UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Milorad Vujnié

ISPITIVANJE PRISUSTVA | ZNACAJA
METABOLICKOG SINDROMA KOD
BOLESNIKA SA MIOTONICNIM
DISTROFIJAMA

doktorska disertacija

Beograd, 2016.



UNIVERSITY OF BELGRADE
SCHOOL OF MEDICINE

Milorad Vujnié

ANALYSIS OF THE PRESENCE AND
SIGNIFICANCE OF THE METABOLIC
SYNDROME IN PATIENTS
WITH MYOTONIC DYSTROPHIES

doctoral thesis

Belgrade, 2016.



Mentor: prof. dr Vidosava Rakocevi¢ Stojanovic¢

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi komisije za odbranu doktorske disertacije:
1. prof. dr Dragana Lavrni¢, predsjednik komisije
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. prof. dr Srdan Popovié¢
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
3. prof. dr Nela Raseta

Medicinski fakultet Univerziteta u Banjoj Luci

Datum odbrane:




Andreju



Svojoj mentorki, prof. dr Vidosavi Rakocevi¢ Stojanovié, dugujem veliku zahvalnost
na uloZzenom trudu, strpljenju i ¢injenici da nije odustajala od mene i kada je bilo najteze.
Srecan sam $to sam je imao za mentora.

Veliku pomo¢ u planiranju i izradi ovog rada mi je pruzio moj prijatelj i kolega dr
sc. med. Stojan Peri¢, kojem se ovom prilikom zahvaljujem.

Zahvaljujem se i akademiku prof. dr Vladimiru Kosticu, koji mi je nesebicho
omogucio da istraZivanje sprovedem u Klinici za neurologiju KCS u Beogradu na cijem se
celu nalazio u vrijeme zapocinjanja istrazivanja, kao i prof. dr Dragoslavu Sokicu,
sadasnjem direktoru Klinike.

Zahvalnost dugujem i svojoj Sefici, prof. dr Neli RaSeti, kao i dekanu Medicinskog
fakulteta u Banjoj Luci prof. dr Milanu Skrobicu, te kolegama sa Katedre za patoloSku
fiziologiju, koji su imali razumijevanja za moje obaveze oko izrade doktorata i koji su mi
pruzili nesebicnhu podrsku.

Hvala i drugim kolegama koji su znacajno doprinjeli ovom istrazivanju: prof. dr
Dusanki Savi¢-Pavicevié, prof. dr Ivani Novakovié, dr sc. med. Valeriji Dobrici¢, Jovanu
PeSovicu, dr Dusanu Damjanovicu, dr Editi Cvitan, Veri Ili¢, mr Aleksandri Parojcic,
asist. dr Aleksandri Pavlovi¢, asist. dr Miliji Mijajlovicu, kao i ljekarima, medicinskim
sestrama i tehnicarima 111 odjeljenja Klinike za neurologiju KCS.

NajljepSe se zahvaljujem i svim ispitanicima koji su pristali da ucestvuju u ovoj

studiji.

Posebno se zahvaljujem svojoj porodici koja je uvijek bila uz mene i davala mi

snagu kada bih klonuo duhom.



Rezime

Uvod: Miotoni¢ne distrofije tipa 1 1 2 (MD1 1 MD2) su nasljedna, sporo
progresivna, multisistemska oboljenja. Metabolicki sindrom (MetS) predstavlja skup
metaboli¢kih i hemodinamskih poremecaja koji viSestruko povecavaju rizik obolijevanja
od kardiovaskularnih oboljenja i dijabetes melitusa tipa 2. Ucestalost MetS kod bolesnika
sa neuromiSi¢nim bolestima je visoka. U literaturi nedostaju podaci o ucestalosti MetS kod
oboljelih od MD1 1 MD2.

Cilj: Odredivanje ucestalosti MetS 1 njegovih pojedinacnih komponenti kod
bolesnika sa MD1 i MD2, kao i analiza uticaja MetS na znake multisistemske afekcije u
ovim oboljenjima.

Materijal 1 metode: U studiji je ucestvovalo 77 MDI1 bolesnika sa adultnom
formom bolesti 1 47 MD2 bolesnika. Dijagnoza MetS je postavljena na osnovu novih
usaglasenih kriterijuma iz 2009. godine. Kod bolesnika je sprovedena detaljna klinicka
analiza, ukljucuju¢i kardioloski, pulmoloski i oftalmoloski pregled. Pored toga, analizirano
je stanje krvnih sudova vrata i1 glave pomocu ultrazvuka, opterecenje hiperintenznim
lezijama bijele mase mozga (HLBM) pomoc¢u magnetne rezonance, kao i neuropsiholosko
1 bihevioralno stanje oboljelih. Bolesnici su popunili upitnike za mjerenje kvaliteta zivota:
SF-36, koji je genericki upitnik, i INQoL, koji je upitnik specifi¢an za bolest.

Rezultati: MetS je registrovan kod 36% bolesnika sa MD1 $§to se nije razlikovalo u
odnosu na kontrole uparene po polu i starosti (38%). Teski EKG poremecaji su bili
znacajno ¢es¢i kod MDI bolesnika sa hipertenzijom (50% prema 25%) 1 niskim HDL
holesterolom (45% prema 20%). Takode, sistolna disfunkcija lijeve komore je bila ceSc¢a
kod bolesnika sa hipertenzijom (22% u odnosu na 4%). MetS je bio znacajan prediktor
spirometrijske restrikcije kod ispitivanih pacijenata, a najznacajnija pojedinacna
komponenta povezana sa restrikcijom je bila gojaznost (73% prema 50%). Katarakta je
bila prisutna kod svih MDI1 bolesnika sa MetS 1 82% onih bez MetS, Sto je bilo od
statistickog znacaja. Samo 6% bolesnika je imalo aterosklerotske promjene na krvnim
sudovima vrata, a one nisu bile od hemodinamskog znacaja. Hipertenzija je znacajno

uticala na debljinu intimo-medijalnog kompleksa. HLBM su registrovane kod 84% MD1



bolesnika, a oboljeli sa MetS su imali znacajno vece opterecenje lezijama u dubokoj bijeloj
masi (prosjecno 1,2 u odnosu na 0,7). Bolesnici sa MetS su imali loSije skorove na
testovima verbalnog i vizuspacijalnog pamcenja, na testovima jezic¢kih funkcija i na skali
depresivnosti. Takode, MD1 bolesnici sa MetS su imali losiji kvalitet Zivota.

Kod bolesnika sa MD2, MetS je dijagnostikovan u 53% slucajeva 1 statisticki
znacajna razlika nije zapazena u odnosu na kontrole iz opSte populacija uparene po polu 1
starosti (46%). MetS je bio povezan sa prisustvom teskih EKG poremecaja. Bolesnici sa
centralnom gojazno$¢u su imali znake ishemije na EKG u 31% slucajeva u poredenju sa
samo 6% bolesnika bez gojaznosti. Aterosklerotske promjene na arterijama vrata je imalo
15% MD?2 bolesnika. Hipertenzija je znacajno uticala na debljinu intimo-medijalnog
kompleksa. Promjene u bijeloj masi je imalo 64% MD2 bolesnika, bolesnici sa MetS su
imali vece optere¢enje HLBM u temporalnom reznju. MD2 bolesnici sa MetS su imali
losiji skor fiziCkog funkcionisanja, dok se ostali supskorovi SF-36 upitnika nisu razlikovali
u odnosu na prisustvo MetS.

Zakljucak: Dijagnoza MetS je postavljena kod tre¢ine bolesnika sa MDI1 i polovine
bolesnika sa MD2. Prisustvo MetS kod bolesnika sa MD1 je bilo povezano sa sr¢anim
poremecajima, spirometrijskom restrikcijom, aterosklerozom krvnih sudova vrata, HLBM,
sa poremecajem pamcenja, jezickom disfunkcijom i depresivnoséu. Kod bolesnika sa MD?2
uocili smo povezanost MetS sa sr¢anim poremecajima i HLBM u temporalnom reznju.
Zapazili smo znacCajan uticaj MetS na skoro sve domene kvaliteta zivota bolesnika sa
MDI, kao i na skor fizickog funkcionisanja kod bolesnika sa MD2. Prevencija i lijeCenje
MetS kod ovih bolesnika moglo bi da smanji ucestalost razli¢itih komplikacija i poboljsa
kvalitet Zivota oboljelih §to je od ogromnog znacaja s obzirom da jo$ uvijek ne postoji

kauzalna, genska terapija za MD1 1 MD2.

Kljucne rijeci: miotoni¢na distrofija tipa 1; miotoni¢na distrofija tipa 2; metabolicki

sindrom; sr¢ani poremecaji; hiperintenzne lezije bijele mase; kvalitet Zivota

naucna oblast: medicina
uza naucna oblast: neurologija, patofiziologija



Summary

Introduction: Myotonic dystrophy type 1 and 2 (DM1 and DM2) are inherited,
slowly progressive, multisystem diseases. Metabolic syndrome (MetS) is a set of metabolic
and hemodynamic disorders which increases the risk of cardiovascular diseases and
diabetes mellitus type 2. The frequency of MetS in patients with neuromuscular diseases is
high. The literature lacks data on the frequency of MetS in patients with DM1 and DM2.

Objective: To assess the frequency of MetS and its individual components in
patients with DM1 and DM2, as well as to analzye the impact of MetS on different signs of
these multisystem diseases.

Materials and Methods: The study comprised 77 patients with adult form of DM1
and 47 patients MD2. The diagnosis of MetS was based on the new consensus criteria from
2009. Detailed clinical analysis was conducted, including cardiac, pulmonary and
ophthalmic examinations. In addition, blood vessels of the neck and head were analyzed by
means of ultrasound, brain white matter hyperintense lesions (WMHL) were assessed
using magnetic resonance imaging, and we also examined neuropsychological and
behavioral status of patients. Patients completed quality of life questionnaires: SF-36,
which is a generic questionnaire, and INQoL, which is a disease-specific questionnaire.

Results: MetS was registered in 36% of patients with DM1 which did not differ
with respect to controls matched by sex and age (38%). Severe ECG abnormalities were
significantly more common in DMI patients with hypertension (50% vs. 25%) and low
HDL cholesterol (45% vs. 20%). Also, systolic left ventricular dysfunction was more
common in patients with hypertension (22% vs. 4%). MetS was a significant predictor of
spirometric restriction in the examined patients, and the most important single component
associated with the restriction was obesity (73% vs. 50%). Cataract was present in all
patients with MetS and 82% of those without MetS which was statistically significant.
Only 6% of patients had atherosclerotic changes in the blood vessels of the neck, but they
were not of the hemodynamic significance. Hypertension had a significant impact on the
thickness of the intima-media complex. WMHLs were found in 84% of DMIpatients and

persons suffering from MetS had significantly higher burden lesions in the deep white



matter (average of 1.2 compared to 0.7). Patients with MetS had lower scores on tests of
memory, language functions and depression. Also, DM1 patients with MetS had a poorer
quality of life.

In patients with DM2, MetS was diagnosed in 53% of cases and statistically
significant difference was not observed compared to controls matched by sex and age
(46%). MetS was associated with the presence of severe ECG changes. Patients with
central obesity had signs of ischemia on ECG in 31% of cases, compared to only 6% of
patients without obesity. Atherosclerosis of the neck arteries was found in 15% of DM2
patients. Hypertension had a significant impact on the thickness of the intima-media
complex. WMHLSs were observed in 64% of DM2 patients, and patients with MetS had a
greater load in the temporal lobe. DM2 patients with MetS had worse physical functioning
score, while the other subscores of the SF-36 questionnaire did not differ with respect to
the presence of MetS.

Conclusion: The diagnosis of MetS was established in a third of patients with DM1
and half of DM2 patients. The presence of MetS in DM1 patients was associated with heart
disorders, spirometric restriction, condition of the blood vessels of the neck, WMHLs, with
a memory disorder, language dysfunction and depression. In patients with DM2, we
noticed association of MetS with cardiac disorders and WMHLs in the temporal lobe. A
significant impact of MetS on almost all domains of quality of life was registered in DM 1
patients, while DM2 patients with MetS had worse physical functioning score. Prevention
and treatment of MetS in these patients might decrease the incidence of various
complications and improve the quality of life of patients, which is of paramount

importance, since there is still no causal, gene therapy for DM1 and DM2.

Keywords: myotonic dystrophy type 1; myotonic dystrophy type 2; metabolic

syndrome; cardiac disorders; hyperintense white matter lesions; quality of life

Scientific area: medicine
Narrow area of expertise: neurology, pathophysiology
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1-UVOD
Miotoni¢ne distrofije tipa 1 i 2 (MDI1 1 MD2) predstavljaju nasljedna, sporo

progresivna, multisistemska oboljenja. Pored zahvadenosti miSi¢a, koja se klinicki
manifestuje slabos¢u, hipotrofijom i miotonijom, oSte¢enja se javljaju i u brojnim drugim
organima i organskim sistemima Sto oslikava pravi multisistemski karakter bolesti (Schara
et Schoser 2006, Turner et Hilton-Jones 2010, Udd et Krahe 2012, Johnson et Heatwole
2012, Thornton 2014, Meola et Cardani 2015). Uprkos velikom napretku u razumijevanju
patofizioloskih procesa koji su u osnovi ovih oboljenja, jos uvijek postoji niz nepoznanica
koje otvaraju moguénosti za dalja istrazivanja. Izmedu MD1 i MD2 postoje odredene,
prvenstveno etiopatogenetske, sli¢nosti, ali i znacajne razlike, koje se najbolje oslikavaju

kroz razli¢itu klinicku prezentaciju bolesti (Meola et Cardani 2015).

Kauzalna terapija miotoni¢nih distrofija jo§ uvijek ne postoji, te je od sustinske
vaznosti prevencija i lijeCenje komplikacija povezanih sa MD, §to znacajno poboljSava
kvalitet Zivota 1 produzava zivotni vijek oboljelih (Udd et Krahe 2012, Peric et al. 2013a,
Thornoton 2014). Ipak, klinicke studije sa primjenom kauzalne, genske, terapije kod MD
su u toku. Iz tog razloga neophodno je dobro poznavanje svih multisistemskih poremecaja
u ovim bolestima kako bi se efikasno pratili efekti terapije i potencijalni razvoj njenih

nezeljenih dejstava.

1.1. Miotonicna distrofija tipa 1
MD1 je bolest koja se nasljeduje autozomno-dominantno, ima sporo progresivni i

multisistemski karaker. U klinickoj slici dominiraju miSi¢ne hipotrofije i1 slabosti,
miotonija, katarakta, poremecaji sr¢anog sprovodenja, endokrinopatije, poremecaji
gastrointestinalnog i respiratornog sistema kao i simptomi od strane centralnog i perifernog

nervnog sistema (Harper 2001).

Bolest je pocetkom XX vijeka prvi opisao njemacki internista Hans Gustav
Wilhelm Steinert (1875-1911) (Steinert 1909, Wagner et Steinberg 2008). U cast Steinert-u

njegov kolega i prijatelj Curschmann miotoni¢nu distrofiju prvi naziva Steinert-ovom
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boles¢u i pod ovim nazivom je i danas poznata (Curschmann 1912). Naredne decenije
donijele su velike pomake u razumijevanju prirode same bolesti (Harper 2001, Romeo
2012). Kljucno otkri¢e desilo se 1992. godine kada su istrazivaci sa MasacCusetskog
instituta za tehnologiju (Massachusetts Institute of Technology) otkrili uzrok nastanka
MD1 (Brook et al. 1992, Fu et al. 1992, Mahadevan et al. 1992).

vvvvv

ucestalos¢u kod oba pola i sa prevalencijom od 1 do 20 oboljelih na 100.000 stanovnika u
populaciji bijele rase (Emery et al. 1991, Harper 2001). Postoji etnicka razlika u ucestalosti
MD1, te je bolest znacajno rjeda kod zute 1 crne rase (Ashizawa et Epstein 1991, Emery

1991, Yamagata et al. 1998, Basu et al. 2001).

1.1.1. Patofiziologija MD1

MDI je autozomno-dominantno nasljedna bolest koja nastaje zbog ekspanzije
trinukleotidnih CTG (citozin-timin-guanin) ponovaka na hromozomskom lokusu 19q13.3 u
3’ nekodiraju¢oj sekvenci (3' untranslated region, 3'UTR) DMPK (engl. dystrophia
myotonica protein kinasis) gena (Brook et al. 1992).

Broj CTG ponovaka kod zdravih iznosi od 5 do 37, dok je taj broj kod oboljelih od
MD1 u rasponu od 50 do 4000 CTG ponovaka (Ashizawa et Sarkar 2011). Premutaciju
oznacava broj CTG ponovaka u opsegu 38-49. Osobe sa premutacijom nemaju simptome
bolesti, ali s obzirom na nestabilnost CTG polinukleotida u mejozi njihovo potomstvo nosi
rizik da ima preko 50 CTG ponovaka (Lavedan et al. 1993, Martorell et al. 2001). Osobe
sa 50 do 100 CTG ponovaka smatraju se nosiocem protomutacije i obi¢no ispoljavaju
blage simptome bolesti (Udd et Krahe 2012). Ve¢i broj CTG ponovaka globalno je
povezan sa tezom klinickom slikom (Ashizawa et Sarkar 2011) i ranijim pocetkom bolesti

(Savic et al. 2002, Udd et Krahe 2012).

Sama patogeneza MD1 je kompleksna. Glavni patogenetski mehanizam bolesti,
koji je neophodan i dovoljan da izazove bolest (Mankodi et al. 2000, de Haro et al. 2006),

predstavlja toksi¢ni u€inak mutirane ribonukleinske kiseline (RNK) nastale prepisom
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izmjenjenog DMPK gena. Sporedni mehanizmi u nastanku MD1 jesu poremecaj ekspresije
samog DMPK gena kao direktna posljedica mutacije (Krahe et al. 1995, Furling et al.
2001), ali i njemu susjednih gena (Jansen et al. 1995, Lam et al. 2000), ponovcima
indukovana translacija bez prisustva start kodona (engl. repeat-associated non-ATG
translation ili RAN translacija) i drugi mehanizmi (Krol et al. 2007, Huichalaf et al. 2010,
Rau et al. 2011).

1.1.1.1. Toksiéni efekat mutirane RNK

Kao rezultat transkripcije nekodiraju¢e sekvence DMPK gena sa povecanim brojem
CTG ponovaka, nastaje mutirana RNK koja sadrzi veliki broj CUG (citozin-uracil-guanin)
ponovaka i akumulira se u jedru u tzv. ribonukleinskim fokusima (Taneja et al. 1995).
Tako izmijenjena RNK stupa u interakciju sa razli¢itim proteinima mijenjajuéi njihovu
aktivnost. To se posebno odnosi na proteine iz grupe transkripcionih faktora i splicing-a, tj.
regulatora obrade primarnog prepisa RNK, medu kojima su najznacajniji CUG vezujuci
protein (engl. CUG binding protein 1, CUGBP1) i proteini iz MBNL porodice (engl.
muscle blind like), od kojih je najbitiniji MBLN1 (Osborne et al. 2006, Klein et al. 2011,
Machuca-Tzili et al. 2011). MBNLI protein se sekvestrira u navedenim ribonukleinskim
fokusima ¢ime se smanjuje njegova aktivnost u jedru (Fardaei et al. 2002, Mankodi et al.
2003, Jiang et al. 2004, Lin et al. 2006). Nasuprot tome, CUGBP1 se pod uticajem
razli¢itih protein kinaza hiperfosforiliSe ¢ime se povecava nivo njegovog stabilnog oblika

(de Haro et al. 2006, Udd et Krahe 2012).

Alernativni splicing ima klju¢ni uticaj na mnoge celijske funkcije, kako u
fizioloSkom tako i u patoloskom stanju. FizioloSki obrazac obrade primarnog prepisa RNK
razlikuje se u zavisnosti od vrste tkiva 1 faze razvoja (Pistoni et al. 2010). U procesu
splicing-a MBNL1 i CUGBPI1 imaju antagonisticke uloge, tako da MBNL1 dovodi do
stvaranja adultnih, a CUGBPI1 viSe stimuliSe stvaranje embrionalnih formi proteina.
Poremecena ravnoteza izmedu ova dva proteina u korist CUGBP1 vodi ka predominaciji

embrionalnih formi razli¢itih proteina u MD1 (Udd et Krahe 2012).



Tip nasljedivanja kod kojeg mutacija u nekodiraju¢im sekvencama jednog gena

uti¢e na prepis kodirajucih sekvenci drugih gena, dovodeci do oSte¢enja mnogih proteina,

naziva se trans dominantnim (Osborne et Thornton 2006, Du et al. 2010).

