mase

Podaci o difusion-weighted (DWI) slikama su dobijeni alatom za ekstrakciju
(BET) sadrzanom u FSLv5.0 (http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl). DWI snimci su korigovani
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za distorzije uzrokovane vrtloznim strujama 1 pokretima pacijenta, koristec¢i
implementaciju algoritma opisanog u Rohde et al. 2004. Tenzor difuzije (DT) je
procenjen voksel po voksel koriste¢i DTIfit programa, deo FMRIB diffusion programa,
u okviru FSL, kako bi se dobila frakciona anizotropija (FA), srednja difuzivnosti (MD),
aksijalna (akD) i radijalna mapa difuzivnnosti (radD). Traktografije kortikospinalnih
puteva i korpusa kalozuma (celi trakt, kao i genu, telo i splenijum) definisane su u
prostoru Montrealskog neuroloskog instituta (MNI) na FA obrascu koji je obezbedio
FSL. Svi putevi (traktografija) registrovani su na DT MRI sekvenci pomoc¢u algoritma
verovatno¢e implementiranog u FSL (probtrackx), koji se temelji na Bayesovim
procenama difuzije parametara (Bedpostx). Svi delovi puteva su ,,praceni* od pocetnog
voksela unutar  difuzije za generiranje neophodnih 5000 uzoraka koji se
pojednostavljuju s duzinom koraka od 0,5 mm i pragom zakrivljenosti od 0.2mm. Mape
puteva su zatim normalizovane uzimajuéi u obzir broj voksela. Broj linija prezentovan u
vokselima puteva podeljen je sa ukupnim putem Sto odgovara broju linija koje nisu
odbacene ekskulizonom maskom. Dobijeni putevi su bili podeljeni vrednos¢u koja je
jednaka 40% od 95. percentila raspodele vrednosti intenziteta voksela uklju¢enih u
trakt. Ova normalizaciona procedura je omogucdila da se isprave moguce razlika izmedu
puteva zbog razlicitih pocetnih veli¢ina. Na ovaj na¢in smo iskljucili i pozadinski Sum i
izbegli previse restriktivnu segmentaciju kada je maksimalna vrednost intenziteta bila
izvan. Koriste¢i "seed" pristup dobijene su rekonstrukcije puteva od interesa. Za svaki

trakt, izraCunate su srednje vrednosti FA, MD, axD i radD.
3.6.2.3. Funkcionalna povezanost delova mozga u stanju mirovanja

Funkcionalna povezanost delova mozga u stanju mirovanja (FMRI)- ova analiza
je izvedena pomocu kompjuterskog programa FSL (FSLv5.0) (Filippini N et al., 2009).
Preprocesiranje je izvrSeno koris¢éenjem FEAT 7-9 i ukljuceno je: (i) uklanjanje prvih
Cetiri volumena kako bi se omoguéilo uravnotezenje signala; (ii) korekcija kretanja
glave pomoc¢u podesavanja volumena na srednji volumen koriste¢i korekcijski program
MCFLIRT: (iii) globalni 4D srednji intenzitet normalizacije; i (iv) prostorno pomicanje
(5 mm FVHM). Zatim smo primenili ICA-AROMA (automatsko uklanjanje pokretnih
artefakata na osnovu analize komponenti) kako bi se identifikovale one nezavisne
komponente koje predstavljaju artefakte povezane sa kretanjem. Ovaj metod izra¢unava

skup prostornih i vremenskih diskriminativnih karakteristika i, prema njima, eksploatise
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postupak Klasifikacije za identifikaciju IC koji predstavljaju artefakte pokreta.
Konkretno, ove osobine procenjuju prostorno preklapanje svake komponente sa ivicama
mozga i likvora i frekventni sadrzaj i vremensku korelaciju sa parametrima promene I1C
vremenske serije. Kona¢no, IC klasifikovani kao povezani sa pokretom su uklonjeni sa
fMRI skupa podataka pomocu linearne regresije. Rezultat baze fMRI je bio filtriran
visokopropusnim filterima (cutt-off frekvencija od 0.01 Hz) i ko-registrovan na T1-
weighted TFE sliku koriste¢i registraciju zasnovanu na granici, kao Sto je
implementirana u FLIRT( alat za registraciju linearne slike) i naknadno transformisana
u MNI152 standardni prostor sa izotropskom rezolucijom od 4 mm koristec¢i nelinearnu
registraciju kroz FNIRT. Prethodno obradeni fMRI podaci, koji sadrze 196 vremenskih
poena za svaki subjekt, privremeno su bili povezani preko subjekta kako bi se stvorio
jedan 4D skup podataka. Ovaj FMRI skup podataka je zatim razgraden u IC sa
slobodnom procenom za broj komponenata koji koriste MELODIC (Multivariate
Ekploratori Linear Optimized Decomposition in Independent Components) (Beckmann
CF & Smith SM, 2004).

3.6.2.4. Analiza kicmene moZdine pomoé¢u MR

Mape magnetksog transfer odnosa (MTR) dobijene su piksel po piksel, prema
jednacini: MTR = (M0-MS) / M0 x 100%, pri ¢emu je MO intenzitet signala za odredeni
piksel bez impulsa zasi¢enja, a MS je intenzitet signala za isti piksel kada se primeni
impuls zasi¢enja. E-grafik prikazuje MTR mapu pacijentove ki¢mene mozdine, koja je
predstavnik opsSteg kvaliteta podataka, bez pulsativnog kretanja ki¢mene mozdine i
CST. Metoda aktivne povrsine, primenjena je na 3D Tl1-weighted slikama i MTR
mapama kod svakog pacijenta radi procene povrsine i centralne linije kicmene mozdine
u obe slike. Inicijalna procena centralne linije ki¢émene mozdine ru¢no je dobijena
postavljanjem znakova u krajnjim regionioma ki¢émene mozdine (gornja granica:
najkranijalni deo na kojem je odontoidni nastavak epistrofeusa vidljiv u obe sekvence,
donja granica: deo koji je prosao kroz donju granicu C7 u 3D T1-weighted slikama i C5
u MTR mapama), a zatim oko svakih 10 mm izmedu ovih orijentira. Jedan operater
izvrsio je postavljanje svih orijentira. Centralna linija kicmene mozdine i ivi¢ne linije na
svakom preseku su automatski izraCunati koriS¢enjem segmentacionog algoritma sa
stalnim povecanjem preciznosti modela aktivne povrSine koja opisuje ivice ki¢mene

mozdine. Ova segmentaciona procedura je primenjena na obe MRI sekvence ki¢mene
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mozdine dvaput: prvo, da bi se dobila prava ki¢mena mozdina iz 3D T1 i MTR skenova
(¢ime se poboljsava korespondencija anatomskih orijentira izmedu dve slike); drugo, da
se izraCuna ivica kicmene mozdine i kvantitativne mere na ravnim snimcima. Srednji
deo popre¢nog preseka cervikalne ki¢mene mozdine (cross sectioon area-CSA) meren
je na 3D T1-weighted sekvenci, jer je volumen ki¢mene mozdine podeljen sa duzinom
ki¢me (Horsfield MA et al., 2010). Stavise, CSA je regionalno procenjen na definisanim
anatomskim orijentirima (tj. odeljcima koji prolaze kroz donje granice C2, C3, C4, C5,
C6 i C7). Sli¢no tome, proseéni MTR je izracunat u okviru ivice ki¢mene mozdine na
definisanim anatomskim orijentirima (tj. segmentima koji prolaze kroz donje ivice C2,
C3,C4iC5).

3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka je vrsena u programu SPSS verzija 20.0 (SPSS Inc, Cikago,
Ilinois, SAD). Sve ispitivane varijable su prvo analizirane pomocu srednjih vrednosti Q-
Q plota, Shapiro-Wilks-ovog i Kolmogorov-Smirnov testa da bi se utvrdilo da li se
distribuiSu po normalnoj raspodeli. Od parametara deskriptivne statistike koriS¢eni su

proporcija, srednja vrednost i standardna devijacija (SD).

Za poredenje nominalnih i ordinalnih varijabli izmedu dve ili tri grupe ispitanika
koriS¢en je y2 test ili Fisherov test tacne verovatnoce u zavisnosti od dimenzija tablice
kontigencije 1 broja ocekivanih sluCajeva u tablici. Znacajnost razlike kontinuiranih
neparametarskih varijabli izmedu dve grupe ispitanika je ispitivana pomocu Mann-
Whitneyevog U testa, a razlika kontinuiranih parametarskih varijabli pomo¢u Student-
ovog t testa. Za poredenje tri grupe ispitanika koriS¢ena je parametarska ANOVA sa
post hoc analizom (Bonferronijeva korekcija) ili neparametarska ANOVA (Kruskal-
Wallis), u zavisnosti od toga da li su podaci bili distribuisani po normalnoj raspodeli.

Korelacije dvaju varijabli su ispitivane Spearman-ovim koeficijentom korelacije ranga.

Kaplan-Meier-ova kriva je kori§¢ena za analizu prezivljavanja, pri ¢emu je kao nulto
vreme kori$¢en trenutak pojave prvih simptoma ALS dok je smrtni ishod definisan kao

tacka ishoda. Log-rank test je primenjen za poredenje razlika izmedu dve grupe. Za

70



procenu nezavisnog uticaja svake promenljive na prezivljavanje koriSéena je

multivarijantna regresiona analiza (Cox proporcionalni regresioni model).

Razlike u zapremini sive mase mozga dobijene metodom VBM kod razli¢itih grupa
ispitanika, analizirane su pomocu softvera SPM8 koriS¢enjem analize kovarijanse uz
prilagodavanje za starost i ukupnu inrakranijalnu zapreminu. Za poredenje rezultata
dobijenih pomoc¢u DTI koris¢en je softver za interferenciju zasnovanu na permutaciji
koji sluzi za neparametarsku pragovnu statisticku analizu, a deo je FMRIB softverske
biblioteke (FSL) (Nichols et al. 2002). Broj permutacija je podesen na 5000 (Nichols et
al. 2002). DTI vrednosti na skeletu bele mase poredene su medu dvema grupama
pomocu t testa zasnovanog na permutaciji uz korekciju za starost ispitanika. Za analizu
povezanosti klinickih i kognitivnih varijabli sa atrofijom sive mase i promenama bele
mase, koriS¢en je regresioni model iz SPMS8 (korigovan za starost i ukupnu
intrakranijalnu zapreminu) i FSL (korigovan za starost). Da bi se smanjio broj

poredenja, axD 1 radD nisu ukljucene u korelacionu analizu.

Poredenje rezultata fMR u stanju mirovanja sprovedeno je pomocu dvojne regresione
tehnike implementirane u FSL. Nakon dualne regresije, prostorne mape svih ispitanika
su prikupljene u jedan cetvorodimenzionalni fajl za svaku originalnu nezavisnu
komponentu. Poredenje je potom izvrSeno preko neparametarskog permutacionog testa.
Pored toga, radena je 1 analiza regiona od interesa za dalju analizu mreza povezanosti.

Sve analize su korigovane za trajanje bolesti analizom kovarijanse.

Nivo znacajnosti za sve statistiCke analize bio je 0,05 za statisticki znacajnu razliku i
0,01 za visoko statisticki znacajnu razliku. Za analizu podataka dobijenih pomoc¢u MR,
izvrSena je korekcija statistiCke znaCajnosti za viSestruka poredenje pomocu metode

family-wise error.
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4. REZULTATI

4.1. SOCIODEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE PACIJENATA
SA GENETSKOM ALS

4.1.1. Grupna analiza

Ukupno 37 (15,4%) od 241 pacijenta imalo je jednu ili viSe mutacija u testiranim
ALS genima. Od 241 ispitanog pacijenta 17 (7.1%) je imalo pozitivnu porodi¢nu
anamnezu za ALS, a 224 (92.9%) pacijenta je bilo bez pozitivne porodi¢ne anamneze za
ALS. Kod 17 pacijenata, iz 16 porodica, registrovana je jedna mutacija u genima
povezanim sa ALS. Dva pacijenta iz grupe familijarne ALS su bila iz iste porodice.
Samo jedan pacijent je imao pozitivnu porodi¢énu anemnezu za ALS, ali nije bio nosilac
mutaciju ni u jednom od testiranih ALS gena. Dvadeset jedan (9,4%) od 224 ocigledno
sporadi¢na pacijenta bio je genetski pozitivan, tako da je svaki od njih definisan kao
genetski ALS pacijent. Jedan pacijent iz ove grupe imao je pozitivhu porodi¢nu
anamnezu za nespecificnu demenciju. Nakon dobijenih rezultata formirane su dve grupe
ispitanika: prvu grupu je ¢inilo 37 genetski definisanih pacijenata (15,4%), od kojih 16
sa familijarnom formom ALS (FALS), a 21 sa sporadicnom genetski definisanom
formom bolesti (Grafikon 1. Tabela 10).

