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1. POPIS OZNAKA I KRATICA
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2. UVOD

2.1 Alzheimerova bolest (AB)

2.1.1 Op¢i dio

Dijagnoza demencije postavlja se ukoliko kod osobe postoji oSte¢enje bar dvije
kognitivne domene uz osteéenje svakodnevnih Zivotnih aktivnosti te oGuvano stanje svijesti.'
Prevalencija demencija je manja od 1% u dobnoj skupini od 60 do 64 godine, no od 65.
godine zivota se udvostrucuje svakih pet godina, te u dobi od 90 do 95 godina iznosi oko
40%.> Ti podaci se odnose samo na razvijeni svijet dok su u nerazvijenim zemljama
nepotpuni. Na svijetu je 2001. godine 24 milijuna ljudi bolovalo od demencije. Zbog
produZzenja zivotnog vijeka covjeka, oCekuje se udvostrucenje tog broja svakih 20 godina, te
se procjenjuje da bi do 2040. godine broj dementnih osoba mogao porasti do 81 milijuna.’ Iz
prethodnih podataka je vidljivo da demencija predstavlja sve ve¢i medicinski i1
socioekonomski problem. Alzheimerova bolest (AB) je najces¢i primarni uzrok sindroma
demencije (60-70%).>> Osim starenja, koji je ocigledan riziéni faktor za razvoj AB,
epidemioloske studije navode i1 druge, manje jasne rizicne Cimbenike. Tako se navode
smanjen ,rezervni”’ kapacitet mozga, ukljuCuju¢i manji volumen mozga, nisko radno i
edukacijsko dostignuce, smanjena mentalna sposobnost u ranijim fazama zivota, te smanjena
mentalna i fizi¢ka aktivnost tijekom kasnijih razdoblja Zivota.®” | Rezervni” kapacitet mozga
je odreden brojem neurona te njihovih sinaptickih i dendritickih veza zajedno s kognitivnim
funkcioniranjem vezanim uz zivotne navike. Smanjen ,,rezervni” kapacitet mozga povezan je

s prosje¢no ranijom pojavom patoloskih promjena tipi¢nih za AB.® Drugi potencijalni riziéni



faktori s jo§ uvijek nepoznatim mehanizmom djelovanja su trauma glave® i vaskularni rizi¢ni
faktori (hiperkolesterolemija, hipertenzija, ateroskleroza, koronarna bolest, pusenje, pretilost i
dijabetes).® Takoder su istrazivani i povoljni utjecaji odredenih prehrambenih navika
(umjerena konzumacija alkohola te unos vitamina B12, homocisteina, vitamina C i E,
nezasi¢enih masnih kiselina),” no rezultati za sada nisu dovoljno uvjerljivi da bi se izvukle
jasne smjernice. lako se ¢ini da ¢imbenici okoline povecavaju rizik za sporadicnu AB,
pokazano je da taj oblik ima i znacajnu genetsku pozadinu. Velika populacijska studija na
blizancima je pokazala da je nasljednost sporadi¢nog oblika AB visoka (do 79% u najboljoj
varijanti modela), te da su i kod mugkaraca i kod Zena ukljuceni isti genetski faktori.'® Osim
sporadi¢ne AB, poznati su i obiteljski oblici AB u kojima znacajnu ulogu imaju do sada
otkrivene genske mutacije. Obiteljski oblici AB su izuzetno rijetki (ispod 0.1%)'' i nasljeduju
se autosomno dominantno. Klini¢ka prezentacija im najceS¢e zapocinje prije 65. godine
zivota. Prva otkrivena mutacija za obiteljsku varijantu AB nalazi se na genu za prekursorni
protein amiloida (4PP) koji se nalazi na 21. kromosomu, no ona objasnjava samo manji dio
nasljednih varijanti AB.'” Najve¢i dio obiteljskih oblika AB ¢&ine mutacije u visoko
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homolognim genima presenilin 1 (PSENI) i presenilin 2 (PSEN2). Povezanost izmedu

apolipoprotein E (apoE)-e4 alela i AB pronadena je 1993. godine.'>'®

Meta-analizom je
pokazano da jedan apoE-eg4 alel tri puta povecava relativni rizik razvoja AB, dok dva
povecéavaju relativni rizik oko 15 puta.'” Djelovanje apoE-¢4 alela se najveéim dijelom bazira
na modifikaciji vremena pocetka bolesti,'® tako da svaka kopija alela snizava dob pocetka

bolesti za otprilike 10 godina."” Pokazano je takoder da je apoE-g4 alel najznadajniji genetski

faktor u osoba sa sporadi¢nim oblikom AB."



2.1.2 Klinicka prezentacija Alzheimerove bolesti

AB je neurodegenerativna bolest karakterizirana podmuklim pocetkom te
sporoprogresivnim oSte¢enjem epizodickog pamcenja. Uz to su znacajni 1 drugi kognitivni
deficiti kao Sto su osSte¢enje govora (afazija), motornih vjeStina (apraksija) te percepcije
(agnozija), kao 1 opcCe kognitivno propadanje koje ukljuuje otezano prosudivanje,
odlucivanje te orijentaciju. Naziv Alzheimerova bolest je u pocetku koriSten samo za oboljele
s pocetkom bolesti u presenilnom razdoblju (prije dobi od 65 godina; sada se zove 1 AB s
ranim pocetkom, engl. early-onset Alzheimer's disease), dok se naziv senilna demencija
koristio ukoliko je bolest nastupila nakon 65. godine zZivota (sada i AB kasnog pocetka, engl.
late-onset Alzheimer's disease). Nakon §to je 1906. godine Alois Alzheimer opisao prvu
pacijenticu s AB, 51-godiSnju Augustu D. te pacijenta Johanna F., Kraepelin je daju¢i ime
bolesti ,,dementio praecox‘ zakljucio da je AB presenilni oblik demencije, iako je ve¢ tada u
svojoj knjizi iz psihijatrije u zagradi iza navedene recenice izrazio sumnju da taj naziv mozda
1 nije odgovarajuci zbog postojanja slabo definiranog senilnog tipa demencije koji se javljao u
starijoj populaciji. Temeljem histopatoloskih istrazivanja dokazano je da se iste patoloske
nakupine, senilni plakovi (SP) i neurofibrilarni snopi¢i (NFS), nalaze u mozgovima bolesnika
s AB kao i onih sa senilnom demencijom. Interesantno je, medutim, da su te patoloske
nakupine kao i1 kolinergicki deficit izrazeniji u AB ranog pocetka, nego u senilnoj

... 2021
demenciji.”>

Zapravo, razlikovanje starijih bolesnika s AB i nedementnih pojedinaca iste
dobi temeljeno na neuropatoloskim nalazima moze predstavljati veliki problem.”** Dok kod
mladih bolesnika s AB postoji jasna povezanost izmedu tezine demencije i stupnja

rasprostranjenosti plakova i snopi¢a, kod starijih bolesnika s AB nema jasne linearne

povezanosti.”* Ove novije spoznaje dovode u pitanje udruZivanje ovih dvaju entiteta u



klinickim istrazivanjima u istu skupinu ispitanika. Danas se opcenito smatra da senilna
demencija 1 AB ranog pocetka imaju sliénu zavrSnu neuropatolosku sliku, ali vjerojatno

razli¢ite mehanizme nastanka.”>*¢

Procijenjeno je da neurodegenerativne promjene u AB zapocCinju 20-30 godina prije
klinickog pocetka bolesti.”” Tijekom dugogodiinje pretklinicke faze bolesti dolazi do
progresivnog nakupljanja patoloskih nakupina karakteristicnih za AB (SP i NFS), te se
prelaskom odredenog ,praga“ pojavljuju prvi simptomi karakterizirani oSte¢enjem
epizodickog pamcenja. Taj se klinicki stadij bolesti naziva jo§ 1 faza blagog kognitivhog
oStecenja (MCI, engl. Mild Cognitive Impairment) i1 karakterizirana je subjektivnim
smetnjama pamcéenja na koje se bolesnik zali, uz potvrdu bliskih mu osoba, te objektivnim
neuropsiholoskim testiranjem prilagodenim dobi i edukaciji.?* MCI medutim nije jednoznacan
entitet. Zbog etioloske heterogenosti, MCI moze biti uvod u AB, kao i u druge vrste
demencija, npr. vaskularnu (VaD), difuznu demenciju Lewyjevih tjeleSaca (DLBD) te
frontotemporalnu demenciju (FTD), no takoder moze imati benigan tijek kao dio normalnog
procesa starenja.29 Histopatoloskim istrazivanjima je nadeno da bolesnici s tzv. amnestickim
oblikom MCI (aMCI, tako nazvanim zbog dominantnog objektivnog oStecenja pamcenja)
imaju rane neuropatoloSke promjene karakteristicne za AB, te se stoga aMCI smatra ranim
stadijem AB*" uz dokazani postotak konverzije u AB od oko 10-15% godisnje.”**' Pocetno
oSte¢enje procesa pretvorbe kratkotrajnog u dugotrajno pamcenje nastaje kao posljedica
patoloSkih promjena entorinalne mozdane kore i hipokampalne formacije. Kasnije, zbog
Sirenja neurofibrilarne degeneracije na ostale dijelove mozdane kore dolazi do progresivnog

oStecenja i1 drugih kognitivnih funkcija, npr. govora, vidno-prostornih i izvr$nih funkcija. To



Sirenje patoloSkih promjena po regijama mozga koje objasSnjava klinicko napredovanje AB u

Sest su stadija klasificirali Braak i sur.*?

2.1.3 Klinic¢ki kriteriji

Klini¢ka dijagnoza AB temelji se na DSM-IV-TR' (Dijagnosticki i statisti¢ki priruénik
mentalnih bolesti i poremecaja, engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) 1
NINCDS-ADRDA* (Nacionalni institut za neuroloike i komunikacijske poremecaje te
mozdani udar - Asocijacija za Alzheimerovu bolest i srodne poremecaje, engl. National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease
and Related Disorders Association) kriterijima. Prvonavedeni kriterij sluzi za postavljanje
dijagnoze sindroma demencije, dok se upotrebom drugog kriterija postavlja klinicka
dijagnoza vjerojatne (engl. probable) ili moguce (engl. possible) AB. Dodatni kriteriji za AB
sistematizirani su i u Medunarodnoj klasifikaciji bolesti (MKB-10),>* no u istraZivacke svrhe
se ¢eSc¢e koriste prethodno navedeni NINCDS-ADRDA kriteriji koji su publicirani prije vise
od 20 godina, te su jo§ uvijek u klini¢koj praksi. Postavljanje dijagnoze vjerojatne AB se
prema tim kriterijima temelji na iskljucivanju drugih uzroka demencija, dok se definitivna
dijagnoza AB moze postaviti jedino temeljem histopatoloskog nalaza dobivenog obdukcijom.
Kriteriji za postavljanje dijagnoze vjerojatne AB su sljedeci: dijagnoza demencije utvrdena
klini¢kim pregledom, dokumentirana pomo¢u MMSE (skale minimalnog mentalnog statusa,
engl. Mini Mental Status Examination) skale® ili neke druge sli¢ne pretrage te potvrdena
neuropsiholoskim testiranjem; deficiti u najmanje dvije kognitivne domene; progresivno
propadanje pamcenja i drugih kognitivnih domena; o¢uvano stanje svijesti; pocetak simptoma

u razdoblju od 40. do 90. godine Zivota, najc¢eS¢e nakon 65. godine; izostanak sistemskih



bolesti ili bolesti mozga koje bi mogle utjecati na progresivno propadanje pamcenja i
kognicije. Dodatni kriteriji su: progresivno propadanje specificnih kognitivnih funkcija kao
Sto su govor (afazija), motorne vjeStine (apraksija) i percepcija (agnozija); deterioracija
svakodnevnih Zzivotnih aktivnosti te promijenjen obrazac ponaSanja; pozitivna obiteljska
anamneza, pogotovo ukoliko je potvrdena neuropatoloski, te uredni nalazi lumbalne punkcije
evaluirani standardnim tehnikama; uredan ili nespecifi¢no promijenjen nalaz na EEG-u; nalaz
atrofije mozga na kompjutoriziranoj tomografiji (CT) uz progresiju atrofije pri opetovanim
snimanjima. Ukoliko su iskljuceni drugi moguc¢i uzroci demencije, dijagnozu vjerojatne AB
potpomazu i drugi nalazi: faze platoa (odnosno faze nenapredovanja kognitivnog deficita kroz
nekoliko godina u odredenog broja bolesnika); pridruzeni simptomi depresije, nesanice,
konfuzije, agresije, inkontinencije, deluzije, iluzije, halucinacije, katastroficni verbalni,
emocionalni ili fizi¢ki ispadi, seksualne smetnje i gubitak tezine; drugi neuroloski ispadi u
uznapredovalim stadijima bolesti ukljucuju¢i motorne znakove kao §to su poviSen misi¢ni
tonus, mioklonus i smetnje hoda; epilepti¢ni napadi u uznapredovalom stadiju bolesti; CT
nalaz uredan za dob. Dijagnoza moguée AB je manje vjerojatna uz nagli pocetak; fokalne
neuroloske nalaze u ranim stadijima bolesti (npr. hemipareza, osjetni ispadi, deficiti vidnog

polja, dismetrija); epilepticke napade ili smetnje hoda na pocetku ili vrlo rano tijekom bolesti.

Usporedbom s postmortalnim patohistoloSkim nalazom ustanovljeno je da upotreba
NINCDS-ADRDA kriterija daje relativno dobru osjetljivost (prosjek vise publiciranih studija
oko 80%), ali premalu specificnost (prosjek nekoliko neovisnih studija oko 70%) u
postavljanju dijagnoze vjerojatne AB® Ti rezultati su dobiveni klini¢kim praéenjem
bolesnika kroz nekoliko godina u visokospecijaliziranim centrima pa se pretpostavlja da su

postotci i puno nizi kod dijagnosticiranja bolesti u primarnoj medicinskoj praksi odnosno pri



dijagnosticiranju rane ili blage AB, te pri razlikovanju AB od drugih primarnih uzroka
demencija. Jedan od problema kriterija je moguénost postavljanja dijagnoze AB tek u
kasnijim stadijima bolesti kad su kognitivni deficiti toliko izraZeni da utjecu na socijalne i
radne sposobnosti oboljeloga. Osim toga, NINCDS-ADRDA kriteriji ne definiraju slucajeve
AB uz dodatnu cerebrovaskularnu patologiju (ovaj komorbiditet se vidi u prosjeku u oko 50%
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slucajeva AB), stoga nije jasno koliki je stupanj infarkta i lakunarnih promjena potreban

za postavljanje dijagnoze, tzv. mijeSane demencije.

Trenutno su u razli¢itim fazama pretklinickih 1 klinickih ispitivanja brojni spojevi koji
bi mogli posluziti kao lijekovi koji modificiraju patogenetski mehanizam AB (npr. inhibitori
B-sekretaze, inhibitori ili modulatori y-sekretaze i drugi). S obzirom na navedeno dugo
presimptomatsko razdoblje bolesti, za ocekivati je da bi navedeni spojevi imali najvecu
ucinkovitost u ranoj, odnosno pretklinickoj fazi bolesti u kojoj gubitak sinapsi i neurona nije
opsezan.*™*! Osim toga, ranije spomenuta spoznaja da aMCI &esto predstavlja rani oblik
AB,*® dovodi do potrebe za revizijom kriterija radi §to ranijeg otkrivanja bolesti.** Zbog
prethodno navedenih razloga postoji sve veca potreba pronalazenja bioloskih markera koji bi
omogucili ranu i tocnu dijagnozu AB. Upravo je nedostatak pouzdanih biomarkera kojima bi
se tijekom Zivota 1 u ranim fazama bolesti mogli razlikovati razli¢iti primarni uzroci sindroma
demencije od ranih osamdesetih godina do danas predstavljao glavnu zapreku razvoju novih

modaliteta lije¢enja.*



2.2 Markeri AB

2.2.1 Karakteristike idealnog markera

Pronalazak novih biomarkera za AB je od izuzetne vaznosti kako za adekvatno
diferenciranje prema drugim primarnim uzrocima demencije tako 1 za odredivanje
vjerojatnosti konverzije MCI u AB. Prema izvjeStaju radne grupe za markere (Konsenzusna
grupa za molekularne i biokemijske markere Alzheimerove bolesti, engl. Consensus Group on
Molecular and Biochemical Markers of Alzheimer’s disease) najvaznije znacajke idealnog
markera Alzheimerove bolesti bi trebale biti zadovoljavajuca osjetljivost (broj stvarno
pozitivnih rezultata / (broj stvarno pozitivnih rezultata + broj lazno negativnih rezultata) x
100) veca od 85% 1 specificnost (broj stvarno negativnih rezultata / (broj stvarno negativnih
rezultata + broj lazno pozitivnih rezultata) x 100) u rasponu od 75 do 85%, idealno >85%,
potvrdene usporedbom s neuropatoloski verificiranim slu€ajevima uz odrazavanje specificne
naravi patoloSkog procesa AB. Vazne znacajke markera su uz to i njegova pouzdanost i
vjerodostojnost, prihvatljiva cijena, dostupnost, neinvazivnost i moguénost ponavljanja

mjerenja.**

Dijagnosticki markeri Alzheimerove bolesti mogu se podijeliti na markere stanja
(engl. state markers) i markere stadija (engl. stage markers).*” Markeri stanja odrazavaju
intenzitet neuralnog oSte¢enja i degeneracije, te su im vrijednosti visoke kod opseZnijeg
oSte¢enja mozga. Primjer takvog markera je koncentracija tau proteina u likvoru koja u
akutnom cerebralnom infarktu korelira s veli¢inom infarciranog podru¢ja na CT mozga.45

Povecanje koncentracije tau proteina u likvoru je takoder najvece u bolestima s najizrazitijom

10



neuronalnom degeneracijom kao §to je Creutzfeldt-Jacobova bolest (CJD),* umjereno u
bolesnika s AB u kojoj je degeneracija manje izrazena, dok su uredne vrijednosti nadene u
depresivnih bolesnika s malo ili bez neuronalne degeneracije.*’*® Za razliku od markera
stanja, markeri stadija odrazavaju stadij uznapredovalosti degenerativnog procesa. Primjeri
takvih markera su atrofija hipokampusa vidljiva neuroradioloskim tehnikama snimanja, tj.
primjenom CT ili MRI (magnetska rezonancija, engl. magnetic resonance imaging) mozga te
klinicke ocjenske skale koje mjere stupanj kognitivnog propadanja. S obzirom da patoloski
proces u AB zapocinje nekoliko desetljeca prije pocetka klinicke prezentacije, obje bi vrste
markera trebale biti pozitivne ve¢ u ranoj fazi AB. Tako je potvrdeno da bolesnici s MCI
imaju 1 poviSene koncentracije ukupnog tau proteina u likvoru kao i atrofiju hipokampalne
regije.” Medutim, utvrdeno je da je povecanje koncentracije tau proteina u likvoru MCI
bolesnika izrazitije (poveéanje za 210-290%)">* nego stupanj atrofije hipokampusa (9-15%
smanjenje volumena hipokampalne formacije).”” Iz navedenog je evidentan golemi

dijagnosticki i prognosticki potencijal markera stanja.