U MDI1 postoji poremecaj splicing-a nekoliko stotina do sada poznatih proteina

(Botta et al. 2007, Thornton 2014). Ova Cinjenica moze objasniti multisistemski karakter

MD1 (Osborne et Thornton 2006, Du et al. 2010). Neki od proteina kod kojih je

poremecen splicing u MD1 su:

insulinski receptor - dominacija embrionalne forme receptora tipa A §to vodi pojavi

insulinske rezistencije (IR) u MD1 (Savkur et al. 2001);

CLCNI protein - nefunkcionalni hlorni kanal ¢ime se objaSnjava miotonija u MDI1

(Charlet-B et al. 2002, Mankodi et al. 2002, Wheeler et al. 2007);

tau protein povezan sa mikrotubulima (MAPT), beta amiloid i NMDA receptor -
djelimi¢no objasnjenje kognitivnih poremeceja kod oboljelih od MD1 (Buj-Bello et
al. 2002, Philips et al. 1998, Romeo 2012);

sr¢ani troponin (TNT) - prisutvo fetalnog oblika moze biti uzrok aritmogene
kardiopatije (Philips et al. 1998); SCNSA voltazno zavisni natrijumski kanal -
moze uzrokovati Brugada sindrom kao jedan od uzroka iznenadne sréane smrti

(Wahbi et al. 2013);

amfifizin, miotubularinu srodan protein 1, distrofin, BIN 1 — moguca uloga u
nastanku miopatije (Philips et al. 1998, Buj-Bello et al. 2002, Fugier et al. 2011,
Romeo 2012, Udd et Krahe 2012); kalcijumski kanal (CaV1.1) — poremecaj
transporta Ca 1 miSi¢na slabost (Tang et al. 2012); rijanodin receptor 1 (RYR 1),
sarkoplazmatska/endoplazmatska kalcijumska ATP — aza (SERCA) (Santoro et al.
2014), ,,nemisi¢ni* teski miozinski lanac klase II (NMHCII) (Rinaldi et al. 2012),
alfa-distrobrevin (Nakamori et al. 2008).



1.1.1.2. Poremacaj ekspresije samog DMPK gena

Kao posljedica ekspanzije CTG ponovaka mijenja se nivo informacione RNK
prepisane sa DMPK gena, a to vodi ka smanjenju koncentracije DMPK proteina. Pored
toga, nastaje zadrzavanje transkripta u jedru i smanjenje njegove posttranskripcione obrade
(Krahe et al. 1995, Furling et al. 2001). Ovaj uticaj ekspanzije CTG ponovaka na
ekspresiju samog DMPK gena naziva se Cis efekat (Botta et al. 2008).

Kod zivotinjskih knock out modela sa haploinsuficijencijom DMPK gena ne dolazi
do ispoljavanja potpune klinicke slike MD1 (Jansen et al. 1996, Berul et al. 2000). Mogu
se javiti poremecaji jonske homeostaze, blaga miopatija, poremecaji sr¢anog sprovodenja i
smanjena osjetljivost na insulin, ali tek kod starijih miSeva (Kaliman et Llagostera 2008).
Ova cinjenica ukazuje da smanjena ekspresija samog DMPK gena moze biti ukljucena u

patogenezu MD], ali da nije primarni patogenetski mehanizam u ovoj bolesti.

1.1.1.3. Uloga ekspresije drugih gena

Pored uloge ekspresije samog DMPK gena, primije¢eno je da i njegovi susjedni
geni mogu imati ulogu u patogenezi MD1. Jedan od tih gena jeste SIX5 gen, uz ¢iji se 5’
kraj upravo de$ava ekspanzija CTG ponovaka (Lam et al. 2000). Zivotinjski knock-out
modeli sa odsustvom SIX5 gena na jednom alelu imali su samo neke znake bolesti, §to
ukazuje da ovaj gen ima ulogu u patogenezi MD1, ali da ona nije presudna (Sarkar et al.
2000, Wakimoto et al. 2002, Sarkar et al. 2004). Drugi gen koji bi mogao imati ulogu u
patogenezi MDI 1 ¢ija se ekspresija mijenja pod uticajem CTG ekspanzije jeste DMWD
(engl. dystrophia myotonica-containing WD repeat motif) gen koji se nalazi uzvodno od
DMPK gena (Jansen et al. 1995).

1.1.1.4. RAN translacija

RAN translacija predstavlja prevodenje geneticke informacije sa informacione

RNK u protein u smjeru suprotnom od ocekivanog, bez prisustva startnog kodona. Ovo



dovodi do gomilanja poliaminokiselinskih lanaca u razli¢itim tkivima, narocito u mozgu,
Sto doprinosi patogenezi same bolesti (Zu et al. 2011). Navedena antisens translacija pored
MD1 javlja se i u drugim neuroloskim bolestima sa dinamic¢kim mutacijama kao §to su
spinocerebelarna ataksija tipa 8 (SCA 8), fragilni X tremor-ataksija sindrom (FXTAS) i
C9orf72 amiotrofi¢na lateralna skleroza/frontotemporalna demencija (ALS/FTD) (Cleary

et Ranum 2013).

1.1.1.5. Nestabilnost ekspandiranih CTG ponovaka

Sekvenca CTG ponovaka unutar DMPK gena ima stalnu tendenciju ekspanzije 1
kontrakcije u toku vremena, Sto znacCi da mutacija odgovorna za nastanak MDI ima
dinamicki karakter. Kao rezultanta mnogobrojnih ekspanzija i kontrakcija s vremenom
dolazi do povecanja broja CTG ponovaka (Higham et al. 2012). Ekspanzija ponovaka
nastaje zbog neadekvatne reparacije 1 transkripcije dezoksiribonukleinske kiseline (DNK),
a ne kao posljedica novih greSaka u replikaciji, Sto moze objasniti ¢injenicu da se somatska
nestabilnost broja ponovaka registruje 1 u tkivima koja su mitotic¢ki neaktivna (Higham et

al. 2012).

Posljedi¢no, u MDI1 se javlja somatski mozaicizam, tj. heterogenost u veli¢ini alela
u razli¢itim tipovima ¢elija i tkiva (Lavedan et al. 1993, Wong et al. 1995, Martorell et al.
1998). Ova heterogenost je kod adultne MD1 najizrazenija u sivoj masi velikog mozga i u
limfocitima, manje u skeletnim misi¢ima, a najmanje u ¢elijama malog mozga (Thornton

et al. 1994, Itoh et al. 2010).

Povecanje broja CTG ponovaka u svakoj narednoj generaciji oboljelih od MDI
oznacava se kao fenomen geneticke anticipacije. Smatra se da je ovaj fenomen najve¢im
dijelom posljedica mejoticke nestabilnosti ekspandiranih CTG ponovaka u germinativnim
¢elijama (Ashizawa et al. 2011). Prisutan je i kod drugih bolesti trinukleotidnih ponovaka,
ali je najviSe izrazen upravo u MDI1 (Rakocevic-Stojanovic et al. 2005). Povecanje broja

CTG ponovaka vodi ka pojavi bolesti u sve ranijoj zivotnoj dobi, sa sve tezom klinickom



prezentacijom (Rakocevic Stojanovic et al. 2005), Sto je posebno izrazeno kad je broj CTG

ponovaka manji od 400 (Hamshere et al. 1999).

Slika 1. Fenomen anticipacije

Fenomen anticipacije podrazumijeva povecanje broja CTG ponovaka u DMPK genu pri
prenoSenju bolesti na potomstvo, uz sve tezu klinicku sliku i ranije javljanje bolesti kod
potomaka. 4 — Otac sa 117 CTG ponovaka u DMPK genu ima tegobe od 47. godine Zivota.
Sa 59 godina prisutna je frontalna alopecija, katarakta, umjerena slabost mimike, blaga
slabost distalnih miSi¢a nogu i blaga miotonija; B — Mladi sin ima 557 ponovaka. Tegobe
su se javile sa 20 godina. Sa 29 godina prisutna je katarakta, izrazena slabost mimicne i
mastikatorne muskulature, izrazena slabost distalnih i umjerena slabost proksimalnih
miSica ekstremiteta, miotonija, kao i umjerena respiratorna restrikcija; C — stariji sin ima
785 ponovaka. Prve tegobe je primijetio sa 15 godina. U klinickoj slici sa 32 godine
prisutna je frontalna alopecija, katarakta, umjerena slabost mimicne i mastikatorne
muskulature, izrazena slabost distalnih miSica ekstremiteta, miotonija i pocetne smetnje
srcanog sprovodenja. L — standard na osnovu kog se broje ponovci (engl. ladder).



1.1.2. Klini¢ke forme MD1

MD1 se obi¢no dijeli u cetiri forme u zavisnosti od uzrasta bolesnika na pocetku

bolesti, broja CTG ponovaka i tezine klinicke slike. Forme MD1 su:

1.

Kongenitalna MD1 (kMD1) koja se nasljeduje skoro isklju¢ivo od majke,
manifestuje se jos§ intrauterino, ima najtezu klinicku sliku i najlo$iju prognozu

(Zaki et al. 2007, Udd et Krahe 2012);

Djecija/juvenilna MD1 (jJMD1) javlja se u uzrastu izmedu prve i dvadesete godine
zivota 1 predstavlja kontinuum izmedu kongenitalne i1 adultne forme bolesti. Ako se
bolest javi rano u djetinjstvu imace klinicku sli¢nost sa kMD1, a ako se javi
kasnije, po svojoj fenotipskoj prezentaciji vise li¢i na adultnu formu (Johnson et

Heatwole 2012);

Adultna ili klasi¢na forma MD1 (aMD1) obi¢no se javlja izmedu 20. i 40. godine
zivota i predstavlja najces¢u formu bolesti (Udd et Krahe 2012);

Kasna adultna ili oligosimptomatska forma MD1 (oMDI) javlja se nakon 40.
godine zivota. Oboljeli mogu biti bez tegoba ili sa blagom klinickom slikom (Cesto

je katarakta jedini znak bolesti) (Turner et Hilton-Jones 2010).

Slika 2. Forme MD1

S lijeva na desno: bolesnici sa kongenitalnom, djecijom, adulthom i kasnom adultnom

formom bolesti.



1.1.3. Klinic¢ka slika MD1

MD1 je prava multisistemska bolest koja zahvata mnoge organe i organske sisteme,
Sto je uslovljeno njenom ranije opisanom patofiziologijom. Kardinalni znaci bolesti su
misi¢na slabost, miotonija 1 rana katarakta. Medutim, ovi pacijenti pate 1 od sréanih,
respiratornih, gastroenteroloskih i endokrinoloSkih poremecaja, a imaju i poremecaje

centralnog i perifernog nervnog sistema i koze (Udd et Krahe 2012).

Misiéni sistem — Oboljeli od MD1 najeS¢e navode miSi¢ne tegobe kao prvi
simptom bolesti. Uobicajeno, slabost i1 hipotrofija prvo se javljaju u miSi¢ima lica, vrata 1

distalnih dijelova ekstremiteta, uz prisutne miotoni¢ne fenomene (Harper 2001).

Kod ovih bolesnika je po pravilu prisutna simetriéna semiptoza koja se ne
pogorSava zamaranjem, produbljenost temporalnih 1 bukalnih jama kao 1 slabost
mastikatorne i mimi¢ne muskulature uz karakteristican miopatski facies (Turner et Hilton-
Jones 2010). Na vratu je najizrazenija slabost i hipotrofija m. sternocleidomastoideusa, te
vrat poprima karakteristi¢an izgled labudovog vrata. Cesto je prisutna dizartrija, disfagija i

rinolalija, zbog slabosti miSica farinksa, larinksa i jezika (Rakocevi¢ Stojanovi¢ 2011).

Na ekstremitetima je primarno zahvacena distalna muskulatura pa se javljaju
tegobe u vidu ,,pada“ stopala 1 peronealnog hoda, a slabost fleksora i ekstenzora Saka
remeti svakodnevne aktivnosti oboljelih (Turner et Hilton-Jones 2010, Rakocevi¢
Stojanovi¢ 2011). Sa napredovanjem bolesti bivaju zahvaceni i1 proksimalni miSici

ekstremiteta sa karakteristicnim gegaju¢im hodom (Rakocevi¢ Stojanovi¢ 2011).

Miotonija nastaje, kako je ranije spomenuto, zbog poremacaja posttranskripcione
obrade hlornog kanala, a predstavlja produzenu misi¢nu relaksaciju nakon voljne (aktivna
miotonija) ili izazvane miSi¢ne kontrakcije (perkusija neuroloskim c¢eki¢em - perkutorna
miotoni¢na reakcija). Miotonija registrovana na elektromiografskom ispitivanju naziva se
elektricnom miotonijom (Miller 2008). Karakteristika miotonije u MD1 jeste da se sa
ponavljanom miSi¢nom kontrakcijom ona smanjuje ili nestaje, $to se naziva fenomenom

zagrijavanja (Logigian et al. 2005).



-----

jeste katarakta koja se razvija kod vecine oboljelih tokom trajanja bolesti (Turner et Hilton
Jones 2010). Katarakta je kod ovih pacijenata obino u pocetku lokalizovana
supkapsularno, na zadnjem polu sociva, a kasnije zahvata soc¢ivo u cjelini i1 tada se ne
razlikuje od senilne katarakte (Garrott et al. 2004, Romeo 2012). U MDI su rjede ostale

komplikacije vezane za ovaj sistem.

Kardiovaskularni sistem — ViSe od jedne trec¢ine smrtnih slucajeva kod oboljelih od
MD1 nastaje zbog srcanih poremecaja (de Die-Smulders et al. 1998, Mathieu et al. 1999,
Groh et al. 2008, Bhakta et al. 2010, Rakocevic Stojanovic et al. 2013). NajceS¢i su
poremecaji sr¢anog sprovodenja (Groh et al. 2008, McNally et Sparano 2011, Rakocevic
Stojanovic et al. 2013), ali se mogu javiti i aritmije, koronarna bolest, kardiomiopatija i

ostecenje zalistaka (McNally et Sparano 2011).

Od poremecaja sprovodenja najcesce se javljaju AV blok prvog stepena, prednji
lijevi hemiblok, blok grana Hisovog snopa i produzen QT interval (Groh et al. 2008,
McNally et Sparano 2011, Rakocevic Stojanovic et al. 2013). AV blok moze progredirati
do kompletnog bloka i biti uzrok smrtnog ishoda (Groh et al. 2008). Sto se ti¢e aritmija,
¢esce su supraventrikularnog porijekla, ali ponekad se mogu javiti ventrikularna tahikardija
i fibrilacija koje su daleko opasnije i Zivotno ugrozavajuce (Sovari et al. 2007, Groh et al.
2008.). Pretpostavlja se da poremecaji sr¢anog sprovodenja i ritma nastaju kao posljedica
subendokardijalne fibroze, masne infiltracije 1 hipertrofije miocita (Nguyen et al. 1988,

Romeo et al. 2012).

Dosadasnja istrazivanja nisu utvrdila jasnu vezu izmedu MD1 i koronarne bolesti
(Sovari et al. 2007). Moguce su odredene abnormalnosti na EKG snimku u vidu promjene
ST segmenta i T talasa, prisustva Q zubaca, ali se smatra da njihov uzrok nije ishemijske

prirode (Rakocevi¢ Stojanovi¢ 1997, Pelargonio et al. 2002).

Bolesnici sa MD1 obi¢no imaju arterijsku hipotenziju (Rakocevic-Stojanovi¢ et al.
2007). Ovo bi se moglo objasniti ogledima na transgenim misevima koji su pokazali da je
smanjen tonus arterija MD1 bolesnika posljedica patoloSke ekspresija DMPK gena u

¢elijama glatkih miSi¢a njihovog zida (O'Cochlain et al. 2004).
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Respiratorni sistem — Poremecaji ovog sistema u MD1 su izazvani kombinovanim
centralnim 1 perifernim mehanizmima. Centralni mehanizmi ukljucuju disfunkciju
mozdanog stabla, hipotalamusa i hipofize, a periferni su hipotrofija, slabost i miotonija
respiratorne muskulature, skeletni deformiteti, i eventualno oStecenje perifernih nerava i

baroreceptora (Ugalde et al. 2001, Romeo et al. 2012).

Centralni nervni sistem — Zahvacenost centralnog nervnog sistema (CNS) u MD1

ispoljava se u vidu kognitivnih i1 bihevioralnih poremecaja (Meola et Sansone 2007).

Od kognitivnih poremecaja najes¢e se opisuju disegzekutivni sindrom koji se
manifestuje smanjenom inicijativom, indiferentnoS¢u 1 apatijom, 1 poremecaj
vizuokonstruktivnih sposobnosti (Censori et al. 1994, Meola et al. 2003, Modoni et al.
2004, Gaul et al. 2006, Winblad et al. 2006, Douniol et al. 2009, Zalonis et al. 2010,
Sistiaga et al. 2010, Minnerop et al. 2011, Douniol et al. 2012, Caso et al. 2014, Peric et al.
2015a). Na testovima inteligencije oboljeli od MD1 pokazuju slabije rezultate u odnosu na
zdrave kontrole uparene po polu i starosti i ti su rezultati uglavnom na donjoj granici
referentnog opsega ili nesto ispod nje (Colombo et al. 1992, Turnpenny et al. 1994,
Steyaert et al. 1997, Harper 2001, Meola et al. 2003, Modoni et al. 2004, Winblad et al.
2005, Winblad et al. 2006, Meola et Sansone 2007, Zalonis et al. 2010, Douniol et al.
2012).

Navedeni neuropsiholoski poremecaji u korelaciji su sa nalazom na magnetnoj
rezonanci mozga (MR) koja u T1 sekvenci pokazuje atrofiju korteksa, najizraZeniju u
frontalnim regionima (Bachmann et al. 1996, Miaux et al. 1997, Kornblum et al. 2004,
Kuo et al. 2008), dok se u T2 sekvenci uocavaju hiperintenzne lezije bijele mase
(Minnerop et al. 2011, Caso et al. 2014). Ove pojedinacne ili konfluentne lezije bijele mase
mozga nepoznatog su porijekla, uoCavaju se u obe hemisfere, a znatno rijede
infratentorijalno i u bazalnim ganglijama (Bachmann et al. 1996, Miaux et al. 1997, Fierro
et al. 1998, Kornblum et al. 2004, Antonini et al. 2004, Kuo et al. 2008, Kobayakawa et al.
2010, Weber et al. 2010, Romeo et al. 2010, Minnerop et al. 2011).

Od bihevioralnih poremecaja oboljele od MD1 najvise onesposobljavaju 1 najcesce

su prisutni: depresija, anksioznost, prekomjerna dnevna pospanost (PDP) i zamor
11



(Rubinsztein et al. 1998, Phillips et al. 1999, Laberge et al. 2004, Antonini et al. 2006,
Peric et al. 2010, Winblad et al. 2010, Minnerop et al. 2011). Iako postoje odredene
nekonzistentnosti podataka kada je u pitanju predominantan tip li¢nosti kod oboljelih od
DMI, veéina autora se slaze da najveéi broj pacijenata ima poremecaj liCnosti iz
anksioznog (izbjegavajuci, zavisni) i ekscentricnog klastera (paranoidni) (Bird et al. 1983,
Palmer et al. 1994, Delaporte 1998, Meola et al. 2003, Sistiaga et al. 2010, Peric et al.
2013a).

Slika 3. Zone atrofije sive mase mozga kod bolesnika sa MD1 u poredenju sa zdravim

kontrolama mjereno pomoc¢u morfometrije zasnovane na vokselu (VBM)

e
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Prema Caso i saradnicima (2014);

Regioni atrofije sive mase mozga prikazani su spektrom boja od Zute do narandzaste u
aksijalnoj, koronarnoj i sagitalnoj ravni na standardnoj MNI (engl. Montreal Neurological
Institute) mapi mozga. Rezultati su prikazani sa znacajnoscu p<0,05 korigovano za
viSestruka poredenja.

Endokrini sistem — Od endokrinoloskih poremecaja kod oboljelih od MDI1
najcesce su zastupljeni IR i poremecaj polnih Zlijezda, dok pojedini autori opisuju i
zahvacenost tireoidne i paratireoidnih zlijezda, hipofize 1 nadbubreznih zlijezda (Romeo

2012).
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Gastrointestinalni sistem — Oboljeli od MD1 veoma cCesto imaju probleme sa
gastrointestinalnim traktom (GIT), a u viSe od cCetvrtine oboljelih navedene smetnje
prethode dijagnozi miSi¢nog oboljenja. Veliki broj pacijenata (oko 25%) navodi da im
upravo problemi vezani za GIT najviSe narusavaju kvalitet zivota (Turner et Hilton-Jones
2010). Spektar navedenih poremecaja je raznolik i1 ukljucuje disfagiju, regurgitaciju,
pirozu, povracanje, osjecaj rane sitosti, usporeno praznjenja zeluca, nadutost, abdominalni
bol, opstipaciju, pseudoopstrukciju, dijareju, fekalnu inkontinenciju, kao i sklonost ka
nastanku bilijarne kalkuloze. Zahvacenost poprecno-prugaste i glatke muskulature GIT u
sklopu osnovne bolesti mogla bi objasniti gore navedene poremecaje (Rénnblom et al.

1996, Bellini et al. 2006).

KoZa — Pilomatriksomi, koji predstavljaju kalcifikovane epiteliome i vode porijeklo
od matriksa dlake, predstavljaju najeS¢u koznu manifestaciju u MDI1. Obi¢no su
lokalizovani u predjelu koze glave (Geh et al. 1999). Kod musSkaraca se Cesto javlja
frontalna, a poslije duzeg trajanja bolesti i frontotemporalna alopecija, za koju se smatra da
je uzrokovana testosteronskom rezistencijom (Rakocevi¢ Stojanovi¢ 1997, Turner et

Hilton-Jones 2010).

