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1. Uvod

1. UVOD
1.1. Parkinsonova bolest

1.1.1. Definicija Parkinsonove bolesti

Parkinsonova je bolest kroni¢na neurodegenerativna bolest tipa sinukleopatije koja zahvaca
strukture srediSnjeg i perifernog Ziv€anog sustava s posljedi¢nim razvojem Sirokog spektra
motoric¢kih 1 nemotorickih simptoma (1). Dominantno patoloSko obiljezje bolesti jest gubitak
funkcije dopaminergickih neurona u podrucju substantia nigra pars compacta do kojega dolazi
uslijed odlaganja Lewyevih tjelesaca i Lewyevih neurita u obliku intracitoplazmatskih inkluzija
(2). One u sebi sadrze konformacijski izmijenjene netopive agregate alfa-sinukleina, proteina
vaznog za funkcionalnost sinapsi, ¢ija se uloga u procesu neurodegeneracije i dalje istrazuje (2,
3, 4). Osim struktura dopaminergic¢kog sustava bolest zahvaca 1 nedopaminergicke neurone u
drugim regijama mozga, ali i strukture perifernog i autonomnog ziv¢anog sustava u kojima je

takoder uoceno odlaganje patoloskih oblika alfa-sinukleina (5).
1.1.2. Epidemiologija i etiologija

Incidencija bolesti iznosi od 5/100 000 do 35/100 000 slucajeva godiSnje ovisno o populaciji, a
podaci iz 2016. godine ukazuju na globalnu prevalenciju od 6,1 milijuna pacijenata (6, 7). U
Hrvatskoj je procijenjena prevalencija 15 000 oboljelih, a s obzirom na porast incidencije s dobi
1 starenje populacije, oCekuje se daljnji porast broja oboljelih (7, 8). Osim dobi, vazan rizi¢ni
¢imbenik za nastanak bolesti jest spol te je uoCena 1,6 puta veca incidencija bolesti u muskaraca

u odnosu na Zene (9).

Etiologija bolesti multifaktorijalna je. Opisane genske mutacije koje obi¢no uzrokuju ranu
pojavu bolesti 1 atipi¢ne simptome nalaze se u manjeg broja bolesnika, dok je za veci dio
znacajan utjecaj okoliSnih ¢imbenika (1, 10). Od okolisnih ¢imbenika spominje se izloZenost
toksi¢nim kemikalijama poput pesticida, kloriranih otapala, izlozenost manganu kod radnika u
industriji, zivot u ruralnoj sredini i rad na farmi te ozljede glave godinama prije pojave
simptoma bolesti (1, 11, 12). Opisan je znacajno sniZen rizik za razvoj bolesti u pusaca i osoba
koje svakodnevno unose kofein, a povisen rizik zabiljeZen je u osoba s ve¢im unosom mlije¢nih
proizvoda u prehrani (1). Prehrana bogata vo¢em, povréem i zitaricama uz fizicku aktivnost

smanjuje rizik za razvoj bolesti, izraZenije u muskaraca u odnosu na zene (1, 13).
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Uloga gena u nastanku bolesti varijabilna je te su tako opisane visoko penetrantne mutacije s
autosomno dominantnim nasljedivanjem poput mutacije u genu za alfa-sinuklein SNCA koje
dovode do pojave bolesti u nekim obiteljima, dok je zabiljeZen i Sirok spektar mutacija s
autosomno recesivnim nasljedivanjem u genima PARKIN i PINK1 povezanima s lizosomskom
degradacijom disfunkcionalnih mitohondrija 1 mutacije u DJ-1 genu povezanom s
antioksidativnom obranom (1, 14). Znacajne su i1 mutacije u genu LRRK2 koje utjecu na
pojacanu aktivnost kinaze 1 mutacije gena GBA povezanog s Gaucherovom bolesti koje dovode
do gubitka aktivnosti glukocerebrozidaze u lizosomima (1, 15). Sve je veci naglasak i na
epigenetskim modifikacijama poput metilacije deoksiribonukleinske kiseline, posttranslacijske
modifikacije histona, uloge mikroskopske ribonukleinske kiseline te remodeliranja kromatina

koji mogu utjecati na proces neurodegeneracije regulacijom ekspresije gena (16).

1.1.3. Patogeneza bolesti

U patogenezi bolesti znacajna je uloga odlaganja patoloSkih oblika alfa-sinukleina u
zahvacenim neuronima uz postojanje upalnog procesa i aktivaciju imunolosSkog sustava koji
takoder pridonose nastanku bolesti (17). Alfa-sinuklein je protein normalno prisutan na
presinaptickom kraju neurona u obliku monomera ¢ije funkcije nisu u potpunosti istrazene (17).
Poznato je da sudjeluje u regulaciji funkcije sinapsi, transportu vezikula i oslobadanju
neurotransmitera (17, 18). Takoder u odredenim uvjetima uslijed konformacijskih promjena
oblikuje agregate koji se nakupljaju u neuronima u obliku Lewyevih tjeleSaca i Lewyevih
neurita uzrokuju¢i njihovu disfunkciju (17, 18). Brojni su dokazi koji ukazuju na postojanje
upalnog procesa u zahvac¢enim neuronima na temelju zabiljezenog porasta razine proupalnih
citokina i upalnih medijatora u uzorcima likvora i plazme pacijenata s Parkinsonovom bolesti
(19). Upalnom procesu pridonosi i aktivacija mikroglija, stanica koje poti¢u induciranje
imunoloSkog odgovora, aktivaciju monocita 1 T-limfocita, te astrocita, ¢ija se uloga u procesu

neurodegeneracije i dalje istrazuje (19, 20).

Osim u srediSnjem Ziv€anom sustavu, agregati alfa-sinukleina pronadeni su i u neuronima
perifernog Ziv€anog sustava, autonomnog i enterickog ziv€anog sustava te u krvi i drugim
organima poput koze, zlijezda slinovnica i retine, a klinicki znacaj tih depozita u patogenezi
bolesti 1 dalje se istrazuje (21, 22). Znacajan je utjecaj osovine crijevo-mozak za koju se
pokazalo da utjeCe na proces neurodegeneracije disbiozom crijevne mikrobiote, posljedicne
upale u podrucju intestinalne mukoze koja se neuronima enterickog ziv€anog sustava vagalnim

ziveem prenosi do srediSnjeg ziv€anog sustava, zbog ¢ega brojna istrazivanja upucuju na
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hipotezu o pocetku Parkinsonove bolesti u crijevima sa Sirenjem patoloskog procesa prema

mozgu (21).

1.1.4. Klini¢ka slika 1 dijagnoza

Klinic¢ka slika odlikuje se Sirokim spektrom motorickih i nemotorickih simptoma ¢iji je utjecaj
na sve pokazatelje kvalitete Zivota znacajan, osobito na mentalno zdravlje 1 fizicke funkcije
(23). Od motorickih simptoma prisutni su bradikinezija ili hipokinezija uz tremor i/ili pojavu
rigora (24 - 27). Ti su simptomi obi¢no progresivnog tijeka, Sto posljedi¢no u dijela bolesnika
dovodi i do pojave invaliditeta (24 - 27). Od nemotorickih simptoma prisutni su psihijatrijski
poremecaji, autonomne disfunkcije, poremecaji spavanja, bolni sindrom, osjetni ispadi
(hiposmija, anosmija), kroni¢ni umor, edemi uz promjene lokomotornog sustava (4, 25).
Njihova pojava moZe prethoditi pojavi motorickih simptoma 1 nekoliko godina unaprijed (4,
25). Pojava motoric¢kih simptoma povezuje se s degeneracijom neurona u podrucju srediSnjeg
ziv€anog sustava, dok se nemotoricki simptomi povezuju s pojavom neurodegenerativnih

promjena u neuronima perifernog i autonomnog Ziv€anog sustava (26).

Dijagnoza bolesti postavlja se na temelju anamnesti¢kih podataka i1 klinickog pregleda uz
pomo¢ kriterija Medunarodnog drustva za poremecaje pokreta (engl. Movement Disorder
Society, MDS), koji osim utvrdivanja tipicnih znakova bolesti sadrzavaju i potporne te
iskljucujuce kriterije (27). Prisutnost neuobic¢ajenih znakova bolesti koriStenjem iskljuc¢ujucéih
kriterija usmjerava klini¢ara na iskljucenje atipicnih uzroka parkinsonizma poput multiple
sistemske atrofije, progresivne supranuklearne paralize i kortikobazalne degeneracije (27, 28).
Izazov u postavljanju dijagnoze jest 1 heterogena klinicka prezentacija bolesti te se tako bolest
moze podijeliti u viSe klinickih podtipova s razli¢itim mehanizmima nastanka, klinicke

prezentacije, progresije simptoma i odgovora na terapiju (28).

Cesto se u klini¢koj praksi koristi podjela prema dobi podetka bolesti te se bolesnike klasificira
u grupe s ranim ili kasnim poc¢etkom ovisno o dobi, pri ¢emu se kao rani pocetak bolesti u veéini
studija koristi dob od 40 ili 50 godina (28). U toj skupini bolesnika uocava se sporija progresija
simptoma uz oCuvane kognitivne funkcije u odnosu na bolesnike s kasnim pocetkom bolesti
(28). Brojne su podjele prema tezini motori¢kih i nemotorickih simptoma, poput primjerice
podjele koju su definirali Fereshtehnejad i suradnici, prema kojoj se bolesnike moze klasificirati
u tri podtipa ovisno o tezini motori¢kih oStecenja i prisutnosti nemotori¢kih obiljezja bolesti
poput kognitivnog oStecenja, disautonomije i poremecaja REM-faze spavanja (engl. rapid eye

movement), pri ¢emu se definiraju blagi motoric¢ki-predominantni podtip, intermedijarni i



1. Uvod

difuzni maligni podtip bolesti (29). Kod pacijenata s difuznim malignim podtipom bolesti
uocena je brza progresija motorickih i nemotorickih simptoma bolesti ¢ija je prisutnost bila teza
u trenutku dijagnoze u odnosu na druge podtipove bolesti te CeS€e prisutna kognitivna
disfunkcija (29). Blagi motoric¢ki-predominantni podtip bolesti odlikuju dominantno prisutni
motoricki simptomi bolesti 1 sporija progresija, a intermedijarni tip definiran je ako se bolesnici
ne uklapaju u kriterije za prethodna dva (28, 29). Berg 1 suradnici definiraju bolesnike ovisno
0 mjestu pocetnog nakupljanja depozita alfa-sinukleina na brain-first i body-first-podtip bolesti,
pri ¢emu brain-first-podtip bolesti odlikuje prisutnost patoloskih depozita alfa-sinukleina u
prodromalnoj fazi na razini srediSnjeg ziv€anog sustava s anterogradnim Sirenjem prema
periferiji mehanizmom sli¢nim Sirenju priona, dok body-first-podtip bolesti odlikuje prisutnost
neurodegenerativnih promjena u neuronima enterickog Zziv€anog sustava s retrogradnim
Sirenjem vagalnim Zivcem i simpati¢kim spletom u strukture sredi$njeg ziv€anog sustava (30).
Brain-first-podtip bolesti uslijed primarnog zahvacanja struktura srediSnjeg ziv€anog sustava
odlikuje prvotna pojava motori¢kih simptoma bolesti, a s progresijom bolesti prema periferiji
u kasnijem tijeku pojavljuju se autonomne disfunkcije i REM-poremecaj spavanja, dok je body-
first-podtip bolesti odlikuje pojava REM-poremecaja spavanja i1 autonomne disfunkcije u

prodromalnoj fazi bolesti s kasnijim nastupom motorickih simptoma (30).

1.1.5. Lijecenje bolesti

Lijecenje bolesti kompleksno je i temelji se na farmakoterapiji ¢iji je cilj ucinkovita kontrola
Sirokog spektra motoric¢kih 1 nemotorickih simptoma (9). U ranoj fazi bolesti primjenjuje se
peroralna 1 transdermalna terapija, dok se u uznapredovaloj bolesti primjenjuju specificne
metode lijeCenja poput duboke mozdane stimulacije, intrajejunalne primjene levodope
perkutanom jejunostomom i pumpom, primjene apomorfina injekcijama ili pumpom te
foslevodope supkutano pumpom (9, 31, 32). Uglavnom se koriste lijekovi razli¢itog mehanizma
djelovanja na ravnoteZu neurotransmitera s naglaskom na dopamin i acetilkolin, poput
prekursora dopamina levodope, dopaminskih agonista, lijekova koji blokiraju razgradnju
dopamina (inhibitori monoaminooksidaze B i katehol-o-metiltransferaze), antikolinergika i
lijekova za kontrolu nemotorickih simptoma (anksiolitici, antidepresivi, antipsihotici) (9, 31).
Potpornu terapiju ¢ini unos prehrane bogate antioksidansima za koju se pokazalo da djeluje
neuroprotektivno 1 individualni programi rehabilitacije s ciljem postizanja maksimalnih
funkcionalnih sposobnosti bolesnika (9, 32). U pretklini¢kim i klini¢kim studijama su i nove
terapijske opcije poput genske terapije, terapije mati¢nim stanicama, biotehnoloskim

lijekovima, ultrazvuénim tretmanom 1 aktivhom imunizacijom usmjerenom na alfa-sinuklein
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(9). Budu¢i da do sada nije utvrden jasan etioloski ¢imbenik koji dovodi do nastanka bolesti,
uzro¢no lijeCenje trenutno nije moguce te su sve terapijske mogucénosti usmjerene na kontrolu
simptoma s ciljem postizanja najve¢e moguce kvalitete Zivota bolesnika. Medutim boljim
razumijevanjem patogeneze bolesti ocekuju se novi terapijski ciljevi i pomaci s naglaskom na

preventivne i1 neuroprotektivne mjere (33).

1.2. Gastrointestinalni simptomi u Parkinsonovoj bolesti

1.2.1. Pregled gastrointestinalnih simptoma bolesti

Siroki spektar nemotori¢kih simptoma Parkinsonove bolesti obuhvada i gastrointestinalne
simptome za koje se procjenjuje da su prisutni u 60 do 80 % bolesnika, Cesto se javljaju rano
tijekom bolesti 1 imaju znacajan negativan utjecaj na kvalitetu Zivota bolesnika (34). Kontrola
te skupine simptoma vazna je i zbog rizika od potencijalnog razvoja komplikacija koje ponekad
mogu biti zivotno ugrozavajuce za bolesnike (34). Zahvacenost gornjeg dijela probavnog
sustava ocituje se smetnjama poput sijaloreje, disfagije, gastropareze, mucnine i povrac¢anja, a

zahvacenost donjeg dijela ocituje se najceSce konstipacijom i smetnjama defekacije (35).

1.2.2. Simptomi gornjeg dijela probavnog sustava

Sijaloreja je najceS¢e prisutan nemotori¢ki simptom Parkinsonove bolesti, a nastaje uslijed
zahvacenosti autonomnog ziv€anog sustava i dorzalne motoricke jezgre vagalnog zivca te
moguce uslijed zahvacenosti zlijezda slinovnica u kojima su takoder pronadena Lewyeva
tjelesca (34). NajceSce se uocava u kasnijim stadijima bolesti kao posljedica razvoja disfagije,
ometa bolesnike u svakodnevnim funkcijama poput hranjenja i govora, a u slucaju

neodgovarajuce kontrole moze dovesti i do asfiksije ili aspiracije sline (34, 36).

Disfagija je simptom prisutan u priblizno 50 % bolesnika, a ima slozenu patofiziolosku podlogu
koja se sastoji od motoricke disfunkcije akta gutanja, poremecaja pokreta grkljana, aperistaltike
jednjaka kombinirane s istovremenim ezofagealnim spazmom, a posljedica je zahvacenosti
struktura autonomnog i enterickog ziv€anog sustava (34, 36). Takoder se javlja u kasnijim
stadijima bolesti, a moze uzrokovati komplikacije poput gusenja, razvoja malnutricije,

dehidracije, gubitka na tezini i aspiracijske pneumonije (34, 36).

Odgodeno praznjenje zeluca ili gastropareza pojavljuje se u 90 % bolesnika, a povezuje se sa

zahvacanjem mozdanog debla i autonomnih neurona mijenterickog spleta te moze rezultirati
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razli¢itim klinickim manifestacijama poput mu¢nine, povracanja, bolova u trbuhu, nadutosti,

osjecaja rane sitosti 1 gubitka na tezini (34, 37).
1.2.3. Simptomi donjeg dijela probavnog sustava

Konstipacija je simptom ¢esto prisutan u prodromalnoj fazi bolesti, a nastaje primarno uslijed
usporenog motiliteta probavnog sustava uzrokovanog neurodegeneracijom
intermediolateralnih jezgara ledne mozdine te neurona enterickog Zivéanog sustava od gornjeg
dijela jednjaka do rektuma (38). ViSe istrazivanja ukazuje 1 na rizik od razvoja Parkinsonove
bolesti u zdravih osoba s usporenim praznjenjem crijeva i smetnjama u evakuaciji stolice (35,
39). Primjerice, u muskaraca srednje dobi s konstipacijom uocen je Cetiri puta veci rizik od
razvoja Parkinsonove bolesti tijekom 20 do 25 godina pracenja (35, 39). Komplikacije
nelijeCene konstipacije uklju¢uju megakolon, razvoj intestinalne opstrukcije te, u rijetkim

slucajevima, perforaciju crijeva ili volvulus (40).

Smetnje defekacije takoder su Cest simptom, obi¢no rano prisutan u tijeku bolesti, a nastaju kao
posljedica poremecene relaksacije unutarnjeg i vanjskog analnog sfinktera i poremecaja

koordinacije miSica koji sudjeluju u defekaciji (35).
1.2.4. Malnutricija

Simptomi poput disfagije, mucnine, povrac¢anja i bolova u trbuhu mogu uzrokovati smetnje
hranjenja, smanjenje apetita te rezultirati gubitkom na tezini i malnutricijom koja je znacajan
prediktor razvoja komplikacija, brze progresije bolesti 1 smrtnosti bolesnika, Sto posljedicno
ukazuje na vaznost ranog prepoznavanja i lijeCenja gastrointestinalnih simptoma u bolesnika s

Parkinsonovom bolesti (41).

1.3 Patogeneza gastrointestinalne disfunkcije u Parkinsonovoj bolesti

1.3.1. Braakova hipoteza

Genska podloga uzrok je Parkinsonove bolesti u dijela bolesnika, medutim etiologija je u veceg
dijela bolesnika sporadi¢na te se smatra da u toj skupini okoliSni ¢imbenici imaju znacajnu
ulogu u patogenezi bolesti (42). UoCavanjem gastrointestinalnih simptoma u klini¢koj slici
velikog dijela bolesnika poraslo je zanimanje za istrazivanje patogeneze gastrointestinalne
disfunkcije u Parkinsonovoj bolesti, osobito nakon $to su u neuronima enterickog zivcanog

sustava pronadena Lewyeva tjeleSca (42).
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Braakova hipoteza nastala na temelju istrazivanja istoimenog autora 2003. godine upucuje na
nepoznati patogen, moguce virus ili bakteriju, koji ulazi u organizam posredstvom crijevne
sluznice, gdje uzrokuje upalno zbivanje, oSte¢enje neurona enterickog ziv€anog sustava i,
posljedi¢no, Sirenje patoloskog procesa agregacije alfa-sinukleina prema srediSnjem Zivéanom
sustavu mehanizmom slicnom Sirenju priona (43). Dodatno je 2007. godine postavljena
hipoteza ,,dvostrukog udarca®, prema kojoj sporadi¢ni oblik Parkinsonove bolesti moze
zapocCeti na dva myjesta, ulaskom nepoznatog patogena posredstvom nazalne sluznice s
posljedi¢nim Sirenjem olfaktornim traktom do srediSnjeg ziv€anog sustava ili posredstvom
crijevne sluznice progutanim sekretom ili slinom, gdje je glavna veza izmedu enterickog 1

srediSnjeg ziv€anog sustava vagalni zivac (44).

U prilog toj hipotezi govori 1 uoCena rana pojava oste¢enja njuha 1 gastrointestinalnih simptoma
te autonomne disfunkcije u velikog dijela bolesnika koja prethodi pojavi motoric¢kih simptoma,
kao 1 prisutnost Lewyeve patologije u neuronima olfaktornog trakta i enterickog Ziv€anog

sustava (45, 46).

1.3.2. Alfa-sinuklein u enteri¢kom zivéanom sustavu

Prisutnost depozita alfa-sinukleina u neuronima enterickog zivéanog sustava potvrdena je u
vise animalnih 1 klini¢kih istrazivanja. Primjerice, nakon ucinjene kolonoskopije analiza
bioptic¢kih uzoraka u pacijenata s Parkinsonovom bolesti ukazala je na prisutnost tih depozita u
podrucju ziv€anih vlakana crijevne submukoze, a na Zivotinjskom modelu potvrdena je i
povezanost depozita alfa-sinukleina s oSte¢enjem epitelne barijere crijevne sluznice (47, 48).
Dodatno, u istrazivanju Lebouviera i suradnika dokazano je da gustoca Lewyevih tjeleSaca i
neurita u bioptatima kolona pozitivno korelira s pojavom konstipacije 1 neodgovarajuéim
odgovorom na terapiju levodopom, §to upucuje na povezanost Lewyeve patologije s klinickim

manifestacijama bolesti (49).

U probavnom sustavu kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti dokazan je i promijenjeni sastav
crijevnog mikrobioma te postojanje intestinalne upale uz poveéanu propusnost crijevne
barijere, Sto zajedno pridonosi oksidativnom stresu 1 nakupljanju alfa-sinukleina (50). Smatra
se da promjene crijevnog mikrobioma poticu oksidativni stres i upalu sluznice crijeva, $to
posljedi¢no pridonosi nakupljanju alfa-sinukleina i Sirenju patoloskih depozita iz enterickog

Ziv€anog sustava prema mozgu (42).
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1.3.3. Anatomski putevi Sirenja depozita alfa-sinukleina

Entericki ziv€ani sustav sastoji se od mreze neurona organiziranih u spletove od kojih su
najvazniji plexus myentericus Auerbachi, smjeSten izmedu unutarnjeg kruznog i vanjskog
uzduznog misi¢nog sloja vazan u regulaciji crijevnog motiliteta, vanjski submukozni splet
plexus Schabadasch, smjesten uz kruzni mi$iéni sloj, i unutarnji submukozni splet plexus
submucosus Meissneri, koji regulira sekreciju (51, 52, 53). Braak i suradnici dokazali su
prisutnost patologije alfa-sinukleina u neuronima enterickog ziv€anog sustava i ukazali na
daljnji put Sirenja patologije retrogradno(43, 51, 54). Taj put Sirenja pocinje zahvacanjem
preganglijskih parasimpati¢kih neurona dorzalne motoricke jezgre vagusa, potom
postganglijskih i preganglijskih simpatickih neurona celijacnog ganglija, kraljezni¢ne mozdine
posljedicnim Sirenjem prema srediSnjem Zziv€anom sustavu ranije opisanim prionskim
mehanizmom putem aksonskog i transsinapti¢nog prijenosa (43, 51, 54). Sirenje patologije u
srediSnjem ziv€anom sustavu odvija se iz nizih regija poput amigdale prema substantia nigra

pars compacta te kona¢no do mozdanog korteksa (42, 54).

Ulogu vagusa u Sirenju sinukleopatije dodatno isti¢e studija Svensson i suradnika koja ukazuje
na smanjeni rizik od razvoja Parkinsonove bolesti u bolesnika kojima je u¢injena vagotomija
(55). Studija Beach 1 suradnika takoder opisuje prisutnost sinukleopatije u uzorcima vagusa
uzetima iz Zeluca u preko 80 % pacijenata s Parkinsonovom bolesti i u niti jednog ispitanika iz
skupine zdravih kontrola, $to upuéuje na zahvaéenost vagusa i gastrointestinalnog trakta u
patogenezi bolesti (56). Nadalje, animalne studije ukazuju na mogucu pojavu patologije alfa-
sinukleina u neuronima srediSnjeg Ziv€anog sustava nakon §to se on aplicira na sluznicu Zeluca
1 dvanaesnika, a Sirenje tog procesa nije uoceno u zZivotinja kojima je u¢injena vagotomija (57,

58).

Vazno je istaknuti da, iako je u velikog dijela bolesnika uocena patologija u skladu s Braakovom
hipotezom, dio bolesnika kod kojih su zahvaceni vi§i moZzdani centri ima ocuvanu dorzalnu
motoricku jezgru vagusa, a u dijela bolesnika s Parkinsonovom bolesti nije uoc¢ena nikakva
patologija u enteriCkom ziv€anom sustavu, §to upucuje na to da se ti mehanizmi patogeneze

bolesti ne mogu smatrati jedinstvenim za sve pacijente s Parkinsonovom bolesti (42, 59).

1.3.4. Osovina crijevo-mozak

Pojam osovina crijevo-mozak podrazumijeva mrezu dvosmjerno organiziranih
komunikacijskih veza izmedu gastrointestinalnog i srediSnjeg ziv€anog sustava koju, osim
anatomskih veza s vagusom u sredisStu, ¢ini i imunoloski sustav te endokrine i metabolicke

8
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komponente (60). Zanimanje za taj put komunikacije poraslo je tumacenjem Braakove hipoteze
1 otkricem sinukleopatije u neuronima enterickog ziv€anog sustava, a daljnja istrazivanja
ukazala su da su opisane patoloske promjene u probavnom sustavu prisutne ve¢ u ranoj fazi

Parkinsonove bolesti (61).