Grafikon 1. Distribucija razli¢itih mutacija medu geneticki pozitivnim ALS pacijentima

A TDP 43 B c9orf72+FUS+ANG
ANG 5%

L144F
43%

c9orf72
24%

D30A
19%

A — sporadi¢ni genetski definisani ALS pacijenti (n=21); B - familijarni ALS pacijenti
(n=16)

72



Tabela 10. Rezultati genetskog testiranja kod pacijenata sa familijarnim i ocigledno

sporadicnim ALS u srpskoj populaciji

Svi ALS Ocigledno Familijarni Pt
pacijenti sporadic¢ni ili ALS
sporadi¢ni ALS
Ukupan broj
Ukupan (%) Ukupan broj
broj (%) (%)
Genetski pozitivni | 37 (15.4%) | 21 (9.4%) 16 (94.1%) p<0.01
SOD1 pozitivni 27 (73.0%) | 13 (61.9%) 14 (87.5%) p=0.14
L144F 21 (56.8%) | 9 (42.9%) 12 (75.0%)
D90A 4 (10.8%) | 4 (19.0%) 0 (0%) NA
Al145G 2 (5.4%) 0(0%) 2 (12.5%)
SOD1 negativni 10 (27.0%) | 8 (38.1%) 2 (12.5%) p=0.14
c9orf72 6 (16.2%) |5 (23.8%) 1 (6.3%)
ANG 2 (5.4%) 2 (9.5%) 0 (0%) NA
TDP 43 1 (2.7%) 1 (4.8%) 0 (0%)
1(2.7%) 0(0%) 1 (6.3%)
c9orf72+FUS+ANG
Genetski negativni | 204 203 (90.6%) 1(5.9%) p<0.01
(84.6%)
x 241 2242.9%) 17 (7.1%)
(100%)

T kada se uporede ocigledno sporadic¢ni ili sporadi¢ni ALS pacijenti vs. familijarni ALS
pacijenti; NA= nije primenljivo; bolodvaniim su oznacene statisticki znacajne razlike

Inicijalno je izvrSena statisticka analiza poredenja dve grupe pacijenata, onih sa i
onih bez mutacije (Tabela 11). Obe grupe se statisti¢ki nisu razlikovale po polu, ishodu
bolesti (statisticki nije bilo znacajne razlike izmedu broja zivih i umrlih pacijenata po
grupama), kao ni po starosti na pocetku bolesti. Statisticki znacajna razlika (p<0.01)
uocena je u trajanju bolesti, koja je u grupi genetski potvrdenih pacijenta u proseku bila
58,0+53,7 meseci, dok je kod sporadi¢nih iznosila 36,0+22,5 meseci. Duze
dijagnosticko kasnjenje evidentirano je u grupi genetski potvrdenih pacijenata
(20,0+22,5 meseci). u poredenju sa pacijentima sa sporadiénom ALS (8,5%9,2 meseci) i
ova razlika je bila statisticki znacajna (p<0.01), $to se moze objasniti blazom klinickom
slikom i sporijom progresijom tegoba kod pacijenta prve grupe. U odnosu na pocetak

bolesti (spinalni ili bulbari), nije registrovana statisticki znacajna razlika izmedu grupa,

s obzirom na predefinisane uslove istrazivanja. Demencija kao inicijalni simptom
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bolesti (po tipu bihevioralne varijante FTD) evidentirna je samo kod jednog pacijenta sa

genetski potvrdenom bolesti i sa mutacijom u genu za ANG.

Tabela 11. Sociodemografske i klini¢ke karakteristike ALS pacijenata u nasoj kohorti

ALS Genetski Sporadi¢ni p
N 53.6% 46.4%
Pol (% muskaraca) 56.8% 53.1% 0,762
Smrtini ishod (%) 37.8% 18.8% 0,081
Starost (godine) 58.0£11.1 57.4+12.3 0.678
Starost u vreme pocetka bolesti (godine) 52.0+11.3 53.5+9.8 0,415
Trajanje bolesti (meseci) 58.0£53.7 36.0£22.5 0,003*
Vreme od pocetka bolesti do dijagnoze 20.0+22.5 8.5%9.2 0,001*
Porodi¢na anamneza <0,001*

Negativna 54.1% 93.8%

ALS 43.2% 3.1%

AD 2.7% 3.1%
Pocetak bolesti

spinalni 89.2% 90.6%

bulbarni 10.8% 9.4%
Demencija kao inicijalni simptom (%) 2.7% 0.0%
Glikemija (x+SD) 5.2+1.1 5.0+0.7 0,249
Lipidogram (x£SD)

holesterol 5.2+1.1 5.8+1.1 0,095

HDL 1.6+0.4 1.6+0.5 0,250

LDL 3.4+0.9 3.6x1.1 0,236

trigliceridi 1.1+11 1.1+0.8 0,658
Cl (x£SD) 104.0+2.9 105.5+2.9 0,052*
Kreatinin (X£SD) 62.0+2.9 65.0+13.4 0,080
Urea (X£SD) 4.8+1.1 5.0£2.3 0,085
CPK(x+SD) 140.0+185.7  180.0+239.9 0,213
BMI (x+SD) 24.243.3 24.2+4.1 0,741
Lokalizacija poc¢etka bolesti 0,666

Gornji ekstremiteti 21.6% 31.3%

Gonji ekstremiteti 67.6% 63.8%

Bulbarni region 10.8% 10.1%
Lateralizacija (% desno) 63.6% 58.6% 0,686
Klini¢ka slika

GMN+DMN 81.1% 84.4%

GMN 10.8% 9.4%

DMN 8.1% 6.3%
Objektivni senzitivni ispad (%) 43.2% 3.1% <0,001*
Sfinkterijalne smetnje (%) 40.5% 6.3% 0,001*
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Dizartrija/disfagija (%) 18.9% 25.0% 0,541

El Escorial kriterijumi <0,001

Mogucéa 0.0% 12.5%

Verovatna 0.0% 21.9%

Sigurna 100.0% 65.6%
EMG
Negativan (nisu ispunjeni Kriterijumi) 2.7% 0.0%
Pozitivan broj regiona 1 8.1% 12.5%

2 48.6% 21.9%

3 32.4% 40.6%

4 8.1% 25.0%
Proteinorahija (X+SD) 0.46+0.14 0.42+.13 0,175
Pimax (x+SD) 37.4+24.9 51.0+£20.1 0,008*
Pemax (X+SD) 65.6+32.6 74.3£32.2 0,225
FEV1 (x+SD) 89.0+33.3 105.5+18.2 0,007*
FVC (x+SD) 93.0+27.4 108.5+17.3 0,001*
NIV (% koji su bili) 40.5% 40.6% 0,994
U vreme dijagnoze ALS FRS-r (X+SD) 42.016.2 43.0£3.8 0,469
PEG (% da) 5.4% 16.7% 0,229

Parenhimski dopler mozga

patoloski 62.2% 41.7%
normalan 37.8% 58.3%
Terapija Rilutek® (%) 64.9% 89.5% 0,049*

* statisticki znacajna razlika; Xx+SD — srednja vrednost £standardna devijacija

Ispitivani su i odredeni laboratorijski parametri, koji su u dosadasnjim
istrazivanjima pokazivali odredene razlike kod sporadi¢nih 1 familijarnih oblika bolesti,
ali u naSem istrazivanju nije dobijena statisticki znac¢jana razlika ni za jedan od ispitanih
parametara (glikemija, holesterol HDL, LDL holesterol, trigliceridi,urea, kretinin,
CPK). Granic¢na stisticki znacajna razlika od p=0.05 dobijena je za koncentraciju jona
Cl koja je bila visa u sporadi¢noj grupi obolelih. BMI nije ukazao na statisti¢ki

znacajnu razliku kod dve ispitane grupe obolelih (p>0.05).

Prema lokalizaciji pocetka bolesti, u genetskoj grupi je kod 67.6% ispitanika
bolest pocela na donjim ekstremitetima kod 21.6% na gornim ekstremitetima, i 10.8%
ispitanika je imalo bulbarni pocetak bolesti, $to ukazuje na dominantnost spinalnog
pocetka kod 89.2%pacijenata u genetski determinanoj grupi. | u grupi pacijenata sa
sporadicnom ALS predominanntan je spinalni pocetak bolesti, ali poredjenjem  sa
geentskom grupom nije dokazana statisticnka znacajanost (p>0.05). Takode, ukoliko je

bolest imala spinalni pocetak, uoceno je znacajno ceS¢i pocetak na desnim
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ekstermitetima (63.6%, u odnosu na leve ekstremitete 36.4% obolelih), bez statisticki
znacajne razlike (p>0.05). U klini¢koj slici u obe grupe najveci broj pacijenta je na
pocetku bolesti ispoljio klni¢ku sliku oSte¢enja i GMN 1 DMN ( u genetskoj grupi
81.1% u sporadi¢noj 84.4%, dok je predominaciju lezije GMN u genetskoj grupi imalo
10.8% ispitanika, a predominaciju lezije DMN 8.1% ispitanika). Atipi¢ni klinic¢ki znaci
su bili ¢eS¢i u genetski determinanoj grupi ispitanika u odnosu na sporadi¢ne: objektivni
senzitivni ispadi 43.2%:3.1%, sfinkterijalne smetnje 40.5%,:6,3% i ova razlika je bila
statisticki znacajna (p<0.01).Znaci afekcija bulbarne muskulature na pocetku bolesti
(dizartrija, disfagija) bili su prisutni kod svega 18.9% obolelih u genetski determinisanoj
grupi obolelih.

Po revidiranim El Escorial kriterijumima (2015) u genetskoj grupi obolelih svi
pacijenti su klasifikovani u grupu klinicki definitivnih laboratorijski potvrdenih
pacijenata jer su imali verifikovanu genetsku mutaciju. U sporadi¢noj grupi obolelih
pacijenata klini¢ki definitivhu ALS imalo je 65.6% obolelih, verovatnu ALS 21.9%, a
moguéu ALS 12.5% ALS pacijenata. U grupi genetski determinisanih ALS, ukoliko se
strogo postuju raniji El Escoril kriterijumi samo je 27 (73%) pacijenata koji su bili
nosioci SOD1 mutacija, ispunjavalo uslove za definitvnu ALS, jer mutacije u ostalim
genima nisu jo§ uvek zvani¢no uvrStene u El Escorial dijagnosticke kriterijume.
Medutim, pre genetskih analiza pacijentima je uradena standardna neurofizioloska
dijagnostika u sklopu algoritma ispitivanja bolesti. U genetskoj grupi ispitanika rezultati
su bili slede¢i: normlan EMG nalaz je imao jedan pacijent, zahvacenost 1 regiona 3
pacijenta, zahvacenost 2 regiona 18 pacijenta, dok je zahvacenost 3 i/ili 4 regiona
imalol5 pacijenata na pocetku bolesti. To sugeriSe da na osnovu EMG nalaza 22
(59.5%) klinicki definitivna laboratorijski potvrdena ALS pacijenta bi imalo mogucu ili
verovatnu dijagnozu ALS, a svega 40.5% dijagnozu definitivne ALS, sto je bias od
skoro 60% u definitivnosti dijagnoze. Takav bias nije uocen u grupi sporadi¢no obolelih
gde je EMNG nalaz u jednom regionu bio pozitivan kod 4 pacijenta, u 2 regiona kod 7
pacijenta, a pozitivna nalaz u 3 ili 4 regiona koji sugerise definitivnost dijagnoze kod 21
pacijenta (65.6% obolelih) (nema statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p=0,074).
Ipak, evidentno je da je p vrednost blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti i vrlo je
moguce da je uzorak veci, da bi ova razlika bila statisti¢ki znacajna izmedu dve grupe

ispitanika.
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Lumbalna punkcija je uradena kod 56 od 69 pacijenata, i nije uocena statisticki

zna¢jana razlika u vrednosti proteina u dve ispitane grupe (p>0.05).

Testiranje pluéne funkcije sadrzalo je ispitivanje standardnih spirometrijskih
parametara FVC i FEV1, kao i merenje snage respiratornih misi¢a kroz indekse Pimax i
Pemax. FVC je registrovan kod 68 pacijenata, FEV1 kod 58 pacijenta, i pokazali su
znaCajnu statistiku razluku u korist boljih vrednosti kod sporadicnih ALS pacijenta
(FEV1 105.5£18.22 vs.89£33.25 i FVC 108.5+17.33 i 93+27.41, p<0.01). Ovi rezultati
ne sugeriSu respiratornu insuficijenciju prema dobijenim srednjim vrednostima, ali s
obzirom na duzinu trajanja bolesti FALS pacijenta, moze se reci da oni sporije razvijaju
repiratornu insuficijsniju u odnosu na sporadi¢nu grupu obolelih. Takode, registrovana
je statisti¢ki znacajana razlika izmedu dve grupe obolelih po Pimax indeksu (sporadi¢ni
51+20.06 vs genetski 37.4+24.87, p<0.01), dok nije uocena znacajan razlika obolelih po
Pemax indexu (sporadi¢ni 74.3+32.16 vs genetski 65.5+£32.64, p>0.05). U ukupnom
broju pacijenta koji su iziskivali koriS¢enje NIV aparata nije bilo statisticki znacajne
razlike (p>0.05); dobijeni rezultati i duze trajanja bolesti kod FALS pacijenata
indirektno ukazuje na sporiji razvoj respiratorne insuficijencije koja bi zahteva primenu

NIV-a u ovoj grupi obolelih.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u plasiranju perkutane gastrostome kod dve
grupe ispitanika, mada je kod FALS grupe PEG bio plasiran kod svega 5.4% ispitanih, a

u grupi sporadi¢nih ALS pacijenta kod 16.7%, sa kra¢im trajanjem bolesti.

Kompatibilnost istraZivanja i poredenja ove dve grupe ispitanika sadrzana je u
nepostojanju statisticke znacajne razlike u ALSFRS-r skoru na pocetku bolesti (genetski
42+6.22 vs sporadi¢ni 43+3.78, p>0.05).

SODI1 mutacije bile su najées¢e mutacije, Sto predstavlja 27 (73,0%) svih ALS
genetski pozitivnih pacijenata. SOD1 negativna grupa se sastojala od 10 (27,0%)
pacijenata (Slika 1). Glavne demografske i1 klinicke karakteristike SOD1 pozitivnih 1
SOD1 negativnih ALS pacijenata su rezimirane u Tabeli 1. Kod 14 (51,9%) nosioca
mutacija na genu za SODI, bila je pozitivha porodi¢na anamneza, a kod SODI
negativnih kod dva (12,5%) pacijenta 1 ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost
(p = 0.08). SOD1 pozitivni i SOD1 negativni pacijenti nisu se znacajno razlikovali po

polu, starosti na pocetku bolesti, dijagnostickom kasnjenju, prose¢nom trajanju bolesti,
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ALSFRS-r skoru, i pluénoj funkciji (p>0,05). Svi SOD1 pozitivni pacijenti imali su
spinalni pocetak bolesti i kod 85,2% obolelih prvi simptomi su bili na donjim
ekstremitetima. Sa druge strane, bulbarni pocetak je bio ¢es¢i kod SODI negativnih
pacijenata (p<0,01). Jedan pacijent iz SOD1 negativne grupe imao je pocetak sa FTD
simptomima. Senzorni poremecaji su evidentirani kod 14 (51,9%) SOD1 pozitivnih i
kod dva (20 %) iz grupe SODI negativnih pacijenata (p> 0,05). Poremecaji
sfinkterijalne kontrole (mokrenja i/ili stolice) registrovani su samo u SOD1 pozitivnoj
grupi (p <0.01).