2.2.2 Potencijalni markeri

Neki od dosada istrazivanih biomarkera pokazuju obecavaju¢u ulogu u
dijagnosticiranju AB. Medu njima su neuropsiholoski markeri, neuroradioloski markeri (npr.
procjena stupnja atrofije medijalnog temporalnog reznja koristenjem MRI), PET (pozitronska
emisijska tomografija, engl. positron emission tomography) prikaz metabolizma glukoze 1
nakupina beta-amiloida (AB) i NFS, nalaz hipometabolizma temporoparijetalnih reznjeva
velikog mozga dobiven pomoc¢u SPECT-a (jednofotonska emisijska kompjutorizirana

tomografija, engl. single photon emission computerized tomography), te markeri iz likvora
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odnosno iz krvi (npr. izoprostani, homocistein). Teznja je pronac¢i biomarker koji bi pospjesio
diferenciranje AB od drugih primarnih uzroka demencija, te prepoznao MCI bolesnika s
visokim potencijalom konverzije u AB. Prema dosadaSnjim istrazivanjima od prethodno
navedenih skupina markera MRI, PET 1 likvorski markeri su se pokazali najperspektivnijima.
U pravilu su se od pojedinacnih markera informativnijim 1 pouzdanijim pokazale njihove

kombinacije.

Inicijalne patomorfoloske promjene u AB karakterizirane su atrofijom hipokampalne i
entorinalne regije.”” Iz te spoznaje proizlaze i neuroradioloske studije bazirane na procjeni
volumena te pra¢enju smanjenja volumena medijalnog temporalnog reznja. Hipokampalna
atrofija nadena kod bolesnika s AB kvantitativnim MRI snimanjem omogucava diferenciranje
bolesnika s AB od kognitivno zdravih starijih osoba s to¢nosti od 80 do 90%.°**" Nazalost,
malo je MRI studija koje su omogucéile primjerenu diferencijaciju AB od drugih primarnih
uzroka demencija, te su povrh toga potvrdene obdukcijom. Razlog je tomu nespecificnost
nalaza hipokampalne i entorinalne atrofije koji je prisutan i u drugim vrstama demencija, npr.
FTD, VaD itd.”** Zbog istoga razloga, Americka neuroloska akademija (engl. American
Academy of Neurology) jo$ uvijek nije uvrstila mjerenje volumena medijalnog temporalnog
reznja pomoéu MRI u rutinsku obradu bolesnika s AB.*® Tako se volumetrija medijalnog
temporalnog reznja nije pokazala dobrom u diferenciranju primarnih vrsta demencija,
pokazala je dobru predikciju konverzije MCI u AB. Valja ipak napomenuti da je preklapanje
izmedu dviju grupa izuzetno veliko da bi imalo prognosti¢ku vrijednost za pojedinog
bolesnika.” Stoga bi, s obzirom da su i starenje i AB neovisno povezani sa smanjenim
volumenom hipokampusa, bilo potrebno postaviti kriterije hipokampalne atrofije za svaku

dob.®" Atrofija entorinalnog korteksa ponekad prethodi hipokampalnoj atrofiji u bolesnika s
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AB, te je dobar prediktor konverzije MCI u AB.**® Zanimljivi su najnoviji rezultati dobiveni
na 118 mozgova osoba oboljelih od AB iz Brazilske studije za starenje mozga koji su
pokazali da su najranije izrazene promjene mozga kod bolesnika s AB u supratrohlearnoj
podjezgri dorzalne rafe jezgre.** O¢ekuju se buduée MRI studije koje bi istraZile vrijednost

snimanja ovog podrucja u ranoj 1 diferencijalnoj dijagnostici AB.

PET uginjen koristenjem '*F-fluorodeoksiglukoze (FDG) kao obiljezivaca je jo§ jedna
iznimno vazna in vivo tehnika snimanja mozga kod bolesnika s AB. Karakteristi¢an nalaz kod
AB je hipometabolizam u temporalnom i parijetalnom korteksu te straznjem cingulumu.’’ Ista
je metoda pokazala visoku osjetljivost (84%) 1 specifi¢nost (93%) pri razlikovanju bolesnika s
blagom AB od kognitivno zdravih ispitanika.”” FDG-PET je takoder pokazao visoku
specificnost u diferencijaciji AB od drugih demencija, od kojih su neke studije dokazane i
obdukcijom.®®®” FDG-PET je, povrh toga, omoguéio predikciju deterioracije u ispitanika s

MCI kao i u zdravih starijih osoba.’®®

Istovremenim PET i MRI snimanjem omoguéeno je
otkrivanje metabolizma glukoze samog hipokampusa ¢ime se potpomaze diferenciranje
kognitivno zdrave osobe u odnosu na MCI 1 AB. Pri tome se hipometabolizam hipokampusa
prikazan FDG-PET-om pokazao boljim od MRI volumetrije.”” U novije vrijeme razvijen je i
in vivo prikaz amiloidnih plakova upotrebom PIB (engl. Pittsburgh Compound-B) PET-a koji
je pokazao obecavajuce rezultate za predikciju deterioracije u MCI ispitanika kao i1 za
diferenciranje AB i FTD.”' Kod bolesnika s AB tipi¢no dolazi do nakupljanja PIB
obiljezivaca u kortikalnim regijama poznatim po sadrzaju velikih koli¢ina AP plakova.
Upotrebom  [18FJFDDNP  (engl.  2-(1-{6-[(2-[F-18]fluoroethyl)(methyl)  amino]-2-
naphthyl}ethylidene)malononitrile) PET-a koji omogucava in vivo prikaz i amiloidnih

plakova i neurofibrilarnih snopica, postignuta je na uzorku od 83 volontera visoka to¢nost
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(bolji rezultati nego upotrebom FDG-PET i1 MRI) razlikovanja bolesnika s AB prema grupi
ispitanika s MCI (98%) ¢ime se FDDNP-PET namece kao potencijalno vazan biomarker rane
dijagnoze AB." Istrazuju se i pronalaze sve sofisticiranije tehnike snimanja bazirane na PET i

MRI.

Jedan od potencijalnih izvora markera je 1 likvor. O osnovi koriStenja likvora u
dijagnostici sindroma demencije te dosada istrazenim markerima i njthovoj mogucoj klini¢koj

uporabi, raspravljat ¢e se detaljnije u idu¢im odlomcima.

Spoznaje o prethodno navedenim markerima (MRI, PET, likvor) dovele su do njihova
uvrstenja u novopredloZene istrazivacke kriterije za AB u kojima sluze kao pomo¢ osnovnim
dijagnosti¢kim kriterijima.”” Medu pomo¢nim dijagnosti¢kim kriterijima su: MTLA (gubitak
volumena hipokampusa, entorinalnog korteksa ili amigdala dokazan pomoc¢u MRI ili
kvantitativno volumetrijom), abnormalne vrijednosti biomarkera iz likvora (niska
koncentracija AP42, poviSena koncentracija ukupnog tau proteina ili fosforiliranog tau
proteina ili po moguénosti kombinacija sva tri markera; kriteriji su takoder otvoreni i za bilo
koji dodatni dobro validirani marker koji ¢e biti otkriven u buduénosti), specifi¢an nalaz na
PET-u (hipometabolizam glukoze u temporoparijetalnim regijama obostrano prikazan
upotrebom FDG-PET-a; kriteriji su otvoreni i za moguce nove obiljezivace kao Sto je PIB ili
FDDNP ukoliko im bude potvrdena dijagnosticka vrijednost), te dokazana autosomno

dominantna mutacija medu najblizim ¢lanovima obitelji.
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2.2.3 Potencijalna korist od pronalaska biomarkera za Alzheimerovu bolest

Vaznost pronalaska biomarkera iz likvora za Alzheimerovu bolest je viSestruka. Prva
potencijalna korist biomarkera je pomo¢ u dijagnostici ¢ime bi se poboljSala tocnost
postavljanja dijagnoze, pogotovo prepoznavanja bolesti u vrlo ranom stadiju ili pretklini¢kom
obliku. Cilj je posti¢i to¢nost biomarkera koja bi bila §to bliza tzv. zlatnom standardu, tj.
patohistoloSkom obdukcijskom nalazu. Druga potencijalna korist pronalaska biomarkera za
AB je spoznaja patogenetskog mehanizma bolesti. Takvi bi biomarkeri, izdvojeni pristupom
proteomike, dali in vivo informacije o neurokemijskoj patogenezi kod bolesnika s AB. Treca
potencijalna korist pronalaska biomarkera za AB je njihovo koriStenje u studijama procjene
djelotvornosti  pojedinih  lijekova Cime bi se biomarkeri koristili u pracenju
napredovanja/regresije bolesti te djelovanja lijekova. Cetvrta potencijalna korist bi bila u
novacenju MCI konvertora u studije s obzirom da jo§ uvijek oko 50% MCI ispitanika u

studijama nema pretklinicki oblik AB ve¢ neprogresivni oblik MCI.

2.3 Markeri iz likvora u dijagnostici AB

2.3.1 Osnova za koriStenje markera iz likvora u dijagnostici AB i drugih vrsta

demencija

Buduéi da je izvanstanini prostor sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) u izravnom
dodiru s likvorom, te da krvno-mozdana barijera ograni¢ava protok proteina prema SZS-u
odnosno od njega, karakteristicne patoloSke promjene u mozgu bolesnika se dobro reflektiraju

u likvoru (stoga se katkad likvor naziva i ,,prozorom‘ mozga). S obzirom da je patoloski
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proces u AB primarno lokaliziran na mozak, likvor je u posljednjih desetak godina postao

vazan predmet proucavanja s ciljem pronalaska biomarkera vaznih za dijagnozu AB.

2.3.2 Potencijalni markeri iz likvora u dijagnostici AB s osvrtom na patoloski

mehanizam AB

Dva su pristupa otkrivanja potencijalnih biomarkera za AB u likvoru. Prvi pristup
ukljucuje istrazivanje biomarkera temeljeno na specificnom patoloSkom/neurokemijskom
supstratu bolesti (npr. ukupni tau protein kao marker neuronalne degeneracije ili AB (AP40 ili
AB42) kao marker beta-amiloidnog metabolizma i stvaranja plakova). Drugi pristup traganja i
pronalaska novih markera ukljucuje koriStenje proteomike upotrebom razli¢itih tehnika:
op¢im pristupom traganja za biomarkerom (tehnikama dvodimenzionalne gel elektroforeze,
dvodimenzionalne tekuc¢e kromatografije-masene spektrometrije, proteinskih ¢ipova-masene
spektrometrije), te specificnim pristupom traganja za novim izooblicima ili postranslacijskim
varijantama ve¢ otkrivenih proteina (tehnikama imunoprocis¢avanja-SELDI-TOF MS (engl.
surface enhanced laser desorption/ionisation time of flight mass spectrometry) koristeci
protutijelima omotane ¢ipove ili imunoprecipitacije-MALDI-TOF MS (engl. matrix assisted

laser desorption/ionisation time of flight mass spectrometry).”®™

Istrazivanja markera iz
likvora su djelomi¢no limitirana ¢injenicom da lumbalna punkcija jo$ uvijek ne predstavlja

rutinsku dijagnosticku obradu bolesnika s demencijom.
Potencijalni markeri iz likvora za dijagnostiku AB trebali bi reflektirati najspecifi¢nije

patoloSke promjene, a to su, prema dosada$njim spoznajama, nalaz SP (nastaju agregacijom

AP) i NFS (nastaju kao rezultat hiperfosforilacije tau proteina).®’ Ove patologke promjene
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zapo&inju 10-25 godina prije pojave klinickih znakova demencije.*” Tijekom tog razdoblja
broj SP 1 NFS u mozgu raste, a dostizanjem ,,praga‘ dolazi do pojave prvih simptoma bolesti.
Osim SP 1 NFS, koji su prvenstveno locirani u strukturama medijalnog temporalnog reznja te
kortikalnim regijama, karakteristi¢an je i nalaz degeneracije neurona i sinapsi. Nekoliko je
predlozenih hipoteza o mogucoj patogenezi AB: agregacija 1 odlaganje AP, hiperfosforilacija
tau proteina, neurovaskularna disfunkcija, ali i druge kao $to su upalni procesi, poremecaji
stani¢nog ciklusa, poremecaji funkcije mitohondrija, oksidativni stres.**®® Prije 40 godina
nadena je povezanost izmedu kvantitativnih mjera demencije i senilnih promjena u sivoj tvari
mozga kod starijih osoba.’” Naknadno je sredinom 1980. otkriven glavni protein senilnih
plakova (Ap) te njegova struktura.®® Isprva se Ap smatrao produktom patoloskog procesa, no
naknadno je nadeno da se proizvodi in vivo 1 in vitro tijekom normalnog stani¢nog
metabolizma.*” Nakon toga je kloniran i gen za APP,” te je predloZen mogué¢i mehanizam
nastanka AP. Prekursorni protein amiloida je veliki transmembranski protein unutar kojega se
nalazi slijed aminokiselina iz kojeg ¢e nakon cijepanja nastati AP koji se jednim dijelom
nalazi u transmembranskom prostoru, dok se preostalih 28 aminokiselina nalazi u
izvanstani¢nom prostoru. Dva su vazna puta razgradnje APP: put a-sekretaze i put B-sekretaze
ovisno o enzimu koji razgraduje APP protein. S obzirom da a-sekretaza cijepa APP unutar
slijeda AP, na ovaj nacin ne dolazi do stvaranja A pa se taj put naziva i neamiloidogenim. Za
razliku od njega, razgradnja B-sekretazom dovodi do cijepanja APP na pocetku AB-slijeda i
oslobadanja topljivog BsAPP (B-topljivog APP; engl. B-soluble amyloid precursor protein) iz
kojeg ¢e zatim u zavisnosti od pozicije djelovanja y-sekretaze nastati AR od 40 ili 42
aminokiseline (AP40 i AP42). SrediSnja hipoteza nastanka AB je hipoteza tzv. ,,amiloidne
kaskade® prema kojoj je inicijalni moment u razvoju AB neravnoteza izmedu stvaranja i

odstranjivanja AP proteina u mozgu bolesnika, a koji u svojoj konacnici dovodi do
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neurodegeneracije i demencije.”’ U prilog ovoj hipotezi govore nasljedni oblici AB §to
nastaju uslijed mutacija APP gena te PSENI 1 PSEN2. Disfunkcionalni protein presenilin-1
kljucni je enzim za nastanak najveceg broja obiteljskih oblika AB jer Cini vazan dio
multiproteinskog kompleksa y-sekretaze, zbog &ega dolazi do poveéane proizvodnje Ap42.%
Dodatni prilog ovoj hipotezi je i nalaz da se kod osoba s Downovim sindromom koje zbog
prekomjernog 21. kromosoma imaju tri kopije APP gena plakovi razvijaju vrlo rano tijekom
zivota (ve¢ od 7 godina starosti!), slicno kao i u obiteljima kod kojih je nadena duplikacija
APP lokusa.” Iz navedenih podataka zakljuteno je da dugogodisnja pojacana ekspresija APP
gena potice odlaganje AB. Jedan od kljuc¢nih, jo$ uvijek nedovoljno upoznatih momenata ovog
predmnijevanog mehanizma nastanka AB jest da topljivi AP prolazi kroz konformacijske
promjene i tezi agregaciji u topljive oligomere 1 veca netopljiva vlakna. Pokazano je da
tijekom ovog procesa AP42 potice abnormalno ,,slaganje* peptida AP razli¢ite duljine jace
nego AB40.”* Tako se u pocetku smatralo da jedino AP koji se nalazi u plakovima ima ovakav
,heurotoksican® ucinak, kasnije je ustanovljeno da i sami topljivi oligomeri AP takoder mogu
dovesti do pojedinih patoloskih promjena, npr. inhibicije dugorofne potencijacije sinapsi
intrinzi¢kog trisinapti¢kog hipokampalnog puta i poremecaja sinapticke plasti¢nosti.”” U
studiji na transgeni¢nim misevima (Tg2576) kojima je u genom unesena varijanta ljudskog
APP gena povezanog uz AB nadeno je da izvanstani¢ne nakupine topljivog 54-kDa velikog
agregata AP dovode do oStecenja pamcenja neovisno o koli¢ini plakova ili neuronalnog

propadanja, te bi stoga mogle doprinijeti kognitivnom gubitku povezanom s AB.”

Drugi karakteristican patoloski nalaz u mozgu bolesnika s AB su NFS koji su gradeni

97,98

od neprimjereno hiperfosforiliranog tau proteina. Pokazano je da je brojnost NFS u mozgu

bolesnika s AB u direktnoj korelaciji sa stupnjem demencije.” Tau protein nastaje uslijed
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naizmjenic¢nog sparivanja eksona 2, 3 1 10 MAPT (protein tau povezan s mikrotubulima, engl.
microtubule-associated protein tau) gena smjeStenog na dugom kraku kromosoma 17. Time u
mozgu covjeka nastaje Sest izooblika tau proteina. Izooblici 1, 3 1 5 sadrze Cetiri (4R), a
izooblici 2, 4 1 6 imaju po tri (3R) visoko-konzervirana ponavljaju¢a slijeda od 18
aminokiselina kojima poprecno povezuju mikrotubule, reguliraju¢i njihova bioloska svojstva

1% 0Ovo djelovanje tau

(rigiditet, duljinu, stabilnost i1 kapacitet vezanja s drugim organelama).
proteina ve¢inom ovisi o njegovoj fosforilaciji, a u manjoj mjeri i glikozilaciji. Fosforilacija
tau proteina je regulirana slozenim odnosom mnogobrojnih kinaza (npr. GSK-3p3, CDK 5) i
fosfataza (npr. PP-1, PP-2)."”! Neprimjerena hiperfosforilacija (vise od 8 do12 mola fosfata
po molu tau proteina) dovodi do promjene konformacije tau molekule 1 gubitka njene
sposobnosti stvaranja popre¢nih mostova koji povezuju mikrotubule ¢ime dolazi do
polimerizacije i nakupljanja tau proteina u obliku ravnih, a zatim i parnih uzvojitih filamenata
(PHF, engl. paired helical filaments).'”> Neprimjerena hiperfosforilacija tau proteina u AB
dovodi do odvajanja tau proteina od mikrotubula $to uzrokuje raspad mikrotubula i
posljedi¢no oste¢enje aksoplazmatske funkcije sinapsi i u kona¢nici smrt Zivéanih stanica.''
Hiperfosforilirani tau protein se nakuplja u obliku netopljivih vlakanaca te u citoplazmi
neurona tvori NFS. Vrijednosti tau proteina (no ne i njegove mRNA) su u mozgu bolesnika s
AB 4 do 8 puta veée u usporedbi s mozgovima kontrolne skupine koja se bitno ne razlikuje po
dobi i spolu, a taj je porast povezan isklju¢ivo s abnormalno hiperfosforiliranim tau
proteinom.'” Abnormalno hiperfosforilirani tau protein ne nalazi se samo u NFS (gradenim
vec¢inom od parnih uzvojitih filamenata),”’ nego i u citosolu mozdanog tkiva bolesnika s AB

104

(u nefibriliziranom obliku). ™" Tau protein u sastavu NFS-a je zapravo inertan i jedino se in

vitro defosforilacijom moze izdvojiti iz PHF kompleksa i vrsiti svoju funkciju povezivanja

105,106

mikrotubula. Nasuprot tome, abnormalno hiperfosforiliran tau protein iz citosola koji
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moze ¢initi i do 40% ukupnog abnormalnog tau proteina u mozgu bolesnika s AB,'”’

ne stupa
u interakciju s alfa- i beta-tubulinom mikrotubula in vitro, ve¢ uzrokuje odvajanje normalnog
tau proteina i drugih s mikrotubulima povezanih proteina (npr. MAP1A/MAPI1B 1 MAP2) od
mikrotubula.'®"''® Povezivanje abnormalno hiperfosforiliranog tau proteina iz citosola s
normalnim tau proteinom u in vitro uvjetima rezultira stvaranjem snopica od priblizno 2.1
mm.'” Tau protein je u mozgu bolesnika s AB abnormalno hiperfosforiliran na preko 30
mjesta, no ne pridonose sva mjesta pretvorbi normalnog tau proteina u ,,nepozeljnu®
molekulu. Fosforilacija na serinu 262, treoninu 231 i serinu 235 inhibira vezanje tau proteina
za mikrotubule za 35, 25 i 10%.'"" Hiperfosforilacija tau proteina od 4 do 6 mola fosfata po
molu tau proteina dovoljna je za indukciju navedenog Stetnog uc¢inka. Dodatna fosforilacija
do razine od oko 10 mola fosfata po molu tau proteina dovodi do polimerizacije tau proteina u
filamente. U usporedbi s normalnim produktima 74U gena, €ini se da se tau proteini u osoba s
FTDP-17 mutacijom (frontotemporalna demencija s parkinsonizmom zbog mutacije TAU
gena na kromosomu 17, engl. frontotemporal dementia with parkinsonism linked to
chromosome 17) brze fosforiliraju, Sto dovodi do njihove ranije polimerizacije u filamente.
Do sada predloZzena mjesta fosforilacije tau proteina koja su vjerojatno odgovorna za
konverziju tau proteina u ,,toksi¢ni* oblik su serin 199/202/205, treonin 212, treonin 23 1/serin
235, serin 262/356 te serin 404. Daljnja fosforilacija na treoninu 231, serinu 396 i serinu 422
uzrokuje medusobno povezivanje tau proteina u vlakanca.''? Kao $to je ve¢ prije spomenuto,
ovakve patoloske promjene tau proteina zapocinju u mozgu bolesnika s AB 1 nekoliko
desetlje¢a prije vidljivih klinickih simptoma. NFS se najprije uocavaju u zvjezdolikim
neuronima transentorinalnog podrucja, a zatim se ove promjene transneuronalno §ire prema

hipokampusu, amigdaloidnom skupu jezgara, temporalnom izokorteksu i ostalim dijelovima
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neokorteksa.” Jo§ uvijek nije poznat uzrok ovakvog transneuronalnog Sirenja neurofibrilarne

degeneracije (virus, izostanak neurotropnih Cinitelja ili drugi...?).

