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1. UVvOD | SVRHA RADA

1.1. Demencija

Demenciju mozemo definirati kao kliniCki sindrom koji se sastoji od gubitka
epizodiCkog deklarativnog pamcéenja i oste¢enja drugih spoznajnih sposobnosti, u
osoba s minimalnim ili bez poremecaja svijesti, a koji se javlja radi kroni¢ne
progresivne degenerativne bolesti mozga. Pojam uklju€uje brojne klinicki slicne slike
karakterizirane ne samo spoznajnim uruSavanjem nego i promjenama ponasanja i
osobina linosti.> Demencija je prvenstveno klini¢ka dijagnoza, a laboratorijski testovi
i slikovni prikaz strukture i aktivnosti mozga doprinose toCnijem ustanovljavanju
uzroka sindroma demencije. Kod postavljanja dijagnoze, izuzetno je vazna dobro
uzeta anamneza i heteroanamneza, zatim detaljan somatski i neuroloski status te
ispitivanje  kognitivnih  funkcija bolesnika na temelju poznatih testova, npr.
Montrealske ljestvice kognitivnih sposobnosti (Montreal Cognitive Assessment,
MoCA), male ljestvice kognitivhog stanja (Mini-Mental State Examination, MMSE), ili
pak skale procjene Alzheimerove bolesti (Alzheimer's Disease Assessment Scale,
ADAS-Cog)?*. Zbog ¢ega danas toliko govorimo o demenciji? Demencije postaju sve
veli javnozdravstveni problem, medicinski i socioekonomski, dijelom i radi
produzenja Zivotnog vijeka Covjeka. Podaci za razvijene zemlje govore da je
prevalencija demencija u osoba zivotne dobi 60-64 godine manja od 1%, no od 65-te
godine prevalencija se udvostrucuje svakih 5 godina te u dobi od 90-95 godina iznosi
oko 40%°, odnosno u dobi od 70-75 godina iznosi 2-3%, a u dobi 85 godina ili starijoj

povecava se na 20-25%.°

Broj oboljelih od demencije u alarmatnom je porastu u svim dijelovima svijeta’,
a neuroloske bolesti koje uzrokuju sindrom demencije, prema ,The Global Burden of
Disease 2010“ studiji su tre¢i vodedi uzrok Zivota sa invaliditetom na globalnoj razini.®
Delphi Consensus studija pokazala je da je prevalencija demencija visa u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (S.A.D.) i ne$to niza u manje razvijenim zemljama
svijeta, kao npr. onima u Africi i Srednjem Istoku. U zemljama istoCne Europe,
prevalencija je relativho uniformna, izmedu vrijednosti prevalencija u S.A.D. i Japanu.

Te se razlike djelomicno pripisuju metodoloskoj nejednakosti u navedenim



istrazivanjima, $to uklju€uje i nejednakosti u dijagnosti¢kim kriterijima. Osim toga,
problem predstavlja i neujednacenost u prosjecnoj zivotnoj dobi ispitanika, obzirom
da je u razvijenim zemljama ocCekivano trajanje Zivota dulje nego u slabije razvijenim
zemljama, a svakako treba uzeti u obzir i obrazovanje, stil zivota koji ukljuCuje
redovitu tjelesnu aktivnost, kvalitetu prehrane, izlozenost Cimbenicima okolisa i

sliéno.??®

Alzheimerova bolest (AB) je najCeSci primarni uzrok sindroma demencije, te je
glavni uzrok u gotovo 80% svih bolesnika s demencijom. Postavljanje toCne
dijagnoze mogu otezavati druga dva relativno Cesta primarna uzroka sindroma
demencije Cija klinicka slika moze biti relativno sli€éna AB: vaskularna demencija
(vaD) i frontotemporalna demencija (FTD). Poznavanje glavnih simptoma i patologije
svakog tipa demencije moze nam pomoci u postavljanju dijagnoze, tako da mozemo

primijeniti odgovarajuée lijeéenje te osigurati maksimalno moguéu kvalitetu Zivota.°

Uz ve¢ spomenute VaD i FTD, kao primarni uzrok demencije uz AB postoji jos
nekoliko manje ucCestalih uzroka: demencija zbog nakupljanja Lewyjevih tjeleSaca
(DLB, dementia with Lewy bodies) i Creutzfeldt-Jacobovu bolest (CJB, Creutzfeldt-
Jacob disease). Osim toga, sindrom demencije moze biti sekundarna posljedica
nekih drugih bolesti, od kojih moZemo izdvojiti demencijski kompleks kod AIDS-a,
demenciju uzrokovanu Parkinsonovom bolesti, demenciju uzrokovanu metaboli¢kim
disbalansom (hipotireozom, hipertireozom, nedostatkom vitamina B12 i folne
kiseline), demenciju povezanu s neurosifilisom. Takoder postoje i drugi, manje

udestali primarni i sekundarni uzroci sindroma demencije.*!
1.2. Vaskularna demencija (VaD)

VabD je drugi najces¢i primarni uzrok sindroma demencije, odmah nakon AB.
To stanje nije samo jedna bolest, ve¢ predstavlja veliku skupinu klini¢kih entiteta
povezanih s vaskularnim promjenama. Najvaznije obiljezje vecine tih bolesti jest da
se mogu prevenirati djelovanjem na rizicne €imbenike, zbog €ega je vazno Sto ranije
postavljanje dijagnoze.’* Koncept VaD prepoznat je prije vise od stolieéa, no
definicija, razumijevanje patofiziolo§kih mehanizama i dijagnosticki kriteriji znacajno
su se mijenjali s vremenom. Danas se pojam VaD prvenstveno odnosi na ,stanje s
kognitivnim oStecenjem koje nastaje kao rezultat cerebrovaskularne bolesti te

ishemijskih ili hemoragi¢kih oSte¢enja mozga“. Obzirom da svi bolesnici koji imaju
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mozdani udar ne ispunjavaju u potpunosti kriterije za demenciju, ali mogu imati
potesSkocCe koje znacajno utjeCu na njihovo svakodnevno funkcioniranje i kvalitetu
Zivota, pojam VaD danas se Cesto zamjenjuje sa Sirim pojmom vaskularnog

kognitivnog uru$avanja (vascular cognitive impairment, VCI).*3

1.1.1. Povijest VaD

Povijesno gledajuci, koncept demencije potjeCe iz 16. stolje¢a kad je Pratensis
u svom radu ,De cerebri morbis“ spomenuo ,demenciju koja korelira s mozdanim
udarom®. Willis ubrzo nakon toga opisuje najvaznije uzroke demencije vezane uz
starenje i vaskularne bolesti te opisuje prvog bolesnika s VaD. PocCetkom 19. stoljeCa

Cook opisuije intelektualni deficit kao posljedicu moZdanog udara.*

PocCetkom 20. stolje¢a Binswanger i Alzheimer su objavili niz klinicko-
patoloskih studija kojima su pokuSavali opisati kliniCko-patoloSke korelate razli€itih
oblika demencije, te opisali Cetiri oblika VaD: aterosklerotsku mozdanu degeneraciju,
perivaskularnu gliozu mozdane kore, demenciju nakon mozZzdanog udara i
Binswangerov kroniéni progresivni subkortikalni encefalitis.”>*® Prvi i Drugi svjetski
rat znaCajno su usporili napredak u vecini znanstvenih podrucja, pa tako i u ovome.
Stoga nije bilo znac€ajnih otkri¢a sve do 1946. godine, kad je opisana multiinfarktna
demencija. Tada je prepoznata i uloga ,tihog infarkta mozga“ u razvoju sindroma
demencije.!” Danas se isto tako zna da je moguée nacdi vaskularna o$teéenja i u
bolesnika s AB. Preciznije, smatra se kako vise od 30% bolesnika s AB zadovoljava

kriterije za neki oblik patologije.®

1.1.2. Kriteriji za dijagnozu VaD

Kako bismo mogli postaviti dijagnozu VaD, moramo imati objektivho
dokumentirane vaskularne lezije koje su etioloSki povezane sa sindromom
demencije. Danas$nji klini¢ki kriteriji sastavljeni su na temelju misljenja stru¢njaka, a
temelje se na dosadasnjem znanju i patogenetskoj hipotezi uzroka demencije. Pored
toga, svakako se mora istaknuti i zna€aj Hatchinskijevog ishemijskog skora (HIS,
Hatchinski ishaemic score), odnosno ljestvice, koja se primijenjuje od ranih 70-tih
godina proslog stolje¢a, pa i danas na vedéini klinika, posebno u nasoj zemlji.*>*° HIS

liestvica detaljno je objadnjena kasnije u tekstu.



U postavljanju dijagnoze VaD odnosno AB Kkoristimo sljedece kriterije:
Dijagosticki i statistiCki prirucnik mentalnih bolesti i poremec¢aja — IV izdanje
(Diagnostic and statistic menual for mental disorders, DSM-IV)?, kriterije
Nacionalnog instituta za neuroloSke i komunikacijske poremecaje i mozdani udar —
Asocijacije za Alzheimerovu bolest i srodne poremecaje (National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke — the Alzheimer's disease
and Related Disorders Association, NINCDS ADRDA)?, kriterije Nacionalnog
instituta za neuroloSke poremecaje i mozdani udar — Medunarodne udruge za
istrazivanja i obrazovanje u neuroznanosti (National Institute for Neurological
Disorders and Stroke - Association Internationale pour la Recherche et
I'Enseignement en Neurosciences, NINCDS AIREN)®, te smijernice Europske
Federacije Neuroloskih Drustava — Europskog NeuroloSskog DrusStva (European
Federation of Neurological Societies-European Neurological Society, EFNS-ENS)
smjernice za dijagnostiku i lijedenje bolesti povezanih sa sindromom demencije®*,
kao i Medunarodnu Klasifikaciju bolesti, 10. izdanje, MKB-10 (International
Classification of Disease - 10th edition, ICD-10)?*> Unato¢ brojnim poku$ajima, jo$
uvijek nema jednoznacno prihvacenih supstrata koji bi bili ukljuCeni u trenutne
klinicke kriterije.?*?® Ta je ¢injenica direktna posljedica nedovoljnog poznavanja

uzroka i patofizioloskih mehanizama nastanka navedenih bolesti.

1.1.3. Epidemiologija VaD

Obzirom na spomenute teSkoce u dijagnosticiranju VaD, te metodoloske i
druge razlike, vrlo je teSko procijeniti epidemioloske podatke o ucestalosti demencija.
U Klinickim studijama, prevalencija VaD varira od 4.5 do 39%, dok prema Western
memory clinic varira od 8-15.8%, sa standardiziranom stopom incidencije izmedu
0.42 i 2.68 na 100 tisu¢a stanovnika. Incidencija VaD je oko 3.8%, odnosno u
Zivotnoj dobi ispod 70 godina iznosi 0.7 do 3.9, dok u dobi iznad 80 godina iznosi 6-8

do 50 oboljelih na tisuéu stanovnika godidnje.>*

1.1.4. PatoloSke promjene kod VaD

PatoloSke promjene u bolesnika s kognitivnim promjenama zbog vaskularnih
oStecenja zahvacaju razliCita podrucja mozga i variraju u brojnosti i veli€ini, tako da

mozemo govoriti 0 zariSnim, viSezariSnim (multifokalnim) i difuznim oStecenjima
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mozga. Lezije mogu ukljuciti teritorijalne infarkte opskrbnih podrucja velikih arterija,
distalna polja terminalnih ogranaka mozdanih arterija (watershed/borderzone), male
lezije ili lezije srednje veliCine u funkcionalno vaznim dijelovima mozga, lakunarne
infarkte i ozZilike, lezije bijele tvari mozga, nepotpuna ishemijska ostecenja,
hipokampalne lezije i skleroze. Sva ta oSteCenja nastaju razliCitim vaskularnim
mehanizmima, koji uklju€uju bolesti velikih i malih krvnih Zila, kardijalne i embolicke
dogadaje, hemodinamske mehanizme i razli¢ite druge etiologije.**** Prema jednoj od
mnogobrojnih podjela, visezariSna/difuzna bolest moze uklju€ivati: 1. multiple
aterosklerotske (watershed) infarkte (velike arterije/borderzone teritoriji), 2. ishemiju
ovisnu o antifosfolipidinim protutijelima, 3. granularnu atrofiju mozdane kore
(viSezarisni kortikalni infarkti), 4. viSestruke lakunarne infarkte (zbog mikrovaskularne
bolesti ili mikroateroma), 5. Binswangerovu subkortikalnu leukoencefalopatiju
(BSLE), 6. cerebralnu autosomno dominantnu arteriopatiju sa subkortikalnim
infarktima i leukoencefalopatijom (CADASIL), 7. angiitis (primarni angiitis srediSnjeg
Ziv€anog sustava — PCNSA, granulomatozni angiitis), 8. cerebralnu amiloidnu
angiopatiju (CAA), 9. mijeSane angiopatije (npr. fibromuskularna displazija,
Moyamoya bolest), 10. kortikalnu laminarnu nekrozu (stanje nakon kardijalnog
aresta, hipotenzije), 11. ekstremnu dilataciju / poveéanje mozZdanih parenhimalnih
perivaskularnih prostora. ZariSna bolest odnosno stratedki rasporedeni infarkti
ukljuCuju: 1. mezijalne temporalne (uklju€uju¢i hipokampalne) infarkte, ishemije ili
skleroze, 2. infarkte u podru€ju nukleusa kaudatusa ili talamusa (posebno
dorzomedijalnog talamusa), 3. frontocingularne infarkte (opskrbno podrucje prednje

mozdane arterije), 4. infarkte u podrugju angularne vijuge dominantne hemisfere.®*

Za prognozu VaD od vaznosti su brojni ¢imbenici koji uklju€uju volumen
destruiranog mozdanog tkiva, lokalizaciju destrukcije, te broj cerebrovaskularnih
lezija. Tomlinson i suradnici smatraju da gubitak mozdanog tkiva vec¢i od 100 ml
svakako dovodi do demencije, dok gubitak mozgovine izmedu 50 i 100 ml ne mora
nuzno biti povezan s demencijom®. No, veé i gubitak od 20 ml, ako je lociran na
"strateSki" vaznim podrucjima, moze dovesti do sindroma demencije. Zbog toga se
smatra da je gubitak mozgovine od 40 do 50 ml vazan za razvoj VaD, dok se u
bolesnika s AB u kojih se nadu i vaskularne lezije ili kod komorbiditea AB i VaD
(mijeSana demencija, mixed dementia) znaCajnim smatra veC i gubitak od 10 ml

mozdanog tkiva.*® Pri tome je anatomska lokalizacija cerebrovaskularnih lezija éesto



vazniji &imbenik za prognozu VaD nego sam volumen tkivne destrukcije.®” Naime,
infarkti u lijevoj hemisferi i bilateralne nekroze s jaCim oStecenjem dominantne
hemisfere poveéavaju rizik od demencije nakon mozdanog udara.®®3*%“° Tako, na
primjer, vaskularne lezije u angularnoj vijuzi dominantne hemisfere pokazuju vise
slicnosti u klini¢koj slici sa sindromom demencije uzrokovanim AB, nego ista takva
oste¢enja u nedominantnoj hemisferi.**? Kognitivno o$te¢enje nakon mozdanog
udara je takoder CeSCe povezano s lezijama u opskrbnom podrucju prednje lijeve
(arteria cerebri anterior, ACA) i straznje lijeve moZzZdane arterije (arteria cerebri

40,43

posterior, ACP)***® te nakon bilateralne okluzije ACP.** Bilateralni talami¢ki infarkti

su povezani s deficitom dugorodnog paméenja i subkortikalnom demencijom***®, kao

4148 1§ tzv.

i lakunarni infarkti bazalnih ganglija, posebno glave nukleusa kaudatusa
"donjeg" koljena prednjeg dijela kapsule interne, jer prekidaju kortikotalamiCke i
talamokortikalne puteve.***° U bolesnika s VaD, infarkti hipokampusa zapaZeni su u
48%, u sliepoo&nom reznju u 91%, te u bazalnim ganglijima u 83% slugajeva.”* Ipak,
entorinalna mozdana kora i hipokampus su u VaD manje zahvaceni subkortikalnim

cerebrovaskularnim lezijama nego kod AB.>?

lako koncept VaD ukazuje da multipli mali infarkti mozga, bez obzira na njihov
volumen, mogu dovesti do spoznajnog uruSavanja, tek se u manjem broju studija
prouCavao navedeni koncept. Vecina autora smatra kako nalaz prosjecnog broja
infarkta od 5.8 do 6.7 u dementnih u usporedbi s 3.2 infarkta u nedementnih
bolesnika ukazuje na klju¢nu vaznost stanja krvnih Zila na stupanj ocuvanosti
kognicije®®. Na istu ¢&injenicu ukazali su i Erkinjuntti i suradnici®®, nakon
ustanovljavanja prosje¢nog broj vaskularnih lezija od 5.8 u bolesnika s VaD u
usporedbi sa samo 0.2 lezija u bolesnika s mijeSanom demencijom. To se posebno
odnosi na infarkte u opskrbnom podru¢ju ACA i srednje mozdane arterije (arteria
cerebri media, ACM). No, iako su vazni lokacija infarkta te broj lezija, na spoznajno
uruSavanje utjeCu i brojni drugi ¢imbenici kao Sto su Zivotna dob, sistemske bolesti,

druge lezije mozga, promjene bijele tvari, atrofija mozga i stupanj obrazovanja.>?

Usporedujuéi neuropatolo$ke nalaze u starijih dementnih bolesnika koji nisu
imali patoloSke promjene tipicne za AB s nedementnim zdravim ispitanicima, Esiri i
suradnici uoCili su pozitivhu korelaciju izmedu mikrovaskularnih mozdanih ostecenja i
stupnja demencije. lzrazeniji lakunarni status, mikroinfarkti mozga i kortikalna

amiloidna angiopatija su bili najviSe zastuplieni medu dokumentiranim
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neuropatologkim promjenama u obduciranih dementnih bolesnika.>* Jellinger je
obducirajuci 130 starijin bolesnika, starosti izmedu 80 i 92 godine, u 91 dementnog
bolesnika (MMSE: 10 * 4) evidentirao 27% bolesnika sa starim infarktom mozga,
dok je 52% obduciranih imalo viSestruke subkortikalne lakune, 9% kortikalne i
subkortikalne mikroinfarkte te 4.5% hipokampalnu sklerozu. U bolesnika s MMSE 20,
31% ih je imalo velike cisti¢ne infarkte, 52% multiple subkortikalne lakune, a preostali
multiple infarkte. U 20 kognitivno zdravih kontrolnih bolesnika, 2/3 imalo je cistiCne
infakte, 30% multiple subkortikalne lakune bez lezija talamusa, a jedan bolesnik je
imao multiple stare infarkte. Ti podaci ukazuju da su subkortikalne lakune i multipli
diseminirani infarkti naj¢e$¢i morfoloSki nalaz u bolesnika s VaD, dok su veliki cisti¢ni

infarkti puno rjedi nalaz.>®

VaD moze biti uzrokovana ZariSnim, viSezariSnim ili  difuznim
vaskularnim/ishemicnim lezijama razliCitih, ali ¢esto funkcionalno vaznih dijelova
mozga i neuralnih veza, $to dovode do deaferentacije Ceonih i limbickih te prekida
veza izmedu bazalnih ganglija i mozdane kore velikog mozga, te kortikokortikalnih i
ascedentnih puteva putem lezija u bazalnim ganglijima, talamusu, bijeloj tvari mozga
i subfrontalnim podrudjima. StrateSki smjeStene male lezije mogu dovesti do
destrukcije talamokortikalnih, strijatokortikalnih i puteva izmedu prefrontalnog
korteksa i bazalnih ganglija, zahvacajuéi kogniciju, pretvorbu kratkoronog u

dugoro&no paméenje i ponasanje.>®%*

1.1.5. Neurokemijske promjene kod VaD

Neurokemijske studije VaD pokazale su brojne abnormalnosti u kljuénim
neurotransmiterskim sustavima, posebno u bazalnom Kkolinergicnom sustavu,
uzrokujuci diskonekciju u kolinergicnim projekcijama prema mozdanoj kori velikog
mozga.®*®" Obzirom da kolinergitka transmisija ima vaznu ulogu u regulaciji

cerebralnog  protoka,® "

njegova disfunkcija moze uzrokovati smanjenje
cerebrovaskularnog protoka i hipoperfuziju kao kljuéne cimbenike u patogenezi
VaD.5304656567 Neke studije pokazale su znadajnu redukciju aktivnosti kolin-
acetiltransferaze i izrazenosti muskarinskih receptora na piramidnim neuronima
hipokampusa’®, uz oduvanje nikotinskih receptora.”? Broj neurona u Meynertovoj
bazalnoj jezgri smanjen je i u AB i u VaD.”® Kolinergi¢ki deficit u VaD dokumentiran je

i u eksperimentalnim i u kliniCkim studijama, kao i na Zivotinjskim modelima

7



bolesti.”>"*™ AB i mije$ana demencija obiéno imaju veéi deficit u aktivnosti kolin-
acetiltransferaze u sljepoo¢nim dijelovima mozZdane kore nego skupine bolesnika s
VaD.”® Znag&ajan kolinergi¢ki deficit u &eonim i sliepooénim dijelovima mozga naden
je i u bolesnika sa CADASIL-om.”” U bolesnika sa Binswangerovom bolesti je
utvrdena redukcija sinaptofizina kao mjere gustoée sinaptickih proteina.”® Osim toga,
kod VaD je nadena i redukcija izraZenosti vazopresina i histamina zbog lezija u
supraoptickim i tuberomamilarnim jezgrama.”® Lezije u strijatonigralnom
dopaminergickom sustavu zbog lakunarnih infarkta u bazalnim ganglijima i/ili sivoj

tvari mozga mogu dovesti do vaskularnog parkinsonizma.®®8*

1.1.6. Podjela VaD na temelju patoloskih promjena

VaD predstavlja heterogenu grupu bolesti i velik su izazov za KliniCare,
neuroradiologe i neuropatologe, posebno zato jer nema dovoljno studija koje bi dale
todne definicije i pravovaljane zajednicke kriterije bolesti.®> U tom su smislu vrlo
vazne patoloSke studije, buduc¢i da mogu potvrditi odnosno otkriti vaskularna
mozdana oStecenja i onda kada se ta oSte¢enja ne mogu adekvatno prikazati
neuroradioloskim metodama. Osim toga, patoloskim studijama moze se odrediti tip
eventualne cerebrovaskularne bolesti koja stoji u podlozi oSte¢enja (arterioskleroza,
fibrohijalinoza, amiloidna angiopatija), a uz to mogu verificirati proSirenost patoloskog
procesa.®® S druge strane, mnogi stariji pacijenti imaju pojedine morfolo$ke promjene
koje se mogu vidjeti i u AB i u VaD, a da ipak ne ispunjavaju kriterije za navedene
bolesti.?”# Newcastle grupa® predioZila je podjelu VaD na temelju kljuénih varijabli

koje definiraju patologiju vaskularnih promjena u 6 podtipova:

I. veliki infarkt ili nekoliko infarkta koji dovode do gubitka vise od 50 ml mozdanog

tikva — multiinfarktna demencija;

[I. multipli mali infarkti ili mikroinfarkti (viSe od 3 s minimalnim promjerom od 5 mm),
bolest malih krvnih Zila (small vessels disease), CAA, lakunarni infarkti,
perivaskularne promjene, mikrohemoragije, te lezije bijele tvari, leukoaraioza i

Binswangerova bolest;

. strate$ki infarkti (talamus, hipokampus, bazalna podrucja prednjeg mozga);



IV. cerebralna hipoperfuzija (hipokampalna skleroza, ishemi¢no-anoksi¢na osteéenja,
kortikalna laminarna nekroza, infarkti grani€nih opskrbnih podrucja koji ukljuCuju tri

razliCite koronalne razine);
V. cerebralna hemoragija (lobarna, intracerebralna, subarahnoidalna);

VI. cerebrovaskularne promjene s patologijom karakteristicnom za Alzheimerovu
bolest (iznad Braakovog stadija Ill za neurofibrilarne promjene), mijeSana demencija,

kombinirane cerebovaskularne lezije.

