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D.

METODE RANE DIJAGNOSTIKE

ALZHEIMEROVE BOLESTI

Mirjana Babi¢ Leko, Danira Bazadona, Goran Simi¢

Rano otkrivanje Alzheimerove bolesti (AB) moguce je samo s pomocu pouzdanih biolokih biljega.
Osim uloge u postavljanju rane dijagnoze, biomarkeri takoder sluze za pracenje progresije bolesti i
odgovora na terapiju (tzv. teragnostika). Najvazniji do sada poznati bioloski biljezi za rano otkrivanje
AB jesu proteini u cerebrospinalnoj tekucini (CST) te slikovni prikaz strukture i aktivnosti mozga. Te-
meljni biomarkeri u CST trenutacno su amiloid B,,, ukupni i fosforilirani tau-proteini. Nazalost, zbog
preklapanja vrijednosti tih biomarkera s onima kakvi se vide zbog drugih primarnih uzroka sindroma
demencije i u normalnom starenju, oni za sada nisu dovoljni za postavljanje pouzdane rane dijagno-
ze. Stoga postoji hitna potreba za otkrivanjem i validacijom novih biljega u CST, ali i drugih biolokih
biliega za postavljanje pouzdane dijagnoze AB. Osim o biomarkerima u CST, u poglavlju se raspravlja
i 0 mogucoj koristi od uporabe novog testa skrivenog objekta za otkrivanje poremecaja prostorne
orijentacije u osoba sa sumnjom na demenciju. Nadamo se da ¢e u bliskoj budu¢nosti kombinacija
poznatih i novih bioloskih biliega omoguciti rano otkrivanje AB i u asimptomatskih osoba, tj. u pret-
klinickom stadiju bolesti.

Klju¢ne rijeci: Alzheimerova bolest, rana dijagnoza, biomarkeri, cerebrospinalna tekucina, prostorno
snalazenje

5. BIOLOSKI BILJEZI
ALZHEIMEROVE BOLESTI
U CEREBROSPINALNOJ
TEKUCINI

Smatra se da patologki procesi u mozgu obolje-
lih od Alzheimerove bolesti (AB) zapocinju 10
- 20 godina prije pojave prvih simptoma. lako
ne postoje uc¢inkovito lije¢enje ni prevencija AB,
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logi¢no je zato pretpostaviti da bi se potencijal-
ni novi terapeutici trebali poceti primjenjivati u
osoba bez simptoma bolesti kada neurodegene-
rativni procesi jo§ nisu uznapredovali. Kako bi
se to postiglo, cilj je pronaci bioloski biljeg (bio-
marker) koji bi §to prije otkrio i §to pouzdanije
razlikovao (diferencirao) bolesnike s tzv. amne-
stickim oblikom blagoga spoznajnog poremeca-
ja (BSP) (mild cognitive impairment) od zdravih



osoba te bolesnika s ostalim primarnim uzroci-
ma sindroma demencije. Za razliku od neamne-
stickog oblika kojim se smatra npr. dobro¢udna
staracka zaboravljivost koja ne napreduje u AB,
amnesticki oblik blagoga spoznajnoga poreme-
¢aja u vedini slucajeva napreduje u AB.

Dobrim se biljegom smatra onaj koji ima osjet-
ljivost (vierojatnost otkrivanja AB) i specifi¢nost
(razlikovanje bolesnika s AB od zdravih ispita-
nika i osoba s drugim primarnim uzrocima sin-
droma demencije) vecu od 85 %. U tome su se
smislu magnetna rezonancija (MR), pozitronska
emisijska tomografija (PET) 1 biljezi u cerebros-
pinalnoj tekucini (likvoru) do sada pokazali naj-
perspektivnijima. S obzirom na nove spoznaje
o korisnosti drugih potencijalnih biologkih
biljega AB, izmijenjeni su i dugogodisnji NIN-
CDS-ADRDA (National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke-the Alz-
heimer’s disease and Related Disorders Association)
kriteriji za dijagnozu AB. Tako se danas, uz te-
meljne dijagnostitke kriterije koji se uglavnom
odnose na pracenje oitecenja epizodi¢noga de-
klarativnog paméenja s pomocu baterije neu-
ropsihologkih testova, u dijagnostici AB trebaju
razmatrati i dodatni kriteriji: likvorski biologki
biljezi, atrofija medijalnog dijela sljepoocénog
reznja, smanjeni metabolizam glukoze u sljepo-
ofnim i tiemenim reznjevima velikog mozga te
prisutnost €4 varijante gena za apolipoprotein
E (ApoE).