4.1.2. Fenotipska analiza podgrupa pacijenata sa odredenim mutacijama

U genetskoj grupi analizirano je 37 pacijenata sa definisanom mutacijom, od
kojih je 27 (72.9%), pacijenta imalo mutaciju u SOD1 genu, 6 (16,2 %) ekspanziju
heksonukleotidnih ponovaka u genu za c9orf72, 2 (5.4%)mutaciju u ANG genu,l
(2.7%), pacijent je imao mutaciju u TDP43 genu i 1 (2.7%) tri mutacije gena za
c9orf72, FUS i ANG .

4.1.2.1. Analiza pacijenata sa mutacijom u SOD1 genu

Genskom analizom obuhvaéeno je svih 5 egzona SOD1 gena i nesinonimne
mutacije su verifikovane u egzonima 4 i 5. Ukupno je bilo 27 pacijenata sa mutacijoma
u SOD1 genu, od ¢ega 21 sa mutacijom u 5. egzonu zamene leucina fenilalnaninom na
poziciji 144 (L144F), 4 sa zamenom aspartata alaninon na poziciji 90 (D90A, od ¢ega 2
pacijenta sa heterozigotnom, i 2 pacijenta sa homozigotnom varijantom) i 2 pacijenta sa
zamenom alanina glicinom na poziciji 145 (A145G). Inicijalno je analiza izvrSena
poredenjem SODI1 pozitivnih i SOD1 negativnih pacijenata (Tabela 12). Srednje godine
pocetka bolesti u SODI1 grupi iznosile su 51.0+11.0 godina, a u grupi ne-SOD1
pacijenta 55.5£12.6 (p>0.05.) Ukupno trajanje bolesti u SOD1 grupi u mesecima je bilo
63,0£58.1, a u grupi ne-SOD1 pacijenata 46.5+31.2 (p>0.05).
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Tabela 12. Klinicke karakteristike SOD1 pozitivnih i SOD1 negativnih ALS pacijenata

(x+£SD)

Karakteristika SOD1 SOD1 p
pozitivni negativni
N 27 (73.0%) 10 (27.0%)
Pol (n, % muskaraca) 14 (51.9%) 7 (70.0%) p=0.46
Starost na pocetku bolesti 50.9+10.9 54.9+12.1 p=0.30
(X£SD)
Trajanje bolesti 63 46.5 p=0.10
(meseci, medijana)
Dijagnosticko kasnjenje 22 10 p=0.21
(meseci, medijana)
Istorija ALS u porodici (n,%) 14 (51.9%) 2 (20.0%) p=0.08
Tip ALS na pocetku bolesti (n, % spinalni) | 27 (100%) 6 (60.0%) p<0.01
Demencija kao inicijalni symptom (n, %) 0 (0%) 1 (10%) p=0.27
Lokalizacija na pocetku bolesti (n,%)
Gornji ekstremiteti 4 (14.8%) 4 (40.0%)
Donji ekstremiteti 23 (85.2%) 2 (20.0%) p<0.01
Bulbarni 0 (0%) 4 (40.0%)
Klinicka slika na pocetku bolesti (n, %)
GMN+DMN 24 (88.9%) 6 (60.0%)
Predominantno GMN 1(3.7%) 3 (30.0%) p=0.07
Predominantno DMN 2 (7.4%) 1 (10.0%)
Objektivni senzorni ispadi (n, %) 14 (51.9%) 2(20.0%) p=0.14
Poremecaji sfinktera (n, %) 15 (55.6%) 0 (0%) p<0.01
Bulbarni znaci (n, %) 1(3.7%) 6 (60.0%) p<0.01
ALSFRS-r skor u momentu dijagnoze 41.0£6.0 39.1+6.9 p=0.37
(x£SD)
EMG potvrdena ALS
Negativha 0 (0%) 1 (10.0%)
Moguca (1 region) 2 (7.4%) 1 (10.0%) p=0.83
Verovatna (2 regiona) 15 (55.6%) 3 (30.0%)
Definitivna (3 ili 4 regiona) 10 (37.0%) 5 (50.0%)
FVC (% od normalne vrednosti) 84.7+29.6 92.2421.1 p=0.45
(X+£SD)
FEV1 (% od normalne vrednosti) 78.7£34.4 102.7£22.0 p=0.11
(x+£SD)
PImax MIP (% od normalne vrednosti) 45.3+24.3 42.2+27.8 p=0.58
(X£SD)
PEmax (% od normalne vrednosti) 72.0£33.1 62.3+£32.7 p=0.55

79



x+SD —srednja vrednost £SD; GMN= gornji motoneuron; DMN=donji motoneuron; EMG=elektromiografija; FVC=
forsirani vitalni kapacitet; FEV1 = forsirani ekspiracioni volumen u prvoj sekundi; MIP= maksimalni inspiratorni
pritisak; MEP= maksimalni ekspiratorni pritisak;

Svi pacijenti sa SOD1 mutacijom imali su spinalni pocdetak bolesti, sa
inicijalnim zahvatnjem donjih ekstremiteta kod 85,2% obolelih iz ove grupe.
Dominantna klinicka prezentacija u SOD1 grupi je bila kombinovo ostecenje GMN i
DMN (kod 85 % obolelih), a bulbarna simptomatologija na pocetku bolesti bila je
prisutna samo kod jednog pacijenta (3.7%). Objektivne senzitivne ispade ispoljilo je
51.9% ispitanika iz SOD1 grupe, i svega 20% iz ne-SOD1 grupe obolelih, dok je
sfinkterijalne smetnje kao atipi¢nu klinicku prezentaciju u okviru ALS imalo 55.6%

SOD1 pozitivnih pacijenta i nijedan pacijent iz ne-SOD1 grupe (p<0.01).

Pacijenti sa SOD1 mutacijom su Koristili aparat za neinvazivnu ventilaciju u
svega 33.3% slucajeva, dok pacijenti sa ne-SOD1 mutacijom uprkos kra¢em trajanju
bolesti su imali stepen respiratorne insuficijencije koji zahteva upotrebu NIV-a u 40%
slu¢ajeva. Od svih SODI1 pacijenta samo je jednom implantirana PEG (3.7% slucajeva)

zbog oteZzanog gutanja.

U grupi pacijenata sa SODI1 mutacijom, uocen je raniji pocetak bolesti kod
pacijenata sa A145G u odnosu na pacijente sa L144F i D90A, ali ovo nije bilo statisti¢ki
znacajno. Senzitivni ispadi 1 poremecaji sfinkterijalne kontrole su bili dominantni kod
pacijenata sa L144F 1 D90A mutacijama. Izmedu razli¢itth grupa SODI1 pozitivnih
pacijenata nije registrovana statistiCki znaCajna razlika u dijagnostickom kaSnjenju,
trajanju bolesti, mestu pocetka, klini¢koj prezentaciji, ALSFRS-r skoru i pluénoj

funkciji u trenutku postavljanja dijagnoze (Tabela 13).

4.1.2.1.1. Klinicke karakteristike pacijenata sa mutacijom L144F u SODI genu

Ova mutacija SODI gena bila je naj¢es¢a u naSoj kohorti ispitanika, 1 ¢ini 77,7
% svih pozitivnih SOD1 pacijenata. U ovoj grupi ispitanika bila je jednaka polna
distribucija, familijarno ispoljavanje bolesti je imalo 57.1% ispitanika (od toga samo
dva pacijenta su bila iz iste porodice). Svi pacijenti su imali spinalni pocetak bolesti, sa
predominantnim pocetkom na donjim ekstremitetima, 1 sa kombinovanom lezijom

GMN i DMN na pocetku bolesti. Samo jedan pacijent je imao blagu bulbarnu
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simptomatologiju na pocetku bolesti. Objektivni senzitivni ispad je imalo 52.4%
obolelelih, a sfinkterijalne smetnje 66.7% obolelih. U poredenju sa ne-L144F SOD1
pozitivnim pacijentima nije bilo statisti¢ki zn¢ajne razlike ni u jednom od ispitanih
parametara, osim gotovo grani¢ne statitiCke znac¢janosti (p=0.06) u domenu
sfinkterijalnih disfunkcije kod L144F pozitivnih pacijenata, te se ovaj klini¢ki znak
smatra najvrednijim ,,plus* znakom kod ove forme bolesti.U ovoj grupi obolelih
registrovana je statisti¢ki znac¢ajna razlika u koncentraciji hloridnog anjona u odnosu na
ostale SOD1 pacijente (p<0.05, niza koncentracija), kao i grani¢na statisticka znacajnost
povisenih vrednosti CPK (p=0.05). U ostalim laboratorijskim parametrima nije bilo

statisti¢ki znacajne razlike.

Tabela 13. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa najée$s¢im mutacijama u nasoj kohorti

Karakteristika SOD1 SOD1 SOD1 c9orf72
L144F D90A** | Al45G
N, % 21 (56.8%) | 4(10.8%) |2(5.4%) |6 (16.2%)
Starost na pocetku bolesti 51.4+10.9 53.3185 | 355+7.8 |51.3x124
(godine, x+SD )
Trajanje bolesti 63 120 108 46.5
(meseci, medijana)
Dijagnosticko kasnjenje 22 29 21 10
(meseci, medijana)
Istorija ALS u porodici (n,%) 12 (57.1%) | 0 (0%) 2 (100%) | 1(16.7%)
Tip ALS na pocetku (n,%)
Spinalni 21 (100%) 4 (100%) | 2 (100%) | 4 (66.7%)
Bulbarni 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 2 (33.3%)
Lokalizacija na pocetku (n,%)
Gornji ekstremiteti 4 (19%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33.3%)
Donji ekstremiteti 17 (81%) 4 (100%) | 2 (100%) | 2 (33.3%)
Bulbarni 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33.3%)
Klini¢ka slika (n,%)
GMN+DMN 20 (95.2%) | 3(75.0%) | 1(50.0%) | 4 (66.7%)
Predominantno GMN 0 (0%) 125.0%) | 0 (0%) 1 (16.7%)
Predominantno DMN 1 (4.8%) 0 (0%) 1(50.0%) | 1 (16.7%)
Objektivni senzorni ispadi (n, %) | 11 (52.4) 3 (75.0%) | 0 (0%) 0 (0%)
Poremecaji sfinktera (n, %) 14 (66.7%) | 1(25.0%) | 0 (0%) 0 (0%)
Bulbarni znaci (n, %) 1 (4.8%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (66.7%)
ALSFRS-r skor (X£SD) 40.416.4 41.5£4.5 46 37.818.6
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GMN-= gornji motoneuron; DMN=donji motoneuron; ** dva pacijenta su imala heterozigotnu i dve
homozigotne D90A mutacije; X- srednja vrednost; SD — standardna devijacija; 1 jedan pacijent imao je

pozitivnu porodi¢nu anamnezu za nespecifi¢nu demenciju

4.1.2.1.2. Klinicke karakteristike pacijenata sa mutacijom D90A u SODI genu

Ova mutacija je opisan kod 4 ispitanika u nasoj kohorti obolelih, od ¢ega je kod
2 ispitanika registrovana pojava heterozigotne mutacije, a kod dva homozigotne. Ni
jedan pacijent u ovoj grupi nije imao pozitivnhu porodi¢nu anamnezu za ALS,svi su
imali spinalni pocetak bolesti, na donjim ekstremitetima, u nasoj kohorti svi na desnoj
nozi, sa inicijalno prisutnim znacima kombinovane lezije GMN i DMN kod 3 obolelala
pacijenta, i kod jedne pacijenttkinje sa predominantno znacima gornjeg motornog
neurona. Troje obolelih je imalo objektivne senzitivne ispade, samo jedan sfinkterijalne
smetnje, i nijedan bulbarnu simptomatologiju na poc¢etku bolesti. Srednje vreme pocetka

bolesti iznosilo je 49.5+£8.54 godina, a prosecno trajanje bolesti 120+90.83 meseci.

4.1.2.1.3 Klinicke karakteristike pacijenata sa mutacijom A145G u SOD1 genu

Ova mutacija je verifikovana samo kod dva pacijenta u nasoj kohorti, i kod oba
pacijenta sa familijarnim ispoljavanjem bolesti. Pocetak bolesti je bio spinalni, na
donjim ekstremitetima, kod jednog pacijenta sa kombinovanom lezijom GMN i DMN,
kod drugog sa predomiantno znacima DMN. Ovi pacijenti nisu imali senzitivne ispade i
sfinkterijalne smetnje.U ovoj podgrupi uoCene je raniji pocetak bolesti u odnosu na
pocetak bolesti kod preostalih SOD1 pozitivnih pacijenata 35.5+£7.78 godina, i trajanje
bolesti sli¢no kao u grupi D90A koje je iznosilo 108+118.79 meseci.

Kod pacijenata sa razlicitim SODI1 mutacijama nisu uocene statististicki
znacajne razlike u slede¢eim klinickim parametrima: ALSFRS-r skor na pocetku
bolesti, svi parametri respiratorne funkcije, proteinorahija, pozitivnost EMG nalaza u

trenutku dijagnoze (p<0.05).

82



4.1.2.2. Analiza pacijenta sa c9orf72 mutacijom

Sest (16,2%) pacijenata je imalo heksanukleotidnu ekspanziju u c9orf72genu na
9 hromozomu, ¢ime je ona predstavljala najée$¢u mutaciju pronadenu u naSoj seriji
SOD1negativnih pacijenata (Tabela 2). Samo je jedan od njih imao je pozitivnu
porodi¢nu anamnezu za ALS, a jedan pacijent imao je nespecificnu demenciju u svojoj
porodici. Prosecni broj godina pocetka bolesti iznosio je 51,3 + 12,4 godina. Spinalni
pocetak bio je prisutan u Cetiri (66,7%) 1 bulbarni kod dva (33,3%) pacijenta.