Iz prethodno navedenih spoznaja o histopatoloskim znacajkama AB, ,,nametnule* su
se molekule — potencijalni bioloski markeri AB. Medu njima su najznacajniji tau proteini
(ukupni ili fosforilirani) kao 1 AP proteini. U posljednjih nekoliko godina razvijeni su vrlo
osjetljivi, sada 1 komercijalno dostupni biokemijski testovi kojima se u likvoru mogu
detektirati koncentracije ukupnog tau proteina, tau proteina fosforiliranih na hidroksilnim
skupinama nekih aminokiselina (npr. serina 199, treonina 181 1 231) kao i pojedinih oblika
AP proteina (AP40, AB42, AB38). Dijagnosticka vrijednost navedenih molekula vrlo brzo se
pokazala izuzetno korisnom u diferenciranju AB od promjena koje prate normalno starenje
$to je inaGe relativno Gest problem u klini¢koj praksi.*” Naime, koncentracija ukupnog tau
proteina u likvoru je u prosjeku oko 300% veca u bolesnika s AB nego u kontrolnoj
populaciji. Presjek nekoliko velikih prospektivnih studija ustanovio je srednju osjetljivost
ukupnog tau proteina od 84% uz specificnost od 91% u razlikovanju AB od normalnog
starenja.''* Nasuprot tome, koncentracija AP42 je prosjeéno oko 50% manja u skupini
oboljelih od AB u odnosu na kontrolnu skupinu, $to se objasnjava nakupljanjem AP u obliku
SP, zbog Cega u osoba s AB manja koli¢ina AP difundira u likvor. Rezultati nekoliko velikih
prospektivnih studija pokazali su da je osjetljivost pri razlikovanju AB od normalnog starenja
za AP42 89%, a specifi¢nost 90%.'"* Buduéi da u studijama pojedina¢ni markeri ipak nisu
pokazali dovoljnu dijagnosticku snagu i pouzdanost, preporuceno je koristenje kombinacije
markera.''> Tako na primjer pri razlikovanju AB od normalnog starenja kombinacija ukupnog
tau proteina 1 AB42 dostize osjetljivost od 85 do 94% uz specificnost od 83 do 100%, zbog

cega je s fosforiliranim tau proteinom uvrstena u novopredlozene istrazivacke kriterije za AB
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kao pomoéni dijagnosticki test.”” Dijagnosti¢ka to¢nost navedenih biomarkera potvrdena je i
usporedbom s neuropatoloskim nalazima.''® Uredne vrijednosti ukupnog tau proteina i Ap42
su nadene u nekoliko bolesti koje se svrstavaju u diferencijalnu dijagnozu AB (npr.
Parkinsonovoj bolesti, depresiji''’), no upotreba istih markera za razlikovanje AB od drugih
vrsta demencija (npr. FTD, DLBD) nije zadovoljavaju¢a.** U nekoliko je studija, medutim,
pokazano da fosforilirani tau protein dostize specificnost i preko 80% pri razlikovanju AB od
drugih primarnih vrsta demencija.''® Novija su istraZivanja okrenuta i prema prediktivnoj
ulozi biomarkera iz likvora, tj. dijagnosticiranju potencijalnih bolesnika s AB unutar MCI
populacije (tj. u pretklinickom stadiju bolesti), a dosada$nji su rezultati ohrabrujuéi.'” U
studiji radenoj na 137 MCI ispitanika uz dugotrajno pracenje (oko pet godina) nadena je
visoka osjetljivost (95%) uz zadovoljavajucu specificnost (83-87%) za razlic¢ite kombinacije
biomarkera iz likvora.' Dugotrajno pradenje je osobito vaZno zbog godinjeg stupnja
konverzije MCI u AB od oko 10-15% pa se pracenjem u razdoblju od pet godina kao u
prethodno navedenoj studiji omogucava otkrivanje vecéine oboljelih u ranom stadiju

. 28,121
bolesti.””

2.3.3 Tau patologija u drugim bolestima

Osim u AB, neprimjereno hiperfosforilirani tau protein nakuplja se i u brojnim drugim
neurodegenerativnim bolestima, tzv. tauopatijama. Tauopatije ukljucuju klini¢ki heterogenu
skupinu bolesti medu kojima se, pored AB, kao najvaznije izdvajaju odrasli slucajevi
Downovog sindroma, parkinsonizam-demencija kompleks s Guama, demencija s argirofilnim
zrncima (Braakova bolest), FTD (danas znamo da se samo u jednom dijelu ove skupine

primarnih uzroka sindroma demencije postmortalnom neuropatoloskom analizom u ¢eonom i
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sljepoo¢nom reznju mozga nadu Pickova tjelesca 1 ,,Pickovi® neuroni; pa ipak, usprkos DSM-
IV klasifikaciji, umjesto termina FTD katkad se jo§ uvijek u klinickom Zargonu (pogresno jer
je bolesnik Ziv, a to¢na neuropatoloska dijagnoza joS nije poznata) za ovu zapravo cijelu
skupinu bolesti koristi 1 ,,stariji* naziv Pickova bolest), kortikobazalna degeneracija, palido-
ponto-nigralna degeneracija, progresivna supranuklearna paraliza, Gerstmann-Straussler-
Scheinkerova bolest (nasljedni oblik prionske bolesti) i dementia pugilistica.'”’ Jedno od
glavnih patoloskih obiljezja svake od ovih tauopatija je nakupljanje abnormalno
hiperfosforiliranog tau proteina tj. neurofibrilarna degeneracija. Pronalaskom mutacije u 7TAU
genu 1 njenim povezivanjem s nastankom nasljedne frontotemporalne demencije s
parkinsonizmom (FTDP-17) 1998. godine je po prvi put dokazano da mutacije TAU gena
dovode do neurodegeneracije i demencije.'**'** Pored same mutacije, molekularna
klasifikacija tauopatija danas se takoder temelji 1 na razlikama u fosforilaciji 1 sadrzaju
pojedinih izooblika tau proteina. U ovisnosti od dominacije pojedinih izooblika na taj nacin je
definirano pet glavnih klasa tauopatija. U klasi 0 nalazi se FTD (ne-AB, ne-Pick) uz gubitak
ekspresije tau proteina. U klasi 1 nalazi se AB (i sporadicni i obiteljski oblici), ali i neki
nasljedni oblici FTDP-17 karakterizirani elektroforetskim tau tripletima od 60, 64 1 69 kDa. U
klasi 3 nalaze se Pickova bolest i neki nasljedni oblici FTDP-17 karakterizirani za njih

tipiénim parom elektroforetskih tau pruga od 60 i 64 kDa.'”

Na temelju svih do sada
navedenih ¢injenica moze se s pravom zakljuciti da je inhibicija stvaranja abnormalno

hiperfosforiliranog tau proteina jedan od najznacajnijih terapijskih imperativa za lijeCenje

kako AB, tako i drugih tauopatija.

Od svih tauopatija je u diferencijalnoj dijagnozi AB najvaznija klinicki i

patohistoloski heterogena frontotemporalna demencija (FTD).
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2.4 Frontotemporalna demencija (FTD)

2.4.1. Prevalencija i klinicka prezentacija

Klini¢kim studijama je procijenjeno da prevalencija FTD unutar sindroma demencije
iznosi 3.2%,'*° dok pregledom postmortalnih uzoraka mozga bolesnika sa sindromom
demencije relativna prevalencija iznosi 3-10%.'*" FTD je Gest uzrok demencije u bolesnika
mladih od 65 godina, a epidemioloski podaci pokazuju da je u toj dobnoj skupini FTD po
udestalosti odmah uz AB."**'?° Prevalencija FTD je oko 2,5 puta veéa u dobi od 60 do 69
godina (9.4/100.000) u usporedbi sa starosnim grupama od 50 do 59 i od 70 do 79 godina."’
U studiji provedenoj na ispitanicima starijim od 65 godina na podruc¢ju sjevernog Londona
ustanovljena je prevalencija od 7.8,"' pri ¢emu je prevalencija za dob iznad 85 godina
iznosila 3. Iz toga je zakljuCeno da bi za tocne procjene prevalencije trebalo uvijek ukljucivati

i stariju populaciju.'*?

Donekle slicno kao i AB, FTD zapocinje podmuklo. Prvi simptomi se obi¢no javljaju
u dobi od 45 do 65 godina uz srednje vrijeme trajanja bolesti od 7 do 9 godina."**'** Bolest
podjednako zahvaca i muSkarce i zene. U studiji napravljenoj u juznoj Nizozemskoj koja je
obuhvacala 245 bolesnika s FTD, medijan pocetka bolesti je bio 58 godina, pri ¢emu je
najmladi bolesnik imao 33, a najstariji 80 godina. Postotak Zena bio je 51%. U 43% slucajeva
FTD je nadena u jednog ili vise ¢lanova obitelji u prvom koljenu. U 34 bolesnika ustanovljena
je mutacija TAU gena (devetnaest P301L, pet L315R, cCetiri G272V, cetiri R406W, jedan
0

Delta K280 i jedan S320F). Sva 34 bolesnika su imala pozitivhu obiteljsku anamnezu.”

Klini¢ka slika FTD je karakterizirana promjenama osobnosti, ponasanja te izvr$nih funkcija i
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govora. Za razliku od AB, kognitivnhe domene kao Sto su pamcenje, percepcija, prostorna
orijentacija 1 praksija su u pocetku bolesti relativno dobro ,,sacuvane. FTD se dijeli na tri
klinicka sindroma: tzv. frontalnu varijantu FTD (fvFTD), progresivhu nefluentnu afaziju
(PNFA) i semanticku demenciju (SD). Klinicka slika FTD moze biti udruzena s motorickom
prezentacijom kortikobazalne degeneracije, progresivne supranuklearne paralize ili bolesti

gornjeg motoneurona.'*’

FvFTD je karakterizirana promjenom osobnosti bolesnika koja se ocituje
neprimjerenim socijalnim ponasanjem i disinhibicijom koje ne predstavljaju samo naglaSenije
premorbidne osobine li¢nosti,'*° ali i potpuno novim promjenama ukljucujuéi gubitak osjecaja
prikladnosti i socijalnih normi, impulzivnost, djelomican ili potpun gubitak uvida u situaciju
(bolesnik nije svjestan tih promjena), gubitak intelektualne fleksibilnosti (npr. bolesnik mora
obaviti odredeni zadatak koji je u tom trenutku neprimjeren), kao i gubitak sposobnosti
rjeSavanja novih situacija i problema."’’ Takoder je &est nalaz emocionalne otupjelosti,
gubitka empatije i emocionalne topline prema &lanovima obitelji i prijateljima.'*'?*!%
Usprkos svemu navedenom, a za razliku od bolesnika s AB, bolesnici s fvFTD se u ranom
stadiju bolesti relativno dobro snalaze u izvrSavanju svakodnevnih aktivnosti (jedan od
kriterija za dijagnozu AB), te su im pamcdenje, vidno-prostorne, perceptualne i govorne
sposobnosti (za koje nisu ,,direktno odgovorni“ &eoni dijelovi mozga) satuvane."** Ipak,
ponekad smetnje paméenja mogu biti izrazene 1 u ranom stadiju bolesti."*® U fvFTD se
takoder mogu javiti i simptomi i znakovi depresije i tjeskobe, no manje su ucestali nego u
AB.P*!*! Skrbnici Cesto navode i promjene ili uvodenje novih prehrambenih navika
(pogotovo pretjerivanje u jedenju slatkisa, alkoholnim pi¢ima ili pusenju cigareta, rijetko cak i
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konzumiranje prasine, zemlje i sl.).”"” Dodatna vazna obiljezja fvFTD su gubitak inicijative i
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motivacije, stereotipno ponasanje kao i utilizacijsko ponasanje (nesvjesna potreba da se
predmet koji se nalazi unutar vidnog polja i/ili unutar dohvata ruke uzme 1 koristi, npr.
ukoliko se bolesniku unutar vidnog polja stave naocale on ¢e ih uzeti 1 staviti na oc€i 1 bez
verbalnog naloga iako ve¢ ima naocale na oCima). U jednog dijela oboljelih vidi se
inaktivnost, a u drugog nemir 1 neobjasnjiva energija, pri ¢emu se oba navedena obiljezja
mogu izmjenjivati u istog bolesnika."**'**1** U kasnijim fazama bolesti dolazi i do pojave
ekstrapiramidnih simptoma. Sireéi se prema sljepooénim i tjemenim reZnjevima,
degenerativni proces zahvaca 1 druge kognitivne domene, no deficiti Ceonog reznja ostaju
dominantni sve do zavrSnog stadija bolesti. Propadanjem dominantnog ¢eonog reznja u
zavr$nim stadijima bolesnici mogu postati nijemi i apati¢ni.'** Nalaz deluzija i halucinacija je

izrazito rijedak.

PNFA 1 SD zapocinju smetnjama govora, no mogu imati pridruzene i druge simptome
oste¢enja Ceonog reznja. PNFA je karakterizirana progresivnim gubitkom tecnosti
(fluentnosti) govora kojeg bolesnici postaju svjesni ranije od okoline. Govor postaje otezan,
pun fonoloskih greSaka, te se produkcija govora smanjuje (tzv. telegrafski govor).'*®
Ponavljanje, pogotovo duzih rijeci, praceno je fonoloskim greSkama, no moze biti i sacuvano.
Vec je 1987. godine Mesulam, opisujuci Sest bolesnika s PNFA, zamijetio da je bolest u
pocetnoj fazi ograni¢ena samo na smetnje govora, te da tek nakon ,,0sam do dvanaest godina
od pocetka bolesti dolazi do pojave drugih kognitivnih deficita i demencije,"**"'* kao i do
progresije u mutizam u poodmaklom stadiju bolesti.'*" Stoga bolesnicima nije potrebna
pomo¢ drugih osoba sve do kasnih stadija bolesti. KarakteristiCan MRI nalaz je atrofija u
podrucju oko lateralne brazde (lat. sulcus lateralis Sylvii) lijeve hemisfere, no nalazi mogu
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biti vrlo heterogeni: od urednog nalaza do atrofije lijeve hemisfere,'** globalne atrofije'* te

26



obostrane atrofije ¢eonog reznja.”' Zanimljiv je nalaz naden upotrebom kognitivnih uz
dogadaj vezanih potencijala (ERP, engl. event-related potentials) pomocu kompjutorski
izraCunate srednje reference (AR, engl. average reference). Naime, kod bolesnika s PNFA,
kojima je SPECT-om nadena funkcionalna abnormalnost u lijevoj hemisferi mozga, ERP-om
je otkrivena negativna P-300 komponenta na krivuljama dobivenim nad lijevim frontalnim,
centralnim 1 parijetalnim odvodima. Vazno je napomenuti da je P-300 komponenta nad
zdravim regijama mozga te nad desnom stranom mozga kod bolesnika s PNFA pozitivna
&ime se upotrebom ERP-a bolesnici s PNFA mogu otkriti relativno rano u tijeku bolesti.'*?
Kolinergicki sustav je najvazniji za generaciju i modulaciju amplitude i latencije P-300, a
neuropatoloska istrazivanja upucuju da bi za razvoj PNFA vaznu ulogu mogla imati
subputaminalna jezgra (NSP; lat. nucleus subputaminalis), nakupina kolinergi¢nih neurona u
prednjem dijelu bazalnog prednjeg mozga (engl. basal forebrain) usko povezana s bazalnim
ganglijima (lat. nucleus basalis).'>*'** Nekoliko je spoznaja koje idu u prilog toj pretpostavci:

NSP je evidentno veéa na lijevoj strani (u najrostralnijim i anterointermedijalnim nivoima),'>*

njena kolinergi¢na vlakna putuju kroz vanjsku ¢ahuru bijele tvari (lat. capsula eksterna)'>
prema donjem &eonom reZnji¢u,'” NSP ima najnaprednija filogenetska i citokemijska
svojstva153 te najdugotrajniji razvoj od svih magnocelularnih nakupina unutar bazalnog
prednjeg mozga.'>® Sve te spoznaje izrazito upuéuju da je NSP specifi¢na za ljude te povezana

s kortikalnom regijom za govor pa bi shodno tome mogla igrati vaznu ulogu u razvoju

PNFA.'>
Glavna karakteristika SD je progresivni gubitak semanti¢kog znanja."”’ Termin

semanticko znanje odnosno semanti¢ko paméenje ukljuCuje poznavanje znacenja pojedinih

rijeci, dobro poznatih ¢injenica i objekata. SD se jo$§ naziva i progresivna tecna (fluentna)
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afazija jer je govor bolesnika teCan (fluentan) pa se isprva problemi u svakodnevnom govoru
ni ne primje¢uju buduc¢i da bolesnik nadomjesta nepoznate rijeci s onima koje se inace cesce
koriste a mogu zvucati primjereno kontekstu (npr. umjesto rijeci ,,vuk* upotrijebit ¢e rijec
»pas®, a kasnije tijekom bolesti rijeC ,,zivotinja“ ili umjesto rijeci ,,nalivpero* upotrijebit ¢e
rije¢ ,,0lovka®, a kasnije uslijed napredovanja bolesti rijecC ,,pisalica®). Zbog sacuvanosti
prednjeg (motorickog) podrucja za jeziCne sposobnosti, u pocetku bolesti obi¢no nema
gramatickih gresaka, a jednako su tako normalni izgovor, dikcija, ponavljanje rijeci i sintaksa.
Deficit kod bolesnika sa SD moze lako ostati neprepoznat ukoliko se tijekom pregleda
zaustavimo samo na razgovoru s pacijentom bez detaljnijeg ispitivanja kognitivnih funkcija.
Uobicajeno ispitivanje pomo¢u MMSE testa zbog njegove nedovoljne osjetljivosti za ovakvu
vrstu kognitivnih promjena moze dovesti do lazno negativnog rezultata, tj. neprepoznavanja
stvarnog stanja bolesnika sve do kasnih stadija bolesti. Detaljnijim kognitivnim ispitivanjem
naci ¢e se nesposobnost definiranja pojma, imenovanja predmeta, neverbalnog semantickog
povezivanja (npr. upotrebom testa palminog drveta, engl. palm tree test), kao i testiranjem
koristenja odredenih alatki (npr. koridtenje stetoskopa).'>® SD se u praksi Gesto dijagnosticira
kao AB pa se stoga katkad doima da je ova bolest vrlo rijetka. Bolesnici vrlo ¢esto gubitak
semantickog znanja referiraju kao ,,probleme s pam¢enjem®, no ukoliko ih se detaljnije ispita
neki ipak ispravno navode gubitak ,,pamcenja za znacenje pojmova‘, a ne gubitak pamcenja
za dogadaje. Valja napomenuti da je oSte¢enje semantickog znanja znacajka i AB, no taj se
deficit javlja kasnije u tijeku bolesti, uobicajeno tek nakon ve¢ razvijenog oStecenja
epizodickog paméenja, paznje ili vidno-prostornih sposobnosti. Za razliku od AB, bolesnici s
SD imaju sacuvano pamcenje za svakodnevne dogadaje, a ¢ak i u kasnoj fazi bolesti najcesce

nemaju poremecen osjecaj snalazenja u prostoru. Uz sve prethodno navedene deficite mogu se

28



naci 1 razli¢iti stupnjevi promjene osobnosti. Karakteristi¢an nalaz dobiven pomo¢u MRI je

asimetri¢na, ogranitena atrofija sljepoo¢nog reznja koja je izraZenija u lijevoj hemisferi.">’

U izuzetno rijetku podskupinu FTD spadaju bolesnici s prozopagnozijom (poteskoce
ili nemogucnost prepoznavanja ljudskih lica) koja je karakterizirana MRI nalazom koji

ukazuje na zahvaéenost sljepoocnog reznja desne hemisfere.'”’