Culo sluha - Od otoloskih manifestacija u MD1 opisuju se senzorineuralna gluvoc¢a
blagog do umjerenog stepena (Pisani et al. 2011, Balatsouras et al. 2013), oStecenje
vestibularnog sistema (Verhagen et al. 1992, Balatsouras et al. 2013) i stapedijalnog
refleksa (Osanai et al. 2001).

Periferni nervni sistem — Na elektrofizioloSkim ispitivanjima kod 14 do 54%
oboljelih mogu se naci znaci polineuropatije (Rossi et al. 1983, Logulo et al. 1992,
Mondelli et al. 1993, Pfeilsticker et al. 2001, Rakocevic Stojanovic et al. 2002, Hermans et
al. 2011, Peric et al. 2013b). Studije ne pokazuju povezanost polineuropatije sa

progresijom misi¢ne hipotrofije i slabosti (Bae et al. 2008, Peric et al. 2013b).

Maligniteti i MD1 — Postoje podaci da oboljeli od MD1 imaju dva puta veci rizik
za pojavu maligniteta u odnosu na opStu populaciju. Kada su u pitanju karcinomi mozga,

kolona, ovarijuma i endometrijuma, relativni rizik je sedam puta ve¢i (Gadalla et al. 2011,
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Rako¢evi¢-Stojanovi¢ et al. 2015). Cesto se kod ovih bolesnika navode tumori

paratireoidne i tireoidne zlijezde, timomi 1 multipli bazaliomi koze (Mueller et al. 2009).

Anestezija i MD1 — Kod oboljelih od MD1 ne smiju se primjenjivati depolariSuci
miorelaksansi jer mogu uzrokovati opasne miotoni¢ne spazme, dok jo§ nije naucno
dokazana CeSc¢a pojava maligne hipertermije tokom anestezije ovih pacijenata (Argov et al.
2009). Ipak, zbog moguce pojave iznenadnih aritmija, hipotenzije, depresije ventilacije 1
aspiracione pneumonije, anestezija kod pacijenata sa MDI1 zahtijeva poseban oprez

(Mathieu et al. 1997, Harper 2001, Nishi et al. 2004 ).

Slika 4. Multisistemska afekcija u miotoni¢nim distrofijama

miotonija insulinska rezistencija | urgencija
miopatija gonadalna disfunkcija | inkontinencija

katarakta opstipacija, dijareja depresija ventilacije
gluvoca holelitijaza sr€ane aritmije

poremecaji sprovodenja | alopecija polineuropatija
aritmije pilomatriksomi autonomna disfunkcija

restrikcija disanja hiperostoza poremecaj kognicije
apneje u spavanju deformiteti poremecaj ponaSanja

1.1.4. Dijagnoza MD1

Kao posljedica sporo progresivnog toka bolesti i smanjenog uvida bolesnika u
sopstveno stanje, dijagnoza aMDI rijetko se postavlja na pocetku bolesti. Bolesnici se
obic¢no obrate ljekaru, Cesto na insistiranje porodice, nakon viSe godina od pocetka prvih

tegoba (Harper 2001). Dijagnoza bolesti se postavlja na osnovu klinickog pregleda 1
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elektromiografskog (EMG) ispitivanja, a potvrduje molekularno-genetickim testiranjima

oboljelog ili njegovog srodnika prvog stepena (Prior et al. 2009).

Tipic¢na klinic¢ka slika, uz nalaz miotonije i miopatije na EMG, patognomonicna je
za dijagnozu miotonic¢ne distrofije (Harper 2001). Miotonija se tokom EMG ispitivanja
prezentuje kao multiplo visokofrekventno praznjenje u relaksiranom misicu, varijabilne
amplitude 1 frekvencije u okviru jednog praznjenja (Romeo 2012), uz tipian zvucni

fenomen bombardera u obrusavanju (Turner et Hilton-Jones 2010).

Izbor optimalne molekularno-geneticke analize zavisi od broja CTG ponovaka kod
oboljelog. Ako je broj CTG ponovaka manji od 100, mozZe se koristiti klasicna PCR (engl.
Polymerase Chain Reaction) analiza (uz odredena prilagodavanja), dok je u slucaju veceg
broja ponovaka u dijagnostici neophodno koristiti Southern blot metodu. Southern blot
metoda se zasniva na hibridizaciji obiljeZene genske probe i ispitivane DNK, koja moze
biti genomskog porijekla ili proizvod PCR reakcije. Navedena metoda je tehnicki
komplikovana, ali njena prednost lezi u preciznom odredivanju broja CTG ponovaka i u
malom procentu lazno negativnih nalaza u slu€ajevima ekstremne somatske heterogenosti
(Turner et Hilton-Jones 2010, Udd et Krahe 2012). Brza dijagnoza CTG ekspanzije danas
se moze postici triplet-repeat-primed PCR metodom, ali ona ne daje detalje o0 mutiranom

alelu.

1.1.5. Terapija MD1

Simptomatska terapija, redovni sistematski pregledi, otkrivanje 1 lijeCenje
potencijalno veoma opasnih komplikacija bolesti, jo§ uvijek predstavljaju okosnicu
lijeCenja bolesnika sa MDI1. Cilj je da se poboljsa kvalitet Zivota 1 produzi zivotni vijek
oboljelih (Peric et al. 2013a). Vazno mjesto u terapijskoj strategiji zauzima geneti¢ko

savjetovanje i savjetovanje o prirodi i progresiji same bolesti (Johnson et Heatwole 2012).

Velike nade se polazu u primjenu genske terapije koja bi ciljala razli¢ite tacke u

prirodnom patogenetskom mehanizmu bolesti. Preliminarni rezultati viSe studija koje se
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sprovode u SAD su obecavaju¢i. Primjena genske terapije radikalno bi promijenila

terapijski pristup ovoj do sada neizljecivoj bolesti.

1.1.6. Prognoza MD1
Veliki broj oboljelih od MD1 u nekom periodu zivota postane fizicki hendikepiran.

U nekim studijama se navodi da je ¢ak polovina oboljelih pred kraj svog zivotnog vijeka
djelimi¢no ili potpuno vezana za invalidska kolica (de Die-Smulders et al. 1998). Pored
velikog stepena invalidnosti, ovi pacijenti imaju i do sedam puta ve¢u smrtnost u odnosu
na opStu populaciju uparenu po polu i starosti (Mathieu et al. 1999). Najces¢i uzrok
smrtnosti ovih bolesnika jesu komplikacije vezane za srce i respiratorni sistem (de Die-
Smulders et al. 1998, Mathieu et al. 1999, Mladenovic et al. 2006, Groh et al. 2008).
Bolesnici sa ve¢im brojem CTG ponovaka, ranijim pocetkom bolesti i muskog pola imaju
losiju prognozu quo ad vitam (Mladenovic et al. 2006, Groh et al. 2008). Prosje¢no
prezivljavanje oboljelih od MD1 na naSim prostorima iznosi 56 godina sa tendencijom
produzenja zivotnog vijeka posljednjih godina. Najce$¢i pojedinacni uzroci smrti su
naprasna sréana smrt (42%) 1 respiratorna insuficijencija (29%) (Rakocevic Stojanovic et

al. 2013).

1.2. Miotonicna distrofija tipa 2
MD?2 je autozomno-dominantno nasljedna, sporo progresivna, multisistemska

bolest. Bolest klinicki karakteriSe pretezno proksimalna miSi¢na slabost, miotonija,
katarakta, ali 1 zahvacenost mozga, endokrinog i drugih sistema. Bolest je izrazito klinicki

heterogena, i pored odredene slicnosti sa MD1, postoje i znacajne razlike (Finsterer 2002).

Nekoliko godina nakon §to je otkriveno da mutacija u DMPK genu uzrokuje MD1,
opisani su slucajevi pacijenata koji su klini¢ki bili slicni oboljelima od MDI, ali sa
pretezno proksimalnom miSi¢énom slaboS¢u i bez prisustva mutacije koja uzrokuje MDI
(Ricker et al. 1994, Thornton et al. 1994, Meola et al. 1996, Udd et al. 1997). Bolest je u

Evropi nazvana proksimalna miotonicha miopatija (PROMM) (Ricker et al. 1994) ili
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proksimalna miotonicha distrofija (PROMD) (Udd et al. 1997), a u SAD miotoni¢na
distrofija bez ekspanzije CTG ponovaka (Thornton et al. 1994) ili miotonic¢na distrofija
tipa 2 (Day et al. 1999).

Ranum 1 saradnici su 1998. godine prvi ustanovili vezu izmedu navedenih
poremecaja 1 hromozoma 3 (Ranum et al. 1998), da bi isto potvrdili i drugi autori godinu
dana kasnije (Day et al. 1999, Meola et al. 1999, Ricker et al. 1999). Konacno je Liquori sa
saradnicima 2001. godine otkrio odgovornu mutaciju na hromozomu 3, a bolest je nazvana

miotonic¢na distrofija tipa 2 (Liquori et al. 2001).

S obzirom na to da je MD2 rijetka, Cesto neprepoznata, bolest, njena tacna
prevalencija 1 incidencija nisu poznate. Broj pacijenata koji se u bolnickim ustanovama
lije¢i od MD2 je manji od onih sa MDI, ali se smatra da se MD2 jo$§ uvijek ne
dijagnostikuje u dovoljnoj mjeri. Prema jednoj populaciono-genetickoj studiji sprovedenoj
u Finskoj ucestalost mutacije koja uzrokuje MD2 (1/1830) bila je ve¢a u odnosu na
mutaciju za MD1 (1/2760) u istoj populaciji (Suominen et al. 2011). Nepoznato je da li
navedena ucestalost u Finskoj populaciji odgovara ucestalosti u drugim evropskim
populacijama 1 da li je mutacija 100% penetrantna u svim okolnostima. Imaju¢i u vidu
uopsteno raniju pojavu simptoma u MDI, ovi podaci sugeriSu sli¢nu ucestalost oba tipa
distrofija u Finskoj, u rasponu od 1 do 20 na 100.000 stanovnika (Ricker et al. 1999, Meola
2000, Suominen et al. 2011). Grupa italijanskih autora ustanovila je daleko manju
prevalenciju MD?2 koja je iznosila 10% prevalencije MD1 (Vanacore et al. 2016). Vecina
oboljelih u Evropi su njemackog i istocnoevropskog porijekla (Day et al. 2003) i

vjerovatno poticu od jednog nosioca mutacije (Bachinski et al. 2003).

1.2.1. Patofiziologija MD2

MD?2 je autozomno-dominantno nasljedna bolest uzrokovana mutacijom u intronu
1 CNBP gena (engl. CCHC-type zinc finger nucleic acid-binding protein), ranije poznatog
kao ZNF9 gen (engl. zink finger protein 9), na hromozomskom lokusu 3g21.3. Radi se o
bolesti ponovaka kao i kod MD1, ali kod MD2 postoji ekspanzija kvadripleta nukleotida
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CCTG (citozin-citozin-timin-guanin) u navedenom genu (Ranum et al. 1998, Liquori et al.

2001).

Za razliku od CTG ponovaka u MDI1, CCTG ponovci u MD2 predstavljaju dio
kompleksnog ponavljaju¢eg motiva sa veoma varijabilnim, polimorfnim konfiguracijama
nukleotida kao sto su (TG),, (TCTG),, (CCTG),. CCTG niz je kod zdravih osoba prekinut
sa jednim ili viSe umetnutih GCTG, TCTG ili ACTG motiva, dok je kod oboljelih od MD2
taj niz neprekinut (Liquori et al. 2001, Bachinski et al. 2003, Bachinski et al. 2009). Broj
CCTG ponovaka u zdravom alelu je ispod 30, dok kod oboljelih od MD2 postoji razlika u
veli¢ini ekspandiranog alela (Bachinski et al. 2009). Najmanji zabiljezeni broj CCTG
ponovaka koji je doveo do klinicke prezentacije MD2 kretao se izmedu 55 1 75 (Liquori et
al. 2001, Bachinski et al. 2009), dok su zabiljezene 1 ekspanzije sa vise od 11.000
ponovaka (Liquori et al. 2001). Prosje¢an broj CCTG ponovaka kod oboljelih od MD2
kreée se oko 5000 (Bachinski et al. 2003, Day et al. 2003). Za razliku od MD1, broj CCTG
ponovaka ne koreliSe sa vremenom pojave bolesti 1 tezinom klinicke slike (Turner et

Hilton-Jones 2010).

lako su geneticki razlic¢ite, MD1 i MD2 dijele zajednicke patogenetske mehanizme.
Smatra se da je osnovni patofiziolo§ki mehanizam u nastanku MD2, sli¢no kao i kod MD1,
stvaranje 1 akumulacija mutirane informacione RNK (iRNK). Prepisom CNBP gena koji
sadrzi ekspandirane CCTG ponovke nastaje iRNK sa velikim brojem CCUG (citozin-
citozin-uracil-guanin) ponovaka. Ova izmijenjena RNK, sa nedovrSenom dvolanc¢anom
strukturom, akumulira se u jedru u tzv. ribonukleinskim fokusima i djeluje toksi¢no.
Stupajuéi u interakciju sa nizom RNK vezujucih proteina ona mijenja njihovu funkciju i
aktivnost (Timchenko et al. 1996, Philips et al. 1998, Miller et al. 2000, Kanadia et al.
2003). Sli¢no kao i kod MD1, smanjuje se aktivnost proteina iz MBNL grupe (MBNLI,
MBNL2 i MBNL3), §to uzrokuje poremecaj u alternativnom splajsingu niza proteina, ¢ime
se u najvecoj mjeri moze objasniti multisistemski karakter bolesti (Miller et al. 2000,
Fardaei et al. 2002). Medutim, dok je u MDI prisutna hiperfosforilacija i povecana
aktivnost CUGBP1 proteina, ona nije pronadena u bioptatu misi¢a oboljelih od MD2

(Cardani et al. 2013). To bi moglo sugerisati da smanjena aktivnost proteina iz MBNL
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grupe igra klju¢nu ulogu u poremecaju alternativnog splicing-a u obe forme MD, dok bi
povecana aktivnost CUGBP1 proteina mogla biti dodatni patogenetski mehanizam prisutan

samo u MD1 (Timchenko et al. 2005, Huichalaf et al. 2010).

Slika 5. Patogenetske slicnosti MD1 1 MD2

MD1 MD2
DNK DMWD DMPK SIX5 ZPLI;B
v v
(CTG), (CCTG),
RNK (CuG), (ccuag),
\\\.\\.‘ ‘.'/_/'.
izmjenjena aktivnost RNK-vezujucih
proteina koji regulisu isjecanje preiRNK
v

IR CLCN1 TNT RYR1 MTMR1 NMDAR1 tau APP

h 4 k4 Y r b k J
insulinska sréani hipotrofija i poremecaji CNS
rezistencija poremecaji slabost misica

prilagodeno prema Turner-u i Hilton-Jones-u (2013);

MD1 — miotonicha distrofija tipa 1; MD2 — miotonic¢na distrofija tipa 2; IR — insulinski
receptor; CLCNLL1 - hlorni kanal; TNT — srcani troponin T; RYR1 — rijanodinski receptor
1; MTMR1 - miotubularinu srodan protein 1; NMDARL1 — N-metil-D-aspartatski receptor

1; APP — amiloidni prekusorski protein

Pored toksi¢nog efekta mutirane RNK i poremecaja alternativnog splicing-a, koji

su kljucni patogenetski mehanizmi, postoje i dodatni, manje bitni, mehanizmi koji
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doprinose patofizioloskoj kompleksnosti bolesti. Ovi dodatni mehanizmi ukljucuju
poremecaj ekspresije 1 translacije mutiranog CNBP gena (Pelletier et al. 2009, Jones et al.
2011), atipicnu RAN translaciju (Zu et al. 2013) 1 poremecaj ekspresije i1 intracelularne
distribucije mikro RNK (miRNK) molekula (Eisenberg et al. 2009, Gambardella et al.
2010, Perbellini et al. 2011, Greco et al. 2012). U eksperimentalnom modelu heterozigotni
Cnbp + knock out miSevi razvijali su miotoniju, kataraktu i misi¢énu patologiju, i bez
poremecaja splicing-a CLCN1 proteina, koja se popravljala nakon Cnbp restitucije (Chen
et al. 2007). Ovakvi rezultati ukazuju da bi mnogi poremecaji u MD2 mogli biti izazvani

samo haploinsuficijencijom CNBP gena.

Imaju¢i u vidu ociglednu patogenetsku sli¢nost izmedu MD1 1 MD2, namece se
pitanje uzroka jasnih fenotipskih razlika ove dvije forme bolesti. One bi se mogle objasniti
razli¢itim genima u kojima se javljaju mutacije kod MDI1 i MD2, razli¢itim njima
susjednim genima koji mijenjaju svoju ekspresiju, te ranije pomenutom razlikom u
aktivnosti CUGBP1 proteina u ova dva tipa miotoni¢nih distrofija (Meola et Cardani

2015).

1.2.1.1. Nestabilnost ponovaka

Sli¢no kao i kod MD1, u MD?2 je prisutna heterogenost u veli¢ini ekspandiranog
alela izmedu razli¢itih tkiva i vrsta celija tj. somatski mozaicizam (Wong et al.1995,
Liquori et al. 2001, Bachinski et al. 2003). Pored toga, sama mutacija ima dinamicki
karakter, Sto znaci da se broj CCTG ponovaka povecava tokom zivota oboljelih (Liquori et
al. 2001, Day et al. 2003). Medutim, postoji razlika izmedu dva oblika MD kada je u
pitanju nasljedivanje mutacija koje ith uzrokuju. Dok u MD1 mutacija ima tendenciju
uvecanja (ekspanzija ponovaka), u MD2 se ona uglavnom smanjuje u sukcesivnim

generacijama, §to se oznacava terminom kontrakcija ponovaka (Day et al. 2003).

Ovom razlikom bi se moglo objasniti nekoliko specifi¢nih karakteristika MD2 kao
Sto su odsustvo kongenitalne forme bolesti, kasnija pojava simptoma u odnosu na MDI,

kao i uopsteno odsustvo fenomena geneticke anticipacije (Udd et al. 2003).
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1.2.2. Klini¢ke forme MD?2

Proksimalna miotoni¢na miopatija (PROMM) predstavlja najces¢u 1 klinicki
blagu formu koja je prvi put opisana 1994. godine u Njemackoj i SAD. KarakteriSe se
proksimalnom slabo$¢u i veoma blagom hipotrofijom miSi¢a, mijalgijama, prisustvom

katarakte 1 miotonijom na elektromiografskom nalazu (Ricker et al. 1994).

Proksimalna miotonicna distrofija (PROMD) je teska forma i prvi put je opisana
1997. godine u Finskoj (Udd et al. 1997). Fenotip ovih bolesnika podrazumijeva slabost i
jasnu hipotrofiju proksimalnih miSi¢a ruku i nogu sa gubitkom sluha, kataraktom 1

hipogonadizmom, ali bez klinicke miotonije.

Miotonicna distrofija tip 2 (MD2 u uZem smislu) je prvi put opisana u SAD 1998.
godine (Day et al. 1999). Ovi bolesnici pored proksimalne slabosti, imaju 1 distalnu slabost

miSica, ili samo distalnu slabost poput bolesnika sa MD1.

Oligosimptomatska forma bolesti podrazumijeva prisustvo samo minimalnih
simptoma bolesti, na koje se bolesnik ne Zzali, ali se mogu uociti klinickim pregledom

(Meola 2000).

1.2.3. Klinic¢ka slika MD2

MD?2 obi¢no ima blazu klini¢ku sliku u odnosu na MD1, kasniji pocetak i bolju
prognozu (Turner et Hilton-Jones 2010). Prve tegobe obicno pocinju izmedu druge i Seste
decenije zivota (Thornton 2014), a naj¢esce u Cetvrtoj deceniji (Chin-Chang et Hung-Chou
2005, Turner et Hilton Jones 2010, Peric et al. 2015b, Rakocevic-Stojanovic et al. 2016a).
Medutim, bolest moze da poc¢ne i u djetinjstvu i u dubokoj starosti (Day et al. 1999, Day et
al. 2003). Nekada se bolest moze manifestovati jo§ u djetinjstvu u vidu asimptomatskog
povecanja vrijednosti kreatin kinaze ili gama-glutamiltransferaze u krvi (Schara et Schoser

2006).
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Klinicka slika je izrazito varijabilna i moze rijetko da se manifestuje u vidu rane
onesposobljenosti prije 40. godine Zivota ili rane sr¢ane smrti, dok neki pacijenti imaju
samo jedva primjetnu, proksimalnu, miSiénu slabost ili blago poviSene vrijednosti kreatin

kinaze u krvi (Day et al. 2003, Udd et Krahe 2012).

Zbog navedene izrazene fenotipske varijabilnosti 1 velikog broja pacijenata sa
blagim tegobama, bolest ¢esto ostaje nedijagnostikovana (Meola et Cardani 2015). Ako se
pacijenti 1 obrate ljekaru njihove tegobe se Cesto pripiSu ,,zamoru“ miSica, ,,ishijasu®,
drugim radikulopatijama, artritisu, fibromijalgiji ili nezeljenim efektima statina (George et

al. 2004, Auvinen et al. 2008, Udd et al. 2011, Suokas et al. 2012).