U ranoj fazi bolesti opisana je i1 pojava poremecaja spavanja u velikog dijela pacijenata (62).
Naprimjer, poremecaj ponasanja tijekom REM-faze spavanja (engl. REM Behavior Disorder,
RBD) pripada u skupinu parasomnija koje odlikuju zivi snovi (62, 63). Prospektivne studije s
desetogodisnjim prac¢enjem kod takvih poremecaja ukazuju na konverziju u neurodegenerativne
bolesti poput Parkinsonove bolesti, multiple sistemske atrofije i demencije Lewyevih tjeleSaca
u do 80 % pacijenata (62, 63). Uoceno je takoder da je kod pacijenta s REM-poremecajem
spavanja prisutna Lewyeva patologija u bioptatima kolona na razini submukoznih Zlijezda ili
ganglija, isto kao i1 u pacijenata s Parkinsonovom bolesti prije pojave motorickih simptoma,
gdje su takve promjene uocene u bioptatima Zeluca, duodenuma i kolona, $to ukazuje na znacaj

tog oblika patologije u prodromalnoj fazi bolesti (61).

Osim navedenih promjena, u ranoj fazi Parkinsonove bolesti i u skupini pacijenata s REM-
poremecajem spavanja uoceno je ostecenje kolinergicke inervacije na razini crijeva mjerenjem
gustoce acetilkolinesteraze u perifernim organima (64, 65). Takoder pacijenti s Parkinsonovom
bolesti koji su imali poremec¢aj REM-faze spavanja u prodromalnoj fazi imali su zabiljeZenu
oSte¢enu simpaticku inervaciju srca, kao i povecan volumen debelog crijeva s odgodenim
vremenom prolaska sadrzaja kroz crijevo u odnosu na pacijente s Parkinsonovom bolesti kod
kojih nije bio prisutan REM-poremecaj spavanja (61, 66). Kako je u pacijenata bez REM-
poremecaja spavanja u ranoj fazi Parkinsonove bolesti zabiljeZzeno i primarno zahvacanje
srediSnjeg Ziv€anog sustava smanjenjem skladiStenja dopamina u putamenu s kasnijim
gubitkom simpaticke i parasimpaticke inervacije, predlozeno je da se ta skupina pacijenata
definira kao brain-first-podtip Parkinsonove bolesti, odnosno podtip s prvim simptomima na
mozgu (66). S druge strane pacijenti s poremec¢ajem REM-faze spavanja u ranoj fazi bolesti
kod kojih se primarno biljezi gubitak entericke potom i parasimpaticke te simpaticke inervacije
sa zahvacanjem vagusa i kasnijim zahvacanjem struktura sredi$njeg ziv€anog sustava definirani
su kao body-first-podtip Parkinsonove bolesti, odnosno podtip kod kojega su prvi simptomi
tjelesni, te se u njih ocekuje rana pojava gastrointestinalnih simptoma i autonomne disfunkcije
s kasnijim razvojem motorickih simptoma slijede¢i anatomske puteve razvoja bolesti (66). Iako
neuropatoloske studije na uzorcima autopsija govore u prilog navedenom nacinu Sirenja

patologije Lewyevih tjeleSaca te podupiru postojanje dvaju fenotipova bolesti, ovisno o pocetku
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u mozgu ili na periferiji, autori te podjele naglasavaju da izolirane varijacije ili multifokalni
oblici nakupljanja alfa-sinukleina u manjeg broja pacijenata teoretski mogu izazivati atipi¢nu

klini¢ku sliku koja ne slijedi opisane obrasce (66).

Vazna je komponenta komunikacije na osovini crijevo-mozak, osim opisanih anatomskih
puteva, i crijevni mikrobiom, ¢ije promjene utjeu na sastav intestinalne barijere i intestinalnu
permeabilnost, a zna¢ajno je izmijenjen u Parkinsonovoj bolesti (21, 67). Cine ga bakterije,
virusi, gljivice 1 jednostanicni prokarioti, a modificiran je razli¢itim ¢imbenicima poput dobi,
spola, prehrane 1 lijekova (21, 67). Zbog brojnosti crijevnog mikrobioma koji sadrzi oko 35 000
razli¢itih vrsta i1 individualnih razlika, vrlo je zahtjevno utvrditi sastav zdravog mikrobioma i
definirati stanje narusene ravnoteze, poznato i kao disbioza (68). Ipak postoje razlike specifi¢éne
za pojedine bolesti, te je tako u Parkinsonovoj bolesti uoen smanjen sastav bakterija koje
proizvode kratkolancane masne kiseline vazne u regulaciji crijevne barijere, upalnog odgovora
1 opskrbi energije za kolonocite (69). Takoder su uo¢ene smanjene razine maslacne i propionske
kiseline iz skupine kratkolanc¢anih masnih kiselina uz inverznu povezanost razina tih spojeva s

tezinom simptoma Parkinsonove bolesti (69).

Nije poznato je li crijevna disbioza posljedica bolesti ili ju potiCe, ali je dokazano da uslijed
porasta sastava potencijalno Stetnih bakterija s promjenama u metabolizmu kratkolancanih
masnih kiselina disbioza pridonosi oStecenju crijevne barijere, uslijed ¢ega je olakSana
translokacija bakterija 1 endotoksina kroz stijenku crijeva, a posljedi¢no dolazi do
promijenjenog imunoloSkog odgovora i aktivacije proupalnih puteva s kona¢nim osStec¢enjem
epitelnih stanica crijevne sluznice (70). Vise studija ukazuje 1 na znacaj lipopolisaharida,
sastavne komponente stani¢ne stijenke bakterija, koji u uvjetima oSteéene crijevne barijere
prodire u sistemsku cirkulaciju, gdje potice aktivaciju proupalnih citokina, neuroupalu, a na
zivotinjskim modelima uoceno je i da inducira nastanak strukturalnih promjena u alfa-
sinukleinu, uslijed ¢ega se razvija sinukleopatija kakva se uocava i u Parkinsonovoj bolesti (71,

72).

1.4. Znacaj intestinalne upale u Parkinsonovoj bolesti

1.4.1. Upalni odgovor u Parkinsonovoj bolesti

Istrazivanja usmjerena na osovinu crijevo-mozak s naglaskom na promjene u crijevnhom

mikrobiomu potvrduju znacajnu ulogu tih komponenata u patogenezi Parkinsonove bolesti te,
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iako nije jasno $to je pocetni dogadaj u kaskadi koja dovodi do nastanka bolesti, zajednicko
obiljezje je obiljezje tih cimbenika postojanje upalnog procesa koji je prisutan na lokalnoj i

sistemskoj razini i pridonosi razvoju sinukleopatije (69).

Prepoznavanje upalnog procesa kao srediSnjeg dogadaja u patogenezi bolesti potvrdila su
brojna istrazivanja, primjerice, Chen i suradnici ukazuju na povisene razine proupalnih citokina
interleukina 6, interleukina 1B i transformiraju¢eg faktora rasta TGF-B1 (engl. transforming
growth factor-f1) u uzorcima cerebrospinalnog likvora u pacijenata s Parkinsonovom bolesti,
dok je u istrazivanju Qin i suradnika opisan Sirok spektar povisenih razina proupalnih citokina
interleukina 6, ¢imbenika nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF), interleukina 1,
C reaktivnog proteina (CRP), interleukina 10 i interleukina 2 u uzorcima periferne krvi (73,
74). UocCena je 1 povecana ekspresija gena vaznih za sintezu kemokina te povecan broj CD3+
T-limfocita u tkivu crijeva uz povisene markere intestinalne upale poput kalprotektina, zonulina

1 alfa-1-antitripsina, Sto ukazuje na postojanje upalnog procesa i na lokalnoj razini (75, 76).

Dodatno, razli¢iti imunoloski mehanizmi koji ukljuuju 1 urodenu i specifiénu imunost
izmijenjeni su te pridonose napredovanju upalnog procesa poput aktivacije mikroglija stanica,
¢iji se broj povecava kako napreduje degeneracija neurona, a vazne su u produkeiji citokina,
poticanju agregacije alfa-sinukleina i fagocitozi (77). Pojacana je i aktivacija CD4+ i CD8+ T-
limfocita koji se nalaze u ve¢im koli¢inama u mozgu pacijenata s Parkinsonovom bolesti, dok
je broj B-limfocita u krvi smanjen, ali rezultati medu pojedinim istraZivanjima nisu usuglaSeni

(77).

Utvrden je i povecan rizik od razvoja Parkinsonove bolesti u pacijenata s autoimunim bolestima
poput multiple skleroze, Gravesove bolesti, Hashimoto tireoiditisa, perniciozne anemije i
reumatske polimialgije te je genetiCkim studijama utvrdeno nekoliko zajednickih lokusa s
Sec¢ernom bolesti 1. tipa, ulceroznim kolitisom, Crohnovom bolesti i celijakijom (77). Osim
geneticke podloge, uoceno je jos poveznica s upalnim bolestima crijeva, primjerice metaanaliza
Zhu 1 suradnika ukazuje na 28 — 30 % ve¢i rizik od razvoja Parkinsonove bolesti kod pacijenata
s upalnim bolestima crijeva, a istrazivanjem unutar skupine oboljelih od upalnih bolesti crijeva
uoceno je da pacijenti koji su na terapiji blokatorima TNF-a imaju 78 % manji rizik od razvoja
Parkinsonove bolesti u odnosu na pacijente koji ne koriste navedene lijekove, sto sve ukazuje
na doprinos upalnog procesa patogenezi bolesti s naglaskom na intestinalnu upalu, ¢ija se uloga

sve viSe istrazuje (78, 79).
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1.4.2. Intestinalna upala u Parkinsonovoj bolesti

Intestinalna barijera predstavlja mjesto susreta sluznice crijeva s okoli§nim ¢imbenicima poput
kemikalija, prehrambenih komponenti i crijevnog mikrobioma te kao takva ¢ini prvu
obrambenu linijju organizma u susretu s vanjskim patogenima aktivacijom zaStitnih
mehanizama ¢ija je svrha o¢uvanje integriteta barijere i prevencija daljnjeg prodora patogena u

dublje slojeve crijeva 1 sistemsku cirkulaciju (80).

Glavnu komponentu intestinalne barijere ¢ine enterociti, najbrojnije stanice crijevnog epitela,
¢ija je dominantna uloga apsorpcija hranjivih tvari, a medusobno su usko povezani spojevima
kao $to su dezmosomi, zonula ocludens 1 zonula adherens koji ¢ine mehanicku barijeru crijevne
sluznice (80). U upalnim stanjima naruSen je integritet tih medustani¢nih spojeva te je
omogucen laksi prolazak patogena u krvotok (81). Crijevna sluznica sadrzi 1 Panethove stanice
u dnu kripti Cija je svrha proizvodnja antimikrobnih peptida poput defenzina i lizozima u
odgovoru na bakterije 1 bakterijske produkte kao Sto je lipopolisaharid (80). Na sluznici se
nalaze 1 vrcaste stanice koje luce sluz te intraepitelni limfociti i dendriticke stanice ¢ija je svrha

moduliranje imunolosSkog odgovora (80).

Ispod sloja epitela nalazi se lamina propria bogata limfocitima, makrofazima i plazma-
stanicama koji sudjeluju u prirodenom 1 steCenom imunoloskom odgovoru te izlucuju citokine,
kemokine 1 sekretorni imunoglobulin A (sIgA) (82). Vazna komponenta intestinalne barijere
jest 1 sloj sluzi koji prekriva crijevni epitel, a graden je od vanjskog sloja bogatog
mikroorganizmima te unutarnjeg sloja usko vezanog za epitel u kojemu su mikroorganizmi
slabije zastupljeni, a bogat je antimikrobnim peptidima 1 sIgA (80). U stanjima intestinalne
upale dolazi do naruSavanja komponenata intestinalne barijere pojedinacno ili na razini vise
razli¢itih mehanizama, ¢ime je omogucen prodor Stetnih komponenata iz okoliSa u organizam,
a upravo je u Parkinsonovoj bolesti intestinalna upala prepoznata kao jedan od vaznih

¢imbenika u patogenezi bolesti (69).

Istrazivanja na animalnom modelu ukazala su na povezanost intestinalne upale s
dopaminergickom degeneracijom. Primjerice, u studiji Villaran i suradnika na modelu Stakora
s Parkinsonovom bolesti i1 ulceroznim kolitisom uocCena je pojacana degeneracija
dopaminergickih neurona u substantia nigra u odnosu na skupinu bez ulceroznog kolitisa (83).
Nadalje, studija Garrido-Gill i suradnika, takoder na animalnom modelu, ukazuje da je moguc
1 obrnuti slijed dogadaja uoCavanjem porasta markera upale 1 oksidativnog stresa na sluznici

crijeva u zivotinja s centralnom dopaminergickom degeneracijom (84). Navedeni rezultati
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ukazuju na usku povezanost centralne i periferne upale i moguénost dvosmjerne komunikacije

na razini osovine crijevo-mozak.

Patologija alfa-sinukleina takoder je povezana s upalnim zbivanjima na crijevnoj sluznici.
Primjerice, na modelu Stakora izlozenog niskim dozama lipopolisaharida uoceno je povecanje
ekspresije alfa-sinukleina u neuronima mijenteri¢nog spleta u debelom crijevu koje je za
posljedicu imalo i povecanje crijevne propusnosti, dok u uzorcima iz tankog crijeva takve
promjene nisu zabiljezene (84). Tijekom petomjesecnog razdoblja pracenja uocene su i
konformacijski izmijenjene forme alfa-sinukleina takoder u mijenteri¢cnom spletu u uzorcima
iz debelog crijeva, a, iako nije doSlo do dopaminergi¢ne degeneracije u neuronima
nigrostrijatalnog puta, primije¢eno je naglo povecanje ekspresije alfa-sinukleina u podrucju

mozdanog debla koje je bilo povezano s povecanjem crijevne propusnosti (84).

S druge strane studija Kishimoto 1 suradnika takoder na animalnom modelu ukazala je da u
zivotinja s upalom na sluznici kolona dolazi do brze pojave motorickog deficita, smanjenja
broja neurona u podrucju substantia nigra, porasta odlaganja alfa-sinukleina u enteri¢kom i
srediSnjem zivéanom sustavu te porasta upalnih markera u kolonu i mozgu, ali ne i u krvi, §to
upucuje na Sirenje patologije alfa-sinukleina posredstvom Ziv€anog sustava ranije opisanim

mehanizmima (85).

Povezanost alfa-sinukleina s crijevnom propusnosti dokazana je 1 u klinic¢koj studiji Forsyth 1
suradnika, gdje su uzorci biopsije sa sluznice sigmoidnog kolona bili pozitivni na alfa-
sinuklein, a odlaganje tih depozita pozitivnho je koreliralo s crijevnom propusnosti i
oksidativnim stresom sluznice (86). Dodatno je studija na pedijatrijskoj populaciji potvrdila
povezanost odlaganja alfa-sinukleina u neuritima enterickog ziv€anog sustava na biopsijama iz
zeluca 1 duodenuma koje su pozitivno korelirale sa stupnjem upale u ispitivanim uzorcima (87).
Na modelu Stakora uocena je i povecana koli¢ina makrofaga i monocita u neposrednoj blizini
neurona enterickog ziv€anog sustava koji su bili bogati alfa-sinukleinom, $to upucuje da te
stanice mogu inducirati imunoloski odgovor u takvim neuronima 1 poticati proces neuroupale

(88).

Dodatno, vazna je i uloga glija-stanica u enterickom Zzivéanom sustavu koje se nalaze
neposredno ispod epitelnih stanica te, poput glija-stanica u mozgu, imaju ulogu u potpori i
zaStiti neurona, utjecu i na funkciju intestinalne barijere, a njihova aktivacija dokazana je u
Parkinsonovoj bolesti u studiji Devos i suradnika, u kojoj je uocena pojacana ekspresija

glijalnih proteina Sox-10 i glijalnog fibrilarnog kiselog proteina u uzorcima uzlaznog kolona
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kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti (89, 90). Uocena je i povezanost tih markera s
kolicinom proupalnih citokina poput interleukina 6, Sto upucuje na njihovu ulogu u

neuroupalnim procesima (89, 90).

Crijevni mikrobiom i crijevna disbioza takoder ¢ine vazne komponente intestinalne upale, a
dokazano je da mikrobiota i metaboliti mikrobiote poput lipopolisaharida mogu poticati
agregaciju alfa-sinukleina u crijevima u uvjetima upale i povecane crijevne propusnosti (91).
Poznato je i1 da odredene bakterijske vrste, poput Bacteroides fragilis, mogu potaknuti kolitis
aktivacijom prijenosnika signala 1 aktivatora transkripcije (engl. signal transducer and
activator of transcription 3, STAT3) 1 Th17 limfocita putem nuklearnog faktora NF-xB (engl.
nuclear factor kB) signalnog puta i porast koncentracije proupalnih citokina u pacijenata s
upalnim bolestima crijeva, a kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti takoder je zabiljezen
porast te vrste, Sto upucuje na slicne mehanizme u indukciji upalnog procesa (92). U
intestinalnoj upali dokazan je i porast bakterija iz roda Enterobacteriaceae, koje takoder mogu
inducirati porast razine proupalnih citokina, a zabiljezeno je smanjenje broja bakterija iz roda
Prevotellaceae, koje su jedan od glavnih izvora kratkolan¢anih masnih kiselina, supstrata koji
osigurava energiju za enterocite 1 pridonosi odrzavanju integriteta crijevne barijere, $to sve
upucuje na aktivnu ulogu crijevne mikrobiote u upalnim procesima na crijevnoj sluznici (93,

04).

Dodatno u prilog tim spoznajama govori i studija Zhao i suradnika u kojoj je ucinjena
transplantacija fekalne mikrobiote na modelu Stakora s Parkinsonovom bolesti (95). Rezultati
studije ukazuju da je u Zivotinja s disbiozom uocena pojava gastrointestinalne disfunkcije, a u
skupini Zivotinja kojima je ucinjena transplantacija mikrobiote zabiljezeno je ublaZavanje
intestinalne upale 1 smanjeno osStecenje crijevne barijere. Posljedi¢no je doSlo do smanjenja
neuroupale u podrucju substantia nigra i smanjenja degeneracije dopaminergi¢nih neurona
(95). Takoder je uoCeno smanjenje razine lipopolisaharida u debelom crijevu, serumu i
substantia nigra, §to je uzrokovalo smanjenje razine proupalnih produkata u crijevu i substantia
nigra, a upucuje na vaznost lipopolisaharida u sloZenoj kaskadi upalnih procesa na crijevnoj

sluznici (95).

Iz navedenih spoznaja i rezultata dosadasnjih istrazivanja nije jasno $to je pocetni dogadaj u
kaskadi upalnih procesa na crijevnoj sluznici, dolazi li prvo do unosa egzogenog okolisSnog
¢imbenika ili do promjene crijevnog mikrobioma te se posljedi¢no razvija upalni proces u

crijevu, ili upalna zbivanja na sluznici potaknu razvoj crijevne disbioze 1 pojavu
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gastrointestinalne disfunkcije, ali je potvrdeno da periferna upala ima znacajnu ulogu u
Parkinsonovoj bolesti te da moze inducirati neurodegeneraciju i upalni proces na razini

srediSnjeg ziv€anog sustava s posljedi¢nim promjenama u klini¢koj prezentaciji bolesti.

1.5. Markeri intestinalne upale u Parkinsonovoj bolesti

1.5.1. Markeri intestinalne upale

Prepoznavanjem znacaja intestinalne upale u Parkinsonovoj bolesti proizaSao je niz istrazivanja
u kojima su mjereni markeri intestinalne upale po uzoru na pacijente s upalnim bolestima
crijeva. Ti se markeri koriste za pracenje aktivnosti bolesti 1 usporedbu s endoskopskim i
klinickim nalazima. Prednost markera koji se mjere iz uzorka stolice jest u neinvazivnosti i
jednostavnosti postupka uzorkovanja, a studije su ukazale da biomarkeri u stolici
reprezentativno odrazavaju upalna zbivanja na crijevnoj sluznici i vise su specifi¢ni za to u
odnosu na serumske markere (96, 97). Naprimjer, za fekalni kalprotektin uo€ena je pozitivna
korelacija s endoskopskim i klinickim indeksima aktivnosti bolesti, isto kao 1 s vrijednostima
serumskog albumina, CRP-a, sedimentacije eritrocita i hemoglobina, $to ga ¢ini pouzdanim
biomarkerom (96). Osim kalprotektina cesto su u primjeni i laktoferin kao produkt
degranulacije leukocita, alfa-1-antitripsin koji je pokazatelj oSteCenja crijevne barijere,
eozinofilni kationski protein i lizozim, uz stalno uvodenje novih markera ¢ija su ispitivanja u

pretklini¢kim i klinickim studijama u tijeku (97, 98).

Medu prvim istrazivanjima koja se bave tom problematikom bila je studija Devos i suradnika,
koji su ukazali na poviSene razine glijalnih proteina i proupalnih citokina TNF-a, interleukina
1B, interleukina 6 u uzorku stolice kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti (89). U studiji Mulak
1 suradnika ispitivane su vrijednosti fekalnog kalprotektina i zonulina te su opisane povisene
vrijednosti kalprotektina u uzorku stolice bolesnika s Parkinsonovom bolesti, dok za zonulin
nisu pronadene razlike izmedu bolesnika i kontrolne skupine (99). Studija Aho i suradnika
takoder ukazuje na poviSene vrijednosti kalprotektina u uzorku stolice bolesnika s
Parkinsonovom bolesti, izraZzenije kod Zenskog spola, a za zonulin, iako nisu utvrdene poviSene
koncentracije u bolesnika, dokazana je negativna korelacija s tezinom motorickih i
nemotoric¢kih simptoma bolesti i povezanost s raznoliko$¢u i sastavom mikrobiote (69). Razine

upalnih markera u tom istrazivanju mjerene su i u serumu te nije utvrdena povezanost s
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razinama markera u stolici (69). Studija Dumitrescu i suradnika takoder opisuje povisene razine

kalprotektina i zonulina u uzorcima seruma i stolice kod bolesnika u odnosu na kontrole (100).

Siri spektar markera intestinalne upale mjeren je u studiji Schwiertz i suradnika u kojoj su
uocene povisene vrijednosti kalprotektina u bolesnika s Parkinsonovom bolesti te povisene
vrijednosti alfa-1-antitripsina 1 zonulina, markera koji se koriste u procjeni crijevne
permeabilnosti, dok su vrijednosti laktoferina pokazivale trend prema poviSenim vrijednostima
1ako nisu nadene znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (76). Na slicne rezultate
ukazuje 1 studija Hor i suradnika u kojoj su uoc¢ene povisene vrijednosti kalprotektina u stolici
kod bolesnika u odnosu na kontrole, uz znacajne razlike u vrijednostima kalprotektina s
porastom dobi, dok povezanost s klinickom slikom i tezinom motorickih i nemotorickih
simptoma nije utvrdena (101). U istoj studiji napravljena je usporedba prosjecnih vrijednosti
kalprotektina s vrijednostima koje se nalaze u bolesnika s aktivnom upalnom bolesti crijeva te
su uocene nize vrijednosti u bolesnika s Parkinsonovom bolesti, zbog ¢ega autori ukazuju na

postojanje upale niskog tipa, odnosno supklini¢ku upalu u Parkinsonovoj bolesti (101).

Nastavno na istrazivanja koja su ukazala na postojanje intestinalne upale u bolesnika s
Parkinsonovom bolesti, recentne studije bave se i prou¢avanjem komponenti metaboloma u
uzorcima stolice bolesnika te su tako utvrdene snizene vrijednosti nikotinamida, aktivne forme
vitamina B3, koji ima neuroprotektivnu ulogu, djeluje protuupalno i kao antioksidans, a
proizvodi ga i crijevna mikrobiota (102). Opisane su i snizene vrijednosti alanin betaina, dok
su vrijednosti esencijalne aminokiseline valina bile poviSene u uzorku stolice bolesnika (102).
Usporedbu metabolickih komponenti s vrijednostima fekalnog kalprotektina opisuju Augustin
1 suradnici koji su potvrdili poviSene vrijednosti kalprotektina u bolesnika s Parkinsonovom
bolesti, a utvrdena je i1 pozitivna korelacija izmedu unosa Se¢era maltoze u prehrani s
vrijednostima kalprotektina (103). Autori te studije naglasavaju utjecaj komponenata prehrane
na metabolom, $to posljedicno dovodi do promjena sastava crijevne mikrobiote i nastanka

intestinalne upale koja prethodi neuroupali i razvoju Parkinsonove bolesti (103).