2.4.2 Klinicki kriteriji

Dijagnoza FTD se tijekom Zivota temelji na klini¢kim kriterijima (Neary i sur.'®®), dok

se definitivna dijagnoza potvrduje temeljem histopatoloskog nalaza dobivenog obdukcijom.

Prema Nearyjevim kriterijima za postavljanje dijagnoze fvFTD bolesnik bi trebao
imati sljedece dijagnosticke znacajke: podmukao pocetak uz postepenu progresiju simptoma,
rano oStecenje socijalnog kontakta i1 kontrole vlastitog ponaSanja, rano emocionalno
otupljivanje uz gubitak uvida u situaciju. Potporne dijagnosticke znacajke su: poremecaj
osnovnih higijenskih navika i uredivanja, mentalna rigidnost i nefleksibilnost; rastresenost i
motori¢ki nemir; hiperoralnost i promjene u prehrambenim navikama; perseveracija;
stereotipno ponasanje; utilizacijsko ponasanje (nesvjesna potreba da se predmet koji se nalazi
unutar vidnog polja i/ili dohvata ruke uzme i koristi). Karakteristicne promjene govora i
jezika su: promijenjena produkcija govora (izostanak spontanosti i ekonomicnost govora,
smanjena produkcija govora), stereotipan govor, eholalija, perseveracija, mutizam. Moguci
fizikalni znakovi ukljucuju postojanje primitivnih refleksa, inkontinencije, znakova

parkinsonizma, nizak i labilan krvni tlak. Dodatno je vazan i nalaz znacajnog oStecenja

29



izvodenja testova za ¢eoni rezanj tijekom neuropsiholoSkog testiranja, uredan nalaz EEG-a
(elektroencefalograma) kao 1 nalaz atrofije predominantno ceonog i/ili prednjeg dijela

sljepoocnog reznja na slikovnim prikazima mozga.

Za postavljanje dijagnoze PNFA bitne su sljedece dijagnosticke znacajke: podmukli
pocetak 1 postepena progresija simptoma bolesti uz neteCan (nefluentan) spontani govor, te
bar jedna od sljede¢ih znacCajki: agramatizam, fonemske parafazije, anomija. Potporne
dijagnosticke znacajke ukljucuju: promjene govora i jezika (mucanje ili oralna apraksija,
oStec¢eno ponavljanje, aleksija, agrafija, znaCenje rijeci saCuvano u ranoj fazi bolesti, mutizam
u kasnoj fazi bolesti), te promjene ponaSanja (sacuvane socijalne vjestine u ranoj fazi bolesti,
promjene ponasanja karakteristi¢ne za fvFTD tek u kasnijoj fazi bolesti). Dodatne znacajke su

eventualni kontralateralni primitivni refleksi u kasnijoj fazi bolesti te znakovi parkinsonizma).

Kljuéne dijagnosticke znacajke SD ukljucuju: podmukli pocetak i postepenu
progresiju simptoma, smetnje jezika (teCan i1 prazan govor; gubitak znalenja rijeci
manifestiran oSteCenjem sposobnosti imenovanja i razumijevanja govora; semanticke
parafazije) i/ili perceptualne smetnje (prozopagnozija; asocijativha agnozija), sacuvano
perceptualno povezivanje i preslikavanje, sacuvano ponavljanje jedne rijeci i Citanja na glas,
sacuvano pisanje pravopisno ispravnih rijeci po diktatu. Pomo¢ne dijagnosticke znacajke
ukljucuju: smetnje jezika i govora (potiskivanje govora, neuobiCajeno koriStenje rijeci,
nedostatak fonemske parafazije, povrsna disleksija i disgrafija, o€uvano racunanje), te smetnje
ponasanja (gubitak sucuti i empatije; suzene preokupacije; Skrtost). Dodatno je vazan i nalaz

izrazitog oSteCenja semantickog znanja uz ocuvanu sintaksu, pamcenje, perceptualno
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procesiranje 1 uredne prostorne sposobnosti na neuropsiholoskim testovima, uredan nalaz

EEG-a i nalaz atrofije (simetri¢ne ili asimetri¢ne) prednjeg dijela sljepoocnog reznja.

Potporni kriteriji za sva tri sindroma FTD ukljuc¢uju pocetak bolesti prije 65. godine
Zivota, pozitivnu obiteljsku anamnezu za slicne smetnje u rodaka u prvom koljenu kao i nalaz
bulbarne paralize, miSi¢ne slabosti 1 propadanja (atrofije), fascikulacija misica (jer u manjeg

broja bolesnika moze biti prisutna bolest donjeg motornog neurona).

Knopman i sur.'® izvijestili su o visokoj osjetljivosti (85%) i specifiénosti (99%)
klinickih kriterija za FTD u usporedbi s obdukcijskim nalazom, no rezultate treba uzeti s
oprezom jer je ova studija provedena u jednoj od ponajboljih visokospecijaliziranih ustanova
iz podruc¢ja demencija. Pretpostavka je da su u manje specijaliziranim centrima osjetljivost i

specificnost manje od navedenih.

2.4.3 Patohistoloska heterogenost

Kod bolesnika s FTD nalazi se gubitak neurona u povr$nim kortikalnim slojevima
c¢eonog i sljepoocnog reznja. Dodatno bolesnici u ziv€anim stanicama moZzdane kore
navedenih reznjeva mogu imati tau-pozitivne nakupine (inkluzije), ubikvitin-pozitivne
nakupine ili se pak ne mora na¢i ni jedan oblik navedenih nakupina (ovakva vrsta
neuropatoloskog nalaza u literaturi na engleskom jeziku naziva se ,,DLDH®, engl. dementia
lacking distinctive histopathology, u prijevodu demencija bez jasnog histopatoloskog nalaza).
Inkluzije ubikvitina kod FTD morfoloski se ne razlikuju od onih u bolestima motornog

neurona.'® Ugestalost nalaza FTD s ubikvitin pozitivnim inkluzijama (FTD-U) je dugo
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vremena bio zanemariv, no otkad su se rutinski pocela koristiti adekvatna bojenja, broj DLDH
nalaza je znacajno pao. Prema klini¢ko-patoloskoj korelaciji, svi bolesnici s FTD povezanom
s boleS¢u motornog neurona obi¢no imaju tau negativne, ubikvitin pozitivne (tau-; ut)
inkluzije."*>'%1% Nedavno je otkriveno da je za jedan dio ovakvih slutajeva odgovorna
mutacija gena za progranulin, $to dovodi do nastanka unutarstani¢nih ubikvitiniranih
nakupina sa¢injenih najve¢im dijelom od TDP-43 proteina (engl. transactive response DNA
binding-protein).'”’'® Pri tome nema prisutnosti amiloida bilo koje vrste, a buduéi da se
slicne nakupine TDP-43 vide 1 u sporadi¢nih i obiteljskih slu¢ajeva amiotrofi¢ne lateralne
skleroze (ALS), neki su autori predlozili da FTD 1 ALS mozda predstavljaju samo dijelove
spektra iste skupine bolesti - TDP-43 proteinopatije.'”® Ukoliko je FTD povezana s
ekstrapiramidnim znacCajkama kortikobazalne degeneracije ili progresivne supranuklearne
paralize Ge$¢e je karakterizirana tau pozitivnom (tau+) patologijom.'*>'0104171 Ko ostalih
klinickih entiteta (fvFTD, PNFA, SD) moguc¢ je bilo koji od prethodno spomenutih patoloskih
nalaza. SD je naj¢eS¢e povezana s tau negativnim, ubikvitin pozitivnim (tau-; ut) inkluzijama

u histopatoloskom nalazu, 163165171172

Histopatoloski nalazi fvFTD i PNFA izuzetno su
heterogeni i kontradiktorni.'*>**15!"! Ako se iskljude patologke promjene karakteristiéne za
AB tada postoji statisticki znacajna proporcija PNFA uzrokovana tau-pozitivnim Pickovim

C 1w 135,163-165,171
tjelescima. ™ 17
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2.5 Biomarkeri iz likvora u razlikovanju AB i FTD

2.5.1 Klinicko preklapanje AB i FTD

Razlikovanje AB i FTD koje se temel;ji isklju¢ivo na prethodno navedenim kriterijima
ograniceno je moguc¢im preklapanjima klinickih slika. AB se, naroc€ito u ranijoj zivotnoj dobi,
moze klinicki oCitovati simptomima oStecenja Ceonog reznja (poremecajem govora i izvrSnih
funkcija) pa diferencijalna dijagnoza prema FTD moze biti izuzetno teska.'”'’* S druge
strane, zbog velike varijabilnosti klinicke slike, katkad smetnje pam¢enja mogu biti prisutne
ve¢ u pocetnoj fazi FTD, no vazno je napomenuti da je otezano zapamcivanje gotovo uvijek
slabije izraZeno u odnosu na simptome deficita &eonog reznja.'”>'’® Veliko ,,preklapanje
ovih dviju bolesti koristenjem samo klini¢kih kriterija pokazala je 1 studija kojom se
ocjenjivala specifiénost NINCDS-ADRDA kriterija.'’® Naime, ve¢ina je bolesnika s FTD (20
od 26) ispunila i kriterije za AB. Zbog navedenih podudarnosti u simptomatologiji AB i FTD
nametnula se potreba za pronalaZzenjem markera koji bi omogucili pouzdano diferenciranje
ovih dvaju primarnih uzroka sindroma demencije. Odredene klinicke znacajke ispitivane u
studiji Bozeata i sur.'”” omoguéile su poboljsano razlikovanje FTD i AB. U ovoj studiji je
nadeno da su stupanj pouzdanosti dijagnoze FTD znacajno povecavali sljede¢i simptomi:
povecana sklonost slatkoj hrani, stereotipno ponaSanje, disinhibicija i slabije socijalno
funkcioniranje kod FTD bolesnika, dok apatija i simptomi poremecaja izvr$nih funkcija nisu
bili diskriminativni.'”” Kao $to je ve¢ napomenuto, klini¢ki najzastupljeniji brzi test za probir
bolesnika s kognitivnim smetnjama MMSE nije se pokazao pouzdanim ni za otkrivanje niti
monitoriranje bolesnika s FTD, jer precesto daje ,,uredne vrijednosti ¢ak i u fazama bolesti

kad je bolesnicima ve¢ potrebna medicinska skrb.'”™
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2.5.2 Dosadasnje spoznaje

Dosadasnji rezultati studija koje su istrazivale vrijednosti ukupnog tau proteina te
fosforiliranih tau proteina iz likvora u razlikovanju AB 1 FTD su varijabilni, vjerojatno kao
posljedica Sirokog raspona koncentracija tau proteina nadenih u mozgu bolesnika s FTD pri

179-181

obdukeciji: od onih u kojima su navedeni markeri omoguc¢ili dobru diferencijaciju izmedu

dviju vrsta demencija (gdje su vrijednosti ukupnog tau proteina povisene kod AB, a kod FTD

182-184

ili jednake vrijednostima nadenim kod zdravih kontrola ili povisene u usporedbi sa

47,185-190
B*”

zdravim kontrolama, no nize nego u bolesnika s A ), sve do manjeg broja onih u

kojima nije nadena statistiCka znacajnost proucavanih biljega u diferenciranju tih dviju

skupina.'”!

Odredivanjem vrijednosti koncentracija fosforiliranog tau proteina (fosforiliranih
na epitopima koji se smatraju vaznima za promjene konformacije molekule) u likvoru
pospjesuje se razlikovanje AB 1 FTD, pogotovo ukoliko se ovi podaci kombiniraju s

izmjerenom koncentracijom ukupnog tau i/ili AB proteina.'**'"?

U studiji koja je ukljucivala
FTD skupinu ,,prosirenu* bolesnicima s kortikobazalnom degeneracijom vrijednosti ukupnog
tau proteina su bile znacajno reducirane u skupini bolesnika s FTD nego AB, dok isti ili bolji
rezultat, neotekivano nije pokazan za tau protein fosforiliran na treoninu 181."*> Mogugéi
uzrok ovim varijabilnostima rezultata je izuzetna heterogenost histopatoloSkih nalaza kod
bolesnika s FTD, ali i velika razlika prosje¢ne starosti bolesnika u dvjema navedenim
grupama.'”* Malobrojne dosadasnje studije proudavale su biomarkere iz likvora u dobno

podudarnim skupinama bolesnika s AB i FTD."”""*!% Stovige, pazljivim pretrazivanjem

literature razvidno je da do sada nema objavljenih rezultata istrazivanja koji opisuju
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koncentracije tau proteina fosforiliranog na serinu 199 kod dobno podudarnih skupina

bolesnika s AB i FTD.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Op¢i (glavni) cilj ove disertacije je bio ocijeniti korisnost triju biomarkera iz likvora:
ukupnog tau proteina (t-tau), tau proteina fosforiliranog na treoninu 181 (p-taul81) te tau
proteina fosforiliranog na serinu 199 (p-taul99) u diferencijalnoj dijagnozi bolesnika s AB 1
FTD. Hipoteza je prema tome bila da ne postoje razlike u koncentracijama navedenih proteina

u likvoru izmedu skupina bolesnika s AB 1 FTD koji se bitno ne razlikuju po dobi 1 spolu.

Specificni ciljevi su bili:

1. Odrediti postoje li statisticki znacajne razlike vrijednosti biomarkera t-tau, p-
taul81 1 p-taul99 iz likvora medu ispitivanim skupinama, tj. izmedu bolesnika
s AB 1 FTD, te izmedu bolesnika s AB odnosno FTD i zdravih ispitanika;

2. Odrediti osjetljivost 1 specifi¢nost svakog pojedinog markera (t-tau, p-taul 81
te p-taul99) u diferencijaciji bolesnika s AB i FTD podudarnih dobnih
skupina;

3. Odrediti osjetljivost 1 specific¢nost kombinacija markera (t-tau, p-taul81 te p-
taul99) u diferencijaciji bolesnika s AB 1 FTD podudarnih dobnih skupina;

4. Korelirati klinicke parametre i biomarkere iz likvora (t-tau, p-taul81 te p-
taul99) unutar svake od navedenih skupina;

5. Usporediti klinicke parametre 1 vrijednosti biomarkera iz likvora (t-tau, p-
taul81 te p-taul99) izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika za svaku pojedinu

skupinu bolesnika/ispitanika;
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Ocijeniti je li kombinacija biomarkera iz likvora pouzdanija za detekciju
bolesnika s FTD u usporedbi s pojedinacnim markerima i
Odrediti kojim se modelom (kombinacijom klini¢kih parametara i biomarkera

iz likvora) postize najbolji stupanj diferenciranja dijagnoze AB od FTD.
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4. BOLESNICI / ISPITANICI I POSTUPCI

4.1 Ispitanici

U studiju su ukljucene tri skupine bolesnika/ispitanika koji su obradeni u sljede¢im
ustanovama: Klinicki bolnicki centar Zagreb, Kispati¢eva 12, Zagreb, Hrvatska; Psihijatrijska
bolnica Vrapce, Bolnicka ulica 32, 10090 Susedgrad — Zagreb, Hrvatska, te Neurologische
Klinik und Poliklinik; Klinikum der Universitit Miinchen — Gro8hadern; Marchioninistr. 15;

Miinchen, Germany.

1. U prvu skupinu su uklju¢eni bolesnici s postavljenom dijagnozom vjerojatne (engl.

probable) AB dijagnosticiranih prema NINCDS-ADRDA kriterijima®® koji ukljuuju sljedece:

= Dijagnoza demencije utvrdena klini¢kim pregledom, dokumentirana pomocu
MMSE skale ili neke druge slicne pretrage i potvrdena neuropsiholoskim
testiranjem,;

= Deficiti u dvije ili vise kognitivnih domena;

= Progresivno pogorsanje pamcenja i drugih kognitivnih domena;

= Bez poremecaja stanja svijesti;

= Pocetak simptoma u razdoblju od 40. do 90. godine Zivota, naj¢es¢e nakon 65.
godine;

= Nedostatak sistemskih bolesti ili bolesti mozga koje bi mogle utjecati na

progresivni deficit pamcenja i kognicije;
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= Dodatni kriteriji bili su: progresivno propadanje specifi¢nih kognitivnih
funkcija kao S§to su govor (afazija), motorne vjestine (apraksija) 1 percepcija
(agnozija); smanjeni opseg svakodnevnih Zivotnih aktivnosti i promijenjen
obrazac ponasanja; pozitivna obiteljska anamneza za slicne bolesti, pogotovo
ukoliko je potvrdena neuropatoloSki, te uredni nalazi lumbalne punkcije
evaluirani standardnim tehnikama; uredan nalaz na EEG-u ili nalaz
nespecifi¢nih promjena na EEG-u; nalaz atrofije mozga na CT-u uz progresiju
pri opetovanim mjerenjima;

= Suportivni kriteriji za dijagnozu moguc¢e AB (ukoliko su iskljuceni drugi
moguci uzroci demencije) bili su: faze platoa (odnosno faze nenapredovanja
kognitivnog deficita kroz nekoliko godina kod pojedinih bolesnika); pridruzeni
simptomi depresije, nesanice, inkontinencije, deluzija, iluzija, halucinacija,
katastroficnih verbalnih, emocionalnih ili fizickih ispada, seksualne smetnje i
gubitak tezine; drugi neuroloSki ispadi u uznapredovalim stadijima bolesti
ukljucujuéi motoricke znakove kao $to su povisen misiéni tonus, mioklonus i
smetnje hoda; epilepticni napadi u uznapredovalom stadiju bolesti; nalaz CT

mozga uredan za dob.