Misiéni sistem - NajceSce 1 najizrazenije tegobe kod oboljelih od MD2 vezane za
misiéni sistem jesu slabost i zamorljivost proksimalne muskulature nogu i bolovi u
miSi¢ima (Schara et Schoser 2006, Turner et Hilton-Jones 2010, Udd et Krahe 2012,
Johnson et Heatwole 2012, Thornton 2014, Meola et Cardani 2015).

U MD2 su selektivno zahvaceni proksimalni miSic¢i, prvenstveno fleksori i
ekstenzori natkoljenica i ekstenzori podlaktica, kao i fleksori vrata (Thornton 2014).
Fleksori prstiju Sake su Cesto zahvaceni, ali u manjoj mjeri nego kod MDI1, dok su ostali
distalni misi¢i ekstremiteta obi¢no poStedeni. Mnogo manje je izrazena slabost
respiratornih misi¢a i misica lica u odnosu na oboljele od MD1 (Thornton 2014), tako da
ovi pacijenti rijetko imaju probleme sa disanjem, govorom i ekspresijom lica (Meola et

Moxley 2004).

MiSi¢na hipotrofija u MD2 blagog je stepena i uglavnom zahvata proksimalnu
muskulaturu ekstremiteta (Meola et Cardani 2015), dok skoro nikada ne zahvata misice
podlaktica i Saka (Schara et Schoser 2006), a veoma rijetko temporalne misi¢e (Meola et
Moxley 2004). Naprotiv, kod oboljelih od MD2 ponekad se moze ustanoviti hipertrofija
misSica listova i butina (Udd et Krahe 2012, Johnson et Heatwole 2012, Thornton 2014).

22



Slika 6. Hipertrofija misi¢a listova kod bolesnice sa MD2

Miotonija, kao kardinalna karakteristika MD1, moze klinic¢ki biti odsutna u MD2,
pa Cak 1 na EMG ispitivanju (Udd et Krahe 2012). Miotonija kod ovih bolesnika varira u
stepenu 1 intenzitetu 1 oni mogu imati periode bez njenog prisustva. Kada je prisutna
obi¢no je manje izrazena nego u MD1 (Meola et Moxley 2004).

Uprkos generalno blagoj simptomatologiji, oboljeli od MD2 cesto imaju jake
profesionalne onesposobljenosti oboljelih (Peric et al. 2015b). Ovi bolovi se teSko
razlikuju od fibromijalgije 1 ne reaguju dobro na konvencionalnu analgetsku terapiju
(Auvinen et al. 2008, Suokas et al. 2012). Bol varira u intenzitetu i distribuciji 1 moze biti
provociran vjezbama, palpacijom i hladno¢om (Johnson et Heatwole 2012). Pored bola,

mogu se javiti gréevi 1 fascikulacije muskulature (Moxley et al. 1998).
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Skora$nje istrazivanje Peri¢a i saradnika (Peric et al. 2015b) pokazalo je da je
najcesca lokalizacija bola kod MD2 pacijenata u gornjim i1 donjim ekstremitetima, dok je
kod oboljelih od MD1 u pitanju lumbosakralna ki¢ma i donji ekstremiteti. Intenzitet bola u
obe vrste distrofija je bio blag do umjeren i negativno je korelisao sa kvalitetom Zivota

oboljelih (Peric et al. 2015b).

Culo vida — Posteriorna subkapsularna katarakta, koja ima identi¢ne karakteristike
oboljelih (Turner et Hilton-Jones 2010). Katarakta se obi¢no javlja prije 50. godine Zivota
(katarakta ranog pocetka) 1 nekada moze biti prisutna bez misi¢nih i1 sr¢anih manifestacija
bolesti, pa je rani skrining njenog prisustva razuman (Meola et Moxley 2004, Mankondi

2008, Johnson et Heatwole 2012).

Kardiovaskularni sistem — Cini se da su sréani problemi manje ozbiljni i rjede
prisutni kod oboljelih od MD2 u odnosu na MD1 (Meola et al. 2002, Sansone et al. 2013).
Poremecaji sr¢anog sprovodenja kod MD2 uglavnom su ograni¢eni na AV blok prvog
stepena i blok grana Hisovog snopa. Iznenadna srana smrt, potreba za ugradnjom
pejsmejkera 1 teski poremecaji sr¢anog ritma opisani su kod malog broja oboljelih od MD2
(Meola et Cardani 2015). Progresivna dilatativna kardiomiopatija je opisana u pojedinim
porodicama sa MD2 (Schara et Schoser 2006). Prolaps mitralne valvule ¢esce se javlja kod
oboljelih od MD2 u odnosu na opstu populaciju (Chin-Chang et Hung-Chou 2005). Kod
nekih MD2 bolesnika moze se javiti bol u grudima, koji je obi¢no miSi¢nog porijekla, ali je
tada potrebno iskljuciti postojanje ishemijskog oboljenja srca (Meola et Moxley 2004).
Postoje podaci o vecoj ucestalosti koronarne bolesti srca kod MD2 u odnosu na MD1 (Udd
et Krahe 2012). Medutim, ukupni kardiovaskularni rizik kod oboljelih od MD2 jos uvijek
je nedovoljno poznat 1 istrazen s obzirom na mali broj studija koje su se bavile ovom
problematikom. Imajué¢i u vidu potencijalno fatalne komplikacije na kardiovaskularnom
sistemu, kod oboljelih od MD2 se savjetuje obavezan skrining poremecaja ovog sistema

(Turner et Hilton Jones 2010).
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Respiratorni sistem — Ovaj sistem rijetko je u znacajnijoj mjeri zahvacen kod
bolesnika sa MD2 (Mankondi 2008), mada se kod nekih bolesnika moze javiti 1 teski oblik
respiratorne insuficijencije (Udd et al. 1997, Udd et al. 2011).

Centralni nervni sistem — Postoje odredene sliCnosti, ali 1 znacajne razlike, u

poremecajima CNS-a kod oboljelih od MD2 i MD1 (Meola et Moxley 2004).

Profil kognitivnog osStecenja kod oboljelih od MD2 je sli¢an kao u MDI, ali
znacajno blazeg stepena. Kod ovih pacijenata obi¢no se opisuju poremecaji kognitivnih
funkcija vezanih za frontalne reznjeve, posebno egzekutivnih funkcija (Meola et Moxley
2004, Johnson et Heatwole 2012, Peric et al. 2015a). U manjoj mjeri mogu biti zahvacene
vizuokonstruktorne sposobnosti i verbalna epizodicka memorija. Oboljeli od MD?2, sli¢no
kao i od MDI1, imaju hiperintenzne promjene u bijeloj masi mozga (Meola et Moxley

2004, Johnson et Hetawole 2012).

Novije studije su pokazale da je kod MD2 bolesnika gubitak sive mase mozga
manje izrazen u odnosu na oboljele od MDI, ili je ona ¢ak poStedena (Kassubek et al.
2003, Minnerop et al. 2008, Minnerop et al. 2011, Franz et al. 2012), dok je bijela masa
slicno zahvacena u oba tipa bolesti (Weber et al. 2010, Minnerop et al. 2008, Minnerop et
al. 2011). Zbog navedene cinjenice miotoni¢ne distrofije bi se mogle svrstati u grupu
oboljenja sa mozdanom diskonekcijom. Mentalna retardacija, koja je izrazena u
kongenitalnoj i prisutna u juvenilnoj formi MD1, nije tipi¢na za MD2 (Meola et Moxley

2004).

Sli¢no kao i kod MD1, kod oboljelih od MD2 opisuju se izbjegavajuce crte li€nosti
(Meola et Moxley 2004). Oboljeli od MD2 ¢esto imaju poremecaj spavanja, ali je on, za

razliku od MDI, prije svega uzrokovan bolovima u misi¢ima (Tielemann et al. 2010).

Peric i saradnici su pronasli da je hipoehogenost rafe sistema u mozdanom stablu
dosta ¢es¢a kod MD2 bolesnika u odnosu na zdrave kontrole (56% vs. 10%, p<0.01), §to je
posebno bilo izraZzeno kod bolesnika koji su imali izraZzen zamor i dnevnu pospanost (Peric
et al. 2015b). Specifi¢nost oboljelih od MD2 jeste 1 prisustvo, uglavnom posturalnog,

tremora, koji se javlja kod nekih bolesnika i1 obi¢no je blagog stepena (Finsterer 2002).
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Endokrini sistem — Endokrini poremecaji ukljucuju insulinsku rezistenciju koja se
javlja kod do 75% oboljelih, kao i pojavu dijabetes melitusa tipa 2 koji je ¢es¢i kod ovih
pacijenata u odnosu na opstu populaciju i oboljele od MD1 (Schara et Schoser 2006,
Turner et Hilton-Jones 2010). Hipotrofija testisa sa smanjenim nivoom testosterona i
smanjenim fertilitetom javlja se kod 29 do 65% muskaraca sa MD2 (Turner et Hilton-
Jones 2010). Pored toga, moze se javiti 1 poremecaj seksualnih odnosa zbog erektilne
disfunkcije (Thornton 2014). Hipotireoidizam kod ovih pacijenata moze precipitirati ili
pogorsati klinicke manifestacije bolesti, te bi pacijenti sa hipotireoidizmom 1 stalno
prisutnom 1 izraZenom misSi¢nom slaboS¢u 1 miotonijom trebalo da budu ispitani u pravcu
postojanja MD (Sansone et al. 2000). Trudnoca i menstruacija mogu dovesti do

egzacerbacije mijalgije, gréeva i miotonije (Newman et al. 1999).

Gastrointestinalni sistem — GIT je rjede zahvacen u MD2 nego u MD1 (Schara et
Schoser 2006). Ponekad se mogu javiti disfagija (Udd et Krahe 2012, Meola et Cardani
2015), zatvor 1 iritabilni kolon, koji mogu predstavljati znaCajan problem za oboljele
(Finsterer 2002, Schara et Schoser 2006). Kao i kod MD1, moze se javiti i kalkuloza Zu¢ne
kesice (Schara et Schoser 2006).

Kod oba tipa miotoni¢nih distrofija u krvi se mogu uociti blago poviSene
vrijednosti alanin- 1 aspartat-aminotransferaze, gama-glutamiltransferaze, alkalne
fosfataze, kreatin kinaze i laktat dehidrogenaze. Ovi poremecaji nisu progresivni i obi¢no
ne zahtijevaju biopsiju jetre. Nepoznato je da li nastaju u sklopu primarne bolesti ili su
sekundarna posljedica metabolickih poremecaja, bilijarne staze ili masne jetre (Thornton

2014).

KoZa — Kod oboljelih se Cesto javlja hiperhidroza koze ruku i trupa iz do sada
nepoznatih razloga (Meola et Moxley 2004, Schara et Schoser 2006). Frontalna ¢elavost
muskaraca, koja je ¢esta u MD1, moZze se javiti i kod oboljelih od MD?2, ali znatno rjede

(Mankondi 2008, Turner et Hiltone-Jones 2010).

Culo sluha — Progresivna senzorineuralna gluvoc¢a moze da se javi kod pojedinih

MD?2 bolesnika, posebno onih sa PROMD varijantom bolesti (Udd et al. 1997).
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Periferni nervni sistem - Kod oboljelih od MD2 u oko 27% slu¢ajeva mogu se naci
nenormalnosti perifernih nerava na elektrofizioloSkom ispitivanju, ali kriterijume za
dijagnozu polineuropatije ispuni oko 13% oboljelih. Polineuropatija je subklinicka i ne
postoji korelacija njenog prisustva sa dobi oboljelog i trajanjem bolesti (Nojszewska et al.

2015).

Maligniteti u MD2 — Studija Gadale i saradnika je pokazala da oboljeli od MD
imaju dvostruko ve¢i relativni rizik za razvoj maligniteta u odnosu na opstu populaciju, a
da je relativni rizik za pojavu maligniteta materice, jajnika, mozga i debelog crijeva cak
sedam puta vec¢i u poredenju sa zdravom populacijom (Gadala et al. 2011). U navedenu
studiju su bili ukljuceni oboljeli do oba tipa miotoni¢nih distrofija, bez jasnih podataka o
broju MD2 bolesnika. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da se MD2 rjede dijagnostikuje u odnosu
na MD1, za pretpostaviti je da je najveci broj ispitanika ove studije bolovao od MD1, tako

da jo$ uvijek nemamo precizne podatke o uCestalosti i riziku za pojavu maligniteta u MD2.

Anestezija i MD2 — Za razliku od bolesnika sa MD1, postoje navodi da su oboljeli
od MD2 postedeni komplikacija prilikom opste anestezije (Weingarten et al. 2010, Udd et
Krahe 2012). Retrospektivna studija koja je obuhvatila 121 MD2 pacijenta sa 340
procedura opste anestezije ustanovila je samo dvije ozbiljne komplikacije (Mathieu et al.
1997). Medutim, nakon opste anestezije kod oko 15% pacijenata javilo se pogorSanje
simptoma bolesti, kao S$to su smanjenje miSi¢ne snage, pojacanje mijalgije 1 gréeva
(Mathieu et al. 1997). Odsustvo komplikacija opSte anestezije kod MD2 bolesnika
potvrdeno je jo$ jednom retrospektivnom studijom koja je obuhvatila 19 oboljelih koji su

bili anestezirani u periodu od 2000. do 2008. godine (Mathieu et al. 1997).

Potrebno je naglasiti da veliki broj studija, koje se bave ovom problematikom,
datira iz vremena kada MD1 1 MD2 nisu bile prepoznate kao odvojeni entiteti. Pored toga,
klini¢ko stanje oboljelih prije uvodenja u anesteziju je varijabilno i moze da uti¢e na
farmakoloski odgovor. Zbog navedenog, potreban je oprez prilikom interpretacije i

generalizacije rezultata u vezi sa rizikom od opSte anestezije u MD2.
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1.2.4. Dijagnoza MD2

MD?2 predstavlja dijagnosticki izazov s obzirom na to da se odlikuje visoko
varijabilnim fenotipom, razliitim inicijalnim simptomima i ¢estim odsustvom klju¢nih
klinickih karakteristika (miotonije, katarakte, slabosti proksimalnih miSi¢a i1 jasnom
porodi¢nom istorijom) (Day et al. 2003; Udd et al. 2011, Udd et Krahe 2012). Zbog
navedene klini¢ke prezentacije procijenjeno dijagnosticko kasnjenje kod MD2 je oko 10
godina (Hilbert et al. 2013), a bolest moze biti pogresno dijagnostikovana ili ostati
nedijagnostikovana (Suominen et al. 2011). Kao 1 kod MD1, dijagnoza se obi¢no postavlja

na osnovu anamneze, tipicne klinicke slike i EMG ispitivanja.

Elektrodijagnostickim testiranjem moze se ustanoviti prisustvo elektri¢ne
miotonije, mada elektricna miotonija u MD2 cesto moze biti odsutna ili je prisutna u
malom procentu misi¢a (Udd et Krahe 2012). Ako postoje klinicke indikacije, ¢ak i u
sluc¢aju odsustva elektri¢ne 1 klinicke miotonije, potrebno je uraditi molekularno-geneticko

ispitivanje (Johnson et Heatwole 2012).

Potvrda dijagnoze vrsi se molekularno-genetickim testiranjem (Schara et Schoser
2006). Molekularno geneticka metoda prvog izbora u MD2 je repeat primed PCR (RP-
PCR) (Kamsteeg et al. 2012). Ova metoda izvodi se u kombinaciji sa konvencionalnim
PCR 1 daje informacije o veli¢ini normalnih (nemutiranih) MD2 alela i prisustvu ili
odsustvu ekspanzije CCTG ponovaka u CNBP genu, bez mogu¢nosti odredivanja veli¢ine
ekspanzije (Radvansky et al. 2011). Pored RP-PCR, dijagnostic¢ke laboratorije bi trebalo da
imaju razvijene i komplementarne metode, kao $to su varijante Southern blot-a ili FISH
(engl. fluorescence in situ hybridization), kako bi mogle uspjesno da dijagnostikuju ili
potvrde potencijalno rijetke komplikovanije slucajeve za dijagnozu (npr. bolesnike sa
homozigotnom ekspanzijom ili bolesnike kod kojih postoji nemoguénost hibridizacije

prajmera usljed promjena u sekvenci DNK) (Udd et al. 2011, Kamsteeg et al. 2012).

U porodicama sa potvrdenom genetickom dijagnozom MD2, ¢lanovima porodice
savjetuje se geneticko testiranje radi procjene rizika za razvoj bolesti (presimptomatsko ili
prediktivno testiranje) uz adekvatno geneticko savjetovanje kako bi se ukazalo na moguce

rizike 1 promjene u kvalitetu Zivota povezane sa rezultatom testiranja. Pozitivna
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prediktivna klinicka vrijednost (Zivotni rizik da se razvije bolest ako je test pozitivan)
genetickog testa za MD2, kao i negativna prediktivna klini¢ka vrijednost (vjerovatnoc¢a da
se bolest ne razvije ukoliko je test negativan) su 100% (https://www.eshg.org). lako je
MD?2 neizlje€iva bolest, presimptomatsko geneticko testiranje opravdava se potrebom za
ranom dijagnozom kako bi se sagledao multisistemski karakter bolesti i obezbijedilo
pracenje poremecaja sréanog ritma, dijabetes melitusa 1 dislipidemija, katarakte 1
potencijalne progresije bolesti tokom trudnoce. Kao i za druge bolesti sa pocetkom u
adultnom periodu i bez efikasnog lije¢enja, preporuka je da se osobe mlade od 18 godina
ne testiraju presimptomatski zbog potencijalnog nerazumijevanja dobrobiti i1 rizika
testiranja (Borry et al. 2009; Committee on Bioethics et al. 2013). Prenatalno geneticko
testiranje za MD2 se generalno ne preporucuje, jer kongenitalna forma nije opisana, a
bolest ima kasni pocetak sa veoma varijabilnim 1 cCesto blagim simptomima
(https://www.eshg.org). Ipak, kona¢nu odluku o prenatalnom testiranju donose roditelji

nakon razgovora sa ljekarom i geneticarem.

1.2.5. Terapija MD2

Na zalost, za sada ne postoji terapija pomocu koje bismo mogli mijenjati klinicki
tok MD2. LijeCenje je usmjereno na otklanjanje 1 ublazavanje tegoba, ocuvanje
funkcionalnosti i nezavisnosti, prevenciju kardiorespiratornih 1 ostalih komplikacija bolesti

(Thornton 2014).

Prema rezultatima studije novijeg datuma, najznacajniji prediktori losijeg kvaliteta
zivota oboljelih od MD?2 jesu starija Zivotna dob, izraZena misi¢na slabost i zamor (Peric et
al. 2015b). Pored toga, na kvalitet zivota ovih bolesnika negativno uticu mijalgija,
miotonija, dnevna pospanost (Meola et Cardani 2015). Iz tog razloga, a u odsustvu

kauzalne terapije, lijeCenje navedenih tegoba predstavlja okosnicu terapije u MD2.

1.2.6. Prognoza MD2

Ne postoje studije koje su se bavile prezivljavanjem i mortalitetom u MD2. Vecina
autora smatra da je prognoza MD2 znacajno povoljnija u odnosu na MDI, te da Zivotni

vijek oboljelih, najvjerovatnije, nije skracen (Day et al. 2003, Schara et Schoser 2006, Udd
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et al. 2011). Respiratorna insuficijencija obi¢no se ne javlja kod ovih pacijenata. Iznenadna
sr¢ana smrt Cini se da nije rijetka, cak 1 kod mladih bolesnika, ali se uglavnom moze
prevenirati redovnim pregledima i ugradnjom pace makera (Schoser et al. 2004, Machuca-
Tzili 2005). Oboljeli od MD2 rjede u odnosu na MD1 zahtjevaju upotrebu Staka, hodalica,
invalidskih kolica i drugih pomagala (Turner et Hilton-Jones 2010).

1.3. Metabolicki sindrom
Metabolicki sindrom (MetS) predstavlja skup metabolickih 1 hemodinamskih

poremecaja koji se pojavljuju udruzeno kod pojedinih osoba i visestruko povecavaju rizik
obolijevanja od aterosklerotskih kardiovaskularnih oboljenja i dijabetes melitusa tipa 2
(Grundy 2004). Prvi opis MetS pojavio se prije vise od 80. godina kada je Svedski ljekar
Kyllin opisao udruzenost hipertenzije, hiperglikemije i gihta (Kylin 1923), a Vague je
1947. godine ukazao na povezanost androidne gojaznosti sa metabolickim poremecajima

koji se susrecu u dijabetes melitusu 1 kardiovaskularnim bolestima (KVB) (Vague 1947).

Gerald Reaven je u svom radu iz 1988. upotrijebio izraz "Syndroma X" u kojem je
pretpostavio da IR i posljedi¢na kompenzatorna hiperinsulinemija predisponiraju pojavu
hipertenzije, hiperlipidemije i1 dijabetesa 1 da su stoga osnovni uzroci kardiovaskularnih
bolesti (KVB). Gojaznost nije bila uklju¢ena u Raven-ovu primarnu listu oboljenja
povezanih sa IR (Reaven 1988). Kasnije je navedeni sindrom viSe puta mijenjao ime
(Vorgu€in 2010), da bi u danaSnje vrijeme termin metabolicki sindrom postao

opsteprihvac¢en (Handelsman 2009).