Glavni biljezi koji se odreduju u likvoru u svrhu
postavljanja rane dijagnoze AB jesu amiloid B,
(AB, ), ukupni tau-protein (t-tau) i tau-prote-
in fosforiliran na treoninu 181 (p—tauh,”). Spo-
menuta tri biologka biljega mjerljiva u likvoru
bolesnika daju uvid u tijek stvaranja i nakuplja-
nja dviju glavnih neuropatoloskih promjena u
mozgu oboljelih od AB: senilnih plakova (SP) i

neurofibrilarnih snopica (NFS) (neurofibrillary
tangles). Smatra se da se SP nakupljaju kao po-
sljedica neravnoteZe u stvaranju 1 razgradnji
AP, .., dok su NFS sastavljeni od abnormalno
fosforiliranog i agregiranog tau-proteina. U
zdravim je neuronima tau-protein pretezito
smjesten u aksonima, gdje povezuje mikrotu-
bule te regulira duljinu, stabilnost i rigidnost
aksona. Hiperfosforilacija tau-proteina slozeni
je proces, a, prema jednoj od hipoteza, kljucni
¢imbenik koji dovodi do odvajanja tau-proteina
od mikrotubula, raspada mikrotubula i poreme-
¢enoga aksoplazmatskog transporta, sto rezul-

tira smrcu neurona.

Koncentracija ukupnoga tau-proteina u likvoru
bolesnika s AB povecana je i do 300 %, a A,
., smanjena otprilike 40 — 50 % u usporedbi sa
zdravom populacijom (vierojatno zbog njego-
va nakupljanja u obliku difuznih depozita i SP
samo manja kolicina AP ulazi u likvor). T-tau u
likvoru odrazava cjelokupni stupanj degeneraci-
je neurona pa je stoga ovaj biljeg izrazito pove-
¢an i pri meningoencefalitisu, mozdanom udaru
ili Creutzfeldt-Jakobovoj bolesti (CIB), no ta je
stanja lako razlikovati od AB na temnelju klinicke
slike. Za razliku od t-tau u likvoru, p-tau , je
specifieniji jer odrazava stupanj fosforiliranosti
tau-proteina zbog posebnoga patologkoga pro-
cesa karakteristicnog za AB, koji prethodi stva-
ranju NFS-a u mozgu oboljelih. U novijim su se
istrazivanjima mjerenja fosforiliranih tau-pro-
teina u likvoru pokazala vrlo dobrima kako u
razlikovanju AB od drugih primarnih uzroka
sindroma demencije (uz specificnost i vecu od
80 %), tako i u ranom otkrivanju AB. Patolos-
kima se smatraju vrijednosti AB, _nize od 500
pg/mlL te p-tau,, vise od 60 pg/mL. Izmjerene
vrijednosti t-tau u likvoru treba interpretirati

u ovisnosti o pacijentovoj dobi. Tako se za pa-
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cijente od 51 do 70 godina Zivota patologkima
smatraju vrijednosti vece od 450 pg/mL, a za
pacijente starije od 70 godina vrijednosti vise od
600 pg/mL. AB_ ,,
pokazuje dovoljno visoku specifi¢nost. Iako su
vrijednosti AR, ,,
nja i u patoloskim stanjima poput Parkinsonove

kao rani biologki biljeg AB ne
nepromijenjene tijekom stare-

bolesti, depresije, demencije uzrokovane alko-
holizmom, progresivne supranuklearne kljenuti
i mozdanog udara, u stanjima poput vaskularne
demencije (VaD), frontotemporalne demencije
(FTD), bolesti Lewyjevih tjelesaca (BLT, Lewy
body disease), amiotrofi¢ne lateralne skleroze,
multiple sustavne atrofije, CJB te pri upalnim
procesima Zivéanog sustava, uoceno je snize-
nje AP,
specifitnodéu AP

u likvoru, §to rezultira nedovoljnom
1.4, U dijagnostici AB. Osim pri
meningoencefalitisu, mozdanom udaru ili CJB,
umjereno povecanje t-tau u likvoru zamijeceno
je u VaD-u, FTD-u te nakon traumatske ozljede

mozga.

Od osamdesetak mogucih mjesta fosforilacije,
tau-protein je fosforiliran na vide od 30 mjesta

u AB. Zbog toga se, osim p-tau. ., i drugi fosfo-

181’
rilirani tau-proteini razmatraju kao potencijal-

199 231)' S
pomocu p-tau,, AB se dijagnosticira s visokom

ni biologki biljezi AB (npr. p-tau, . i p-tau

osjetljivoscu i specifitnogcu (vide od 85 %), a

kombinacijom t-tau i p-tau., u jednom se na-

199
Sem istrazivanju AB razlikovala od FTD-a s

88 %-tnom to¢noscu. Povecanje p-tau, . korelira

231
s kognitivnim propadanjem u skupini bolesni-

ka sa BSP i AB, dok se kombinacijom p-tau,,, i
p-tau,,, postiglo dobre rezultate u ranom otkri-

vanju AB.