2. U drugu skupinu su ukljuceni bolesnici s postavljenom dijagnozom FTD prema

trenutno priznatim internacionalnim klinickim kriterij ima'® koji ukljucuju:

= Kriterije za svaki od tri klinicka sindroma FTD (FTD, PNFA i SD) koji su

prethodno navedeni u poglavlju 2.4.2;
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= Dodatni kriteriji: pocetak bolesti prije 65. godine zivota; pozitivna obiteljska
anamneza za sli¢ne poremecaje u najblizoj obitelji; bulbarna paraliza, misi¢na
slabost 1 propadanje miSica (atrofija), fascikulacije miSi¢a (pridruZzena bolest

motornog neurona u manjeg broja bolesnika).

Kriteriji neuklju¢ivanja ispitanika u prvu skupinu bili su:

= Nagli pocetak simptoma; fokalni neuroloski deficiti u ranim stadijima bolesti

(npr. hemipareza, osjetni ispadi, deficiti vidnog polja, dismetrija); epilepticki

napadi ili smetnje hoda na pocetku ili vrlo rano tijekom bolesti.

Kriteriji neuklju¢ivanja ispitanika u drugu skupinu bili su:

= Nagli pocetak s jasnim ZariStem, poCetak povezan s traumom glave, rana i

izrazita amnezija, prostorna dezorijentiranost, ponavljanje zadnjih slogova ili

pojedinih fonema bez uloZenog napora (koji postoji na primjer kod mucanja);

gubitak tijeka misli; mioklonus; kortikospinalna slabost; cerebelarna ataksija;

koreoatetoza; predominantni postcentralni strukturni ili funkcijski deficiti ili

multifokalne lezije na CT-u ili MRI-u.

Kriteriji neukljucivanja ispitanika u prvu ili drugu skupinu bili su:

= Nespecificirana demencija;
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= Sumnja na mijeSanu demenciju (npr. VaD - veliki cerebralni infarkti ili ,,tthe”
lakunarne lezije);

= Primarna psihijatrijska bolest (npr. psihoza ili depresija);

= Anamneza kroni¢nog alkoholizma;

= Druge neuroloske bolesti koje mogu dovesti do kognitivnog propadanja (npr.
multipla skleroza, normotenzivni hidrocefalus, tumori ili infektivne bolesti
srediSnjeg zZiv€anog sustava);

= Sekundarni uzroci kognitivnih smetnji (npr. hipo- ili hipertireoza);

= Sistemske bolesti (npr. malignomi, bolesti jetre);

= Uzimanje specifi¢ne terapije za demencije (npr. inhibitori acetilkolinesteraze).

3. Tre€u grupu sacinjavaju kognitivno zdravi ispitanici (kontrolna skupina ispitanika).

Kriteriji uklju€enja u kontrolnu skupinu su:

= [spitanici s neprogresivnim (pra¢enim kroz period od jedne godine)
subjektivnim smetnjama pamcenja;

= Kognitivno zdravi ispitanici kojima je u toku dijagnostickog ili terapijskog
procesa bilo indicirano u¢initi lumbalnu punkciju;

= MMSE zbroj vedi ili jednak 27;

= Nedostatak objektivno verificiranih smetnji pamcenja ili bilo kojih drugih
kognitivnih smetnji;

= QOdsutnost neuroloske ili psihijatrijske bolesti koje mogu utjecati na kognitivno

funkcioniranje;
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= QOdsutnost sistemske (npr. reumatoidnog artritisa) ili maligne bolesti;
= Neuzimanje lijekova za  kognitivne  probleme (npr. inhibitori
acetilkolinesteraze) ili psihotropnih lijekova (iako nije naden utjecaj uzimanja

psihotropnih lijekova na koncentraciju t-tau u likvoru).'

4.2 Metode

Svakom bolesniku/ispitaniku ucinjen je kompletan fizikalni 1 neuroloski pregled te
neuropsiholosko testiranje. Nadalje, u¢injene su i sljedece pretrage: rutinske krvne pretrage,
odredivanje koncentracija vitamina B12, folne kiseline, hormona Stitnjace, sedimentacija
eritrocita, serologija na sifilis, EKG, rendgenska snimka pluca, pregled o¢ne pozadine, EEG,
CT 1i/ili MRI mozga. Sve dijagnoze su postavljene nakon uvida u kompletnu medicinsku
dokumentaciju od strane c¢lanova multidisciplinarnog tima (neurolog, neuropsiholog,
neuroradiolog, psihijatar) koji nisu bili upoznati s rezultatima obrade likvora. Trajanje bolesti
odredivano je od datuma pocetka prvih simptoma bolesti (anamnesticki ili heteroanamnesticki
podatak o smetnjama pamcenja ili promjenama osobnosti i ponaSanja) sve do vremena

lumbalne punkcije. TeZina demencije rangirana je upotrebom MMSE.

Svim ispitanicima je pri po€etnoj evaluaciji u¢injena dijagnosticka lumbalna punkcija
prema standardnom protokolu (uzimanje uzorka iz L3/L4 ili L4/L5 intervertebralnog prostora
izmedu 9-11 sati ujutro nakon prethodnog 30-minutnog hodanja i najmanje 12-satnog posta,
koli¢ina uzorka oko 4-5 ml likvora). Od ukupne koli¢ine likvora, manji dio je centrifugiran na
10000g kroz 10 minuta na 4°C (kako bi se otklonile stanice i drugi netopljivi materijal) i

pohranjen u koli¢inama od 50 i 100 ul u polipropilenske epruvete na -80°C do trenutka
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analize (prema preporuci proizvodaca pojedinih kitova za odredivanje koncentracije t-tau, p-
taul81 1 p-taul99). Preostali, ve¢i dio uzorka je odmah rutinski obraden (broj eritrocita i
leukocita, koncentracija glukoze, laktata i1 ukupnih proteina, IgG indeks, postojanje
oligoklonalnih traka, TPHA). Uzorci s viSe od 500 eritrocita/uL iskljuceni su iz ovdje

opisanih rezultata analize 1 statisticke obrade.

Za odredivanje koncentracija biomarkera u likvoru koristeni su komercijalno dostupni
ELISA (enzimski povezana imunoapsorpcijska analiza, engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) kitovi uz provodenje testova prema uputama proizvodaca. Za odredivanje t-tau 1 p-
taul 99 koristeni su ELISA kitovi human (Hu) Tau (Total) i Human (Hu) Tau [pS199]
proizvodaca Biosource International, Camarillo, CA, USA. Za odredivanje p-taul 81 koriSten
je ELISA kit Innotest Phospho-Taugsi, proizvodaca Innogenetics, Ghent, Belgija. Za
provodenje ELISA analize koriSten je ELISA ¢ita¢ (model 680 Series; Biorad Laboratories,
Hercules, USA) te automatski aparat za ispiranje (model PW 40; Biorad Laboratories,
Hercules, USA). Odredivanje t-tau, p-taul81 i p-taul99 u likvoru koristenjem ELISA tehnike
provedeno je u Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga, Salata 12, Zagreb, Hrvatska.
Istrazivanje je sastavni dio projekta MZOS RH pod nazivom ,,Fosforilacija tau proteina u
razvitku i Alzheimerovoj bolesti”, br. 108-1081870-1942 ¢iji je voditelj prof. dr. sc. Goran

Simic.

Kitovi za ELISA postupak koji su koristeni u ovoj studiji omogucéavaju kvantitativno
odredivanje koncentracija pojedinih markera (t-tau, p-taul81 te p-taul99) u likvoru
bolesnika/ispitanika. Za ilustraciju postupka ovdje navodim izvodenje Innotest Phospho-

Taugs1p) testa (slika 1.). Procedura se provodi na mikroplo¢icama (engl. microplate) na
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kojima se nalazi 96 jazica. Na stjenci jazica je vezano prvo monoklonalno protutijelo (HT7)
koje po dodavanju uzorka u jazicu hvata fosforilirani tau protein ili njegove fragmente. Na
kompleks protutijela HT7 1 fosforiliranog tau peptida hvata se sljede¢e protutijelo
(biotinizirano anti-PHOSPHO-TAU(i31p) protutijelo) koje specificno prepoznaje tau protein
fosforiliran na treoninu 181. Nakon inkubacije od 14 do 18 sati na 2-8°C ispire se viSak
biotiniziranog anti-PHOSPHO-TAU 315 protutijela. Ispiranje se provodi na automatskom
aparatu za ispiranje; model PW 40; Biorad Laboratories, Hercules, USA. Parametri ispiranja
strogo su zadani 1 ukljucuju: pet ciklusa ispiranja, zadan volumen punjenja jazica od 400 ul po
jazici, razinu do koje dodana teku¢ina smije ispuniti jazicu, trajanje jednog ciklusa aspiracije /
pranja / namakanja. NepoStivanje parametara moze znacajno utjecati na rezultate testa. Nakon
ispiranja dodaje se sljedeca otopina koja sadrzava streptavidin-peroksidaza (SV) konjugat.
Nakon inkubacije od 60 min £ 5 min na sobnoj temperaturi provodi se ispiranje, te se nakon
toga dodaje supstratna radna otopina (HRP, koja sadrzava hidrogen-peroksid). Po inkubaciji
od 30 min + 3 min na sobnoj temperaturi u mraku dodaje se otopina za zaustavljanje procesa,
te se absorbancija uzoraka ocitava na ELISA ¢itacu (u ovom istrazivanju je koriSten model
680 Series; Biorad Laboratories, Hercules, USA, a koriSten je filter za ocCitanje na 450 nm
prema uputama proizvodaca), te se naknadno prema koncentracijama standarda odreduje
koncentracija p-taul81 u pojedinim jazicama. Najniza koncentracija koju test moze detektirati

je 15.6 pg/ml, dok je uobicajen raspon koncentracija od 25 do 150 pg/ml.
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Slika 1.Shematski prikaz izvodenja Innotest Phospho-Taug;gip) testa'”’

Test se provodi u jazicama na €ijoj je stjenci vezano monoklonalno protutijelo (HT7) koje po
dodavanju uzorka hvata fosforilirani tau protein ili njegove fragmente. Na kompleks
protutijela HT7 i fosforiliranog tau peptida hvata se AT270 (biotinizirano anti-PHOSPHO-
TAU(g1p) protutijelo) koje specifiéno prepoznaje tau protein fosforiliran na treoninu 181.
Nakon inkubacije 1 ispiranja po strogo zadanim uvjetima dodaje se streptavidin-peroksidaza
(SV) konjugat. Po inkubaciji i ispiranju, dodaje se supstratna radna otopina (HRP) koja

sadrzava hidrogen-peroksid, te se naposljetku absorbancija uzoraka ocitava na ELISA ¢itacu.
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4.3 Statisticka obrada

Klini¢ki parametri (MMSE, dob bolesnika i trajanje bolesti) kao i koncentracije triju
markera iz likvora (t-tau, p-taul81 1 p-taul99) su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija uz raspon, te pomo¢u medijana, 25. 1 75. percentile i interkvartilnog
raspona. Kolmogorov-Smirnov test (uz Lilliefors korekciju) koriSten je za utvrdivanje
normalnosti raspodjele pojedinih parametara (demografskih, klinickih, laboratorijskih).
Razlike medu grupama po spolu procijenjene su pomocu hi-kvadrat testa. Za usporedbu
vrijednosti demografskih, klini¢kih i1 laboratorijskih parametara koriSten je neparametrijski
Kruskal-Wallis test kao test za ukupno razlikovanje medu grupama, nakon kojeg je u slucaju
znaCajne povezanosti izmedu pojedinih skupina u¢injen Mann-Whitney U-test za usporedbu
parova. Za usporedbe je takoder koriSten 1 t-test, a dobiveni rezultati usporedeni s rezultatima
Mann-Whitney U-testa. Analiza ROC (engl. receiver operating characteristic) krivulje
(graficki prikaz na kojem se na apscisi (x-osi) nalazi odnos lazno-pozitivnih rezultata (1-
specificnost), a na ordinati (y-osi) odnos stvarno-pozitivnih rezultata (osjetljivost) za razlicite
mogucnosti grani¢nih (engl. cut-off) vrijednosti odredenog dijagnostickog testa) koriStena je
za procjenu dijagnosticke vrijednosti parametara iz likvora u razlikovanju ispitivanih skupina.
Grani¢ne vrijednosti pojedinog proteina iz likvora definirane su kao vrijednosti na ROC
krivulji u kojoj je umnozak osjetljivosti 1 specificnosti dosegla maksimum. Dodatno ¢e biti
odredena 1 specifi€nost markera u razlikovanju medu grupama uz osjetljivost iznad 85%.
Osjetljivost 1 specifi¢nost su prikazane uz interval pouzdanosti (CI, engl. confidence interval)
od 95%. Dodatno je prikazana i povrsina ispod ROC krivulje (AUC, engl. area under curve)
kao indikator toCnosti rezultata. Korelacija izmedu pojedinih klinickih parametara te

vrijednosti markera iz likvora je testirana upotrebom Spearmanovog testa (r). Uz pomo¢ doc.
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dr. sc. Miljenka Huzaka sa Zavoda za matematiku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u
Zagrebu, koriStena je logisticka regresijska analiza za procjenu istovremenog ucinka klini¢kih
parametara 1 vrijednosti triju promatranih markera pri razlikovanju AB 1 FTD skupina

bolesnika. P-vrijednosti manje od 0.05 smatrale su se statisticki znaCajnima.
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5. REZULTATI

5.1 Demografski podaci po skupinama

U istrazivanje su ukljucene tri skupine bolesnika/ispitanika: 27 bolesnika koji boluju
od Alzheimerove bolesti, 25 bolesnika koji boluju od frontotemporalne demencije te 25
kontrolnih ispitanika (K). Demografski podaci o bolesnicima/ispitanicima uklju¢enim u

istrazivanje prikazani su u tablicama 1.-5. te na slikama 2.-6.

Izmedu AB 1 FTD skupine bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike u dobi, dok
su 1 bolesnici s AB 1 FTD bili stariji u odnosu na ispitanike kontrolne skupine. Podaci o dobi
bolesnika/ispitanika u trima navedenim skupinama prikazani su u tablici 1. te graficki na slici
2. lako je parametar dobi slijedio normalnu raspodjelu u sve tri skupine ispitanika, s obzirom
da se radilo o manjem broju ispitanika, za testiranje razlika parametra dobi medu skupinama
koriSteni su 1 parametrijski (t-test) i neparametrijski (Mann-Whitney U test) testovi, kojima su
dobiveni podudarni rezultati. U tablici 2. te na slici 3. prikazani su podaci o dobi pocetka
prvih simptoma kod bolesnika s AB i FTD. U ove dvije skupine bolesnika nije bilo statisticki

znacajne razlike u dobi nastupa klinickih simptoma bolesti.
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Tablica 1. Podaci o dobi bolesnika/ispitanika u trima skupinama (skupini bolesnika s AB i1 FTD te kontrolnoj skupini ispitanika) u trenutku

izvodenja lumbalne punkcije

AB (n=27)

FTD (n=25) K (n=25) Ukupno (n=77) AB vs. FTD AB vs. K FTD vs. K
Srednja vrijednost T-test T-test T-test
+ standardna 68,61 +8,77 | 68,62+893 | 61,52+9,67 66,37 + 9,59 t=-0,005 t=2,744 t=2,670
devijacija (34,1) (39,4) (36,9) (43,2) st. sl. =50 st. sl. =49 st. sl. =47
(raspon), godine p=0,996 p =0,008* p=0,01*
Medijan U =323,000 U = 185,000 U =165,500
2575, porcentita |, 1040 %950 01,65 66,60 7=-0266 | 7=-2623 | 7=-269
) s 62,6 - 75,4 63,15—-75.70 | 54,95 - 67,93 59,80 — 74,88 s A A
(interkvartilni (12.8) (12.55) (12.98) (15.08) p=0,791 p =0,009* p=0,007*
raspon), godine ’ ’ ’ ’ M-W M-W M-W
Kolmogorov- K-Sd=0,095 | K-Sd=0,090 | K-Sd=0,080 | K-Sd=0,059
Smirnov test p=0,749 p=0,819 p = 0,966 p=0,611

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika

Tablica 2. Podaci o dobi bolesnika (s AB 1 FTD) pri pojavi prvih simptoma bolesti

AB (n=27) FTD (n = 25) AB vs. FTD
S T-test
Srednja viljednost® | o6 g5y g 53 | 66,44 +58,10 t=0,178
standardna devijacija (34.1) (35.3) st. sl = 50
(raspon), godine ’ ’ p'= 0 859
Medijan . 67.40 68.20 U =_332,500
25.-75. percentila 61.60.73.90 62.15 - 73.55 Z =-0,092
interkvartilni ’ ’ ’ ’ p=0,927
(12,3) (11,4)
raspon), godine ’ ’ M-W
Kolmogorov- K-S d=0,085 K-Sd=0,109
Smirnov test p=0,984 p=0,739

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika
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Slika 2. Graficki prikaz dobne raspodjele bolesnika/ispitanika pri izvodenju lumbalne
punkcije. Rezultati su prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75.
percentilu, a njihova razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja
50. percentilu (medijan). Na slici je kruziCem prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih
podataka u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago
nepodoban ¢lan grupe (engl. mild outlier ili outlier). Izmedu skupina bolesnika s AB 1 FTD
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u dobi pri izvodenju lumbalne punkcije, dok su i1 bolesnici
s AB i s FTD bili stariji u odnosu na ispitanike kontrolne skupine. AB = Alzheimerova bolest;

FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina
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Slika 3. Graficki prikaz dobi bolesnika pri pojavi prvih simptoma bolesti. Rezultati su
prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75. percentilu, a njihova
razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50. percentilu
(medijan). Na slici je kruziem prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka u
skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan
grupe (engl. mild outlier ili outlier). Izmedu dvije skupine bolesnika nije bilo statisticki
znacajne razlike u dobi nastupa klinickih simptoma bolesti. AB = Alzheimerova bolest; FTD

= frontotemporalna demencija

Podaci o raspodjeli spola u trima skupinama bolesnika/ispitanika prikazani su u tablici
3. te graficki na slici 4. Upotrebom y’-testa nije nadena statisticki znadajna razlika u raspodjeli

spola medu trima skupinama (x> = 0,695, st. sl. = 2, p>0.05).
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Tablica 3. Raspodjela spola u tri skupine bolesnika/ispitanika (u skupini bolesnika s AB i FTD te kontrolnoj skupini ispitanika)

AB(n=27) | FID(n=25) | K (n=25) | Ukupno (n=77)
M7 0, 16:11 14:11 12:13 42:35
4070 | 59.26%:37,04% | 56,0%:44,0% | 48%:52% | 54,55%:45,45%