1.5.2. Kalprotektin

Kalprotektin je protein u obliku dimera sastavljen od podjedinica SI00A8 i SI00A9 koje vezu
cink 1 kalcij (104). Najve¢i dio kalprotektina u organizmu nalazi se u citosolu neutrofila, a
sadrze ga i monociti, makrofazi, dendriti¢ke stanice, oralni keratociti i skvamozni mukozni
epitel (104). U uvjetima upale, kao odgovor na upalne medijatore ili bakterijske antigene,

leukociti pojacano luce kalprotektin, dominantno neutrofili te on tada ostvaruje svoja
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antimikrobna svojstva (104, 105). Kalprotektin se moze pronac¢i u serumu, stolici, likvoru,
urinu, sinovijalnoj tekucini, a koncentracije u stolici do Sest su puta vece nego u plazmi, zbog
cega se Cesto koristi kao marker upalnih procesa u probavnom sustavu (104). Funkcije
kalprotektina u modulaciji upalnog odgovora brojne su, poc¢evsi od kemotaksije neutrofila i
regrutiranja leukocita te transporta arahidonske kiseline iz krvi do mjesta upale, potice
ekspresiju proupalnih i1 protuupalnih medijatora te u kroni¢nim upalnim procesima djeluje na

stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i proces apoptoze (104, 105).

lako se klinicka primjena kalprotektina najc¢es¢e spominje u kontekstu dijagnoze i pracenja
bolesnika s upalnim bolestima crijeva, vazno je naglasiti da nije specifi¢an marker za te bolesti,
ve¢ se moze na¢i u poviSenim koncentracijama i u drugim stanjima poput kolorektalnog
karcinoma, gastrointestinalnih infekcija 1 nekrotiziraju¢eg enterokolitisa (104, 105). Ipak u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva vrijednosti kalprotektina pozitivno koreliraju s
endoskopskim nalazom 1 tezinom klinicke slike (104, 105). Odredivanje kalprotektina
neinvazivno je, jednostavno, a s obzirom na to da se nalazi homogeno rasporeden u uzorku
stolice uz stabilnost na sobnoj temperaturi 1 do tri dana, vrlo je pouzdan marker za svakodnevnu

klinicku primjenu (104, 105).

Vrijednosti u zdravih osoba su do 50 pg/g, a za dijagnosticiranje upalnih bolesti crijeva nema
jasno definirane granice jer se znacajno poviSene vrijednosti mogu prona¢i i u sklopu
infektivnih zbivanja (105). Ipak vec¢ina autora sugerira ako je kalprotektin iznad 250 pg/g da
postoji visoka vjerojatnost za dijagnozu upalnih bolesti crijeva (105). S druge strane blago
poviSene vrijednosti do 90 pg/g Cesto se nalaze u stanjima subklinicke upale, virusnim
infekcijama, gastrointestinalnim krvarenjima te kod uzimanja lijekova poput inhibitora
protonske pumpe, nesteroidnih protuupalnih lijekova ili levodope, $to je potrebno sagledati kod

tumacenja rezultata (105).

1.5.3. Beta-defenzin 2

Beta-defenzini s alfa-defenzinima pripadaju skupini antimikrobnih peptida, komponenata
urodenog imunoloskog odgovora, ¢ija je primarna uloga eliminacija mikroba ukljucujuéi
bakterije, viruse 1 gljive (106). Za razliku od alfa-defenzina koji su prisutni u neutrofilima i
Panethovim stanicama na dnu Lieberkiihnovih kripta, beta-defenzini nalaze se rasporedeni po
svim epitelnim povr§inama poput koze, crijeva i urogenitalnog trakta (106). Opisane su Cetiri
razli¢ite vrste beta-defenzina, za podtip 2 svojstvena je aktivacija proupalnim citokinima,

proizvode ga epitelne stanice crijeva (106,107). To¢ni mehanizmi aktivacije nisu u potpunosti
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poznati. Veéina istrazivanja upucuje na to da se izlucuju kao odgovor na prisutnost bakterijskih

lipopolisaharida posredovano citokinima i stanicama CD-14 (106, 107).

Ucinci beta-defenzina viSestruki su, a najznacajniji je izravni baktericidni u¢inak koji se o€ituje
formiranjem propusnih spojeva na stani¢noj membrani bakterije posljedicno dovode¢i do
naruSavanja integriteta i propadanja stanica (108). Deficit beta-defenzina uocen je u bolesnika
s upalnim bolestima crijeva, §to ukazuje na primarno protektivnu ulogu tih peptida (108).
Takoder je opisana i1 protuupalna uloga beta-defenzina putem smanjenja proizvodnje
proupalnih citokina poput TNF-a te su pronadene poviSene koncentracije beta-defenzina u
ulkusima stopala kod dijabeticara, Sto je potaknulo razmisljanja o njihovoj ulozi u cijeljenju

rana i ulkusa (108).

Beta-defenzin 2 u stolici jedan je od markera intestinalne upale ¢ija je klinicka primjena rijetka
te se uglavnom koristi u svrhu istrazivanja, a normalnom koncentracijom smatra se vrijednost
od 8 do 60 ng/ml (108, 109). Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva opisane su poviSene
koncentracije beta-defenzina 2 u stolici kod obje skupine bolesnika s upalnim bolestima crijeva,
te pozitivna prediktivna vrijednost za dijagnozu upalnih bolesti crijeva samostalno ili u
kombinaciji s kalprotektinom, §to ukazuje 1 na njegovu mogucu primjenu u klinickoj praksi

(109).
1.5.4. Sekretorni IgA

Lamina propria crijevne sluznice bogata je plazma-stanicama koje izlucuju sIgA, antitijelo u
obliku dimera medusobno povezanih J-proteinom na koji je vezana sekretorna komponenta
koju ¢ini polimeri¢ni imunoglobulinski receptor (110). Djelovanje sIgA usmjereno je na zastitu
crijevne sluznice od vanjskih patogena, a osim na crijevnoj sluznici takvi se kompleksi mogu
pronaci 1 na sluznici urogenitalnog trakta, respiratornoj sluznici, u suzama, slini i kolostrumu
(110, 111). Vezanjem na viruse i bakterije formira s njima komplekse te tako sprjecava prodor
patogena prema epitelnim stanicama i pridonosi ocuvanju integriteta crijevne barijere (110).
Dodatno, i bakterije mogu ulaziti u interakcije s kompleksima sIgA i posredstvom antitijela
modulirati imunoloski odgovor na sluznici, §to je dokazano u novijim studijama (111, 112).
Obicno se radi o interakciji komenzalnih bakterija koje tako poticu imunolosku toleranciju u
normalnim uvjetima (112). Referentne vrijednosti u stolici kre¢u se od 510 do 2040 pg/ml,
smanjuju se s godinama, a procjenjuje se da se dnevno iz enterocita u lumen crijeva izluci oko

3 g slgA (110, 112).
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1.5.5. Zonulin

Zonulin je protein otkriven 2000. godine koji nastaje u jetri i stanicama crijevnog epitela kao
prekursor u proizvodnji haptoglobina 2 (113). Prvi je poznati protein koji na razini crijevnog
epitela reverzibilno regulira propusnost medustani¢nih spojeva transaktivacijom receptora
epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) uz pomo¢
proteinaza aktivirajueg receptora (engl. proteinase activated receptors, PAR2) te tako
pridonosi povecanju crijevne permeabilnosti (113). U takvim uvjetima narusen je integritet
crijevne barijere uz olakSanu translokaciju bakterija i stranih antigena iz lumena crijeva u
krvotok, Sto posljedi¢no dovodi do aktivacije sustavnog upalnog odgovora uz porast razine

CRP-a, interleukina 6 1 TNF-a (113, 114).

Mehanizmi koji dovode do aktivacije zonulina nisu u potpunosti istrazeni, ali je poznato da
izlozenost sluznice tankog crijeva bakterijama ili glutenu moze potaknuti njegovo otpustanje
(113, 115). Normalne vrijednosti razlikuju se ovisno o autorima. Prema studiji Jendraszak i
suradnika, kao referentne koriStene su vrijednosti 61 ng/ml (£ 46 ng/ml) (110). Povisene
koncentracije zonulina u serumu ili stolici dokazane su u razli¢itim bolestima poput celijakije,
Secerne bolesti, pretilosti, drugim autoimunim bolestima, malignim bolestima, u upalnim

bolestima crijeva i Parkinsonovoj bolesti (113, 115).

1.5.6. Alfa-1-antitripsin

Alfa-1-antitripsin je cirkuliraju¢i glikoprotein sintetiziran dominantno u hepatocitima, dok
manji dio proizvode i monociti, makrofazi, enterociti i stanice endotela, alveolarne stanice plu¢a
i gusteraca (116). Ima viSestruke funkcije u organizmu, od protuupalnog, imunomodulatornog
do antiinfektivnog djelovanja, reaktant je akutne faze upale i inhibitor djelovanja proteaza

(116).

Uocene su poviSene vrijednosti alfa-1-antitripsina u stolici kod bolesnika s ulceroznim
kolitisom i1 Crohnovom bolesti, gdje je dokazana i pozitivna korelacija s endoskopskim
bodovnim sustavima aktivnosti bolesti (117). Takoder poviSene koncentracije ukazuju na
oStecenje crijevne barijere 1 povecan gubitak proteina u probavnom sustavu, zbog Cega se
mjerenje vrijednosti alfa-1-antitripsina u stolici koristi u procjeni intestinalne upale kod
bolesnika s upalnim bolestima crijeva, ali i drugim stanjima sa sumnjom na enteropatiju s

gubitkom proteina, a poviSenima se smatraju vrijednosti ve¢e od 54 mg/dl (117, 118).
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1.5.7. Laktoferin

Laktoferin je funkcionalni glikoprotein fleksibilne strukture koja mu omogucéava razlicite
funkcije u organizmu poput inhibicije rasta tumora, obrane domacina, antimikrobne aktivnosti,
antioksidativnog djelovanja i regulacije stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije te sposobnosti
vezanja iona zeljeza (119). Moze se pronaci u serumu, slini, uzorku stolice, maj¢inom mlijeku,
suzama 1 drugim sekretima, a vazan je biomarker u procjeni aktivnosti intestinalne upale kod
bolesnika s Crohnovom bolesti 1 ulceroznim kolitisom, gdje su uocene pozitivne korelacije s

histoloSkim i1 endoskopskim procjenama upalne aktivnosti (119, 120).

U probavnom sustavu nalazi se pohranjen u granulama neutrofila iz kojih se otpusta u uvjetima
intestinalne upale kada se biljezi porast broja neutrofila u podru¢ju mukoze uz porast
koncentracije laktoferina u lumenu crijeva (121). Nalazi se visoko stabilan u uzorku stolice 1
do sedam dana na sobnoj temperaturi, a ve¢ina autora definira normalne vrijednosti do 7,25

pug/ml (120, 121).

Dosadasnje studije su ukazale da porast koncentracije fekalnog laktoferina pouzdano odrazava
upalna zbivanja na razini crijevne sluznice ¢ak i u stanjima kada markeri sistemske upale poput
CRP-a i sedimentacije eritrocita pokazuju uredne vrijednosti (120,121). Dodatno, sistemska
upalna zbivanja ne dovode do porasta koncentracije fekalnog laktoferina zbog cega je ovaj

marker Siroko prihvacen i u klini¢koj praksi s ciljem detekcije intestinalne upale (120, 121).

1.6. Ocekivani znanstveni doprinos istrazivanja

Dosadasnje spoznaje o Parkinsonovoj bolesti ukazuju na sve veci znacaj periferne upale koja
putem osovine crijevo-mozak poti¢e neurodegenerativne procese kako na periferiji tako i na
razini srediSnjeg ziv€anog sustava (60). Iako etiologija bolesti i dalje nije jasna, vise je studija
ukazalo na disbiozu crijevnog mikrobioma 1 postojanje upalnog procesa na razini crijevne

sluznice kao vazne ¢imbenike u patogenezi bolesti (60, 61).

U velikog dijela bolesnika s Parkinsonovom bolesti upravo bi promjene na razini crijevne
sluznice mogle biti pokreta¢ upalnih zbivanja koja potom dovode do klasi¢ne prezentacije
bolesti. Definiranjem razli¢itih klini¢kih podtipova bolesti pojavila su se i razmisljanja o
razli¢itim patofizioloskim procesima u podlozi i posljedicno tomu primjeni terapijskih opcija

individualno prilagodenih svakom bolesniku (30).
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1. Uvod

Primjenom neinvazivnih markera intestinalne upale postoji mogucnost definiranja skupina
bolesnika kod kojih upalni proces na crijevnoj sluznici ima znaCajnu ulogu. Takoder,
definiranjem povezanosti upalnog procesa na periferiji s klinickom prezentacijom bolesti
otvaraju se nove ciljane terapijske opcije poput terapije probioticima ili transplantacije
mikrobiote uz moguénost uocavanja bolesti u prodromalnoj fazi i1 prevencije daljnjeg

napredovanja simptoma.
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2. Hipoteza

2. HIPOTEZA

1. Bolesnici s Parkinsonovom bolesti imaju poviSene razine markera intestinalne upale u uzorku

stolice u odnosu na zdrave ispitanike.

2. Bolesnici kod kojih su poviSeni markeri intestinalne upale imaju odlike tzv. body-first-

podtipa Parkinsonove bolesti.

3. Bolesnici s malignim podtipom Parkinsonove bolesti imaju vece vrijednosti markera

intestinalne upale u odnosu na ostale podskupine bolesnika.
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3. CILJEVI

1. Usporediti vrijednosti markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s Parkinsonovom
bolesti u odnosu na zdrave ispitanike. Ispitivanje ¢e obuhvatiti odredivanje vrijednosti

kalprotektina, zonulina, laktoferina, alfa-1-antitripsina, beta-defenzina 2, lizozima i sIgA.

2. U ispitivanom uzorku bolesnika s Parkinsonovom bolesti cilj je odrediti klini¢ki podtip
bolesti, procijeniti tezinu motori¢kih simptoma, pojavnost motorickih komplikacija bolesti,
tezinu nemotorickih simptoma 1 aktivnosti dnevnog Zzivljenja, procijeniti autonomne i

kognitivne funkcije, utvrditi pojavnost depresije, anksioznosti i poremecaja sna.

3. Ispitati povezanost vrijednosti markera intestinalne upale u stolici bolesnika s
Parkinsonovom bolesti s klinickim podtipom bolesti, tezinom motorickih simptoma, pojavnosti
motoriC¢kih komplikacija bolesti, tezinom nemotorickih simptoma, autonomnim i kognitivnim
funkcijama te pojavnosti depresije, anksioznosti i poremecaja sna u bolesnika s Parkinsonovom

bolesti.
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4. ISPITANICI I METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao presjecna studija (engl. case-control study) na Klinici za
neurologiju i Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra
Osijek od srpnja 2021. godine do rujna 2023. godine. Za istrazivanje je dobiveno odobrenje
Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Osijek (R1/6414/2021, 11. 5.2021.) 1 Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (klasa 602-04/21-08/07, broj: 2158-61-07-21-158,
14.7.2021.).

4.2. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 128 ispitanika, od ¢ega 64 ispitanika u skupini bolesnika

s Parkinsonovom bolesti i 64 zdrava ispitanika u kontrolnoj skupini.

U skupinu bolesnika s Parkinsonovom bolesti uklju¢eni su pacijenti koji su tijekom provodenja
istrazivanja lijeCeni na Klinici za neurologiju Klini¢kog bolnickog centra Osijek te kojima je

dijagnoza bolesti postavljena u skladu s MDS-dijagnostickim kriterijima (27).

Kriteriji za isklju¢ivanje iz studije u skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti bili su
prisutnost upalnih, malignih, autoimunih ili infektivnih bolesti te bolesti gastrointestinalnog
sustava. Dodatno, iz istraZivanja su iskljuceni bolesnici koji su u prethodnih mjesec dana
lijeCeni antibioticima, nesteroidnim antireumaticima, antibioticima, probioticima ili
inhibitorima protonske pumpe, kao i1 bolesnici s organskim bolestima mozga, demencijom i

nepokretni bolesnici zbog nemoguénosti odgovarajuce procjene klinickih parametara.

Kontrolnu skupinu ¢inili su zdravi odrasli ispitanici sli¢ne raspodjele dobi 1 spola kao skupina

bolesnika s Parkinsonovom bolesti.

Kriteriji za iskljucivanje ispitanika iz kontrolne skupine bili su jednaki kao i za skupinu
bolesnika. Dodatno, iz kontrolne skupine iskljuceni su ispitanici s pozitivhom obiteljskom
anamnezom za Parkinsonovu bolest i ispitanici kod kojih su u trenutku provodenja istrazivanja

bili prisutni simptomi ili znakovi Parkinsonove bolesti.
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Algoritam ukljucivanja ispitanika u skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti i kontrolnoj

skupini prikazan je na slici 4.1.

4. Ispitanici 1 metode

Bolesnici sa sumnjom na
Parkinsonovu bolest (N = 120)

Kontrolna skupina (N = 80)

l

l

Ispitanici kod kojih nije
potvrdena dijagnoza
Parkinsonove bolesti (N = §8)

Ispitanici kod kojih su bili
prisutni neki od iskljuénih
kriterija (N = 48)

Ispitanici s pozitivnom
obiteljskom anamnezom za
Parkinsonovu bolest (N = 14)

Ispitanici s prisutnim
simptomima ili znakovima
Parkinsonove bolesti (N = 2)

l

Ukupno 64 ispitanika

Ukupno 64 ispitanika

Slika 4. 1. Algoritam uklju¢ivanja ispitanika u istrazivanje

4.3. Metode

4.3.1. Upitnici za provodenje istraZivanja

Svi ispitanici su nakon ishodenja suglasnosti za provodenje istraZivanja popunili op¢i
sociodemografski upitnik koji je osmislila autorica istrazivanja, u kojemu su u skupini
bolesnika s Parkinsonovom bolesti ispitivani dob i spol, duljina trajanja bolesti koja se odnosila
na vrijeme od uocenih prvih simptoma bolesti do trenutka provodenja istrazivanja te
komorbiditeti ako su bili prisutni, kao 1 terapija koju su bolesnici uzimali u proteklih mjesec

dana.

Ispitanici iz kontrolne skupine takoder su popunili opéi sociodemografski upitnik koji je
osmislila autorica istrazivanja, u kojemu su ispitivani dob, spol, komorbiditeti 1 lijekovi koje su

ispitanici uzimali u proteklih mjesec dana. Nadalje, ispitanici kontrolne skupine ispitani su o

25



4. Ispitanici 1 metode

eventualnoj prisutnosti simptoma i znakova Parkinsonove bolesti u trenutku istrazivanja te

prisutnosti bolesti u obiteljskoj anamnezi.

Bolesnike s Parkinsonovom bolesti nakon opc¢eg dijela istrazivanja pregledao je specijalist
neurologije kako bi se procijenila prisutnost motori¢kih znakova bolesti pomoc¢u ocjenskog
upitnika MDS-UPDRS 11l i IV (engl. Movement Disorder Society Unified Parkinson's Disease
Rating Scale), a preostali dio istrazivanja koji se sastojao od procjene motorickih i nemotorickih

simptoma provela je autorica istrazivanja (122).

Za procjenu tezine motoric¢kih 1 nemotori¢kih simptoma bolesti koriStena je ocjenska ljestvica
MDS-UPDRS, a za procjenu stadija bolesti ocjenska ljestvica H&Y (engl. Hoehn& Yahr) (122,
123). Prisutnost nemotori¢kih simptoma dodatno je procijenjena pomocu ocjenske ljestvice
MDS-NMS (engl. Movement Disorder Society Nonmotor Rating Scale), a testiranje
autonomnih funkcija ucinjeno je pomocu ocjenske ljestvice SCOPA-AUT (engl. Scales for
Outcomes in Parkinson's Disease-Autonomic Dysfunction) (124, 125). Za testiranje kognitivnih
funkcija koriStena je ocjenska ljestvica MoCa (engl. Montreal Cognitive Assessment), za
testiranje poremecaja spavanja ocjenska ljestvica PDSS-2 (engl. Parkinson Disease Sleep
Scale-2) 1 ocjenski upitnik RBDSQ (engl. REM sleep behavior disorder screening
questionnaire), za procjenu postojanja simptoma depresije ocjenska ljestvica BDI-II (engl.
Beck Depression Inventory II), a za anksioznost ocjenska ljestvica BAI (engl. Beck Anxiety
Inventory) (126 - 130). Za sve navedene ljestvice ishodena je suglasnost za koriStenje u

istrazivanju izdana od strane samih autora.

Ljestvica MDS-UPDRS sastoji se od 4 dijela, pri cemu se za svako pitanje tezina simptoma
boduje na ljestvici od 0 do 4. Nula oznacava odsutnost ispitivanih simptoma, 1 bod vrlo blage
simptome, 2 boda blage simptome, 3 boda simptome srednjeg intenziteta i 4 boda za simptome

tezeg intenziteta.

Prvi dio ljestvice ispituje nemotoricke aspekte svakodnevnog zivota, a sastoji se od ukupno 13
pitanja s rasponom moguéeg rezultata od 0 do 52 kojima se ispituje prisutnost kognitivnog
oStecenja, psihoze ili halucinacija, depresije, anksioznosti, apatije, dopaminske disregulacije,
problema sa spavanjem, dnevne pospanosti, bolova, problema s mokrenjem, konstipacije,

sinkope, vrtoglavice ili omaglice te umora, a provodi se uzimanjem anamnestickih podataka.

Drugi dio ljestvice ispituje motoricke aspekte svakodnevnog zivota takoder uzimanjem

anamnestickih podataka, a sastoji se od 13 pitanja s rasponom moguceg rezultata od 0 do 52.
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Pitanja obuhvacéaju sljedeée aspekte: smetnje govora, sijaloreju, smetnje gutanja, poteskoce pri
hranjenju, odijevanju, obavljanju higijene, promjene rukopisa, poteskoce pri obavljanju hobija,

okretanje u krevetu, tremor, smetnje hoda i ukocenost pri kretanju.

Treci dio ljestvice ocjenjuje neurolog na temelju klinickog pregleda, a sastoji se od 18 pitanja
s rasponom moguceg rezultata od 0 do 132. Pitanjima su obuhvacene procjene oStecenja
govora, ekspresije lica, rigora, tapkanja prstima, pokreta ruku, izvodenja pokreta pronacije i
supinacije, tapkanja nogama, okretnosti nogu, ustajanja sa stolca, odrzavanja ravnoteZze,
ukocenosti pri hodu, stabilnosti 1 drzanja, bradikinezije, posturalnog tremora ruku, kinetickog
tremora ruku, amplitude tremora u mirovanju i konstantnosti tremora u mirovanju. Pitanja koja
obuhvacaju procjenu motorickog oStec¢enja na razini svih ekstremiteta ili lijeve i desne strane

tijela nose vise bodova zbog zasebnih ocjena svakog ispitivanog segmenta.

Cetvrti dio ljestvice takoder ocjenjuje neurolog pri klini¢kom pregledu, sastoji se od 6 pitanja
s rasponom moguceg rezultata od 0 do 24 kojim se procjenjuje prisutnost motorickih
komplikacija nastalih kao posljedica terapije, a obuhvaca procjenu diskinezije ocjenjivanjem
vremena provedenog s diskinezijama i funkcionalnog utjecaja diskinezija na svakodnevni zZivot,
procjenu motoric¢kih fluktuacija ocjenjivanjem vremena u kojemu su prisutne tijekom dana,
funkcionalnog utjecaja i kompleksnosti fluktuacija te procjenu vremena distonije. Ljestvica
nema grani¢ni broj bodova (engl. cut-off), te se analizira ukupan zbroj bodova svakog segmenta

(122).

Za procjenu stadija Parkinsonove bolesti koriStena je ocjenska ljestvica H&Y koja se sastoji od
6 mogucih stadija bolesti, pri ¢emu 0 oznaCava asimptomatske bolesnike, 1 bolesnike s
unilateralnom zahvacenosti, 2 bolesnike s bilateralnom zahvac¢eno$¢u bez smetnji ravnoteze, 3
bolesnike s bilateralnom zahvac¢enos$¢u kod kojih je prisutna posturalna nestabilnost ali su i
dalje fizicki neovisni o pomo¢i, 4 bolesnike s teSkim disabilitetom koji jo§ mogu hodati ili

stajati bez asistencije te 5 bolesnike koji su vezani za krevet ili kolica ako nemaju pomo¢ (123).

Dodatno, za procjenu nemotoric¢kih simptoma koriSten je upitnik MDS-NMS kojim se na 13
razli¢itih polja procjenjuje tezina i prosjecno trajanje simptoma u rasponu od 0 do 4. Ako
simptomi nisu prisutni tijekom dana dodaje se 0, 1 ako su rijetko prisutni (< 10 % ukupnog
vremena), 2 ako su ponekad prisutni (11 — 25 % vremena), 3 ako su ¢esto prisutni (26 — 50 %
vremena) 1 4 ako su prisutni veéinu vremena (> 51 % vremena). Tezina simptoma ocjenjuje se
s 0 ako nisu prisutni, 1 za minimalne simptome, 2 za blage, 3 za simptome srednjeg intenziteta

1 4 za simptome tezeg intenziteta. Ukupna vrijednost komponente tezine i trajanja simptoma
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mnozi se tako da je moguci raspon rezultata za svaki simptom od 0 do 16. Tom ljestvicom
ocjenjuje se prisutnost simptoma depresije, anksioznosti, apatije, psihoze, poteSkoce kontrole
impulsa, kognitivnih oStecenja, prisutnost ortostatske hipotenzije, smetnji mokrenja, seksualne
disfunkcije, gastrointestinalnih simptoma, smetnji spavanja, bolova uz zadnje polje koje
obuhvaca ostale simptome poput gubitka na teZini, smetnji njuha, umora 1 prekomjernog
znojenja. Ljestvica nema grani¢ni broj bodova (engl. cut-off), te se analizira ukupan zbroj

bodova svakog segmenta (124).

Za testiranje autonomnih funkcija koristena je ljestvica SCOPA-AUT koja se sastoji od 26
pitanja, pri ¢emu se svako pitanje oznacava brojem bodova od 0 do 3. Nula oznacava
nepostojanje simptoma, 1 bod dodaje se ako su simptomi ponekad prisutni, 2 boda ako su
redovito prisutni i 3 boda ako su ¢esto prisutni. Pitanja od 0 do 7 odnose se na gastrointestinalne
simptome, pitanja od 8 do 13 na smetnje mokrenja, pitanja od 14 do 16 na kardiovaskularne
disfunkcije, pitanja 17, 18, 20 1 21 na smetnje termoregulacije, pitanje 19 na prisutnost
pupilomotorne disfunkcije, a pitanja od 22 do 25 na seksualne disfunkcije. Dodatno, pitanje 26
odnosi se na koriStenje lijekova za konstipaciju, probleme s mokrenjem, krvni tlak ili druge
simptome u proteklih mjesec dana. Ljestvica nema granicni broj bodova (engl. cut-off), te se

analizira ukupan zbroj bodova svakog segmenta (125).