Ovi pacijenti su bili ¢eS¢e muskog pola, i imali su spinalni pocetak bolesti (kod
4 od 6 obolelih). Jedan pacijent je imao pozitivnu porodi¢nu anamnezu za BMN, a jedan
na postojanje demencije, po anamnestickim podacima Alchajmerovog tipa. Niko od
registrovanih ispitanika nije imao u porodi¢noj anamnezi postojanje FTD ili
psihijatrijska oboljenja, niti je i jedan pacijent imao demenciju kao inicijalni znak
bolesti. Bulbarni pocetak bolesti evidentiran je kod svega treCine pacijenata iz ove
grupe. Vecina pacijenta je imala bulbarnu afekciju rano u toku bolesti (kod 4 od 6
ispitana pacijenta). Prose¢no vreme pocetka bolesti je bilo 53+12.44, i nije se statisticki
razlikovalo od vremena pocetka bolesti kod SODI1 pozitivnih pacijenata. Prose¢no
trajanje bolesti iznosilo je 46.5£35.94 meseci, sa prose¢nim dijagnosti¢kim kaSnjenjem
od 10 meseci od trenutka pocéetka prvih tegoba. Ispitianje respiratornih parametara nije
se razlikovalo od SOD1 grupe obolelih, kao i ALSFRS r skor u trenutku postavljanja

dijagnoze.

4.1.2.3. Analiza pacijenata sa mutacijom u ANG genu

Ranije opisana nesinonimna promena u ANG genu (M-24I) koja uti¢e na
signalni peptid, otkrivena je kod dva (5,4%) pacijenta. Kod prvog pacijenta, pocetak
bolesti je bio sa 48 godina sa znacima behejvioralne varijante FTD (potvrdene PET
ispitivanjem i MRI spektroskopijom). Osamnaest meseci kasnije, EMG je potvrdio
znake lezije donjeg motoneurona u dva regiona. Bolest je imala brz progresivan tok sa
trajanjem od 14 meseci do smrti. Drugi pacijent je imao bulbarni poc¢etak bolesti sa 56
godina sa znacima parkinsonizma, ¢estim padovima, ataksijom, senzitivnim ispadima i
depresijom, uz porodi¢no ispoljavanje psihoze. Trajanje bolesti je bilo 58 meseci. Ovaj

pacijent je takode bio nosilac druge izmene u ANG genu (146V) koji se moze smatrati
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retkim benignim polimorfizmom. Oba pacijenta su bila Zensko pola, i bile su takode
testirane i na TDP 43, FUS i c9orf72 gene, ali mutacije nisu registrovane u ovim

genima.

4.1.2.4. Analiza pacijenta sa mutacijom u TDP43 genu

Mutacija G384R TDP-43 gena, registrovana je kod jednog pacijenta. Bolest je
pocela u 64 godini sa klinickom prezentacijom sindroma ,,flail arm‘“sindroma, a
prezivljavanje od pocetka bolesti bilo je 56 meseci i bez ranije obolelih ¢lanova od ALS

I FTD u porodici.

4.1.2.5. Analiza pacijenta sa mutacijom u c9orf72, FUS i ANG genu

Jedan pacijent imao je FUS mutaciju (H517P, ranije opisana samo u Japanu), sa
c9orf72 ekspanzijom i K171 supstitucijom u ANG genu. Bolest je pocela u 73 godini, a
prezivljavanje od pocetka bolesti do smrti iznosilo je 33 meseca. Dijagnosticko
kasnjenje iznosilo je 2 godine. Pacijent je imao spinalni pocetak u gornjim
ekstremitetima, "dropped head", rane znake respiratorne insuficijencije, promene u

ponaSanju kao rani znak verovatne FTD i pozitivnu porodi¢nu anamnezu za ALS 1 FTD.

4.2. REZULTATI NEUROPSIHOLOSKOG TESTIRANJA KOD
PACIJENATA SA GENETSKOM ALS | PACIJENATA SA
SPORADICNOM ALS

Neuropsiholosko testiranje je sprovedeno kod 22 SODI1 pozitivnih, 5 SODI1
negativnih pacijenata sa genetskom ALS i 82 zdravih kontrola. Medu tri ispitivane

grupe nismo nasli statisticke razlike u starosti, nivou obrazovanja i polu (Tabela 14).

MMSE skorovi su bili nizi u obe ALS grupe u poredenju sa zdravim
ispitanicima (p <0.01). SOD1 pozitivni pacijenti su postigli znatno nizi rezultat na
egzekutivnom (Stroop) testu nego zdrave kontrole (p <0.01). Sa druge strane, SOD1

negativni pacijenti su pokazali losiji rezultat u: opStem intelektualnom nivou (RSPM),
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verbalnoj i vizuospatijalnoj memoriji (RAVLTI, ROCFc, ROCFr), egzekutivnoj funkciji
(PF) (p <0.01), paznji (WAIS-R-digit forward), kao i jezickim funkcijama (CF) (p

<0.05) u poredenju sa zdravim kontrolama.

Tabela 14. Rezultati neuropsiholoskih testova kod SODI1 pozitivnih i SOD1 negativnih

pacijenata sa ALS
Rezultat SOD1 pozitivni SOD1 negativni Zdrave kontrole
N 22 5 82
Starost 56.5+11.6 62.849.9 54.9+12.5
Obrazovanje 12.4+3.3 12.6£1.9 13.7£1.9
Pol (% Zena) 63.6 60.0 62.2
MMSE#"b¢ 26.9+2.8 21+4.5 28.7+1.3
RSPM*¢ 73.8+24.4 25+12.3 75.8+14.4
WAIS — R (digit forward) 2 6.4+1.3 4.3+0.6 6.4+1.1
Stroop 3 (color word test) "¢ 120.1+37.4 150.8+42.4 94.1+£18.5
PF &¢ 30.8+8.7 16+9.6 34.4+9.9
CF ¢c2 16.6+3.2 9.5+4.8 18.6+4.2
ROCFc #"¢b 27.53£3.2 14.33+6.1 29.58+3.1
ROCFr ¢ 16.9+5.1 8.2+3.6 17.8+5.7
RAVLT Immediate ¢ 44 +8.7 29 6.2 46.5+8.6
RAVLT Delay 8.8+3.3 7.3£3.1 9.4+2.8
RAVLT Recognition 11.6+3.5 9.345.0 13+1.6
BNT Total 52.4+6.1 45.8+8.9 54.9+2.5

aia*—p<0.05ip<0.01 poredenjem SOD1 pozitivnih i SOD1 negativnih ALS pacijenata; b i b*
—p<0.05 i p<0.01 poredenjem SOD1 pozitivnih ALS pacijenata i zdravih ispitanika; ¢ — p<0.01

poredenjem SOD1 negativne pacijenata i zdravih ispitanika

Primetili smo znacajne razlike izmedu dve ALS grupe (SODI1 pozitivne i SOD1
negativne) na slede¢im testovima: MMSE, RSPM, PF, ROCFc, ROCFr, RAVLTi (p
<0.01), WAIS-R i CF (p <0.05).

4.3. UTICAJ SOCIODEMOGRAFSKIH | KLINICKIH KARAKTERISTIKA
PACIJENATA NA PREZIVLJAVANJE

Ovo istrazivanje je sprovedeno kod 37 genetski pozitivnih i 32 sporadi¢nih ALS

pacijenta, koji su i inicijalno uporedivani po klinickim karakteristikama (Tabela 15). U
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ispitivanju je pokazano da starost u trenutku pocetka bolesti utice na prezivljavanje tako
Sto je pacijent koji je imao raniji pocetak bolesti imao i duze trajanje bolesti (HR=1,059,
p=0,026, za svaku godinu Sansa da ne prezivi je za 5,9% veca). Dijagnosti¢ko kaSnjenje

nije imala uticaja na prezivljavanje obolelih, kao ni pozitivna porodi¢na anamneza.

Tabela 15. Uticaj sociodemografskih i klinickih parametara na prezivljavanje ALS

pacijenata (univarijantna Cox regresiona analiza)

Karakteristika ALS p HR 95% interval
pacijenata vrednost poverenja
Genetski pozitivni 0,857 0,911 0,329 2,524
Zenski pol 0,144 1,931 0,798 4,670

Starost na pocetku bolesti 0,026* 1,059 1,007 1,113
Dijagnosti¢ko kasnjenje 0,784 0,997 0,977 1,017
Pocetak bolesti — bulbarni 0,039* 3,302 1,060 10,287

Cl 0,739 0,977 0,849 1,123
CK 0,354 0,999 0,996 1,002
Lokalizacija GE Ref. 1
DE 0,205 0,484 0,157 1,487
Bulbarni 0,306 2,001 0,531 7,542
Lokalizacija doniji eks. 0,046* 0,337 0,144 0,984
Lateralizacija levo 0,610 0,744 0,238 2,322
Oblik  GMN+DMN Ref. 1
GMN 0,145 2,301 0,750 7,057
DMN 0,536 1,603 0,359 7,152
Oblik GMN+DMN 0,157 0,497 0,189 1,309
Senzitivni ispadi 0,616 0,780 0,295 2,063
Sfinkterijalne smetnje 0,129 0,424 0,140 1,284
Dizartrija/disfagija 0,106 2,248 0,841 6,007
El Escorial Verovatna Ref 1
Moguca 0,844 0,757 0,047 12,154
Sigurna 0,778 1,340 0,176 10,222
El Escorial sigurna 0,599 1555 0,354 6,837
Proteinorahija 0,065 44762 0,795 2518
Pimax 0,509 0,992 0,968 1,016
Pemax 0,024* 0,979 0,962 0,997
FEV1 0,900 0,999 0,983 1,015
FVvC 0,279 0,991 0,975 1,007
NIV 0,100 2,167 0,862 5,449
ALS FRS 0,076 0,942 0,882 1,006
PEG 0,102 2,577 0,828 8,015
Doppler patoloski 0,728 1,192 0,443 3,206
Rilutek 0,025* 0,353 0,142 0,876
SOD1 da (n=27) 0,001** 0,117 0,034 0,399

86



Ref = referentna grupa, *p<0.05, **p<0.01

Spinalni pocetak bolesti bio je povezan sa duzim prezivaljavanjem obolelih
(X?=4,850;p=0,028), kao i pocetak simptoma bolesti na donjim ekstremitetima
(X?=6,275; p=0,046) u odnosu na bulbarni podetak bolesti (X?>= 6,582; p=0.01).
Pacijenti koji su na EMNG nalazu imali zahvacenost dva regiona imali su duZze
prezivljavanje u odnosu na ispitanike koji su imali tri ili Cetiri zahvaéena regiona
(moguce zato Sto je najve¢i broj ovih pacijenta imao i1 mutaciju u osnovi bolesti
X?=9,740; p=0,045). ALSFRS skor u momentu dijagnoze pokazao je grani¢nu
statistiCku znacajnost uticaja na prezivljavanje HR=0,942 (0,882-1,006), p=0,076. Od
svih respiratornih ispitanih parametra jedino je Pemax pokazao pozitivhu korelaciju sa
prezivljavanjem obolelih (HR=0,979, p=0,024).

Primena riluzola je imala pozitivan uticaj na prezivaljavanje obolelih, u smislu
da pacijenti koji su uzimali lek, su imali i duZe prezivaljavanje (X?=5,578; p=0,018).
Ostali ispitivani parametri kao $to su pol, demencija, pocetni Simptom bolesti, inicijalno
zahvacena strana (lateralizacija), stepen afekcije GMN 1i/ili DMN na pocetku bolesti,
atipi¢ni znaci kao §to su senzitvne i sfinkterijane smetnje, prisustvo dizartrije/disfagije i
El Escorial kriterijumi, proteiorahija, aplikacija PEG nisu imali znaaja na

prezivljavanje u kohorti ispitanih pacijenata.

Tabela 16. Prezivljavanje pacijenata sa genetskim i sporadi¢nim ALS

Aritmeti¢ka sredina (meseci) Medijana (meseci)
95% 95%
ALS AS. SE interval poverenja Medijana SE interval poverenja

genetski 135,656 16,923 102,487 168,825 138,000 38,109 63,307 212,693

sporadi¢ni 84,896 10,239 64,828 104,964 |72,000

Svi 133,152 15,074 103,607 162,697 |138,000 36,751 65,968 210,032

A.S=aritmeticka sredina; *p=0,856
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Ne postoji dokazano duze prezivljavanje u grupi pacijenta koji su imali
verifikovanu mutaciju u odnosu na sporadi¢ne slu¢ajeve bolesti (X?=0,033; p=0,856)
(Tabela 16). Prisutvo SOD1 mutacija u odnosu na ne-SOD1 mutacije ukazivalo je na
statisti¢ki bolje prezivaljavanje u SOD1 grupi (X?=16,546; p<0,001) (Tabela 17), dok
subsegmentna analiza u samoj grupi SOD1 pozitivnih mutacija nije pokazala da i jedna
pojedinaéna mutacija uti¢e statisticki znacajno na duZe prezivaljavanje (X?=0,918;
p=0,632).Takode, nije uocena statisticki znac¢aja razlika u prezivljavanju kod de novo
SODI1 pozitivnih pacijenta i pacijenta sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom ALS i

SOD1 mutacijom (X?=0,528; p=0,467) (Tabela 18).

Tabela 17. Uticaj prisutva SOD1 mutacije na prezivljavanje kod genetskog ALS

Aritmetic¢ka sredina (meseci) Medijana (meseci)
95% 95%
SOD1 AS. SE interval poverenja Medijana SE interval poverenja
ne 59.240 12.941 33.876 84.604 48.000 12.296 23.899 72.101
da 169.044 18.955 131.893 206.196

Ukupno 135.656 16.923 102.487  168.825 |138.000 38.109 63.307 212.693

A.S=aritmeticka sredina; * p<0,001

Tabela 18. De novo SODL1 pozitivni pacijenti (bez pozitivne porodi¢ne anamneze za
ALS-genetski ALS) i pacijenti sa SOD1 mutacijom i pozitivnom porodi¢nom

anamnezom ALS (FALS) — poredenje prezivljavanja

Aritmetic¢ka sredina (meseci) Medijana (meseci)
SOD1 95% 95%
mutacija  A.S. SE interval poverenja Medijana SE interval poverenja

Genetski 180,277 23,430 134,354 226,199
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FALS 138,000 20,610 97,604 178,396 |142,000 39,716 64,157 219,843

Svi 169,044 18,955 131,893 206,196

A.S=aritmeticka sredina; * p=0,765

Faktori koji su se pokazali kao znacajni u univarijantnoj analizi ukljuceni su kao
nezavisni faktori u multivarijantnu Cox regresionu analizu sa smrtnim ishodom kao
zavisnom varijablom. Moze se zakljuciti da ALS pacijenti zenskog pola, sa bulbarnim
pocetkom bolesti i nizim ALSFRS-r skorom u trenutku dijagnoze su znacajni prediktori

ranijeg smrtnog ishoda. Rezultati su prikazani u Tabeli 19.