Podtipovi I-lll naj¢eSée su povezani sa jasnom kliniCkom slikom mozdanog
udara. Podtip | obicho je posljedica okluzije velike krvne zZile
aterotromboembolizmom, arterijsko-arterijskom embolizacijom ili kardioembolizmom.
Podtip Il obi¢no uklju€uje definiran proces arterioskleroze, lipohijalinoze, amioloidne
ili kolagene angiopatije. Podtipovi I, 1l i V mogu biti rezultat aneurizme, arterijske
disekcije, arteriovenske malformacije te razliitih oblika vaskulitisa.®® Novijeg je
datuma i istraZivanje povezanosti patoloskih vaskularnih promjena i kognicije koji su
proveli Deramecourt i suradnici®. Na temelju vlastitih rezultata, navedeni su autori
napravili semikvantitativnu podjelu cerebrovaskularnih lezija u Cetiri mozdane regije
(sa skorom od | do IV/VI). Prema tim autorima, najbolje je pratiti sliede¢a podrucja
mozga: Ceoni i sliepooclni rezanj, hipokampus te bazalne ganglije. U podrucju ¢eonog
i sliepoo€nog reznja skor nula (0) ozna¢ava normalan izgled mozga, krvnih Zila, bijele
tvari i mozdane kore, skor | oznaCava blaze promjene stijenki krvnih Zila,
perivaskularnih prostora i bijele tvari; skor Il odnosi se na umjerene do izrazene, ali
izolirane promjene stijenki krvnih Zila, Cesto s depozitima hemosiderina u
perivaskularnim prostorima; skor Ill govori za umjerene do izrazene dilatacije
perivaskularnin prostora ili za promjene u dubokoj bijeloj tvari mozga kao i u
jukstakortikalnoj bijeloj tvari; u skoru IV vidljiv je i umjeren do tezi gubitak mijelina; u
skoru V vidljiva je prisutnost kortikalnih mikroinfarkta, dok je kod skora VI vidljiv veliki
mozdani infarkt. U podru€ju hipokampusa i bazalnih ganglija, skor 0 oznacava
normalan izgled, kod skora | prisutne su blage promjene na stijenkama krvnih Zila i
perivaskularne promjene, kod skora Il te su promjene izraZenije, kod skora Il prisutni

su mikroinfarkti te kod skora IV veliki infarkti.*

U starije populacije se sa sve vecom ucestaloScu moze dijagnosticirati i tzv.

mijeSana demencija. Naime, s vremenom se povecava vjerojatnost za komorbiditet,
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pa u starijih ljudi Cesto nalazimo na kombinaciju razliCitih patoloskih nalaza, npr. AB s

cerebrovaskularnom i/ili Lewy body patologijom.®*%?

1.1.7. Podtipovi VaD ovisno o uzroku nastanka vaskularne lezije

1.1.7.1. Primarna intrakranijska krvarenja

Primarna intrakranijska hemoragija je vrlo rijedak uzrok VaD. Vecina masivnih
krvarenja u podrucju bazalnih ganglija, posebno onih s prodorom krvi u mozdane
komore i sabijanjem mozdanog debla zavrS8ava smrtno. Do poremecaja kognicije
CeSc¢e dovode multiple sithe hemoragiCne zone u mozdanoj kori i bijeloj tvari

mozga.®>%*

Sindrom demencije povezan s cerebralnom hemoragijom i/ili
hemoragi¢nim infarktima obi¢no se javlja s pridruzenim sporadic¢nim ili obiteljskim

oblikom CAA%*" i drugim nasljednim oblicima VaD.?®

1.1.7.2. CAA

Sporadi€cna CAA definirana je kao nakupljanje amiloid-p peptida (AB) u
zidovima meningealnih i intrakortikalnih arterija, arteriola, kapilara te rijetko vena, sa
zadebljanjem njihovog zida i degeneracijom glatkih miSi¢nih stanica, katkad i s
dodatnim $irenjem u okolni neuropil ili depozicijom u gliju i kapilarni zid (capCAA).*
U uznapredovalim slu€ajevima CAA dolazi i do znacajnih strukturalnih promjena, od
kojih je najteza fenomen ,dvostruke cijevi“ (double barrelling) pri ¢emu dolazi do
odvajanja i delaminacije vanjskog dijela tunike medije. Porijeklo AR u stijenkama
krvnih Zila slabo je razumljivo, te se razmatra nekoliko mehanizama: 1) sistemska
hipoteza sugerira da AR, barem djelomi¢no, potjece iz cirkulacije'®%%, 2) prema
vaskularnoj hipotezi glatke miSi¢ne stanice unutar zida krvne Zile i/ili pericita stvaraju
Ap 0101 3) drenaZna hipoteza sugerira da AP proizvode neuroni prilikom
perivaskularnog osteéenja tj. pri prijete¢éem mozdanom udaru®1%%1%4  4) drugi

patogenetski mehanizmi *'.

lako je poznat i nasljedni oblik CAA, CeSCi je sporadi¢ni oblik bolesti.
Infiltracija zilnog zida s AP, gubitak glatkih miSiénih stanica, fibrinoidna nekroza i
nastanak mikroaneurizmi su mehanizmi kojima CAA napreduje | postaje

simptomatska.?®9"10°
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CAA se danas smatra jednim od glavnih uzroka nehipertenzivnih i
neaterosklerotskih cerebrovaskularnih lezija, ukljuCujuci viSestruke kortikalne
hematome i viSestruke infarkte u starijih osoba,?*!%1% koji imaju vaznu ulogu u
patogenezi demencija. Isto tako, ti procesi mogu biti povezani s vaskulitisom, kao Sto
je granulomatozni arteritis gigantskih stanica.®*°"'% Intracerebralne hemoragije
povezane s CAA vide se u 5-20% spontanih netraumatskih krvarenja u starijih
osoba.'®? Ta krvarenja uglavnom su locirana u &eonotjiemenom (35%), tiemenom
(11-26%), sljepooEnom i zatiljnom reznju (5-18%), te u bazalnim ganglijima (5-10%),
a isto tako se mogu javiti i kao visestruke istovremene hemoragije.?”**! Patologija
CAA i mikrokrvarenja mogu se nadi i u bolesnika s AB, no svakako bi se kod tih
bolesnika trebala iskljuciti hipertenzija ili cerebrovaskularna bolest kako bi se mogla
postaviti todna dijagnoza.*'? Definitivno, nalaz hema kao markera cerebralnog
krvarenja te amiloida kao markera plaka ¢e$¢e se nade u dementnih nego u
nedementnih osoba, $to ukazuje da je senilni plak vjerojatno nastao na mjestu
mikrohemoragije.'*®> CAA je povezana i s nalazom ishemiénih infarkta, a $to je
izrazenija prisutnost promjena do kojih dovodi CAA, vec¢a je i uCestalost nalaza
ishemiénih infarkta.**** CAA moze dovesti i do lezija u podrugu bijele tvari
mozga.’*’ No, iako je CAA neovisan rizi¢ni ¢imbenik za te lezije, njegova uloga je
ipak bitno manja u samom patogenetskom procesu nastanka promjena u bijelog tvari
koji ukljuuje fibrohijalinozu krvnih Zila.*®* Na komorbiditet ta dva procesa upuéuje
nalaz o$teéenja bijele tvari te pojavnost lobarnih hemoragija.**® lako je uloga CAA u
demenciji neosporna, sam primarni uzrok demencije i dalje nije jasan. Naime,
patologija CAA djeluje agravirajuce na druge patoloSke procese ubrzavaci tako
nastanak drugih simptoma sindroma demencije koji zato postaju i ranije klinicki
uodljivi.t2012

Obiteljski oblik CAA moze biti uzrokovan mutacijom razli€itih gena i uglavnom
se manifestira kao demencija udruzena s CAA te viSestrukim cerebralnim
krvarenjima i infarktima. MoZe biti uzrokovan odlaganjem AP zbog mutacije APP
(Amyloid Precursor Protein) gena na kromosomu 21, ili mutacijama gena za neke
druge proteine, npr. transtiretin, cistatin, gelsolin, koji se nalaze na kromosomima 8, 9
i 13, respektivno. Navedene se mutacije obiCno nasljeduju autosomno dominantno i

relativno su rijetke. %230
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S nasljednim oblikom VaD povezane su i neke druge bolesti, kao $to su
nasljedna multiinfarktna demencija, cerebralna autosomalna dominantna arteriopatija
sa subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom (CADASIL), cerebralna
autosomna recesivna arteriopatija sa subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom
(CARASIL), cerebroretinalna vaskulopatija, nasljedna endotelopatija s retinopatijom,
nefropatiom i mozdanim wudarom (CRV i HERNS) te MELAS sindrom
(mitohondrijalna encefalomiopatija, laktoacidoza i ponavljajuce epizode napadaja

koje nalikuju mozdanom udaru).**

1.1.7.3. CADASIL

Od navedenih nasljednih oblika VaD najceS¢e se javlia CADASIL. Obi¢no
poCinje u srednjoj Zivotnoj dobi s anamnezom malih lakunarnih mozdanih udara,
migrenom, progresivnom demencijom i pseudobulbarnom paralizom. Bolest je
uzrokovana mutacijom NOTCH3 gena na dugom krakom kraku kromosoma 19.
Neuropatoloski, nalazimo viSestruke male, duboko locirane infarkte, difuznu
leukoencefalopatiju te rasirenu vaskulopatiju koja dovodi do fibroznog zadebljanja
zida arteriola s ili bez obliteracije malih krvnih Zila. Takve se promjene Zila ne nalaze
samo u mozgu, ve¢ i u drugim ogranima (slezeni, bubrezima, miSi¢ima,
kozi) 3113298112113 Kolinergitku denervaciju u CADASIL-u vidimo u tjemenom,
¢eonom i zatiljnom dijelu mozga, a podrucja poput entorinalne i sljiepooCne mozdane
kore koja su uobi¢ajeno zahvaéena u Alzheimerovoj bolesti, ¢ine se postedenima.**

Novije studije ipak pokazuju odredene promjene i u tim dijelovima.*>133134

1.1.7.4. CARASIL, CRV, HERNS

Druge nehipertenzivne, neamiloidne arteriopatije s lakunarnim infarktima
slicnim onima kod CADASIL-a, vidljive su i kod CARASIL-a, no ta se bolest
nasljeduje recesivno. Uz pseudobulbarne se javljaju i simptomi oSstecenja
lokomotornog sustava, a medu patoloskim nalazima znacajne su i promjene malih
penetrantnih arterija bijele tvari mozga i bazalnih ganglija. ToCan uzrok za sada nije

poznat.™*
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CRV i HERNS su druge dvije rijetke nasljedne bolesti malih krvnih Zila, koje
ukljuCuju progresivno oStecenje vida, glavobolje, mozdane udare, te kognitivho

uruSavanje, a vjerojatni genski uzrok mapiran je na lokus 3p21.*%

1.1.7.5. MELAS

Po svojoj naravi potpuno razli€it poremecaj je MELAS sindrom (mitohondrijska
encefalomiopatija, laktoacidoza te epizode sli€ne mozdanom udaru), a u otprilike
80% bolesnika uzrokovan mutacijama mitohondrijskog gena TL1, dok su u preostalih
20% bolesnika mutirani mitohondrijski geni ND1, ND5, TH i TV.. Zbog navedenih
mutacija oSte¢ena je mitohondrijska funkcija proizvodnje energije iz SeCera. Bolest je
karakterizirana epizodama sli€nim mozdanom udaru, epileptickim napadajima te

demencijom koja se razvija prije 40 godine Zivota.*®*%’

1.1.8. Postavljanje dijagnoze VaD

Kao Sto je vec¢ ranije navedeno, unatoC brojnim predloZzenim dijagnostiCkim
kriterijima za VaD te uz bolje znanje o patologiji i patofiziologiji VaD, jo$ uvijek je
teSko rano postaviti dijagnozu demencije te Sto je katkad i vaznije, razluciti
vaskularnu od drugih vrsta demencije (o ¢emu ovisi poCetak lijeCenja). Pregledom
dijagnostickih kriterija, moze se zakljuciti da NINDS-AIREN kriteriji** nude jedan
praktiCan pristup koji se temelji na tri glavna elementa pomocu kojih se dolazi do
dijagnoze VaD. Ta tri elementa su: kognitivho uruSavanje, cerebrovaskularne lezije
dokazane kompijutoriziranom tomografijom (CT) ili pomocéu magnetske rezonancije

(MR) mozga te iskljugivanje drugih uzroka demencije, prvenstveno AB.'

NINDS-AIREN kriteriji zahtijevaju objektivan dokaz demencije validiran
neuropsiholoSkim testovima. Obi¢no se kao pocetnim testom sluzimo se s MMSE,
no taj test pokazao se pogodnijim za primarne (kortikalne) uzroke sindroma
demencije, posebice Alzheimerovu bolest. VaD zahtijjeva testove kortikalne
disfunkcije kao i testove izvrénih sposobnosti.**® Jedan od pogodnih testova za to je

test crtanja sata (clock-drawing test, CDT)

ili pak test verbalne fluentnosti (Trail
Making Test, TMT), u kojemu treba spojiti u pravilnom slijedu 25 kruzi¢a na papiru ili
monitoru oznacenih brojevima, A dio testa, ili naizmjeni¢no brojevima i slovima, B dio

testa).!*
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Lezije mozga vazno je prikazati slikovnim neuroradioloskim tehnikama, jer kao
Sto je i ranije u neuropatoloskim razmatranjima reCeno, vazan prediktor VaD je
slikovni prikaz stratesSkih smjestenih lakunarnih ostecenja, periventrikularne ishemije
ili pak nalaz viSestrukih kortikosubkortikalnih oStec¢enja. No, posebice pomoc¢u MR
mozga, moze se lako odrediti i stupanj hipokampalne atrofije, te volumen kortikalne
sive tvari kao i lezije bijele tvari mozga (ali ne lakune) kao znak VaD'**'** Prema
definiciji, odsutnost vaskularnih lezija na slikovhom prikazu mozga pomocu MR nije
spojiva s VaD.'** Zbog toga postoji prakti¢an problem kako &to ranije razlugiti VaD i
AB. Situaciju dodatno otezava ako pacijent uz kognitivne i ponasajne probleme ima i
nizak broj bodova na MMSE ljestvici te prisutnost vaskularnih lezija na MR slikovnom
prikazu strukture mozga. Stoga se Cesto postavlja pitanje radi li se tu o VaD,
komorbiditetu Alzheimerove i cerebrovaskularne bolesti ili samo AB? Hachinski
ishemic score (HIS)?° nam moZe nam zna&ajno pomo¢i u naéelnom razlikovanju VaD

i AB u svakodnevnom klinickom radu.

Prema HIS, skor vedi ili jednak 7 sukladan je multiinfarktnoj demenciji, skor
manji ili jednak 4 govori u prilog AB, dok skor od 5 ili 6 bodova ukazuje na
komorbiditet AB i cerebrovaskularne bolesti (mijeSana demencija, mixed dementia).
U recentnim meta-analizama, pokazalo se da je u VaD u odnosu na AB, puno ¢eS¢i
nalaz postupne, ali diskretne (,stepwise®) deterioracije (u nizu jasnih koraka, pri ¢emu
svaki korak obi¢no predstavlja jedan vaskularni incident), fluktuirajuci tijek, anamneza
hipertenzije, anamneza mozdanog udara ili prisutnost ZariSnog neuroloskog

ispada.’*

Ipak, sam kliniCki tijek bolesti, slikovni prikaz strukture mozga pomocu MR,

dostupni neuropsiholoski testovi i dostupne ljestvice kao §to je HISZ4>

ne mogu
osigurati to€nost u postavljanju dijagnoze. Cerebrovaskularne lezije nadene su kod
vecine bolesnika s AB kod kojih je bolest nastupila u starijoj Zivotnoj dobi te u
polovine oboljelih u mladoj Zivotnoj dobi.'*® Isto tako, patoloSke promijene tipa
vaskularnih lezija mogu se naci i u osoba koje nisu dementne, dok se kod odredenog
postotka dementnih osoba nisu nasle promjene koje bi mogle biti odgovorne za
navedeno stanje, $to su u studiji provedenoj u osoba starijih od 90 godina pokazali
Corrada i suradnici.**” Mikrovaskularne promjene uo&ene u mozgova starijih osoba
kao i u onih s AB, ukazuju na oSteCenje cerebralne perfuzije, posebice redukciju

regionalog protoka krvi, redukciju transporta i utilizacije glukoze, gubitak vaskularne
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inervacije, napose kolinergic¢ke, ali i drugih neurotransmitorskih sustava.**® Osteéenje
neurovaskularne inervacije, ultrastrukturalne promjene u kapilarama i bazalnoj
membrani zbog nakupljanja AR uz disfunkciju krvnomoZdane barijere dodatno
otezavaju odstranjivanje amiloida. Taj zaCarani krug promjena konac¢no dovodi do
strukturalne cerebralne dezintegracije u vidu lakuna, infarkta, promjena bijele tvari s
daljnjim ugrozavanjem metabolizma neurona, ukljuCuju¢i i mitohondrijski
metabolizam oksidativne fosforilacije. Uz to, dolazi do oksidativhog stresa,
degradacije proteina, stvaranja lezija s depozicijom AR i neurofibrilarnih snopica. Ti
Cimbenici ostecuju sinapse, te uzrokuju atrofiju mozga, gubitak ziv€anih stanica, te u

konaénici dovode do kognitivnog oste¢enja.4**°

1.2. Alzheimerova bolest

1.2.1. Patoloske promjene kod AB

Atrofija mozga jedna je od najizrazenijih makroskopskih promjena u AB, a
ukljuCuje smanjeni volumen i tezinu mozga koja je obi¢no ispod 1100 grama. NajviSe
su zahvaceni Ceoni i sljepoocCni reznjevi sa simetrino i difuzno atroficnim vijugama i
posljedi¢no proSirenim brazdama. Prve se promjene obi¢no javljaju u medijalnom
dijelu sliepoocnog reznja, napose u hipokampusu i entorinalnoj mozdanoj kori.****%2
Te se promjene vrlo jasno mogu uociti slikovnim pretragama mozga kao $to su MR i
CT mozga.’>**** Jedno je istraZivanje pokazalo da se mjerenjem hipokampalne
atrofije pomo¢éu MR moze razlugiti bolesnike s AB od kognitivno normalnih osoba s
vjerojatno$éu od 80-90%.'* No, tek je nekolicina MR studija pokazalo da se tom
metodom mozZe donekle razlikovati AB od drugih primarnih uzroka sindroma
demencije, s obzirom na to da hipokampalna atrofija i atrofija entorinalne mozdane
kore mogu biti prisutne i kod drugih demencija, kao §to su FTD i VaD.™®**" |pak,
upotrebom dodatnih parametara u oc€itanju MR nalaza, kao Sto je Scheltensov