Ljestvicom MoCa testirane su kognitivne funkcije ocjenjivanjem 7 razlicitih polja koja se
odnose na vizuospacijalne vjestine, imenovanje predmeta, pamcenje, testiranje paznje, jezika,
apstraktnog misljenja i odgodenog prisjecanja te orijentacije. Maksimalni broj bodova ljestvice
1znosi 30, pri ¢emu je potrebno dodati 1 bod za sve ispitanike koji imaju < 12 godina Skolovanja.

Ljestvica nema grani¢ni broj bodova (engl. cut-off), te se analizira ukupan zbroj bodova (126).

Za testiranje poremecaja spavanja koriStena je ljestvica PDSS-2 koja se sastoji od 15 pitanja s
moguéim rasponom bodova od 0 do 4 za svako pitanje, ovisno o prisutnosti tegoba. Ako su
ispitivane tegobe prisutne 6 do 7 dana u tjednu, oznacavaju se kao vrlo Ceste, 4 do 5 dana u
tjednu kao Cesto, 2 do 3 dana u tjednu kao ponekad prisutne, 1 dan u tjednu kao povremeno
prisutne 1 nikada ako tegobe nisu prisutne te im se u skladu s tim dodjeljuje odgovarajuci broj
bodova. Ljestvica nema grani¢ni broj bodova (engl. cut-off), te se analizira ukupan zbroj bodova

(127).

Dodatno, koristen je i upitnik RBDSQ kako bi se procijenila prisutnost poremecaja spavanja u

REM-fazi. Upitnik sadrzi 10 pitanja s ukupno 13 tvrdnji koje se ocjenjuju pozitivnim ili
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negativnim odgovorom. Vrijednost od 6 ili viSe bodova ocijenjena je kao pozitivna za

postojanje REM-poremecaja spavanja (128).

Za procjenu simptoma depresije koriSten je upitnik BDI-II koji sadrzi 21 pitanje s rasponom
bodova od 0 do 3 za svako pitanje. Ukupni broj bodova od 0 do 13 oznaava minimalnu
depresiju, 14 do 19 blagu, 20 do 28 depresiju srednjeg intenziteta i 29 do 63 tesku depresiju
(129).

Za procjenu anksioznosti koristen je BAI sastavljen od 21 pitanja s rasponom bodova od 0 do
3 za svako pitanje ovisno o intenzitetu ispitivanih tegoba. Ako je zbroj svih bodova od 0 do 7,
rezultat ozna¢ava minimalnu anksioznost, od 8 do 15 blagu, od 16 do 25 srednju i od 26 do 63

tesku anksioznost (130).

4.3.2. Definiranje klinickog podtipa bolesti

Klini¢ki podtipovi bolesti definirani su prema dobi, mjestu pocetka bolesti i dominantnim

simptomima.

Podjela prema dobi pocetka bolesti bolesnike svrstava u one s ranim poc¢etkom bolesti kod kojih
su prvi simptomi poceli prije 50. godine zivota te one s kasnim pocetkom bolesti kod kojih su

prvi simptomi uoceni tijekom 50. ili nakon 50. godine Zivota (131, 132).

Prema myjestu pocCetka bolesti, bolesnici su podijeljeni na one s pocetkom bolesti na periferiji
(engl. body-first) 1 one s poCetkom bolesti centralno (engl. brain-first) (30). Koristec¢i upitnik
RBDSQ, pacijenti su retrospektivno ispitani o postojanju simptoma REM-poremecaja spavanja
u premotorickoj fazi bolesti. Bolesnici kod kojih je poremecaj ponasanja u REM-fazi spavanja
zabiljeZzen u premotori¢koj fazi bolesti kategorizirani su kao podtip Parkinsonove bolesti s
pocetkom bolesti na periferiji, dok su bolesnici kod kojih nisu bili prisutni poremecaji REM
faze spavanja kategorizirani kao podtip Parkinsonove bolesti s pofetkom bolesti centralno

(128).

Prema dominantnim simptomima, bolesnici su podijeljeni na blagi motoricki-predominantni
podtip, intermedijarni 1 difuzni maligni podtip bolesti u skladu s podjelom koju su predlozili

Fereshtehnejad i suradnici.

Podjela je ustrojena tako da su procijenjeni tezina motorickog oSte¢enja pomocu upitnika MDS-

UPDRS II 1 MDS-UPDRS 111, te teZina nemotorickih oSte¢enja koriste¢i se upitnikom RBDSQ
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za procjenu oStec¢enja spavanja i ljestvicom SCOPA-AUT za procjenu autonomnog oStec¢enja

(29).

Za svaku komponentu procijenjeno je kojoj percentili rezultat pripada u skladu s vrijednostima

koje su koristili 1 autori, a prikazane su u tablici 4.1. (29).

Tablica 4. 1. Percentilne vrijednosti za procjenu klinickog podtipa Parkinsonove bolesti, prema

preporukama Fereshtehnejad i suradnika

KoriStene ljestvice i 25. percentila 50. percentila 75. percentila
upitnici
MDS-UPDRS II 3 5 8
MDS-UPDRS I1I 14 20 26
RBDSQ 1 3 5
SCOPA-AUT 5 8 12

Bolesnici kod kojih su ukupni motoricki bodovi i svi nemotoricki bodovi bili ispod 75.
percentile definirani su kao blagi motoricki-predominantni podtip, a difuzni maligni podtip
definiran je kod svih bolesnika kod kojih su ukupni motoric¢ki bodovi bili iznad 75. percentile
uz minimalno jedan nemotoricki segment takoder iznad 75. percentile. Svi bolesnici s
vrijednostima koje nisu ispunjavale kriterije za navedene podtipove definirani su kao

intermedijarni podtip bolesti.

4.3.3. Odredivanje vrijednosti markera intestinalne upale

Unutar tjedan dana od klinicke evaluacije svi ispitanici pripremili su uzorak stolice prikupljen
u jednokratnu sterilnu posudu s navojem i ¢epom. Uzorci su Cuvani u hladnjaku na temperaturi
4 — 8 °C 1 unutar 24 sata transportirani u prijenosnom hladnjaku istog raspona temperature u

Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnosti¢ku Klinickog bolni¢kog centra Osijek.

Nakon primitka uzorka u laboratorij, u€injena je ekstrakcija analita iz uzorka stolice u tubama
za ekstrakciju (engl. stool preparation system, SAS) (Immundiagnostik AG, Bensheim,

Njemacka) pomocu odgovarajuceg pufera specificnog za svaki od analita.

Nakon ekstrakcije uzorci su pohranjeni na -20 °C do analize koja je obavljena u sljedecih 6
tjedana. U ekstraktu stolice potom su ELISA-metodom (engl. enzyme-linked immunosorbent

assay, ELISA) odredeni sljedeci analiti: kalprotektin, laktoferin, beta-defenzin 2, sIgA, alfa-1-

30



antitripsin i zonulin. Patoloske vrijednosti za pojedine markere prikazane su u tablici 4.2 (133

- 138).

Tablica 4. 2. Patoloske vrijednosti markera intestinalne upale

4. Ispitanici 1 metode

Kalprotektin > 50 pg/ml slgA 510 — 2040 pg/ml
Laktoferin > 17,25 pg/ml Alfa-1-antitripsin > 540 pg/ml
Beta-defenzin 2 8 — 60 ng/ml Zonulin <107 pU/ml

Kalprotektin je odreden u uzorku ekstrakta stolice ,,sendvi¢“ ELISA-metodom pomocu
reagensa Calprotectin ELISA (ImmuChrom, Heppenheim, Njemacka). Nakon uzorkovanja
uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca ImmuChrom
(Heppenheim, Njemacka). Tube i potrebne otopine nabavljene su u sklopu ELISA-reagensa.
Uranjanjem Stapi¢a za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je 15 mg uzorka
stolice. Stapi¢ se potom vratio u tubu u koju se dodalo 1,5 mL pufera za razrjedenje uzoraka
stolice. Tuba se potom mijeSala na mjeSacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu. Tuba
s uzorkom stolice potom se centrifugirala na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva alikvota
ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. Kalprotektin u uzorku stolice nakon pripreme

u tubama za ekstrakciju razrijeden je 100 puta.

Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 38,5 s puferom za
razrjedenje uzoraka stolice. Na dnu mikrotitarske ploCice vezano je protutijelo koje specificno
veze kalprotektin. Nakon dodatka otopina standarda 1 razrijedenih uzoraka ispitanika,
kalprotektin vezao se na specificno protutijelo. Nakon inkubacije reakcijske smjese tijekom 1
h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijesalici (C. Gerhardt Analytical Systems,
Konigswinter, Njemacka), u tri koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz uzoraka
ekstrakta stolice. U sljede¢em koraku dodano je 100 pL sekundarnog protutijela koje takoder
prepoznaje kalprotektin, a vezano je s enzimom peroksidazom. Reakcijska smjesa inkubirana
je 1 h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijesalici. Nastao je kompleks primarno
protutijelo — kalprotektin — sekundarno protutijelo s enzimom peroksidazom. Nakon ponovnog
ispiranja u tri koraka uklonio se viSak sekundarnog protutijela i u reakcijsku smjesu dodao se
supstrat 3,3', 5,5'-TMB (tetrametilbenzidin). Enzim peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation
koji boji reakcijsku smjesu u plavo. Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 15
min, na horizontalnoj mijeSalici. Dodatkom stop-otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-
kation oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu u zuto. Apsorbancija nastalog obojenja

mjerena je na 450 nm na ELISA-procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).
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Laktoferin je odreden u uzorku ekstrakta stolice ,,sendvic* ELISA-metodom pomocu reagensa

Human Lactoferrin ELISA (BioVendor — Laboratorni medicina a.s., Brno, Ceska).

Nakon uzorkovanja uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca
ImmuChrom (Heppenheim, Njemacka). Tube i1 potrebne otopine nabavljene su u sklopu
ELISA-reagensa. Uranjanjem Stapica za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je
15 mg uzorka stolice. Stapi¢ se potom vratio u tubu u koju se dodalo 0,75 mL pufera za
ispiranje. Tuba se potom mijesala na mjeSacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu.
Tuba s uzorkom stolice potom je centrifugirana na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva
alikvota ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. Laktoferin u uzorku stolice nakon

pripreme u tubama za ekstrakciju razrijeden je 50 puta.

Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 3 s puferom za
razrjedenje uzoraka ekstrakta stolice. Na dnu mikrotitarske ploCice vezano je protutijelo koje
specificno veze laktoferin. Nakon dodatka otopina standarda i razrijedenih uzoraka ispitanika,
laktoferin vezao se na specifi¢no protutijelo. Nakon inkubacije reakcijske smjese na 37 °C kroz
1 h na Thermoshake mijesalici, u pet koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz
uzoraka ekstrakta stolice. U sljede¢em koraku dodano je 100 pL sekundarnog protutijela koje
takoder prepoznaje laktoferin, a vezano je s biotinom. Reakcijska smjesa inkubirana je 1 h na
37 °C na Thermoshake mijesalici. Ponovljen je postupak ispiranja u pet koraka kako bi se
uklonilo sve nevezano sekundarno protutijelo s biotinom. Nastao je kompleks primarno
protutijelo — laktoferin — sekundarno protutijelo s vezanim biotinom. U reakcijsku smjesu
potom se dodalo 100 pL reagensa koji sadrzi streptavidin vezan s enzimom peroksidazom.
Reakcijska smjesa inkubirala se 30 min na 37 °C. Nakon ponovnog ispiranja u pet koraka
uklonio se viSak sekundarnog protutijela 1 u reakcijsku smjesu dodao se supstrat 3,3', 5,5'-TMB.
Enzim peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation koji boji reakcijsku smjesu u plavo.
Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 10 min, na horizontalnoj mijesalici.
Dodatkom stop-otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-kation oksidira u diimin koji boji
reakcijsku smjesu u zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450 nm na ELISA

procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).

b 413

Beta-defenzin 2 odreden je u uzorku ekstrakta stolice ,,sendvi¢* ELISA-metodom pomocu

reagensa beta-defensin-2 ELISA (ImmuChrom, Heppenheim, Njemacka).

Nakon uzorkovanja uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca

ImmuChrom (Heppenheim, Njemacka). Tube i potrebne otopine nabavljene su u sklopu
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ELISA-reagensa. Uranjanjem S$tapica za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je
15 mg uzorka stolice. Stapié se potom vratio u tubu u koju se dodalo 0,75 mL pufera za
ispiranje. Tuba se potom mijeSala na mjesacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu.
Tuba s uzorkom stolice potom je centrifugirana na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva
alikvota ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. Beta-defenzin 2 u uzorku stolice

nakon pripreme u tubama za ekstrakciju razrijeden je 50 puta.

Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 4 s puferom za
razrjedenje ekstrakta stolice. Na dnu mikrotitarske ploCice vezano je protutijelo koje specificno
veze beta-defenzinom 2. Nakon dodatka otopina standarda i1 razrijedenih uzoraka ispitanika,
beta-defenzin 2 vezao se na specifi¢no protutijelo. Nakon inkubacije reakcijske smjese tijekom
1 h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijesalici (C. Gerhardt Analytical Systems,
Konigswinter, Njemacka), u tri koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz uzoraka
ekstrakta stolice. U sljede¢em koraku dodano je 100 puL sekundarnog protutijela koje takoder
prepoznaje beta-defenzin 2, a vezano je s enzimom peroksidazom. Reakcijska smjesa
inkubirana je 1 h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijeSalici. Nastao je kompleks
primarno protutijelo — sIgA — sekundarno protutijelo s enzimom peroksidazom. Nakon
ponovnog ispiranja u tri koraka uklonio se viSak sekundarnog protutijela i u reakcijsku smjesu
dodao se supstrat 3,3', 5,5'-TMB. Enzim peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation koji boji
reakcijsku smjesu u plavo. Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 15 min, na
horizontalnoj mijesalici. Dodatkom stop-otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-kation
oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu u Zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je

na 450 nm na ELISA-procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).

Analit sIgA odreden je u uzorku ekstrakta stolice ,,sendvi¢* ELISA-metodom pomocu reagensa

Secretory IgA ELISA (ImmuChrom, Heppenheim, Njemacka).

Nakon uzorkovanja uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca
ImmuChrom (Heppenheim, Njemacka). Tube i potrebne otopine nabavljene su u sklopu
ELISA-reagensa. Uranjanjem Stapica za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je
15 mg uzorka stolice. Stapi¢ se potom vratio u tubu u koju se dodalo 0,75 mL pufera za
ispiranje. Tuba se potom mijesala na mjesacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu.
Tuba s uzorkom stolice potom je centrifugirana na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva
alikvota ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. sIgA u uzorku stolice nakon pripreme

u tubama za ekstrakciju razrijeden je 50 puta.
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Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 250 s puferom za
ispiranje. Na dnu mikrotitarske plocice vezano je protutijelo koje specifi¢no veze sIgA. Nakon
dodatka otopina standarda i razrijedenih uzoraka ispitanika, sIgA vezao se na specificno
protutijelo. Nakon inkubacije reakcijske smjese tijekom 1 h na sobnoj temperaturi na
Thermoshake mijesalici (C.Gerhardt Analytical Systems, Konigswinter, Njemacka), u pet
koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz uzoraka ekstrakta stolice. U sljedecem
koraku dodano je 100 puL sekundarnog protutijela koje takoder prepoznaje sIgA, a vezano je s
enzimom peroksidazom. Reakcijska smjesa inkubirana je 1 h na sobnoj temperaturi na
Thermoshake mijesalici. Nastao je kompleks primarno protutijelo — sIgA — sekundarno
protutijelo s enzimom peroksidazom. Nakon ponovnog ispiranja u pet koraka uklonio se viSak
sekundarnog protutijela i u reakcijsku smjesu dodao se supstrat 3,3', 5,5-TMB. Enzim
peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation koji boji reakcijsku smjesu u plavo. Enzimska
reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 15 min, na horizontalnoj mijesalici. Dodatkom stop-
otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-kation oksidira u diimin koji boji reakcijsku
smjesu u zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450 nm na ELISA-procesoru

EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).

Alfa-1-antitripsin odreden je u uzorku ekstrakta stolice ,,sendvi¢* ELISA-metodom (engl.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay) pomocu reagensa Alpha-1-Antytrypsin ELISA

(ImmuChrom, Heppenheim, Njemacka).

Nakon uzorkovanja uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca
ImmuChrom (Heppenheim, Njemacka). Tube i potrebne otopine nabavljene su u sklopu
ELISA-reagensa. Uranjanjem S$tapica za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je
15 mg uzorka stolice. Stapié se potom vratio u tubu u koju se dodalo 0,75 mL pufera za
ispiranje. Tuba se potom mijeSala na mjeSacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu.
Tuba s uzorkom stolice potom je centrifugirana na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva
alikvota ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. Alfa-1-antitripsin u uzorku stolice

nakon pripreme u tubama za ekstrakciju razrijeden je 50 puta.

Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 250 s puferom za
ispiranje. Na dnu mikrotitarske ploCice vezano je protutijelo koje specificno veze alfa-1-
antitripsin. Nakon dodatka otopina standarda i razrijedenih uzoraka ispitanika, alfa-1-antitripsin
vezao se na specifi¢no protutijelo. Nakon inkubacije reakcijske smjese tijekom 1 h na sobnoj

temperaturi na Thermoshake mijesalici (C. Gerhardt Analytical Systems, Konigswinter,
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Njemacka), u pet koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz uzoraka ekstrakta
stolice. U sljedec¢em koraku dodano je 100 uLL sekundarnog protutijela koje takoder prepoznaje
alfa-1-antitripsin, a vezano je s enzimom peroksidazom. Reakcijska smjesa inkubirana je 1 h
na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijesalici. Nastao je kompleks primarno protutijelo —
alfa-1-antitripsin — sekundarno protutijelo s enzimom peroksidazom. Nakon ponovnog ispiranja
u pet koraka uklonio se viSak sekundarnog protutijela i u reakcijsku smjesu dodao se supstrat
3,3', 5,5'-TMB. Enzim peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation koji boji reakcijsku smjesu
u plavo. Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 15 min, na horizontalnoj
mijesalici. Dodatkom stop-otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-kation oksidira u
diimin koji boji reakcijsku smjesu u zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450

nm na ELISA-procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).

Zonulin je odreden u uzorku ekstrakta stolice kompetitivnom ELISA-metodom pomocu
reagensa ELISA for determination of a Zonulin fragment in stool (ImmuChrom, Heppenheim,

Njemacka).

Nakon uzorkovanja uzorak stolice ekstrahiran je upotrebom tuba za ekstrakciju proizvodaca
ImmuChrom (Heppenheim, Njemacka). Tube i potrebne otopine nabavljene su u sklopu
ELISA-reagensa. Uranjanjem Stapica za uzorkovanje u utore na njegovom vrhu prikupljeno je
15 mg uzorka stolice. Stapi¢ se potom vratio u tubu u koju se dodalo 0,75 mL pufera za
ispiranje. Tuba se potom mijeSala na mjeSacu dok se sav sadrzaj stolice nije otopio u puferu.
Tuba s uzorkom stolice potom je centrifugirana na 2000 g tijekom 10 min i odvojena su dva
alikvota ekstrakta koji su zamrznuti na -20 °C do analize. Zonulin u uzorku stolice nakon

pripreme u tubama za ekstrakciju razrijeden je 50 puta.

Uzorci ekstrakta stolice nakon odmrzavanja razrijedeni su u omjeru 1 : 40 s fracer-otopinom
koja sadrzava zonulin vezan s molekulom biotina. Na dnu mikrotitarske ploCice vezano je
protutijelo koje specificno veze zonulin. Nakon dodatka otopina standarda i razrijedenih
uzoraka ispitanika, zonulin iz uzorka stolice ispitanika 1 zonulin vezan s biotinom natjecu se za
vezna mjesta na specificnom primarnom protutijelu. Nakon inkubacije reakcijske smjese
tijekom 1 h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mijesalici (C. Gerhardt Analytical Systems,
Konigswinter, Njemacka), u tri koraka ispiranja uklonjene su moguce interferencije iz uzoraka
ekstrakta stolice i viSak zonulina vezanog s biotinom iz fracer-reagensa. U sljede¢em koraku
dodano je 100 pL sekundarnog protutijela koje takoder prepoznaje zonulin, a vezano je

streptavidinom koji nosi enzim peroksidazu. Reakcijska smjesa inkubirana je 1 h na sobnoj
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temperaturi na Thermoshake mijesalici. Nastao je kompleks primarno protutijelo — zonulin
vezan s biotinom — sekundarno protutijelo s enzimom peroksidazom. Nakon ponovnog ispiranja
u tri koraka uklonio se viSak sekundarnog protutijela 1 u reakcijsku smjesu dodao se supstrat
3,3, 5,5'-TMB. Enzim peroksidaza oksidira TMB u radikal-kation koji boji reakcijsku smjesu
u plavo. Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku, tijekom 15 min, na horizontalnoj
mijeSalici. Dodatkom stop-otopine (1M fosfatna kiselina), TMB radikal-kation oksidira u
diimin koji boji reakcijsku smjesu u zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450
nm na ELISA-procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija). Budué¢i da se radi o
kompetitivnom testu, intenzitet nastalog obojenja i apsorbancija obrnuto su proporcionalni

koncentraciji zonulina u uzorku ispitanika.

4.4. Statisticke metode

Kategoricki podaci izraZeni su kao apsolutne i relativne frekvencije. Numericki podaci opisani
su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u sluc¢aju normalnih distribucija, a u
ostalim slucajevima medijanom 1 interkvartilnim rasponom. Normalnost distribucije
numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike u kategori¢kim varijablama
testirane su y’-testom i po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Mann-Whitneyev U test
koriSten je za testiranje razlika u razinama markera izmedu skupina. Dodatno, koriStena je
logisticka regresija za ispitivanje ucinka markera u predvidanju vjerojatnosti razvoja
Parkinsonove bolesti. Povezanost normalno raspodijeljenih numerickih varijabli procijenjena
je Pearsonovim koeficijentom korelacije r, a u slu¢aju odstupanja od normalne distribucije
Spearmanovim koeficijentom korelacije p (rho). Sve p vrijednosti bile su dvostrane. Razina
znacCajnosti postavljena je na alfa = 0,05. Za statisticku analizu koriSteni su statisticki programi
MedCalc® Statistical Software verzija 20.100 (MedCalcSoftware Ltd., Ostend, Belgija) i SPSS
Statistics for Windows, verzija 23.0 (izdana 2015., IBM Corporation, Armonk, NY, SAD).
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5. Rezultati

5. REZULTATI
5.1. Op¢a i klini¢ka obiljeZja bolesnika s Parkinsonovom bolesti i kontrolne skupine

Istrazivanje je provedeno na ukupno 128 ispitanika, od kojih su 64 (50 %) bolesnika s
Parkinsonovom bolesti, a 64 (50 %) su zdravi ispitanici (kontrolna skupina). S obzirom na spol,
91 (71,1 %) je muskarac, a 37 (28,9 %) je Zena, bez znacajne razlike u odnosu na promatrane

skupine (tablica 5.1).

Tablica 5.1. Osnovna obiljezja ispitanika

Broj (%) ispitanika

Bolesnici s |y
: Kontrolna
Parkinsonovom Ui Ukupno
bolesti skupina
Spol
Muskarci 48 (75) 43 (67,2) 91 (71,1) 0,33
Zene 16 (25) 21 (32.,8) 37 (28,9)
*y2 test

Medijan dobi bolesnika s Parkinsonovom bolesti iznosi 66 godina, u rasponu od najmanje 38
do najvise 80 godina bez znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu s medijanom dobi od

61 godinu, u rasponu od najmanje 50 do najviSe 80 godina (tablica 5.2).

Tablica 5.2. Razlike u dobi (godine) u odnosu na skupine

Medijan (interkvartilni raspon)

. o

Bqlesn1c1 S Kontrolna Razlika 9% raspon p*

Parkinsonovom . pouzdanosti
. Skupina
bolesti
Dob
. 66 61

(godine) (57 —70) (58— 65) -4 -7 do -1 0,08

* Mann-Whitneyev U test

U skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti medijan dobi kod dijagnoze iznosi 60 godina s

rasponom od 53 do 67 godina, a medijan trajanja bolesti 3 godine s rasponom od 2 do 6 godina.

U obje skupine ispitanika iz ekstrakta stolice odredili su se sljede¢i analiti: kalprotektin,

zonulin, slgA, alfa-1-antitripsin, beta-defenzin 2 i laktoferin.
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5. Rezultati

U skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti, u odnosu na zdrave ispitanike, znacajno su vise

vrijednosti beta-defenzina 2 (Mann-Whitneyev U test, p = 0,004), zonulina (Mann-Whitneyev
U test, p=0,001) i laktoferina (Mann-Whitneyev U test, p <0,001), dok su kod kontrolne

skupine znacajno vise vrijednosti alfa-1-antitripsina (Mann-Whitneyev U test, p =0,002)

(tablica 5.3).