Tabela 19. Uticaj sociodemografskih/klini¢kih parametara na prezivljavanje kod ALS —

multipla Cox regresiona analiza (forward metod)

P vrednost HR 95% interval poverenja

Korak 1  Bubarni pocetak 0,039 3,302 1,060 10,287
Bubarni pocetak 0,017 4,223 1,293 13,795

Korak 2. “ALS_FRs 0,036 0929 0867 0995
Zenski pol 0,043 2875 1,036 7,979
Korak3 Bubami pocetak 0,004 7,182 1,867 27,619
ALS_FRS 0,039 0931 0869 0,996
Zenski pol 0017 4135 10292 13237
Bubamni potetak 0,016 5470 1,377 21,728
Korak 4

Oblik GMN+DMN 0,073 0,324 0,095 1,109
ALS_FRS 0,041 0,932 0,871 0,997

4.4, STRUKTURNE PROMENE MOZGA I KICMENE MOZDINE KOD
PACIJENATA SA GENETSKOM ALS — ANALIZA MR

U ovom delu istrazivanja eksperimentalnu grupu je ¢inilo 20 pacijenata sa SOD1
mutacijom, od ¢ega je mutaciju L144F imalo 16 pacijenta, 2 pacijenta su imala mutaciju
Al145G i 2 pacijenta D90A mutaciju. Drugu eksperimentalnu grupu je Cinilo 11
pacijenata sa sporadicnom ALS (SALS), koji su bili upareni sa SOD1 grupom po

starosti, polu, MRC skoru i funkcionalnom oStecenju merenom pomocu ALSFRS-R

89



skale. Kontrolnu grupu su ¢inila 33 zdrava ispitanika izabrana iz baze podataka od 150
ispitanika tako da budu upareni po starosti i polu sa obe eksperimentalne grupe (Tabela
20). IzvrSena je statisticka analiza klini¢kih 1 neuropsiholoskih karakateristika u ovoj
podgrupi ispitanika.

SALS pacijenti su imali krace trajanje bolesti (p=0,01) i brzi funkcionalni pad
(trend prema znacaju, p=0,07) u odnosu na ALS pacijente sa SOD1 mutacijom.Osim
jednog SALS ispitanika koji je imao bulbarne simptome, svi pacijenti u obe grupe imali

su spinalni pocetak bolesti.

Tabela 20. Demografske i klinicke karakteristike ALS SOD1 pacijenata, SALS

pacijenata i zdravih kontrola uklju¢enih u MR analizu

p p p
- SOD1 | sALS | SOD1
Karakteristike SOD1 ALS | sALS HC ALS Vs ALS Vs
vs HC | HC SALS

N 20 11 33
Starost (godine) 56.0+12.0 | 52.6 +12.4 | 56.0+12.3 | 0.83 049 |0.42
Pol (Z/M) 12/8 417 15/18 0.30 059 |0.21
Trajanje bolesti 69.9+50.5 | 27.9429.0 | - . . 0.01
(meseci)
ALSFRS-r (0-48) 364+64 |382+81 |- - - 0.50
Stopa Vpada ALSFRS-r 03402 0.5+ 04 i ) ) 0.07
(mesecno)
Ukupan MRC skor

+ + - - -
levih GE (0-35) 239+7.0 |269+8.0 0.27
Ukupan MRC skor

+ + - - -
desnih GE (0-35) 239+72 |284+75 0.10
Ukupan MRC skor

+ + - - -
levih DE (0-25) 13477 16.2+5.7 0.31
Ukupan MRC skor

+ + - - -
desnih DE (0-25) 129+7.0 |16.2+59 0.25
FVC (%) 749+355 | 86.2+43.6 |- - - 0.44

U tabeli brojevi su srednja vrednost + standardna devijacija ili frekvencije. p vrednosti
se odnose na ANOVA modele, nakon ¢ega sledi post-hoc pojedina¢na analiza.

MRC= Medical Research Council skala za procenu snage misi¢a
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lako su SALS pacijenti uglavhom bili manje obrazovani od SOD1 ALS

pacijenata, kognitivni profili SOD1 pozitivnih i SALS pacijenata bili su sli¢ni, sa

postojanjem blagog poremecaja koji ukljucuje egzekutivne funkcije, ali i verbalno

pamcenje i1 jezik, u priblizno 10-30% slucajeva (Tabela 21). Dok su izvrs$ni

(egzekutivni) deficiti bili slicni u dve grupe pacijenata, SALS pacijenti su imali vece

oStecenje u zadacima koji procenjuju odlozZeni verbalni odgovor i imenovanje.

Tabela 21. NeuropsiholoSke karakteristike SOD1 ALS pacijenata, SALS pacijenata i

zdravih kontrola.

0 p
top1 | P SOD1
SOD1 ALS SALS HC SALS | ALS
ALS vs
HC vVsHC |vs
SALS
Obrazovanje (godine) | 12.8+2.8 106+ 3.6 13.2+27 | 0.47 0.03 0.07
MMSE 27.1+2.9(20%) | 27.1 +2.8 (18%) | 29.8+05 |<0.001 | <0.001 | 0.98
Misljenje i egzekutivne funkcije
Raven-ove progresivie | 45 &1 107 (%) | 37.1+12.7 (0%) | NA - - 0.82
matrice
Fonemska fluentnost | 10.4 2.9 (15%) | 10.0+3.3(33%) |13.3+2.7 |0001 |001 |0.78
Semanticka fluentnost | 16.9+3.2 (0%) | 17.2+3.5(0%) |201+46 [004 |013 |055
Er:g;t;é”' raspon 47+13(15%) |43+15(30%) |68+22 |<0.001 |0.002 |0.48
Verbalna memorija
Digitalni raspon 6.4+13(10%) |62+1.0(10%) |84+22 |0002 |0.007 |0.60
unapred
Rey-ov test verbalnog
paméenja — neposredne | 45.0 + 8.5 (5%) | 39.7 + 6.8 (33%) | 46.3+105 | 045 | 005 | 0.12
prisecanje
Rey-ov test verbalnog
paméenja — odlozeno | 9.2+3.0 (10%) |7.1+15(0%) |96+28 |052 |002 |004
prisecanje
Rey-ov test verbalnog
paméenja — 11.8+3.6(30%) | 10.9+1.4(63%) |141+1.4 |0004 |<0.001 |0.09
prepoznavanje
Imenovanje
Bostonski test 53.8 + 4.3 (10%) | 46.8+6.2 (36%) |58.1+16 |<0.001 |<0.001 | 0.002

imenovanja
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4.4.2. Debljina korteksa

Nisu utvrdene znaCajne razlike izmedu pacijenata sa SODI1 ALS, sALS
pacijenata i zdravih kontrola u debljini korteksa 68 regiona izvedenih iz atlasa Desikan.
Posebno treba izdvojiti da su sve tri grupe imale slicnu debljinu primarnog motornog

korteksa (podaci nisu prikazani).

4.4.3. Putevi bele mozdane mase

U poredenju sa zdravim kontrolama, SALS pacijenti imali su znacajno
smanjenje funkcionalne anizotropije (FA) i levog i desnog kortikospinalnog puta
(Tabela 22, p=0,001 i p=0,02, redom) i poveéan rad levog kortikospinalnog puta
(p=0,01). Pacijenti sa SODI1 imali su promene na DTI koje su bile izmedu zdravih
kontrola 1 SALS pacijenata, dostiZzu¢i trend prema znacaju u poredenju sa svakom od
ovih grupa (p=0,06) za FA u oba poredenja, tj. SOD1 ALS vs. kontrole i SOD1 ALS vs.
SALS. Nisu utvrdene znacajne razlike medu grupama u pogledu DTI merenja korpus
kalozuma ¢ak i kada su pojedina¢no razmatrani delovi kaloznih vlakana (tj. telo, genu i

splenijum odvojeno).

4.4.4. Funkcionalna povezanost delova mozga u stanju mirovanja

Posmatraju¢i senzorimotornu mrezu, SALS pacijenti su pokazali povecanu
funkcionalnu povezanost desnog precentralnog korteksa u poredenju sa kontrolama, Sto
pokazuju i voxel-wise analiza i analiza regiona od interesa (ROI) (Grafikon 2). Uz to,
ROI analiza je pokazala povecanu funkcionalnu povezanost i levog precentralnog
korteksa pacijenata sa SALS u odnosu na kontrole (p=0,05).

Pacijenti sa SOD1 ALS imali su ” vece” vrednosti za funkcionalnu povezanost
u odnosu na kontrolnu grupu zdravih, a manje u odnosu na SALS, ali bez staticke
znacajnosti (p>0,05). Ni u drugim kortikalnim mrezama nisu primecene razlike izmedu

grupa u stanju mirovanja.
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Tabela 22. DTI puteva bele mase kod pacijenata sa SOD1 ALS, pacijenata sa sporadi¢nim ALS i zdravih kontrola.

FA MD [x10° mm? s}]
SODLALS |sALS HC p* | p’ pS | SODLALS |sALS HC p* |p° | p°
CST L {0.60+£003 |058+0.03|0.61+£0.03|0.06 |0.001 |[0.06 [0.73+0.03 |0.75+x0.02 |0.73£0.03 0.99 |0.25 |0.25
D|058+£0.02 |056+0.02|059+0.03|029 |[002 |0.13 [{0.74x0.03 |0.75+0.03 |0.74+0.03 082 [0.45 |045
CcC 0.57+0.02 [056+0.03|057+x0.02{082 005 |0.27 [091+006 |[090+0.04 |091+0.05|0.78 |0.78 |0.78
CC-koleno 053+0.02 |[052+003(052+002 046 (085 |046 [0.89+£0.07 |0.89+£0.05 [092+0.07 023 |0.23 |0.83
CC-telo 054+£002 [053+003|054+0.02 064 026 |033 [0.89+£008 |[0.88+0.04 |088x0.04|0.73 |0.73 |0.73
CC-splenijum 0.60+£0.02 [059+0.03|060+0.02 053 041 |053 [095+£005 [0.95+0.06 |0.94+0.07|{0.90 |0.90 |0.90
axD [x10° mm? 5] radD [x10° mm? 5]
SOD1 ALS | sALS HC p* | p* pS SOD1 ALS |SsALS HC p* | p* pS
CST L |130+£004 |[130+£0.04 |1.32+0.04 |0.16 |0.16 |0.84 045004 |047x003 |0.44+£0.03 028 [0.01 |[0.10
D|129+£0.04 |129+£004|130+0.05|0.75 |0.75 |081 [046+003 [048+0.03 |046+0.04 |0.47 |0.08 |0.19
CC 155+£0.09 |153+£0.05|157+£0.07 {059 {059 [059 [058+005 |[059+£0.05 [059+£0.04 091 |0.91 |0.91
CC-koleno 148+0.10 |146x0.07 |151+£0.09 1049 [0.38 [0.49 |[060x0.06 |0.60£0.05 |0.62+0.06 |0.28 [0.33 |0.88
CC-telo 149+0.10 |145%+0.06 |1.48+0.06 | 0.83 |0.37 [0.37 |059x0.07 |059+£0.05 |058+0.04 |0.92 [0.92 |0.92
CC-splenijum 166+£0.09 |164+£0.07|167+0.11|068 [0.68 |[0.68 [059+004 |059+0.06 |[059+0.06 0.98 |0.98 |0.98

Vrednosti su srednja vrednost + standardna devijacija. p vrednosti se odnose na ANOVA model, stopa laZznog otkrivanja korigovana

za multipla uporedivanja. p*: SOD1 ALS vs zdrave kontrole; p#: SALS vs zdrave kontrole; p§: SOD1 ALS vs SALS. Skraéenice: axD=

aksijalna difuzivnost; CC= corpus callosum; FA= frakciona anizotropija; HC= zdrave kontrole; L= levo; MD= srednja difuzija; R= desno;

radD= radijalna difuzivost; SALS= sporadi¢ni ALS pacijenti

93




Grafikon 2. Funkcionalna povezanost delova korteksa kod pacijenata sa SALS i SOD1
ALS u stanju mirovanja
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(A) Regije povecéane senzorimotorne funkcionalne povezanosti kod SALS u poredenju
sa zdravim kontrolama (HC), kao §to pokazuje voxel-wise analiza. Rezultati su
prikazani na mapi standardnog mozga (Montreal Neurological Institute) prema

radioloskoj konvenciji sa nivoom znacajnosti p<0.05, uz family-wise error korekciju za

multipla poredanja. D= desno; L= levo.
(B) Box-plot grafikon koji prikazuju srednju senzorimotornu funkcionalnu vrednost
povezanosti kod SOD1 ALS, SALS pacijenata i zdravih kontrola.

(C) Box-plot grafikoni koji pokazuju srednju funkcionalnu vrednost povezanosti
precentralnog girusa kod SOD1 ALS, SALS pacijenata i zdravih kontrola, kao $to
pokazuje analiza regiona od interesa.

Za (B) i (C), p vrednosti se odnose na ANOV A modele, nakon ¢ega slede post-hoc

pojedina¢na uporedivanja.



4.45. MR cervikalne ki¢me

SOD1 ALS pacijenti imali su znaCajno smanjenje srednje vrednosti povrsine
poprecnog preseka cervikalne ki¢mene mozdine od nivoa C2 do nivoa C7 u odnosu na
SALS pacijente (Tabela 23, Grafikon 3). Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu SOD1
ALS i SALS pacijenata u pogledu srednjih vrednosti magnetizacionog transfera na svim

ispitivanim nivoima cervikalne ki¢me, ta¢nije od C2 do C5 (Grafikon 4).