Sk0r158,159

i indeks atrofije i oStecenja mozga (Brain Atrophy and Lesion Index,
BALI)**%**' moZe se poboljati ranije razlikovanje razli¢itih primarnih uzroka sindroma
demencije.Za sada se to joS uvijek ne preporuCuje za rutinsku analizu, sukladno

preporukama Americke neurolo$ke akademije.*?
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Danas znamo da za AB vjerojatno nisu klju¢ne atroficne promjene kakve se
vidaju i pri uobi€ajenom starenju mozga, ve¢ specificne neuropatoloSke promjene
koje se mogu vizualizirati histoloSkom analizom mozdanog tkiva oboljelih. Dva glavna
neuropatoloSka obiljezja AB su progresivno nakupljanje netopljivog fibrilarnog
materijala koji se sastoji od izvanstaniénog Ap'®**® i unutarstaniénih neurofibrilarnih
promjena.’®**"® Neurofibrilarne promjene pojavijuju se u obliku neurofibrilarnih
snopic¢a (neurofibrillary tangles, NFT), vlakanaca u neuropilu (neuropil threads, NT) te
kao neuritiCki plakovi (NP). NP razlikuju se od senilnih po tome $to se u njima pored
nakupljenih fibrila od AP nalaze i isprepleteni nastavci neurona u kojima se nalaze
lokalno hiperfosforilirani tau proteini. Ukupni broj NP vjerojatno je najkarakteristicnije
obiljezje po kojemu se bolesnici s AB razlikuju od kognitivno normalnih osoba. U
poCetku se javljaju kao difuzni odnosno preamiloidni senilni plakovi (difuse plaques,
DP) u kojima AR ima konformaciju a uzvojnice. Kasnije ti DP prelaze u tzv.
"primitivne" senilne plakove koji sadrZe guste snopice AB s konformacijom 3 ploce.
Pojavom distrofiCkih neurita unutar plaka (dystrophic neurites, DN) nastaju neuriticki
plakovi (NP). NP se obi¢no uobiCajeno dijele na distroficne NP s fuziformnim
distrofi€nim neuritima koji ne koreliraju sa kognitivnim uruSavanjem, a mogu se naci i
u kognitivno normalnih, zdravih ljudi i drugih sisavaca, te na NP koji sadrze sparene
uzvojite filamente (paired helical filaments, PHF ) i mogu se nadi iskljucivo kod ljudi,

narodito kod oboljelih od AB.1"®

Raspodjela NP varira ne samo izmedu pojedinih podru¢ja mozga u istog
ispitanika, ve¢ moze biti jako varijabilna i izmedu pojedinih bolesnika. Nasuprot
tome, NFT i NT pokazuju jednoli¢niju i viSe karakteristiCnhu raspodjelu. Heiko i Eva
Braak jo§ su 1991. godine obdukcijom 83-ju mozgova dementnih i nedementnih
osoba opisali tipicne neuropatoloske promjene vezane uz AB u odnosu na amiloidne
depozite i neurofibrilarne promjene. Difuzni depoziti amiloida su prema tom
istrazivanju prve promjene koje se mogu dokumentirati u mozgu osobe oboljele od
AB, no mogu se naci takoder i u nedementnih osoba. Veliina i raspodjela tih
depozita varira, tako da oni imaju ograniCen znacCaj u procjeni neuropatoloskih
promjena odnosno stupnjeva zahvaéenosti mozga. Unutarstani¢ne neurofibrilne
promjene, posebice NFT i NT, omogucuju bolju procjenu opsega neuropatoloskih
promjena u AB, a prema Braaku razlikujemo 6 stadija. Prvi i 2. stadij se zbog

lokalizacije zajedniCki joS nazivaju i transentorinalni stadij, a uobiCajeno
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predstavljanju klinicki tiho razdoblje bolesti ili predklinicki (prodromalni) stadij. Kao $to
mu ime i govori, neurofibrilarne promjene unutar stanica uocljive su u
transentorinalnom podrucju s vrlo blagim zahvac¢enjem hipokampusa te odsutnoScu
promjena u izokorteksu sljepoocne mozdane kore. Stadij 3. i 4. nazivaju se joS i
limbicki stadij; on kliniCki odgovara pocetnom stadiju AB. Tu su neurofibrilarne
promjene uocljive u transentorinalnom i entorinalnom podrucju, u hipokampusu,
posebno u CA1 podrucju, u piramidnim stanicama subikuluma, dok je izokorteks
sljepooCne mozdane kore samo blago zahvacen, a primarna osjetna i motoriCka
(idiotipska) podrucja nisu zahvacéena. Stadiji 5 i 6 nazivaju se joS i izokortikalnim
stadijem bolesti koji odgovara potpuno razvijenoj klinickoj slici AB. Neurofibrilarne
promjene u 5. stadiju zahvacaju Citav hipokampus, bazalne dijelove medijalnog dijela
sljepooCnog reznja, gotovo cijele donje dijelove sljepoocCnih i zatiljnih reznjeva, sa
Sirenjem promjena prema anterobazalnim dijelovima inzule i orbitofrontalnoj
moZzdanoj kori, a u 6. stadiju zahvacen je cijela moZzdana kora, kao i ekstrapiramidni

sustay.l’178

1.2.2. AB u AB

U pocetku se smatralo da je AB naden u senilnim odnosno NP abnormalan
peptid, no kasnije je otkriveno da nastaje za vrileme normalnog stani¢nog
metabolizma.'”® AB se sastoji od 39-43 aminokiseline, a nastaje iz ve¢e prekursorne
molekule (amyloid precursor protein, APP). Normalno sintetizirani APP je
transmembranska molekula glikoproteinske strukture, s velikim izvanstani¢nim
dijelom te malim citoplazmatskim repom. Ima kratko vrijeme poluzivota jer se brzo
katabolizira djelovanjem triju enzima: a, B i y sekretaze. a-sekretaza cijepa APP oko
sredine AB domene te tako ne nastaje AR vec¢ topivi APPa koji je normalan sastojak
svih tjelesnih teku¢ina s dokazanim zastitnim djelovanjem. 8 i y sekretaza sudjeluju u
endosomalno-lizosomalnom putu cijepanja APP, pri ¢emu nastaje AB Cija duzina
(kraceg oblika ABi.49 ili duljeg oblika AB1.42a3)) OVisi 0 poziciji cijepanja y sekretazom.

Dulji oblik je narogito vazan jer &ini najvec¢i dio NP i skloniji je stvaranju fibrila. '8

1.2.3. Hipoteza nastanka AB

SrediSnja hipoteza kojom se pokuSava objasniti nastanak AB nazvana je

amiloidna kaskadna hipoteza. Naziv je dobila jer se temelji na neravnotezi u
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stvaranju i odstranjivanju AB u mozgu, te Ccinjenice da se smatra inicijalnim
dogadajem koji s vremenom dovodi do svih drugih patoloSkih promjena, ukljuCujuci i
odumiranje neurona.’®® Tu hipotezu snaZno podupire nalaz odredenih mutacija koje
vidimo u obiteljskom obliku Alzheimerove bolesti, a koje se odnose na sam APP gen,
a joS viSse na gene PSEN1 i PSEN2 , buduéi da je presenilin kljuéni dio
multiproteinskog kompleksa y-sekretaze, €ijim djelovanjem prilikom razgradnje APP
nastaje AB.'*° Dugotrajno poveéanje proizvodnje AB u obiteljskom obliku bolesti

dovodi do akumulacije i oligomerizacije Ap.**°

Kod sporadicnog oblika AB su takoder poznati dodatni rizini genetski
gimbenici, od kojih je najvazniji genotip APOE4."*! | druge, za sada manje poznate
varijante gena, kao i okoliSni ¢cimbenici dovode do nedostatnog odstranjivanja AB s
posljedi¢nim povecanjem razine AB u mozgu. U konacnici, to kao i kod obiteljskog
oblika bolesti dovodi do nakupljanja AB najprije u topljive oligomere, a zatim i velike
netopljive fibrile u amiloidnim plakovima. Prvotno se smatralo da su toksi¢ni samo
depoziti AR u plakovima, no kasnija istrazivanja pokazala su da i topljivi oligomeri
negativno utjeCu na sinaptiCku plastiCnost i dugotrajnu potencijaciju sinapsi
hipokampusa.?>!%® Uslijed nakupljanja oligomera AB42 dolazi do aktivacije mikroglija
stanica i astrocita, nakon Cega se javlja upalni odgovor te u neuronima dolazi do
poremecaja homeostaze iona uz razvitak oksidativnog stresa.®* Sve to dovodi do
disfunkcije neurona i njihovih neurita s pogorSavanjem deficita neurotransmisije, sto
samo po sebi dovodi do sindroma demencije, no isto tako i utjeCe na aktivnost
kinaza/fosfataza i daljnjeg stvaranja NFT.'® VaZnost NFT u patofiziologiji
Alzheimerove bolesti uoCena je paralelno s otkricem AB u NP, kao i nalazom da su

snopiéi sastavljeni od hiperfosforiliranog tau proteina.'>*%

1.2.4. Tau protein u AB

Tau protein je prvenstveno aksonalni protein vezan za mikrotubule preko
svojih triju (3R) ili €etiriju (4R) veznih domena, €ime osigurava povezanost i stabilnost
mikrotubula. Fosforilacija tau proteina regulirana je ravnoteZzom kinaza i fosfataza
(neke od najvaznijih kinaza su GSK-3p i CDKS5, a najvaznije fosfataze su PP-1 i PP-
2A).1" U AB fosforilacija tau proteina pocinje intracelularno i dovodi do odvajanja

normalnog tau proteina i drugih s mikrotubulima povezanih proteina, $to uzrokuje
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razdvajanje mikrotubula te poremecaj aksonalnog transporta i sinaptiCku
disfunkciju.'®” Tau protein osim toga postaje sklon agregaciji u netopljiive fibrile u
snopi¢ima, ¢ime se dodatno remeti normalan rad neurona. Kao Sto je vec i ranije
navedeno, tau patologija poc€inje rano, prvo u transentorinalnom podrucju, a zatim se,
vjerojatno transneuronalno, Siri dalje prema hipokampusu, amigdaloidnim jezgrama,

pa sve do asocijativnih dijelova mozdane kore.*®®

Tau protein Covjeka izrazava se u 6 izooblika koje nastaju naizmjeniCnim
sparivanjem eksona MAPT (microtubule-associated protein tau) gena smjestenog na
dugom kraku kromosoma 17 (17qg21).1%°?°° Uobi¢ajeno tau sadrzi 2-3 mola fosfata
po molu proteina, $to je razina fosforilacije potrebna za optimalnu aktivnost tau
proteina.’® Tau izooblici imaju raspon duljine od 352 do 441 aminokiseline
molekulske mase 45 do 65 kDa, s temeljnim eksonima 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 i 13, dok
dodatnim uklju€ivanjem ili neuklju¢ivanjem eksona 2, 3 i 10 nastaje 6 razliCitih
izooblika. Izooblici se razlikuju po prisutnosti triju (3R) ili Cetiriju (4R) ponavljajucih
slijedova od 31 aminokiseline kojima se tau protein veZe za mikrotubule (tau izooblici
s uklju¢enim eksonom 10 imaju 4R domene). Naime, tau protein sastavljen je od
dvije domene: projekcijske i domene koja sluzi povezivanju s mikrotubulima.
Projekcijska domena tau proteina veze se za neurofilamente ili stani€énu membranu
Sto ukazuje na vaznu ulogu tau proteina u integraciji mikrotubula s ostalim

elementima citoskeleta neurona.t’® 202-205

BioloSka aktivnost tau proteina tijekom razvoja kontrolirana je fosforilacijom. U
fetalno doba je stupanj fosforilacije visok, a zatim slabi aktivacijom fosfataza u
postnatalnom razdoblju. Poremecena fosforilacija tau proteina u odraslom mozgu
mijenja njegovu konformaciju i dovodi do razdvanja tau proteina od mikrotubula.
Hiperfosfolirirani tau sadrzi i do 4 puta viSe fosfata po molu proteina (10-12 mola
fosfata po molu proteina) u odnosu na normalni koji ima 2.5-3.5 fosfata po molu
proteina.*®” Na najduljem tau izoobliku sastavljenom od 441 aminokiseline izdvojeno
je 79 mjesta moguce (hiper)fosforilacije, a vecéina ih se nalazi na Thr i Ser ostatcima,
kojima obi¢no prethodi Pro. Koriste¢i monoklonska antitijela na tau protein, masenu
spektroskopiju i sekvenciranje, izdvojeno je 30-tak naj¢esc¢ih mjesta na kojima se
dogada fosforilacija tau proteina.?®®?!° U Alzheimerovoj bolesti tau protein najée$ée
je fosforiliran na sljedeCih devet mjesta: Ser-46, Thr-123, Ser-199, Ser-202, Thr-231,
Ser-235, Ser-262, Ser-396, te Ser-404.""°
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Za hiperfosforilaciju tau proteina moZze biti odgovorna aktivnost najmanje 15
razliitih kinaza (glikogen sintaza kinaza-3p, kalcij/kalmodulin ovisne protein kinaze,
stresom i mitogenima aktivnirane protein kinaze, o ciklinima ovisne protein kinaze,

211-224

kazein kinaza Il, fosforilaza Il, kinaza ovisna o cCAMP) a s druge strane isti

u€inak moze imati i nedostatak ili smanjena aktivnost fosfataza (u AB opisane

smanjene razine fosfataze 1, 2A, 2B i 2C). #2>2%

Od pojave prvih blago promijenjenih neurona uslijed hiperfosforilacije pa do
nastanka izrazenih neurofibrilarnih promjena i simptoma demencije potrebno je
otprilike 20-30 godina. Hiperfosforilirani tau proteini akumuliraju se u neuronima i glija
stanicama na nacin specifican za odredenu neurodegerativnu bolest. Nakon izvrSene
elektroforeze homogenizata mozdanog tkiva, podjednaka koli¢ina 3R i 4R tau
izooblika nade se u AB, Down sindromu te u nekim obiteljima s frontotemporalnom
demencijom s parkinsonizmom zbog mutacije MAPT gena na 17. kromosomu
(FTDP-17). 3R oblici tau proteina previadavaju nad 4R oblicima u Pickovoj bolesti
(koja se danas smatra samo jednom podvrstom frontotemporalne demencije), dok 4R
oblici prevladavaju u progresivnoj supranuklearnoj kljenuti, kortikobazalnoj
degeneraciji, i u nekih obitelji s FTDP-17. lako za sada nije moguée samo analizom
elektroforetskog profila tau proteina iz likvora utvrditi o kojoj se tocno
neurodegenerativnoj bolesti radi (osim mozda u slu€aju Pickove bolesti), kako tau
patologija ima ogromnu vaznost u njihovoj patogenezi, napose AB (koja je najceS¢a
sekundarna tauopatija), smatra se da bi se detaljnijom analizom tau proteina moglo
dobiti klju¢ne uvide u nastanak, a mozda i lijeCenje i sprjeCavanje navedenih

bolesti.1’®

1.3. Bioloski biljezi u dijagnostici demencija

1.3.1. Dijagnosticki biljezi AB

Dijagnosticki biljezi AB mogu se podijeliti u biljege stanja (state markers) i
biljege stadija (stage markers). Biljezi stanja odrazavaju intenzitet same bolesti, a
mozda najbolji primjer takvoga biljega je ukupni tau protein, pri ¢emu koncentracija
ukupnog tau proteina u likvoru pokazuje ukupni stupanj oste¢enja neurona. Biljezi

stadija odrazavaju uznapredovalost degenerativnih promjena kao sto je npr. atrofija
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hipokampusa, a primjer takvih biliega su neuroradioloSke tehnike snimanja mozga,
npr. CT ili MR, te kliniCke ocjenske ljestvice kojima se procjenjuje stupanj kogntivnog
propadanja.?*?

1.3.2. Tau proteini u likvoru

Normalna koncentracija tau proteina u likvoru uobiajeno se vidi je u nekoliko
znacajnih stanja koja su vazna u diferencijalnoj dijagnozi demencije, npr. depresiji,
demenciji zbog alkoholizma te u nekih kroni€nim neuroloskim bolestima poput
Parkinsonove bolesti i progresivne supranuklearne paralize,?*?%" dok su povisene
koncentracije ukupnog tau proteina u AB do sada opisane u mnogobrojnim
studijama: uobicajeno je koncentracija tau proteina u likvoru i do tri puta visa u AB
nego u zdravih kontrolnih ispitanika.?®® #8241 Nazalost, specifi¢nost tau proteina u
definiranju bolesnika s AB nije idealna, s obzirom da su visoke koncentracije tau
proteina pronadene i u nekim drugim stanjima koja dovode do demencije, kao $to su
VaD, CJB, FTD. U nekim studijama nadena je visoka koncentracija tau proteina u
velikom postotku bolesnika s VaD?3¢?3"242 dok je u drugim studijama nadena visoka
koncentracija tau proteina samo u nekolicine takvih bolesnika.?*%** Navedeni se
rezultati mogu objasniti moguc¢om prisutno¢u pridruZzene patologije AB, Sto je
relativno &est nalaz prilikom neuropatologke analize nakon obdukcije.?*?*® Neke
studije takoder su opisale visoke kontracije ukupnog tau proteina u pojedinih

bolesnika s FTD***?*"  dok u drugima nisu bile povisene.**®2%

1.4.3. Fosforilirani tau protein u likvoru

Danas se veC i komercijalno dostupnim ELISA kitovima mozZe izmjeriti
koncentracija fosforiliranog tau (p-tau) proteina u likvoru bolesnika s demencijom, a u
brojnim objavljenim studijama koje su odredivale razine p-tau na epitopima treonin
181, serin 199 i treonin 231 opisani su sliéni rezultati.”** U jednome od navedenih
istrazivanja, p-tau proteini su sa specificnoS¢u od 92% razlikovali AB od normalnog
starenja, dok im je osjetljivost bila oko 80% i varirala od studije do studije ovisno o
koristenoj ELISA metodologiji.?*®* Osim u AB, p-tau protein nakuplja se i u tridesetak
drugih neurodegenerativnih bolesti, medu kojima se istiCu odrasli bolesnici s Down
sindromom, parkinsonizam-demencija s Guama, demencija s argirofilnim zrncima

(Brakova bolest), FTD, kortikobazalna degeneracija, palido-ponto-nigralna
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degeneracija, demencija boksaca, progresivna supranuklearna paraliza i Gerstmann-

Straussler-Scheinkerova bolest.?*°

Prema rezultatima dosadasnjih studija, razina p-tau proteina u likvoru relativho
dobro korelira s MCI te neurofibrilarnom patologijom AB.?**?>* Osim toga, i ukupni
tau i p-tau pokazali su se kao dobri predskazatelji kognitivnog propadanja u razli€itim
stadijima AB.%**?*® Obzirom da VaD nije karakterizirana nastankom neurofibrilarnih
snopica kao Sto je to sluCaj u AB, te zbog Cinjenice da se biokemijske promjene u
mozgu odrazavaju u likvoru, p-tau proteini mogli bi biti novi i vrijedan bioloSki biljeg

koji bi pomogao razlikovanju AB i VaD.*3

1.3.3. Znacaj bioloskih biljega u diferencijalnoj dijagnostici AB i VaD

Usprkos klinickom pregledu, neuroradiolo$koj obradi i neuropsiholoSkim
testovima za odredivanje kognitivnih deficita, na temelju danas dostupnih kriterija jo$
je uvijek vrlo teSko razlikovati AB i VaD u ranim stadijima bolesti. Buduc¢i da vec¢ u
prodromalnom (pretklinickom) stadiju AB dolazi do nakupljanja senilnih plakova i
neurofibrilarnih snopi¢a €ak i 10-20 godina prije kognitivnih promjena, to je stanje na
mnogo nacina slicno kardiovaskularnim bolestima u kojima aterosklerotski procesi
podinju puno prije nastupa samog sréanog ili mozdanog udara.”®’ S druge strane,
postoji opasnost predimenzioniranja u dijagnostici VaD ukoliko bi se postavljanje te
dijagnoze temeljlo samo na neuroradioloSkoj obradi mozga, obzirom na
neuropatoloSke nalaze definitivne AB s vaskularnim oStecenjima, kao i na tzv.
mijeSanu demenciju u kojoj se klinicki i neuropatoloski ispreplicu AB i VaD. Idealno bi
bilo pronaci bioloski biljeg (ili, vjerojatnije, kombinaciju bioloskih biljega) Cija bi toCnost

bila najbliza “zlathom standardu”, odnosno patohistologkom obducijskom nalazu.?’
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2. HIPOTEZA

Vrijednost ukupnih tau proteina (t-tau) te tau proteina fosforiliranih na treoninu
181 (p-taul81l), serinu 199 (p-taul99) i treoninu 231 (p-tau231) iz likvora su dovoljno
specifiéni (>85%) i osjetljivi (>85%) bioloski biljezi za dijagnosti¢ko razlikovanje AB i

VabD.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Opéi cilj ovog istrazivanja bio je odredivanjem vrijednosti tau proteina u likvoru

doprinijeti ranijem i to€nijem razlikovanju AB i VaD.