¥ =0,695
st.sl. =2
p=0,706

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; 5> = hi kvadrat test

ABvs.FTD | ABvs.K FTD vs. K
' =1,231 v*= 0,308 ¥*= 0,080
st.sl. =1 st.sl. =1 st.sl. =1
p=0,267 p=0,579 p=0,777
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Slika 4. Graficki prikaz spolne raspodjele po skupinama. Na ordinati je oznac¢en ukupni broj
muskaraca (crnom bojom) odnosno Zena (sivom bojom) u skupini bolesnika s AB i1 FTD te
kontrolnoj skupini ispitanika. Nije nadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli spolova
medu trima skupinama. AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K =

kontrolna skupina

Nije bilo statisticki znacajne razlike u broju bodova dobivenom pomocu MMSE
izmedu skupina bolesnika s AB 1 FTD. S obzirom na kriterij ukljucenja ispitanika u kontrolnu
studiju (MMSE ve¢i ili jednak 27), statistiCki znacajna razlika u broju MMSE bodova izmedu
dviju skupina bolesnika (AB i1 FTD) 1 zdravih kontrola bila je 1 ocekivana. Upotrebom
Kolmogorov-Smirnov testa, nadeno je da vrijednostt MMSE nisu slijedile normalnu

raspodjelu u ukupnoj populaciji koja je ukljucivala sve tri skupine bolesnika/ispitanika, no
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bez obzira na to ucinjen je i parametrijski (t-test neovisnih uzoraka) i neparametrijski (Mann-
Whitney U-test) test koji su dali podudarne rezultate. Podaci su prikazani u tablici 4. te

graficki na slici 5.
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Tablica 4. Raspodjela broja MMSE bodova u sve tri ispitivane skupine (skupini bolesnika s AB i FTD te kontrolnoj skupini ispitanika)

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika

AB (n=27) | FTD (n=25) K (n=25) Ukupno (n = 77) AB vs. FTD ABvs. K FTD vs. K
Srednja vrijednost T-test T-test T-test
+ standardna 21,48+5,95 | 23,44+428 | 29,16 +1,03 t=-1,339 t=-6,372 t=-6,494
devijacija (22) @1 3) 24,69£5,34 (24) st.sl.—48 | st.sL—48 | st sl =48
(raspon) p=0,187 p<0,001* p<0,001*
o e | e | e e
L s 18,5-26,0 21,50 -27,00 28,0 -30,0 22-29 s ’ ’
(interkvartilni (7.50) (5.50) 2.0) 7 p=20,279 p<0,001* p<0,001*
raspon) ’ ’ ’ M-W M-W M-W
Kolmogorov- K-Sd=0,136 | K-Sd=0,103 | K-Sd=0,207 K-Sd=0,160
Smirnov test p=0,416 p=0,399 p=0,015 p=10,026
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Slika 5. Graficki prikaz raspodjele broja MMSE bodova po skupinama. Rezultati su prikazani
kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75. percentilu, a njihova razlika
interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50. percentilu (medijan). Na
slici je kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka u skupini za 1,5 - 3
duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan grupe (engl. mild
outlier ili outlier). Izmedu skupina bolesnika s AB 1 FTD nije bilo statisticki znacajne razlike
u broju bodova dobivenom pomocu MMSE. Nasuprot tome, s obzirom na kriterij ukljucenja
ispitanika u kontrolnu studiju (MMSE ve¢i ili jednak 27), nadena je statisticki znacajna
razlika u broju MMSE bodova izmedu dviju skupina bolesnika (AB i FTD) i zdravih kontrola
koja je bila 1 o¢ekivana. AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K =

kontrolna skupina

Podaci o trajanju bolesti u skupinama bolesnika s AB i FTD prikazani su u tablici 5. te
graficki na slici 6. Iako varijabla trajanja bolesti nije imala normalnu raspodjelu u obje

skupine bolesnika (pokazano upotrebom Kolmogorov-Smirnov testa), ucinjen je i
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parametrijski (t-test neovisnih uzoraka) i neparametrijski (Mann-Whitney U-test) test. Oba su

testa dala podudarne rezultate, tj. nije bilo statisticki znacajne razlike u trajanju bolesti izmedu

skupina bolesnika s AB 1 FTD.

Tablica 5. Trajanje bolesti u skupini bolesnika s AB 1 FTD

AB vs. FTD

T-test
t=0,099
st. sl. =51
p=0,921

AB (n=27) FTD (n = 25)
Srednja vrijednost +
standardna 2,84 +3,613 2,43 +333
devijacija (12,0) (10,0)
(raspon)
25,75, poremnti 1.0 1,0
piivl BT RO R TAIE
raspon) (11,0) (10,0)
Kolmogorov- K-S d=0,445 K-S d =0,404
Smirnov test p =0,004* p =0,008*

U = 133,000
Z=-0,138
p=0,929

M-W

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki

znacajna razlika
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Slika 6. Graficki prikaz trajanja bolesti u skupini bolesnika s AB 1 FTD. Rezultati su prikazani
kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75. percentilu, a njihova razlika
interkvartilni raspon. Na slici je kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih
podataka u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjereé¢i od kraja okvira te se naziva blago
nepodoban ¢lan grupe (engl. mild outlier ili outlier). Nije nadena statisticki znacajna razlika u
trajanju bolesti izmedu skupina bolesnika s AB 1 FTD. AB = Alzheimerova bolest; FTD =

frontotemporalna demencija
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5.2 Vrijednosti markera t-tau, p-taul81 i p-tau199 po skupinama

Vrijednosti t-tau markera iz likvora bile su statisticki znacajno vise u skupini bolesnika
s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD, odnosno kontrolnu skupinu. Nadalje, nije nadena
statistiCki znacCajna razlika za t-tau izmedu skupine bolesnika s FTD i kontrolne skupine. S
obzirom da se, u statisticlkom smislu, radilo o manjem broju ispitanika, za testiranje razlika
ovog parametra primijenjeni su i neparametrijski (Mann-Whitney U test) i parametrijski (t-
test) testovi. Oba su testa dala podudarne rezultate. Vrijednosti t-tau proteina prikazane su u

tablici 6. te graficki na slici 7.
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Tablica 6. Vrijednosti t-tau markera iz likvora (pg/ml) u sve tri ispitivane skupine (skupini bolesnika s AB 1 FTD te kontrolnoj skupini ispitanika)

AB (n=27) FTD (n=25) K (n=25) Ukupno (n=77) AB vs. FTD ABvs. K FTD vs. K
ris'zjcri:(l)]; n T-test T-test T-test
Vstejmdardna 826,11 £650,06 | 378,97 £298,97 | 254,30 + 124,99 | 495,28 +490,06 t=3,144 t=4,322 t=1,924

devijacija (2615) (1386) (487) (2807) st. sl. = 50 st. sl. = 50 st. sl. =48
= % k —
(raspon), pg/ml p=0,003 p<0,001 p =0,060
i T s | e | w | e || US| GO [GR

/2. pereent 404,0-978,0 206,0 —435,5 150,0 —350,0 220,0 - 581,5 PN ’ A
(interkvartilni (574) (229.5) (200,0) (361.5) p=0,001* p<0,001* p=0,086
raspon), pg/ml ’ ’ ’ M-W M-W M-W
Kolmogorov- K-S d=0,190 K-S d=0,206 K-Sd=0,125 K-Sd=0,211

Smirnov test p=0,284 p=0,237 p = 0,830 p=0,002%*

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika
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Slika 7. Graficki prikaz vrijednosti t-tau markera iz likvora po ispitivanim skupinama.
Rezultati su prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75.
percentilu, a njihova razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja
50. percentilu (medijan). Na slici je kruziCem prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih
podataka u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago
nepodoban ¢lan grupe (engl. mild outlier ili outlier). Vrijednosti t-tau markera iz likvora bile
su statisti¢ki znacajno vise u skupini bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD,
odnosno kontrolnu skupinu, dok isto nije nadeno izmedu skupine bolesnika s FTD i kontrolne
skupine. AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna

skupina; p = statisticka znacajnost

Vrijednosti markera p-taul81 iz likvora imale su normalnu raspodjelu. Ipak, buduci da
se u statistickom smislu radilo o manjem broju ispitanika, upotrijebljeni su 1 parametrijski (t-
test) 1 neparametrijski (Mann-Whitney U) testovi. Rezultati oba testa bili su podudarni u

razlikovanju bolesnika s AB prema bolesnicima s FTD, kao i razlikovanju bolesnika s AB
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naspram ispitanika kontrolne skupine, budu¢i da su vrijednosti p-taul81 markera iz likvora
bile statisticki znacajno vise u skupini bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD,
te u skupini bolesnika s AB u usporedbi s ispitanicima kontrolne skupine. Pri razlikovanju
bolesnika s FTD 1 ispitanika kontrolne skupine, t-test je ukazao na statisticki znacajnu razliku
(p = 0,028) za marker p-taul 81, dok rezultat obrade ovog parametra neparametrijskim Mann-
Whitney U testom nije dosegao statisticku znacajnost od 0,05 (p = 0,068). Dodatno, pomocu
Kolmogorov-Smirnovog testa uz Lilliefors korekciju uz dijagram normalne vjerojatnosti
(engl. normal probability plot) nije odbaceno da su varijable normalno raspodijeljene. Stoga
se prednost daje t-testu koji ima i vecu statistiCku snagu, a ukazao je da su vrijednosti p-
taul 81 markera iz likvora bile statisticki znacajno vise (p = 0,028) u skupini bolesnika s FTD
u odnosu na skupinu ispitanika kontrolne skupine. Podaci o vrijednostima p-taul81 proteina

su prikazani u tablici 7. te graficki na slici 8.
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Tablica 7. Vrijednosti p-taul81 markera iz likvora (pg/ml) u sve tri ispitivane skupine (skupini bolesnika s AB i FTD te kontrolnoj skupini

ispitanika)

AB (n=27)

FTD (n = 25)

K (n=25) Ukupno (n=77) ABvs. FTD | ABvs. K FTD vs. K
Srednja vrijednost T-test T-test T-test
+ standardna 96,02 + 47,50 51,13 + 28,75 35,87+ 16,14 60,51 = 41,46 t=3,939 t=15,863 t=2,267
devijacija (188,8) (101,6) (54,2) (191,7) st.sl.=45 | st.sl. =45 st. sl. =46
(raspon), pg/ml p<0,001* p<0,001* p =0,028*
Medijan U=116,500 | U=60,000 | U=199,500
25.-75. percentila 4.1 46,85 34,8 47,0 7=3395 | Z2=-4597 | Z=-1.825
. L 64,1-128,1 26,53 — 68,88 21,70 — 42,95 31,7-78,1 _ _
(interkvartilni (64.0) (42.35) (21.25) (46.4) p=10,001* | p<0,001* p=10,068
raspon), pg/ml ’ ’ ’ ’ M-W M-W M-W
Kolmogorov- K-Sd=0,117 K-S d=0,099 K-Sd=0,122 K-Sd=0,153
Smirnov test p=0,910 p=0,941 p = 0,869 p=0,071

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika
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Slika 8. Graficki prikaz vrijednosti p-taul81 markera iz likvora po skupinama. Rezultati su
prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. i 75. percentilu, a njihova
razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50. percentilu
(medijan). Vrijednosti p-taul81 markera iz likvora su bile statisticki znacajno viSe u skupini
bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD, te u skupini bolesnika s AB u
usporedbi s ispitanicima kontrolne skupine. Pri razlikovanju bolesnika s FTD 1 ispitanika
kontrolne skupine, t-test je ukazao na statisticki znacajnu razliku (p = 0,028) za marker p-
taul81. AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna

skupina; p = statisticka znacajnost

Vrijednosti p-taul99 markera iz likvora bile su statisticki znacajno viSe u skupini
bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD 1 kontrolnu skupinu. Nadalje, za p-
taul 99 nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu skupine bolesnika s FTD i kontrolne

skupine. Iako je p-taul 99 imao normalnu raspodjelu u sve tri skupine ispitanika, s obzirom da
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se radilo o manjem broju ispitanika (u statistickom smislu), koristeni su i1 parametrijski (t-test)
1 neparametrijski (Mann-Whitney U) testovi Ciji su rezultati bili podudarni. Podaci o

vrijednostima p-taul99 proteina iz likvora su prikazani u tablici 8. te grafi¢ki na slici 9.
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Tablica 8. Vrijednosti p-taul99 markera iz likvora (pg/ml) u sve tri ispitivane skupine (skupini bolesnika s AB i FTD te kontrolnoj skupini

ispitanika)
AB(n=27) | FTD(n=25) | K®=25) | Ukupno (n="77) AB vs. FTD AB vs. K FTD vs. K
Srednia vriiednost - T-test T-test T-test
s aJr . Jdevi.aci.a 4721+ 1478 | 31,64+ 11,44 | 3029+748 | 36,75+ 14,01 t=4,222 t=5,056 t=0,488
(taspon) /in | ) (60,4) (39,3) (29,2) (75,6) st. sl. = 50 st. sl. = 49 st. sl. = 47
pon), be p<0,001* p<0,001 p=0,628
2575, pereentia |, 462 2570 31,20 3339 Zo3019 | z-4408 | z-0230
L o 34,2 — 58,1 22,20 — 43,25 25,98 — 34,85 27,38 —45,05 ’ ’ A
(interkvartilni (23.9) (21,05) (8.87) (17.67) p<0,001* p<0,001* p=0,818
raspon), pg/ml ’ ’ ’ ’ M-W M-W M-W
Kolmogorov- K-Sd=0,140 | K-Sd=0,124 | K-Sd=0,089 K-Sd=0,112
Smirnov test p = 0,669 p=0,836 p=0,932 p=0,300

AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; M-W = Mann-Whitney U test; p* statisticki znacajna razlika
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Slika 9. Graficki prikaz vrijednosti p-taul99 markera iz likvora po skupinama. Rezultati su
prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. i 75. percentilu, a njihova
razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50. percentilu
(medijan). Na slici je kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka u
skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan
grupe (engl. mild outlier ili outlier). Vrijednosti p-taul99 markera iz likvora bile su statisticki
znacajno vise u skupini bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD i kontrolnu
skupinu. Nasuprot tome, nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu skupine bolesnika s
FTD i kontrolne skupine. AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K

= kontrolna skupina; p = statisticka znacajnost
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5.3 Osjetljivost i specifi¢nost ispitivanih markera iz likvora

Osjetljivost, specifi¢nost, grani¢ne vrijednosti, AUC 1 p-vrijednosti za svaki pojedini
potencijalni marker/kombinaciju markera iz likvora pri razlikovanju bolesnika s AB 1 FTD su
prikazani u tablici 9. Grani¢ne vrijednosti pojedinih markera iz likvora, odnosno kombinacija
markera, izraCunate su kao vrijednosti na ROC krivulji u kojoj je umnozak osjetljivosti i
specificnosti dosegao maksimum. Takoder su u tablici prikazane 1 specificnosti markera
ukoliko je osjetljivost postavljena iznad 85% (prema izvjestaju radne grupe za markere (engl.
Consensus Group on Molecular and Biochemical Markers of Alzheimer’s disease; u daljnjem
tekstu izvjeStaj radne grupe za markere).** Nadalje, slikovni prikazi ROC krivulja za
razlikovanje bolesnika s AB 1 FTD uz vrijednost AUC predoceni su na slici 10. Sljedeci
markeri/kombinacije markera su se pokazali statisticki znacajnim, a uz to imali visoku to¢nost
(prema vrijednosti AUC) pri razlikovanju bolesnika s AB 1 FTD: t-tau, p-taul81, p-taul99,
zbroj p-taul81 1 p-taul99, razlika p-taul81 i p-taul99, umnozak p-taul81 i1 p-taul99 te
umnozak svih triju markera (t-tau, p-taul81 1 p-taul99). Iz tablice 9. je vidljivo da ni jedan
marker/kombinacija markera iz likvora nije zadovoljio/la kriterij idealnog markera prema
izvjestaju radne grupe za markere,™ tj. niti jedan nije postigao specifi¢nost veéu od 85%
ukoliko je osjetljivost bila postavljena na >85%. NajbliZi idealnom markeru su bili p-taul99
(56,0%), umnozak triju markera (54,2%), te razlika p-taul81 i p-taul99 (50,0%). Izracunata
specifi¢nost t-tau pritom je iznosila samo 40%, a p-taul81 jo§ i manje (37,5%). Grani¢ne
vrijednosti za tri markera iz likvora (t-tau, p-taul81 i p-taul99) na temelju ROC krivulje su

iznosile: 500,0 pg/ml za t-tau, 63,45 pg/ml za p-taul81 te 30,3 pg/ml za p-taul99.
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Tablica 9. Diskriminativne vrijednosti markera iz likvora te kombinacija markera u razlikovanju bolesnika s AB i FTD

Diskriminativna snaga markera

AB vs. FTD AUC p Osj e(‘zl/ii)vost Spec(ioil)gfnost Grani(’zgz/\rzrrlilj)ednost kad je osjetljivost >85%;
Osjetljivost / specifi¢nost (%)
t-tau 0,773 0,001* 70,4 84,0 500,0 85,2 /40,0
p-taul81 0,789 0,001* 78,3 70,8 63,45 87,0/37,5
p-taul99 0,801 <0,001* 92,6 56,0 30,30 92,6 /56,0
P-taul81 / t-tau 0,493 0,932 69,6 45,8 0,1203 87,0/8,3
P-taul99 / t-tau 0,388 0,167 29,6 80,0 0,1336 85,2 /0,0
P-taul81 / p-taul 99 0,667 0,05 91,3 50,0 1,1891 87,0/50,0
P-taul81 + p-taul99 0,804 <0,001* 82,6 79,2 97,5 87,0/29,2
P-taul81 — p-taul99 0,746 0,004* 56,5 91,7 50,75 87,0/50,0
P-taul81 x p-taul99 0,813 <0,001* 82,6 75,0 2109,28 87,0/37,5
Umnozak triju markera 0,810 <0,001* 65,2 91,7 1700666,7 87,0/54,2

AB= Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; AUC = povrSina ispod krivulje; p* statisticki znacajna razlika
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Slika 10. ROC krivulja za markere iz likvora i njihove kombinacije pri usporedbi bolesnika s AB

1 FTD. Dijagonalna linija ukazuje na podrucje u kojem ne postoji razlika u vrijednostima

markera/kombinacije markera izmedu skupina
Na slikama 11. 1 12. prikazani su okvir dijagrami s vrijednostima kombinacija markera

(zbroja p-taul81 i p-taul 99, umnozak svih triju markera) koji su ROC analizom pokazali dobru

razlucivost izmedu skupina.
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Slika 11. Vrijednosti zbroja p-taul81 i p-taul99 u bolesnika s AB, FTD 1 kontrolne skupine.
Rezultati su prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75. percentilu, a
njihova razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50. percentilu
(medijan). Na slici je kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka u skupini
za 1,5 - 3 duzine okvira mjereci od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan grupe (engl.
mild outlier ili outlier). Vrijednosti zbroja p-taul81 i p-taul99 markera iz likvora su bile
statistiCki znacajno viSe u skupini bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika s FTD, te u
skupini bolesnika s AB u usporedbi s ispitanicima kontrolne skupine. AB = Alzheimerova

bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; p = statisti¢ka zna¢ajnost
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Slika 12. Vrijednosti umnoska t-tau, p-taul81 i p-taul99 u bolesnika s AB, FTD 1 kontrolne
skupine. Rezultati su prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. 1 75.
percentilu, a njihova razlika interkvartilni raspon. Vodoravna crta unutar okvira predstavlja 50.
percentilu (medijan). Na slici je kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka
u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjere¢i od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan
grupe (engl. mild outlier ili outlier). Vrijednosti umnoska t-tau, p-taul81 1 p-taul99 markera iz
likvora su bile statisticki znac¢ajno viSe u skupini bolesnika s AB u odnosu na skupinu bolesnika
s FTD, te u skupini bolesnika s AB u usporedbi s ispitanicima kontrolne skupine. AB =
Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna demencija; K = kontrolna skupina; p = statisticka

znacajnost
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5.4 Korelacija klini¢kih parametara i markera iz likvora po pojedinoj skupini

U tablici 10. su prikazani Spearmanovi koeficijenti korelacije (r) izmedu triju markera iz
likvora (t-tau, p-taul81 i p-taul99) u tri ispitivane skupine (AB, FTD, K). U skupini bolesnika s
AB 1 FTD nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu varijabli t-tau i p-taul81 (u
skupini bolesnika s AB r = 0,570 uz p = 0,01; u skupini bolesnika s FTD r = 0,694 uz p = 0,01).
U kontrolnoj skupini ispitanika nije nadena statisticki znacajna korelacija medu markerima iz
likvora. Nadalje, usporedivani su 1 ostali klinicki parametri (spol, dob, broj MMSE bodova,
duljina trajanja bolesti) po skupinama, te su statisticki znacajne korelacije prikazane u 5. stupcu
tablice 10. U FTD skupini nadena je statisticki znacCajna pozitivna korelacija izmedu dobi
bolesnika i trajanja bolesti (r = 0,558, p = 0,01), dok je u skupini zdravih ispitanika nadena
statistiCki znaCajna negativna korelacija izmedu vrijednosti p-taul99 i broja MMSE bodova (r = -

0,516, p=0,01).