Tabela 23. PovrSina poprecnog preseka cervikalne kicme i odnos magnetizacionog

transfera kod SOD1 i SALS pacijenata

PPP [mm?]
Nivo cervikalne ki¢me SOD1 ALS SALS p
C2 64.77 £10.64 | 81.82+8.88 <0.001
C3 68.10 £ 10.78 | 86.32+10.00 | <0.001
C4 70.59 + 10.68 | 89.22 +10.07 | <0.001
C5 68.37 £ 9.55 86.49 £ 8.70 <0.001
C6 61.07£9.11 77.99 £8.23 <0.001
C7 50.34 £ 8.85 66.36 + 8.32 <0.001
Odnos zapremina / duzina | 57.52 + 8.38 75.46 £ 8.21 <0.001

MTR

SOD1 ALS SALS p
C2 46.62 = 1.37 47.34 £ 2.00 0.36
C3 46.36 £ 1.81 47.31+2.30 0.36
C4 46.58 £ 2.35 46.86 £ 1.92 0.75
C5 46.50 £ 2.04 46.15 + 2.27 0.75

Rezultatu su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija ili ucestalost. P
vrednosti se odnose na ANOV A modele, nakon cega slede post-hoc pojedinacna
uporedivanja. Skrac¢enice: PPP= povrSina popre¢nog preseka; MTR= odnos

magnetizacionog transfera;

44.6. Korelacije klinickih podataka sa nalazima na MR mozga i Kki¢mene
moZdine
Vrednosti ALSFRS-r skora bile su u korelaciji sa vrednostima FA

kortikospinalnog puta u grupi pacijenata sa SALS (levo: rho=0.60, p=0.01; desno:

r=0.55, p=0.02). Vrednosti ovog skora su takode bile u korelaciji sa srednjom vrednoscu
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poprecnog preseka kicmene mozdine i sa segmentnim povrSinama od nivoa C3 do nivoa
C6 u grupi pacijenata sa SOD1 ALS i u SALS grupi (rh0=0.49-0.72, p=0.01-0.05).
Trajanje bolesti je bilo u korelaciji sa srednjom vrednos¢u povrSine poprecnog
preseka kod pacijenata sa SOD1 ALS (rho=-0.60, p=0.02) i SALS pacijenata (rho=-
0.80, p=0.003). Trajanje bolesti je bilo u korelaciji i sa segmentnim povrSinama
ki¢mene mozdine od C2 do C6 u obe ALS grupe (rho=(-0.48)-(-0.84), p=0.002-0.02).

Nisu pronadene druge znacajne korelacije izmedu klini¢kih podataka 1 MRI nalaza.

Grafikon 3. Rezultati nalaz MR cervikalne ki¢me.
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Vrednosti poprecnog preseka cervikalne kicme (A) (PPP) 1 (B) odnos magnetizacionog
transfera (MTR) na definisanim anatomskim mestima prema mestu izlaska nervnih
korenova kod pacijenata sa SOD1 ALS i SALS. p vrednosti se odnose na ANOVA
modele.
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Grafikon 4. Primer odnosa magnetizacionog transfera (MTR) kod pacijenta sa SOD1
ALS
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Prikazani su aksilani (levi), koronarni (gornji desni) i sagitalni (donji desni) preseci.
Kontura ki¢mene mozdine dobijena metodom aktivne povrsine prikazana je crvenom

bojom.
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5. DISKUSIJA

Ovo je prva studija o genetskim i klinickim podacima ALS pacijenata iz
najveéeg tercijarnog centra u Srbiji. NajceS¢e mutacije bile su u SODI1 genu
identifikovane kod 73% nasih genetski pozitivnih pacijenata, dok je 27% pacijenata
imalo mutacije u slede¢im genima: C9orf72, ANG, TDP-43 i FUS.

SOD1 pozitivni ALS pacijenti su imali spinalni pocetak bolesti na donjim
ekstremitetima, sa Cestim poremecajima Senzibiliteta, sfinkterijalnom disfunkcijom i
blagim kognitivnim padom. Egzekutivna disfunkcija opisana u nasoj grupi pacijenata
baca novo svetlo na oSte¢enje mozga kod SOD1 pozitivnih ALS pacijenta (posebno kod
L144P i A145G pozitivnih pacijenata, gde ovakve promene ranije nisu opisane). Sa
druge strane, SOD1 negativni pacijenti su imali varijabilniji fenotip, obi¢no sa bulbarim
poremecajima, Sire rasprostranjenim kognitivnim o$te¢enjem (osim disegzekutivnog
sindroma, vizuospacijalne disfunkcije i vizuospacijalnog poremecéaja memorije) i estim

preklapanjima sa drugim neurodegenerativnim bolestima.

Slican procenat SOD1 pozitivnih pacijenata je takode registrovan u FALS
kohortama iz Japana, Belgije i Skotske (u rasponu od 31 do 71%) (Kaur SJ et al., 2016).
Sa druge strane, kod ve¢ine ALS kohorti iz zapadnih zemalja, SOD1 mutacije su bile
druge najéesce posle c9orf72 mutacije (Chio A et al, 2012). Visoka ucestalost L144F
mutacije SOD1gena u naSoj populaciji moze biti posledica prisustva tzv. osnivackog
hromozoma, S§to moZe da bude korisna informacija za genetsko savetovanje. Medutim,
penetrantnost ove mutacije jo§ uvek nije poznata, pa se stoga joS uvek ne moze dati
pravi savet u cilju eventulane prenatalne dijagnostike. Takode, moguce je da drugi
mehanizmi mogu objasniti visoku prevalenciju SOD1 mutacije kod naSih ALS
ispitanika kao S$to su: produZen Zivotni vek u opStoj populaciji, Cesti ratovi sa
migracijama, modifikacija od strane drugih gena na drugim mestima u genomu, kao i

poboljsana dijagnosti¢ka tacnost.

L144F mutacija bila je naj¢es¢a SOD1 mutacija u nasoj populaciji sa 57%
pozitivnih ispitanika. Ova mutacija prethodno je opisana u italijansko-rumunskoj
porodici (Masé G et al., 2001), kao i kod pacijenata iz Turske i Rusije (Ozoguz A et al.,
2015; Lysogorskaia EV et al., 2015). Klinicke karakteristike ranije opisanih pacijenata
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bile su spinalni pocetak na donjim ekstremitetima, sa kombinovanim znacima ostecenja
GMN i DMN, sto je fenotipski poudarno nasoj kohorti. Atipi¢ne klinicke karakteristike
kao Sto su poremecaji sfinktera kod 67% pacijenata i senzitivni poremecaji kod vise od
polovine na$ih pacijenata, zajedno sa dugim prose¢nim prezivljavanjem, ¢ine pacijente

iz ove grupe vrlo specifi¢nim i prepoznatljivim za nasu sredinu.

D90A mutacija je identifikovana u 11% naSih genetski pozitivnih ALS
pacijenata, dva su bila homozigotna, a dva pacijenta su imali heterozigotnu varijantu.
Dok su u mnogim evropskim zemljama D90A homozigotni pacijenti pokazali
uniforman 1 veoma postepen progresivan fenotip sa atipicnim nemotornim
karakteristikama (senzitivnim poremecajima), heterozigotni pacijenti opisani u
Svedskoj, Finskoj, Belgiji, Rusiji, Velikoj Britaniji, SAD, Francuskoj, Spaniji i Italiji
pokazali su varijabilniji i agresivniji fenotip (Giannini F et al., 2010). Dominacija
simptoma zahvacenosti GMN primecena je kod jednog od naSih heterozigotnih
pacijenata, sli¢no kao $to je opisao Luigetti i sar (Luigetti M et al., 2009). U nasoj D90A
pozitivnoj grupi, tri (75%) pacijenata su imala objektivni senzitivni deficit. Oba nasa
D90A heterozigotna ispitanika su imali dobru prognozu sa duzim prezivljavanjem $to
nije opisano u literaturi. Od dva homozigotna nosioca mutacije D90A, jedan je imao
duze prezivljavanje kao $to je i ubocajeno za ovu grupu pacijenata na osnovu podataka
u literaturi, ali je drugi imao progresivan tok s sliénim trajanjem bolesti kao kod

sporadi¢nih ALS, Sto nije uobicajeno.

A145G mutacija je identifikovana kod 6% SOD1 pozitivnih pacijenata. Klinicki
fenotip ove SOD1 mutacije jo§ uvek nije opisan u literaturi. Nasi neobjavljeni podaci o
pet porodica sa ovom mutacijom su pokazali moguce genetsko poreklo na teritoriji
juznog i centralnog dela Hrvatske [http://vvv.alsod.org]. Na osnovu klini¢kog fenotipa,
ovi FALS pacijenti su imali raniji pocetak bolesti (oko 36 godine), sa prvim
simptomima na donjim ekstremitetima i primarnim znakovima oste¢enja DMN. Svi
nosioci ove mutacije su preziveli do kraja ove studije sa proseénom duZinom trajanja
bolesti od 108 meseci.

Izmedu SOD1 negativnih pacijenata u odnosu na SOD1 pozitivne pacijente u
odnosu na demografske i klini¢ke podatke, nismo uocili nikakve razlike izuzev ¢e$¢ih

bulbarnih simptoma u SOD1 negativnoj grupi.
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Sve do 2011. godine smatralo se da su najzastupljenije mutacije kod FALS
mutacija u SOD1 genu, a potom je u dve velike nezavisne studije pokazano prisustvo
GGGGCC (heksanukleotidne) ekspanzije u nekodiraju¢em regionu hromozama 9p.21
(c90rf72) kod znacajnog broja pacijenata sa udruzeno$¢u ALS i FTD. Po svim do danas
objavljenim radovima, ekspanzija u c9orf72 genu predstavlja najées¢i uzrok FALS (24-
40%) 1 porodicne FTD (12-25%) u svetu. U porodicama sa pojavom ALS-FTD
kompleksa, ucestalost raste na 50-72%. Ipak, daljim istrazivanjima potvrdeno je
predominantno ispoljavanje ove mutacije pre svega u zemljama Evrope i Severne
Amerike, dok je ucCestalost u azijskim zemljama mala. Sa mutacijom u ovom genu,
pored sada ve¢ klasi¢nih fenotipova SALS, FALS, ALS-FTD i FTD, opisani su i drugi
neuroloski fenotipovi kao $to su PMA, PLS, Huntingtonova, Alchajmerova i
Parkinsonova bolest. Klinicke karakteristike ALS pacijenata sa c9orf72 ekspanzijom su
prisustvo bulbarne simptomatologije (koja je veoma retko ispoljena u npr. SOD1
FALS), kognitivna disfunkcija i krace trajanje bolesti (agresivniji tok bolesti posebno
ako je ispoljeno vise od 23 ponovaka) u odnosu na izolovane npr. TDP-43 ili ve¢inu
SOD1 fenotipove. Ekspanzija u c9orf72 genu utvrdjena je kod 7% SALS pacijenata.

Samo 16% naSih genetskih pozitivnih pacijenata su bili nosioci ekspanzije
heksanukleotida u c9orf72 genu . Rezultati ove sadasnje studije ukazali su da mutacije
ovog gena nisu najées¢e kod nasih ALS pacijenata, nasuprot ve¢ini ALS kohorti iz
zapadnih zemalja (Chio A et al., 2012; Majounie E et al., 2012). Za pacijenti iz nase
kohorte bilo je karakteristicno da su imali raniji pocetak bolesti, relativno kratko
dijagnosticko kasnjenje, eS¢i spinalni pocetak sa trajanjem bolesti od 46 meseci; samo
je jedan pacijent imao FTD. Ove klini¢ke karkateristike se razlikuju od opisa u
literaturi 1 samo su jo§ jedna potvrda velike fenotipske varijabilnosti vezane za
mutaciju c9orf72 gena (Snowden JS et al., 2013).

Dva pacijenta imala su ANG mutaciju sa ALS plus karakteristikama uklju¢ujuci
i bihejvioralno ili kognitivno ostec¢enje na pocetku bolesti, sto u prethodnim studijama
nije registrovano kod ove vrste mutacije (Greenway MJ et al., 2006; Gellera C et al.,
2008). Do sada je opisano oko 30 mutacija u ovom genu (14q 11.2), ali samo jedna
(K1711) je pokazala udruzenost sa pojavom klinicke ALS (Pan et al 2016). Mutacije u
ovom genu opisane su i kod FALS i kod SALS pacijenata (posebno kod pacijenata

irskog ili skotskog porekla, mada su mutacije u ANG genu opisane i U Brazilu, Kini,
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Francuskoj, Nemackoj, Italiji, Holandiji, Svedskoj i SAD). U nekoliko FALS slugajeva
identifikovana je udruzenost mutacija gena za ANG i mutacija FUS i SOD1 gena.
Medutim, mutacije gena za ANG uocene su i kod zdravih pojedinaca, kao i kod
pacijenata sa izolovanom FTD ili Parkinsnovom bolescu.