Tablica 5.3. Razlike u vrijednostima markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s

Parkinsonovom bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu

Medijan (interkvartilni raspon)

Razlika 95 % raspon %
Bolesnici s T pouzdanosti
: Kontrolna
Parkinsonovom Skupi

bolesti upina
Kalprotektin 5,02 8,19
[ng/ml] (2,62 -15,42) (3,42 -19,65) 1,24 0,54 3,97 0,20
Beta-defenzin 2 20,31 11,24 .
[ng/ml] (10,05 — 49,05) (6,91 —31,52) 6,33 -13,2--1.89 0,004
Sekretorni
imunoglobulin 542,5 1062,5 i B
A (119,4-1739,5)  (336,3 —3220,6) 2954 1,37-7989 0,05
(slgA)[ng/ml]
Zonulin 116,0 28,85 .
[LU/ml] (49,5 —-299,1) (6,24 — 306,55) 421 -822--162 0,001
Alfa-1-

o 348,75 976,25 B .
antitripsin (104,5— 939,6) (315.6— 1282.5) 311,3 65,6 —587,5 0,002
[ng/ml]

Laktoferin 25,75 13,13 <
[ng/ml] (18,8 —255,0) (11,25 -28,3) 11,0 -34--75 0,001+

* Mann-Whitneyev U test; " Hodges-Lehmannova razlika medijana
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5. Rezultati

S obzirom na vrijednosti markera intestinalne upale u uzorku stolice, uocava se da normalne
vrijednosti kalprotektina (< 50 pg/ml) ima 116 (90 %) ispitanika, normalne vrijednosti beta-
defenzina 2 (8 — 60 ng/ml) njih 76 (60 %), a slgA 34 (27 %) ispitanika. Takoder 83 (65 %)
ispitanika ima vrijednosti zonulina u referentnom rasponu (< 170 uU/ml), bez znacajne razlike
u odnosu na promatrane skupine. Svi ispitanici imaju povisene vrijednosti laktoferina (> 7,2
pg/ml). Od ukupno 64 (50 %) ispitanika s patoloskim vrijednostima alfa-1-antitripsina znacajno

je manje, njih 22 (35 %), iz skupine s Parkinsonovom bolesti (y? test, p = 0,001) (tablica 5.4).

Tablica 5.4. Raspodjela ispitanika prema referentnim vrijednostima markera intestinalne upale

u uzorcima stolice

Broj (%) ispitanika

Bolesnici s p
! Kontrolna
Parkinsonovom D Ukupno
bolesti skupina

Kalprotektin

Normalne vrijednosti 56 (88) 60 (92) 116 (90)

Patoloske Vrijednosti 8 (13) 5 (8) 13 (10) 0’40
Beta-defenzin 2

Normalne vrijednosti 38 (60) 38 (59) 76 (60) 0,91

Pat010§ke Vrljedl’lOStl 25 (40) 26 (41) 51 (40)
Sekretorni imunoglobulin A (sIgA)

Normalne vrijednosti 19 (30) 15 (23) 34 (27) 0,39

Pat010§ke Vrl_]eanStl 44 (70) 49 (77) 93 (73)
Zonulin

Normalne vrijednosti 38 (60) 45 (70) 83 (65) 0,24

Patoloske Vrijednosti 25 (40) 19 (30) 44 (35)
Alfa-1-antitripsin

Normalne vrijednosti 41 (65) 22 (34) 63 (50) 0,001

Patoloske vrijednosti 22 (35) 42 (66) 64 (50)
Laktoferin

Patoloske vrijednosti 63 (100) 64 (100) 127(100) -

*y2 test
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5. Rezultati

5.1.1. Uloga markera intestinalne upale u uzorcima stolice u predvidanju Parkinsonove bolesti
(regresijska analiza)

Logistickom regresijom ocijenjen je utjecaj markera intestinalne upale u uzorcima stolice u

predvidanju Parkinsonove bolesti.

Bivarijatnom logistickom regresijom uo¢ava se da na pojavnost Parkinsonove bolesti znacajan
utjecaj ima beta-defenzin 2 (OR = 1,02), laktoferin (OR = 1,006), a protektivni utjecaj ima alfa-
1-antitripsin (OR = 0,99).

Zaizvodenje modela predvidanja Parkinsonove bolesti primijenjena je multivarijatna logisticka
regresija. Koristila se kod odabira prediktora (engl. Stepwise) logisticka regresija, primijenio se
kriterij statisticke znacajnosti vece od 0,10, a kao kriterij u istraZivanju odabrana je grani¢na
vrijednost od 0,20. Tri nezavisna prediktora znacajno doprinose predikciji Parkinsonove
bolesti, a to su beta-defenzin 2 (OR = 1,012), laktoferin (OR = 1,006), a protektivni utjecaj ima
alfa-1-antitripsin (OR = 0,998). Model je u cijelosti statisticki znacajan (y~=33,3; df = 3;
p <0,001) i objaSnjava izmedu 23 % (po Cox & Snell) do 31 % (po Nagelkerke) varijance

Parkinsonove bolesti i to¢no klasificira 71 % slucajeva (tablica 5.5).

Tablica 5.5. Predvidanje vjerojatnosti nastanka Parkinsonove bolesti (bivarijatna i

multivarijatna logisti¢ka regresija)

. . N
Cimbenik 8 Wald P Omjer vjerojatnosti 95% raspon
(OR) pouzdanosti
Bivarijatna regresija
Kalprotektin 0,004 0,82 0,37 1,004 0,99 do 1,01
Beta-defenzin 2 0,01 4,52 0,03 1,01 I’O? %72 do
Sekretorni imunoglobulin A -
(slgA) 0.0001 2,21 0,14 0,99 0,99 do 1,0
Zonulin 0,0002 0,629 0,43 1,0003 0,99 do 1,001
Alfa-1-antitripsin 0,001 10,25 0,001 0,99 0,998 do
0,999
Laktoferin 0,007 4,65 0,005 1,01 1,002 do 1,01
Multivarijatna regresija
Beta-defenzin 2 0,01 3,94 0,04 1,012 1’0? %22 do
Alfa-1-antitripsin -0,001 8,51 0,004 0,998 O’g 9923 ©
Laktoferin 0,006 5,18 0,02 1,006 1,001 do 1,01
Konstanta -0,002 0 0,99

3 — regresijski koeficijent
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5. Rezultati

5.2. Obiljezja bolesnika s Parkinsonovom bolesti

Bolesnike (n = 64) s Parkinsonovom bolesti dijelimo prema tipu u odnosu na pocetak bolesti,
na 13 (20,3 %) bolesnika s ranim pocetkom i 51 (79,7 %) bolesnik s kasnim pocetkom bolesti.
Prema pojavnosti prvih simptoma, ukupno je 51 (80 %) bolesnik kojima je pocetak bolesti
centralno 1 13 (20 %) bolesnika s pocetkom bolesti na periferiji. Prema ljestvici H&Y, u
ispitivanom uzorku bolesnika najviSe je bolesnika s bilateralnom bolesti 30 (47 %) te
unilateralnom bolesti 19 (30 %), dok je najmanje teSko onesposobljenih bolesnika 1 (2 %)
(tablica 5.6). Nema znacajne razlike u pojavnosti ispitivanih podtipova Parkinsonove bolesti u
odnosu na spol bolesnika (tablica 5.7). Takoder, nema znacajne razlike u dobi bolesnika, dobi

kod postavljanja dijagnoze i u trajanju bolesti u odnosu na spol bolesnika (tablica 5.8).

Tablica 5.6. Raspodjela bolesnika po skupinama ljestvice H&Y

Hoehn&Yahr ljestvica Broj (%)
ispitanika
Nema znakova bolesti (0) 9(14)
Unilateralna bolest (1) 19 (30)
Bilateralna bolest (2) 30 (47)
Bolest zahvaca 1 posturalne reflekse (3) 5(8)
Teska onesposobljenost (4) 1(2)

Tablica 5.7. Raspodjela ispitanika prema tipu bolesti i prvim simptomima u odnosu na spol

Broj (%) ispitanika .
Muski spol Zenski spol Ukupno P
Tip bolesti prema pocetku
Rani pocetak bolesti 11 (23) 2 (13) 13 (20) 0,49
Kasni pocetak bolesti 37 (77) 14 (88) 51 (80)
Prvi simptomi
Centralno 37(77) 14 (88) 51 (80) 0,49
Na periferiji 11 (23) 2 (13) 13 (20)
Ukupno 48 (100) 16 (100) 64 (100)
Tip bolesti
Blago motorni predominantni 2/15 1/8 3/23(13) 0,14
Intermedijarni tip 13/15 5/8 18 /23 (78)
Difuzni/maligni tip 0 2/8 2/23(9)

*Fisherov egzaktni test
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5. Rezultati

Tablica 5.8. Razlike u dobi bolesnika, trajanju bolesti i dobi kod postavljanja dijagnoze u

odnosu na spol

Medijan 95%
(interkvartilni raspon) Razlika o Taspon *
- S . pouzdanosti
Muski spol Zenski spol
Dob bolesnika
(zodine) 65 (57-170) 70 (59 —74) 4,5 -1do 11 0,08
Dob kod
dijagnoze 58 (53 - 65) 66 (57-172) 0do 13 0,05
(godine)
Trajanje bolesti B B
(zodine) 4(2-06) 2,5(1,5-5) -3do 0 0,18
*Mann Whitney U test

Medijan broja bodova po skupinama ljestvice MDS-UPDRS u ispitivanom uzorku bolesnika

prikazan je u tablici 5.9.

Tablica 5.9. Medijan bodova po skupinama ljestvice MDS-UPDRS

Medijan min — max
MDS-UPDRS (interkvartilni

raspon)
UPDRS I — Procjena mentalne aktivnosti, ponasanja 1
raspoloZenja bolesnika 7(4-11) 0-32
UPDRS II - Bolesnikova samoprocjena sposobnosti
izvrSavanja svakodnevnih aktivnosti 8,5(5-13) 1-31
UPDRS III — Procjena motoric¢kih znakova 1 simptoma

13,5(9-19) 2-51

UPDRS IV — Procjena motorickih komplikacija kao 0(0—0) 0-9
posljedica lijecenja antiparkinsonicima
UPDRS — ukupno 30 (22 -41) 14-171

Prema ljestvici MDS-NMS, u ispitivanom uzorku bolesnika najceSée se biljeze simptomi

kognitivnog oStecenja, poteskofe s mokrenjem, gastrointestinalni simptomi, poremecaji

spavanja, bolovi i simptomi iz ostalih skupina (tablica 5.10).
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Tablica 5.10. Raspodjela simptoma po skupinama upitnika MDS-NMS

5. Rezultati

Medijan min — max
MDS-NMS

(interkvartilni raspon)
Depresija 1(0-9) 0-—48
Anksioznost 2(0-29) 0-24
Apatija 0(0-4) 0-25
Halucinacije 1 psihoza 0(0—-0) 0_15
Kontrola impulsa i srodni poremecaji 0(0-1) 0-16
Kognitivno osteenje 8,5(2-20) 0—60
Ortostatska hipotenzija 0(0-2) 0—18
Urinarni problemi 45 (1—-14) 0—48
Seksualno funkcioniranje 0(0-7) 0-32
Probavne smetnje 5,5(0-11) 0—_45
Poremecaj spavanja 4(1-14) 0-75
Bol 6,5 (0—16) 0-42
Drugo 8,5(3-19) 0— 48
MDS-NMS — ukupni broj bodova 69 (30 — 112) 0338

Prema ljestvici SCOPA-AUT, najizrazeniji simptomi u skupini autonomnih disfunkcija kod

ispitivanog uzorka bolesnika bili su potesko¢e s mokrenjem i gastrointestinalni simptomi

(tablica 5.11).

Kognitivne funkcije, pojavnost simptoma depresije, anksioznosti, poremecaja spavanja i REM-

faze spavanja testirane su MoCa, BAI, BDI-II, PDSS-2 i upitnikom RBDSQ), ¢iji su medijani

ukupnih vrijednosti prikazani u tablici 5.12.
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5. Rezultati

S obzirom na vrijednosti upitnika RBDSQ, poremecaj ponasanja u REM-fazi spavanja (zbroj
> 5) biljezi se kod 17 (26,6 %) bolesnika, dok kod 47 (73,4 %) bolesnika nema poremecaja u

ponaSanju u REM-fazi spavanja.

Tablica 5.11. Raspodjela simptoma autonomne disfunkcije prema skupinama ljestvice

SCOPA-AUT

Medijan min — max

Autonomni simptomi (SCOPA-AUT) (interkvartilni raspon)

Gastrointestinalne funkcije 3,5(1-6) 0-15
Urinarne funkcije 7(3-9) 0-18
Kardiovaskularne funkcije 0(0-2) 0—4
Termoregulatorne funkcije 1(0-3) 0—8
Pupilomotorne funkcije 0(0-1) 0-3
Seksualne funkcije 1(0-3) 0-9
SCOPA-AUT ukupno 15,509 -21) 0-39

Tablica 5.12. Medijan vrijednosti MoCa, BAI, BDI-II, PDSS-2 i upitnika RBDSQ

Medijan
(interkvartilni raspon) min — max

MoCA ljestvica kognitivnog statusa

28 (26 —29) 22 -30
Anksioznost (BAI)
73-11) 0-29
Depresija (BDI-II
presija ( ) 7,5 (4—-13) 0-34
PDSS -2 11 (5-18) 0-32
RBDSQ 3 (2-6) 1-13

Promatraju¢i raspodjelu prema spolu kod ocjene nemotorickih simptoma (MDS — UPDRS
ljestvica) 1 procjene motorickih komplikacija kao posljedice lijecenja antiparkinsonicima,
znacajnije se vise biljeze komplikacije kod muskaraca u odnosu na Zene (medijan 1 vs. 0)
(UPDRS 1V) (Mann Whitney U test, p = 0,03), dok u ostalim procjenama nema znacajnih

razlika u odnosu na spol (tablica 5.13).
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Tablica 5.13. Nemotoricki simptomi prema MDS-UPDRS Ijestvici u odnosu na spol

5. Rezultati

Medijan
(interkvartilni raspon)
. 95% raspon %
MDS — UPDRS Mugki enski Razlika pouzdanosti p
Spol Spol
UPDRS I -
Procjena mentalne
aktivnosti, ponaSanja i 6(4-11) 9(7-11) 2 -1do4 0,13
raspolozenja bolesnika
UPDRS II -
Bolesnikova
samoprocjena
sposobnosti izvrSavanja 9(6-13) 7,5(5-13) -1 -4 do 2 0,55
svakodnevnih
aktivnosti
UPDRS III -
Procjena motorickih 14(9-19) 12,5 (8 - 17) -1 -5do3 0,64
znakova 1 simptoma
UPDRS IV —
Procjena motorickih 1(0-1)
komplikacija kao minOmax 0O~ 0 0do 0 0,03
posljedica lijeCenja 9] [min 0 max 0] ’
antiparkinsonicima
30 31
UPDRS - ukupno (22 - 44) (23 — 40) 0 -8do 7 0,94

Prema MDS-NMS ljestvici zene, u odnosu na muskarce, imaju znacajno viSe izrazene

simptome depresije (Mann Whitney U test, p = 0,02), anksioznosti (Mann Whitney U test, p

= 0,02), ortostatske hipotenzije (Mann Whitney U test, p = 0,001), seksualne disfunkcije (Mann

Whitney U test, p = 0,009), jace izrazene probavne smetnje (Mann Whitney U test, p = 0,04),

jace je izrazena bol (Mann Whitney U test, p = 0,01), neki drugi simptomi (Mann Whitney U

test, p = 0,04) 1 ukupni nemotoricki simptomi (Mann Whitney U test, p = 0,004) (tablica 5.14).
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Tablica 5.14. Ocjena izrazenosti simptoma u odnosu na spol prema MDS-NMS ljestvici

5. Rezultati

Medijan 950,
MDS — NMS (interkvartilni raspon) Razlika o raspon *
_ pouzdanosti
Muski spol Zenski spol
Depresija 0(0—7) 72-15) 4 0do9 0,02
Anksioznost 1(0-6) 7(2-9) 4 0do 7 0,02
Apatija 0(0-3) 2(0-17) 1 0do2 0,05
Halucinacije 1 0(0-0) 0(0-0)
psihoza [min 0 max 15]  [min 0 max 4] 0 0do0 0,43
Kontrola impulsa 001 0(0_0
1 srodni _ O-1 ' (0-0) 0 0do 0 0.66
poremecaji [min 0 max 16] [min 0 max 10]
Kognitivno
odteéenje 5(2-19) 15 (7 -25) 6 -1do 12 0,08
Ortostatska
hipotenzija 0(0-1) 3(1-38) 2 0do5 0,001
Urinarni
problemi 4 (1-10) 12 (2-27) 5 -1do 14 0,11
Seksualno
funkcioniranje 0(0-4) 8(3-31) 8 0 do 28 0,009
Probavne
smetnje 4 (0-10) 11 (3-26) 6 0do 14 0,04
Poremecaj
spavanja 4(1-13) 9 (4-18) 4 -1do 8 0,13
Bol 6 (0—-13) 15(9-18) 8 1do 13 0,01
Drugo 6(2-16) 16 (7-20) 7 0do 13 0,04
MDS-NMS —
ukupno 61,5 99,5
simptomi
*Mann Whitney U test

Prema SCOPA-AUT ljestvici, zene u odnosu na musSkarce imaju znacajno jace izrazene

simptome vezane uz kardiovaskularne funkcije (Mann Whitney U test, p < 0,001),

termoregulatorne funkcije (Mann Whitney U test, p = 0,007) i seksualne disfunkcije (Mann

Whitney U test, p = 0,04). Takoder, ukupna ocjena teZine autonomnih simptoma znacajnije je

jace izrazena kod Zena u odnosu na muskarce (Mann Whitney U test, p = 0,03) (tablica 5.15).
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Tablica 5.15. Razlike u tezini autonomnih simptoma u odnosu na spol

5. Rezultati

Autonomni simptomi Medijan 95%
u . ey . o raspon %
(SCOPA-AUT) (interkvartilni raspon) _ Razlika — °/ 4o P
Muskarci Zene
Gastrointestinalne
funkecije 3(1-06) 6,5(2-9) 2 0do5 0,06
Urinarne funkcije 73-9) 6(2-10) 0 -3do3 0,84
Kardiovaskularne
funkecije 0(0-1) 2(0,5-2) 1 0do?2 <0,001
Termoregulatorne 1(0-25) 3(0,5-6.5) 2 0do4 0,007
funkcije
Pupilomotorne
funkcije 0(0-1) 0(0-1,5) 0 0do0 0,38
Seksualne funkcije 1(0-3) 3(2-5.5) 2 0do 4 0,04
SCOPA-AUT ukupno 14 22
(8.5 19) 105 26) 6 1do 12 0,03

*Mann Whitney U test

Nema znacajnih razlika u procjeni kognitivnog statusa u odnosu na spol bolesnika dok su

poremecaji spavanja jace izraZzeni kod Zena u odnosu na muSkarce (medijan 14 vs. 10) (Mann

Whitney U test, p =0,04). Anksioznost 1 depresija procijenjene su Beck-ovim ljestvicama

prema kojima Zene, u odnosu na muskarce, zna¢ajnije viSe imaju izraZzenu i anksioznost (Mann

Whitney U test, p = 0,002) i depresiju (Mann Whitney U test, p = 0,002). Medijani vrijednosti

navedenih ljestvica prikazani su u tablici 5.16.

Tablica 5.16. Medijan vrijednosti MoCa, PDSS-2, BAI i BDI-II u odnosu na spol bolesnika

Medijan
(interkvartilni raspon) Razlika 95% raspon %
pouzdanosti P
Muskarci Zene
MoCA ljestvica 28 28
kognitivnog statusa (26— 29) (26— 29) 0 -l1do1 0,75
PDSS-2 10 (4,5-17) 14 (9—-19,5) 4 0do9 0,04
Anksioznost (BAI) 53-8,5) 9,5(8-15,5) 5 2do7 0,002
Depresija(BDI-II) 6(3-11) 11(7,5-15) 4,5 1do8 0,01

*Mann Whitney U test

47



5. Rezultati

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenila se povezanost dobi kod dijagnoze i trajanja
bolesti s obiljezjima bolesnika oboljelih od Parkinsonove bolesti. Uocava se da postoji
negativna i znacajna povezanost trajanja bolesti s domenom seksualnog funkcioniranja (Rho =
-0,343). Sto je vecéa dob kod dijagnoze, manje su izrazene komplikacije kao posljedica lije¢enja
antiparkinsonicima (UPDRS IV) (Rho = -0,336). Sto je dulje trajanje bolesti to su jade izraZeni
problemi vezani uz bolesnikovu samoprocjenu sposobnosti izvrSavanja svakodnevnih

aktivnosti (Rho = 0,331) 1 vec¢e su komplikacije kao posljedica lijeCenja antiparkinsonicima

(Rho = 0,314). Uz dulje trajanje bolesti manji je stupanj seksualne disfunkcije (Rho = -0,310)

(tablica 5.17. 1 tablica 5.18).

Tablica 5.17. Povezanost dobi kod dijagnoze i trajanja bolesti s domenama RBDSQ, MDS-

NMS 1 MDS-UPDRS

(P vrijednost)

Spearmanov koeficijent korelacije Rho

Dob kod Trajanje
dijagnoze Bolesti
RBDSQ -0,059 (0,64) -0,035 (0,78)
MDS - NMS
Depresija 0,077 (0,54) -0,189 (0,14)
Anksioznost 0,021 (0,87) -0,054 (0,67)
Apatija 0,117 (0,36) -0,081 (0,52)
Halucinacije i psihoza -0,075 (0,56) -0,092 (0,47)
Kontrola impulsa i srodni poremecaji -0,194 (0,13) 0,150 (0,24)
Kognitivno osStecenje 0,135 (0,29) -0,134 (0,29)
Ortostatska hipotenzija -0,040 (0,76) -0,084 (0,51)
Urinarni problemi 0,229 (0,07) -0,066 (0,60)
Seksualno funkcioniranje (n = 49) 0,044 (0,77) -0,343 (0,02)
Probavne smetnje 0,103 (0,42) 0,013 (0,92)
Poremecaj spavanja -0,187 (0,14) 0,090 (0,48)
Bol -0,113 (0,37) -0,004 (0,97)
Drugo -0,040 (0,76) -0,029 (0,82)
MDS-NMS — ukupno nemotoricki simptomi 0,063 (0,62) -0,105 (0,41)
MDS - UPDRS -0,054 (0,67) -0,109 (0,39)
UPDRSVI -.Procjenq mentalne aktivnosti, ponasanja i 0,245 (0,05) 0,331 (0,01)
raspolozenja bolesnika
UP]?RS H - Bolesnikovg sampprocjf:na sposobnosti 20,060 (0.64) 0.013 (0,92)
izvrSavanja svakodnevnih aktivnosti
UPDRS III - Procjena motoric¢kih znakova i simptoma -0,336 (0,01) 0,314 (0,01)
UPDRS v - lirogjena r.notor'iékih. kpmplikacija kao 20,159 (0.21) 0,122 (0,34)
posljedica lijeCenja antiparkinsonicima
UPDRS — ukupno -0,054 (0,67) -0,109 (0,39)
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Tablica 5.18. Povezanost dobi kod dijagnoze i trajanja bolesti s klinickim obiljezjima bolesnika

oboljelih od Parkinsonove bolesti

5. Rezultati

Spearmanov koeficijent korelacije

Rho (p vrijednost)
Dob kod Trajanje
dijagnoze Bolesti
PDSS-2
-0,025 (0,85) 0,128 (0,31)
SCOPA-AUT
Gastrointestinalne funkcije 0,076 (0,55) 0,081 (0,52)
Urinarne funkcije 0,081 (0,53) -0,083 (0,51)
Kardiovaskularne funkcije -0,143 (0,26) 0,022 (0,86)
Termoregulatorne funkcije -0,078 (0,54) 0,082 (0,52)
Pupilomotorne funkcije -0,013 (0,92) -0,072 (0,57)
Seksualne funkcije 0,038 (0,79) -0,310 (0,03)
SCOPA-AUT ukupno 0,044 (0,73) -0,094 (0,46)
MoCA ljestvica kognitivnog statusa -0,222 (0,08) -0,110 (0,39)
Anksioznost (BAI) -0,087 (0,50) 0,062 (0,62)

Depresija (BDI-II)

0,100 (0,43)

20,104 (0,42)

5.3. Povezanost vrijednosti markera intestinalne upale u uzorku stolice s klinickim

podtipovima Parkinsonovom bolesti

Izmjerene vrijednosti markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika oboljelih od
Parkinsonove bolesti ne razlikuju se znacajno u izmjerenim vrijednostima prema spolu (tablica
5.19), prema tome radi li se o ranom ili kasnom pocetku bolesti (tablica 5.20), jesu li pocetni

simptomi vezani uz mozak ili su tjelesni (tablica 5.21).
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5. Rezultati

Tablica 5.19. Razlike u vrijednostima markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s