3.2. Specifi€ni ciljevi

Specifi¢ni ciljevi bili su:

1) procijeniti osjetljivost i specificnost koncentracija ukupnog tau, p-taul81 i p-
tau199 iz likvora u razlucCivanju ispitanika s AB i VaD podudarnih dobnih skupina,

2) procijeniti imaju li kombinacije pojedinih markera (npr. omjeri p-taul81 /
ukupni tau odnosno p-taul99 / ukupni tau) iz likvora imaju vecu to€nost u
razlikovanju ispitanika s AB i ispitanika s VaD,

3) procijeniti osjetljivost i specificnost koncentracija ukupnog tau, p-taul81l i p-
taul99 iz likvora, te njihovih kombinacija (npr. omjera p-taul81/ukupni tau i p-taul99
/ ukupni tau) u razlucivanju zdravih kontrola u odnosu na ispitanike s postavljenom

klinickom dijagnozom AB, odnosno VaD podudarnih dobnih skupina.
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4. MATERIJALII METODE

4.1. Ukljuéni kriteriji i kriteriji neuklju€ivanja

U ispitivanje je ukupno bilo uklju¢eno 202 bolesnika, od toga 152 bolesnika sa
AB, 18 zdravih kontrolnih ispitanika (KONT), 28 bolesnika s VaD te 4 bolesnika s
mijeSanom demencijom (VaD i AB). Uklju€eni bolesnici ranije nisu lijeCeni

antidementivima.

Kod svih ispitanika su ukljucni kriteriji bili: zivotna dob 50 do 90 godina,
anamnestiCki podaci suspektni na razvoj demencije, uredan neurolo$ki status ili
prisutnost ZariSnog piramidnog ili cerebelarnog odstupanja, broj MMSE bodova 15-27
(uz koreciju MMSE prema dobi i edukaciji), neuropsiholosko testiranje suspektno na
sindrom demencije tipa AB ili VaD, uredan nalaz vitamina B12, folne kiseline,
trijotironina (T3), tiroksina (T4) i tireotropina (thyroid-stimulating hormone, TSH),
CT/MR mozga koji govori za atrofiju mozga ili vaskularne lezije mozga te uredan
nalaz likvora. Kriteriji neuklju€ivanja bili su: dob ve¢a 90 godina, odnosno ispod 50
godina starosti, patoloski nalaz vitamina B12, folne kiseline, T3, T4 i TSH (zbog
moguceg metabolickog uzroka demencije), uredan neuroradiolosSki nalaz ili
neuroradioloski nalaz neke druge patologije, neuropsiholosko testiranje koje ukazuje
da se radi o osobama s teSkom demencijom (MMSE <15) ili uredne kognicije (MMSE
>27) ili da se radi o pseudemenciji odnosno nekom drugom obliku demencije te
patolodki nalaz likvora koji ukazuje na prisutnost infekcije SZS-a ili na
demijelinizacijsku bolest. Nakon toga, ovisno o broju bodova prema HIS ljestvici
bolesnici su podijeljeni u slijedece skupine: vjerojatna Alzheimerova bolest (ispitanici
koji na ljestvici imaju 4 boda ili manje i vjerojatna vaskularna demencija (ispitanici koji
na ljestvici imaju od 7-18 bodova). Bolesnici koji su zadovoljili gore navedene
uklju€ne kriterije, zamoljeni su potpisati Informirani pristak koji uklju€uje i pristanak na
lumbalnu punkciju, kako bi se iz likvora mogli odrediti navedeni biolo$ki biljezi. Svi
bolesnici, odnosno njihove obitelji, bili su upoznati sa svrhom istrazivanja te su dobili
,Obavijest za ispitanika® u kojoj je detaljno opisan nacin izvodenja lumbalne punkcije,
kao i moguc¢e komplikacije tog postupka. Kontrolna skupina bolesnika koja je

zamoljena da sudjeluju u istrazivanju bila je urednog kognitivnhog statusa mjereno
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MMSE ljestvicom. Kod tih je bolesnika lumbalna punkcija iz medicinskih razloga
radena zbog sumnje na polineuropatiju bilo koje etiologije ili zbog sumnje na bolest
motornog neurona, a uz njihova dopustenje je uzeto i 2 ml likvora za ovo istrazivanje.
| oni su potpisali ,Obavijest za ispitanika“ iako su prije hospitalizacije na neuroloSkom
odjelu potpisali pristanak za sve potrebne dijagnostiCke procedure za vrijeme
hospitalizacije. Nakon potpisane ,Obavijesti za ispitanika“, s bolesnicima je
dogovoreno promatranje na NeuroloSkom odjelu Opc¢e bolnice u Varazdinu, gdje je
lumbalnom punkcijom izuzeto 2 ml likvora koji je nakon toga pohranjen, transportiran
i obraden u Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta,

Sveugilista u Zagrebu, Salata 12.
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4.2. KoriSteni ELISA testovi

Kako bi se odredila koncentracija pojedinih bioloskih biljega u likvoru, koristeni
su komercijalno dostupni kitovi za enzimski povezanu imunoapsorpcijsku analizu
(ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Za potrebe ovog istrazivanja kod
odredivanja ukupne koncentracije proteina tau koristen je ELISA kit human Tau Ag
Fujirebio (Ghent, Belgia) kojim je odredivana koncentracija ukupnog tau proteina tj.
svih Sest njegovih izooblika u mozgu. Za odredivanje koncentracije fosforiliranog tau
proteina na epitopu serin 199 (p-tau-199) koristen je ELISA kit proizvodaca Invitrogen
(Camairillo, CA, S.A.D.). Za odredivanje koncentracije tau proteina fosforiliranog na
treoninu 181 (p-tau-181) koristen je ELISA kit Innotest Phospho-Tau proizvodaca
Innogenetics (Ghent, Belgija). Za provodenje ELISA analize koriSten je ELISA citacC
model BIORAD 680 (Bio-rad laboratories, Hercules, CA, S.A.D.). Protokol uzimanja
likvora bio je u potpunosti standardiziran (to je izuzetno vazno za vjerodostojnost
rezultata). Lumbalna punkcija se izvodila u jutarnim satima, izmedu 8 i 10 h, tako da
je likvor izuzet izmedu Ls-L4 ili Ls-Ls intervertebralnog prostora. Nakon Sto je
ispusteno prvih 20 kapi (za osnovnu analizu), uzeto je 2 ml likvora u polipropilenske
tube za sakupljanje likvora. Ako je eventualno dosSlo do traumatske punkcije sa
hemoragizacijom likvora, ti su uzorci isklju€eni iz daljnjih analiza. Likvori su Cuvani na
4°C stupnjeva, umotani u aluminijsku foliju, te u zatvorenoj posudi s ledom
transportirani do laboratorija. Likvor je u laboratoriju centrifugiran 10 minuta na 2000
g na kontroliranoj sobnoj temperaturi, a kako bi se iskljuCile stanice i drugi netopljivi
materijal. Preostala koli¢ina likvora ¢uvana je na temperaturi od -80°C do odredivanja
bioloskih biljiega. Samo odredivanje razina pojedinih biomarkera u likvoru provodeno
je striktno prema detaljnim uputama proizvodaca, uz najmanje dvije interne kontrole
uzoraka kako bi se verificirala konzistentnost rezultata. Ukoliko bi se rezultati internih
kontrola za bilo koji ispitivani bioloSki biljeg razlikovali viSse od 20%, mjerenje je
ponovljeno, pa ako je ista razlika ustanovljena i nakon ponovljenog mjerenja, takav je

uzorak izuzet iz daljnje obrade.
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5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U obradi dobivenih rezultata koriStene su sljedece statisticke metode i testovi:
1) Faktorski skor, 2) t-test i jednostruka analiza varijance (ANOVA), 3) Kruskal-Wallis
test (kad nisu bile zadovoljene pretpostavke za izvodenje jednosmjerne analize
varijance), 4) Mann-Whitney test (kao neparametrijska alternativa t-testu za neovisne
uzorke), 5) Kolomogorov-Smirnovljev test s Bonferronijevom korekcijom kod
viSestrukih usporedbi, 6) analiza krivulje osjetljivosti dijagnosti¢kog testa (Receiver-
Operating characteristic, ROC), 7) Pearsonov koeficijent korelacije (kada je postojala
linearna povezanost i neprekidna normalna distribucija promatranih varijabli), 8)
Spearmannov koeficijent korelacije (kada nije bilo moguce primijeniti Pearsonov
koeficijent korelacije).

Klinicki parametri (broj MMSE bodova, dob bolesnika i trajanje bolesti), kao i
koncentracije triju markera iz likvora (t-tau, p-taul81 i p-taul99) su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) uz raspon, te pomo¢u medijana, 25. i
75. percentile i interkvartiinog raspona. Kolmogorov-Smirnov test (uz Bonferronijevu
korekciju) koristen je za utvrdivanje normalnosti raspodjele pojedinih parametara
(demografskih, klini¢kih, laboratorijskih). Koristen je takoder i faktorski skor kao
metoda multidimenzionalne analize kojom se opisuje medusobna povezanost vecéeg
broja promijenjivih izvornih varijabli pomocu manjeg broja zajednickih faktora ili
pomocu jedne varijable koja ih bolje opisuje, odnosno bolje objasnjava njihovu
medusobnu povezanost.

Za usporedbu vrijednosti demografskih, klini¢kih i laboratorijskih parametara
izmedu proucavanih skupina koriSten je neparametrijski Kruskal-Wallis test, nakon
kojeg je u slucCaju dobivene znacCajne povezanosti izmedu pojedinih skupina ucinjen
Mann-Whitney U-test za usporedbu parova. Kada je to bilo moguce, za usporedbe je
takoder koristen i t-test, a dobiveni rezultati usporedeni s rezultatima Mann-Whitney
U-testa.

Analiza ROC krivulje (grafi¢ki prikaz pomocéu kojega se na x-osi nalazi odnos
lazno-pozitivnih rezultata (1-specificnost), a na y-osi odnos stvarno-pozitivnih
rezultata (osjetljivost) za razliCite mogucnosti granicnih (cut-off) vrijednosti odredenog
biomarkera ili kombinacije biomarkera koristena je za procjenu dijagnostiCke

vrijednosti parametara iz likvora u razlikovanju ispitivanih skupina.
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Grani¢ne vrijednosti pojedinog bioloSkog biljega iz likvora definirane su kao
vrijednosti na ROC krivulji u kojima je umnozak osjetljivosti i specificnosti dosegla
maksimum. Dodatno je odredivana i specificnost markera u razlikovanju izmedu
skupina, pri E¢emu je osjetljivost uvijek bila postavljena na 85% (ili viSe).

Osjetljivost i specificnost su prikazane uz interval pouzdanosti (confidence
interval, Cl) od 95%. Dodatno je prikazana i povrSina ispod ROC krivulje (area under
curve, AUC) kao indikator to€¢nosti rezultata. Korelacija izmedu pojedinih klini¢kih
parametara te vrijednosti markera iz likvora je analizirana upotrebom Spearmanovog

testa (r) ili Pearsonovog koeficijenta korelacije (rs).
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6. REZULTATI

6.1. Demografski podacii vrijednosti ukupnog tau, p-taul81i p-taul99 u
likvoru oboljelih od AB, VaD, AB+VaD i zdravih kontrolnih ispitanika

Klinicki parametri dobi, spola, broja MMSE bodova te koncentracija triju
markera iz likvora (t-tau, p-taul8l i p-taul99) prikazani su kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD), medijan te 25. i 75. percentile u Tablici 1.

Dodatno je u Tablici 1 naveden i faktorski skor. Uz pomocC te
multidimenzionalne analize koriStena je mogucnost kombiniranja veéeg broja
medusobno povezanih izvornih varijabli (vrijednosti ukupni tau, p-taul81 i p-taul99)
u jednu zajedniCku varijablu koja ih bolje opisuje, odnosno bolje objadnjava njihovu
medusobnu povezanost. Usporedba vrijednosti izmedu skupina u odnosu na broj
MMSE bodova, vrijednosti ukupnog tau proteina, p-taul81 i p-tau199 ucinjena je
Kolmogorov — Smirnovljevim testom normalnosti, a rezultati te analize su prikazani u
Tablici 2.
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Tablica 1. Demografski podaci i vrijednosti bioloskih biljega.

Grupa Ukupni tau (pg/ml) p-taul81 (pg/ml) p-tau199 (pg/ml) Faktorski skor (ukupni Dob Spol MMSE
tau, p-taul81, p-tau199) .
(broj Srednja Zvs M Srednja
ispitanika) vrijednost vrijed-
- — - — - — - — +SD nost +
Srednja Medijan Srednja Medijan Srednja Medijan Srednja Medijan sSD
vrijednost (25-75. vrijednost (25-75 vrijednost (25-75 vrijednost + (25-75
+ SD percentila) + SD percentil + SD percentila) SD percentila)
a)
AB (152) 5324 + 439.3 79.7 + 68.6 4.557 3.594 0.0935 + -0.2078 (- 71+8.0 83 vs. 69 204 £
377.1 (257.3 - 47.3 (52.4 - 3.987 (1.875 - 1.0061 0.6361 — 4.4
666.6) 94.7) 6.367) 0.6702)
KONT (18) 2714 185.1 375+ 30.9 2.365 2.383 -0.7637 + -0.7601 (- | 59+14.8 8vs. 10 285 +
265.9 (83.5- 22.4 a7.0- 1.640 (0.984 — 0.4600 1.0354 - - 1.8
334.0) 56.8) 3.188) 0.6461)
VabD (28) 505.1 £ 429.8 69.2 + 50.9 4.227 = 2.657 -0.0502 + -0.3379 (- 70+£9.6 15vs. 13 226+
3141 (237.5- 43.4 (39.1- 4.459 (1.389- 1.0466 0.7615 — 45
692.0) 93.2) 5.763) 0.5082)
VaD + AD 652.3 + 765.5 81.7 90.6 4.436 3.950 0.2357 0.4485 (- 74 £10.3 1vs.3 193+
4) 402.9 (228.3 - 27.8 (53.2 - 3.557 (1.406 — 0.9728 0.7730 — 3.3
963.0) 101.3) 7.952) 1.0317)

AB, ispitanici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, ispitanici s vaskularnom demencijom; MMSE, mala ljestvica mentalnog stanja (Mini-Mental State Examination); SD,

standarnda devijacija; Z, Zenski spol, M, muski spol.
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Tablica 2. Kolomogorov-Smirnovljev test normalnosti za ukupni tau, p-taul81 i p-

taul99.
Skupina Kolomogorov — Smirnovljev test normalnosti (KS test)
(broj ispitanika)
ukupnitau | p-taul8l p-taul99 Faktorski skor MMSE Dob
(t-tau, p-taul8i, p-
taul99)
AB (152) p =0.007* | p=0.008* | p=0.004* | p=0.014* p = 0.080 p=0.244
KONT (18) p =0.280 p =0.707 p =0.904 p =0.427 p =0.993 p =0.249
VaD (28) p =0.753 p =0.125 p =0.072 p =0.378 p = 0.403 p =0.518
VaD + AD (4) p =0.952 p =0.678 p =0.908 p =0.961 p =0.912 p =0.990

FS, faktorski skor; AB, ispitanici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, ispitanici s vaskularnom
demencijom; MMSE, broj bodova na mini ljestvici mentalnog stanja (Mini-Mental State Examination).

*Nije normalna raspodjela unutar navedenih skupina.

Budu¢i da je Kolmogorov-Smirnovljev test pokazao kako vrijednosti bioloSkih biljega
nemaju normalnu raspodjelu u skupini ispitanika s AB, pored parametrijskih su

ucinjeni i neparametrijske testovi, kao Sto je nize prikazano.

Analizirane su sve Cetiri skupine: skupina ispitanika s AB, skupina ispitanika s ,
skupina ispitanika s ,mijeSanom demencijom“ (VaD + AB), te skupina zdravih
kontrolnih ispitanika (KONT). Zbog viSestrukih usporedbi je u daljnjoj analizi uvedena
Bonferronijeva korekcija, pri ¢emu se razina statistiCke znacajnosti podijelila s brojem
usporedbi izmedu skupina (za Cetiri skupine radi se o sveukupno Sest usporedbi pa

je potrebna razina statisticke znacajnosti bila a = 0.05/6, tj. 0.008).

6.2. Usporedba vrijednosti ukupnog tau, p-taul8l, p-tau199 izmedu cdetiriju
analiziranih skupina (AB, VaD, VaD+AB i KONT)

Vrijednosti ukupnog tau su se znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivane skupine
(AB, VaD, VaD+AB i KONT) (F = 2.855; st. sl. = 3, 198; p = 0.038), (x> = 13.873; st.
sl. = 3, p = 0.003*). Usporedba vrijednosti ukupnog tau izmedu pojedinacnih skupina
je prikazana u Tablici 3. i na Slici 1.
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Tablica 3. Usporedba vrijednosti ukupnog tau proteina izmedu pojedinih skupina
(AB, VaD, VaD+AB i KONT).

Ukupni tau T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=2.752, st. sl.st. sl. =168, p = | (U=654,Z=-3.616, p<0.001) *
0.007)*

AB vs VaD (t=0.238, st. sl.st. sl. =178, p = | (U=2105,Z =-0.091, p = 0.928)
0.812)

AB vs VaD+AB (t=-0.674, st. sl.st. sl. = 154, p (U=227,Z=-0.863, p =0.388)
=0.501)

VaD vs KONT (t=2.612, st. sl.st.sl. =44, p = (U=124,7=-2.881, p=0.004) *
0.012)*

VaD vs VaD + AB (t=0.848, st. sl.st. sl. =30, p = (U=41,Z=-0.855, p =0.393)
0.403)

VaD + AB vs KONT | (t=2.371, st. sl.st. sl. =20, p = (U=17,Z=-1.617, p =0.106)
0.028)*

AB, ispitanici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, ispitanici s vaskularnom
demencijom; VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statisticka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve korekcije.
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Slika 1. Vrijednosti ukupnog tau proteina izmedu pojedinih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija). 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 crnim kruzi¢em prikazana vrijednost koja odstupa od ostalih podataka u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira
mjeredi od kraja okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan ili strSalo (mild outlier ili outlier). * oznacava statistiCku signifikantnost
p <0,05.
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Vrijednosti p-tau181 su se znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivane skupine (AB,
VaD, VaD+AB i KONT) (F = 4.892; st. sl. = 3, 198; p = 0.003), ()(2 = 22.649; st. sl. =
3, p < 0.001*). Usporedba vrijednosti p-tau181 izmedu pojedina¢nih skupina je

prikazana u Tablici 4. i na Slici 2.

Tablica 4. Usporedba vrijednosti p-tau181 izmedu pojedinih skupina (AB, VaD, VaD

+ AB i KONT).

p-taul81 T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=3.720, st. sl. =168, p < (U=478,Z=-4507, p<0.001) *
0.001)*

AB vs VaD (t=121.092,st.sl. =178, p = (U=1700, Z=-1.689, p =0.091)
0.276)

AB vs VaD + (t=-0.086, st. sl. =154, p = (U =246, Z=-0.650, p = 0.515)

AB 0.932)

VaD vs KONT | (t=3.358,st.sl. =44,p = (U=125,7Z=-2.858, p=0.004) *
0.002)*

VaDvsVaD + | (t=-0.557,st.sl.=30,p= (U=41, Z=-0.855, p=0.393)

AB 0.582)

VaD + AB vs (t=3.425,st.sl. =20,p = U=7,Z2=-2.469, p=0.014) *

KONT 0.003)*

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije$§ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znac¢ajnost izgubljena nakon Bonferronijeve

korekcije.
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Slika 2. Vrijednosti p-taul81 izmedu pojedinih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

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 crnim kruzi¢ima 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 ( mild outlier ili outlier). * oznaCava

statisticku signifikantnost p<0,05.
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Vrijednosti p-tau199 su se znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivne skupine (AB,
VaD, VaD+AB i KONT) (F = 1.681; st. sl. = 3, 198; p = 0.172), (XZ: 7.402; st. sl. = 3,
p = 0.060). Usporedba vrijednosti p-taul99 izmedu pojedina¢nih skupina je

prikazana u Tablici 5. i Slici 3.

Tablica 5. Usporedba vrijednosti p-tau199 izmedu pojedinih skupina (AB, VaD, VaD

+AB i KONT).

p-taul99 T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=2.304, st. sl. =168, p = 0.022) * | (U =853, Z=-2.609, p = 0.009) *
AB vs VaD (t=0.393, st. sl. =178, p = 0.695) (U=1840,Z=-1.135, p = 0.256)
AB vs VaD+AB (t=0.060, st. sl. =154, p = 0.952) (U=292.5,7=-0.129, p = 0.897)
VaD vs KONT (t=-0.632, st. sl. = 44, p = 0.531) (U=201,Z=-1.149, p = 0.250)

VaD vs VaD + AB

(t=-0.087, st. sl. =30, p =0.931)

(U=47.5,Z=-0.485, p = 0.628)

VaD + AB vs KONT

(t=1.831, st. sl. = 20, p = 0.082)

(U=21.5,7=-1.236, p = 0.217)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD+AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

Plavo su oznaéene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve

korekcije.
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Slika 3. Vrijednosti p-tau199 izmedu pojedinih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

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 crnim kruzi¢ima prikazana vrijednost
koja odstupa od ostalih podataka u skupini za 1,5 - 3 duzine okvira mjerec¢i od kraja
okvira te se naziva blago nepodoban ¢lan (mild outlier ili outlier). * oznaCava

statistiCku signifikantnost p < 0,05.
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Vrijednosti dobi su se znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivne ispitivane skupine

(AB, VaD, VaD+AB i KONT) (F =8.9; st. sl. =3, 197; p < 0.001), (x2= 12.205; st. sl. =

3, p = 0.007). Vrijednosti dobi izmedu ispitivanih skupina su prikazane u Tablici 6.

Tablica 6. Usporedba prosjecnih vrijednosti dobi izmedu pojedinih ispitivanih skupina
— AB, VaD, VaD + AB i KONT).