TDP43 mutacija gena (G384R), koju smo evidentirali samo kod jednog
pacijenta, ranije je opisana u francuskoj kohorti (Millecamps S et al., 2010) sa sli¢nim
uzrastom na pocetku bolesti i klini¢kom prezentacijom sindroma ,,flail arms*. Mutacija
u ovom genu prvi put je opisana 2008. godine (Kabashi et al., 2008; Sreedharan et al.,
2008; Yokoseki et al., 2008) i do sada su razli¢ite mutacije verifikovane kod oko 4%
FALS 1 oko 1% SALS pacijenata (slicno kao i mutacijeu FUS genu). Do danas je
opisano vise od 50 mutacija u TDP43 genu (1 p36), najces¢e su locirane u C-
terminalnom delu koji je kodiran egzonom 6 TDP-43 proteina. Ovaj protein je opisan
kao glavna komponenta ubikvitarnih citoplazmatskih inkluzija prisutnim u
degenerativno izmenjenim motornim neuronima kod ALS pacijenata. Vezivanje ovog
proteina u agregate moglo bi da ima negativnu ulogu u njegovoj funcionalnosti , a
samim tim da dovede i do neurotoki¢nosti preko mehanizma izmenjenog funkcionisanja
ubikvitin-proteaznog i autofagnog-lizozomskog sistema. Pored nagomilavanja u
¢elijama motornih neurona, TDP43 se nagomilava u svom izmenjenom
hiperfosforilisanom obliku i u ¢eljima mikroglije, koje imaju svoju ulogu pre svega u
imunopatogenezi ALS. TDP43 inkluzije ispoljavaju patogenost bez obzira na osnovnu
funkciju samog proteina. Najveci broj opisanih mutacija u ovom genu su tzv.“missense*
ili na srpskom nesinonimne mutacije koje se nasleduju AD. Pacijenti sa ovim
mutacijama u najve¢em broju slu¢ajeva mogu imati raniji pocetak bolesti, sa prvim
simptomima i znacima predominantno na gornjim ekstremitetima, kao i duze trajanje
bolesti u poredenju sa SALS pacijentima. Medutim, opisana je i rasna razlika
ispoljavanja mutacije u TDP-43 genu, tako da je je kod vise od 50% pozitivnih TDP43
pacijenata sa ALS bele rase, pocetak bolesti bio na gornjim ekstremitetima, dok je kod
skoro 60% TDP43 pozitivnih pacijenta u Aziji evidentiran bulbarni pocetak bolesti.
Takode, sa mutacijom u TDP 43 genu u literaturi su opisivani i pacijenti sa izolovanom
FTD, ALS-FTD kompleksom kao i ALS sa parkinsonizomom i FTD sa

parkinsonizmom.
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Zanimljivo je da je samo jedan pacijent sa FUS (H517P) mutacijom opisan u
nasoj kohorti. Ova mutacija je bila udruzena sa c9orf72 ekspanzijom i K171 varijantom
u ANG genu. Pacijent je imao spinalni pocetak bolesti sa dropped head fenomenom i
promenama ponasanja kao ranim znakom verovatne FTD. Sli¢an slu¢aj samo sa FUS
mutacijom opisali su Chio i sardnici (Chio A et al., 2011), ali bez kognitivnog deficita.
Van Es i sar et al. (van Es MA et al., 2009) opisali su FALS pacijenta sa ALS-FTD
samo sa K171 ANG mutacijom, za koju se smtra da moze povecati rizik za ALS kod
ljudi bele rase (Pan L et al., 2015). Nas slucaj potvrduje ranije zapazanje da klinicki tok
ALS koji se vezuje za promene u jednom genu moze biti modulisan drugim uzro¢nim ili
pridruzenim genima i ukazuje na to da se mora izvrsiti ekstenzivan skirining i drugih
gena koje se vezuju sa ALS kod pacijenata sa atipicnim fenotipom za odredenu
verifikovanu gensku mutaciju.

Uopsteno govoreéi, mi smo evidentirali kod 16% pacijenata da su bili nosioci
mutacije u jednom od ALS testiranih gena, ¢ija je frekvencija 94% u FALS i 9% u
o¢igledno sporadi¢nim slucajevima. Sli¢na ucestalost sporadiénih ALS (8,2%)
pacijenata primecena je kod slovenacke populacije (Vrabec K et al., 2015). Medutim,
kod italijanskog stanovniStva 67% pacijenata sa FALS i samo 4,7% pacijenata sa SALS
je imalo gensku mutaciju (Chio A et al., 2012). Jedno od mogucih objasnjenja za ove
razlike moglo bi se pripisati nedostatku adekvatnih podataka kod nasih pacijenata o
pozitivnoj porodi¢noj anamnezi ne samo za ALS ve¢ i druge neurodegenerativne
bolesti. Upravo zbog toga vrlo je vazno da se u narednom periodu svi ALS pacijenti
detaljno klini€ki 1 geneteski 1ispitaju, radi utvrdjivanja/formiranja realne genetske
mape na teritoriji Srbije.

SOD1 pozitivni i SOD1 negativni ALS pacijenti u naSoj grupi pokazali su
odredeni stepen kognitivnog oSteCenja Koji je restrovan ve¢ primenom MMSE.
Rezultati neuropsiholoske procene kod ove grupe genetskih ALS pacijenata ukazuju na
odredene specificnosti u poredenju sa prethodnim rezultatima drugih autora (Wheaton
MW et al., 2007). SOD1 pozitivni pacijenti su pokazali disegzekutivni sindrom, meren
pomocu Stroop-0vog testa, Sto ukazuje na oStecenje frontalnih reznjeva mozga. S druge
strane, SOD1 negativni pacijenti pokazali su Siri kognitivni poremecaj, ukljucujuéi
egzekutivnu i vizuospacijalnu disfunkciju, kao i deficit vizuospacijalnog paméenja, koji

bi mogao ukazivati na poremecaj frontalnih reznjeva i zadnjih kortikalnih regija. Bolji
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rezultati nasih ispitanika sa SOD1 mutacijom u poredenju sa pacijentima sa drugim
mutacijama su u skladu sa nalazima Wicks-a i sar. (Wicks P et al., 2009), koji su takode
potvrdili relativnu postedu kognicije kod SODI1 pozitivnih pacijenata u poredenju sa
SOD1 negativnim ALS pacijentima. Medutim, iako je pocetak bolesti U naSim i Wicks-
ovim grupama bio slic¢an (48.6 £ 9.7 / 50.9 £ 10.9), moramo naglasiti da ovi autori nisu
nasli disegzekutivni sindrom kod SOD1 pozitivnih pacijenata za razliku od nas. S
obzirom na veliki broj otkrivenih SOD1 pozitivnih pacijenata, na$ primarni cilj bio je da
definisemo neuropsiholoski profil u ovoj grupi genetski pozitivnih ALS pacijenata iz

nase kohorte.

Zanimljivo je da nismo pronasli upadljiviju disfunkciju temporalnog reznja kod
nasih genetski pozitivnih pacijenata. Nasi rezultati nisu u skladu sa nalazima Rakowicz-
a i Hodges-a (Rakowicz WP & Hodges JR., 1998), koji su pokazali da je ALS povezan
sa dismnestickim poremecajima i poremecajima govora - pronalazenjem reci
(Abrahams S et al., 2005; Phukan J et al., 2007). Moguc¢i razlog za ovo odstupanje moze

biti u ¢injenici da je ovaj autor uglavnom testirao SALS pacijente.

Znacajno ograni¢enje ove studije je relativno mali uzorak, naroc¢ito za SOD1
negativnu grupu, $to je predstavljalo prepreku za precizniju statistiCku evaluaciju i

tumacenje rezultata

U naSem ispitivanju je pokazano da je raniji pocetak bolesti povezan sa duzim
prezivljavanjem obolelih. Postoji opsti konsenzus da je starost znaCajan prognosticki
faktor za ALS, kao i da je duze vreme preZzivljavanja u korelaciji sa mladim uzrastom na
pocetku bolesti (Chio A et al., 2009; Alcaz S et al., 1996; Czaplinski A et al., 2006).
Eisen i saradnici su pokazali da pacijenti sa pocetkom pre 50. godine imaju zna¢ajno
duZe trajanje bolesti u poredenju sa onima koji su imali pocetak posle 70. godine (del
Aguila MA et al., 2003; Chio A et al., 2009; Czaplinski A et al., 2006; Eisen A et al.,
1993; Turner MR et al., 2012; Haverkamp LJ et al., 1995; Lee JR et al., 1995; Magnus
T et al., 2002). Mehanizam koji se nalazi u osnovi ove pojave nije poznat. Jedno od
mogucih objasnjenja je da mladi pacijenti mogu bolje da kompenzuju smanjenu misi¢nu
funkciju od pacijenata sa kasnijim pocetkom koji imaju manji broj motornih neurona
(Czaplinski A et al., 2006). Medutim, kasniji pocetak bolesti ne iskljucuje duze

preZivljavanje.
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Rezultati naSe studije ukazali su da nije bilo znacCajne razlike u obrascu
prezivljavanja muskaraca i Zena, $to je slicno drugim istrazivanjima (Czaplinski A et al.,
2006; Magnus T et al., 2002; Forbes R B et al., 2004). Rezultati vecine studija pokazali
su da je spinalni pocetak bolesti, ¢eS¢e nego bulbarni pocetak, bio prediktor duzeg
prezivljavanja, §to je u skladu i sa nasim nalazima (del Aguila MA et al., 2003; Chio A
et al., 2009; Logroscino G et al., 2010; Millul A et al., 2005; Czaplinski A et al., 2006).
Pacijenti sa bulbarnim poc¢etkom mogu imati krace prezivljavanje zbog ranijeg nastanka
slabosti respiratornih misi¢a, vece stope respiratornih komplikacija, neuhranjenosti i
dehidracije (Chio A et al., 2009; Traynor B.J et al., 2003; Czaplinski A et al., 2006;
Haverkamp LJ et al., 1995; Forbes R B et al., 2004). Nismo uspeli da potvrdimo
nezavisni efekat lokalizacije pocetka simptoma na prezivljavanje, za razliku od drugih
autora (Chio A et al., 2009; Czaplinski A et al., 2006). Kao i u studijama drugih autora,
nismo potvrdili ni da pocetno zahvatanje GMN, DMN ili GMN + DMN uti¢e na
prezivljavanje (Czaplinski A et al., 2006 Haverkamp LJ et al., 1995).

U celokupnoj kohorti nasih pacijenata sa ALS nismo utvrdili postojanje
znacajne povezanost dijagnostickog kaSnjenja sa prezivljavanjem. Sa druge strane,
mnoge studije su pokazale da duze dijagnosticko kasnjenje pozitivno uti¢e na
prezivljavanje kod ALS i da je u korelacijom sa boljom prognozom (Logroscino G et
al., 2008; del Aguila MA et al., 2003; Chio A et al., 2009; Czaplinski A et al., 2006;
Haverkamp LJ et al., 1995). Autori su pretpostavili da pacijenti sa brzom progresijom
bolesti imaju tendenciju da traze medicinsku pomo¢ ranije, dok se oni sa sporijom
progresijom bolesti kasnije javljaju lekaru ili se polako prilagodavaju na prve

simptomome pre nego §to se jave neurologu.

Kada se razmotri klini¢ki tok ALS, evaluacija funkcionalnog statusa je vrlo
znaCajan parametar. Rezultati u mnogim studijama su pokazali da su nizi ALSFRS-r
skor i brza progresija bolesti su negativno povezani sa prognozom ALS (Kaufmann P et
al., 2005; Rauchway AC et al., 2007). Nasi podaci su u skladu sa ovim stavovima i
pokazali su krace prezivljavanje kod pacijenata sa nizim ALSFRS-r skorom u trenutku

postavljanja dijagnoze ukljucujuci i SALS i FALS pacijente.

Zbog velike heterogenosti rezultata brojnih studija, jo§ uvek  nedostaju

precizni podaci o prognozi ALS pacijenata sa udruzenim neuroloskim 1 ostalim
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bolestima. U nasoj studiji nismo uocili znacajnu razliku u prezivljavanju ALS

pacijenata bez isa udruzenim oboljenjima.

Znacajno bolje prezivljavanje evidentirano je u grupi nasih pacijenata koji su
bil na terapiji riluzolom. Do danas, riluzol je jedini lek koji je pokazao da usporava tok
ALS u cetiri studije klase I (Turner MR et al., 2002; Bensimon G et al., 1994; Paillisse
C et al., 2000; Bensimon G et al., 2002). Cochrane studija iz 2007. godine potvrdila je
ove nalaze (Miller RG et al., 2007). Nazalost, rezultati o efikasnosti riluzola u brojnim
opservacionim studijama kojima su obuhvaéene vece grupe pacijenata razliCitog
zivotnog doba, koji su koristili riluzol u duzem vremenskom periodu, su kontraverzni i
jo$ uvek nije jasno da li je dejstvo leka ogranic¢eno na ranu fazu bolesti i na neke
specifine podgrupe pacijenata. lako su nasi rezultati u skladu sa rezultatima koji su
pokazali pozitivan uticaj riluzola na stopu prezivljavanja kod pacijenata sa ALS
(Traynor BJ et al., 2003; Mitchell JD et al., 2006), trebalo bi ih uzeti sa odredenom
rezervom, zbog relativno malog broja pacijenata. Za razliku od terapije riluzolom,
nismo dokazali da je primena NIV ili PEG imala pozitivan uticaj na prezivljavanje kod
nasih pacijenata, $to se delom moze objasniti ¢injenicom da su ove suportivne terapijske

metode bile retko koriS¢ene kod nasih pacijenata sa ALS.

PreZivljavanje pacijenata sa genetski potvrdenom formom bolesti se ne razlikuje
u odnosu na prezivljavanje pacijenata sa SALS u analiziranoj kohorti. Prosecna duzina
trajanja bolesti kod ove grupe je slicna kao i kod SALS, iako su registrovane genetski
determinisane forme bolesti sa duZzim (od 7-20 godina) ili kra¢im preZivljavanjem (od
oko 1-2 godine). Cak i razli¢ite mutacije u jednom istom genu mogu dati razli¢ito
prezivljavanje. U Velikoj Britaniji 1 Japanu najce$¢e opisivana mutacije u SOD1 genu
su [113T 1 H46R, koje se karakteriSu blazim klini¢kim znacima ALS 1 prezivljavanjem
od preko 20 godina od pocetka bolesti. A4V, H43R, L84V, G85R, N86S, GI3A i
R115C mutacije u SOD1 genu su povezane sa brzim napredovanjem bolesti i
prezivljavanjem koje u najvecem broju slucajeva ne prelazi 3 godine, dok su forme
bolesti sa mutacijama G93C, D90A (homozigotna) 1 H46R udruzene da duzim
prezivljavanjem (u nekim slucajevima i vise od 10 godina nakon pocetka bolesti) (Li et
al, 2016).
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Jasno je da postoje potencijalna ogranicenja nase studije. Moguce je da klinicke
studije generalno predstavljaju donekle iskrivljenu sliku ALS populacije zbog
nedovoljnog procenta dijagnostikovanih pacijenata, posebno starijih starosnih grupa.
Osim toga, drugi faktori koje nismo sistemati¢no istrazivali u vreme dijagnoze, kao Sto
su kognitivni status i kompletno ispitivanje pluénih funkcija, takode mogu biti
prognosticki prediktori. Dodatni problem je bio da zbog velikih troSkova, nisu svi
pacijenti bili leCeni riluzolom, dok su neki bili na leku samo nekoliko meseci. Sli¢no se

moze reci za koris¢enje NIV 1 implantaciju PEG.