Parkinsonovom bolesti u odnosu spol bolesnika

Medijan
(interkvartilni raspon) Raglika' 95% raspon p*
Muskarci Zene pouzdanosti
(n=48) (n=16)
Kalprotektin 7,5 (2,7 19,4) 58(3,7-11,9) -0,16 -32do1,6 0,88
[ng/ml]
Beta - defenzin
2 [ng/ml] 12,9 (7,8 — 38) 18 (11,1 —42,6) 3,4 -1,5do 82 0,15
Sekretorni
imunoglobulin 606,1 827,5 -111,9 do
205,1 2
A (143,8 - 2301,3) (374,4 —3061,7) 05, 620,3 0.20
(slgA)[pg/ml]
Zonulin 58,3 95,6
3,6 -25,7do 34,7 0,66
[uU/ml] (17,4 -310,0) (17,5 -262,5) ’ 140 5% ’
Alfa-1-
5223 700,0
antitripsin ’ ’ 1,25 -170do 184,1 0,98
[ug/ml] (180,4 —1231,3) (170,3 - 1210,9)
Laktoferin 21,5 17,3
-0,75 -7,3do 2 0,46
[ug/ml] (12 - 67.5) (11,6 —76,4) ’ o ’

*Mann Whitney U test;'Hodges-Lehmannova razlika medijana

Tablica 5.20. Razlike u vrijednostima markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s

Parkinsonovom bolesti u odnosu na pocetak bolesti

Medijan (interkvartilni raspon)

95 % raspon

Teal
Rani pocetak Kasni pocetak Razlika pouzdanosti *
bolesti (n = 13) bolesti (n=51)
Kalprotektin 3,58(2,5-21,9) 539(27-140) 0,14 38-37 090
[ng/ml]
Beta-defenzin 2 53 3 95 1123) 202 (10,7 44.5) 4 57-8 058
[ng/ml]
Sekretorni
1634,3 391,7
imunoglobulin A ’ ’ -595,9 -1695,5-29,5 0,07
(slgA)[ugml] (518,8-3117,9)  (104,1 — 1404,5)
66,8 123,1
Zonulin [pU/ml ’ ’ 21,1 30,8 113,7 0,46
onulin [pUimll 45 5 517.6) (49,2 — 308,4) . . . .
Alfa-1-antitripsin 6043 278,1
-192,3 -567,5-49,3 0,14
[pg/ml] (169,7-1303.4) (92,5 —878,8) ’ T ’
Laktoferin 88,5 24,1
-6,1 11312 4
[ue/ml] (17,6 — 381,5) (18,8 — 247.5) 6, 3-123 0.5

* Mann-Whitneyev U test;'Hodges-Lehmannova razlika medijana
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5. Rezultati

Tablica 5.21. Razlike u vrijednostima markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s

Parkinsonovom bolesti u odnosu na vrstu poc¢etnih simptoma

Medijan (interkvartilni raspon)

95 %
Razlika®"  raspon p*
Prvi simptomi Prvi simptomi pouzdanosti
centralno (n = 51) tjelesni (n = 13)

Kalprotektin 44 3 196_331.9) 215(17.5-27.6) -113 158-1 0,08
[ng/ml]
Beta-defenzin 20,3 19,9

1,1 -14-13 0,85
2 [ng/ml] (10 —49,1) 11,5-53,7) ’ ’
Sekretorni
imunoglobulin 6459 331,6 85.4 -765 — 0.53
A (107,4-2113,8)  (164,9—1318,6) ’ 2178
(slgA)[pg/ml]

i 2 134 499 _
Zonulin 97, 34,7 12,9 49,9 0.59
[uU/ml] (48,9 —294,7) (55,5 -935,6) 120,1
aAnltf?[rll _sin 326,3 4659 48,3 22991 o7

b (92,8 —957,8) (163,6 — 780,6) ’ 3263
[ng/ml]

Laktoferin 443 21,5
-11,3 158 -1 0,08
[ng/ml] (19,6 — 331,9) (17,5 - 27,6) ’ ’

* Mann-Whitneyev U test;"Hodges-Lehmannova razlika medijana

S obzirom na referentne ili patoloske vrijednosti markera, ne uocavaju se znacajne razlike u
raspodjeli bolesnika s obzirom na spol (tablica 5.22), pocetak bolesti i mjesto poCetka bolesti

(tablica 5.23, tablica 5.24).
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Tablica 5.22. Markeri intestinalne upale u odnosu na spol

5. Rezultati

Broj (%) ispitanika

Muskarci Zene Ukupno P
Kalprotektin
Normalne vrijednosti 41 (85) 15 (94) 56 (88) 0.67
Patoloske vrijednosti 7 (15) 1(6) 8 (13) ’
Beta - defenzin 2
Normalne vrijednosti 27 (57) 11 (69) 38 (60) 0,56
Patoloske vrijednosti 20 (43) 5@31) 25 (40)
Sekretorni imunoglobulin A (slgA)
Normalne vrijednosti 14 (30) 5@31) 19 (30) >0,99
Patoloske vrijednosti 33 (70) 11 (69) 44 (70)
Zonulin
Normalne vrijednosti 26 (55) 12 (75) 38 (60) 0,24
Patoloske vrijednosti 21 (45) 4 (25) 25 (40)
Alfa-1-antitripsin
Normalne vrijednosti 30 (64) 11 (69) 41 (65) 0,77
Patoloske vrijednosti 17 (36) 5@31) 22 (35)
Laktoferin
Patoloske vrijednosti 47 (100) 16 (100) 63(100) -
*Fisherov egzaktni test
Tablica 5.23. Markeri intestinalne upale prema dobi pocetka bolesti
Broj (%) ispitanika
Rani pocetak Kasni pocetak "
borl’esti bolisti Ukupno ’
Kalprotektin
Normalne vrijednosti 11 (85) 45 (88) 56 (88) 0.66
Patoloske vrijednosti 2 (15) 6 (12) 8 (13) ’
Beta-defenzin 2
Normalne vrijednosti 5@39%) 33 (66) 38 (60) 0,11
Patoloske vrijednosti 8(62) 17 (34) 25 (40)
Sekretorni imunoglobulin A (slgA)
Normalne vrijednosti 5(39%) 14 (28) 19 (30) 0,51
Patoloske vrijednosti 8 (62) 36 (72) 44 (70)
Zonulin
Normalne vrijednosti 9 (69) 29 (58) 38 (60) 0,54
Patolo$ke vrijednosti 4 (31) 21 (42) 25 (40)
Alfa-1-antitripsin
Normalne vrijednosti 6 (46) 35 (70) 41 (65) 0,19
Patoloske vrijednosti 7 (54) 15 (30) 22 (35)
Laktoferin
Patoloske vrijednosti 13 (100) 50 (100) 63 (100) -

*Fisherov egzaktni test
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5. Rezultati

Tablica 5.24. Markeri intestinalne upale u odnosu na pojavu prvih simptoma

Broj (%) ispitanika

. . p
Prvi simptomi u Prvi simptomi Ukupno
mozgu (n=51) tjelesni (n = 13) (n=64)

Kalprotektin

Normalne vrijednosti 46 (90) 10 (77) 56 (88)

Patoloske vrijednosti 5(10) 3(23) 8 (13) 0,34
Beta-defenzin 2

Normalne vrijednosti 30 (59) 8 (67) 38 (60) 0,75

Patoloske vrijednosti 21 (41) 4(33) 25 (40)
Sekretorni imunoglobulin A (sIgA)

Normalne vrijednosti 15 (29) 4 (33) 19 (30) >0,99

Patoloske vrijednosti 36 (71) 8 (67) 44 (70)
Zonulin

Normalne vrijednosti 31(61) 7 (58) 38 (60) >0,99

Patoloske vrijednosti 20 (39) 5(42) 25 (40)
Alfa-1-antitripsin

Normalne vrijednosti 34 (67) 7 (58) 41 (65) 0,74

Patoloske vrijednosti 17 (33) 5(42) 22 (35)
Laktoferin

Patoloske vrijednosti 51 (100) 12 (100) 63 (100) i

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na podjelu prema ljestvici H&Y, nema znacajnih razlika u markerima intestinalne

upale u uzorcima stolice kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti (tablica 5.25).

Podjela prema dominantnim simptomima obuhvaca blago motorni predominantni podtip,

intermedijarni 1 difuzni/maligni podtip bolesti. Promatraju¢i navedenu podjelu, uocava se da

nema znacajnih razlika u vrijednostima markera intestinalne upale u uzorcima stolice kod

bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na klini¢ki podtip bolesti (tablica 5.26).

Kod raspodjele bolesnika prema referentnim vrijednostima markera intestinalne upale uocava

se da nema znacajnih razlika s obzirom na klinicki podtip Parkinsonove bolesti (tablica 5.27).
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5. Rezultati

Tablica 5.25. Razlike markera intestinalne upale u uzorcima stolice prema ljestvici H&Y

Medijan (interkvartilni raspon) prema ljestvici Hoehn & Yahr

Nema

Unilat

Bolest

. .. Teska *
znakova eralna Bilateralna zahvaca i onesposoblienost
bolesti  bolest bolest (2) posturalne (f) (n :J )
(0) (D) reflekse (3)

Kalprotektin 1193 3(2-
[ug/ml] _45) 6) 6,1 3-15) 6,2 (3-90) 13,7 0,20
Beta-defenzin 66 20 (16

(28 — 12,3 (8 —35) 14 (11 -58) 44,5 0,06
2 [ng/ml] —-50)

144)
Sekretorni
imunoglobulin (315 97 43_ 2(;6{? 798,8 125,4 0.14
A 1319)  1513) (241 —2630) (40 — 1415) ’
(slgA)[pg/ml]
Zonulin 2(2’% 1(31293{ 84,4 78,4 96.7 0.55
[WU/ml] 1600) 310) (37-239) (38-2867)
Alfa-1- 878,8 241,3

o : ’ 308,8 181,3
antitripsin (333 - (6-— ) o 1029,6 0,14
[ng/ml] 1291) 604) (142 -1035) (49 — 878)
. 31,5 22,3

Ef;tr(r)lge]:rm (20— (18 (195?’331 1) (16271 ’5567) 22,3 0,92

171) 353)

*Kruskal Wallisov test (post hoc Conover) (Teska onesposobljenost nije usla u analizu zbog samo jednog

bolesnika)

Tablica 5.26. Povezanost markera intestinalne upale u uzorku stolice bolesnika s

Parkinsonovom bolesti s klinickim podtipom bolesti

Medijan (interkvartilni raspon)

Blago motorni

: : Intermedijarni Difuzni/maligni p
predominantni ) ~ 13 . P
(n=3) tip (n=18) ip (n=2)
Kalprotekti : ’ . ’ 0,27
alprotektin (1,7-3,8) (2,5-9,7) (min 4,4; max 35,3)
7.9 18 298,1
Beta-defenzin 2 ) ) ’ 0,05
cla-defenzin (6,5-13.,9) (10 - 41) (min 42; max 554,2)
Sekretorni imunoglobulin 64 27,1 417
. 0,29
A (slgA) (59,1 — 185,2) (186,1 — 1404,5) (min 100; max 734)
44 112,7 85,02
o , . ’ 0,90
onuiin (29 - 371,6) (39,2 - 223.2) (min 53,6; max 116,4)
326,3 210,9 854.4
Alfa-1-antitripsi ’ ’ . ’ 0,58
a-l-antitripsin (83,7 — 458.4) (56,3 — 682,5) (min 210; max 1498,8)
24,5 21,6 363,1
Laktoferi ’ ’ ’ 091
aktoferin (14,2 - 621,9) (18,8 —434,0) (min 10; max 716,3) '

*Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover)
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5. Rezultati

Tablica 5.27. Raspodjela ispitanika prema referentnim vrijednostima markera intestinalne

upale u uzorcima stolice kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na klinicki podtip

bolesti
Broj (%) ispitanika prema podtipu
Blago motorni T Difuzni/ Ukupno *
. . Intermedijarni .
predominantni P ~ 13 maligni (n=23)
(n=3) PO=18) i m=2)
Kalprotektin
Normalne 3/3 16/18 2/2 21/23
vrijednosti
Patoloske >(,99
vrijednosti 0 2/18 0 2/23
Beta-defenzin 2
Normalne 1/3 12/18 1/2 14/32 06l
vrijednosti
Patoloske
Vrijednosti 2/3 6/18 1/2 9/23

Sekretorni imunoglobulin A (slgA)

Normalne
vrijednosti

Patoloske
vrijednosti 3/3 1/18 1/2 15/23

0 7/18 1/2 8/23 0,58

Zonulin
Normalne 273 12/18 2/2 16/32
vrijednosti ~0.99

Patoloske

vrijednosti 1/3 6/18 0 7/23

Alfa-1-antitripsin
Normalne
vrijednosti

Patoloske
vrijednosti

3/3 13/18 1/2 17/32 0,38

0 5/18 1/2 6/23

Laktoferin

Patoloske
Vrijednos‘[i 3/3 18/18 2/2 23/23 -

*Fisherov egzaktni test
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5. Rezultati

5.4. Povezanost vrijednosti markera intestinalne upale u uzorku stolice kod bolesnika s
Parkinsonovom bolesti s klinickim obiljezZjima bolesnika, dobi i duljinom trajanja

bolesti

Uz viSe vrijednosti kalprotektina izrazenija je anksioznost (MDS-UPDRS I, Rho = 0,319) i
depresija (BDI) (Rho = 0,255), probavne smetnje (Rho = 0,315), izrazenije su motoricke
komplikacije kao posljedica lijeCenja antiparkinsonicima (Rho = 0,318), a od autonomnih
simptoma izrazeniji su problemi vezani uz gastrointestinalne funkcije (Rho = 0,384) (tablica

5.28).

Ako su viSe vrijednosti beta-defenzina 2, visa je ocjena kontrole impulsa i srodnih poremecaja
(Rho = 0,260) i jace su izraZeni problemi vezani za termoregulatorne funkcije (Rho = 0,281)

(tablica 5.28).

Uz vise vrijednosti sIgA manje je izrazena ortostatska hipotenzija (Rho = -0,258), manje je
izrazena bol (Rho =-0,293), dok je jace izrazena depresija (BDI) (Rho = 0,255) (tablica 5.28).
Zonulin je u negativnoj i znacajnoj vezi s ukupnom ljestvicom MDS-UPDRS (Rho = -0,353)
(tablica 5.29).

Ako alfa-1-antitripsin poprima vise vrijednosti, jace su izraZeni simptomi anksioznosti (Rho =
0,257), halucinacije i psihoze (Rho = 0,316) te kontrole impulsa i srodnih poremecaja (Rho =
0,33), a vece su poteskoce kod kognitivnog funkcioniranja (MoCA) (Rho = -0,275) (tablica
5.29).

Ako su nize vrijednosti laktoferina, viSe je izraZena domena halucinacija i1 psihoza (MDS) i

obrnuto (Rho =-0,310) (tablica 5.29).

Spearmanovim koeficijentom korelacije (Rho) ocijenila se povezanost dobi bolesnika, dobi kod
pocetka bolesti i duljine trajanja bolesti s markerima intestinalne upale u uzorcima stolice kod

bolesnika s Parkinsonovom bolesti.

Uocava se da su kod starijih bolesnika (Rho = -0,255) i kod bolesnika s ve¢om starosnom dobi
kod pocetka bolesti (Rho = -0,315) niZe vrijednosti sIgA i obrnuto. Sto bolest traje dulje, to su
viSe vrijednosti kalprotektina (Rho = 0,252) i obrnuto (tablica 5.30).
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5. Rezultati

Tablica 5.28. Povezanost kalprotektina, beta-defenzina-2 i sIgA s klinickim obiljezjima

oboljelih od Parkinsonove bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (p vrijednost)

Sekretorni
Kalprotektin ~ Beta-defenzin 2  imunoglobulin A
(slgA)

RBDSQ 0,189 (0,13) 0,217 (0,09) 0,123 (0,34)
MDS - NMS

Depresija 0,082 (0,52) 0,124 (0,33) -0,063 (0,62)

Anksioznost 0,319 (0,01) 0,177 (0,17) 0,130 (0,31)

Apatija 0,192 (0,13) -0,081 (0,53) -0,095 (0,46)

Halucinacije i psihoza 0,199 (0,12) 0,020 (0,88) -0,005 (0,97)

Kontrola impulsa i srodni 0,196 (0,12) 0,260 (0,04) 0,0180 (0,89)

poremecaji

Kognitivno ostecenje 0,052 (0,68) 0,009 (0,94) -0,163 (0,20)

Ortostatska hipotenzija 0,002 (0,99) 0,053 (0,68) -0,258 (0,04)

Urinarni problemi 0,127 (0,32) 0,138 (0,28) -0,071 (0,58)

Seksualni problemi 0,043 (0,77) 0,054 (0,71) -0,130 (0,37)

Probavne smetnje 0,315 (0,01) 0,188 (0,14) -0,136 (0,29)

Poremecaj spavanja 0,230 (0,07) 0,046 (0,72) 0,026 (0,84)

Bol -0,064 (0,62) -0,194 (0,13) -0,293 (0,02)

Drugo 0,205 (0,10) 0,018 (0,89) -0,118 (0,36)

MDS - NMS ~ ukupno nemotoricki — 35 (g 07 0,143 (0,26) 20,109 (0.40)

simptomi
UPDRS

UPDRS I - mentalna aktivnost, 0,069 (0,59) 0,067 (0,60) 0,066 (0,61)

ponasanje i raspoloZenje

UPDRS II — Samoprocjena

sposobnosti izvr§avanja 0,095 (0,46) -0,103 (0,42) -0,134 (0,30)

svakodnevnih aktivnosti

UPDRS HI - Procjena motorickih 20,055 (0,67) 20,174 (0,17) 20,135 (0,29)

znakova 1 simptoma

UPDRS IV - Procjena motorickih

komplikacija kao posljedica 0,318 (0,01) 0,078 (0,54) 0,089 (0,49)

lije¢enja antiparkinsonicima

UPDRS — ukupno 0,084 (0,51) -0,094 (0,47) -0,106 (0,41)
PDSS-2 0,207 (0,10) 0,077 (0,55) 0,014 (0,91)
Autonomni simptomi

GI funkcije 0,384 (<0,001) 0,197 (0,12) -0,059 (0,65)

Urinarne funkcije 0,022 (0,86) 0,071 (0,58) -0,091 (0,48)

Kardiovaskularne funkcije 0,154 (0,23) 0,217 (0,09) -0,124 (0,33)

Termoregulatorne funkcije 0,146 (0,25) 0,281 (0,03) 0,171 (0,18)

Pupilomotorne funkcije 0,120 (0,35) 0,012 (0,93) 0,223 (0,08)

Seksualne funkcije 0,081 (0,58) 0,032 (0,83) -0,138 (0,35)

SCOPA-AUT ukupno 0,223 (0,08) 0,235 (0,06) -0,021 (0,87)
MoCA Jjestvica kognitivnog statusa -0,201 (0,11) -0,179 (0,16) 0,055 (0,67)
Anksioznost (BAI) 0,251 (0,05) 0,207 (0,10) 0,251 (0,05)
Depresija (BDI-II) 0,255 (0,04) 0,117 (0,36) 0,255 (0,04)
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5. Rezultati

Tablica 5.29. Povezanost zonulina, alfa-1-antitripsina i laktoferina s klinickim obiljezjima

oboljelih od Parkinsonove bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (p vrijednost)

Zonulin Alfa-1-antitripsin Laktoferin

RBDSQ 0,044 (0,73) 0,131 (0,31) -0,121 (0,34)
MDS-NMS

Depresija -0,205 (0,11) 0,085 (0,51) -0,111 (0,39)

Anksioznost -0,245 (0,05) 0,257 (0,04) -0,129 (0,31)

Apatija -0,156 (0,22) 0,116 (0,36) 0,142 (0,27)

Halucinacije i psihoza -0,168 (0,19) 0,316 (0,01) -0,310 (0,01)

Kontrola impulsa i srodni 20,020 (0,88) 0,333 (0,01) 20,220 (0,08)

poremecaji

Kognitivno oste¢enje -0,039 (0,76) 0,065 (0,61) -0,072 (0,57)

Ortostatska hipotenzija -0,185 (0,15) -0,152 (0,24) -0,048 (0,71)

Urinarni problemi -0,064 (0,62) 0,150 (0,24) -0,051 (0,69)

Seksualni problemi -0,153 (0,29) 0,110 (0,45) -0,078 (0,59)

Probavne smetnje -0,049 (0,70) 0,089 (0,49) -0,090 (0,48)

Poremecaj spavanja -0,171 (0,18) 0,023 (0,86) -0,161 (0,21)

Bol -0,280 (0,03) -0,188 (0,14) 0,082 (0,52)

Drugo -0,189 (0,14) -0,058 (0,65) 0,045 (0,73)

MDS - NMS -~ ukupno -0,199 (0,12) 0,103 (0,42) -0,056 (0,66)

nemotoricki simptomi
UPDRS

UPDRS I ~mentalna aktivnost, 20,101 (0,43) 0,022 (0.86) 20,174 (0,17)

ponasanje i raspoloZenje

UPDRS II — Bolesnikova

samoprocjena sposobnosti

izvréfvanjj'a svalgodnevnih -0,294(0,02) 0,022 (0,86) -0,065(0.61)

aktivnosti

UPDRS I.II'— Procjena motorickih 20,248 (0,05) 0,010 (0,94) 20,04 (0,76)

znakova 1 simptoma

UPDRS IV - Procjena motorickih

komplikacija kao posljedica -0,117 (0,36) 0,210 (0,10) -0,025 (0,85)

lijeCenja antiparkinsonicima

UPDRS — ukupno -0,353 (0,01) 0,056 (0,66) -0,063 (0,62)
PDSS — Ljestvica spavanja -0,277 (0,03) 0,126 (0,32) -0,055 (0,67)
Autonomni simptomi

GI funkcije -0,101 (0,43) 0,192 (0,13) -0,224 (0,08)

Urinarne funkcije -0,152 (0,23) 0,150 (0,24) 0,011 (0,93)

Kardiovaskularne funkcije -0,122 (0,34) 0,032 (0,81) -0,010 (0,94)

Termoregulatorne funkcije -0,070 (0,59) 0,055 (0,67) 0,189 (0,14)

Pupilomotorne funkcije 0,142 (0,27) -0,005 (0,97) 0,116 (0,37)

Seksualne funkcije -0,205 (0,16) 0,193 (0,18) -0,106 (0,47)

SCOPA-AUT ukupno -0,119 (0,36) 0,223 (0,08) -0,020 (0,88)
MoCA ljestvica kognitivnog statusa 0,045 (0,73) -0,275 (0,03) 0,010 (0,94)
Anksioznost (BAI) -0,220 (0,08) 0,183 (0,15) -0,198 (0,12)
Depresija (BDI-II) -0,192 (0,13) 0,163 (0,20) -0,060 (0,64)
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Tablica 5.30. Povezanost markera intestinalne upale u uzorcima stolice s dobi bolesnika, dobi

kod pocetka bolesti 1 s trajanjem bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Dob Dob kod pqcetka Trajanje bolesti
bolesti
Kalprotektin 0,035 (0,79) -0,069 (0,59) 0,252 (0,04)
Beta-defenzin 2 -0,121 (0,35) -0,186 (0,14) 0,094 (0,46)

Sekretorni

imunoglobulin A -0,255 (0,04) -0,315 (0,01) 0,196 (0,13)
(slgA)

Zonulin 0,072 (0,58) 0,052 (0,69) -0,006 (0,96)
Alfa-1-antitripsin -0,060 (0,64) -0,115(0,37) 0,175 (0,17)
Laktoferin 0,008 (0,95) -0,069 (,0,59) 0,126 (0,33)

U kontrolnoj skupini ispitanika uz povisene vrijednosti kalprotektina poviSene su vrijednosti

alfa-1-antitripsina (Rho = 0,363) 1 laktoferina (Rho = 0,625); uz povisene vrijednosti alfa-1-

antitripsina povisen je i laktoferin (Rho = 0,278), a uz povisene vrijednosti sIgA vise su

vrijednosti zonulina (Rho = 0,579) 1 alfa-1-antitripsina (Rho = 0,255) (tablica 5.31).

Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti uz povisene vrijednosti kalprotektina poviSene su

vrijednosti 1 beta-defenzina-2 (Rho = 0,343), sIgA (Rho = 0,4339 i alfa-1-antitripsina (Rho =

0,659).