Razliiti kriterijumi za dijagnozu MetS su bili predloZeni u proslosti od strane vise
udruzenja i1 organizacija koja se bave tim problemom (Alberti et al. 1999, Executive
Summary of The Third Report of NCEP 2001, ACE 2003, The IDF 2005). Nemogu¢nost
poredenja rezultata studija o MetS gdje su upotrijebljeni razli¢iti dijagnosticki kriterijumi,
kao 1 problemi u svakodnevnoj klini¢koj praksi u vezi sa dijagnostikom MetS, nagnali su
viSe relevantnih organizacija koje se bave MetS da usaglase zajednicke kriterijume za

dijagnozu (Alberti et al. 2009).
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Zbog primjene razlicitih dijagnostickih kriterijuma, teSko je odrediti i prevalenciju
MetS. Ipak, odredeni, uopsteni zakljucci mogu biti donijeti (Eckel et al. 2005). Prevale-
ncija MetS zavisi od pola, starosti i etnicke pripadnosti ispitivane populacije (Azizi et al
2003, Grundy 2008). U opstoj populaciji starijoj od 20-25 godina, prevalencija MetS u
urbanim sredinama varira od 8% u Indiji do 24% u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
kada su u pitanju muskarci, te od 7% u Francuskoj do 43% u Iranu kada su u pitanju Zene
(Eckel et al. 2005). U Francuskoj populaciji prevalencija raste od <5,6% u starosnoj grupi
30-39 godina do 17,5% u starosnoj grupi 60-69 godina (Azizi et al. 2003). U jednoj
americkoj studiji prevalencija raste od 7% kod ispitanika starosti 20-29 godina do 42% kod
onih sa viSe od 70 godina (Ford et al. 2002). Predvida se dalje povecanje prevalencije

MetS zbog povecanja broja gojaznih osoba u buduénosti (Grundy 2008).

1.3.1. Patofiziologija MetS

Prema dosadasnjim ispitivanjima, IR i abdominalni (visceralni ili centralni) tip
gojaznosti predstavljaju najznacajnije faktore koji leze u osnovi MetS (Grundy 2004,
Maffeis et al. 2008). Pored toga, MetS se povezuje i sa razli¢itim genetiCkim faktorima,
fizickom neaktivno$¢u, starenjem, nekim zapaljenskim procesima i1 hormonalnim
promjenama. Medutim, njihova uloga znatno varira, narocito kod razli¢itih etnickih grupa

(Saad et al. 1991, Anderson et al. 2001).

Uprkos napretku u sagledavanju patofiziologije MetS, mnogi klju¢ni aspekti ovog
klini¢kog entiteta ostaju nejasni. Interakcija izmedu IR i abdominalne gojaznosti je do te
mjere slozena da je, za sada, nemoguce utvrditi pojedinacni patogenetski doprinos ovih
faktora. Moze se re¢i da gojaznost nesumnjivo dovodi do nastanka IR, dok IR, ¢ini se,

pogorsava Stetne efekte gojaznosti (Smir¢i¢ Duvnjak 2004, Grundy 2004).

1.3.1.1. Insulinska rezistencija

Najprihvacenija hipoteza koja opisuje patofiziologiju MS bazira se na IR. Naime,

IR predstavlja smanjenu sposobnost insulina da u uobi¢ajenim koncentracijama realizuje
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periferno iskoriS¢avanje glukoze, Sto se ispoljava hiperinsulinemijom na taSte kako bi se

odrzala euglikemija (Maffeis et al. 2008).

U IR se javlja smanjena permeabilnost ¢elijske membrane za glukozu, manje ili
viSe izrazeno u svim ¢elijama u organizmu, ali prevashodno u jetri, skeletnim misi¢ima i
pankreasu (Reaven 2004). Sto je IR izraZenija, sve je manja apsorpcija glukoze od strane
¢elija u organizmu, a sve je veca frakcija koja ostaje da cirkuliSe. To ima za posljedicu sve
vece 1 vece lucenje insulina, a u daljem toku, iscrpljivanje kompenzatornih mehanizama
beta Celija pankreasa, Sto na kraju rezultuje hiperglikemijom. Na taj nain pacijent
postepeno ulazi u glukoznu intoleranciju i kona¢no u dijabetes melitus tipa 2 (Nesto 2003,

Reaven 2004).

Smatra se da u patofizioloSkoj osnovi IR stoje dva glavna procesa: lipotoksicnost i
glukotoksicnost (Smir¢i¢ Duvnjak 2004). Pod pojmom lipotoksi¢nosti podrazumijeva se
ucinak povisenog nivoa neesterifikovanih slobodnih masnih kiselina (NSMK) u krvi, koje
se oslobadaju iz masnog tkiva, ili pove¢anog unutarcelijskog sadrzaja masti, na razli¢ita
tkiva, prevashodno na jetru, misSi¢e i pankreas (Eckel 1989). PoviSen nivo NSMK
suprimira procese oksidacije glukoze i glikogeneze, a stimuliSe glikogenolizu, Sto zajedno
sa IR dovodi do pojave hiperglikemije (Jensen et al. 1989, Smir¢i¢ Duvnjak 2004, Eckel et
al. 2005, Kim et al. 2006).

Pod pojmom glukotoksi¢nosti podrazumijeva se doprinos hiperglikemije pojavi IR.
Hronic¢na izloZenost hiperglikemiji ispoljava svoje negativne efekte na mnogim tkivima, a
naroCito na jetri, miSi¢ima i pankreasu, sinhrono efektima hiperlipidemije (Smircic-
Duvnjak 2004). Hiperglikemija na nivou ¢elije aktivira sporedni glukozamin-6-fosfatni put
Sto dovodi do smanjenja nivoa adenozin-trifosfata (ATP) 1 inhibicije prenosa insulinskog
signala od receptora do transportera glukoze (Flakoll et al. 2004). Nastala hiperglikemija
podstice hiperinsulinemiju, kao i posljedi¢no iscrpljivanje beta ¢elija pankreasa. Padom
nivoa insulina u krvi smanjuje se njegova antilipoliticna funkcija, Sto uslovljava
intenzivnije stvaranje i1 luCenje masnih kiselina, prevashodno iz adipocita. Takode,
hiperglikemija povratno blokira oksidaciju masti doprinose¢i odrzavanju povisenog nivoa
NSMK u krvi. Hiperglikemija i poviSene NSMK indukuju oksidativni stres i
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proinflamatorno stanje (Jensen et al. 1989, Smirci¢ Duvnjak 2004, Eckel et al. 2005, Kim
et al. 2006).

1.3.1.2. Visceralna gojaznost

Gojaznost se definiSe kao oboljenje nastalo usljed prekomjernog nakupljanja
masnih depoa u tijelu, koje oste¢uje zdravlje 1 dovodi do brojnih komplikacija (Jansen et
al. 2002). Razlikuju se dva tipa gojaznosti: centralni i periferni. Centralni tip, koji se jo§
naziva visceralnim, abdominalnim ili androidnim tipom gojaznosti, karakteriSe se
nakupljanjem masti u centralnim regionima tijela, ramenom pojasu, abdomenu i oko
unutrasnjih organa. Periferni tip gojaznosti, koji se jo§ naziva i ginoidnim ili potkoznim
tipom, ispoljava se uglavnom u gluteofemoralnoj regiji i veoma rijetko ispoljava

metaboli¢ke komplikacije (Jansen et al. 2002).

Visceralno masno tkivo je kompleksan, esencijalan i visoko aktivan metabolicki i
endokrini organ. Osim adipocita, sadrzi vezivno-tkivni matriks, nervno tkivo, stroma
vaskularne ¢elije 1 imune celije. Ove komponente funkcioniSu kao jedinstvena cjelina

(Kershaw et Flier 2004).

Patofizioloski doprinos visceralnog masnog tkiva nastanku MetS ogleda se u
¢injenici da ono kod gojaznih osoba predstavlja sjediSte zapaljenskog procesa niskog
intenziteta, infiltrisano zapaljenskim c¢elijama, prevashodno makrofagima (Wisse 2004,
Kershaw et Flier 2004, Paoletti et al. 2006).Adipociti i makrofagi masnog tkiva produkuju
mnoge bioloSki aktivne supstance, razliCitih funkcija, medu kojima su najznacajniji
adipocitokini: leptin, adiponektin, interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze tumora alfa (TNF-
a) koji imaju znacajnu ulogu u patofiziologiji MetS (Wisse 2004, Kershaw et Flier 2004,
Paoletti et al. 2006).

Visceralno ili centralno masno tkivo mozZe se jednostavno klinicki mjeriti
odredivanjem obima struka (OS) (Wisse 2004, The IDF 2005). OS odrazava abdominalno
potkozno 1 visceralno masno tkivo i predstavlja opsti pokazatelj ukupnog centralnog

(trunkalnog) masnog tkiva (Reilly et Rader 2003). Zna se da je OS kod odraslih bolji
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pokazatelj nakupljanja visceralnog masnog tkiva u odnosu na indeks tjelesne mase (engl.
body mass index, BMI) (Pouliot et al. 1994). Stoga, on predstavlja i bolji pokazatelj rizika
za razvoj razli¢itih oboljenja, medu kojima su KVB i dijabetes melitus tipa 2. Ovome u
prilog idu i radovi koji ukazuju da je mjerenje stepena centralne distribucije masnog tkiva
vrlo znacajno za ranu detekciju zdravstvenih rizika, ¢ak 1 medu onima koji su fizioloski
uhranjeni prema BMI (Hsieh et al. 2000). Medutim, uprkos vaznosti koju ima gojaznost,
ne treba gubiti iz vida da i pacijenti s normalnom teZinom mogu imati insulinsku

rezistenciju (Ruderman et al. 1998).

1.3.1.3. Dislipidemija

Tipi¢ni lipidni poremecaji u MetS su poviSen nivo triglicerida (Tg)
(hipertrigliceridemija) i snizen nivo lipoproteina velike gustine (engl. high density
lipoproteins, HDL) (Shankar et Sundarka 2003, Grundy 2004, Smir¢i¢-Duvnjak 2004).
Ovi poremecaji su uvrSteni u kriterijume za dijagnostiku MetS. PoviSena vrijednost
lipoproteina male gustine (engl. low density lipoproteins, LDL) nije kriterijum za

dijagnozu MetS, ali ako se javi, ima klini¢ki znacaj.

Poremec¢aj metabolizma masti u MetS posljedica je rezistencije adipocita na
insulin. U stanju IR izostaje inhibitorni u¢inak insulina na lipazu osjetljivu na hormon u
masnom tkivu, te se ubrzanom lipolizom oslobada u cirkulaciju povecana koli¢cina NSMK
(Shankar et Sundarka 2003). Povecan priliv NSMK u jetru, te IR u istoj, dovode do
povecane sinteze Tg i povecane sekrecije Tg bogatih lipoproteina veoma male gustine
(engl. very low density lipoproteins, VLDL) i apoproteina B-100 u krv. U krvotoku nastaje
interakcija izmedu VLDL 1 HDL pri ¢emu dolazi do transfera holesterolskih estara iz HDL
u VLDL, a Tg prelaze iz VLDL u HDL. Pored toga, VLDL reaguje i sa LDL prenose¢i mu
takode dio svojih Tg. Nastaju male, guste LDL-Cestice koje su podloznije oksidaciji i
odlaganju u zidove krvnih sudova pomocu specificnih LDL-receptora. Poveéano odlaganje
ovih Cestica, uz toksi¢ni efekat na endotel, osnova je izrazitog aterogenog djelovanja.
Ovim procesima nastaju karakteristicni poremecaji metabolizma masti u IR, koji se
manifestuju poviSenjem nivoa Tg, sniZzenjem zaStitne HDL frakcije holesterola i
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poviSenjem nivoa proaterogenih LDL cestica u serumu (Shankar et Sundarka 2003,

Grundy 2004, Smir¢i¢-Duvnjak 2004).

1.3.1.4. Arterijska hipertenzija

Vise razli¢itih mehanizama je odgovorno za poviSeni krvni pritisak u MetS. Naime,
smatra se da poviSene vrijednosti cirkuliSu¢eg leptina mogu dovesti do stimulacije
simpatickog nervnog sistema, a time i do posljedi¢ne vazokonstrikcije (Vorgucin 2010).
Tom procesu moze doprinijeti i insulin jer njegova funkcija da stimuliSe simpatikus, ¢ini
se, ostaje oCuvana u uslovima IR (Anderson et al. 1991, Egan 2003). Takode, postoje
podaci koji ukazuju da masne kiseline mogu dovesti do relativne vazokonstrikcije
(Tripathy et al. 2003). S druge strane, endotelna disfunkcija, nastala usljed IR, dovodi do
smanjene produkcije azotnog oksida (NO), inace mo¢nog vazodilatatora. Isto tako, postoje
istrazivanja koja ukazuju da je u MetS povecana produkcija vazokonstriktora kao Sto su
angiotenzin II, endotelin-1, cikloksigenazni 1 lipoksigenazni produkti metabolizma
arahidonske kiseline, itd. Adipociti luenjem citokina stimuliSu sekreciju

mineralokortikosteroida (Shankar et Sundarka 2003, Vorgucin 2010).

1.3.1.5. Ostali patogenetski mehanizmi u MetS

MetS se povezuje 1 sa nizom drugih poremecaja koji nisu obuhvaceni
dijagnostickim kriterijumima za MetS, ali se smatraju dijelom kompleksne patogeneze

ovog sindroma.

Zapaljenje — U MetS 1 gojaznosti postoji hroni¢no zapaljenje niskog intenziteta
koje doprinosi nastanku i napredovanju ateroskleroze. Zapaljenje se moze dokazati ¢itavim
spektrom biohemijskih markera koji su poviSeni u navedenim oboljenjima: C-reaktivni
protein (CRP), leukociti, fibrinogen, D-dimer, IL-6, TNF-a, amiloid A itd. Visoko
senzitivni CRP (hsCRP) je nezavisni prediktor budu¢ih KVB, a takode ima prognosticku
vrijednost (Festa et al. 2000, Grundy 2004, Paoletti et al. 2006).
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Prokoagulantno stanje - Mehanizam nastanka prokoagulantnog stanja u MetS je
multifaktorijalan 1 ukljucuje: endotelnu disfunkciju, povecanu aktivnost trombocita,
poviSenu koncentraciju fibrinogena, poviSenu koncentraciju inhibitora plazminogenskog
aktivatora 1 (engl. Plasminogene Activator Inhibitor-1, PAI-1) i posljedi¢nu
hipofibrinolizu (Grundy 2004, Vorgucin 2010).

Endotelna disfunkcija - U stanju IR dolazi do inhibicije normalnog signalnog puta
fosfatidilinozitid 3-kinaze (engl. PIl-3-kinase), a kompenzatorna hiperinsulinemija
stimuliSe signalni put mitogenom-aktivirane protein kinaze s (MAPKs) koji posreduje
mitogeni i prokoagulantni efekat insulina (Low Wang et al. 2004). U endotelnim ¢elijama
se smanjuje sinteza azot monoksida (NO), a ravnoteza u krvnim sudovima se pomjera u
korist vazokonstrikcije 1 oksidativnog stresa. Ovome doprinose i adipocitokini, udruzeni sa
inflamacijom, disfunkcijom endotela i trombozom, uklju¢uju¢i PAI-1, TNF-ai IL-6.
Ubrzani proces ateroskleroze u IR posljedica je hiperkoagulabilnosti, poremecaja
fibrinolize 1 kombinacije oSteCenja endotela s hroni¢nim, supklinickim zapaljenskim
procesom, oksidativnim stresom 1 hiperglikemijom (Smir¢i¢ Duvnjak 2004, Low Wang et

al. 2004).

Transkripcioni faktori - Novija otkrica ukazuju na znacajnu ulogu jedarnih
receptora PPAR (engl. peroxisome proliferator-activated receptors) o, y i & u patogenezi

metabolickog sindroma (Grundy 2004).
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Slika 7A. Patofiziologija MetS (insulinske rezistencije)
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Slobodne masne kiseline (SMK) se oslobadaju u visku iz visceralnog masnog tkiva. U jetri
SMK dovode do povecanog oslobadanja glukoze, triglicerida (Tg) i lipoproteina veoma
male gustine (VLDL). Posljedi¢no nastaje poremecaj metabolizma lipida sa smanjenjem
koncentracije lipoproteina velike gustine (HDL) i povecanjem koncentracije lipoproteina
male gustine (LDL). SMK takode smanjuju insulinsku senzitivnost u miSi¢ima inhibiSuci
insulinom posredovano preuzimanje glukoze. Udruzeni poremecaji ukljucuju smanjenu
sintezu glikogena u jetri i povecano odlaganje Tg u masnom tkivu. Hiperglikemija, i u
odredenoj mjeri povecana serumska koncentracija SMK, dovode do povecanog
oslobadanja insulina iz pankreasa i posljedicne hiperinsulinemije. Hiperinsulinemija
uzrokuje povecanu reapsorpciju natrijum hlorida i povecava aktivnost simpatickog
nervnog sistema (SNS) i na taj nacin doprinosi nastanku hipertenzije.
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Slika 7B. Patofiziologija MetS (insulinske rezistencije)
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modifikovano prema Eckel-u i saradnicima (2005);

Udruzeno sa insulinskom rezistencijom (IR), uzrokovanom povecanim oslobadanjem SMK,
djeluju parakrini i endokrini faktori proinflamatornog stanja. Adipociti i makrofagi
visceralnog masnog tkiva produkuju, izmedu ostalog, i interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze
tumora alfa (TNF-a), koji pogorSavaju IR i povecavaju oslobadanje SMK. U krvi povecana
koncentracija IL-6 i drugih citokina stimuliSe oslobadanje glukoze i VLDL iz jetre, te
pogorsava IR u miSi¢ima. Citokini i SMK takode povecavaju stvaranje fibrinogena i
aktivatora inhibitora plazminogena (PAI-1) u jetri, pored ve¢ prisutne povecane
produkcije PAI-1 u masnom tkivu.To uzrokuje nastanak protrombotskog stanja u MetS.
Smanjeno stvaranje citokina adiponektina, koji povecava osjetljivost receptora za insulin i
ima anti-inflamatorna svojstva, takode je povezano sa MetS i doprinosi njegovom nastanku
i razvoju.

1.3.2. Posljedice MetS

Kardiovaskularna oboljenja — MetS viSestruko povecava rizik od aterosklerotskih
kardiovaskularnih oboljenja (Grundy et al. 2005). Pacijenti koji boluju od MetS tri puta
cesce obolijevaju i dva puta ¢eS¢e umiru od sréanog udara ili ishemijskog mozdanog udara

(IMU) u odnosu na ispitanike bez prisustva MetS (IDF 2005). Pored velikih arterija i
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arterija srednje veliine postoje dokazi da komponente MetS oStecuju 1 mikrovaskulaturu
(Krentz et al. 2009). Smatra se da su isti patogenetski mehanizmi ukljuceni u oStecenje
mikro- 1 makrovaskulature. Mikrovaskularne komplikacije, kao S§to su nefropatija i

autonomna neuropatija, doprinose pojavi i progresiji ateroskleroze (Krentz et al. 2009).

Dijabetes melitus tipa 2 — Epidemioloske studije su pokazale da bolesnici sa MetS
pet puta CeSce obolijevaju od dijabetes melitusa tipa 2 u odnosu na ispitanike bez prisustva

MetS (The IDF 2005).

Kognitivni poremecaji — Sve veéi broj studija ukazuje na znacaj MetS i1 njegovih
pojedina¢nih komponenti u razvoju kognitivnog ostecenja, kako kod odraslih tako i kod
djece 1 adolescenata (Yates et al. 2012). MetS povecava rizik od nastanka kognitivnog
poremecaja povezanog sa starenjem, blagog kognitivnog poremecaja (BKP), vaskularne
demencije (VaD) i Alzheimer-ove bolesti (AB) (Frisardi et al. 2010, Misiak et al. 2012). U
literaturi se navodi da MetS dovodi do vizuospacijalnih, egzekutivnih 1 mnestickih
poremecaja, te do smanjene brzine procesuiranja informacija i pada sveukupnog

intelektualnog funkcionisanja (Yates et al. 2012).

Kognitivni poremecaji mogu biti direktna posljedica pojedinih komponenti MetS
kao §to su zapaljenska reakcija u visceralnom masnom tkivu povezana sa poremecajem
sinteze niza adipokina i citokina i posljedi¢nim zapaljenjem u mozgu, IR mozdanog tkiva i
hiperinsulinemija, poremecaj metabolizma lipida u mozgu, direktan efekat hiperglikemije 1
poviSenog krvnog pritiska. Pored toga, moguce je i posredno dejstvo patogenetskih
mehanizama povezanih sa MetS kao Sto su oksidativni stres, poremecaj osovine
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda, poremecaj cerebrovaskularne reaktivnosti i
karotidna bolest (Frisardi et al. 2010, Yates et al. 2012, Misiak et al. 2012, Ashrafian et al.
2013, Calvo-Ochoa et al. 2015, Kim et al. 2015).