DOB T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=-0.452, st. sl. = 167, p = 0.652) (U=635,Z=-3.437, p=0.001) *
AB vs VaD (t=0.810, st. sl. =178, p = 0.419) (U =2035, Z=-0.365, p = 0.715)
AB vs VaD+AB (t=-0.760, st. sl. = 154, p = 0.448) (U=253,Z=-0.572, p = 0.567)
VaD vs KONT (t=2.855, st. sl. =43, p = 0.007)* (U=132,Z=-2.484,p=0.013) *
VaD vs VaD+AB (t=-0.873, st. sl. =30, p =0.390) (U=43,Z=-0.742, p = 0.458)

VaD+AB vs KONT

(t=1.882, st. sl. = 19, p = 0.075)

(U=125, Z=-1.927, p = 0.054)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve

korekcije.
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Analiza broja bodova postignutih na MMSE ljestvici (usporedba prosjec¢nih vrijednosti

izmedu sve Cetiri analizirane skupine istovremeno — AB, VaD, VaD+AB i KONT)

pokazala je visoki stupanj znadajnosti: F = 17.569; st. sl. = 3, 193; p < 0.001, x* =

42.296; st. sl. = 3, p < 0.001. Testiranje razlika u prosje¢nom broju bodova na MMSE

ljestvici izmedu pojedinih ispitivanih skupina prikazano je u Tablici 7. i na Slici 4.

Tablica 7. Usporedba prosjecnog broja bodova na MMSE ljestvici izmedu pojedinih
skupina — AB, VaD, VaD + AB i KONT).

MMSE T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=-1.204, st.sl. =163, p = (U=575,Z=-6.065, p <0.001)*
0.230)

AB vs VaD (t=-2.456, st. sl. =176, p = (U=1476, Z =-2.499, p = 0.012)*
0.015)*

AB vs VaD + AB

(t=0.501, st. sl. = 152, p = 0.617)

(U=234.5,Z = -0.746, p = 0.456)

VaD vs KONT

(t=-0.109, st. sl. = 44, p = 0.914)

(U=41, Z = -4.334, p < 0.001)*

VaD vs VaD + AB

(t=1.437, st. sl. = 30, p = 0.161)

(U=26,Z=-1.717, p = 0.086)

VaD + AB vs KONT

(t=-7.527, st. sl. = 17, p < 0.001)*

(U=0.0, Z = -3.086, p < 0.001)*

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije$§ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve

korekcije.
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Slika 4. Prosje€an broj bodova na MMSE ljestvici po ispitivanim skupinama.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Rezultati su prikazani kao okvir dijagrami gdje bridovi okvira predstavljaju 25. i 75. percentilu, a njihova razlika interkvartilni
raspon.

41



6.3. Usporedba vrijednosti faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99) za
skupine ispitanika s AB, VvVaD, VaD + AB te skupinu zdravih kontrolnih
ispitanika

Kada se analizirala vrijednost faktorskog skora dobivenog kombinacijom ukupni tau,
p-taul8l i p-taul99 Cetiriju analiziranih skupina — AB, VaD, VaD + AB i KONT)
dobiveni su sljedeéi rezultati: F = 4.236; st. sl. = 3, 198; p = 0.006%, x° = 17.212; st. sl.
=3, p =0.001*. To je prikazano u Tablici 8. i na Slici 5.

Tablica 8. Faktorski skor izmedu skupina (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99 i
usporedba izmjerenih vrijednosti izmedu pojedinih skupina AB, VaD, VaD + AB i
KONT).

(Kombinacija T-test Mann-Whitney test

ukupni tau, p-

taul81 i p-taul99

AB vs KONT (t=3.564, st. sl. =168, p < (U=558,7=-4.102, p<0.001) *
0.001)*

AB vs VaD (t=0.691, st. sl. =178, p =0.491) | (U=1876, Z=-0.995, p = 0.320)

AB vs VaD + AB (t=-0.279, st.sl. =154, p = (U =258, Z=-0.516, p = 0.606)
0.780)

VaD vs KONT (t=-2.720, st. sl. =44, p = 0.009)* | (U=138, Z=-2.556, p=0.010) *

VaDvs VaD + AB | (t=-0.515,st.sl. =30,p=0.611) | (U=43,Z=-0.741, p = 0.491)

VaD + AB vs (t=-3.187, st. sl. = 20, p = 0.005)* | (U=15,Z=-1.778, p = 0.081)

KONT

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije$ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve
korekcije.

Iz tablice je vidljivo da je faktorski skor odnosno kombinacija tau proteina u pojedinim
skupinama statisticki bila znacajno jedino kada je skupina bolesnika s AB promatrana

u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih ispitanika, Sto je prikazano i na Slici 5.
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Slika 5. Faktorski skor (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99) te usporedba vrijednosti
izmedu pojedinih skupina - AB, VaD, VaD + AB i KONT).

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija). 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 crnim kruzi¢ima 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 (mild outlier ili outlier). * ozna¢ava statisti¢ku znaéajnost (p < 0,05).
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6.4.

Korelacije izmedu bioloskih biljega

U ovom potpoglavlju promatrali smo korelaciju izmedu pojedinih bioloskih

biljega, odnosno zavisnost ukupnog tau u odnosu na p-taul81, zavisnost ukupnog

tau u odnosu na p-tau199 te meduodnos p-taul81 i p-taul99 (Tablica 9, Slika 6-8).

Koriste¢i Pearsonovu korelaciju (r), taj smo medusobni odnos izmedu dviju varijabli

grafiCki prikazali uz pomo¢ dijagrama rasprsenja (scatterplot diagram), pri ¢emu su

vrijednosti jedne varijable prikazane na apscisi, a druge na ordinati. Ukoliko nije

postojao linearni oblik povezanosti medu varijablama, koristili smo Spearmanov

koeficijent korelacije (rs).

Tablica 9. Tablicni prikaz korelacije bioloskih biljega koriStenjem Pearsonove i

Spearmanove korelacije uz prethodnu Bonferronijevu korekciju od a = 0.008.

Korelacije Ukupni tau vs p-taul81 Ukupni tau vs p-taul99 p-taul81 vs p-taul99
bioloskih
biljega
Pearsonova Spearmanova Pearsonova Spearmanova Pearsonova Spearmanova
korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija
Svi (r =0.515, (rs =0.677, (r =0.549, (rs =0.570, (r =0.587, (rs =0.680,
ispitanici | st. sl.= 200, st. sl.= 200, st. sl.= 200, st. sl.= 200, st. sl. = 200, st. sl. = 200,
p <0.001)* p <0.001)* p < 0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p <0.001)*
AB (152) | (r =0.446, (rs =0.642, (r =0.529, (rs=0.562, (r=0.583, (rs =0.719,
st. sl. = 150, st. sl. =150, st. sl. =150, st. sl. = 150, st. sl. =150, st. sl. = 150,
p <0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p <0.001)*
KONT (18) | (r =0.547, (rs =0.463, (r =0.224, (rs =0.234, (r =-0.239, (rs =-0.119,
st. sl . = 16, st. sl. = 16, st. sl. =16, st. sl. = 16, st. sl. = 16, st. sl. = 16,
p =0.019) p = 0.053) p =0.371) p = 0.351) p = 0.340) p = 0.639)
VaD (28) | (r=0.788, (rs =0.725, (r=0.657, (rs =0.612, (r =0.616, (rs =0.743,
st. sl. = 26, st. sl. = 26, st. sl.= 26, st. sl.= 26, st. sl.=26, st. sl. = 26,
p <0.001)* p <0.001)* p <0.001)* p = 0.001)* p < 0.001)* p <0.001)*
VaD + AD | (r=0.936, (rs =0.800, (r =0.722, (rs =0.800, (r=0.860,
(4) st. sl.= 2, st. sl.= 2, st. sl.= 2, st. sl.= 2, st.sl. =2,
p = 0.064) p = 0.200) p =0.278) p = 0.200) p = 0.140)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije$§ana demencija).
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Slika 6. Korelacija ukupnog tau i p-taul81 izmedu skupina ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 7. Korelacija ukupnog tau i p-tau199 izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 8. Korelacija p-tau181 i p-tau199 izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Osim toga, promatrali smo i korelaciju izmedu prosje¢nog broja bodova na MMSE

ljestvici i prosjecnih vrijednosti pojedinih bioloskih biljega po skupinama, odnosno

zavisnost MMSE u odnosu na t-tau, zavisnost MMSE u odnosu na p-taul81 i

zavisnost MMSE u odnosu na p-taul99 (Tablica 10, Slike 9-11). Za analizu odnosa

navedenih varijabli takoder su koriStene i Pearsonov (r) i Spearmanov koeficijent

korelacije (rs).

Tablica 10. Tabli¢ni prikaz korelacije MMSE, ukupnog tau, p-taul81 i p-taul99

koriStenjem Paersonove

Bonferronijevu korekciju od a = 0.008.

(r) i

Spearmanove (rs) korelacije uz

prethodnu

Korelacije MMSE
i bioloskih biljega

MMSE vs ukupni tau

MMSE vs p-taul81

MMSE vs p-taul99

Pearsonova | Spearmanova | Pearsonova | Spearmanova | Pearsonova | Spearmanova
korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija
Svi ispitanici (r=-0.206, (rs=-0.205, (r=-0.218, (rs=-0.256, (r=-0.109, (rs=-0.166,
(n=197) st.sl. =195, | st.sl. =195, p | st.sl. =195, | st.sl. =195, st. sl. =195, | st. sl. =195,
p = 0.004)* = 0.004)* p = 0.002)* p < 0.001)* p =0.126) p = 0.020)
AB (150) (r=-0.175, (r=-0.151, (r=-0.114, (rs=-0.148, (r =-0.049, (rs=-0.116,
st. sl. =148, | st. sl. =148, st. sl. =148, | st. sl. =148, st. sl. =148, | st. sl. =148,
p = 0.032)* p = 0.065) p =0.163) p =0.071) p = 0.552) p =0.157)
KONT (15) (r=0.361, (rs=0.415, (r=-0.202, (rs=-0.098, (r =-0.690, (rs=0.743,
st. sl. = 13, st. sl .= 13, st.sl. =13, p | st. sl. =13, st. sl .= 13, st. sl. = 163,
p = 0.186) p =0.124) =0.470) p=0.727) p = 0.004)* p = 0.002)*
VaD (28) (r =-0.122, | (rs=-0.163, (r=-0.190, (rs=-0.075, (r=-0.157, (rs=-0.108,
st. sl.=26, st. sl. = 26, st. sl.= 26, st. sl. = 26, st. sl.=26, st. sl. = 26,
p = 0.538) p = 0.408) p =0.332) p = 0.703) p = 0.424) p = 0.585)
VaD + AD (4) (r=0.124,st. (rs=-0.105,st. (r=0.363,st. (rs=0.211,st. (r=0.135,st. (rs=0.211,st.
sl.=2, sl.=2, sl.=2, sl.=2, sl.=2, sl.=2,
p=0.876) p=0.895) p=0.637) p=0.789) p=0.865) p=0.789)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve

korekcije.
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Slika 9. Korelacija ukupnog tau i MMSE izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, ispitanici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).
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Slika 10. Korelacija p-tau181 i MMSE izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 11. Korelacija p-tau199 i MMSE izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).
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6.5. Osjetljivost i specificnost ispitivanih bioloskih biljega

U ovom potpoglavlju smo analizirali osjetljivost i specifi€nost bioloskih biljega

pomoc¢u ROC krivulje.

Ukupni tau je razlikovao bolesnike s AB od zdravih kontrolnih ispitanika sa 67.1%
osjetljivosti i 77.8% specifiCnosti. Izlu€na (cut-off) vrijednost ukupnog tau je bila 302.5
pg/ml (-AUC = 0.761, p < 0.001) (Slika 12).

AB i KONT (ukupni tau)

Osjetljivost

00 T T T T
00 0.2 04 06 08 1.0

1 - specificnost

Slika 12. Analiza ROC krivulje za ukupni tau izmedu AB i KONT skupine ispitanika.

AB. Bolesnici s Alzheimerovom bolesti, KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Biolo$ki biljeg p-taul81l je razlikovao bolesnike s AB od zdravih kontrola s 81.6%

osjetljivosti i 72.2% specifiCnosti. 1zlu€na vrijednost P-taul81 je bila 46.8 pg/ml (AUC
=0.825, p <0.001) (Slika 13).

AB i KONT (p-tau,g)

Osjetljivost

0.0 02 04 06 08

1 - specificnost

Slika 13. Analiza ROC krivulje za p-tau181 izmedu AB i KONT skupine ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.

53



Biolo$ki bilieg p-taul99 je razlikovao bolesnike s AB od zdravih kontrola s 58.6%

osjetljivosti i 77.8% specificnosti. I1zlu€na vrijednost p-taul99 je bila 3.063 pg/ml (AUC

= 0.688, p = 0.009) (Slika 14).

AB i KONT (p-tauyqo)

0,84

0,64

0,44

Osjetljivost

0,24

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 — specificnost

Slika 14. Analiza ROC krivulje za p-taul99 izmedu AB i KONT skupine ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Kada je odreden faktorski skor, odnosno kada su se sve tri varijable tau proteina
spojile u jednu, dobiveni su sljedeci rezultati: faktorski skor (ukupni tau, p-taul81l, p-
tau199) je razlikovao bolesnike s AB od zdravih kontrola sa 77% osjetljivosti i 77.8%
specificnosti. Izlu€na vrijednost faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99) je
bila -0.6770133 (AUC = 0.796, p < 0.001) (Slika 15).

AB i KONT (ukupni tau, p-tau,g,, p-tau,q)

Osjetljivost

00 T T T T
00 0.2 04 06 08 1,0

1 — specificnost

Slika 15. Analiza ROC krivulje za faktorski skor (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99)
izmedu AB i KONT skupine ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.

Na isti nac¢in provedena je analiza ROC krivulje za ispitanike s VaD u odnosu na

kontrolne ispitanike.
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Ukupni tau je razlikovao bolesnike s VaD od zdravih kontrolnih ispitanika sa 67.9%
osjetljivosti i 77.8%specifiCnosti. Izlu¢na (cut-off) vrijednost ukupnog tau je bila 345.9

pg/ml (-AUC = 0.754, p < 0.004) (Slika 16).

VaD i KONT (ukupni tau)

Osjetljivost

T T
0.0 0.2 04 06 08 1.0

1 - specificnost

Slika 16. Analiza ROC krivulje za ukupni tau izmedu VaD i KONT skupine ispitanika.

VaD, bolesnici sa vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Biolo$ki biljeg p-taul81l je razlikovao oboljele od VaD od zdravih kontrola s 82.1%

osjetljivosti i 61.1% specifiCnosti. 1zlu€na vrijednost p-taul81 je bila 36.4 pg/ml (AUC
=0.752, p < 0.004) (Slika 17).

VaD i KONT (p-tau,gq)

o
@
]

Osjetljivost

0.47

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - specificnost

Slika 17. Analiza ROC krivulje za p-taul81 izmedu VaD i KONT skupine ispitanika.

VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Biolo$ki biljeg p-taul99 je razlikovao bolesnike s VaD od KONT sa 46.4% osjetljivosti
i 72.2% specificnosti. 1zlu€na vrijednost p-taul99 je bila 2.887 pg/ml (AUC = 0.601, p

= 0.251) (Slika 18).

VaD i KONT (p-tauygo)

1.07

0.87

0.6+

Osjetljivost

0.0 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 — specificnost

Slika 18. Analiza ROC krivulje za p-tau199 izmedu VaD i KONT skupine ispitanika.

VabD, bolesnici s vaskularnom demencijom;

KONT, zdravi kontrolni ispitanici.

58



Faktorski skor proveden je i za skupinu bolesnika s VaD u usporedbi s kontrolnom
skupinom ispitanika. Kada je odreden faktorski skor, odnosno kada su sve ftri
varijable tau proteina spojene u jednu, dobiveni su sljedeci rezultati: faktorski skor
(ukupni tau, p-taul81, p-taul99) je razlikovao oboljele od VaD od KONT skupine
ispitanika sa 64.3% osjetljivosti i 77.8% specifiCnosti. 1zlu€na vrijednost faktorskog
skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99) je bila -0.6453601 (AUC = 0.726, p < 0.010)
(Slika 19).

VaD i KONT (ukupni tau, p-tau,gq, p-tauyq)

Osjetljivost

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 — specifichost

Slika 19. Analiza ROC krivulje za faktorski skor (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99)
izmedu VaD i KONT skupine ispitanika.

VaD, bolesnici sa vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Analiza podataka za bolesnike iz skupine mijeSane demencije (VaD + AB) pokazala
je da je ukupni tau razlikovao ispitanike iz te skupine od KONT skupine sa 75%
osjetljivosti i 94.4% specificnosti. Izlu€na (cut-off) vrijednost ukupnog tau je bila 624.5

pg/ml (AUC = 0.764, p < 0.106) (Slika 20).

VaD + AB i KONT (ukupni tau)

1.0

0,89

Osjetljivost

0,249

0,0 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - specificnost

Slika 20. Analiza ROC krivulje za ukupni tau izmedu VaD + AB i KONT skupine
ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Biolo&ki biljeg p-taul99 je razlikovao oboljele od VaD + AB od zdravih kontrola sa
75% osjeljivosti i 100% specifiCnosti. Izlucna vrijednost p-taul99 je bila 87.2 pg/ml
(AUC =0.903, p = 0.14) (Slika 21).

VaD + AB i KONT (p-tau,g)

/

0,5 /

Osjetljivost

0,44

0,0 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 — specificnost

Slika 21. Analiza ROC krivulje za p-tau199 izmedu VaD + AB i KONT skupine
ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.



Biolo$ki biljeg p-taul81l je razlikovao oboljele od VaD + AB od zdravih kontrola sa
75% osjetljivosti i 77.8% specificnosti. 1zlu€na vrijednost p-taul81 je bila 3.375 pg/ml
(AUC =0.701, p =0.217) (Slika 22).

VaD + AB i KONT (p-tauyg)

10

0,84

0,64

0,49

Osjetljivost

0,0 T T T T
00 02 04 06 08 1.0

1 - specifiénost

Slika 22. Analiza ROC krivulje za p-tau181 izmedu VaD + AB i KONT skupine
ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Faktorski skor proveden je i za skupinu ispitanika s mijeSanom demencijom (VaD +
AB) u usporedbi sa zdravim kontrolama. Kada je odreden faktorski skor, odnosno
kada su sve tri varijable tau proteina spojene u jednu, dobiveni su sljedeci rezultati:
faktorski skor (ukupni tau, p-taul81, p-taul99) je razlikovao oboljele od VaD + AB od
zdravih kontrola sa 75% osjetljivosti i 94.4% specificnosti. 1zluéna vrijednost
faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99) je bila 0.015311 (AUC = 0.792, p <
0.074) (Slika 23).

VaD + AB i KONT (ukupni tau, p-tau,g,, p-taugo)
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ry /
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Osjetljivost
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Slika 23. Analiza ROC krivulje za faktorski skor (ukupni tau, p-taul81 i p-taul99)
izmedu VaD + AB i KONT skupinu ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Svi rezultati analiza ROC krivulja koji su ranije prikazani u ovom potpoglavlju su usporedno prikazani i u Tablici 11.

Tablica 11. Osijetljivost, specificnost i izlu€na vrijednost za ukupni tau, p-taul81, p-taul99 i FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99)

AB vs KONT VaD vs KONT AB+VaD vs KONT

Ukupni | p-taul81 | p-taul99 | FS Ukupni | p-taul81 | p-taul99 | FS Ukupni p-taul81 | p-taul99 FS

tau tau tau
Osjetljivost
(%) 67.1 81.6 58.6 77 67.9 82.1 46.4 64.3 75 75 75 75
Specifi€nost
(%) 77.8 72.2 77.8 77.8 77.8 61.1 72.2 77.8 94.4 100 77.8 94.4
I1zluéna
vrijednost 302.5 46.8 3.063 -0.6770133 345.9 36.4 2.887 -0.6453601 624.5 87.2 3.375 0.015311
(pg/ml)

FS,faktorski skor; AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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6.6. Bioloski biljeg p-tau231

6.6.1. Usporedba vrijednosti p-tau231, FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99, p-
tau231) i FS (MMSE i p-tau231) izmedu bolesnika s AB, VaD, VaD + AB te
zdravih kontrola

S obzirom na to da nismo u potpunosti bili zadovoljni rezultatima dobivenim
odredivanjem t-tau, p-taul81 i p-taul99 u razlikovanju AB i VaD, odredivane su i
razine bioloSkog biljega p-tau231 koriStenjem ELISA testova. UCinjeno testiranje
normalnosti raspodjele p-tau231, FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231) i FS
(MMSE, p-tau231) unutar ispitivanih skupina je prikazano u Tablici 12. Takoder je
napravljen faktorski skor kombinacijom svih ispitivanih bioloSkih biljega (ukupni tau,
p-taul8l, p-taul99, p-tau231) i kombinacijom broja MMSE bodova i p-tau231.
Vrijednosti p-tau231 i FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231) su prikazane u
Tablicama 13i 14 te Slikama 24-26.

Tablica 12. Testiranje normalnosti p-tau231 i FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-
tau231).

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Skupina Kolomogorov — Faktorski skor Faktorski skor
Smirnovljev test (ukupni tau, p- (MMSE, p-tau231)
(broj ispitanika u normalnosti taul81, p-taul99, p-
skupini) p-tau231 tau231)
AB (146) p <0.001 p = 0.008 p =0.029
KONT (18) p =0.043 p =0.492 p =0.318
VaD (20) p = 0.594 p=0.391 p = 0.402
VaD + AB (3) p =0.999 p =0.880 p =0.999
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Tablica 13. Usporedba p-tau231 i faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99,
p-tau231) izmedu AB, VaD, AB + VaD i KONT skupina ispitanika.