Beta-defenzin 2 je u pozitivnoj vezi s alfa-1-antitripsinom (Rho = 0,321), a sIgA s alfa-1-

antitripsihom (Rho = 0,300) i laktoferinom (Rho = 0,323) (tablica 5.31).
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Tablica 5.31. Medusobna povezanost markera intestinalne upale u uzorcima stolice u

kontrolnoj skupini i u skupini bolesnika oboljelih od Parkinsonove bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)
Sekretorni
Kalprotektin Beta.— imunoglobulin | Zonulin Al.fa'- 1_.
defenzin 2 A Antitripsin
Kontrola
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,172 (0,17) 1
Sekretorni 0,011
imunoglobulin A (siga) | 027 (0:66) | o3 !
. 0,050
Zonulin 0,170 (0,18) (0.70) 0,579 (0,001) 1
o 0,363 0,108 -0,037
Alfa-1-antitripsin (0,003) (0,40) 0,255 (0,04) 0.77) 1
. 0,625 0,111 0,231 0,278
Laktoferin (0,001) (0.38) 0,218 (0,08) (0.07) (0,03)
Bolesnici s Parkinsonovom bolesti
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,343 (0,01) 1
Sekretorni 0,433 0,204 |
imunoglobulin A (sIgA) (<0,001) (0,11)
. -0,025 0,149
Zonulin (0.85) (0.25) 0,181 (0,16) 1
o 0,659 0,321 -0,006
Alfa-1-antitripsin (<0,001) (0,01) 0,300 (0,02) (0.96) 1
) 0,123 0,102 -0,125
Laktoferin 0,064 (0,62) (0.34) 0,323 (0,01) (0.43) (0.33)

U bolesnika s ranim po¢etkom bolesti uz povisene vrijednosti kalprotektina niZe su vrijednosti
zonulina (Rho = -0,773), a viSe su vrijednosti alfa-1-antitripsina (Rho = 0,753). Uz poviSene
vrijednosti sekretornog imunoglobulina A viSe su vrijednosti laktoferina (Rho = 0,588), a kod
viSih vrijednosti alfa-1-antitripsina nize su vrijednosti laktoferina (Rho = -0,802). Kod
bolesnika s kasnim pocetkom bolesti, uz povisene vrijednosti kalprotektina poviSene su
vrijednosti beta-defenzina-2 (Rho = 0,379), sekretornog imunoglobulina A (Rho =0,593) i alfa-
1-antitripsina (Rho = 0,643). Beta-defenzin 2 je u pozitivnoj vezi s alfa-1-antitripsinom (Rho =
0,367) i sekretornim imunoglobulinom A (Rho = 0,308). Uz viSe vrijednosti sekretornog

imunoglobulina A poviSene su vrijednosti alfa-1-antitripsina (Rho = 0,410) (tablica 5.32).
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Tablica 5.32. Medusobna povezanost markera intestinalne upale u uzorcima stolice u

skupinama bolesnika oboljelih od Parkinsonove bolesti s obzirom na dob pocetka bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)
Sekretorni
Beta — Alfa-1-
Kalprotektin © a‘ imunoglobulin | Zonulin . % .
defenzin 2 A antitripsin
Rani pocetak
bolesti
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,330 (0,27) 1
Sekretorni 0.055
imunoglobulin A 0,060 (0,84) (0’ 86) 1
(sIgA) ’
. -0,773 0,041
Zonulin (<0,001) (0.89) -0,143 (0,64) 1
Alfa-1- 0,110 -0,539
antitripsin 0,753 (< 0,001) (0.72) -0,297 (0,32) (0.06) 1
Laktoferin -0,549 (0,05) -((())’%707) 0,588 (0,03) (%’41342) (< ;)0(’)%(;2)
Kasni pocetak
bolesti
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,379 (0,01) 1
Sekretorni 0.308
imunoglobulin A | 0,593 (< 0,001) (0’ 03) 1
(sIgA) ’
. 0,208
Zonulin 0,201 (0,16) (0.15) 0,279 (0,05) 1
Alfa-1- 0,367 0,410 0,140
antitripsin 0,643 (< 0,001) (0,01) (<0,001) | (0,33) !
) 0,203 0,044 0,039
Laktoferin 0,258 (0,07) (0.16) 0,231 (0,11) (0.76) (0.79)

Kod bolesnika s prvim simptomima na mozgu, kalprotektin je u znacajnoj i pozitivhoj vezi s
beta-defenzinom-2 (Rho = 0,377), sekretornim imunoglobulinom A (Rho = 0,460) i alfa-1-
antitripsinom (Rho = 0,654). Beta-defenzin 2 je u pozitivnoj vezi s alfa-1-antitripsinom (Rho =
0,308), a uz vise vrijednosti sIgA viSe su vrijednosti i laktoferina (Rho = 0,292). Kod bolesnika
s prvim simptomima koji su tjelesni, samo je znaCajna pozitivna veza izmedu kalprotektina i
alfa-1-antitripsina (Rho = 0,771), odnosno uz vise vrijednosti kalprotektina vise su vrijednosti

1 alfa-1-antitripsina i obrnuto (tablica 5.33).
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Tablica 5.33. Medusobna povezanost markera intestinalne upale u uzorcima stolice u

skupinama bolesnika oboljelih od Parkinsonove bolesti s obzirom na pojavnost prvih simptoma

Pocetak bolesti centralno
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,377 (0,01) 1
Sekretorni
imunoglobulin A 0,460 (< 0,001) | 0,208 (0,14) 1
(sIgA)
Zonulin 0,051 (0,72) | 0,207 (0,14) | 0,213 (0,13) 1
Alfa-1-antitripsin 0,654 (< 0,001) | 0,308 (0,03) | 0,281 (0,05) (%06664; 1
Laktoferin 0,055 (0,7) | 0,180 (0,21) | 0,292 (0,04) (%’ 1329?; 0,102
(0,47)
Pocetak bolesti na periferiji
Kalprotektin 1
Beta-defenzin 2 0,242 (0,45) 1
Sekretorni
imunoglobulin A 0,446 (0,15) | 0,217 (0,50) 1
(sIgA)
Zonulin -0,441 (0,15) | -0,169 (0,60) | -0,049 (0,88) 1
Alfa-1-antitripsin 0,771 (< 0,001) | 0,420 (0,17) | 0,543 (0,07) -(%3320‘; 1
0.138 0,053
Laktoferin 0,219 (0,49) | 0,046 (0,89) | 0,518 (0,08) (0’ 67)
’ (0,87)
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitivane su vrijednosti markera intestinalne upale kod bolesnika s
Parkinsonovom bolesti u odnosu na zdrave kontrole te je analizirana njihova povezanost s
motori¢kim 1 nemotori¢kim simptomima i klinickim podtipovima Parkinsonove bolesti.
Intestinalna upala prepoznata je kao vazan ¢imbenik u patogenezi Parkinsonove bolesti u
brojnim zivotinjskim 1 klinickim studijama, a s obzirom na to da je utvrdeno da nije prisutna u
svih bolesnika, pojavio se interes za definiranjem podskupina bolesnika kod kojih taj proces
doprinosi pocetku ili progresiji bolesti (70). Iako je endoskopija s uzimanjem uzoraka za
biopsiju najpouzdaniji nacin otkrivanja upalnih dogadanja na sluznici crijeva, metoda je
invazivna 1 zahtijeva pripremu za pretragu koja moze biti iznimno zahtjevna za pacijente,
posebice one starije zivotne dobi i ogranicenih fizickih sposobnosti (137). Zbog toga su u
uzorcima seruma 1 stolice ispitivani razli¢iti biomarkeri koji pouzdano odrazavaju upalne
dogadaje na crijevnoj sluznici. Istrazivanja su pokazala da markeri iz uzorka stolice pouzdano
odrazavaju intenzitet upale na sluznici crijeva u usporedbi s endoskopskim nalazima, lako se
uzorkuju 1 neinvazivni su uz prednost visestrukog uzorkovanja tijekom pracenja bolesnika
(137). Sve to dovelo je do njihove rastu¢e uporabe u klinickoj praksi, ali i u studijama koje
ispituju upalne dogadaje na crijevnoj sluznici u razli¢itim kroni¢nim bolestima, ukljucujuéi i

Parkinsonovu bolest.

6.1. Opce odlike ispitanika

U ovom su istrazivanju u uzorcima stolice izmjerene vrijednosti razli¢itih markera intestinalne
upale od kojih su neki, poput zonulina i alfa-1-antitripsina, pokazatelji crijevne permeabilnosti.
Istrazivanje je obuhvacalo jednak broj ispitanika u skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti

i u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika koji su bili slicne raspodjele dobi i spola.

Za usporedbu, u naSem je istrazivanju sudjelovao nesto veci broj ispitanika u odnosu na vecéinu
ranijih studija iz ovog podrucja. Naprimjer, studije Schwiertz i suradnika te Mulak i suradnika
obuhvacale su u skupini bolesnika 1 kontrolnoj skupini od 20 do 35 ispitanika (76, 99). Nesto
vedi broj ispitanika zabiljeZen je u studiji Hor i suradnika, ¢ija je veli¢ina uzorka usporediva s

veli¢inom uzorka u ovom istrazivanju (101).

Medijan dobi kod bolesnika u nasem istraZivanju bio je 66 godina, a kontrolne skupine 61
godina, §to je usporedivo s drugim istrazivanjima iz ovog podruc¢ja, gdje je prosje¢na dob
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ispitanika bila slicna, kao naprimjer u studiji Hor i suradnika, gdje su bolesnici bili prosje¢ne
dobi 67 godina, a ispitanici kontrolne skupine 64 godine (101). Medijan trajanja bolesti u
skupini bolesnika u nasem istrazivanju bio je 3 godine, dok su u istrazivanjima drugih autora
bolesnici bili neSto duljeg trajanja bolesti, naprimjer, u studiji Mulak i suradnika medijan

trajanja bolesti iznosio je 9 godina, a u studiji Hor 1 suradnika 10 godina (99, 101).

Takoder, i u tim je studijama sudjelovao nesto veci postotak ispitanika muskog spola, §to je
ocekivano u kontekstu vece incidencije bolesti kod osoba muskog spola. U nasem istrazivanju
u skupini bolesnika bilo je 75 % bolesnika muskog spola, dok je, naprimjer, u istrazivanju Hor
1 suradnika sli¢ne veli¢ine uzorka sudjelovalo u skupini bolesnika 69 % ispitanika muskog spola

(101).

Kada se promatra raspodjela prema ljestvici H&Y, u ovoj je studiji sudjelovalo najmanje tesko
onesposobljenih bolesnika zbog dizajna istrazivanja iz kojega su bili iskljuceni tesko pokretni
bolesnici. Sli¢na je raspodjela bila i u drugim studijama iz ovog podrucja, naprimjer, u studiji
Mulak i suradnika od 35 bolesnika s Parkinsonovom bolesti 17 je bilo H&Y stadija 2, a 18
bolesnika H&Y stadija 3, dok bolesnici iz ostalih podskupina ljestvice H&Y nisu bili ukljuceni

u istrazivanje.

Promatrajuéi tezinu ispitivanih simptoma, naprimjer, prema ukupnom broju bodova upitnika
MDS-UPDRS, bolesnici u nasem istrazivanju imali su manji medijan ukupnog broja bodova,
tj. 30, u odnosu na bolesnike iz istrazivanja Hor i suradnika, gdje je medijan iznosio 60.
Navedenom moze pridonositi i €injenica da su bolesnici u naSem istrazivanju imali krace
trajanje bolesti u odnosu na navedenu studiju te samim time i ne$to manje izrazene motoricke i

nemotoric¢ke simptome.

Usporedujuci rezultate ljestvica za procjenu nemotorickih simptoma, MDS-NMS i SCOPA-
AUT, bolesnici su u ovom istrazivanju najc¢esce prijavljivali simptome iz skupine poteskoca s
mokrenjem 1 gastrointestinalne simptome. Za usporedbu, simptome po skupinama opisuju i

Dumitrescu i suradnici, gdje su bolesnici najcescée prijavljivali hiposmiju i konstipaciju (100).

Promatrajuéi raspodjelu prema spolu, klini¢ki parametri bolesnika u ovom istraZivanju poput
dobi, trajanja bolesti, dobi kod dijagnoze i klinickog podtipa bolesti nisu se znacajno
razlikovali, dok su uocene razlike u tezini pojednih simptoma. Na primjer, kod Zena je uocena
viSe izrazena pojavnost depresije, ansksioznosti, seksualne disfunkcije, probavnih smetnji i

nemotorickih simptoma opc¢enito, dok su kod muskaraca bile izrazenije motoricke komplikacije
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bolesti. Navedeno je u skladu s rezultatima drugih autora gdje se takoder kod Zena biljeze jace

izrazeni simptomi autonomne disfunkcije 1 poremecaja raspolozenja (138).

Usporedujuci dob bolesnika kod dijagnoze i trajanje bolesti s tezinom simptoma uocavaju se
jaCe izrazene motoricke komplikacije i poteskoce u svakodnevnom funkcioniranju s duljim
trajanjem bolesti Sto je u skladu s oc¢ekivanjima. Rezultati prethodnih studija su imali sli¢na
zapazanja, te ukazuju na jace izrazene simptome autonomne disfunkcije s porastom dobi

bolesnika (138, 139).

Zakljucno, opca obiljezja uzorka bolesnika u ovom istrazivanju poput dobi, spola i1 tezine
simptoma sli¢na su uzorcima drugih studija za usporedbu (100, 138, 139). S druge strane,
promatrajuci istrazivanja koja obuhvacaju ispitivanje markera intestinalne upale kod bolesnika
s Parkinsonovom bolesti, u naSem je istrazivanju zabiljeZen nesto veéi broj ispitanika u odnosu

na vecinu studija iz ovog podrucja (76,99).

6.2. Povezanost markera intestinalne upale s motori¢kim i nemotori¢kim simptomima,

dobi i duljinom trajanja bolesti

6.2.1. Kalprotektin

Kalprotektin je najces¢e koriSten marker intestinalne upale, ¢ija je klinicka primjena unazad
nekoliko desetlje¢a neizostavna u dijagnostici 1 prac¢enju bolesnika s upalnim bolestima crijeva
poput ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti (104, 105). Kod bolesnika s Parkinsonovom
bolesti nekoliko je studija do sada koje ukazuju na povisene vrijednosti kalprotektina u odnosu
na zdrave kontrole (76, 99, 100). Naprimjer, u studiji Schwiertz i suradnika opisane su povisene
vrijednosti kalprotektina u stolici kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na zdrave
kontrole, a povezanost s drugim klini€¢kim parametrima poput simptoma, podtipova bolesti ili
terapije koju su bolesnici uzimali nije uocena (76). U studiji Mulak i suradnika takoder su
opisane povisene vrijednosti kalprotektina kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti u odnosu na
kontrole, dok povezanost s trajanjem bolesti, teZinom simptoma i terapijom nije uocena (99).
Rezultate s poviSenim kalprotektinom opisuju i Aho i suradnici, uz nesto izraZenije vrijednosti
kod zenskog spola te Dumitrescu i suradnici (69, 100). Dodatno, studija Hor i suradnika takoder
opisuje povisene koncentracije kalprotektina u stolici kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti

u odnosu na kontrole, ali bez znacajne povezanosti s klini¢kim parametrima bolesnika (101).

U ovom istrazivanju vrijednosti kalprotektina u odnosu na zdrave ispitanike nisu bile povisene.

S druge strane, promatraju¢i klinicke parametre pacijenata, nadeno je nekoliko znacajnih
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pozitivnih korelacija s vrijednostima kalprotektina poput, naprimjer, gastrointestinalnih
simptoma prema objema ljestvicama u kojima su ispitivani. Dodatno, utvrdena je i pozitivha
korelacija vrijednosti kalprotektina s pojavnosti depresije, anksioznosti, motorickih
komplikacija nastalih kao posljedica lijecenja antiparkinsonicima te s duljinom trajanja bolesti.
Navedeni rezultati razlikuju se od dosada$njih studija u kojima nije utvrdena povezanost

vrijednosti kalprotektina s tezinom motorickih 1 nemotorickih simptoma (76, 99, 100).

Kada se promatra duljina trajanja bolesti, Dumitrescu 1 suradnici ukazali su na povezanost
povisenih vrijednosti kalprotektina s blagim parkinsonizmom prema ljestvici H&Y, ukazujuci
na izraZeniju prisutnost intestinalne upale u ranim fazama bolesti, $to je u kontrastu s
rezultatima ovog istrazivanja koji ukazuju na prisutnost intestinalne upale i kod bolesnika s
duljim trajanjem bolesti (100). Takoder, Dumitrescu 1 suradnici opisali su negativnu korelaciju
vrijednosti kalprotektina s hiposmijom podupirué¢i ranije predloZzene hipoteze o razli¢itom

mjestu pocetka bolesti centralno ili periferno na razini crijevne sluznice (100).

Navedeno je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja, gdje su uz poviSene vrijednosti
kalprotektina bili prisutni jace izrazeni gastrointestinalni simptomi, podupirué¢i hipotezu o

povezanosti te grupe simptoma s intestinalnom upalom.

6.2.2. Laktoferin

Uz kalprotektin, laktoferin je takoder marker intestinalne upale aktiviran putem neutrofila te je
¢esto koristen u klinickoj praksi kod pracenja bolesnika s upalnim bolestima crijeva (120, 121).
U Parkinsonovoj bolesti do sada su mjerene koncentracije fekalnog laktoferina u studiji
Schwiertz i suradnika koji, iako nisu pronasli znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu,
ukazuju na trend prema poviSenim vrijednostima kod bolesnika, dok povezanost sa

simptomima, teZinom ili suptipovima bolesti nije uocena (76).

S druge strane rezultati ovog istrazivanja ukazuju na zna¢ajno poviSene vrijednosti laktoferina
u odnosu na kontrolnu skupinu uz odredeni znacaj i u predikciji nastanka Parkinsonove bolesti,
Sto upucuje na vazan put aktivacije neutrofila u sklopu upalnih procesa na crijevnoj sluznici
kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti. Potrebno je kod interpretacije tih rezultata napomenuti
da su vrijednosti dobivene regresijskom analizom kojima je ispitivan znafaj markera

intestinalne upale u predikciji nastanka bolesti bile granicne, tj. blizu 1.
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S druge strane uocena je negativna povezanost sa simptomima koji se odnose na psihozu i
halucinacije, uz napomenu da je vrlo mali broj bolesnika u cijelom uzorku imao prisutne

simptome iz te skupine.

6.2.3. Beta-defenzin

Beta-defenzin je antimokrobini peptid iz porodice defenzina ¢ija je vazna uloga odrZavanje
funkcije epitelne barijere, sudjelovanje u procesima prirodene, ali i steCene imunosti, a od
Sirokog spektra poznatih alfa i1 beta-defenzina, rastuci je interes za beta-defenzin 2, €ije su
povisene koncentracije uocene kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva, ali 1 funkcionalnim
poremecajima poput sindroma iritabilnog kolona (107). Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti
pretrazivanjem dostupne literature nisu pronadene studije za usporedbu koje ukljucuju taj
marker, a s obzirom na to da je sve viSe dokaza o crijevnoj disbiozi 1 moguéem gubitku
integriteta crijevne sluznice kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti, patofizioloski mehanizmi
aktivacije beta-defenzina 2 mogli bi biti znacajni u ispitivanju patogeneze bolesti, zbog Cega je

kao marker intestinalne upale uklju€en u istrazivanje.

Rezultati ovog istraZivanja u skladu su s o€ekivanjima te ukazuju na znacajno povisene
koncentracije beta-defenzina 2 kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti uz doprinos u predikciji
bolesti uz napomenu, kao i za laktoferin, da su vrijednosti dobivene regresijskom analizom bile
blizu 1. Od skupina simptoma uocena je pozitivna povezanost vrijednosti beta-defenzina 2 s
tezinom simptoma kontrole impulsa i smetnjama termoregulacije, $to ukazuje na prisutnost
autonomne disfunkcije u bolesnika s povisSenim vrijednostima tog markera. Dodatno,
promatrajuci puteve aktivacije beta-defenzina-2, moze se zakljuciti o pojacanoj mikrobnoj
stimulaciji na razini crijevne sluznice u Parkinsonovoj bolesti jer se radi o antimikrobnom

peptidu ¢iji su glavni podrazaj za aktivaciju alteracije crijevnog mikrobioma (120, 121).
6.2.4. Sekretorni imunoglobulin A

Na razini crijevne sluznice nalazi se mnostvo imunoloski aktivnih stanica medu kojima vaznu
ulogu imaju plazma stanice koje na vanjski antigenski podrazaj izlucuju sIgA, protektivna
antitijela koja svojim lokalnim djelovanjem predstavljaju vaznu barijeru u prodoru vanjskih
patogena kroz crijevnu sluznicu (82). Pretrazivanjem dostupne literature nisu pronadene studije
u kojima su ispitivane vrijednosti sekretornog imunoglobulina A u uzorcima stolice kod

bolesnika s Parkinsonovom bolesti.
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Nasi rezultati pokazali su razliku izmedu vrijednosti sIgA u ispitivanim uzorcima kod bolesnika
u odnosu na kontrolnu skupinu uz grani¢nu znacajnost te trend prema nizim vrijednostima tog
markera u bolesnika s Parkinsonovom bolesti. Dodatno, uocena je negativna korelacija s
ortostatskom hipotenzijom i bolom, a pozitivna korelacija s tezinom depresivnih simptoma.
Kada se promatra dob bolesnika 1 dob pocetka bolesti, za oba parametra bila je prisutna

negativna korelacija s vrijednostima sIgA.

Navedeni rezultati upucuju na postojanje autonomne disfunkcije kod bolesnika s manjim
vrijednostima sIgA, tj. slabijim lokalnim imunoloskim odgovorom na razini crijevne sluznice.
Veza sa simptomom depresije nejasna je s obzirom na to da pokazuje obrnuti trend u odnosu
na simptome autonomne disfunkcije te se eventualno moze promatrati u kontekstu razlicite
klinicke slike kod pacijenata s prisutnom crijevnom upalom kod koje je autonomna disfunkcija

ocekivana u odnosu na podtip bolesti s primarnim zahva¢anjem centralnih struktura.

Poveznica s dobi bolesnika i dobi pocetka bolesti znaCajna je, osobito kada se usporedi s
rezultatima Jendraszak i suradnika, koji su u uzorcima stolice zdravih osoba ispitivali
vrijednosti kalprotektina, zonulina i sIgA ovisne o dobi (110). Pra¢enjem tih markera u 160
zdravih ispitanika uo€ene su znacajne razlike u koncentracijama sIgA u stolici kod ispitanika
do 55 godina te onih starijih od 55 godina, uz znacajan opadaju¢i trend u koncentraciji sIgA s

dobi (110).

Nasi rezultati takoder ukazuju na sniZenje koncentracije sIgA u stolici s porastom dobi, Sto bi
moglo predstavljati jedan od mehanizama obrane koji su naruSeni, osobito u starijoj populaciji.
Kako s dobi raste i prevalencija Parkinsonove bolesti, gubitak lokalnog imunoloskog odgovora
na razini crijevne sluznice bi, u kontekstu tih rezultata, mogao biti jedan od vaZnijih
mehanizama koji pridonose nastanku i1 napredovanju bolesti. Dodatno, u naSem uzorku veca
dob pri dijagnozi bolesti takoder je bila povezana s nizim koncentracijama sIgA u stolici, §to

dodatno naglasava vaznost tih mehanizama u nastanku Parkinsonove bolesti kod starijih osoba.

6.2.5. Zonulin

Jedna od glavnih obrambenih barijera crijevne sluznice prema sistemskom prodoru vanjskih
patogena jest njezin oCuvan integritet koji se odnosi 1 na crijevnu permeabilnost, komponentu
koja je u upalnim stanjima cesto narusena i1 kao takva omogucuje fizicki prodor patogena
izmedu uskih spojeva enterocita, ¢ime se olakSava njihov prodor u sistemsku cirkulaciju

(140,141).
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Iako intestinalna upala i narusena permeabilnost uglavnom dolaze udruzeno, markeri crijevne
permeabilnosti postaju od osobitog znacaja u novijim studijama jer omogucuju dodatni uvid u
upalna zbivanja na crijevnoj sluznici. NajceS¢e koristeni u te svrhe jesu alfa-1-antitripsin 1
zonulin, protein otkriven u proteklih 20-ak godina koji reverzibilnim djelovanjem regulira

propusnost medustani¢nih spojeva enterocita (115, 116).

U Parkinsonovoj bolesti nekoliko je studija do sada ispitivalo vrijednosti zonulina u uzorcima
stolice bolesnika. Naprimjer, studija Mulak 1 suradnika koja je ukljucivala 35 ispitanika s
Parkinsonovom bolesti 1 20 zdravih kontrola ¢iji rezultati nisu ukazali na znacajne razlike
izmedu navedenih skupina u koncentracijama zonulina (21). Ranije opisana studija Schwiertz
1 suradnika takoder je ispitivala vrijednosti zonulina koje su bile poviSene u bolesnika s
Parkinsonovom bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu, bez znacCajne povezanosti sa
simptomima ili stadijem bolesti (76). Vazna je za istaknuti i1 studija Dumitrescu 1 suradnika u
kojoj su vrijednosti zonulina usporedivane kod bolesnika i zdravih kontrola u uzorcima seruma
i stolice te su u obje vrste uzoraka zabiljezene povisene koncentracije tog markera
permeabilnosti u odnosu na kontrole, te studiju Ulas 1 suradnika, koji su na ve¢em broju
ispitanika, ukupno 139 bolesnika 1 33 kontrolna ispitanika, utvrdili prisutnost poviSenih
koncentracija fekalnog zonulina kod bolesnika uz znacajnu pozitivnu povezanost sa smetnjama

mokrenja (100, 140).

Nasi su rezultati takoder potvrdili znacajno povisene vrijednosti zonulina u uzorcima stolice
kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu uz negativnu povezanost
vrijednosti zonulina s teZinom motoric¢kih 1 nemotori¢kih simptoma utvrdenu ukupnim zbrojem
bodova ljestvice MDS-UPDRS. Sli¢ne rezultate opisuju Aho i suradnici, koji su uz vrijednosti
fekalnih markera upale 1 permeabilnosti ispitivali i povezanost s koncentracijama
kratkolan¢anih masnih kiselina te sastavom crijevne mikrobiote i, iako nije pronadena znacajna
razlika izmedu vrijednosti fekalnog zonulina kod bolesnika 1 kontrola, uo€ena je negativna
povezanost s teZinom motori¢kih 1 nemotorickih simptoma takoder mjerena ljestvicom MDS-

UPDRS i pozitivna povezanost s razli€itosti mikrobiote (69).

Ovi rezultati upucuju na povezanost povisenih vrijednosti fekalnog zonulina i povecane
crijevne permeabilnosti kod pacijenata s blagim motori¢kim i nemotorickim simptomima te ih
je potrebno promatrati u studijama koje bi ukljucivale veéi broj ispitanika, osobito onih u
ranijim fazama bolesti kako bi se utvrdilo je li povecana crijevna permeabilnost mjerena tim

markerom prisutna kao jedan od pocetnih mehanizama u patogenezi intestinalne disfunkcije
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kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti. Takoder nize vrijednosti zonulina kod uznapredovale
klinicke slike mogu upucivati da u daljnjem tijeku bolesti crijevna permeabilnost moze biti

ocuvana, a progresija bolesti razvija se drugim mehanizmima.