Tablica 10. Korelacija izmedu ispitivanih markera iz likvora u bolesnika s AB, FTD i
ispitanika kontrolne skupine. Zadnji stupac prikazuje statisticki znacajne korelacije klinickih
parametara (dob, spol, broj MMSE bodova, trajanje bolesti) s markerima iz likvora unutar

ispitivanih skupina.

Skupina | T-tau x p-taul81 | T-taux p-taul99 | P-taul81 x p-taulog | ~ OStale Klinicke
varijable
AB 0,570* 0,265 0,333 /
FTD 0’694* 0’334 0’352 TrajanJ%bS(;lgeitl x dob
K 0,118 -0,142 0,197 MMS-% : f)éiaul99

Vrijednosti prikazane kao Spearmanov koeficijent (r); AB = Alzheimerova bolest; FTD = frontotemporalna
demencija; K = kontrolna skupina; MMSE = Skala minimalnog mentalnog statusa, engl. Mini Mental Status
Examination (broj bodova); * znacajnost korelacije na razini 0,01

Uzimajuéi u obzir €injenicu da je kontrolna skupina ispitanika bila statisticki znacajno

mlada od skupine bolesnika s AB i FTD, ucinjena je i usporedba dobi i izmjerenih koncentracija

73




ispitivanih markera iz likvora. Navedenom usporedbom nije nadena statisticki znacajna
korelacija, tj. nije se moglo zakljuciti da bi stariji ispitanici kontrolne skupine imali vise
vrijednosti ispitivanih markera od mladih ispitanika kontrolne skupine, odnosno vrijednosti

ispitivanih markera iz likvora nisu ovisile o dobi ispitanika kontrolne skupine.

Ispitivanjem razlika klinickih parametara i triju markera iz likvora u pojedinim
skupinama bolesnika/ispitanika nisu nadene statisticki znacCajne razlike vezane za spol. S
obzirom da se radilo o malim uzorcima u kojima neke od varijabli nisu slijedile normalnu
raspodjelu koriSten je neparametrijski Mann-Whitney test. Rezultati su prikazani u tablicama 11.,

12.113.

Tablica 11. Statisticka znacajnost razlika klini¢kih parametara 1 markera iz likvora

izmedu muskih i Zenskih ispitanika u skupini bolesnika s AB

Dob MMSE Trajanje T-tau P-taul81 | P-taul99
U 87,500 63,500 30,000 87,000 50,000 76,000
Z -0,025 -,745 -0,276 -,049 -,819 -,593
p 0,981 0,467 0,878 0,981 0,439 0,577

U i Z su vrijednosti Mann-Whitney U testa

Tablica 12. Statisticka znacajnost razlika klinickih parametara i markera iz likvora

izmedu muskih i zenskih ispitanika u skupini bolesnika s FTD

Dob MMSE Trajanje T-tau P-taul81 | P-taul99
U 71,000 58,000 23,500 76,000 49,500 45,500
Z -,328 -1,049 -1,492 -,055 -1,275 -1,726
p 0,767 0,317 0,236 0,979 0,207 0,085

U i Z su vrijednosti Mann-Whitney U testa

Tablica 13. StatistiCka znacajnost razlika klinickih parametara 1 markera iz likvora

izmedu muskih i Zenskih ispitanika u kontrolnoj skupini

Dob MMSE T-tau P-taul81 P-taul99
U 62,500 55,500 73,500 47,000 69,500
Z -,522 -1,332 -,245 -1,419 -,116
p 0,608 0,225 0,810 0,167 0,910

U i Z su vrijednosti Mann-Whitney U testa
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5.5 Kombinacije klinickih parametara i markera iz likvora

U modelu logisticke regresije koji je koriSten u predvidanju bolesnika s dijagnozom AB
koristeno je sedam prediktorskih varijabli (spol, dob pocetka simptoma, broj MMSE bodova,
trajanje bolesti, t-tau, p-taul81 i p-taul99). Dobivene su statisticki znacajne predikcije (x> =
35,668, st. sl. =7, p<0,001), Sto znaci da je najmanje jedna od prediktorskih varijabli statisticki
znacajno povezana s kriterijskom varijablom. Prediktori koji su pozitivno povezani s dijagnozom
AB bili su: vrijednosti t-tau>500,0 pg/ml (OR = 18,37; oznacava koliko je puta vjerojatnije da
¢e bolesnici s t-tau visim ili jednakim 500,0 pg/ml biti bolesnici s AB u odnosu na one s t-tau
<500,0 pg/ml), vrijednosti p-taul81>63,45 pg/ml (OR = 11,31) te vrijednosti p-tau 199>30,30

pg/ml (OR = 18,75). Rezultati su prikazani u tablici 14.
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Tablica 14. Prediktori povezani s dijagnozom AB — logisticka regresija

Postotak b?lesnlka S 95% interval
postavljenom OR . P
dijagnozom AB pouzdanosti
Dob pocetka bolesti
Do 65,0 godina [Por.] 19,2 1,00
Nakon 65,1godine 32,7 1,25 0,40-3,94 0,703
Spol bolesnika
Muskarci [Por.] 30,8 1,00
Zene 21,2 0,88 0,29-2,63 0,812
MMSE
20-30 [Por.] 36,5 1,00
1-19 15,4 0,21 0,04-1,09 0,063
Trajanje bolesti
Manje ili jednako 2
gOdiila o, 474’72 (1)’(7)8 0.16-2.95 0.623
Vise od 2 godine ’ ’ U ’
Vrijednosti t-tau
Manje od 500,0 [Por.] 11,5 1,00
Vise ili jednake 500,0 40,4 18,37 4,52-74,66 <0,001
Vrijednosti p-taul81
NizZe od 63,45 [Por.] 9,6 1,00
Vise ili jednake 63,45 42,3 11,31 3,07-41,76 <0,001
Vrijednosti p-tau199
Nize od 30,30 [Por.] 3,8 1,00
Vise ili jednake 30,30 48,1 18,75 3,61-97,40 <0,001

Por. = poredbena grupa

Logistickom regresijskom analizom s dijagnozom (AB ili FTD) kao zavisnom varijablom
te svih sedam prethodno navedenih prediktorskih varijabli kao nezavisnim varijablama dobivena
je to¢na klasifikacija 23 od 27 (85,19%) bolesnika s AB te 18 od 25 (72,0%) bolesnika s FTD.
Ukoliko pri logistickoj regresijskoj analizi 1 upotrebi iste zavisne varijable (dijagnoza AB ili
FTD) koristimo vrijednosti t-tau i p-taul99 kao nezavisne varijable dobivamo toc¢nost
klasifikacije bolesnika s FTD od 88%, tj. 22 od 25 bolesnika s FTD budu to¢no klasificirana.
Dodavanje drugih varijabli u model nije dovelo do povecanja tocnosti klasifikacije bolesnika s

FTD.

Na slici 13. je graficki prikaz vrijednosti p-taul81 i t-tau, a na slici 14. p-taul99 i t-tau u

bolesnika s FTD i AB podudarnih dobnih skupina. Okomite i vodoravne crte prikazuju grani¢ne
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vrijednosti dobivene ROC analizom. Tamnom bojom su oznacene vrijednosti kod bolesnika s
FTD, dok svijetli kvadrati¢i predstavljaju markere kod bolesnika s AB. 1z slike 14. jasno je
vidljivo da niti jedan bolesnik s AB nije imao oba markera (i p-taul99 i t-tau) ispod grani¢nih

vrijednosti.
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Slika 13. Graficki prikaz vrijednosti p-taul81 1 t-tau u bolesnika s AB 1 FTD podudarnih dobnih
skupina. Okomita i vodoravna linija predstavljaju grani¢ne vrijednosti dobivene ROC analizom.

Tamni kvadrati¢i predstavljaju vrijednosti bolesnika s FTD, a svijetli bolesnika s AB.
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Slika 14. Graficki prikaz vrijednosti p-taul99 i t-tau u bolesnika s AB i FTD podudarnih dobnih
skupina. Okomita i vodoravna linija predstavljaju grani¢ne vrijednosti dobivene ROC analizom.
Tamne tocke predstavljaju vrijednosti bolesnika s FTD, a svijetle bolesnika s AB. Na slici je
vidljivo da niti jedan bolesnik s AB nije imao oba markera (i p-taul99 i t-tau) ispod grani¢nih

vrijednosti.
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6. RASPRAVA

U ovom su istrazivanju usporedivane vrijednosti triju potencijalnih biomarkera iz likvora
(t-tau, p-taul81 i p-taul99) medu bolesnicima s AB i FTD te ispitanicima kontrolne skupine.
Rezultati su pokazali statisti¢ki znacajnu razliku za sva tri biomarkera iz likvora koja doprinosi
razlikovanju bolesnika s AB 1 FTD, te razlikovanju bolesnika s AB 1 ispitanika kontrolne
skupine. Rezultati dobiveni za t-tau 1 p-taul81 u tom se pogledu podudaraju s prethodno

objavljenim rezultatima.'**'*>'®

Nadalje, nadena je statisticki znacajna razlika koncentracija p-
taul81, no ne i t-tau i p-taul99 biomarkera, izmedu bolesnika s FTD i ispitanika kontrolne
skupine. Do sada je predlozen veci broj hipoteza kojima se pokuSavaju objasniti snizene
vrijednosti sva tri navedena markera u likvoru bolesnika s FTD u usporedbi s onima koje imaju
bolesnici s AB. Jedno od mogucih objasnjenja ,,0krivljuje nemogucénost izlaska tau proteina iz
ziv€anih stanica u izvanstani¢ni prostor, jer se oni nalaze ,,zarobljeni* u tzv. kromatoliticnim,
baloniranim stanicama (engl. balloon cells) i Pickovim tjelescima, Sto je do sada uvjerljivo
demonstrirano u skupini bolesnika s CBD fenotipom.'”” Druga interpretacija naglaiava
heterogenost patologije FTD-e uz postojanje tau, ali i drugih (DLDH ili ubikvitin pozitivnih)
oblika patoloskih promjena u kojima su vrijednosti tau proteina u mozgu smanjene.'**'®' Treée
objasnjenje temelji se na anatomskim razlikama u lokalizaciji 1 opsegu neurodegenerativnog
procesa. Dok u AB neurodegenerativni proces posebice zahvaca hipokampalnu formaciju koja je
smjeStena na dnu donjeg roga lateralnih ventrikula, dakle u neposrednoj blizini ventrikularnog
sustava, pa se otuda tau protein moze otpustati iz umirucih stanica i ulaziti u likvor, kod FTD je,
barem u pocetnom stadiju, patoloski proces lokaliziran u kortikalnim podrucjima udaljenim od
ventrikularnog sustava, pri ¢emu je logi¢no pretpostaviti slabije dopiranje tau proteina do
likvora. Ova hipoteza temelji se na istrazivanjima kojima je promatran topografski u¢inak na

koncentracije proteina u likvoru koriStenjem proteina p-obiljezivaca (engl. beta-trace

protein).”***"! Pored toga, u prilog upravo ovoj hipotezi govori i &injenica da izmedu intersticija
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mozga 1 likvora ne postoje Cvrste veze (engl. tight junctions), Sto dopusta slobodnu difuziju

izvanstani¢nih niskomolekularnih proteina (kao §to je tau protein) u likvor.*?

Dosadasnji rezultati studija koje su istrazivale vrijednosti ukupnog tau proteina te
fosforiliranih tau proteina iz likvora u razlikovanju AB 1 FTD bili su vrlo varijabilni, vjerojatno
kao posljedica Sirokog raspona koncentracija tau proteina nadenih u mozgu bolesnika s FTD pri
obdukciji.'”*"™ Ovdje prikazani rezultati povienih vrijednosti t-tau i p-taul81 iz likvora u
bolesnika s AB u usporedbi s nalazom istih kod bolesnika s FTD podudarni su s prethodno
objavljenim studijama.'®*'*'*" Povisene vrijednosti tih biomarkera vijerojatno su posljedica
pozitivne korelacije koja postoji izmedu tau proteina u likvoru i broja NFS.*” Blago povisene
vrijednosti t-tau i p-taul81 nadene u bolesnika s FTD opazene su i u prethodnim studijama.'®'®
Razmjerno vise vrijednosti t-tau u bolesnika s AB naspram FTD s tau mutacijom mogle bi biti
posljedica nespecificne, ali opseznije degeneracije Ziv€anih stanica i njihovih aksona, a ne samo
neurofibrilarne patologije. Stoga, samo postojanje tau patologije u mozgu bolesnika s FTD, $to
se prethodno mislilo,””* ne zna&i nuZno vise vrijednosti t-tau u likvoru kao §to je i dokumentirano
u studiji na FTD bolesnicima s pozitivnom tau mutacijom ili bolesnicima s PSP."**** Sli¢no je
pokazano i za p-taul81 u FTD bolesnika s pozitivnom tau mutacijom."”® U naSem je istraZivanju
samo jedan od Cetiri bolesnika s PNFA imao poviSene vrijednosti t-tau i1 p-taul81 S§to nije
neocekivano ako se ima na umu izrazita patohistoloska heterogenost PPA. Preostala tri bolesnika
s PNFA su imali koncentracije sva tri promatrana markera ispod grani¢nih vrijednosti, a ovakav
je nalaz za t-tau kod bolesnika s PNFA veé¢ objavljen.””® Takoder, od svih bolesnika s FTD koji

su promatrani u ovoj studiji, samo je jedan imao sva tri ispitivana markera iznad grani¢nih

vrijednosti (engl. cut-off values) koje su ve¢inom nadene u bolesnika s AB.

Usprkos statisticki znacajnim razlikama svih triju ispitivanih markera iz likvora pri

razlikovanju bolesnika s AB i FTD, ROC analiza je pokazala da nijedan nije zadovoljio kriterije
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idealnog markera prema izvjeStaju radne skupine za markere (koji zahtjeva da je osjetljivost
markera iznad 85%, dok bi specifi¢nost idealno trebala iznositi 75-85% pa i vise).* U ovom
istrazivanju se najblizi ispunjenju kriterija idealnog markera za razlikovanje bolesnika s AB 1
FTD pokazao p-taul99, koji je postigao osjetljivost 92,6% 1 specificnost 56,0% uz visoku
vrijednost AUC (0,801). Osjetljivost/specificnost za t-tau iznosile su 85,2% / 40,0%, dok su ove
vrijednosti za p-taul 81 bile neo€ekivano niske (87,0% / 37,5%) usprkos boljoj vrijednosti AUC
za p-taul81 (0,789) u usporedbi s t-tau (0,773). Drugim rije¢ima, unato¢ sveukupno dobivenoj
znacajnoj razlici svih ispitivanih markera pri razlikovanju bolesnika s AB 1 FTD, preklapanje
vrijednosti izmedu ovih dviju skupina rezultiralo je njthovom relativno nizom specifi¢nosti
(manjom od idealne). Iz toga se moze zakljuciti da ispitivani markeri nisu, sami za sebe
primjereni za individualno postavljanje dijagnoze primarnog uzroka demencije (AB ili FTD).
Manju ucinkovitost od oc¢ekivane u diferenciranju bolesnika s AB 1 FTD djelomi¢no bi se moglo
objasniti prethodno spomenutom heterogenos¢u patoloskih promjena u FTD, S§to je vjerojatni
razlog visokih vrijednosti ukupnog tau proteina u nekih bolesnika s FTD. Naime, u cetiri od 25
bolesnika s FTD su vrijednosti t-tau bile viSe od grani¢ne vrijednosti (500 pg/ml). Osim toga,
visoke vrijednosti p-taul81 (>63,45 pg/ml) su nadene u sedam od 25 FTD bolesnika, a p-
taul99>30,30 pg/ml u 10 od 25 FTD bolesnika. Niska specifi¢nost ispitivanih markera u
diferenciranju bolesnika s AB 1 FTD prvenstveno je bila posljedica lazno pozitivnih nalaza sva
tri markera kod bolesnika s FTD, a u znatno manjoj mjeri lazno negativnih nalaza kod bolesnika
s AB (6/27 za t-tau, 5/27 za p-taul81 te 2/27 za p-taul99). Velik broj lazno pozitivnih nalaza bi
se jednim dijelom mogao objasniti i spoznajom da je u 15-33% bolesnika s klinicki dokazanom
FTD naposljetku patoloski potvrdena AB.'*>16M171172207209 (5405 tome, nekonzistentnost

rezultata t-tau, ali i AB je nadena i kod bolesnika s patoloski verificiranom AB i FTD.'%2!10-211

S obzirom da je retrospektivna neuropatoloska studija pokazala da trenutno koriSteni

kriteriji za AB (NINCDS-ADRDA kriteriji) imaju nisku specificnost za razlikovanje bolesnika s
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AB i FTD (samo 23%),'’® pronalaZenje biomarkera za razlikovanje bolesnika s AB i FTD, ali i
drugih primarnih uzroka demencija, je od izuzetne vaznosti $to je pokazano i brojnim do sada
objavljenim studijama u kojima su promatrane vrijednosti razli¢itih potencijalnih biomarkera
(AB42, t-tau, fosforilirani tau proteini, neurofilamentni proteini (lakog i teSkog lanca), GAP-43,
izoprostan 1 dr.) u bolesnika s AB 1 FTD. Odredivanjem vrijednosti koncentracija fosforiliranog
tau proteina (fosforiliranih na epitopima vaznim za promjene konformacije molekule) u likvoru
pospjesuje se razlikovanje AB i FTD,*'? pogotovo ukoliko se ovi podaci kombiniraju s nekim
drugim parametrom iz likvora."”>'**?'? Zbog kontradiktornih rezultata niti jedan biomarker
zasebno nije uSao u smjernice za diferencijalnu dijagnozu AB i FTD niti u klini¢ku primjenu.
Stoga se iz prethodnih studija zakljucilo da bi kombinacija markera mogla biti ,,ideal* za
diferencijaciju.'"” Uz dva vaZna izuzetka, u ovom istraZivanju kombinacije pojedinih markera
(omjeri, zbrojevi i1 sl.) u pravilu nisu pokazale bolju diferencijaciju (vecu specificnost i
osjetljivost) bolesnika s AB naspram bolesnika s FTD odnosno ispitanika kontrolne skupine u
usporedbi s individualnim markerom. Prvi izuzetak je bila kombinacija markera (umnozak p-
taul81 1 p-taul99) zbog svoje superiornosti naspram pojedina¢nim markerima pri razlikovanju
bolesnika s AB i ispitanika kontrolne skupine. Takoder, upotrebom logisticke regresijske analize,
pokazano je da je istodobnom upotrebom t-tau 1 p-taul99 tocno klasificirano 88% bolesnika s
FTD, tj. kombinacija vrijednosti t-tau<500 pg/ml uz vrijednosti p-taul99<30,30 pg/ml dovela je
do to¢ne klasifikacije 22 od 25 bolesnika s FTD, §to znac¢i da je i u ovom, drugom izuzetku,
kombinacija markera bila to¢nija u postavljanu dijagnoze FTD u usporedbi s pojedinacnim

markerom.