Group

p-tau231

(U/ml)

Faktorski skor (ukupni tau, p-taul81, p-

tau199, p-tau231)

(broj ispitanika u Srednja vrijednost Medijan Srednja vrijednost Medijan
skupini) +SD (25-75. percentila) + SD (25-75. percentila)

AB (146) 3.501 £ 5.007 1.758 0.1148 + 1.0338 -0.2035
(0.805 — 3.493) (-0.6490 — 0.5991)

KONT (18) 0.907 £ 1.481 0.587 -0.7473 £ 0.4486 -0.7469
(0.164 — 0.803) (-1.0306 - -0.6143)

VaD (20) 1.324 £ 0.704 1.098 -0.1495 £ 0.8511 -0.3864
(0.763- 1.905) (-0.6993- 0.1924)

VaD + AD (3) 1.972 £1.798 2.122 -0.1054 £ 0.8292 0.2654

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

Tablica 14. Usporedba faktorskog skora (MMSE, p-tau231) izmedu AB, VaD, VaD +
AB i KONT skupine ispitanika.

Skupina Faktorski skor (MMSE, p-tau231)
Srednja Medijan
(broj ispitanika u vrijesnost + SD (25-75. percentila)
skupini)
AB (144) -0.1951 £ 0.9771 0.0487
(-0.5589 — 0.4655)
KONT (15) 1.2512 £ 0.3182 1.4310
(1.0136 — 1.5159)
VaD (20) 0.4847 + 0.6916 0.7719
(-0.0378- 0.9689)
VaD + AB (3) -0.1242 £ 0.3648 -0.1689

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 24. Usporedba srednijih vrijednosti p-tau231 izmedu ispitivanih skupina.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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FS (ukupni tau, p-tau,g, p-tau,gg, p-taussq)

Slika 25. Faktorski skor(ukupni-tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231).

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 26. Faktorski skor za p-tau231 i MMSE.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, ispitanici s vaskularnom demencijom; VaD+AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Vrijednosti p-tau231 su se znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivne skupine (AB,
VaD, VaD + AB i KONT) (F = 2.891; st. sl. = 3, 183; p = 0.037), (x* = 18.592; st. sl. =
3, p < 0.001%). Vrijednosti p-tau231 izmedu ispitivanih skupina su prikazane u Tablici
15.

Tablica 15. Usporedba vrijednosti p-tau231 izmedu sve Cetiri ispitivane skupine (AB,
VaD, VaD + AB i KONT) .

p-tau231 T-test Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=2.181, st. sl. =162, p = (U =548, Z=-4.030, p <0.001) *
0.031)*

AB vs VaD (t=1.937,st.sl. =164, p = (U=1123,Z2=-1.672, p = 0.095)
0.054)

AB vs VaD +AB (t=0.527,st.sl. =147, p = (U=195.5,Z=-0.318, p = 0.751)
0.599)

VaD vs KONT (t=-1.126, st. sl. =36, p = (U=79.5,Z2=-2.940, p=0.003) *
0.268)

VaD vs VaD + AB (t=-1.125,st.sl.=19,p = (U=16,Z=-1.109, p = 0.307)
0.275)

VaD + AB vs KONT | (t=-1.204,st.sl.=21,p = (U=22,Z=-0.730, p = 0.465)
0.242)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve
korekcije.
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Vrijednosti faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231l) su se
znacajno razlikovale izmedu Cetiri ispitivane skupine (AB, VaD, VaD + AB i KONT): F
= 4.379; st. sl. = 3, 183; p = 0.005*, x* = 18.357; st. sl. = 3, p < 0.001*. Vrijednosti p-

tau231 izmedu ispitivanih skupina su prikazane u Tablici 16.

Tablica 16. Usporedba vrijednosti faktorskog skora (ukupni tau, p-taul81, p-taul99,
p-tau231) izmedu Cetiriju ispitivanih skupina (AB, VaD, VaD + AB i KONT).

Ukupni tau, p- T-test Mann-Whitney test

taul8l, p-taul99i

p-tau231

AB vs KONT (t=3.490, st. sl. =162, p = (U=516,Z =-4.198, p < 0.001)*
0.001)*

AB vs VaD (t=1.093, st.sl. =164, p = (U=1239,Z2=-1.096, p =0.273)
0.276)

AB vs VaD + AB (t=0.366, st.sl. =147, p = (U =208, Z=-0.149, p = 0.882)
0.715)

VaD vs KONT (t=-2.663, st. sl. =36, p = (U=82,Z=-2.865, p=0.004)*
0.011)*

VaD vs VaD + AB (t=-2.049, st.sl. =19,p = (U=16,Z=-1.106, p = 0.269)
0.055)

VaD + AB vs KONT | (t=-0.084,st.sl. =21,p= (U=26,Z=-0.365, p =0.715)
0.934)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statisticka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve korekcije.

Vrijednosti faktorskog skora (p-tau231 i MMSE) su se znac¢ajno razlikovale izmedu
Cetiri ispitivne skupine (AB, VaD, VaD + AB i KONT) (F = 13.579; st. sl. =3, 178; p <
0.001*, x* = 45.019; st. sl. = 3, p < 0.001*. Vrijednosti p-tau231 izmedu ispitivanih

skupina su prikazane u Tablici 17.
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Tablica 17. Usporedba vrijednosti faktorskog skora (p-tau231 i MMSE) izmedu

ispitivanih skupina (AB, VaD, VaD + AB i KONT).

MMSE + p-tau231

T-test

Mann-Whitney test

AB vs KONT (t=-5.687, st. sl. = 157, (U=71, Z=-5.946, p < 0.001)*
p < 0.001)*
AB vs VaD (t=-3.005, st. sl. = 162, (U=760, Z = -3.417, p = 0.001)*
p = 0.003)*
AB vs VaD + AB (t=-0.125, st. sl. = 145, (U=194, Z =-0.301, p = 0.763)
p = 0.901)
VaD vs KONT (t=3.977, st. sl. = 33, (U=39, Z=-3.700, p < 0.001)*
p < 0.001)*
VaDvs VaD + AB | (t = 6.705, st. sl. = 16, (U=0.001, Z = -2.666, p = 0.002) *
p < 0.001)*

VaD + AB vs KONT

(t= 1.474, st. sl. = 21, p = 0.155)

(U=11, Z=-1.734, p = 0.094)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).

Plavo su oznacene vrijednosti za koje je statistiCka znacajnost izgubljena nakon Bonferronijeve korekcije.
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6.6.2. Korelacija p-tau231 s ukupnim tau, p-taul81 i p-taul99

U ovom potpoglavlju promatrana je korelacija izmedu pojedinih bioloSkih

biljega, odnosno zavisnost p-tau231 u odnosu na ukupni tau, zavisnost p-taul81 u
odnosu na p-tau231 te meduodnos p-taul99 i p-tau231 (Tablica 18, Slike 27-29).

Koriste¢i Pearsonov koeficijent korelacije (r), medusobni je odnos izmedu dviju

varijabli grafiCki prikazan uz pomoc¢ dijagrama rasprsenja, pri ¢emu su vrijednosti

jedne varijable prikazane na apscisi, a druge na ordinati. Ukoliko nije postojao

linearni oblik povezanosti medu varijablama, koriSten je Spearmanov koeficijent

korelacije (rs).

Tablica 18. Korelacija izmedu pojedinih bioloSkih biljega.

Korelacije Ukupni tau vs p-tau231 p-taul8l vs p-tau231 p-taul99 vs p-tau231
bioloskih
biliega
Pearsonova Spearmanova Pearsonova Spearmanova Pearsonova Spearmanova
korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija
Svi (r=0.251, (rs = 0.609,st. (r=0.710,st. (rs=0.752, (r=0.367, (rs = 0.685,
ispitanici | st. sl. =185, sl. =185, sl.= 185, st. sl.= 185, st. sl. =185, st. sl. =185,
p = 0.001)* p <0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p <0.001)* p <0.001)*
AB (146) (r=0.211, (rs=0.543, (r=0.714, (rs= 0735, (r=0.378, (rs=0.706,
st. sl. = 144, st. sl. = 144, st. sl. = 144, st. sl. = 144, st. sl. = 144, st. sl. = 144,
p =0.011) p < 0.001)* p <0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p < 0.001)*
KONT (18) | (r=0.815, (rs=0.272, (r=0.609, (rs=0.381, (r=0.077, (rs=0.341,
st. sl. = 16, st. sl. = 16, st. sl.= 16, st. sl. = 16, st. sl. = 16, st. sl. = 16,
p <0.001)* p =0.275) p = 0.007) p=0.118) p =0.761) p = 0.166)
VaD (20) (r=0.781, (rs=0.772, (r=0.790, (rs=0.761, (r=0.699, (rs=0.591,
st. sl. =18, st. sl. = 18, st. sl. =18, st. sl .= 18, st. sl. =18, st. sl. =18,
p <0.001)* p <0.001)* p < 0.001)* p <0.001)* p = 0.001)* p = 0.006)
VaD + AB | (r=0.681, (rs=0.500, (r=0.883, (rs=0.500, (r=0.850, (rs=0.500,
3) st.sl. =1, st.sl. =1, st.sl. =1, st.sl. =1, st.sl. =1, st.sl. =1,
p = 0.523) p = 0.667) p=0.312) p = 0.667) p = 0.353) p = 0.667)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).
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Slika 27. Korelacija izmjerenih vrijednosti p-taul99 u odnosu na p-tau231.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,

vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).
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Slika 28. Korelacija izmjerenih vrijednosti ukupnog tau u odnosu na p-tau231.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mije§ana demencija).
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Slika 29. Korelacija izmjerenih vrijednosti p-taul81 u odnosu na p-tau231.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Promatrana je i korelaciju izmedu p-tau231 i broja bodova na MMSE ljestvici (Tablica

19, Slika 30). Takoder su koriStene Pearsonov (r) i Spearmanov koeficijent korelacije

(rs).

Tablica 19. Korelacija izmjerenih razina p-tau231 s brojem bodova na MMSE

ljestvici.

Korelacije MMSE i bioloskih
biljlega

MMSE vs p-tau231

Pearsonova korelacija

Spearmanova korelacija

Svi ispitanici (r=-0.128,st. sl.=180, p=0.086) (rs=-0.237,st. sl.=180, p=0.001)
AB (144) (r=-0.062,st. sl.=142, p=0.461) (r=-0.139,st. sl.=142, p=0.097)
KONT (15) (r=0.146,st. sl.=13, p=0.604) (rs=0.279,st. sl.=13, p=0.313)
VaD (20) (r=-0.196,st. sl.=18, p=0.407) (rs=-0.184,st. sl.=18, p=0.438)

VaD + AD (3) (r=0.828,st. sl.=1, p=0.379) (rs=0.866, st. sl.=1, p=0.333)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom
demencijom; VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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Slika 30. Odnos izmjerenih razna p-tau231 i broja bodova nha MMSE ljestvici.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB,
vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija).
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6.6.3. Osjetljivost i specificnost p-tau231, FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-
tau231) i FS (p-tau231 i MMSE)

U ovom se potpoglavlju analizira osjetljivost i specificnost biomarkera p-tau231 i FS
(ukupni-tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231) pomocu ROC krivulje.

Biomarker p-tau2131 je razlikovao oboljele od AB od zdravih kontrola sa 76.7%
osjetljivosti i 77.8% specificnosti. Izlu€na vrijednost p-tau231 je bila 0.734 U/ml (-

AUC =0.791, p <0.000, Slika 31).
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Slika 31. Analiza ROC krivulje za p-tau231 izmedu AB i KONT skupinu ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Biolo&ki bilieg p-tau2131 je razlikovao oboljele od VaD od KONT skupine ispitanika s

80% osjetljivosti i 77.8% specifiCnosti. IzluCna vrijednost p-tau231 je bila 0.728 U/ml

(~AUC = 0.779, p < 0.003, Slika 32).
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Slika 32. Analiza ROC krivulje za p-tau231 izmedu VaD i KONT skupine ispitanika.

VaD, bolesnici sa vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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BioloSki bilieg p-tau231 je razlikovao oboljele od VaD + AB od KONT skupine
ispitanika sa 66.7% osjetljivosti i 94.4% specifiCnosti. 1zlu¢na vrijednost p-tau231 je
bila 1.976 U/ml (-AUC = 0.704, p < 0.269, Slika 33).
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Slika 33. Analiza ROC krivulje za p-tau231 izmedu VaD+AB i KONT skupine
ispitanika.

VaD+AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231) je razlikovao bolesnike s AB od KONT
skupine sa 67.1% osjetljivosti i 88.9% specificnosti. Izlu¢na vrijednost FS (ukupni tau,
p-taul8l, p-taul99, p-tau231l) je bila -0.4580 U/ml (AUC = 0.804, p < 0.000, Slika
34).
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Slika 34. Analiza ROC krivulje za FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99, p-tau231)
izmedu bolesnika s AB i KONT skupinu ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99, p-tau23l) je razlikovao bolesnike s VaD od
KONT skupine sa 70% osjetljivosti i 77.8% specificnosti. 1zlu€na vrijednost FS
(ukupni tau, p-taul8l, p-taul99, p-tau231) je bila -0.6078 U/ml (AUC= 0.772, p <
0.004, Slika 35).
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Slika 35. Analiza ROC krivulje za FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231)
izmedu bolesnika s VaD i KONT skupine ispitanika.

VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispiltanici.
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FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99, p-tau231) je razlikovao skupinu bolesnika s

mijeSanom demencijom (VaD+AB) od KONT skupine sa 66.7% osjetljivosti i 94.4%

specificnosti. Izlu€na vrijednost FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231) je bila

-0.0393 U/ml ( AUC= 0.704, p <0.269, Slika 36).
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Slika 36. Analiza ROC krivulje za FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99, p-tau231)
izmedu VaD + AB i KONT skupine ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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6.6.4. Analiza FS za p-tau231i MMSE

FS (p-tau231 i MMSE) je razlikovao bolesnike s AB od KONT skupine s 90.3%
osjetljivosti i 63.2% specificnosti. Izlu€na vrijednost FS (p-tau231 i MMSE) je bila
0.7479 U/ml (~AUC = 0.805, p < 0.000, Slika 37).
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Slika 37. Analiza ROC krivulje za FS (p-tau231 i MMSE) izmedu AB i KONT skupine
ispitanika.

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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FS (p-tau 231 i MMSE) je razlikovao bolesnike s VaD od KONT skupine s 80%
osjetljivosti i 85% specifiCnosti. 1zlu¢na vrijednost FS (p-tau231 i MMSE) je bila
0.9993 U/ml (-AUC =0.870, p < 0.000, Slika 38).
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Slika 38. Analiza ROC krivulje za FS (p-tau231 i MMSE) izmedu VaD i KONT
skupine ispitanika.

VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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FS (p-tau231 i MMSE) je razlikovao bolesnike s mijeSanom demencijom (VaD + AB)

s 90.3% osjetljivosti i 55% specificnosti. Izlu¢na vrijednost FS (p-tau231 i MMSE) je
bila 0.7479 U/ml (-AUC = 0.736, p < 0.001, Slika 39).
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Slika 39. Analiza ROC krivulje za FS (p-tau231 i MMSE) izmedu VaD + AB i KONT
skupine ispitanika.

VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija); KONT, zdravi kontrolni ispitanici.
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Tablica 20. Osijetljivost, specificnost i izlu¢na vrijednost za p-tau231, FS (p-tau231, ukupni tau, p-taul81l, p-taul99) i FS (p-tau231,

MMSE) u ispitivanim skupinama.

AB vs KONT

VaD vs KONT

VaD + AB vs KONT

p-tau 231 FS (p-tau231, FS (p-tau 231, p-tau231 FS (p-tau231, FS (p-tau231, p-tau231 FS (p-tau231, FS (p-tau231,

ukupni tau, p- | MMSE) ukupni tau, p- | MMSE) ukupni tau, p- | MMSE)
tau 181, p- tau 181, p- tau 181, p-
taul199) taul199) taul199)

Osjetljivost 76.7 67.1 90.3 80 70 80 66.7 66.7 90

(%)

Specifi€nost 77.8 88.9 63.2 77.8 77.8 85 94.4 94.4 55

(%)

Izluéna 0.734 -0.4580 0.7479 0.728 -0.6078 0.870 1.976 -0.0393 0.7479

vrijednost

(pg/ml)

AB, bolesnici s Alzheimerovom bolesti; KONT, zdravi kontrolni ispitanici; VaD, bolesnici s vaskularnom demencijom; VaD + AB, vaskularna demencija + Alzheimerova bolest (mijeSana demencija),
FS, faktorski skor, MMSE, Mini-Mental State Examination, mala ljestvica mentalnog stanja.
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7. RASPRAVA

U ovom smo istrazivanju analizirali dijagnosticku vrijednost specificnih
bioloSkih biljega: ukupni tau protein, p-taul81, p-taul99, p-tau231 te FS (za ukupni
tau, p-taul8l i p-taul99), FS (za ukupni tau, p-taul81l, p-taul99 i p-tau231) i FS (p-
tau231 i MMSE) u svrhu dijagnostickog razlikovanju bolesnika s AB u odnosu na
bolesnike s VaD, bolesnika s AB i VaD u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, kao
i u bolesnika s mijeSanom demencijom (VaD+AB) u odnosu na zdrave kontrolne
ispitanike. Do sada objavljena istrazivanja odredivala su i analizirala dijagnosti¢ku
vrijednost ukupnog tau proteina u odnosu na pojedine fosforilirane tau proteine kao
bioloSke biljege u usporedbi bolesnika s AB ili VaD u odnosu na zdrave kontrolne
ispitanike, dok se samo u manjem broju radova istrazivala dijagnosticka vrijednost
drugih potencijalno korisnih bioloskih biliega u razlikovanju AB i VaD#*?% FS nije
do sada izraCunavan niti je jednom od navedenih istrazivanja, a vrlo slabo je
prouCavana i dijagnosticka vrijednost bioloskih biljega u dijagnostici mijeSane
demencije, . ispitanika koji su ispunjavali kriterije i za AB i za VaD.

Kao Sto je prikazano u rezultatima, u svim ispitivanim skupinama bio je
podjednak broj muskaraca i Zena, srednja Zivotna dob bolesnika s AB, VaD i
VaD+AB bila je 71-74 godine, dok su zdravi kontrolni ispitanici bili neSto mladi,
srednje Zivotne dobi oko 59 godina. Ipak, nakon Bonferonijeve korekcije za
viSestruke usporedbe se navedena razlika u godinama izmedu skupina nije
pokazala statistiCki znac¢ajnom. Prema MMSE ljestvici, veéina bolesnika s AB je
imala blagi do umjereni stupanj demencije, Sto je odgovaralo broju MMSE bodova
od 19 do 22.

NajviSe ispitivani bioloSki biljeg za ranu dijagnostiku sindroma demencije u
ranije objavljenim radovima je bio ukupni tau protein. ProsjeCno povecanje ukupnog
tau proteina u likvoru bolesnika s AB bilo je 200-300% od normalnih vrijednosti®*®.
Vandermeeren i suradnici objavili su jo§ 1993. godine da je ukupni tau u likvoru
poviSen u bolesnika s AB u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, Sto su potvrdila i
kasnija ispitivanja.?*®?®° Ta su istraZivanja pokazala da bi ukupni tau protein najvise
odgovarao kao biljeg sveukupnog osteéenja Zivéanih stanica®*?, pa je stoga povisen
ne samo u AB, ve¢ i u drugim primarnim uzrocima demencije. Prvi radovi u ovom

podrugju koristili su ELISA testove s poliklonskim protutijelima®?, no kasnije su
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uvedeni usavrseni komercijalni ELISA testovi s monoklonskim antitijelima kojima se
mogu odredivati razine svih izooblika tau proteina, neovisno o stanju njihove
fosforiliranosti®®**?®* Osim toga, noviji radovi pokazali su i da razina ukupnog tau u
likvoru odrazava sveukupni intenzitet oSte¢enja neurona pa zbog toga ima smisla
pratiti njegove poviSene razine u bolesnika s vaskularnim o$tecenjima®®®, dok su
najvise vrijednosti ukupnog tau proteina opisane u CJB gdje je prisutno vrlo
intenzivno odumiranje neurona.?® Prolazno poveéanje ukupnog tau proteina u
akutnom mozdanom udaru pokazuje i dobru korelaciju s velicnom infarkta mozga

mjereno kompjutoriziranom tomografijom mozga.**®

U naSem istrazivanju ukupni tau protein oCekivano se pokazao se statisticki
znacajno povisen u ispitanika s AB u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, kao i u
ispitanika s VaD + AB i VaD u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike. Sama
vrijednost ukupnog tau proteina u pg/ml prikazana kao medijan (25. do 75.
percentila) ima najvise vrijednosti u skupini VaD + AB, ali povec¢anje nije bilo
statistiCki znacajno ni u skupini VaD + AB bolesnika u usporedbi sa skupinom
bolesnika s AB niti u skupini bolesnika s AB naspram bolesnika s VaD.
Schénknecht i suradnici®®’ su 2003. godine pokazali kako je razina ukupnog tau
proteina bila statistiCki znaCajno viSa u bolesnika s AB u odnosu na bolesnike s
VaD, te u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, kao i napram bolesnika s velikim
depresivnim poremecajem. Slicni rezultati objavljeni su u i brojnim ranijim radovima,
npr. Arai i sur, 1995; Blennow i sur, 1995; Jensen i sur, 1995; Mori i sur, 1995;
Motter i sur, 1995; Skoof i sur 1995 i u drugim radovima.?’ Ipak, u manjem broju
objavljenih publikacija, npr. Skooga i suradnika, 1995; Andreasena i suradnika,
1998, te Tapiole i sur, 1998, nije potvrdeno da su vrijednosti ukupnog tau proteina
bile zna&ajno vise u bolesnika s AB u usporedbi sa skupinom bolesnika s VaD.?®’
Stoga se logicno namece pitanje Sto je uzrokom ociglednih razlika u vrijednostima
ukupnog tau proteina u bolesnika s AB naspram bolesnika s VaD u gore navedenim
istraZivanjima. Jedan od razloga mogla bi biti injenica $to su u akutnom mozdanom
udaru vrijednosti tau proteina u likvoru poviSene, a najviSe vrijednosti su izmjerene
otprilike tri tiedna nakon mozdanog udara, da bi se zatim postupno smanjivale kroz
narednih 3-5 mjeseci.”®® Obzirom da se neuroradiologka obrada mozga (CT, MR) u
sklopu obrade VaD ceSc¢e izvodi prije lumbalne punkcije, takoder se moze

pretpostaviti kako su poviSene vrijednosti ukupnog tau proteina u likvoru bolesnika s
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VaD opisane u manjem broju studija posliedica moguéeg ponovijenog ali
inaparentnog mozdanog udara (koji se nije oCitovao jasnim dodatnim kliniCkim
simptomima). To se posebno odnosi na one bolesnike kod kojih je od ranije
postojao ZariSni neuroloski deficit, a pomocu HIS ljestvice se nisu kasnije
evidentirale znaCajne promjene. Stoga se takoder postavlja i pitanje bi li se prije
same lumbalne punkcije u bolesnika s VaD trebala uvijek ponoviti i neuroradiolo$ka
obrada.