Bihevioralni poremecaji — Izmedu MetS 1 razliCitih bihevioralnih poremecaja
postoji dvosmjerna povezanost (Pan et al. 2012, Nousen et al. 2013, Vancampfort et al.
2014, Mansur et al. 2015). Ucestalost MetS je veca kod bolesnika sa velikim depresivnim
poremecajem (VDP) u odnosu na kontrolne ispitanike uparene po godinama i polu (Pan et

al. 2012, Vancampfort et al. 2014). Osobe sa VDP imaju oko 50% ve¢i rizik za pojavu
39



gojaznosti u odnosu na opstu populaciju, a prekomjerna tezina i gojaznost povecavaju rizik
za pojavu znacajnih depresivnih simptoma (Mansur et al. 2015). Postoje studije koje
pokazuju vecu ucestalost MetS ili njegovih pojedinih komponenti kod oboljelih od
anksioznosti, bipolarnog poremecaja, sindroma poremecaja paznje/hiperaktivnosti 1
poremecaja iz spektra autizma, kao 1 shizofrenije (Nousen et al. 2013, Vancampfort et al.

2014).

Osnova ove povezanosti nije potpuno poznata, ali se smatra da navedeni
bihevioralni poremec¢aji 1 MetS imaju zajednicke geneticke 1 sredinske faktore.
Psihosocijalni stres, traume iz djetinjstva, razvojni poremecaji, socio-ekonomski faktori,
poremecaji endokrine i1 imuno-inflamatorne regulacije, poremecaji neuronskih mreza,
transmiterskih sistema 1 energetskog metabolizma mozga mogu biti u osnovi i
psihijatrijskih oboljenja i MetS (Pan et al. 2012, Nousen et al. 2013, Vancampfort et al.
2014, Mansur et al. 2015).

Sindrom policisticnih ovarijuma — Izmedu MetS 1 sindroma policisticnih
ovarijuma (engl. polycystic ovary syndrome, PCOS) postoji dvosmjerna povezanost. Zene
sa PCOS imaju vecu ucestalost MetS, a isto tako zene koje boluju od MetS obi¢no imaju
reproduktivne i endokrinoloske poremecaje koji su tipi¢ni za PCOS. Sustina veze izmedu

ova dva sindroma jo$ uvijek nije potpuno poznata (Caserta et al. 2014).

Nealkoholno masno oboljenje jetre — lako bez sumnje postoji povezanost izmedu
MetS i nealkoholnog masnog oboljenja jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease,
NAFLD) jo§ uvijek nije jasno da li je NAFLD samo jo$ jedna od manifestacija ovog
kompleksnog sindroma, ili mu prethodi i predisponira njegov nastanak. Smatra se da je IR

u jetri klju¢na u nastanku oba patoloska stanja (Lonardo et al. 2015, Asrih et al. 2015).

Sindrom apneje u spavanju — Oboljeli od MetS imaju visoku ucestalost sindroma
apneje u spavanju (engl. obstructive sleep apnea, OSA) koja se kre¢e do 60% (Drager et al.
2013). Veza izmedu ova dva sindroma je dvosmjerna. Gojaznost i MetS predisponiraju
pojavu OSA, a povremena hipoksija koja se javlja u sklopu OSA pogorsava metabolicke
poremecaje povezane sa MetS. Kod MetS bolesnika OSA je nezavisno povezana sa

hiperglikemijom, hipertrigliceridemijom, markerima zapaljenja, endotelnom disfunkcijom,
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smanjenom elasticnos¢u zida arterija i1 aterosklerozom (Drager et al. 2013, Bonsignore et

al. 2013).

Maligniteti — Postoje podaci da prisustvo MetS povecava rizik od pojave
maligniteta, posebno karcinoma debelog crijeva (Bastie et al. 2012, Esposito et al. 2013).
Ova povezanost bi se mogla objasniti kroz uticaj gojaznosti, posebno visceralne, sa
poremecajem sinteze niza citokina (leptin, adiponektin, IL 6, TNFa), fizickom
neaktivno$¢u, prisustvom hiperglikemije i dislipidemije, hormonalnim poremecajima
(hiperinsulinemija, povecana ekspresija receptora za insulinu sli¢an faktor rasta 1 (engl.

insulin-like growth factor 1, IGF-1) (Mendonca et al. 2015).

Polineuropatija — Ranije studije su utvrdile povezanost izmedu hroni¢ne idiopatske
aksonalne neuropatije 1 hipertrigliceridemije, kao 1 povezanost neuropatije sa
hiperholesterolemijom i MetS u cjelini (Teunissen et al. 2002, Hughes et al. 2004, Smith et
al. 2008). Pojedini autori smatraju da bi hiperlipidemija mogla biti confounding faktor u
razvoju polineuropatije koja je u suStini izazvana supklinickom IR 1 glukoznom
intolerancijom. Medutim, hipertrigliceridemija je identifikovana kao nezavisni faktor rizika
za razvoj neuropatije u dijabetesu, pa se ne moze iskljuciti ni direktan uticaj

hiperlipidemije na nerve i njihove krvne sudove (Tesfaye et al. 2005).

1.4. Metabolicki sindrom u miotoni¢nim distrofijama
U literaturi postoji malo podataka kada je u pitanju prisustvo MetS i njegovih

komponenti kod oboljelih od MD1. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da je MD2 kao poseban
entitet otkrivena znatno kasnije u odnosu na MD1, u literaturi gotovo da ne postoje podaci
o metabolickim 1 kardiovaskularnim faktorima rizika i njihovim posljedicama u ovoj
bolesti. Pored toga, nepoznate su sli¢nosti i razlike u tom pogledu izmedu ova dva tipa

distrofija.

U jedinoj studiji koja je ukljucila 36 MD1 bolesnika, prosjecne starosti 42 godine,
ucestalost MetS je bila 41% Sto je znacajno viSe u odnosu na opstu populaciju (Shieh et al.

2010). Kako MD spadaju u heterogenu grupu neuromisi¢nih bolesti (NMB) koje dijele
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neke zajednicke kliniCke karakteristike, odredeni rezultati studija, u koje su ukljuceni
bolesnici sa razlicitim NMB, mogu biti primijenjeni i na MD bolesnike. UopSteno, oboljeli
od NMB imaju vec¢u ucestalost kardiovaskularnih i metabolickih komplikacija u odnosu na
opStu populaciju, Sto je uglavnom posljedica miSi¢ne slabosti, zamora i posljedicno

smanjene pokretljivosti (Aitkens et al. 2005, Pruna et al. 2011).

Aitkens je sa saradnicima ispitivala prisustvo kardiovaskularnih i metabolickih
faktora rizika, fizicku aktivnost i sa njom povezanu energetsku potroSnju kod 11 bolesnika
sa razli¢itim sporo progresivnim NMB (Aitkens et al. 2005). Ucestalost MetS prema
NCEP kriterijumima (engl. National Cholesterol Education Program) kod ove grupe
bolesnika bila je visoka i iznosila je 55% (Aitkens et al. 2005). Pored toga, sve pojedinac¢ne
komponente MetS bile su ¢es¢e kod bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu zdravih. Od
pojedinacnih komponeti MetS najzastupljenija je bila dislipidemija sa snizenim nivoom
HDL holesterola i povisenim Tg. Ukupna energetska potroSnja bila je znacajno manja kod
bolesnika sa NMB u odnosu na zdrave ispitanike. Autori zakljucuju da je kod bolesnika sa
NMB osnovni uzrok metaboli¢kih poremecaja smanjena fizicka aktivnost. Naime,
ispitivani bolesnici su veéinu vremena provodili u sedentarnim aktivnostima kao $to su

spavanje, lezanje ili sjedenje.

Pored sedentarnog nacina Zivota koji je zajednicki imenitelj za mnoge progresivne
neuromis$i¢ne bolesti, postoje 1 drugi, kompleksni, patogenetski mehanizmi koji mogu biti
specificno odgovorni za nastanak MetS u MDI1. Pored direktnog uticaja molekularno-
genetickih karakteristika bolesti (izmjene alternativnog splajsinga i haploinsuficijencije
DMPK gena), pokazan je i znacaj razlicitih endokrinih i citokinih faktora: testosterona,
kortizola, adrenokortikotropnog hormona, glukagonu sli¢nog peptida 1, leptina,
adiponektina, faktora tumorske nekroze, kao 1 poviSene aktivnosti enzima 11[-

hidroksisteroid dehidrogenaze (Rakocevic Stojanovic et al. 2010).

Na osnovu Sturih literaturnih podataka, moze se zakljuciti da izmedu MD1 1 MD2
bolesnika postoji razlika u ucestalosti i profilu metabolickih 1 hemodinamskih poremecaja i
sa njima povezanih komplikacija. lako je miSi¢na slabost kod oboljelih od MD2 manje
izrazena u odnosu na one sa MD1, a samim tim sedentarni nacin Zivota vjerovatno manje
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zastupljen, izgleda da bolesnici sa MD2 ¢es¢e imaju metabolicka oSte¢enja (Heatwole et al.

2011, Udd et Krahe 2012).

1.4.1. Insulinska rezistencija i MD

Karakteristika MD1 jeste prisustvo izrazene IR sa posljediénom kompenzatornom
hiperinsulinemijom (Fernandez-Real et al. 1999, Johansson et al. 2002, Rakocevic
Stojanovic et al. 2010). Smatra se da je osnovni uzrok IR u MDI izmijenjen alternativni
splajsing za insulinski receptor, sa predominacijom embrionalne forme istoga (engl. insulin
receptor type A, IR-A), koji se karakteriSe manjom osjetljivos¢u na insulin. Ova forma
insulinskog receptora ima dva puta veci afinitet za insulin, brzu internalizaciju 1 vrijeme
reciklaze u odnosu na B tip insulinskog receptora, ali 1 manji signalni kapacitet, uklju¢ujuci
dva puta manju aktivnost tirozin kinaze (Savkur et al. 2001). Medutim, uprkos izrazenoj
IR, oboljeli od MDI1 obi¢no imaju normalan oralni test tolerancije glukoze (engl. oral
glucose tolerance test, OGTT) usljed kompenzatorne hipersekrecije insulina od strane
pankreasa, a ucestalost dijabetes melitusa kod MD1 bolesnika nije ve¢a u odnosu na opstu
populaciju 1 iznosi 0-6,5% (Johansson et al. 2002, Rakocevic Stojanovic et al. 2010). I
druge potencijalne uzroke IR u MDI treba uzeti u obzir, posebno poremecaj sekrecije
insulina od strane pankreasa, smanjenje misSi¢cne mase zbog distroficnog procesa 1
smanjene fiziCke aktivnosti (Krentz et al. 1990, Perseghin et al. 2004, Cruz Guzman Odel

etal. 2012).

Prema nekim studijama IR nije dominantan metabolicki poremecaj kod oboljelih
od MDI, nego je to poremecaj sekrecije insulina od strane f Celija pankreasa pracen
povecanom plazmatskom koncentracijom proinsulina, kao i nenormalno velikim ranim
sekretornim odgovorom pankreasa nakon OGTT (Perseghin et al. 2003). Ova razlika, u
odnosu na druge studije koje naglasak stavljaju na IR, objasnjena je ¢injenicom da MD1
bolesnici imaju smanjenu tjelesnu masu bez masne komponente $to je uzrok precijenjenih
vrijednosti IR (Perseghin et al. 2003, Perseghin et al. 2004, Cruz Guzman Odel et al.

2012). Patoloski obrazac sekretornog odgovora f ¢elija penkreasa bi se mogao objasniti
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poremec¢ajem DMPK koja ima bitnu ulogu u homeostazi kalcijuma, kako u skeletnim

misi¢ima, tako 1 u f ¢elijama pankreasa (Cruz Guzman Odel et al. 2012)

Oboljeli od MD1 c¢esto imaju povisene vrijednosti leptina u krvi, a studije su
pokazale da postoji negativna korelacija izmedu nivoa leptina i insulinske senzitivnosti, 1
pozitivna korelacija izmedu nivoa leptina i nivoa insulina u krvi (Gomez et al. 1999,
Rakocevic Stojanovic et al. 2010). Nije u potpunosti poznato da li hiperinsulinemija
povecava nivo leptina, ili je obrnut slucaj (Gomez et al. 1999, Rakocevic Stojanovic et al.

2010).

Insulinska rezistencija je Cesta i u MD2 1 sre¢e se kod oko tri Cetvrtine oboljelih
(Day et al. 2003). Smatra se da je najznacajniji uzrok poremecaja metabolizma glukoze
prisustvo forme insulinskog receptora sa smanjenim signalnim kapacitetom (IR-A), §to je
praéeno dvostruko nizom aktivnoscéu tirozin kinaze (Savkur et al. 2004). Navedeni
patogenetski mehanizam je identi¢an kao kod MD1, ali neki autori navode da je ucestalost
dijabetes melitusa tipa 2 znatno ¢eS¢a u MD2 1 srece se kod oko petine bolesnika (Day et
al. 2003, Turner et Hilton-Jones 2010). Uzroci ove razlike u ucestalosti manifestnog

dijabetesa nisu poznati.

1.4.2. Gojaznost i MD

Oboljeli od MD1 imaju pove¢an BMI, veci obim struka i vec¢i procenat tjelesne
masti od zdravih ljudi uparenih po polu i starosti (Rakocevic Stojanovic et al. 2010, Pruna
et al. 2011). U studiji Pruna-e i saradnika, 50% MDI bolesnika bilo je u kategoriji
prekomjerno uhranjenih (BMI>25 kg/m®), a 25% je bilo patoloski gojazno (BMI>30
kg/m?). Prisustvo gojaznosti je pogorsavalo veé postojecu fizicku onesposobljenost (Pruna
et al. 2011). Sli¢no prethodnoj studiji, Kaminsky sa saradnicima je u grupi od 106 MD1
bolesnika ustanovio prekomjeran BMI kod 26% ispitanika (Kaminsky et al. 2011). U
ranije pomenutoj studiji (Shieh et al. 2010) prosjecna vrijednost OS kod MD1 bolesnika je
bila 94,3 cm, uz BMI 27,2 kg/m*. Kompjuterizovana tomografija (KT) abdomena u nivou

pupka pokazuje povecan nivo visceralnog masnog tkiva kod MD1 bolesnika u poredenju
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sa zdravim kontrolama. Koli¢ina ovog masnog tkiva je pozitivno korelisala sa nivoom

glikemije na OGTT, nivoom serumskih Tg i holesterola (Llagostera et al. 2009).

Pored prisustva gojaznosti, oboljeli od MDI imaju i poremecaj tjelesne
kompozicije u smislu smanjenja regionalnog (ruke, noge i trup) udjela nemasnog tkiva, uz
povecanje udjela masnog tkiva u odnosu na zdrave kontrole (Cruz Guzman Odel et al.
2012). Povec¢an udio masnog tkiva se javlja ¢ak 1 kod onih bolesnika koji imaju normalan
BMI i normalnu koli¢inu visceralne masti, prije svega zbog masne degeneracije miSi¢nog

tkiva (Perseghin et al. 2004).

Obicno se smatra da je gojaznost posljedica fizicke neaktivnosti usljed miSi¢ne
slabosti, ali je pokazano da ¢ak 1 bolesnici sa blagom formom bolesti mogu biti gojazni
(Gagnon et al. 2013). Zbog toga je potrebno razmotriti i druge moguée uzroke gojaznosti
kod ovih bolesnika, ukljucujuéi i socio-ekonomske. Oboljeli od MD obicno imaju nizi
socio-ekonomski status i sa njim povezane zivotne navike, kao Sto je konzumiranje

visokokalori¢ne hrane bogate mastima i ugljenim hidratima (Gagnon et al. 2013).

U pojedinim studijama, BMI kod oboljelih od MD2 je bio sli¢an kao kod bolesnika
sa MD1 (Tieleman et al. 2011), ali se klinicki sti¢e utisak da su MD2 bolesnici ceSce
gojazni. Medutim, s obzirom na mali broj podataka u literaturi u vezi sa ovom
problematikom, potrebna su dalja istrazivanja da bi se utvrdile sli¢nosti i razlike izmedu

MD1 i MD2 u pogledu ucestalosti gojaznosti.

1.4.3. Arterijska hipertenzija i MD

U opstoj populaciji arterijska hipertenzija je najucestalija pojedinacna komponenta
MetS (Oljjhoek et al. 2004, Da Silva et al 2007). Sa druge strane, oboljeli od MD1 rijetko
imaju povisen krvni pritisak (Harper 1989, Matsumura et al. 2009, Peric et al. 2013a). Na
eksperimentalnom modelu transgenog misa sa pojacanom ekspresijom humane DMPK O'
Cochlain i saradnici su uo¢ili znacajno nizi krvni pritisak u odnosu na divlje kontrole. Ovi
autori su zakljucili da promjene u glatkim miSi¢ima arterija zbog pojacCane ekspresije

DMPK gena uzrokuju smanjen tonus i posljedi¢nu arterijsku hipotenziju koja se Cesto
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srece kod MD1 bolesnika (O'Cochlain et al. 2004). Niske prosjecne vrijednosti sistolnog
pritiska od 110 mmHg i dijastolnog pritiska od 66 mmHg, koje je Shieh sa saradnicima
ustanovio kod MD1 bolesnika, u skladu su sa eksperimentalnim zapazanjima O' Cochlain-

a (Shieh et al. 2010).

Ucestalost arterijske hipertenzije u MD?2 je znatno ve¢a nego u MD1 1 dostize ¢ak

50% kod oboljelih sa teSkim elektrokardiografskim promjenama (Ha 2012).

1.4.4. Dislipidemija i MD

Prema veéini istraZivanja, oboljeli od MDI1 imaju dislipidemiju karakterisanu
visokim vrijednostima Tg i LDL holesterola (Aitkens et al. 2005, Heatwole et al. 2006,
Peric et al. 2013a). U studiji Kaminsky-og i saradnika ucestalost hipertrigliceridemije kod
MD1 bolesnika je bila 48%, a hiperholesterolemije 21% (Kaminsky et al. 2011). Heatwole
je sa kolegama u svom radu ispitivao laboratorijske abnormalnosti kod MD1 bolesnika i
ustanovio hipertrigliceridemiju kod 31% muskaraca i 50% Zena, dok je 41% muskaraca i
43% Zzena imalo poviSen nivo holesterola u serumu (Heatwole et al. 2006). U ranije
pomenutoj studiji MD1 bolesnika prosje¢ne vrijednosti ukupnog holesterola, HDL, LDL i
Tg su bile: 10,83 mmol/L, 2,83 mmol/L, 6,16 mmol/L i 9 mmol/l (Shieh et al. 2010).
Pojedina istrazivanja, medutim, nalaze normalnu lipidemiju u MD1 navode¢i da se masti
kod ovih bolesnika prvenstveno nalaze u vidu adipoznih depoa ¢ime se krvni sudovi Stite

od toksicnog dejstva lipida (Perseghin et al. 2004).

Hipertrigliceridemija i hiperholesterolemija su vjerovatno ¢eS¢e u MD2 nego u
MDI. U studiji Heatwole-a i saradnika, 63% MD?2 bolesnika imalo je povisene vrijednosti

serumskog holesterola, a 26% poviSene vrijednosti Tg (Heatwole et al. 2011).

1.4.5. Posljedice MetS kod MD bolesnika
Prisustvo aterosklerotskih promjena nije tipi¢no za oboljele od MD1 (Harper 1989,

Rakocevi¢ Stojanovi¢ 2011), a mnogobrojne studije pokazaju da MetS promovise i

ubrzava njihov nastanak u opstoj populaciji (Handelsman et al. 2009). Iako je ocigledna
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diskrepanca izmedu povecane ucestalosti pojedinith komponenti MetS 1 odsustva
ateroskleroze kod oboljelih od MDI1, do sada nisu sprovedena istrazivanja koja bi

rasvijetlila navedeno.

Sa druge strane, u nekim istrazivanjima kod oboljelih od MD1 uocena je korelacija
izmedu MetS 1 prisustva nealkoholne masne degeneracije jetre (Shieh et al. 2010), kao 1
izmedu MetS 1 polineuropatije (Peric et al. 2013b). Pojedini autori spekuliSu o uticaju

MetS na kognitivno funkcionisanje oboljelih od MD1 (Meola et Sansone 2007).

Postoje podaci prema kojima je u MD2, za razliku od MDI, ucestalost
ateroskleroze i koronarne src¢ane bolesti povec¢ana (Udd et Krahe 2012). Medutim, nema

preciznih podataka o komplikacijama metabolickog sindroma u MD.
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2 - CILJEVI

1. Odredivanje prisustva metabolickog sindroma i njegovih pojedina¢nih komponenti
kod bolesnika sa miotoni¢nom distrofijom tipa 1 i tipa 2 u poredenju sa kontrolnim

ispitanicima.

2. Ispitivanje povezanosti socio-demografskih i klini¢kih karakteristika oboljelih od

miotonic¢ne distrofije sa prisustvom metaboli¢kih poremecaja.

3. Analiza uticaja metabolickog sindroma i njegovih pojedina¢nih komponenti na
sr¢anu strukturu i1 funkciju, respiratornu funkciju, stanje krvnih sudova o¢nog dna 1

periferni nervni sistem bolesnika sa miotoni¢nim distrofijama.