U naSem istraZivanju su analizirane strukturne i funkcionalne promene mozga i
cervikalne kicmene moZdine dobijene primenom nekonvencionalne MR u uzorku SALS
I ALS pacijenata koji su bili nosioci mutacije SOD1gena. Rezultati su ukazali da ALS
SOD1 pozitivni pacijenti kao i SALS pacijenti nisu pokazivali nikakvo znacajno
kortikalno istanjenje u poredenju sa zdravim kontrolama. Mikrostrukturna oStecenja
kortikospinalnog trakta i povecana funkcionalna povezanost precentralnog korteksa
registrovana su samo kod SALS pacijenata. Pacijenti sa SALS i SOD1 su imali sli¢ne
mikrostrukturne promene cervikalne kicme merene pomoc¢u magnetizacionog transfera.
Ipak, analiza popre¢nog preseka cervikalne kiémene pokazala je znacajnu atrofiju
ki¢mene moZdine kod pacijenata sa SOD1 ALS u poredenju sa SALS.

Nekoliko MR studija koje su procenjivale pacijente sa ALS SOD1 mutacijama,
radene su na malom uzorku pacijenata (pre svega nosilaca homozigotne mutacije D90A
najces¢e opisivana SODI1 mutacija u Evropi). Ove studije su pokazale relativnu
ocuvanost premotornog/ motornog korteksa (Turner MR et al., 2007), a nije bilo ni
znacajnog mikrostrukturog oSteCenja puteva bele mase (Stanton BR et al., 2009),
posebno u okviru kortikospinalnog trakta (Blain CR et al., 2011). Nasa studija potvrduje
ove nalaze u vecoj kohorti pacijenata sa razli¢itim SODI1 mutacijama. Ipak,
funkcionalna anizotropija (FA) kortikospinalnog trakta u grupi pacijenata sa ALS SOD1
je pokazala vrednosti izmedu onih dobijenih u grupi SALS pacijenta i zdravih kontrola.
Cak je uocen i trend razlike kada se uporeduje FA levog kortikospinalnog trakta. Studije
sprovedene na asimptomatskim nosiocima SOD1 mutacije su u skladu sa ovim
nalazom. U jednoj studiji su pronadene promene u zadnjem kraku kapsule interne (Ng
MC et al, 2008). Novija diffusion tensor (DT) merenja (Menke RA et al., 2016)
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motornih puteva mozga u 12 asimptomatskih nosilaca SOD1 mutacije, pokazala su da
su ovi ispitanici imali kvalitativne vrednosti merenja izmedu pacijenata sa SALS i
zdravih kontrola. Stoga je moguce da bi se na ve¢em uzorku ALS SODI1 pacijenta
mogla zapaziti znacajnija oSteCenja na motornim putevima bele mase, iako su ove
promene znacajno manje izrazene nego kod SALS pacijenata.

Ovo je prva studija koja je pokazala odsustvo aberantne povezanosti u
senzomotornoj mrezi u grupi ALS SODI pacijenata. Ovaj nalaz je u skladu sa
nedavnom studijom koja je procenjivala povezanost senzorimotorne mreze u stanju
mirovanja kod nosilaca mutacije SOD1 (Menke RA et al., 2016). I strukturni i
funkcionalni rezultati MR mozga iz naSe studije podrzavaju hipotezu da su patoloska
oSteCenja senzomotorne mreze u mozgu kod ALS SODI1 pacijenat blaza nego kod
SALS sto je u skladu i sa patohistoloskim nalazima (Cudkowicz ME et al., 1998; Ince
PG et al., 1998).

Vazno je ista¢i da nismo pronasli bilo kakvo znacajno istanjenje korteksa kod
SALS pacijenata u poredenju sa zdravim kontrolama. Ovi rezultati su u suprotnosti sa
rezultatima veéine prethodnih MR studija koje pokazuju atrofiju motornih i
ekstramotornih kortikalnih regiona kod pacijenata sa SALS (Agosta F et al., 2016;
Walhout R et al., 2015). Ovo odstupanje je verovatno uzrokovano malim SALS
uzorkom u nasoj grupi ispitanika. Kada uporedimo rezultate analize debljine korteksa sa
DT nalazima i nalazima povezanosti mozdanih regiona dobijenim pomoc¢u funkcionalne
MR u istom uzorku, mozemo zakljuc¢iti da merenja debljine korteksa ima manju
senzitivnost u poredenju sa drugim MR modalitetima u diferencijaciji grupe ispitanika
(ALS SOD1, SALS i zdrave kontrole).

Analiza cervikalne kiémene mozdine pokazala je izrazeniju atrofiju u grupi ALS
SODL1 pacijenata u poredenju sa SALS pacijentima, iako su vrednosti magnetizacionog
transfera bile slicne u ove dve grupe. Ovaj nalaz je naro¢ito upecatljiv jer je u kontrastu
sa relativnim ouvanjem mozdanih mreza kod istih pacijenata. Stavise, utvrdeno je da
funkcionalno ostecenje kod SALS pacijenata korelira sa FA nalazom kortikospinalnog
trakta i popreénim presekom ki¢mene mozdine, dok je kod ALS SODI1 pacijenata
funkcionlno o$tecenje (mereno ALSFRS-r skorom) korelisalo samo sa popre¢nim
presekom ki¢mene mozdine. Takode je zapazeno da je trajanje bolesti bilo povezano sa

dijametrom poprecnog preseka kicmene mozdine u obe grupe pacijenata, §to ukazuje na
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to da duzi tok bolesti dovodi do atrofije kicmene mozdine. Promene u odnosima
neurometabolita u cervikalnoj ki¢menoj mozdini prethodno su dokazane kod
asimptomatskih SODL1 ispitanika, bez klini¢kih i elektromiografskih znakova bolesti
(Carew JD et al., 2011). Sva ova zapazanja ukazuju na to da se neurodegeneracija u
ALS SODI1 verovatno primarno javlja u kiémenoj mozdini kako u presimptomatskoj
fazi tako i tokom simtomatskih stadijuma bolesti. Objektivna i tana procena prisustva i
obima oSte¢enja kiémene mozdine moze doprineti znacaju Korelacije izmedu klinickih i
MR nalaza kod razli¢itih formi ALS.

Uprkos tome sto je ovo istrazivanje studija preseka, otkri¢a dobijena iz analize
MR mozga i kicmene mozdine mogu ukazati na to da patoloske promene kod ALS
SOD1 prate drugaciji obrazac Sirenja u poredenju sa sluCajevima SALS sa
patohistoloSkom osnovnom TDP43. Neki skorasnji dokazi potvrduju hipotezu da SALS
moze biti prvenstveno poremecaj neokorteksa, uz naknadnu anterogradnu degeneraciju
kortikospinalnog puta i alfa-motoneurona ki¢mene mozdine (Braak H et al., 2017).
Nasuprot tome, prethodne studije pokazale su relativno blago oSte¢enje motornog
korteksa kod ALS SOD1 pacijenata (Cudkowicz ME et al, 1998; Ince PG et al., 1998), a
nedavno je utvrdeno da se patoloSki agregati akumuliraju predominantno u motornim
neuronima ki¢mene mozdine (Da Cruz S et al.,, 2017). U skladu sa "dying-back"
teorijama kod ALS SOD1 (Ravits J et al., 2007), klini¢ke studije su pokazale da su
izraZena spasti¢nost 1 bulbarni pocetak neuobicajene osobine u ovoj formi bolesti, kao 1
da se mogu primetiti atipi¢ni fenotipovi sa senzornim poremecajima ili Cistim
oste¢enjem donjeg motoneurona (Andersen PM et al., 1996; Cudkowicz ME et al.,
1998; Ikeda M et al., 1995). ALS SODI1 pacijenti u naSoj studiji nisu pokazali vecu
ucestalost simptoma donjeg motoneurona u poredenju sa SALS pacijentima. Medutim,
pacijenti su u ovu studiju uklju¢eni nakon duzeg trajanja bolesti, tako da je moguce da
su na pocetku bolesti imali uglavnom oSte¢enje donjeg motornog neurona, a da su
potom verovatno razvili oSte¢enje gornjeg motornog neurona. Longitudinalne klinicke 1
MR studije koje ¢e ukljuciti presimptomatske nosioce mutacije u SOD1 genu su
potrebne da bi se razjasnio obrazac patoloskog Sirenja kod ovih pacijenata.

NeuroradioloSka studija u ovoj kohorti nije bez ograni¢enja. Kao prvo, MR
ki¢mene mozdine nije radena kod zdravih kontrola. Ipak, analiza je bila fokusirana na

procenu razlika izmedu ALS SODI1 grupe i SALS pacijenata, a glavni zakljucci poti¢u
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upravo iz ovog poredenja. Stavide, prethodne studije su dosledno pokazale znacajnu
atrofiju i smanjen magnetizacioni transfer u cervikalnoj ki¢mi SALS pacijenata (El
Mendili MM et al., 2014; Branco LM et al., 2014). Drugo, SALS grupa bila je relativno
mala. Trece, nije obradena grupa pacijeta sa drugim mutacijama u osnovi bolesti. I na
kraju, dizajn poprec¢nog preseka studije nije omoguéio Cvrste zakljucke o toku bolesti
kod ALS SOD1 pacijenata.

U zakljucku, ova studija o0 MR Kkarakteristikama kod ALS SOD1 i SALS
pacijenata ukazala je na predilekciju patoloSkih promena u ki¢menoj mozdini kod
SOD1 ALS pacijenata. Evaluacija povrsina poprecnog preseka cervikalnog dela
kicmene mozdine moze biti znacajan marker klinicke onesposobljenosti i napredovanja
bolesti u ovoj podgrupi ALS pacijenata. Potrebne su vece, longitudinalne studije, kao i
studije koje bi ukljucile presimptomatske nosioce SOD1 mutacija i pacijente sa

razli¢itim SOD1 mutacijama, kako bi se potvrdile pretpostavke proizasle iz ove studije.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ukupno 37 (15,4%) od 241 pacijenta imalo je jednu ili viSe mutacija u testiranim
ALS genima. Medu njima je 17 (7,1%) pacijenata imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu.
U genetskoj grupi 27 pacijenta je imalo mutaciju u SOD1 genu (72,9%), Sest pacijenata
je imalo mutaciju u genu za c9orf72 (16,2 %), dva pacijenta mutaciju u ANG genu
(5,4%), jedan pacijent je imao mutaciju u TDP43 genu (2,7%), a jedan kombinovanu
mutaciju c9orf72, FUS i ANG (2,7%).

2. Pacijenti sa genetskom ALS i sporadi¢cnom ALS se nisu razlikovali prema
starosti na pocetku bolesti. U grupi genetskih ALS dijagnosticko kasnjenje je bilo u
proseku godinu dana duze. Atipi¢ni klini¢ki znaci (objektivni senzitivni ispadi i
sfinkterijalne smetnje) bili su znacajno ¢e$¢i u grupi genetski determinisanih pacijenata.
Respiratorna insuficijencija je bila ¢e$¢a kod pacijenta sa genetskom ALS, ali su ovi

pacijenti imali i duze trajanje bolesti u poredenju sa sporadicnom ALS.

3. Svi SOD1 pozitivni pacijenti imali su spinalni pocetak bolesti i u veéini
slucajeva (85,2%) prvi simptomi su bili na donjim ekstremitetima. Bulbarni pocetak je
bio ¢es¢i kod SOD1 negativnih familijarnih ALS pacijenata. Senzitivni poremecaji su
bili ¢es¢i kod SOD1 pozitivnih, a poremecaji sfinktera registrovani su samo u SODI

pozitivnoj grupi.

4. Prediktori loSijeg prezivljavanja u ispitivanoj ALS kohorti su bili: bulbarni
pocetak bolesti, zenski pol, kao i veci stepen onesposobljenosti u trenutku postavljanja
dijagnoze (nizi ALSFRS-r skor). Nije zapazeno duze prezivljavanje u grupi pacijenta
koji su imali verifikovanu mutaciju u odnosu na sporadicne slucajeve bolesti, ali je
prisutvo SOD1 mutacija u odnosu na ne-SODI1 mutacije ukazivalo je na duze

prezivljavanje u SOD1 grupi.

S. Opsti kognitivni skrining je pokazao loSije rezultate kod ALS u poredenju sa

zdravim kontrolama. SOD1 pozitivni pacijenti su postigli znatno nizi rezultat na
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egzekutivnom testu nego zdrave kontrole. SODI1 negativni pacijenti su pokazali losiji
rezultat na vise testova ukljucujuéi: opsti intelektualni nivo, verbalnu i vizuospatijalnu

memoriju, egzekutivnu funkciju, a u manjoj meri i paznju i jezicke funkcije.

6. Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu pacijenata sa ALS SODI1, SALS
pacijenata i zdravih kontrola u debljini korteksa. U poredenju sa zdravim kontrolama,
SALS pacijenti imali su oSte¢enje kortikospinalnog puta. Pacijenti sa ALS SODI1 imali
su promene koje su po regitrovanim vrednostima bile izmedu zdravih kontrola i SALS
pacijenata. Posmatrajuci senzorimotornu mrezu, SALS pacijenti su pokazali povecanu
funkcionalnu povezanost precentralnog korteksa u poredenju sa kontrolama. ALS SODI1
pacijenti imali su znacajno smanjenje srednje vrednosti povrSine popre¢nog preseka

cervikalne kicmene mozdine od nivoa C2 do nivoa C7 u odnosu na SALS pacijente.

7. Stepen onesposobljenosti je bio u korelaciji sa mikrostrukturnim oSte¢enjem
kortikospinalnog puta u grupi pacijenata sa SALS, kao i sa srednjom vredno$cu
popreénog preseka kicmene mozdine i sa segmnetnim povr$inama od nivoa C3 do nivoa
C6 u grupi pacijenata sa ALS SOD1 i SALS. Izmedju trajanja bolesti i srednje vrednosti
povrsine popre¢nog preseka vratne kicmene mozdine utvrdjena je pozitivna korelacija
kod pacijenata sa ALS SOD1 i SALS pacijenata. Takode, trajanje bolesti je bilo u

korelaciji 1 sa segmentnim povrSinama ki¢mene mozdine od C2 do C6 u obe ALS

grupe.

8. Prisustvo atipi¢nih simptoma kod ALS kao i duze trajanje bolesti treba da
pobude sumnju da se radi o hereditarnoj ALS. S obzirom na ucestalost mutacija u Srbiji,
savetuje se skrining SOD1 gena (i to pre svega ciljanih mutacija — L144F, D90A i
A145G) i c9orf72 lokusa.
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