Usporedujuéi razine bioloSkog biljega p-taul81 u likvoru izmedu ispitivanih
skupina naseg istrazivanja (AB, VaD, VaD + AB, KONT) statisticka znacajnost
dobivena je usporedbom skupine AB s kontrolnim ispitanicima, bolesnika s VaD
napram kontrolnih ispitanika te usporedbom skupine bolesnika s VaD + AB
naspram kontrolnih ispitanika, no ta se posljednja navedena znacajnost izgubila
nakon Bonferonijeve korekcije. BioloSki bilieg p-taul81 nije se pokazao statistiCki
znaCajan ni u usporedbi AB versus VaD, niti u skupini VaD versus VaD+AB.
Blennow i suradnici?®* medu prvima su objavili da su ukupni tau i p-tau181 povieni
u AB. Sliéne rezultate poslije njih objavili su Nagga i suradnici®®® 2002. godine, a
potom su 2003. godine Schonknecht i suradnici’®® objavili da se razina ukupnog i p-
tau181 ne razlikuje bitno u bolesnika s poCetnom i manifesthom AB. Ipak, u
usporedbi bolesnika s AB versus bolesnika s VaD, uoCene su nize vrijednosti
ukupnog i p-taul81 u pacijenata s VaD. Razina p-taul81 nije se u navedenom radu
znacajno razlikovala u bolesnika s VaD i kontrola Sto je potvrdilo pretpostavku da je
p-taul81 u korelaciji s neurofibrilarnom patologijom AB, dok je ukupni tau protein
bilieg sveukupnog osteéenja neurona.?**%"%° U radu Lewczuka i suradnika
usporedivan je fosforiliran oblik tau proteina p-taul81 s drugim poznatim biljezima
poput AB42 u likvoru te je na temelju dobivenih rezultata zakljueno da njihova
istovremena upotreba povisuje osjetljivost i specificnost zaZivotne dijagnoze AB u
dementnih bolesnika.?’® Rezultate koji su uglavnom u suglasju s naima prikazali
su i Ravaglia i suradnici.?”* U njihovom radu takoder je pokazana visoka razlikovna
shaga p-taul8l1 proteina u razlikovanju dementnih bolesnika od zdravih kontrola
(specifi¢nost je iznosila 100%), no p-taul81 se nije pokazao koristan u razlikovanju
razli¢itih vrsta demencije, a to se posebno odnosilo na nemoguénost razlikovanja
AB od VaD.?"*

Pra¢enjem razina p-tau199 te njihovom usporedbom izmedu ispitivanih

skupina naseg istrazivanja (AB, VaD, VaD + AB, KONT) rezultati t-testa su pokazali
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znacCajne razlike u vrijednostima p-tau199 izmedu bolesnika s AB i skupine
kontrolnih ispitanika, no nakon primjene Bonferronijeve korekcije (zbog viSestrukih
usporedbi), ta je razlika izgubila statisticku znac€ajnost. Usporedba skupine
bolesnika s VaD i VaD + AB pomocu p-tau199 nije pokazala statisticku znacajnost.
Takav je rezultat podudaran s nekim ranijim studijama.?’#2’* Ipak, u literaturi su
objavljeni i rezultati u suprotnosti s nasima. Tako su npr. Itoh i suradnici u jednom
velikom multicentricnom ispitivanju potvrdili ne samo da je p-tau199 poviSen u
bolesnika s AB, ve¢ da je on bio dobar biolo$ki bilieg u dijagnostici AB neovisno o
godinama, spolu, stupnju demencije i broju €4 alela gena za apolipoproteinE.?"
Prateci broj bodova na MMSE ljestvici, o€ekivano su bolesnici s AB, VaD, te
VaD + AB imali niZi broj bodova u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, a poCetna
statisticka znacajnost u razlici broja MMSE bodova izmedu AB skupine naspram
VabD nije vi$e bila zna¢ajna nakon primjene Bonferonije korekcije. MMSE se Koristi
u dijagnostici demencije jos od 1975. godine i s relativno dobrom osjetljivosti i do
80%°® moze ukazati na razvoj sindroma demencije®, no poznato je da
demografske varijable, kao 8to su utjecaj dobi i niZzeg stupnja obrazanja mogu
nepovoljno utjecati na pouzanost rezultata dobivenog pomoéu MMSE.?"2° Bryant i
suradnici pokazali su da je potrebno obratiti posebnu pozornost ne samo na nizi,
nego i na visi stupanja obrazovanja te da bi sve pacijente s trajanjem edukacije
duljom od 16 godina trebalo uputiti na dodatna neuropsiholo$ka testiranja ukoliko
imaju broj bodova nizi od 27 (a ne 24 gdje je uobi¢ajeno postavljena granica za
sindrom demencije za cijelu populaciju), budu¢i da kod takvih osoba postoji
povecan rizik kognitivhog deficita i razvoja demencije (drugim rijeCima, kod njih 3
MMSE boda manje od maksimalnog znace veci gubitak kognitivnih sposobnosti
nego Sto je to puno veli gubitak bodova kod ,prosjecne osobe u nekoj
populaciji).?®®® U tom je smislu 2012. godine objavljen jedan zanimljiv rad nasih
autora (Boban i suradnici).?®! U tom istraZivanju je testirano 217 kognitivno zdravih
ispitanika i 127 ispitanika sa blagim kognitivnim deficitom ili sindromom demencije,
a u analizi rezultata je uzet u obzir i stupanj obrazovanja. Zbog statisti¢ki zna¢ajnog
utjecaja broja godina formalnog obrazovanja na dobivene rezultate zaklju€eno je
kako bi se radi poboljSavanja procjene izgleda za nastanak demencije u pojedinog
ispitanika uvijek bilo dobro provesti standardizaciju i validaciju MMSE testa za
odredenu populaciju, a ispitanik uputiti na dodatna testiranja u specijalizirane odjele

(memory clinic) koji se bave demencijom.?®
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Unatrag nekoliko godina, posebno za bolesnike sa suspektnom VaD sve je
viSe u upotrebi Montreal Cognitive Assessment skala, MoCA.?*> MoCA je
sveobuhvatan test u procjeni glavnih kognitivnin domena, uklju€ujuéi izvrsne
sposobnosti, kratkotrajno pamcenje, jezi€ne sposobnosti i vidno-prostorno
procesiranje. S obzirom na kvalitetu i adekvatnost MoCA testiranja, radna skupina
NINDS-CSN Standarda za harmonizaciju®®® (NINDS-CSN VCI Harmonization
Standards) preporucila je za epidemioloSke studije i kliniCka ispitivanja upotrebu
krace verzije MoCA testa koja ispituje dvanaest domena. Feritas i suradnici su
2012. godine pokazali da je MoCA valjan, pouzdan i osjetljiv test za otkrivanje
kognivhog ostecenja u VaD, a u usporedbi s MMSE superioran u pogledu
dijagnostike i to¢nosti (napose u odnosu na gornji dio ljestvice), potvrdujuci njegov
veliki potencijal i korisnost za kratku kognitivnu procjenu VaD bolesnika.?®* MoCA
se pokazao i kao dobar i osjetljiv test i u grani¢nim podrucjima normalnog starenja,
blagog kognitivnog deficita i blage demencije. Naime, MMSE ima ograni¢en
dinamicki raspon za normalne pojedince tako da osobe u pretklinicCkom stadiju
demencije ili s blagim kognitvnim poremecajem mogu posti¢i rezultat vec¢i od 24
boda, posebno zbog slabije mogucnosti testiranja izvrSnih funkcija koje nedostaju u
MMSE, a MoCA ih ima. Osim toga, MoCA test se pokazao izvrstan za otkrivanje
blagog kognitivnog poremacaja u nepismenih starijih osoba i u onih s niskom
razinom obrazovanja. U 15-tak minuta koliko test traje moze se ispitati vise

kognitivnih domena nego s MMSE, a jednostavan je za primjenu i tumagenje.?®>2%

Do fosforilacije tau proteina u AB moze doc¢i na bilo kojoj serinskoj ili
treoninskoj hidroksilnoj skupini. Ipak, dugogodiSnja istraZivanja raspodjele razliCitih
hiperfosforiliranih oblika tau proteina vezanih uz pojedini stadij AB pokazala su da je
hiperfosforilacija na odredenom epitopu karakteristiéna za pojedini stadij AB.?®
Tako se npr. hiperfosforilacija na treoninima 181 i 231 dogada u vrlo ranom stadiju
bolesti i prethodi nastanku neurofibrilarnih snopi¢a kada se u citoplazmi nalaze jo$
samo punktiformne unutarstani¢ne nakupine tau proteina, dok se fosforilacija tau
proteina na serinu 199 dogada u kasnijim stadijima AB kako unutar tako i izvan
neurofibrilarnih snopi¢a.?®® Prema tome, razina samog p-tau u likvoru trebala bi
odrazavati fosforilacijsko stanje tau proteina odnosno vjerojatan nalaz
neurofibrilarnih snopi¢a u mozgu bolesnika s AB na obdukciji. Ve¢ je spomenuto da

je ukupni tau u likvoru znaéajno poviSen u bolesnika s CIB?®® no vecina bolesnika s
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CJB ima normalni ili blago povi§en p-tau u likvoru.?®® U veéoj skupini bolesnika s
CJB i drugim demencijama, nadeno je da medusobni odnos p-tau i ukupnog tau
moze dobro razlikovati CJB od drugih neurodegenerativnih bolesti i stanja.?*® Isto
tako, razina ukupnog i p-tau proteina u likvoru je normalna kod nekih vaznih
diferencijalnih dijagnoza kao $to su Parkinsonova bolest i depresija.?*®* Kombinacija
bioloSkih biljega u vecini sluCajeva daje bolje dijagnosticke mogucnosti nego $to to
moze pojedini bioloski bilieg.”®* U jednoj je domacoj pilot studiji provedenoj na 39
bolesnika zaklju¢eno da se uz pomo¢ ukupnog tau te p-taul8l i p-tau199 moze
dobro razlikovati rana AB od zdravih kontrolnih ispitanika kao i od drugih tipova
demencija, posebno FTD, DLB i VaD?*2. Sli¢no su potvrdili Hampel i suradnici.?®®
Itoh i suradnici opisali su pozitivnu korelaciju izmedu ukupnog tau i p-taul99 u
pacijenata s AB i drugih primarnih i sekundarnih taupatija,?”® iako ista nije nadena u
radu Boban i suradnika.?®* Kad smo u nasem istraZivanju usporedivali medusobnu
zavisnost ukupnog tau proteina versus p-taul81, ukupni tau versus p-taul99 te p-
taul81 versus p-tau199 koristenjem Pearsonovog i Spearmanovog koeficijenta
korelacije u skupini bolesnika s AB u sve tri usporedbe je dobivena statistiCka
znacajnost, dok u zdravih kontrolnih ispitanika nije nadena medusobna zavisnost
navednih proteina. Usporedba medusobne ovisnosti navedenih proteina pomalo je
neocCekivano u nasSem istraZivanju pokazala statisticku znacCajnost i u skupini
pacijenata s VaD, ali ne i u skupini VaD + AB, mozda zbog vrlo malog broja
ispitanika u toj posljednjoj skupini.

U naSem istrazivanju pratili smo osjetiljvost i specificnost bioloskih biljega:
ukupnog tau proteina, fosforiliranih tau proteina p-taul81 i p-taul99, te FS (ukupni
tau, p-taul8l, p-taul99) za Cetiri skupine ispitanika (AD, VaD, VaD + AB, KONT)
koristenjem ROC krivulje kao $to je prikazano u rezultatima na Slikama 12-23 te u
Tablici 11. Osim toga, odredivana je izlu€na vrijednost za svaki od navedenih
bioloskih biljega. Pri odredivanju osjetljivosti i specificnosti koristili smo Preporuke
radne skupine za biomarkere Alzheimerove bolesti iz 1998. godine
(Recommendations of a consensus report for useful (ideal) biomarkers of AD) pri
demu je specifiénost i osjetljivost postavliena na 85% ili vi§e.?®® Prema tim
preporukama, idealan bi biljeg bio onaj koji zadovoljava specifiCnost i osjetljivost
najmanje 75% do 85%.%%° Idealan biljeg u razlikovanju bolesnika s AB i zdravih
kontrolnih ispitanika u nasem istrazivanju bio je FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99)
koji je imao specificnost 77.8% i osjetljivost 77%. Najvecu osjetljivost u toj skupini
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imao je p-taul8l od 81.6%, p-taul99 i ukupni tau su toj skupini pokazali
specificnost od 77.8%, osjetljivost se nije pokazala zna€ajna. U skupini bolesnika s
VaD naspram zdravih kontrolnih ispitanika, karakteristike idealnog billega za
specificnost i osjetljivost nije zadovoljio niti jedan ispitivani biljeg. Bioloski biljeg p-
tau181 pokazao je osjetiljvost vecu od 82.1%, a ukupni tau i FS (ukupni tau, p-
taul81, p-tau199) pokazali su specificnost od 77.8%. U skupini bolesnika s VaD +
AB u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike svi ispitivani biljezi pokazali su se
idealnim, sa specificnoscu i osjetljivosti ve¢om od 75%. U toj usporedbi p-taul8l je
pokazao specificnost od 100%, dok su ukupni tau i FS (ukupni tau, p-taul81, p-
tau199) pokazali specificnost od 94.4%; p-taul99 imao je specificnost od 77.8%.
Zakljucno, svi ispitivani biljezi imali su osjetiljvost vecu od 75%.

U istrazivanju smo odredivali i izlu€ne vrijednosti za ukupni tau, p-taul81 i p-
taul99. Kao $to je prikazano u rezultatima u Tablici 11, najviSu izluénu vrijednost
imao je ukupni tau protein u skupini VaD + AB, prakticki dvostruko viSu nego
skupine bolesnika s AB i VaD, dok je u te dvije skupine izlu¢na vrijednost ukupnog
tau proteina bila podjednaka. lzlu€na vrijednost za p-taul81 pokazala je iste
karakteristike kao i ukupni tau, dakle u skupini VaD + AB izlu¢na vrijednost p-
taul81 bila je dvostruko viSsa nego u ispitanika samo s AB i samo s VaD no
ispitanici s VaD imali su nize izlu€ne vrijednosti p-taul81 nego ispitanici s AB.
Izluéne vrijednosti za p-taul99 bile su relativno podjednake u sve tri skupine
ispitanika. 1zluéna vrijednost za FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99) u skupini
bolesnika s VaD + AB bila je ponovno dvostruko viSa u skupini VaD + AB u odnosu
na skupini ispitanika s AB i VaD, Cije su vrijednosti bile podjednake.

S obzirom na to da nismo u potpunosti bili zadovoljni rezultatima dobivenim
odredivanjem ukupnog tau, p-taul81 i p-taul99 u razlikovanju AB i VaD, dodatno
smo koristenjem ELISA testa odredili i razine p-tau231. Napravlijen je i FS
kombinacijom svih ispitivanih bioloSkih biljega te kombinacijom MMSE i p-tau231,
koji je pokazao izvrsnu diskriminativnost AB u odnosu na VaD. U naSem
istraZivanju, izmjerena razina p-tau231 je bila statistiCki znacajno viSa u bolesnika s
AB u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, kao i u pacijenata s VaD u odnosu na
zdrave kontrolne ispitanike. Nije bilo statistiCke zna€ajnost u koncentraciji p-tau231
u cerebrospinalnoj tekucini izuzetoj lumbalnom punkcijom u razlikovanju bolesnika s
AB i VaD, kao niti u razlikovanju bolesnika s VaD+AB napram zdravih kontrolnih
ispitanika, te skupina AB i VaD + AB, kao niti bolesnika s VaD napram VaD + AB.
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Usporedivanjem FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99 i p-tau231) izmedu ispitivanih
skupina, dobivena je statistiCka znacajnost u skupini AB naspram zdravih kontrolnih
ispitanika, dok se uslijed viSestrukih usporedbi pocCetna statisticCka znacajnost u
skupini VaD naspram zdravih kontrolnih ispitanika izgubila nakon Bonferronijeve
korekcije. Kada je analiziran FS (p-tau231 i MMSE) dobivena je statistiCka
znacajnost pri razlikovanju bolesnika s AB versus zdravih kontrolnih ispitanika te
bolesnika s VaD versus zdravih kontrolnih ispitanika. Ipak, najzna¢ajnijim smatramo
to Sto se FS (p-tau231 i MMSE) pokazao statisticki zna€ajan u razlucivanju
ispitanika s AB u odnosu na VaD, kao i u razluCivanju ispitanika s VaD versus
skupine bolesnika s mijeSanom demencijom (AB+VaD). Istrazivanjem medusobne
zavisnosti p-tau231 i ukupnog tau proteina, p-taul81l i p-taul99 u skupini bolesnika
s AB dobivena je statistiCka znaCajnost za p-taul81 vs p-tau231, te za p-taul99 vs
p-tau231. U skupini bolesnika s VaD statistiCka znacajnost je dobivena u
medusobnoj zavisnosti ukupnog tau i p-tau231, te za p-taul8l i p-tau23l. Za
skupinu bolesnika s VaD + AB nisu dobiveni statistiCki znaCajni rezultati niti za
jedan tau protein. To je u rezultatima prikazano u Tablici 18 i Slikama 27-29. U
nasem istrazivanju nismo dobili statistiCku znacajnost ispitivanjem medusobne
zavisnosti razine p-tau231 i broja bodova na MMSE ljestvici. PrateCi osjetljivost i
specificnost p-tau231 pokazano je da je njegova specificnost i osjetljivost bila veca
od 75% pri razlikovanju ispitanika s AB od zdravih kontrolnih ispitanika (osjetljivost
77.6% i specificnost 77.8%); u skupini bolesnika s VaD u odnosu na zdrave
kontrolne ispitanike osjetljivost je bila 80% i specificnost 77.8%, a u skupini
bolesnika s AB+VaD specificnost je bila 94.4%, a osjetljivost 66.7%. FS (ukupni tau,
p-taul81, p-taul99 i p-tau23l) je pokazao specifitnost koja zadovoljava karakter
idealnog biomarkera za sve ispitivane skupine: najvisu 94.4% u skupini VaD+AB
versus zdravi kontrolni ispitanici, 88.9% u skupini AB versus zdravi kontrolni
ispitanici te 77.8% u skupini VaD versus zdravi kontrolni ispitanici. Osjetljivost veca
od 75% za FS (ukupni tau, p-taul81, p-taul99 i p-tau231) nije dobivena niti u jednoj
ispitivanoj skupini. FS (p-tau231 i MMSE) imao je osjetljivost od 90% u razlikovanju
ispitanika s AB u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, ali mu je specifi€nost bila
manja od 75%. U skupini VaD versus zdravi kontrolni ispitanici, FS (p-tau231 i
MMSE) je imao osjetljivost od 80% i specificnost 85%, Sto je dobar rezultat. Za
ispitanike sa VaD + AB versus zdravi kontrolni ispitanici FS (p-tau231 i MMSE)
imao je osjetljivost od 90%, ali mu je specificnost bila svega 55%. Izlu¢na vrijednost
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za p-tau231 nije pokazala znacajnost potrebnu za razlikovanje bolesnika s AB i
VaD, ali je bila zna€ajno viSa u bolesnika s VaD + AB u odnosu na AB ili VaD.
P-tau231 je biljeg koji se prema dosadas$njim ispitivanjima pokazao najviSe
karakteristiCan upravo za patoloSke promjene u AB. Vrlo rano se moze detektirati u
likvoru bolesnika s AB, a sama koncentracija p-tau231 u dobroj je korelaciji s
progresijom bolesti u pojedinog bolesnika s AB.?* Biirger i suradnici pokazali su da
je razina p-tau231 bila poviSena u bolesnika s MCI te da dobro korelira i s gubitkom
bodova mjereno MMSE ljestvicom u ispitanika s MCI, tj. napredovanjem bolesti.>*’
Hampel i suradnici su pokazali umjereno dobru diskriminativhu snagu p-tau (p-
tau231, p-taul8l, p-taul99) u razlikovanju bolesnika s AB u odnosu na zdrave
kontrolne ispitanike, kao i u odnosu na druge vrste primarne uzroke demencije: FTD
DLB, te VaD. Nazalost, zbog premalog broj ispitanika s VaD ta diskrimnativna
vrijednost p-tau za VaD nije statisticki dokazana.?®® Longitudinalna pilot studija
objavljena 2016. godine Wanga i suradnika pokazala je kako postoji statisticki
znacajna razlika u koncentraciji ukupnog tau proteina i p-tau proteina u umjerenoj
do teSkoj AB u odnosu na VaD, posebno ukoliko se radilo o teSkoj AB. U toj studiji
nije nadena statisticka znacajnost u vrijednostima ukupnog tau i p-tau231 kao niti
broja MMSE bodova nakon 6 mjeseci praéenja u odnosu na podetna mjerenja.**®
Razlika u odnosu na nase rezultate mozda je nastala zbog Cinjenice $to su nasi
ispitanici uglavhom imali blagu do umjerenu demenciju (mjereno brojem MMSE
bodova) u odnosu na ispitivanje Wanga i suradnika (koji su pretezno ispitivali
bolesnike s umjerenim do teZim stupnjem demencije).?*® Relativno mali vremenski
razmak od 6 mjeseci u takvoj jednoj sporoprogresivnoj bolesti kao $to je AB takoder
je mozda bio razlogom izostanka znacCajnijih pomaka u razinama mjerenih

biomarkera.