4. Analiza uticaja metabolickog sindroma i njegovih pojedinacnih komponenti na
stanje krvnih sudova vrata i mozga, opterecenje hiperintenznim lezijama bijele
mase mozga, kao 1 na kognitivne i1 bihevioralne poremecaje kod bolesnika sa

miotoni¢nim distrofijama.

5. Analiza uticaja metaboli¢kog sindroma i1 njegovih pojedina¢nih komponenti na

kvalitet Zivota oboljelih od miotoni¢nih distrofija.
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3 - MATERIJAL Il METODE

Istrazivanje je sprovedeno kao studija slucaja i kontrola na Klinici za neurologiju
Klini¢kog centra Srbije (KCS), a uz odobrenje Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u
Beogradu. Svi bolesnici, kao i kontrole, su bili detaljno upoznati sa ciljevima i
metodologijom istrazivanja, te su potom dobrovoljno potpisali informisani pristanak za
ucesce u istrazivanju.

Prvu eksperimentalnu grupu je ¢inilo 77 MDI1 bolesnika sa adulthom formom
bolesti (poc¢etak nakon desete godine zivota), a drugu 47 MD2 bolesnika. Svi bolesnici su
bili pregledani ambulantno ili tokom hospitalizacije na III odjeljenju Klinike za
neurologiju KCS u periodu od 01.01.2015. do 31.12.2015. godine. Dijagnoza bolesti kod
obe eksperimentalne grupe postavljena je na osnovu tipicne klinicke slike 1
elektrofizioloSkog ispitivanja, a potvrdena odgovaraju¢im molekularno-genetickim
analizama. Iz studije su bili iskljuc¢eni bolesnici mladi od 18 godina, kao i MD1 i MD2
bolesnici sa drugim somatskim, neuroloskim i psihijatrijskim oboljenjima koja nisu dio
multisistemske afekcije u miotonicnim distrofijama. Pored toga, u studiju nisu bili

ukljuceni ni bolesnici sa kongenitalnom i djec¢ijom formom MD1.

Imaju¢i u vidu da se prvi simptomi MD?2 javljaju u kasnijem Zivotnom periodu i da
u ovoj grupi oboljelih postoji predominacija Zena u odnosu na MD1, nije bilo moguce da
se konsekutivno odabrani bolesnici sa MD1 i MD2 upare po polu i starosti. Iz istih razloga
su bile formirane dvije kontrolne grupe: kontrolnu grupu 1 ¢inilo je 77 ispitanika uparenih
po polu, starosti i obrazovanju sa oboljelima od MD1, a kontrolnu grupu 2 ¢inila su 94
ispitanika uparena po istim parametrima sa oboljelima od DM2. Kontrolne grupe su
saCinjavali ¢lanovi porodica oboljelih 1 zaposleni na Klinici za neurologiju kojima je
anamnestickim putem bilo iskljueno postojanje tezeg somatskog, neuroloSkog i
psihijatrijskog oboljenja. Svi kontrolni ispitanici bili su po polu i starosti upareni sa MD

bolesnicima.
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3.1. Molekularno-geneticka analiza MD
Kao bioloski materijal koriStena je periferna krv, te je od svakog bolesnika

uzorkovano 5 ml krvi. Natrijum-citrat u koncentraciji od 0,38% (w/v) koriSten je kao
antikoagulans. Svi uzorci su do finalne analize ¢uvani na -20° C, a DNK je iz krvi

izolovana neposredno pred molekularno-geneticku analizu.
3.1.1. Izolovanje genomske DNK iz limfocita periferne krvi

Upotrebom QlAamp DNA mini kita (QIAGEN, Njemacka), a po uputstvu
proizvodaca, izolovana je genomska DNK. Ovaj kit je namijenjen za brzu izolaciju ukupne
DNK (genomska, viralna, mitohondrijalna) iz pune krvi, plazme, seruma, taloga leukocita,
kostane srzi, drugih tjelesnih teCnosti, kultivisanih celija, tkiva 1 forenzickih uzoraka.
Ovako izolovana DNK je odgovarajuceg kvaliteta da se moZe upotrijebiti za PCR (engl.
polymerase chain reaction) i Southern blot metodu. Ako se kao bioloski materijal koristi
puna krv, oko 6 pg ukupne DNK moze se dobiti iz 200 pl krvi. Prilikom izolacije DNK iz
pune krvi lizirani su limfociti pomocu pufera za lizu u prisustvu proteinaze K, a potom je
lizat centrifugiranjem propusten kroz mini spin kolonice pri ¢emu se DNK vezala za
silikonsku membranu kolonice, a ostale komponente ¢éelija prosle su kroz nju. Pomocéu
odgovarajuc¢ih pufera DNK je isprana od proteina i drugih agenasa koji bi mogli negativno
uticati na PCR reakciju. Na kraju, precis¢ena DNK je eluirana sa membrane u adekvatnom

puferu ili redestilovanoj vodi.

Spektrofotometrijom, koja se zasniva na mjerenju koli¢ine svjetlosti koju neka
supstanca apsorbuje na odredenoj talasnoj duzini, ispitan je kvalitet 1 koli¢ina izolovane
DNK. Koncentracija ispitivane materije jednaka je koli¢ini apsorbovane svjetlosti
koriStenjem filtera odgovarajuce talasne duzine, a nukleinske kiseline apsorbuju na 260
nm. Odgovaraju¢om formulom izraCunata je koncentracija DNK. Pomocu apsorbance
izmjerene na talasnim duzinama od 230, 280 1 340 nm odredena je Cistoca DNK uzorka.
Poznato je da na 230 nm apsorbuju fenolatni anjon, tiocijanat i peptidi, na 280 nm
apsorbuju fenol i proteini, dok apsorbancija na 330 nm 1 viSe ukazuje na prisustvo Cestica u

rastvoru koje rasijavaju svetlost u vidljivom spektru (npr. soli). U naSem istrazivanju
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koriStene su plasticne kivete Uvette (Eppendorf, Njemacka) i spektrofotometar

BioPhotometer Plus (Eppendorf, Njemacka).
3.1.2. Repeat primed-PCR (RP-PCR) u dijagnostici MD

Region introna 1 gena CNBP u kome dolazi do ekspanzije CCTG ponovaka
umnozavan je konvencionalnom PCR metodom koris¢enjem prajmera MD2-for i MD2-rev
(Radvansky et al. 2011). PCR reakcija vrsena je u zapremini od 10 pl i sadrzala je 50 ng
genomske DNK, 1xPCR Buff A (Kapa Biosystems), 2 mM MgCl, (Kapa Biosystems);
150uM deoksiribonukleotida (Fermentas); 0,2uM prajmera i 0,25 U Taq polimeraze (Kapa
Biosystems). Svi bolesnici kod kojih je detektovan samo jedan normalan MD2 alel dalje su
analizirani RP-PCR metodom, koja je izvodena sa 3' kraja MD2 alela uz koris¢enje
prajmera MD2-rev, MD2-CCTG-for i P3 (Radvansky et al. 2011). PCR je vrSen u finalnoj
zapremini od 10 pl, a reakciona smjesa je sadrzavala 50 ng genomske DNK, 1xPCR Buff
A (Kapa Biosystems), 2 mM MgCl2 (Kapa Biosystems); 150uM deoksiribonukleotida
(Fermentas); 0,05uM prajmera MD2-CCTG-for; 0,2uM prajmera MD2-rev; 0,3uM
prajmera P3; 1,5M betaina i 0,25 U Taq polimeraze (Kapa Biosystems). Za oba PCR
protokola primjenjivan je sljedec¢i temperaturni profil: 3 min inicijalne denaturacije na
97°C, 30 ciklusa denaturacije na 95°C/1 min, hibridizacija prajmera na 60°C u trajanju od
I min i ekstenzija na 72°C tokom 1 min. Finalna ekstenzija vrSena je inkubiranjem na
72°C/60 min, a uzorci su ¢uvani na 4°C do fragment analize. Umnozeni PCR produkti
razdvajani su kapilarnom elektroforezom korisS¢enjem genetickog analizatora (ABI-3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems) uz primjenu odgovarajuceg standarda za duzinu
DNK (Gene Scan 500 Lize Size Standard, Applied Biosystems). Dobijeni rezultati

analizirani su pomocu softvera GeneMapper (Applied Biosystems).
3.1.3 Southern blot produkata dobijenih metodom long-range small-pool PCR kod
bolesnika sa MD1 (,,brojanje ponovaka*)

U molekularno-genetickoj dijagnostici MD1 koristili smo long-range small-pool
PCR (LR-SP-PCR) metodu, koja podrazumijeva PCR amplifikaciju sekvenci obi¢no vecih
od 5 kb (long range) iz malih alikvota (Small pool), koji sadrze svega 3 pg do 1,2 ng DNK
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koja je digerirana odgovaraju¢im enzimima (Gomes-Pereira et al. 2004). Dobijeni produkti
se na agaroznom gelu razdvajaju pomocu elektroforeze, a detektuju Southern blot
hibridizacijom u uslovima koji omogucavaju identifikaciju produkta koji nastaje
umnozavanjem samo jednog DNK molekula. Pomoc¢u ove metode moguca je detaljna
kvantifikacija stepena heterogenosti veliine alela u ispitivanom uzorku 1 detekcija kako

Cestih varijanti, tako i alela prisutnih u malom broju ¢elija.

Molekularno-geneticka analiza zapoceta je digestijom genomske DNK
restrikcionim enzimom EcoR1, koji uzvodno i nizvodno od (CTG)n ponovaka u DMPK
genu sijece DNK na restrikcionim mjestima. Ova digestija je bila uslov da bi se u prvim
ciklusima LR-SP-PCR omogucila kompletna denaturacija malog broja molekula genomske
DNK, a to je MDr i MDg prajmerima omogucilo efikasno vezivanje za ciljne sekvence u
uzorku. Da bismo utvrdili efikasnost enzimske digestije i kvantitet DNK, poredili smo
digerirane uzorke sa digeriranom genomskom DNK poznate koncentracije od 2,5 ng/ul
(K562 DNK, Promega, SAD) poslije elektroforeze na 2% (w/v) agaroznom gelu,
izlaganjem gela ultraviolentnom (UV) svjetlu na transiluminatoru (HVD Life Sciences UV

Transilluminator).

Od ovako digerirane genomske DNK pripremili smo seriju razblaZenja sa
koncentracijama od 6 pg/ul do 3 ng/ul. LR-SP-PCR je izvoden u tankozidnim
mikrotubama od 0,2 ml u volumenu od 12,5 pl na opremi GeneAmp PCR System 9700
(Life Technologies, SAD). PCR se sastojao od tri faze: inicijalne denaturacije, ciklusa
umnozavanja DNK i finalne ekstenzije. Nakon ove faze LR-SP-PCR produkti su
elektroforetski razdvojeni na agaroznom gelu koncentracije 1,2% (w/v) u kadici duzine 20
cm tokom 16-18 sati. Na agarozni gel je, pored uzorka, dodavan i DNK standard za
veli¢inu koji je bio obiljeZzen na 3’ kraju digoksigenin-ddUTP-om (DIG-ddUTP; DNA
Molecular Weight Marker X (0,07-12,2 kbp), Roche Applied Science, Nemacka), kao i
neobiljezeni DNK standard za veli¢inu (50bp DNA Ledder Mix, O’Gene Ruler, Fermentas,
Njemacka).

Nakon elektroforetskog razdvajanja DNK fragmenti su bili denaturisani zbog
pripreme za hibridizaciju sa probom. Jednolan¢ana DNK se tokom transfera jace vezivala
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za membranu, $to je omogucilo uklanjanje rezidualne DNK, a gel je potom bio ispran i
neutralisan. DNK fragmenti su zatim bili prenijeti sa gela na najlonsku membranu uz
pomo¢ metode reverznog kapilarnog transfera (Southern blotting). Da bi se izmedu na
ovakav nacin prenijete DNK i membrane stvorile kovalentne veze membrana je sa obe
strane bila izlagana UV talasima talasne duzine 254 nm u trajanju od pet minuta, a potom
je bila isprana 1 postavljena u prehibridizacioni rastvor koji je sadrzavao i1 blokirajuci

reagens ¢ime su nespecificna mjesta za vezivanje DNK na membrani bila blokirana.

Uslijedila je hibridizacija sa denaturisanom (CAG);, probom (sadrzi triplete
komplementarne tripletu CTG), koja je prethodno na 3' kraju obiljezena sa digoksigeninom
(DIG-ddUTP). U hibridizacionom rastvoru, zbog blokade vezivanja probe za membranu 1
druge molekule DNK, nalazio se blokiraju¢i reagens, a nakon obavljene hibridizacije

membrana je isprana da bi se otklonila nevezana i nespecifi¢no vezana proba.

Za detekciju (CAG),; probe korisStena je metoda hemiluminiscencije. Zbog blokade
nespecifi€nih mjesta za vezivanje antitijela na membrani ona je bila prelivena sa 2% (w/v)
rastvorom za blokiranje, a zatim sa rastvorom antitjela na DIG-ddUTP konjugovanih sa
alkalnom fosfatazom (anti-DIG-AP, Roche Applied Science, Njemacka). Nevezana
antitijela su uklonjena ispiranjem membrane, a poslije toga je bio primijenjen pufer za
detekciju i odgovaraju¢i hemiluminiscentni supstrat za alkalnu fosfatazu, CDP-star (Roche
Applied Science, Njemacka). Da bi se pojavile trake koje odgovaraju ekspandiranim CTG
ponovcima u mracnoj komori je vrSena ekspozicija rendgenskog filma u trajanju od pola
sata, potom je film razvijen ispiran, fiksiran i ponovo ispiran. Tako dobijeni filmovi su bili

fotografisani digitalnim aparatom.

U programu TotalLab 1.1, demo verzija, odredivana je veli¢ina ekspanzije CTG
ponovaka. Trake dobijene kod bolesnika poredene su sa standardnim ladder M10 koji
sadrzi trake poznate veliCine, a izraCunavanje veli¢ine CTG ekspanzije u PCR produktima
zasnivalo se na Cinjenici da je veli€ina trake u baznim parovima jednaka 112 baznih parova
+ 3 x (CTG),, Za MDI1 bolesnike racunat je srednji broj ponovaka u svim prikazanim

alelima.
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Southern blot analiza nije sprovedena kod bolesnika sa MD2. S obzirom na to da
broj ponovaka kod ovih bolesnika dostize nekoliko hiljada, te da postoji izrazena somatska
nestabilnost mutiranog alela, ova metoda nije prikladna u dijagnostici MD2 (Meola et
Cardani 2015). Pored toga, smatra se da broj CCTG ponovaka u CNBP genu kod bolesnika
sa MD2 nije u korelaciji sa godinama pocetka bolesti niti sa tezinom klinicke slike (Turner
et Hilton-Jones 2010), tako da nam Southern blot ne bi ni pruzio dodatne znacajne

informacije.

3.2. Analiza sociodemografskih i klinickih karakteristika bolesnika
U opsti upitnik su uneseni podaci o svakom ispitaniku koji su dobijeni

strukturisanim razgovorom ljekara sa bolesnikom, ¢lanovima njegove uze porodice ili
njegovateljem. Upitnik je sadrzavao sociodemografske podatke o polu, starosti,
obrazovanju, zanimanju bolesnika i njegovom bracnom statusu. Takode, prikupljeni su
znacajni podaci o samoj bolesti: starost na pocetku MD1 1 MD2, prvi simptom bolesti i

trajanje bolesti do momenta ispitivanja.

Nakon anamneze svaki bolesnik sa MD1 je pregledan od strane neurologa i na
osnovu stepena misi¢ne slabosti svrstan u jednu od pet kategorija Skale za procjenu
misSic¢ne slabosti (engl. Muscular Impairment Rating Scale, MIRS). MIRS skala stepenuje
misSi¢ne tegobe u MD1 u skladu sa karakteristicnom progresijom slabosti od distalne ka

proksimalnoj muskulaturi i prihvacéena je od strane stru¢ne javnosti (Mathieu et al. 2001):

I stadijum - klinicki se ne zapaza slabost miSica, a dijagnoza MDI1 se postavlja na

osnovu EMG nalaza i DNK analize;

IT stadijum - nema slabosti distalne muskulature, izuzev ponekad prisutne blage
slabosti fleksora prstiju Saka; prisutna slabost misi¢a lica, vilice, nepca i mm.

sternocleidomastoideusa, kao i miotonija;

III stadijum - prisutna je distalna slabost miSi¢a sa mogu¢om izolovanom slabos¢u

m. tricepsa brachii od proksimalnih miSic¢a;
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IV stadijum - pored distalne, moze se zapaziti i blaga do umjerena slabost

proksimalne muskulature;

V stadijum - prisutna znacajna proksimalna miSi¢na slabost (ocjena 3 ili manje od
ukupno 5 prema Medical Research Council (MRC) skali za procjenu misi¢ne snage

(Medical Research Council, 1976); bolesnik je obi¢no vezan za invalidska kolica.

Prednosti ove skale su njena jednostavnost za primjenu i objektivnost u procjeni

stepena i distribucije miSi¢ne slabosti (Mathieu et al. 2001).

Kako se MIRS ne moze koristiti u MD2, miSi¢nu snagu kod ovih bolesnika smo
procjenjivali prema MRC skali koja ima raspon od 0 do 5 (0=bez pokreta, S=normalna
snaga). Manuelno testiranje miSi¢ne snage kod svih pacijenata je vrSeno od strane dva
neurologa. Bilateralno su ispitani sljede¢i mis$iéi: abduktori i adduktori nadlaktica, fleksori
1 ekstenzori podlaktica, fleksori i ekstenzori Saka, dugacki fleksori i ekstenzori prstiju Saka,
oponensi palca, abduktori i adduktori prstiju Saka, fleksori, ekstenzori, abduktori i
adduktori natkoljenica, fleksori i ekstenzori potkoljenica, plantarni i dorzalni fleksori
stopala. Ukupni stepen motorne slabosti je analiziran tako Sto je kod svih MRC skor
najslabijih miSica proksimalne i distalne miSi¢ne grupe ruku i nogu sabiran, te je dobijen
odgovarajuéi zbir, sa maksimalnim skorom koji je bio 20. Sto je skor bio manji, to je

stepen miSi¢ne slabosti bio izrazeniji (Peric et al. 2015b).

3.3. Elektrofizioloska ispitivanja
U cilju postavljanja dijagnoze MD igleno EMG ispitivanje je obavljeno kod 75

MD1 (97%) 1 42 MD?2 bolesnika (89%), u Kabinetu za elektromioneurografiju Klinike za
neurologiju KCS na aparatu Viasys Synergy. Ispitivanje su obavili neurolozi sa
viSegodiSnjim iskustvom u elektromioneurografiji. Zbog neprijatnosti procedure dva

pacijenta su odbila EMG ispitivanje.

Kombinovani nalaz elektricne miotonije 1 miopatije na EMG, uz tipi¢nu klinicku
sliku, bio je patognomonican za dijagnozu miotoni¢ne distrofije (Harper 2001). Elektri¢na
miotonija se karakteriSe visokofrekventnim repetitivnim potencijalima frekvencije od 20
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do 80 Hz (Miller 2008). Amplituda i frekvencija ovih potencijala naglo raste postizuci svoj
maksimum, da bi na kraju prolongirano opadala (kreSendo-dekreSendo tok), dajuci
karakteristiCan zvucni efekat bombardera u obruSavanju (Miller 2008). Pojedinac¢ni
miotoni¢ni potencijal ima karakteristike fibrilacije ili pozitivnog o$trog talasa, ali serijsko
praznjenje ovakvih potencijala je jedinstven nalaz na elektromiografiji (Miller 2008).
Elektricnu miotoniju provocira sama insercija igle, ali i kontrakcija misica ili perkusija po

misicu tokom ispitivanja (Miller 2008).

Pored EMG ispitivanja, kod istih bolesnika uraden je i elektroneurografski pregled
(ENG) sa ciljem ispitivanja prisustva polineuropatije. Zbog validnosti dobijenih rezultata
temperatura donjih ekstremiteta je odrzavana iznad 32°C, a gornjih ekstremiteta iznad
33°C. Standardne ENG procedure Kabineta za elektromioneurografiju Klinike za
neurologiju KCS za MD bolesnike podrazumijevaju odredivanje brzine sprovodenja i
amplitude akcionog potencijala senzornih nerava za n.suralis i senzorni dio n.medianus-a,
kao 1 distalne motorne latence, latence F talasa, brzine sprovodenja, prisustva blokova
sprovodenja i temporalne disperzije, te amplitude sloZenog miSi¢nog akcionog potencijala
za Nn.peroneus i motorni dio n.medianus-a. Ovaj protokol je sistematski primijenjen na sva
Cetiri ekstremiteta svakog MD bolesnika. Periferna neuropatija (PNP) i njen tip su
definisani prema smjernicama publikovanim od strane Tankisi-ja i saradnika (Tankisi et al.
2013). Patoloski nalazi ENG ispitivanja na senzornim nervima ukazivali su na senzornu
PNP, na motornim nervima na motornu PNP, a ako je bila prisutna zahvac¢enost i motornih
1 senzornih nerava, to je oznacavano kao senzori-motorna polineuropatija. Prema brzini
provodenja i amplitudi akcionog potencijala dijagnostikovane PNP su klasifikovane kao

primarno demijelizacione, primarno aksonalne ili mjeSovite aksonalno-demijelizacione.