Do sada je provedeno nekoliko studija s ciljem pronalaska biomarkera za pouzdano
razlikovanje AB 1 FTD podudarnih dobnih skupina u kojima su medu ostalima koristeni razliciti
tau i fosforilirani tau proteini.'®>'?19%19%198212 1,y rena osjetljivost 1 specifiénost postignuta je u

studiji Buregera i sur.”'? upotrebom p-tau231 (tau protein fosforiliran na treoninu 231). Ista je
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skupina autora pokazala vaznost potpune dobne podudarnosti izmedu AB 1 FTD grupe jer su
koncentracije p-tau231 iz likvora bile u izravnoj korelaciji sa staro§éu bolesnika s depresijom.*"?
Nadalje, potrebno je jo$ jednom naglasiti da ni u prethodnim studijama niti jedan marker per se
nije zadovoljio kriterije idealnog markera, odnosno nadene su statisticki znacajne razlike
pojedinih biomarkera izmedu skupina, no osjetljivost i specificnost ipak nisu zadovoljavale
kriterije koje je postavila radna skupina za markere. U studiji Schoonenbooma i sur."”? vrijednost
kombinacije AP42 1 tau proteina fosforiliranog na treoninu 181 pokazala je dobru (no ne i
idealnu) razlu€ivost izmedu AB i1 FTD podudarnih dobnih skupina (uz osjetljivost 72% 1
specifi€nost 93%). Logistickom regresijskom analizom u istoj studiji je dobivena to¢na
klasifikacija 98% bolesnika s AB te 82% FTD bolesnika istodobnim koriStenjem obaju gore

navedenih markera. U studiji de Jonga i sur.'”

tek je kombinacija ukupnog tau proteina, tau
proteina fosforiliranog na treoninu 181 te neurofilamentnog proteina lakog lanca dostigla
zadovoljavajucu dijagnosticku tocnost uz osjetljivost 86% 1 specificnost 100%. Medu rijetkim
studijama koje su neuropatoloski odnosno genetskim testiranjem potvrdile klini¢ki postavljene
dijagnoze je i studija Biana i sur.”'' u kojoj su promatrani t-tau i Ap42 iz likvora kod bolesnika s
AB 1 FTD. Najbolji rezultat pri diferenciranju tih dviju skupina pokazao je omjer t-tau 1 Ap42

koji usprkos visokom AUC (0,93) nije zadovoljio uvjete radne skupine za markere uz nadenu

osjetljivost od 78,9% te specifi¢nost od 96,6%.

Tijekom progresije AB dolazi do fosforilacije tau proteina na gotovo bilo kojoj serinskoj
ili treoninskoj hidroksilnoj skupini. Ipak, detaljnim proucavanjem ,,ponasanja“ tau proteina
unutar NFS nadeni su brojni izooblici koji su se razlikovali u poziciji abnormalne
hiperfosforilacije. Istrazivanjem raspodjele razliCitih hiperfosforiliranih oblika tau proteina
vezanih uz stadij AB nadeno je da je hiperfosforilacija na odredenom epitopu zapravo
karakteristi¢na za odredeni stadij AB.*'* Tako se hiperfosforilacija na treoninu 181 i 231 dogada

u fazi koja prethodi nastanku NFS u kojoj se nalaze samo punktiformne neurofibrilarne
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unutarstani¢ne nakupine. Za razliku od toga, fosforilacija tau proteina na serinu 199 dogada se u
kasnijoj fazi AB, tj. u stadijima unutar-neuronalnih i izvan-neuronalnih (onih koje ostaju u
neuropilu nakon smrti neurona) NFS. Tijekom progresije bolesti dolazi do pojavljivanja novih
fosforiliranih tau epitopa koji nastaju postepenom aktivacijom kinaza. Tako je poznato da p-
taul 99 moze nastati djelovanjem nekoliko razliCitih kinaza, dok samo izvanstani¢na kinaza 2
fosforilira tau molekulu na mjestu 181. Za razliku od prethodno opisane studije u kojoj se tau
fosforilira na serinu 199 tek u kasnijem stadiju AB, druga studija je pokazala da fosforilacija na
serinu 199 nastaje ve¢ u ranoj fazi bolesti, tj. prije nastajanja NFS ¢ime je p-taul99 dodatno
dobio na vaznosti kao potencijalno vazan marker za ranu dijagnostiku AB.?"> U studiji u kojoj
smo uz p-taul99 promatrali vrijednosti ukupnog tau proteina te p-taul81, p-taul 99 je pokazao
bolju specifi¢nost u razlikovanju bolesnika s AB i VaD od p-taul81.%'® Tau protein fosforiliran
na serinu 199 u bolesnika s AB i FTD istraZivan je do sada samo u dvije studije.'"®" Tako je u
obje studije nadena statisti¢ki znacajna razlika u p-taul99 pri razlikovanju bolesnika s AB i FTD
(vise vrijednosti u bolesnika s AB naspram FTD), bolesnici su bili nepodudarnih dobnih skupina
(AB skupina statisticki znacajno starija od FTD skupine) zbog Cega je adekvatna interpretacija
rezultata bila nemoguéa. Povrh toga, u studiji Itoha i sur.,””* kao i u naSem istraZivanju, nije
nadena razlika u koncentracijama p-taul99 izmedu muskih i Zenskih ispitanika u kontrolnoj
skupini. Medutim, za razliku od naSeg istrazivanja, nadena je statistiCki znacajna razlika u
vrijednostima p-taul99 izmedu FTD skupine (povecane vrijednosti) i kontrolne skupine
ispitanika (niZe vrijednosti) S§to zapravo moze biti posljedica statisticki znacajne dobne razlike
ovih skupina. Pozitivna korelacija izmedu t-tau 1 p-taul99 u skupini AB 1 FTD bolesnika nadena
u studiji Itoha 1 suradnika nije nadena u naSem istrazivanju. S druge strane, u nasem je
istrazivanju nadena negativna korelacija izmedu broja MMSE bodova i1 koncentracije p-taul99 u
kontrolnoj skupini ispitanika. Sli¢an trend nije uo¢en u AB ili FTD skupini bolesnika. Uz
nepodudarnu dob bolesnika u AB i FTD skupini bolesnika, u odnosu na nase istrazivanje, veliki

je nedostatak studije Itoha i suradnika i nepostojanje ROC analize pa nije razvidno je li p-taul99
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zadovoljio kriterije idealnog markera za razlikovanje AB i FTD. Naime, u studiji Itoha i1
suradnika odredene su jedino osjetljivost i specifi¢nost u razlikovanju bolesnika s AB od ne-AB
vrsta demencija, koje su iznosile 85,2% 1 85,0% (te time ispunile kriterije idealnog markera za
razlikovanje tih dviju skupina), no isto nije izracunato za razlikovanje AB od drugih tauopatija (u
radu stoji samo napomena da bi u ovom slucaju specifi¢nost prema njihovim rezultatima mogla
biti dosta manja). Navedeno potkrepljuje i ¢injenica da se medu patoloskim tau izooblicima
pro¢is¢enim iz postmortalnih uzoraka mozgova bolesnika s tauopatijama povremeno moze

pronaci i tau hiperfosforiliran na serinu 199 217:218

Relativno visoke vrijednosti p-taul99 u ispitanika kontrolne skupine, a time 1
nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu bolesnika s FTD i kontrolne skupine moglo bi se
objasniti ¢injenicom da je normalni tau protein izoliran iz biopsijom dobivenih uzoraka mozga
odraslog covjeka hiperfosforiliran na gotovo istim mjestima kao i PHF-tau iz mozgova bolesnika
s AB.2"” Drugo logi¢no objasnjenje bi moglo biti da su ispitanici kontrolne skupine s povisenim
vrijednostima p-taul99 zapravo u pretklinickoj fazi AB (a zbog Cega su klini¢ki simptomi jo$
nedovoljno izrazeni). U jednoj drugoj studiji $to je promatrala koncentracije tri fosforilirana tau
epitopa (p-tau 231, p-taul81 i p-taul99)''® postojala je znatajna razlika u dobi bolesnika s AB i
FTD. Za p-tau 199 je nadena, kao i u nasoj studiji, statisticki znaCajna razlika za razlikovanje
bolesnika s AB 1 FTD uz sli¢nu specifi¢nost kakvu smo dobili 1 u nasoj studiji (42-54%). U
navedenoj je studiji model s dva markera (p-tau231 i p-taul81) najbolje razlikovao bolesnike s
AB naspram FTD (uz 85,0% to¢nost), no FTD je pri tome bila promatrana u vecoj skupini

zajedno s DLDB 1 VaD, a ne zasebno.

U ovom istrazivanju nije nadena korelacija ispitivanih markera (t-tau, p-taul81 i p-
taul99) 1 stupnja demencije (ocijenjenih pomo¢u MMSE) u dvije skupine bolesnika (AB i FTD).

Drugim rije¢ima, tezi stupnjevi bolesti i veca rasprostranjenost patoloskog procesa nisu nuzno
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doveli i do visih vrijednosti ovih markera u likvoru. Zanimljivo je da je u AB 1 FTD skupini
bolesnika nadena korelacija izmedu vrijednosti koncentracija t-tau i p-taul81. Sli¢na pozitivna
korelacije je ve¢ pokazana u prethodnim studijama za bolesnike s AB, FTD i ispitanike kontrolne
skupine.'”? Iz toga bi se moglo zaklju¢iti da se p-taul81 kod bolesnika s AB ili drugih tauopatija
otpusta u likvor iz umiruc¢ih neurona koji su podlegli abnormalnoj hiperfosforilaciji tau proteina.
Statisticki znacajna korelacija izmedu dobi ispitanika kontrolne skupine 1 koncentracije t-tau koja

je nadena u prethodnim studijama, u na3oj studiji nije nadena.*****'

Dva su moguca nedostatka ove studije: 1) relativno mali broj bolesnika ukljuen u
istrazivanje te 2) nedostatak postmortalne histopatoloske verifikacije dijagnoza postavljenih na
temelju klinickih kriterija. Ta dva faktora bi mogla objasniti relativnu disperziju rezultata medu
skupinama koja je nadena za pojedine markere. Maleni broj bolesnika ukljucenih u studiju
diktiran je malom pojavnosti AB 1 FTD mladih Zivotnih skupina (Sto je detaljno objasnjeno u
uvodu). Pregledom clanaka objavljenih u renomiranim neuroloskim ¢asopisima vidljivo je da su
1 u vode¢im centrima koja proucavaju markere u likvoru kod razlikovanja AB 1 FTD podudarne
dobi, brojevi bolesnika po skupinama mali, ¢ak i1 ukoliko se prikazuju udruzeni iz viSe

centara.183’190’192’198

Drugi nedostatak (nepostojanje patohistoloske verifikacije dijagnoze
postavljene na temelju klinickih kriterija), takoder je prisutan u gotovo svim prethodno
publiciranim radovima, ¢ak i u centrima koja imaju dobre razradene programe postmortalne
donacije mozdanog tkiva u tzv. ,,banke mozgova®“. U naSoj zemlji to nacelo nije ustaljeno, te se
postmortalni nalaz dobiva jedino ukoliko bolesnik umre u bolnici i naknadno bude obduciran.
Ipak, mislimo da nedostatak patohistoloske verifikacije nije toliko izrazen problem jer se
obradom svakog bolesnika pokusala posti¢i maksimalna uniformnost (tj. da se svakom bolesniku

provedu iste pretrage) 1 informativnost (opSirnijom dijagnostickom obradom, npr. upotrebom

neuropsiholoskog testiranja, pracenja bolesnika, itd.). Poznato je da NINCDS-ADRDA kriteriji

87



imaju visoku osjetljivost, no srednje visoku specificnost pa bi se opSirnijjom dijagnosticCkom

obradom specifi¢nost dijagnoze povecala.”?

Prema nasim spoznajama, ovo je prva studija koja je koristila sva tri navedena markera iz
likvora, te prva koja je koristila p-taul 99 u dobno podudarnim skupinama bolesnika s AB 1 FTD.
S obzirom da je ovo istrazivanje ipak napravljeno na relativno maloj skupini bolesnika (sli¢no
ostalim do sada publiciranim studijama koje su ukljucivale istu populaciju bolesnika), za potvrdu
ovdje predstavljenih rezultata na$ je dugorocni cilj tijekom vremena skupiti jo§ veéi broj
bolesnika. Dulji vremenski rok pracenja bolesnika takoder bi omogucio klini¢ko-patolosku
korelaciju kojom bi se razjasnili FTD slucajevi s visokim vrijednostima svih triju promatranih
markera. Time bismo dobili odgovor radi li se ovdje o lazno pozitivnim nalazima, komorbiditetu

AB 1 FTD ili AB koja je klini¢ki nalikovala FTD.
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7. ZAKLJUCCI

1. Za sva tri biomarkera (t-tau, p-taul81 i p-taul99) koristena u ovom istrazivanju postoji
statistiCki znaCajna razlika koncentracija izmedu bolesnika s AB i FTD podudarnih
dobnih skupina. Usprkos tome ni jedan od tri biomarkera nije zadovoljio kriterije
»idealnog®™ biomarkera za diferenciranje izmedu AB i FTD skupina bolesnika. Medu
njima je p-taul99 postigao najbolji rezultat uz osjetljivost od 92,6% 1 specificnost od
56,0% pri razlikovanju bolesnika s AB 1 FTD podudarnih dobnih skupina;

2. Za sva tri biomarkera (t-tau, p-taul81 i p-taul99) koristena u ovom istrazivanju postoji
statistiCki znacajna razlika koncentracija izmedu bolesnika s AB 1 ispitanika kontrolne
skupine. Od tri biomarkera koriStena u ovom istrazivanju, statisticki znacajna razlika
koncentracija izmedu bolesnika s FTD 1 ispitanika kontrolne skupine postoji samo za p-
taul81.

3. Medusobne kombinacije triju markera (npr. omjeri, zbrojevi, umnosci) u pravilu (uz
jedan izuzetak) nisu pospjeSile razlikovanje bolesnika s AB 1 FTD podudarnih dobnih
skupina u odnosu na rezultate najboljeg pojedina¢nog markera (p-taul99);

4. U skupini bolesnika s AB i FTD postoji statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu
vrijednosti t-tau 1 p-taul81. Statisti¢ki znacajne korelacije nisu nadene u odnosima ostalih
markera unutar triju skupina. Od klinickih kriterija, statisticki znacajna negativna
korelacija postoji izmedu broja MMSE bodova i vrijednosti p-taul99;

5. Nije nadena razlika u vrijednostima promatranih markera i klini¢kih parametara izmedu
zenskih 1 muskih ispitanika ni u jednoj ispitivanoj skupini;

6. Cimbenici koji su bili statisticki znadajno povezani s dijagnozom FTD bili su:

koncentracije t-tau<500,0 pg/ml, p-taul81<63,45 pg/ml i p-taul 99<30,30 pg/ml;
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7. Najbolji model za tocnu klasifikaciju bolesnika s FTD naspram bolesnika s AB
ukljucivao je kombinaciju p-taul99<30,30 pg/ml i t-tau<500,0 pg/ml. Tim modelom se
tocno dijagnosticiralo 88,0% (22 od 25) bolesnika s FTD;

8. U dijagnostickoj obradi mladih bolesnika sa sindromom demencije, tri biomarkera
koriStena u ovom istrazivanju bi mogla imati vaznu ulogu u razlikovanju bolesnika s AB
1 FTD, pogotovo ukoliko se uzmu u obzir njihove kombinacije s drugim potencijalnim

pokazateljima bolesti (npr. AP, proteini neurofilamenata, potencijalni novi markeri).
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8. SAZETAK

Alzheimerova bolest (AB) i1 frontotemporalna demencija (FTD) predstavljaju vazan
diferencijalno dijagnosticki problem u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Stoga postoji potreba
pronalaska bioloskih markera kojima bi se pospjesila to¢nost postavljanja dijagnoze. Cilj je ove
disertacije bio ocijeniti dijagnosticku vaznost triju potencijalnih markera iz likvora: ukupnog tau
proteina (t-tau), tau proteina fosforiliranog na treoninu 181 (p-taul81) i1 tau proteina
fosforiliranog na serinu 199 (p-taul99) u diferencijalnoj dijagnozi bolesnika s AB i FTD
podudarnih dobnih skupina. Koncentracije navedenih proteina iz likvora odredene su u 25
bolesnika s FTD, 27 bolesnika s AB te 25 ispitanika kontrolne skupine. Vrijednosti t-tau, p-
taul81 1 p-taul99 iz likvora su bile znacajno vece u skupini bolesnika s AB nego u skupini
bolesnika s FTD (p<0,001) i kontrolnoj skupini (p<0,001), dok je statisticki znaCajna razlika
izmedu bolesnika s FTD 1 ispitanika kontrolne skupine nadena samo za p-taul81 (p = 0,028).
Kad je osjetljivost postavljena na vrijednost 85% ili viSe, specifi¢nost pri razlikovanju bolesnika
s AB 1 FTD iznosila je 40,0% za t-tau, 37,5% za p-taul81 1 56,0% za p-taul99, ¢ime nijedan od
ovih markera nije zadovoljio kriterije radne skupine za markere (osjetljivost 1 specifi¢nost
>85%). Ipak, upotrebom kombinacije vrijednosti koncentracija t-tau i p-taul99 markera iz
likvora postignuta je tocna klasifikacija 22 od 25 bolesnika s FTD. Zaklju¢eno je da nijedan od
navedenih markera zasebno nije pokazao karakteristike ,,idealnog* markera, ali je kombinacija t-

tau 1 p-taul 99 detektirala zadovoljavajuce visoki postotak FTD bolesnika (88%).
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9. SUMMARY

CSF total tau and phosphorylated tau proteins in the differential diagnosis of dementia

Author: Marina Boban (2009.)

Alzheimer's disease (AD) and frontotemporal dementia (FTD) represent an important
differential diagnostic problem in clinical practice. The identification for new biomarkers that
would help establishing the diagnosis and primary cause of the dementia is therefore of great
relevance. The aim of this study was to investigate the diagnostic accuracy of three potential
CSF biomarkers, total tau protein (t-tau), tau protein phosphorylated at threonine 181 (p-taul81)
and tau protein phosphorylated at serine 199 (p-taul99) in the differential diagnosis of AD and
FTD patients in relatively young age groups. The concentrations of these three CSF biomarkers
were measured in 25 FTD patients, 27 AD patients and 25 control subjects. The CSF
concentrations of all three markers were significantly higher in AD than in FTD patients (p <
0.001) or control subjects (p < 0.001). No difference was observed in FTD patient group
compared to controls, except for p-taul81 (p = 0.028). When sensitivity was set at 85% or
higher, specificity in differentiation between FTD and AD patients reached 40,0% for t-tau,
37,5% for p-taul81 and 56,0% for p-taul99. Improvement of the diagnostic accuracy upon
logistic regression analysis with t-tau and p-taul 99 as independent variables showed that 22 out
of 25 FTD patients could be correctly classified. In conclusion, none of the markers per se
fulfilled the criteria for the ,ideal* marker (sensitivity and specificity higher than 85%).
However, combination of t-tau and p-taul99 detected correctly 88% of FTD patients, thus

largely satisfying practical requirements.
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