Velik je prakticni izazov odrediti toCan uzrok demencije u svakog pojedinog
bolesnika, a poseban je izazov postaviti dijagnozu u ranoj fazi bolesti kad su klinicki
simptomi minimalno izrazeni i kad bi bolesnik imao najviSe koristi od lijecenja. Vec
spomenuti klini€ki kriteriji su nam vazni i od velike koristi, isto kao i slikovna obrada
(CT/MR) bolesnika, no sve to Cesto nije dovoljno pouzdano postavljanje dvaju
najéeséih primarnih uzroka demencije, AB i VaD.****! Nikakva dodatna obrada niti
bioloSki biljezi vjerojatno nam ne bi ni bili potrebni kad bismo uvijek imali samo

[1P-4 [1P-4

Cistu” kliniCku i neuropatoloSku sliku AB i “Cistu” klinicku i neuropatoloSku sliku
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VaD. Jasna razlika izmedu te dvije vrste demencije je moguc¢a kad imamo “Cistu”
VaD definiranu s postepenom (“step-by-step”) progresijom, zna€ajnim oSteCenjem
izvrSnih funkcija, brojem bodova na HIS skali veC¢im od 4, zariSni neuroloski ispad,
te podatak o rizicnim &imbenicima za mozdani udar uz znacCajna kortikalna i
subkortikalna o$teéenja vidljiva slikovnom obradom mozga.***3% No, razlikovanje je
puno teze kad postoji komorbiditet s obzirom na to da se u bilo kojem stadiju AB
moze javiti CAA, a mnogi stariji bolesnici s AB imaju i infarkte u bijeloj tvori mozga.
Stoga izraz “mijeSana demencija” ukljuuje razliCite entitete koji mogu varirati od
bilateralnih kortikalnih infarkta mozga pa sve to subkortikalnih lakunarnih infarkta. U
novijim studijama se zbog toga bolesnici s jasnom klinickom slikom AB, a sa
znacajnim vaskularnim lezilama mozga opisuju kao AB s cerebrovaskularnom
bolesti.®** S druge strane VaD se prekomjerno dijagnosticira kad se rutinski CT ili
MR mozga koriste u kontekstu standardnih dijagnosti¢kih kriterija.>® U jednoj
prospektivnoj longitudinalnoj studiji istrazivanja bioloSkih biljiega demencije koju su
provodili Engelborgs i suradnici praceno je 72 bolesnika. Kod 28 bolesnika
postavljena je dijagnoza vjerojatne ili moguée VaD na temelju CT ili MR mozga.
Sedamdeset jedan ispitanik iz te studije je obduciran, a samo kod 5 od 28 mozgova
je potvrdena dijagnoza VaD. To dodatno ukazuje na ozbiljnost prekomjernog
dijagnosticiranja VaD samo na temelju slikovne obrade mozga i naglaSava vaznost
koristenja biolo$kih biljega.>%

Iz svega navedenog moze se zakljuCiti kako koristenje kombinacije bioloskih
bijega daje bolje rezultate nego upotreba svakog pojedinog bioloskog biljega
samog za sebe.*"3% U radovima u kojima se ispitivala kombinacija p-tau181, p-
taul99 i p-tau231 koristenjem ELISA metode, pracenjem 1420 bolesnika s AB i 708
kognitivho zdravih kontrolnih ispitanika postignuta je visoka osjetljivost izmedu 81 i
91%, dok su se u studijama gdje su usporedivani biljezi p-taul81, p-taul99 i p-
tau231 u bolesnika s AB, DLB, FTD i VaD te skupinom ispitanika s drugim
neurolosSkim bolestima, sva tri navedena biljega pokazala podjednako dobra u u
razlikovanju bolesnika s AB od drugih bolesti i zdravih kontrolnih ispitanika, uz
manje razlike koje su izdvojile p-tau231 kao najbolji za razlikovanje skupina
bolesnika s AB i FTD te p-taul81 kao najbolji u razlikovanju skupina bolesnika s AB
i DLB.*!

Rezultati do sada provedenih istraZzivanja medosobne zavisnosti bioloskih
biljega ukupnog tau, p-taul81, p-taul99 i p-tau231 u razlikovanju AB i VaD nisu se
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pokazali konzistentnima. U meta-analizi jedanaest radova koju su proveli Van
Harten i suradnici 2011. godine na 249 bolesnika s VaD i 265 bolesnika s AB, VaD
bolesnici imali su statistiCcki znacajno viSu koncetraciju ukupnog tau proteina u
likvoru u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike. Za p-tau bilo je dostupno samo 5
radova u kojima nije pokazana navedena statisticka znafajnost. Podaci u tim
radovima su bili nedovoljni za odredivanje specificnosti i osjetljivosti ukupnog tau i
p-tau za bolesnike s VaD naspram zdravih kontrolnih ispitanika.®® Isti autori su na
temelju 23 rada u kojima je praceno 503 bolesnika s VaD i 1312 bolesnika s AB
zakljucili da bolesnici s VaD imaju statistiCki znacajno nize koncentracije ukupnog
tau u odnosu na bolesnike s AB. Na temelju analize 306 bolesnika s VaD i s 1048
bolesnika s AB dobivena je prosjeCna osjetlivost od 73% (raspon: 60-86%) i
prosjeCna specificnost od 86% (raspon: 80-90%). Srednja vrijednost p-tau
analizirana na 165 bolesnika s VaD i 333 bolesnika s AB bila je niza u bolesnika s
VaD nego u bolesnika s AB, pri éemu je prosjeCna osjetiljivost bila 88% (72-92%), a
prosjeéna specificnost 78% (68-88%)3* Bolesnici s AB u kojih su na MR mozga
nadeni hiperintenziteti bijele tvari mozga imali su vrijednosti ukupnog tau i p-tau u
likvoru povi$ene kao i bolesnici s AB.>® Liu i suradnici su 2014. godine objavili
meta-analizu razina tau proteina u likvoru u svrhu diferencijalne dijagnoze AB i VaD
u kineskoj populaciji. Od ukupno 139 studija izdvojeno ih je 16 za meta-analizu, u
kojoj je analizirano 370 bolesnika s VaD, 476 s AB, te 418 zdravih kontrolnih
ispitanika. Rezultati su ukazali na statistiCki znaCajno viSe vrijednosti ukupnog tau
proteina u likvoru bolesnika s AB u odnosu na VaD i zdrave kontrolne ispitanike,
iako su i bolesnici s VaD imali statistiCki znacajno viSe vrijednosti ukupnog tau
proteina u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike. Ipak, te su vrijednosti bile nize
kad su se usporedivale s onima u bolesnika s AB.*!° U Hrvatskoj su bioloske biljege
u razlikovanju AB i VaD istrazivali Boban i suradnici. Prema tim autorima, u
ispitivanim skupinama ukupni tau razlikovao je bolesnike s AB u odnosu na VaD sa
specificnosti od 100%, a bolesnike s AB razlikovao je od zdravih kontrolnih
ispitanika sa specificnosti 91.7%. Biomarker p-tau199 pokazao je specificnost u
razlikovanju AB i VaD od 75%. Autori su zaklju€ili da ukupni tau i p-taul99 mogu
sluziti kao pouzdan biljeg za razlikovanje AB od VaD, dok p-taul81 nije pokazao
zadovoljavajuce rezultate. Obzirom da je u tu pilot studiju bilo ukljuéeno samo 12

bolesnika s AB, 9 s VaD i 12 zdravih kontrolnih ispitanika, sami autori su predloZili
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provodenje ispitavanja na vec¢em broj ispitanika kako bi se dobili pouzdaniji

rezultati.3'*

Prije naSeg istrazivanja napravljeno je preliminarno istrazivanje kako bi se
testom snage (power test) utvrdilo koliko bi bolesnika bilo potrebno da se potvrdi
hipoteza. lako je test snage pokazao da bi nam za to bilo dovoljno svega 13
bolesnika u svakoj skupini, mi smo broj ispitanika i povecali. Unato€ tome, tijek
samog ispitivanja pokazao je nekoliko nedostataka koji su sukladni nedostacima na
koje u svojim radovima iste tematike upucuju i drugi autori. Naime, vrlo je teSko u
ranom stadiju bolesti to€no prepoznati o kojoj se vrsti demencije radi, a posebno je
to problem kod prepoznavanja VaD i AB s obzirom na to da, osim kod “Ciste” VaD,
kliniCka prezentacija bolesti moze biti vrlo slicha. S obzirom na to da se dodatno
radi i o starijoj populaciji, velik broj bolesnika kod kojih klinicki zakljuCujemo da se
radi o AB ima rizicne Cimbenike za nastanak cerebrovaskularne bolesti i
hiperintezitete u bijeloj tvari mozga, odnosno, kao S$to je ranije u raspravi
spomenuto, radi se o bolesnicima s AB s cerebrovaskularnom bolesti ili o
bolesnicima s mijeSanom demencijom. Tu se odmah namece nedostatak
postmortalne histopatoloSke verifikacije dijagnoza postavljenih temeljem klinickih
kriterija. Smatramo da bi se taj problem mogao minimalizirati identi€cnom obradom
svakog pojedinog bolesnika kod kojeg postavimo sumnju na razvoj demencije
(kliniCki pregled, slikovna obrada mozga, laboratorijska obrada, neuropsiholosko
testiranje, pridrzavanje dostupnih kriterija). NINDS-ADRDA kriteriji, npr. imaju
visoku osjetljivost, no samo umjereno visoku specificnost pa bi se opSirnom
dijagnostickom obradom specifiénost dijagnoze mogla poveéati.®? Jo§ jedan
problem u usporedivanju rezultata studija je koriStenje razliCitih ELISA testova za
pojedini bioloski bilieg i koristenje razli¢itih ELISA.3* Prikupljanje likvora je
invazivna pretraga koja nosi svoje komplikacije, no ukoliko postupak provodimo
prema smjernicama i sa sterilnim priborom, rizici su minimalni. Ipak, invazivnost
pretrage ima ograni€enje u tome $to se neki bolesnici, odnosno obitelji bolesnika,
ne odlucuju za istu, a tek ih neznatan broj pristaje na ponovljenu lumbalnu punkciju
koja bi nam mogla dati dodatne informacije o bioloSkim biljezima u odredenom
vremenskom razdoblju tj. otkriti nam dinamiku nastajanja patoloskih promjena
odnosno brzinu progresije bolesti. Sam postupak uzimanja likvora uglavnom je

standardiziran i velina se istraZivanja pridrzava preporuka vremena uzimanja
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likvora, mjesta lumbalne punkcije, uzimanja, obrade i Cuvanja likvora. Usprkos
tome, do sada izluéne vrijednosti pojedinog tau proteina nisu standardizirane, te su
u razli€itim istrazivanjima dobivene razliCite vrijednosti. Medunarodne standarde je
teSko ustanoviti buduci da se radi ne samo o0 posebnostima laboratorija i koristenih
testova vec i o posebnostima populacije koja se istrazuje, o trajanju demencije i o

stadiju demencije u kojem se lumbalna punkcija provodi.®®

Prema naSim spoznajama, ovo je prva studija uopCe koja je koristila
dostupne tau bioloSke biljege: ukupni tau, p-taul81, p-taul99 i p-tau231 ukljuCujuci
FS, u dobno i MMSE podudarnim skupinama bolesnika s AB i VaD. Dobiveni
rezultati nisu u potpunosti potvrdili hipotezu da je uz pomoc tih biljega moguca jasna
diferencijacija dijagnoza AB i VaD s osjetljivosti i specificnosti veCom od 75%, no

donijeli su nekoliko jasnih zakljuCaka koji su opisani u sljede¢em poglavlju.
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8. ZAKLJUCCI

1. Razina ukupnog tau proteina bila je statistiCki zna€ajno poviSena u skupine
ispitanika s AB u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih ispitanika kao i na
skupinu ispitanika s VaD + AB i VaD, no nije pokazao statistiCku

znacajnosti u razlikovanju bolesnika s AB, VaD ili VaD + AB.

2. Izmjerena razina bioloSkog biliega p-taul81l je sa statistickom znacajnosti
razlikovala skupinu bolesnika s AB od skupine zdravih kontrolnih ispitanika,
kao i skupine ispitanike s VaD u odnosu na skupinu zdravih kontrola, no nije
pokazala statisticku znac€ajnost u razlikovanju skupina bolesnika s AB, VaD ili
VaD + AB.

3. Izmjerena razina bioloSkog billega p-taul99 nije pokazala statistiCku

znacajnost u razlikovanju skupina bolesnika s AB, VaD ili VaD + AB.

4. Broj bodova dobiven pomo¢u MMSE razlikovao se znacajno izmedu skupina
ispitanika s AB, VabD ili VaD + AB u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih
ispitanika, no broj MMSE bodova nije imao statisticku znacajnost u

razlikovanju skupina bolesnika s AB, VabD ili VaD + AB.

5. Kombinacijom bioloskih biliega ukupni tau, p-taul81 i p-taul99 moglo se
pouzdano razlikovati skupinu ispitanika s AB od skupine zdravih kontrolnih
ispitanika te skupine ispitanika s VaD od skupine zdravih kontrolnih
ispitanika.

6. Jedini ,idealan“ bilieg u razlikovanju skupine bolesnika s AB od skupine
zdravih kontrolnih ispitanika u ovom istrazivanju bio je FS (ukupni tau, p-
taul8l, p-taul99) zato jer je navedene skupine ispitanika razlikovao s

osjetljivosti od 77% i specifinosti od 77.8%.

7. ldealan biljeg za razlikovanje ispitanika s VaD i zdravih kontrolnih ispitanika u

ovom istraZivanju nije naden.
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8. U skupini ispitanika s VaD + AB u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih
ispitanika, karakteristike idealnog biljega imali su FS (ukupni tau, p-taul81,
p-taul99), ukupni tau, p-taul81l i p-taul99.

9. Izlu€ne vrijednosti ukupnog tau proteina, p-taul8l1 i p-taul99 odredene u
ovom istrazivanju nisu imale statistiCku znacajnost u razlikovanju bolesnika s
VaD i AB.

10.Prosjec€na razina bioloSkog biljega p-tau231 bila je statisti¢ki zna€ajno visa u
skupine bolesnika s AB u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih ispitanika,
kao i kod skupine bolesnika s VaD u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih
ispitanika.

11.FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99 i p-tau231l) je sa statistiCkom
znacajnoscu razlikovao skupinu ispitanika s AB u odnosu na skupinu zdravih

kontrolnih ispitanika.

12.FS (p-tau231 i MMSE) je sa statistiCkom znac€ajnoSc¢u razlikovao skupinu
ispitanika s AB od skupine zdravih kontrolnih ispitanika, kao i skupinu
ispitanika s VaD od skupine zdravih kontrolnih ispitanika.

13.FS (p-tau231 i MMSE) je sa statistiCkom znac€ajnoSc¢u razlikovao skupinu
ispitanike s AB od skupine ispitanika s VaD, a osjetljivost za diferencijaciju tih

dviju skupine pokazala je karakter idealnog biljega.

14.Bioloski bilieg p-tau231 pokazao je karakteristike idealnog billega za
razlikovanje skupine bolesnika s AB u odnosu na skupinu zdravih kontrolnih
ispitanika kao i za razlikovanje skupine bolesnika s VaD u odnosu na skupinu

zdravih kontrolnih ispitanika.

15.FS (ukupni tau, p-taul8l, p-taul99 i p-tau23l) je pokazao specificnost koja

je zadovoljavala karakter idealnog biomarkera za sve ispitivane skupine.

16.Preporuca se toCno definiranje odnosna neuroradioloSke obrade mozga i
lumbalne punkcije kako bi se izbjegla mogucnost da se tau proteini u likvoru
odreduju u subkliniclkom mozdanom udaru, obzirom da su tau proteini
znacajno poviseni u razdoblju od 3-5 tjedana pa sve do 3 mjeseca nakon

mozdanog udara.
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17.Treba nastojati provesti standardizaciju izluénih vrijednosti tau proteina u
likvoru definiranjem vremena u kojem se izvodi lumbalna punkcija, a u

ovisnosti od trajanja i stadija demencije te ELISA testova koji se koriste.
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9. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

Demencije su jedan od glavnih javnozdravstvenih problema Sirom svijeta.
NajcesSci primarni uzrok sindroma demencije je Alzheimerova bolest (AB), nakon
Cega slijedi vaskularna demencija (VaD). U klini¢koj praksi je vrlo teSko razlikovati
AB i VaD, posebno u ranijim stadijima bolesti. Buduéi da se VaD moze sprijeCiti
djelovanjem na Cimbenike rizika, a osim toga javljaju se novi lijekovi koji bi mogli
usporiti napredovanje AB, jako je vazna Sto ranija toCna dijagnoza. Dostupni klini¢ki
kriteriji nisu pokazali dovoljnu osjetljivost i specifi€nost u razlikovanju AB i VaD,
stoga je potrebno pronaci bolje bioloSke biljege. Cilj ove studije bio je procijeniti
razinu ukupnog tau proteina u likvoru i tau proteina fosforiliranih na treoninu 181 (p-
taul8l), serinu 199 (p-taul99) i treoninu 231 (p-tau231) te mogucnost njihovog
koriStenja u ranom razlikovanju AB i VaD. Istrazivanje je obuhvatilo 152 bolesnika s
AB (Mini-Mental State Examination, MMSE 15-26), 28 bolesnika s VaD, Cetiri
bolesnika s "mjeSovitom demencijom" (VaD + AD) i 18 zdravih kontrola. Rezultati su
pokazali da svi ispitivani bioloSki biljezi mogu razlikovati bolesnike s AB i VaD od
zdravih kontrolnih ispitanika. Medutim, niti jedan od ispitivanih bioloskih biljega nije
imao odgovaraju¢u statisticku snagu razlikovanja skupine bolesnika s AB od
skupine bolesnika s VaD. Jedino je pomocu zdruzenog faktorskog skora (FS) p-
tau231 i MMSE bilo moguce uspjesno razlikovanje skupine bolesnika s AD od onih
s VaD sa dostatnom statistickom znacajnoscu (p < 0,05), te osjetljivo§¢u ve¢om od
75%. To ukazuje kako FS (p-tau231 i MMSE) ima velik potencijal u razlikovanju AB
i VaD jo$ u ranim stadijima bolesti, Sto treba treba potvrditi u buducim istrazivanjima

na josS veéem broju bolesnika.
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10. SUMMARY

Evaluation of measurement of total and phosphorylated tau proteins in
cerebrospinal fluid for differentiation of Alzheimer's disease and vascular

dementia

Spomenka Kidemet-Piskac¢ (2017.)

Dementia is a major public health problem worldwide. The most common
primary cause of dementia is Alzheimer's disease (AD) followed by vascular
dementia (VaD). AD and VaD are often difficult to distinguish in their early stages in
clinical practice. Because VaD can be prevented by acting on risk factors and new
medications have emerged that could slow down the progression of AD, early
accurate diagnosis is crucial. Available clinical criteria have not shown sufficient
sensitivity and specificity in differentiatiating of AD and VaD, and better biological
markers are needed. The aim of this study was to evaluate cerebrospinal fluid
(CSF) levels of total tau protein, tau phosphorylated at threonine 181 (p-taul81),
serine 199 (p-taul99), and threonine 231 (p-tau231) for their use in the early
differentiation of AD and VaD. The study included 152 patients with AD (Mini-Mental
State Examination, MMSE 15-26), 28 patients with VaD, four patients with "mixed
dementia” (VaD + AD) and 18 healthy controls. The diagnostic accuracy of all
investigated biomarkers showed that they may differentiate patients with AD and
VaD from healthy control subjects. However none could differentiate patients with
AD from patients with VaD. Only the compund factor score (FS) of p-tau231 and
MMSE distinguished the patients with AD from those with VaD with statistical
significance (p < 0.05), with a sensitivity higher than 75%. These data indicate that
FS of p-tau231 and MMSE scores has a strong potential to provide early stage
distinction between AD and VaD.
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