3.4. Analiza prisustva metabolickih poremecaja
Svi bolesnici su bili ispitani na prisustvo MetS, a za dijagnozu MetS koriSteni su

kriterijumi definisani zajednickim saopStenjem Medunarodne federacije za dijabetes,
Ameri¢kog nacionalnog instituta za srce, pluca i krv, Americke asocijacije za srce,

Svjetske asocijacije za srce, Medunarodnog druStva za aterosklerozu i Medunarodne
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asocijacije za ispitivanje gojaznosti (Alberti et al. 2009). Prema tim kriterijumima, MetS je

prisutan ako ispitanik ima najmanje tri od sljedecih pet poremecaja:

1. povecan obim struka: > 94 cm za muskarce, odnosno > 80 cm za Zene;

2. poviSeni Tg u krvi > 1,7 mmol/L (ili uzimanje lijekova za snizavanje Tg);

3. snizen HDL u krvi: < 1,0 mmol/L za muskarce, odnosno < 1,3 mmol/L za Zene;

4. povisen arterijski krvni pritisak: sistolni > 130 mmHg i/ili dijastolni > 85 mmHg

(ili dijagnostikovana arterijska hipertenzija / uzimanje lijekova za hipertenziju);

5. poviSena glukoza u krvi na taste: > 5,6 mmol/L

(ili ranije dijagnostikovan dijabetes melitus tip 2 / uzimanje lijekova za poviSenu glukozu u

krvi).

Obim struka (OS) je izmjeren svim bolesnicima pomocu plasti¢nog, elasti¢nog
centimetra. Prilikom mjerenja ispitanici su bili u stoje¢em stavu sa petama razmaknutim
oko 30 cm. Mjerenje je vrseno u horizontalnoj ravni, na sredini rastojanja izmedu donje
ivice posljednjeg rebra 1 grebena karli¢ne kosti. Iako nije zvanican kriterijum za dijagnozu
MetS, izradunavan je i BMI kao koli¢nik tjelesne mase i kvadrata visine izrazeno u kg/m”.
BMI je odreden kod svih MDI1 bolesnika i1 kod 45 MD2 bolesnika (96%). Kod dva MD2
bolesnika nismo odredili BMI jer su prije predvidenog roka, zbog porodi¢nih problema,
napustili bolnicu. Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), normalna
vrijednost BMI krece se u rasponu izmedu 18,5 i 25,0 kg/m?, osobe sa vrijednostima ispod
18,5 kg/m” smatraju se neuhranjenim, dok osobe sa BMI 25-30 kg/m” imaju prekomjernu
tjelesnu masu, a oni sa BMI preko 30 kg/m2 oznacavaju se kao patoloski gojazni (World

Health Organization, 2004).

Mjerenje sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska je vrSeno Zivinim manometrom.
Prilikom mjerenja ispitanici su bili u sjede¢em polozaju, u stanju relaksacije. Svakom
ispitaniku su vrSena dva mjerenja krvnog pritiska, u razmaku od 5 minuta, a za analizu je

koriStena srednja vrijednost navedenih mjerenja.

Serumske koncentracije ukupnog, HDL i LDL holesterola, kao 1 Tg i glukoze

odredivane su standardnim enzimskim biohemijskim metodama uz spektrofotometrijsko
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mjerenje. Uzorak venske krvi za biohemijske analize je uziman naste, najmanje 12 casova

nakon posljednjeg obroka.

Iz vrijednosti glikemije i insulina naste izraCunavana je i vrijednost HOMA (engl.
Homeostatis Model Assessment) indeksa IR prema formuli: glikemija (mmol/l) x insulin
(mU/1) / 22.5 (Matthews et al. 1985). Vrijednost HOMA indeksa veca od 2,6 smatrana je
znakom IR (Ascaso et al. 2003). Kod svih bolesnika koji ve¢ nisu imali dijagnostikovan
dijabetes melitus, raden je i OGTT. Glikemija je mjerena metodom spektrofotometrije dva
sata nakon ingestije 75 grama glukoze (World Health Organization et International
Diabetes Federation 1999). Vrijednosti glikemije manje od 7,8 mmol/l smatrane su
normalnim, vrijednosti izmedu 7,8 1 11,1 mmol/l ukazivale su na glukoznu intoleranciju, a
vrijednosti preko 11,1 mmol/l su bile dovoljne za postavljanje dijagnoze dijabetesa.
Koncentracija insulina u plazmi mjerena je naste RIA metodom (engl. radioimmunoassay)

(referentne vrijednosti nase laboratorije: 5-25 mIU/I).

Tireoidni status odredivan je metodom karbonilmetaloimunoeseja (CMIA).
Referentne vrijednosti laboratorije su bile 0,89-2,44 nmol/l za T3 (trijodtironin), 2,63-5,7
pmol/l za FT3 (slobodni trijodtironin), 62,7-150,8 nmol/l za T4 (tiroksin), 9,0-19,1 pmol/l
za FT4 (slobodni tiroksin) i 0,35-4,94 mU/I za TSH (tireoidni stimuliSu¢i hormon).

Svim ispitanicima kontrolnih grupa izmjeren je OS i arterijski krvni pritisak, te
odredene serumske koncentracije Tg, HDL holesterola i glukoze, prema istoj metodologiji
kao kod MD bolesnika. Na osnovu izmjerenih varijabli, a prema ranije navedenim

kriterijumima, kod ovih ispitanika je postavljana dijagnoza MetS.

3.5. Ispitivanje multisistemske afekcije
KardioloSko ispitivanje - Svi MD bolesnici su pregledani od strane kardiologa, te

im je uradeno detaljno elektrokardiografsko (EKG) ispitivanje pomoc¢u EKG aparata sa 12
standardnih odvoda. Teski sréani poremecaji registrovani na EKG klasifikovani su prema

Groh-ovim kriterijumima (Groh et. al. 2008). Prema Groh-u i saradnicima, teski EKG

58



poremecaji ukljucuju najmanje jedno od sljedeceg: nesinusni ritam, PR > 240 ms, QRS >

120 ms, AV blok drugog ili treceg stepena.

Kod 73 MDI1 bolesnika (95%) 1 svih MD2 bolesnika sproveden je i
ehokardiografski pregled srca primjenom standardne M mod, dvodimenzionalne i dopler
tehnike na aparatu ProSound Alpha 10 proizvodaca Aloka, Japan. Ovaj pregled nije uraden
kod cetirt MD1 bolesnika zbog tehnic¢kih problema u vezi sa aparatom koji su rijeSeni u
kratkom vremenskom periodu. Prema American Heart Association, vrijednost ejekcione
frakcije lijeve komore (EF LK) izmedu 55% 1 70% smatrana je normalnom

(www.heart.org).

Pulmolosko ispitivanje - Bolesnici su pregledani i od strane pulmologa, te je kod
69 MDI1 (90%) 1 39 MD2 bolesnika (83%) uradeno spirometrijsko ispitivanje disajne
funkcije. Osam MD1 i isto toliko MD2 bolesnika nije pristalo na spirometrijske analize.
Normalnim su smatrane vrijednosti forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) vece od 90% u
odnosu na ocekivane, blago snizenje FVC podrazumijevalo je vrijednosti izmedu 70 1
90%, umjereno sniZzene vrijednosti 50 do 70%, dok je za tesko sniZzenje FVC uzimana

vrijednost manja od 50%.

Oftalmolo$ko ispitivanje - Oftalmoloskim pregledom pomocu Spalt lampe je
ispitano postojanje katarakte, a pomocu oftalmoskopa je uraden pregled krvnih sudova
ocnog dna kod 69 MDI1 (90%) 1 42 MD2 bolesnika (89%). Ovi pregledi su obavljeni od
strane specijaliste oftalmologa. Kod osam MDI1 i1 pet MD2 bolesnika nije bilo moguce

obaviti pregled ocnog dna zbog izrazene katarakte.

Ultrasonografija abdomena - Od strane edukovanog interniste uradena je
ultrasonografija abdomena kod 65 MD1 (84%) 1 43 MD2 bolesnika (91%), te je izmedu
ostalog ispitano postojanje kalkuloze zu¢ne kesice i bubrega. Kod 12 MDI i ¢etiri MD2
bolesnika nije bilo moguce obaviti ovaj pregled zbog tehnickih problema koji su bili brzo

otklonjeni.
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3.6. Ispitivanje afekcije centralnog nervnog sistema
Ultrasonografski pregled krvnih sudova glave i vrata - Od strane eksperta je

uraden ultrasonografski pregled magistralnih krvnih sudova vrata i velikih krvnih sudova

mozga aparatom ProSound Alpha 10 proizvodaca Aloka, Japan.

Kolor-dupleks skeniranjem (CDS) pregledane su magistralne arterije vrata kod 66
MDI1 (86%) 139 MD?2 bolesnika (83%). Kod 11 MDI i osam MD?2 bolesnika ovaj pregled
nije uraden zbog tehniCkih problema. Detaljno su pregledani proksimalni i distalni
segment zajednicke karotidne arterije (lat. arteria carotis communis, ACC), bifurkacija
ACC, proksimalni i distalni segment unutrasnje karotidne arterije (lat. arteria carotis
interna, ACI), proksimalni segment spoljaSnje karotidne arterija (lat. arteria carotis
externa, ACE) i prva tri segmenta ki¢mene arterije (lat. arteria vertebralis, AV), sa obe
strane. Prilikom pregleda registrovana je veliina intimo-medijalnog kompleksa (IMC) koji
se odreduje u B ultrazvuénom modu, a sacinjavaju ga tunica intima i tunica media
arterijskog zida. Prema preporukama eksperata iz 2004. (Touboul et al. 2004) IMC je
mjeren longitudinalnim skeniranjem na po dva mjesta, sa obe strane, unutar distalne ACC,
proksimalne ACI ili bifurkacije, i to u dijelovima bez prisustva plakova. Prema istim
preporukama, IMC je mjeren na zadnjem zidu arterija, a za normalne vrijednost IMC su
smatrane one do 1 mm. Mjeren je dijametar navedenih arterija sa ciljem utvrdivanja
hipoplazije, registrovane strukturne abnormalnosti njihovih zidova, ukljucujuéi prisustvo
plakova, te utvrdivan stepen stenoze lumena. Analizirane su karakteristike protoka u
navedenim aretrijama, te mjerene maksimalne i minimalne brzine protoka (cm/s) u ACI,
prosjecne brzine protoka i index pulsatilnosti (IP) u AV. IP predstavlja pokazatelj otpora

unutar krvnih sudova i izracunava se prema formuli:
IP=Vps—Vimda/ Vpr

Vs — brzina protoka u piku sistole; Vg — brzina protoka u maksimalnoj dijastoli;

Vpr — prosjecna brzina protoka tokom sréanog ciklusa (Gosling et King 1974);

Plakovi se registrovani prema spomenutom konsenzusu (Touboul et al. 2004) gdje

se plakom smatra invazija u lumen od najmanje 0,5 mm ili viSe od 50% u odnosu na
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susjedni IMK. Stepen stenoze ACI odredivan je prema preporukama Granta i saradnika
(Grant et al. 2003), Tabela 1.

Tabela 1. Kriterijumi za procjenu stepena stenoze ACI

Stepen stenoze Strukturni Maksimalna Odnos brzina  Maksimalna
nalaz sistolna brzina uACCiACI brzina protoka
protoka u ACI u ACI na Kkraju
dijastole
I odsustvo stenoze IMK normalan <125 cm/s <2 <40 cm/s
Normalan nalaz Nema plakova
II Stenoza < 50% IMK zadebljan, <125 cm/s <2 <40 cm/s
Prisutan plak <
50%
11 Stenoza 50-69% IMK zadebljan 125-230 cm/s 2-4 40-100 cm/s
Plak vidljiv >
50%
IV Stenoza 70% do Suzenje vidljivo > 230 cm/s >4 > 100 cm/s
subokluzije (do 99%)
> 50%
Izrazeno suzenje  Moze biti visoka, Varijabilan Varijabilno
vidljivo, skoro niska ili se ne
V subokluzija/blizu . .
obliterisana detektuje
okluzije .
arterija
Nema protoka, Nedetektibilan Nije Nije primjenjivo
protok, nema primjenjivo
VI okluzija Vidi se lumen
protoka
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Transkranijalni kolor dopler (TCD) pregled velikih krvnih sudova mozga obavljen
je kod 66 MD1 (86%) 1 38 MD?2 bolesnika (81%). Kod 11 MD1 i devet MD2 bolesnika
ovaj pregled nije uraden zbog tehnickih problema. Standardnim orbitalnim, temporalnim i
subokcipitalnim pristupom pregledane su prednja, srednja i zadnja mozdana arterija (a.
cerebri anterior, media er posterior, ACA, ACM et ACP) sa obe strane, arterija bazilaris
(a. basilaris, AB) i intrakranijalni segmenti obe AV. Registrovane su morfoloske
karakteristike vidljivih segmenata navedenih arterija, analizirane karakteristike protoka sa
odredivanjem prosjecne brzine protoka i IP u svim navedenim arterijama. Na osnovu
navedenih parametara analizirano je postojanje strukturnih abnormalnosti navedenih

arterija (aplazije, hipoplazije...) i utvrdivano prisustvo i stepen stenoze.

MR mozga - Pregled mozga pomo¢u MR uraden je kod 51 MDI1 i 25 MD2
bolesnika (66% 1 53%) sa ciljem analize prisustva i opterecenja hiperintenznim lezijama
bijele mase (HLBM). Kod 26 MD1 i1 22 MD2 bolesnika ovaj pregled nije uraden zbog
prisutnih kontraindikacija od strane bolesnika ili zbog njihovog odbijanja da obave
pregled. Kod svih bolesnika pregled mozga je obavljen na aparatu jacine 1,5 T (Philips
Medical Systems, Achieva). Primijenjene su sljedeée sekvence MR:

1. Trodimenzionalna (3D) T1-TFE (transient field echo) sekvenca sa smjerom faze
anteriorno-posteriorno i sljede¢im parametrima: TR 7,34 ms, TE 3,398 ms, flip angle (FA)
80, veli¢ina matrice 256x256x180, FOV 256x256x180 mm;

2. T2 dual-eho (DE) spin-eho (SE) sa sljede¢im parametrima: vrijeme repeticije
(TR) 3125 ms, vrijeme eha (TE) 20/100 ms, duzina eho voza 6, broj aksijalnih presjeka 44,
debljina presjeka 3 mm, veli¢ina matrice 256x256, polje snimanja (FOV) 240 mm?; ova
sekvenca je primarno koriS¢ena za procjenu optere¢enja HLBM.

Analiza svih snimaka radena je u Institutu za radiologiju KCS od strane dva
radiologa koji nisu imali podatke da li pacijent boluje od MD1 ili MD2. Ukoliko je
postojalo neslaganje u nalazima izmedu ocjenjivaca, zajednic¢ki je donijeto konacno
misljenje. Za kvantifikaciju HLBM koristene su Fazekas-ova skala (Fazekas et al. 1987) i
ARWMC (engl. Age Related White Matter Changes) skala (Wahlund et al. 2001).
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U Fazekas-ovoj skali bijela masa je podijeljena na periventrikularnu bijelu masu
(PBM) i duboku bijelu masu (DBM). Za obe vrste bijele mase postoji gradiranje od 0 do 3
prema karakteristikama i stepenu izraZzenosti HLBM.

1. PBM:

e (= lezije nisu prisutne;

e | =lezije u vidu ,kape” ili lezije ,.kao nacrtane olovkom*;

e 2 =lezije u vidu glatkog ,.haloa* oko komora;

e 3 =iregularni periventrikularni signal koji se prostire u DBM.
2. DBM:

e (= lezije nisu prisutne,

e 1 = tackaste fokalne lezije,

e 2 =pocetne konfluentne lezije,

e 3 =velike konfluentne zone.

Prema ARWMC skali HLBM su definisane kao hiperintenzne promjene >5 mm na
T2, PD (engl. proton density), ili FLAIR (engl. Fluid-Attenuated Inversion Recovery)
sekvenci MR. Mozak je podijeljen u pet regija koje se posebno analiziraju: frontalna,
parijeto-okcipitalna, temporalna, infratentorijalna (mozdano stablo i mali mozak) i1 bazalne
ganglije (striatum, globus palidus, talamus, kapsula ineterna/eksterna i insula). Lezije se
prema veli¢ini gradiraju na skali od 0 do 3.

1. Bijela masa mozga:

e 0 = lezije nisu prisutne,

o 1 =fokalne lezije,

e 2 =pocetne konfluentne lezije,

e 3 =difuzne lezije u cijelom regionu, sa ili bez zahvacenosti U vlakana.
2. Bazalne ganglije:

e (= lezije nisu prisutne,

e 1 =1 fokalna lezija (=5 mm),

o 2 =>] fokalne lezije,

e 3 =konfluentne lezije.
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NeuropsiholoSko testiranje - Za ispitivanje kognitivnih poremecaja kod oboljelih
od MD primijenjen je veliki broj neuropsiholoSkih testova od strane utreniranog
neuropsihologa. Testirana su 63 MD1 bolesnika (82%) 1 40 MD2 bolesnika (85%). 14
MDI i sedam MD2 bolesnika nije pristalo da ucestvuje u neuropsiholoSkom testiranju.
Neuropsiholosko ispitivanje je obavljano u jutarnjim ¢asovima, nakon dorucka, u prijatnoj
1 mirnoj atmosferi, a trajalo je u prosjeku sat i po sa mogué¢noscu pauze od 15 minuta na
zahtjev bolesnika. Pomoc¢u neuropsiholoskih testova procijenili smo opsti intelektualni
nivo, paznju, vizuospacijalne funkcije, pamcenje, egzekutivne i jezi¢ke funkcije, te uradili
kognitivni skrining (Tabela 1). Norme koriStene u primijenjenim testovima dobijene su
testiranjem na velikom wuzorku zdravih ispitanika, a ve¢ duzi period vremena se
primjenjuju i u Srbiji.

Raven-ove standardne progresivne matrice (RSPM) (Raven 1960) koriStene su da
bi se procijenio opsti intelektualni nivo. Ovaj test je koncipiran tako da procjenjuje opstu
intelektualnu sposobnost uz eliminaciju kulturoloskih faktora i smatra se naj¢istijom, ne 1
idealnom, mjerom opsteg faktora inteligencije (faktor G po Spearmanu). Prednost RSPM
lezi u €injenici da ne zahtijeva angazovanje motorike, sloZzene vizuospacijalne analize, kao
ni verbalizaciju. lako se prilikom primjene ovog testa ne ogranicava vrijeme, kod nasih
ispitanika vremenski okvir za njegovu primjenu bio je izmedu 40 minuta i sat vremena.
Dobijeni skorovi su u odnosu na starost bolesnika morali biti prevedeni u percentile, a
patoloskim je smatran skor ispod 25. percentila (Burke 1985).

Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al. 1975) i revidirana verzija
Addenbrooke-ovog testa (engl. Addenbrooke’s Cognitive Examination, ACE-R) (Mioshi et
al. 2006) koristeni su za kognitivni skrining. Prvobitno namijenjen za procjenu tezine
demencije, MMSE je zbog svoje jednostavnosti i prakti¢nosti postao Siroko koris¢en test
za procjenu intelektualnih sposobnosti u neurologiji i psihijatriji. Maksimalan skor na
ovom testu je 30, a ako je on manji od 24 to ukazuje na kognitivni pad (Pavlovi¢ 2003).

ACE-R se koristi kao skrining test u procjeni demencije, ali je isto tako senzitivan i
za utvrdivanje rane kognitivne disfunkcije. Maksimalan broj poena na ovom testu je 100, a

za patolosku je smatrana vrijednost testa manja od 82 poena. Ova grani¢na vrijednost testa
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je visoko senzitivna (84%) 1 specificna (100%) za postavljanje dijagnoze demencije

(Mioshi et al. 2006).

Tabela 2. Neuropsiholoski testovi primjenjivani kod bolesnika sa MD1 i MD2

Opsti intelektualni nivo

Raven-ove standardne progresivne matrice (RSPM)

Kognitivni skrining

Mini Mental State Examination (MMSE)

Addenbrooke-ov test za kognitivnu procjenu — revidirana verzija (ACE-R)

PazZnja

Wechsler-ov individualni test inteligencije (VITI) — Sifra
Trail Maiking Test A (TMT-A)

Vizuospacijalne sposobnosti

Wechsler-ov individualni test inteligencije (VITI) — Kocka mozaik

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

Pamcdenje

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

Egzekutivne funkcije

Trail Making Test B (TMT-B)

Test kontrolisanih usmenih asocijacija rije¢i (SKL)

Wisconsin-ski test sortiranja karata (WCST)

Jezicke funkcije

Test kategorijalne fluentnosti — zivotinje (KF)

Bostonski test imenovanja (BNT)

Paznja u verbalnom domenu ispitivana je testom Sifra iz VITI baterije (Wechsler
1981, Pavlovi¢ 2003), a u vizuelnom dom