6.2.6. Alfa-1-antitripsin

Alfa-1-antitripsin je protein Siroko zastupljen u organizmu ¢ija vaznost u procjeni crijevne
propusnosti proizlazi iz €injenice da se u lumenu crijeva ne apsorbira te je koliina izmjerena u
stolici pouzdan pokazatelj gubitka proteina putem probavnog trakta, zbog Cega se taj marker u

klinickoj primjeni koristi i kao neizravni pokazatelj crijevne permeabilnosti (118).

Nekoliko je studija koje su ispitivale ulogu alfa-1-antitripsina u Parkinsonovoj bolesti.
Naprimjer, u studiji Dufek i suradnika, gdje su ispitivani serumski upalni biomarkeri, pracene
su 1 vrijednosti alfa-1-antitripsina koje kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti nisu bile
povisene (140,141). S druge strane vrijednosti alfa-1-antitripsina ispitivane u uzorku stolice bile
su znacajno povisene u studiji Schwiertz i1 suradnika, medutim nije zabiljeZena povezanost sa

simptomima ili podtipovima bolesti (76).

Nasi rezultati u kontrastu su s drugim autorima pokazali nize vrijednosti alfa-1-antitripsina u
uzorku stolice u odnosu na ispitanike kontrolne skupine te protektivan utjecaj u predikciji
nastanka Parkinsonove bolesti. Potrebno je naglasiti da je za kona¢nu procjenu gubitka alfa-1-
antitripsina vazna i usporedba vrijednosti u serumu s vrijednostima u stolici te kona€an izracun
klirensa alfa-1-antitripsina jer su vrijednosti promatrane samo u uzorku stolice neizravan
pokazatelj gubitka proteina probavnim traktom (142). Buduéi da u ovoj studiji, a ni u studiji
Schwiertz i suradnika nisu radene usporedbe s koncentracijom alfa-1-antitripsina u serumu,
smatramo da te rezultate treba promatrati u tom kontekstu. Takoder, vrijednosti dobivene
regresijskom analizom koje su ispitivale prediktivan utjecaj pojedinih markera u nastanku
Parkinsonove bolesti su, kao i za beta-defenzin i laktoferin, iako statisticki znacajne, bile blizu
1, zbog Cega je klini¢ki znacaj tih rezultata ogranicen. Ipak, s obzirom na to da su rezultati vise
studija, kao 1 rezultati ovog istrazivanja, ukazali na poviSene vrijednosti markera crijevne
permeabilnosti, alfa-1-antitripsin svakako treba biti dodatno ispitivan kod pacijenata s

Parkinsonovom bolesti, ali uz preporuku usporedbe s vrijednostima u serumu.

Kad se promatraju usporedbe povezanosti tih vrijednosti s razli¢itim spektrom motorickih i
nemotori¢kih simptoma, nasi su rezultati ukazali na pozitivnu vezu izmedu koncentracije alfa-

l-antitripsina u stolici s anksioznosti, pojavom halucinacije i psihoze te tezine simptoma
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kontrole impulsa, dok je negativna povezanost uo¢ena s kognitivnim sposobnostima. Navedeni
rezultati takoder ukazuju na klini¢ki znacaj prac¢enja vrijednosti tog markera s obzirom na
povezanost s vise grupa nemotorickih simptoma te niZze kognitivne sposobnosti bolesnika kod

kojih su uocene visoke vrijednosti alfa-1-antitripsina.

6.3. Povezanost markera intestinalne upale s klinickim podtipovima Parkinsonove

bolesti

U ranijim studijama koje su ispitivale markere intestinalne upale u uzorcima stolice kod
bolesnika s Parkinsonovom bolesti utvrdene su znacajne razlike medu pojedinim markerima
kod bolesnika u odnosu na zdrave kontrole (69, 76, 99, 100, 101). Iako u navedenim studijama
nije pronadena povezanost s klinickim parametrima bolesnika ili podtipovima bolesti, zakljucci
svih navedenih istrazivanja vodili su prema potrebi definiranja dodatnih podtipova bolesnika
kod kojih se pojavljuje intestinalna upala. Takoder se pokuSalo uz definiranje podskupina
definirati i klini¢ku sliku tih bolesnika te bi osim klini¢kih manifestacija znacajno bilo utvrditi
1 prognosticke c¢imbenike povezane s upalnim procesima na periferiji kod bolesnika s

Parkinsonovom bolesti.

Prva istrazivanja u tom podrucju ukljucivala su manji broj ispitanika, zbog ¢ega je bila otezana
procjena podskupina bolesnika kod kojih je prisutna intestinalna upala. NeSto veci broj
ispitanika obuhvacalo je opisano istrazivanje Hor i1 suradnika, u kojemu su ispitivani markeri
intestinalne upale u uzorcima stolice kod ukupno 71 pacijenta s Parkinsonovom bolesti i 60
ispitanika kontrolne skupine te 38 bolesnika s multiplom sistemskom atrofijom, a nase
istrazivanje takoder je ukljucivalo sliCan broj ispitanika uz usporedbu vrijednosti markera

intestinalne upale kod pojedinih podtipova Parkinsonove bolesti (101).

U ovom istrazivanju bolesnici su podijeljeni prema spolu, dobi pocetka bolesti, podtipovima
prema ljestvici H&Y, dominantnim simptomima te mjestu pocetka prvih simptoma na tzv.
body-first 1 brain-first-podtip Parkinsonove bolesti. Navedene podjele nisu ukazale na znacajne

razlike izmedu vrijednosti markera intestinalne upale kod pacijenata s Parkinsonovom bolesti.

Potrebno je naglasiti da, iako je ukupna veli¢ina uzorka ovog istrazivanja bila veca od vecine
dosadasnjih studija, kod podjele prema podtipovima u pojedinim skupinama zabiljezen je vrlo

mali broj ispitanika. Naprimjer, kod podjele prema dobi pocetka bolesti vrlo mali udio
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ispitanika bilo je s ranim pocetkom bolesti. Takoder, u ukupnom uzorku bolesnika bilo je

znacCajno vise muskaraca u odnosu na Zene uslijed vec¢e incidencije bolesti kod muskog spola.

Takoder, promatrajuci raspodjelu bolesnika prema ljestvici H&Y, najveci broj ispitanika
obuhvacen je u skupinama 0, 1 ili 2, dok su skupine 3 ili 4 obuhvacéale manji broj ispitanika.
Tome dodatno pridonosi i ¢injenica da su bolesnici vecih stadija bili iskljuceni iz istraZivanja

zbog nemogucénosti odgovarajuée procjene motorickih funkcija uslijed otezane pokretljivosti.

Podjela prema tzv. body-first i brain-first-podtipu ukljucivala je manji dio ispitanika koji su
zadovoljavali kriterije za body-first-podtip bolesti za koji je na temelju patogenetskih
mehanizama koji ga uzrokuju pretpostavljeno da odgovara bolesnicima s prisutnom

intestinalnom upalom.

Kada se promatra raspodjela prema dominantnim simptomima, ukupni broj ispitanika koji je
zadovoljavao kriterije za ukljucivanje u taj tip raspodjele bio je 23 od 64 ispitanika, cemu
pridonosi nekoliko razloga. Primarno, prema preporuci autora Fereshtehnejad podjela bolesnika
na klini¢ke podtipove treba obuhvatiti iskljuc¢ivo bolesnike ¢iji simptomi traju do godinu dana,
koji su novodijagnosticirani te do sada nisu koristili nikakvu terapiju (29). Budu¢i da
uvodenjem terapije dolazi do promjene klini¢ke slike, a samim time i do moguce promjene
podtipa bolesti, u bolesnika koji su do sada lijeceni kriteriji za taj tip raspodjele nisu bili

pouzdani, zbog ¢ega nisu ukljuceni u kona¢nu procjenu.

Dodatno, stupnjevanje bolesnika koje su autori predstavili u radu obuhvacalo je veéi broj
ljestvica 1 upitnika, medutim sami su autori radi pojednostavljenja postupka definiranja
klini¢kih podtipova preporucili kori§tenje manjeg broja ljestvica i upitnika, Sto je 1 ucinjeno u
ovom istrazivanju. Tako je domena kognitivnog oStec¢enja procijenjena na temelju upitnika
MoCa uslijed nedostupnosti Sirokog spektra upitnika koje su autori koristili u izvornom radu

prema izdanim preporukama samih autora (29).

Uzimaju¢i u obzir navedene kriterije, od ukupnog broja ispitanika koji su zadovoljavali kriterije
za raspodjelu prema Fereshtehnejad 1 suradnicima, najve¢i dio ispitanika zadovoljavao je
kriterije za intermedijarni tip bolesti. Difuzni/maligni podtip bolesti, prema navedenoj podjeli,
najmanje je ucestao, a dodatno je bilo od interesa u ovom istrazivanju usporediti bolesnike tog
podtipa bolesti uslijed pretpostavke da ¢e imati izrazenije markere intestinalne upale zbog
ranijeg pocetka bolesti, brze progresije simptoma, izrazenije autonomne disfunkcije i

nemotoric¢kih simptoma. Iako su u ovom istrazivanju zabiljezene vise vrijednosti svih markera
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intestinalne upale kod bolesnika s difuznim/malignim podtipom bolesti, prema kriterijima za
taj podtip samo su dva bolesnika bila uklju¢ena u analizu, zbog ¢ega dobiveni rezultati nisu bili

znacajni.

Iz navedenog se moze zakljuciti kako su dosadasnji radovi iz ovog podrucja obuhvacali manji
broj ispitanika. NaSe istraZivanje 1 studija Hor 1 suradnika, iako su ukljucivali nesto ve¢i broj
ispitanika u odnosu na prethodne studije, ipak nisu obuhvacali dovoljno ispitanika iz pojedinih
podskupina kako bi se pouzdano procijenile eventualne razlike izmedu ispitivanih podtipova
bolesnika (101). Stoga je potrebno navedene spoznaje prosiriti dodatnim istrazivanjima koja bi
obuhvacala veci broj ispitanika kako bi zastupljenost pojedinih podskupina bila odgovarajuca

za daljnje analize.

6.4. Medusobna povezanost vrijednosti markera intestinalne upale

S ciljem dodatnog uvida u patogenetske mehanizme intestinalne upale kod bolesnika s
Parkinsonovom bolesti ucinjena je medusobna usporedba pojedinih vrijednosti markera
intestinalne upale u ovom istrazivanju. Usporedba je obuhvacala kontrolnu skupinu i bolesnike
s Parkinsonovom bolesti uz kasnije usporedbe prema ranom i kasnom pocetku bolesti te
usporedbu prema mjestu prvih simptoma — tzv. body-first i brain-first-podtip. Slicna usporedba
vrijednosti intestinalnih markera u stolici 1 serumu ucinjena je u studiji Aho i suradnika, gdje je
pronadeno vise korelacija izmedu vrijednosti markera analiziranih iz seruma 1 uzorka stolice, a
od komponenata analiziranih isklju¢ivo u uzorcima stolice pronadene su znacajne korelacije
izmedu vrijednosti kalprotektina i zonulina, zbog Cega autori upucuju na vezu izmedu

intestinalne upale 1 crijevne permeabilnosti (69).

U ovom istrazivanju pronadeno je nekoliko medusobnih korelacija markera s naglaskom na
pozitivnu povezanost izmedu vrijednosti kalprotektina i alfa-1-antitripsina u svim ispitivanim
skupinama, $to je ujedno bila i jedina uoc¢ena veza izmedu markera u skupini body-first-podtipa
bolesnika. Uocena je i pozitivna povezanost kalprotektina i laktoferina u kontrolnoj skupini te
kalprotektina s beta-defenzinom 2 i sIgA kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti te u skupini s

kasnim pocetkom bolesti 1 brain-first-podtipom.

Povezanost kalprotektina i laktoferina ofekivana je s obzirom na to da su obje komponente
markeri upalne aktivnosti u crijevima koji se aktiviraju putem neutrofila, dok veza s

vrijednostima beta-defenzina i sIgA u viSe ispitivanih skupina bolesnika upucuje na vezu
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izmedu upalne aktivnosti na sluznici crijeva s mikrobiotom i imunoloskim mehanizmima koje
predstavljaju ta dva markera. S druge strane povezanost alfa-1-antitripsina s kalprotektinom,
osobito zbog Cinjenice da je uofena u svim ispitivanim podskupinama te povezanost alfa-1-
antitripsina i laktoferina u kontrolnoj skupini upuduje na povezanost intestinalne upale s

povecanom crijevnom permeabilnosti, §to su pretpostavili i Aho 1 suradnici (69).

Promatrajuéi vrijednosti zonulina koji je takoder marker povecane crijevne permeabilnosti nije
uocena veza izmedu vrijednosti tog markera s bilo kojim od drugih analiziranih markera. Kako
je ranije naglaseno, zonulin je bio povezan s blagim klinickim manifestacijama Parkinsonove
bolesti kako u nasoj studiji tako 1 u studiji Aho i suradnika, $to moZe biti razlog zbog Cega taj
marker nije bio povezan s vrijednostima ostalih analiziranih markera (69). Povisene vrijednosti
zonulina u ranijim fazama bolesti mogu predstavljati tek blaze promjene permeabilnosti, dok
alfa-1-antitripsin moze biti pokazatelj izrazenije upalne aktivnosti koju prati porast vrijednosti
upalnih markera poput kalprotektina uz gubitak proteina probavnim sustavom, na $to upucuju
rezultati. Od markera permeabilnosti uocena je i negativna veza izmedu vrijednosti zonulina i
kalprotektina te laktoferina 1 alfa-1-antitripsina u skupini s ranim pocetkom bolesti, ali kako je

ukupna veli¢ina uzorka u toj skupini bila mala, upitan je klinicki znacaj navedenih rezultata.

Beta-defenzin 2 bio je takoder pozitivno povezan s vrijednostima alfa-1-antitripsina u skupini
bolesnika s Parkinsonovom bolesti, skupini s kasnim pocetkom bolesti i brain-first-podtipom
bolesti te s vrijednostima sIgA u skupini s kasnim pocetkom bolesti. Promatrajuci vrijednosti
slgA uocCavaju se pozitivne povezanosti tog markera s vrijednostima zonulina i alfa-1-
antitripsina u kontrolnoj skupini, alfa-1-antitripsinom u skupini bolesnika s Parkinsonovom
bolesti i skupini s kasnim pocCetkom bolesti te laktoferinom u skupini bolesnika s
Parkinsonovom bolesti, ranim poc¢etkom i brain-first-podtipom bolesti. Kako su i beta-defenzin
i sIgA inducirani antimikrobnom aktivnos¢u, navedeno upucéuje na neizostavnu ulogu crijevne

mikrobiote u upalnim procesima na crijevnoj sluznici.

Navedeni rezultati upucuju na viSestruke komponente koje pridonose upalnoj aktivnosti na
razini crijevne sluznice kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti, od kojih su mnoge medusobno
povezane. Osobito se isti¢e povecana crijevna permeabilnost mjerena vrijednostima alfa-1-
antitripsina kao znaCajna komponenta intestinalne upale, dok za vrijednosti zonulina nije
nadena medusobna povezanost s bilo kojom drugom komponentom upalne aktivnosti upucujuci
na eventualnu ranu aktivnost zonulina u upalnim procesima crijevne sluznice koju ne prati

porast vrijednosti ostalih markera. Takoder beta-defenzin i sIgA, markeri ¢iju aktivnost inducira
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crijevna mikrobiota, bili su znacajno povezani s ostalim ispitivanim markerima upale i
permeabilnosti, §to dodatno potvrduje znacaj alteracija crijevnog mikrobioma kod bolesnika s

Parkinsonovom bolesti.

6.5. Ogranicenja istrazivanja

Nakon provedenog istrazivanja i usporedbe s rezultatima sli¢nih studija iz ovog podrucja, mogu
se uocCiti odredena ogranicenja ovog istrazivanja. Primarno, potrebno je naglasiti da je veli¢ina
uzorka u nasem istrazivanju bila nesto vec¢a u odnosu na vecinu sli¢nih studija iz ovog podrucja.
Ipak kada se promatra usporedba prema podskupinama, u odnosu na ukupan broj ispitanika bilo
je malo ispitanika koji su obuhvacali manje zastupljene podskupine, poput onih s ranim
pocetkom ili body-first-podtipom bolesti te ispitanika zenskog spola. Zbog toga bi svakako bilo
potrebno, u daljnjim studijama iz ovog podrucja dodatno povecati broj ispitanika kako bi

zastupljenost svih ispitivanih podskupina bila dovoljna za dodatne analize.

Nadalje, u naSem istrazivanju nisu radene dodatne raspodjele ispitanika po terapiji koju su
uzimali niti su ispitanici podijeljeni na one bez terapije i ispitanike koji su uzimali bilo kakav

oblik terapije kako bi se iskljucio utjecaj tih ¢imbenika.

Takoder, kako je u kontekstu intestinalne upale neizostavan utjecaj crijevne mikrobiote koja se
sve CeSce istrazuje ne samo u Parkinsonovoj bolesti ve¢ i u drugim kroni¢nim bolestima,
potrebno je naglasiti da u ovom istrazivanju nisu radene analize crijevnog mikrobioma za

usporedbu.

Navedeni limiti mogu se koristiti kao smjernice za buduca istrazivanja u ovom podrucju koja
bi svakako trebala ukljucivati vec¢i broj ispitanika s ciljem obuhvacanja svih podskupina od
interesa uz detaljniju usporedbu s komorbiditetima bolesnika kao i terapijskim opcijama koje
koriste. Takoder, usporedba koristenih markera upale i permeabilnosti sa sastavom crijevnog
mikrobioma mogla bi dodatno pridonositi spoznajama o utjecaju zdravlja crijevne sluznice na

nastanak 1 progresiju Parkinsonove bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

e Bolesnici s Parkinsonovom bolesti imaju poviSene vrijednosti veéine izmjerenih
markera intestinalne upale u odnosu na zdrave ispitanike u kontrolnoj skupini.

e Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na ispitanike kontrolne skupine
zabiljezene su znacajno povisene vrijednosti beta-defenzina-2, zonulina i laktoferina, a
sniZzene vrijednosti alfa-1-antitripsina.

e Vrijednosti kalprotektina i sekretornog imunoglobulina A nisu se znacajnije razlikovale
u skupini bolesnika s Parkinsonovom bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu.

e Nisu uocene znacajne razlike u vrijednosti markera intestinalne upale u odnosu na spol,
dob pocetka bolesti, body-first 1 brain-first-podtip Parkinsonove bolesti, podtipove
prema dominantnim simptomima te podtipove bolesnika prema ljestvici H&Y.

e Kalprotektin je znaCajno povezan s tezinom gastrointestinalnih simptoma i duljinom
trajanja bolesti kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti.

e Nize vrijednosti sekretornog imunoglobulina A kod starijih bolesnika i bolesnika s
duljim trajanjem bolesti ukazuju na smanjenje lokalnog imunoloskog odgovora na
razini crijevne sluznice u tim skupinama bolesnika.

e Zonulin je pokazatelj ranijih promjena crijevne permeabilnosti kod bolesnika s blagim

klinickim manifestacijama bolesti.
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8. SAZETAK

Uvod i cilj istraZzivanja: Intestinalna upala uz alteracije crijevnog mikrobioma prepoznata je
kao jedan od vaznih ¢imbenika u patogenezi Parkinsonove bolesti. Cilj ove studije bio je ispitati
vrijednosti markera intestinalne upale i permeabilnosti kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti
uz usporedbu s kontrolnom skupinom. Dodatno, ispitivana je povezanost markera s tezinom

motorickih 1 nemotoric¢kih simptoma te klini¢kim podtipovima Parkinsonove bolesti.
Nacrt studije: Studija je organizirana kao presjecno istrazivanje.

Ispitanici i metode: Kod 64 ispitanika s Parkinsonovom bolesti i 64 zdrava ispitanika kontrolne
skupine odredene su vrijednosti markera intestinalne upale 1 permeabilnosti u uzorku stolice
ELISA-metodom. Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti procijenjena je tezina motorickih i
nemotori¢kih simptoma pomocu ljestvica MDS-UPDRS, H&Y, MDS-NMS, SCOPA-AUT,
PDSS-2, MoCa, BAI i BDI-II. Dodatno, u¢injena je procjena povezanosti markera intestinalne
upale s tezinom motorickih 1 nemotorickih simptoma, klinickim podtipovima Parkinsonove
bolesti, dobi i spolom bolesnika, duljinom trajanja bolesti, kao i procjena medusobne

povezanosti pojedinih markera.

Rezultati: Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti uocene su znacajno povisene vrijednosti
beta-defenzina-2, zonulina i laktoferina, snizene vrijednosti alfa-1-antitripsina, dok za
kalprotektin 1 sekrecijski imunoglobulin A nisu pronadene znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu skupinu. Pozitivna korelacija uocena je izmedu vrijednosti kalprotektina 1 duljine
trajanja bolesti, gastrointestinalnih simptoma, anksioznosti, depresije te teZine motoric¢kih
komplikacija bolesti, beta-defenzina-2 s tezinom kontrole impulsa i1 poremecajima
termoregulacije, sekrecijskog imunoglobulina A 1 depresije, alfa-1-antitripsina i anksioznosti,
halucinacija 1 psihoze te kontrole impulsa. Negativna korelacija uo€ena je izmedu vrijednosti
sekrecijskog imunoglobulina A 1 dobi bolesnika, dobi pocetka bolesti, ortostatske hipotenzije i
bolova, zonulina i ukupnog broja bodova ljestvice MDS-UPDRS, alfa-1-antitripsina s
kognitivnim smetnjama i laktoferina s tezinom simptoma halucinacija i psihoze. Nisu uocene
znacajne razlike u vrijednostima markera intestinalne upale s obzirom na spol bolesnika,
izmedu skupina s ranim ili kasnim pocetkom bolesti, stadijem bolesti prema ljestvici H&Y,
podtipom bolesti prema dominantnim simptomima te body-first i brain-first-podtipom

Parkinsonove bolesti.
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Zakljuéak: Kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti uofene su razlike izmedu veéine
ispitivanih markera intestinalne upale u odnosu na kontrolnu skupinu uz znacajnu povezanost
pojedinih markera s teZinom simptoma, dobi ili duljinom trajanja bolesti. Buduca istrazivanja
s ve¢im brojem ispitanika mogla bi ukazati na podskupine bolesnika kod kojih je intestinalna

upala klini¢ki znac€ajna.

Kljuéne rije€i: crijeva; intestinalna permeabilnost; markeri intestinalne upale; Parkinsonova

bolest
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9. SUMMARY

Association of intestinal inflammation markers with motor and non-motor symptoms in

patients with Parkinson's disease

Introduction: Intestinal inflammation associated with changes in the intestinal microbiome is
considered to be one of the crucial factors in the pathogenesis of Parkinson’s disease. This study
aimed to investigate the levels of markers of intestinal inflammation and permeability in
patients with Parkinson’s disease compared to a control group. Additionally, the correlation of
the markers with the severity of motor and non-motor symptoms and the clinical subtypes of

Parkinson’s disease was investigated.
Study design: The study was organized as a cross-sectional study.

Subjects and methods: In 64 subjects with Parkinson’s disease and 64 healthy subjects in the
control group, the markers of intestinal inflammation and permeability were determined in stool
samples using the ELISA method. In patients with Parkinson’s disease, the severity of motor
and non-motor symptoms was assessed using the MDS-UPDRS, H&Y, MDS-NMS, SCOPA-
AUT, PDSS-2, MoCa, BAI, and BDI-II scales. In addition, an assessment of the correlation of
markers of intestinal inflammation with the severity of motor and non-motor symptoms, the
clinical subtypes of Parkinson’s disease, the patients’ age, gender, the duration of the disease,

and an assessment of the mutual association of the individual markers was carried out.

Results: In patients with Parkinson’s disease, significantly increased levels of beta-defensin-2,
zonulin, and lactoferrin and decreased levels of alpha-1-antitrypsin were observed. At the same
time, no significant differences were found for calprotectin and secretory immunoglobulin A
compared to the control group. A positive correlation was found between the levels of
calprotectin and the duration of the disease, gastrointestinal symptoms, anxiety, depression and
the severity of motor complications of the disease; between beta-defensin-2 with the severity
of disorders of impulse control and thermoregulation; between secretory immunoglobulin A
and depression; between alpha-1-antitrypsin and anxiety, hallucinations and psychosis, and
impulse control. A negative correlation was observed between the levels of secretory
immunoglobulin A and patients' age, age of onset, orthostatic hypotension, and pain; between
zonulin and the total score on the MDS-UPDRS scale; between alpha-1-antitrypsin with
cognitive impairment; and between lactoferrin with the severity of symptoms of hallucinations

and psychosis. No significant differences were found in the levels of the markers for intestinal
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inflammation regarding the gender, between groups with early or late onset of the disease, the
stage of the disease according to the H&Y scale, and the subtypes of Parkinson’s disease (body-

first and brain-first and subtype of the disease according to dominant symptoms).

Conclusion: In patients with Parkinson’s disease, differences were found between most of the
markers of intestinal inflammation studied compared to the control group, with a significant
association between individual markers and symptom severity, age, or duration of Parkinson’s
disease. Future research with more subjects could identify subgroups of patients in which

intestinal inflammation is clinically significant.

Keywords: intestinal permeability; intestines; markers of intestinal inflammation; Parkinson's
disease
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