Odnedavno je potvrden i dijagnosticki poten-
cijal visininu sli¢nog proteina 1 (visinin-like
protein 1, VILIP-1) kao bioloskog biljega u ra-
nom otkrivanju i pracenju progresije AB. Taj

protein koji sudjeluje u metabolizmu kalcija s
visokom je osjetljivoscu i specifitnoscu razliko-
vao oboljele od AB i BLT. Jo§ jedan obecavajuci
potencijalni bioloski biljeg AB je hitinazi-3-sli-
¢an protein 1 (chitinase-3-like protein 1, YKL-
40), jer je otkriveno da je izrazito povisen ne
samo u BSP i ranoj AB, nego ¢ak i u pretklini¢-
kom stadiju bolesti. Buduci da se lumbalna pu-
nkcija jo§ uvijek smatra relativno invazivnim
postupkom, u brojnim novijim istrazivanjima
ispitivani su potencijalni biologki biljezi AB u
krvi (plazmi i serumu). Pronalazak bioloskog
biljega AB u krvi omogucio bi jednostavan i brz
probir oboljelih u populaciji. Nazalost, nijedan
od do sada ispitivanih biologkih biljega nije po-
stigao zadovoljavajuce vrijednosti osjetljivosti
i specifitnosti. Zbog skupoce testova bioloski
biljezi AB u cerebrospinalnoj tekudini, koja se
izuzima lumbalnom punkcijom, nazalost, ne
odreduju se u vecini bolnica u Republici Hr-
vatskoj. U Hrvatskom institutu za istrazivanje
mozga biologki biljezi AB u uzorcima likvora
dobivenih iz suradnih medicinskih ustano-
va odreduju se neprekinuto od 2004. godine
na teret sredstava dobivenih za znanstvene
projekte. Slikovni biljezi (MR, pozitronska
emisijska tomografija) takoder se nedovoljno
primjenjuju zbog skupoce radionuklida i sofi-
sticirane opreme koja nije iroko dostupna. Za
usporedbu, MR je triput skuplji, a PET ¢ak 25
puta skuplji od mjerenja koncentracija AB, .,
t-tau i p-taul81 u likvoru.

Dijagnosti¢ki potencijal navedenih biljega na-
stoji se pobolj$ati novim biljezima koji bi omo-
gudili jo§ pouzdanije otkrivanje bolesti u $to je
moguce ranijem stadiju bolesti, a kako bi se po-
tencijalni lijekovi i terapijski postupci pokusali
primijeniti i prije znatno uznapredovalih pato-
logkih promjena.



s2. TEST SKRIVENOG OBJEKTA
U RANOJ DIJAGNOSTICI
ALZHEIMEROVE BOLESTI

Alzheimerova bolest (AB) neurodegenerativna
je bolest ¢ija su glavna klinicka obiljezja podmu-
kao pocetak, sporo progresivno oStecenje epizo-
di¢nog deklarativnog pamcenja te poremecena
prostorna orijentacija. U AB postoji posebna
predilekcija za stvaranje i nakupljanje patolos-
kih promjena u strukturama medijalnog dijela
sljepoo¢nog reznja, preciznije, u transentorinal-
noj i entorinalnoj mozdanoj kori te hipokampal-
noj formaciji, a upravo su te promjene zasluzne
za pocetno odtecenje prostornoga snalaZenja i
procesa pretvorbe kratkotrajnog u dugotrajno
epizodi¢no pamcdenje.

Cinjenica da akumulacija patoloskih promjena
u mozgu oboljelih po¢inje 10 — 20 godina prije
pojavljivanja klini¢kih simptoma i znakova bo-
lesti temelj je suvremenih istrazivanja bioloskih
biljega (biomarkera) u prodromalnom (pretkli-
ni¢kom) stadiju bolesti. U posljednjih nekoli-
ko godina proveden je velik broj istrazivanja u
kojima je analizirana povezanost o$tecenja po-
jedinih komponenti sposobnosti snalazenja u
prostoru s razli¢itim stadijima AB.

Prostornu orijentaciju mozemo definirati kao
sposobnost odredivanja i odrzavanja putanje
od jedne pozicije prema drugoj. Pronalazak puta
sloZzeno je ponasanje sastavljeno od vie kom-
ponenti u kojem sudjeluju brojne neuronske
mreze. lako precizni mehanizmi funkcioniranja
prostorne orijentacije nisu potpuno razjasnjeni,
zna se da u ljudi postoje najmanje dva sustava
za snalaZenje u prostoru: alocentricki i egocen-
tricki. Alocentri¢ka prostorna orijentacija neovi-
sna je o promatraluy, a prema jednoj od teorija,
smatra se da je sadrzana u hipokampusu u obli-

ku kognitivne karte koja obuhvac¢a medusobni
odnos i relativne udaljenosti pojedinih objekata
u okolini. Takoder je identificiran i ve¢i broj vr-
sta stanica koje sudjeluju u mehanizmima alo-
centricke orijentacije, npr. stanice koje su aktiv-
ne pri pozicioniranju tijela u odredenoj tocki u
prostoru (place cells) smjestene u hipokampusu,
stanice koje kodiraju mrezu jednakostrani¢nih
trokuta koji mapiraju prostor po kojemu se kre-
¢emo i s njima povezane distalne orijentire u
prostoru neovisne o trenuta¢noj poziciji (grid
cells) smjestene u medijalnom dijelu entorinalne
mozdane kore, stanice koje procjenjuju udalje-
nost od granica u okolini (boundary vector cells)
te stanice koje okidaju ovisno o smjeru poloza-
ja glave u horizontalnoj ravnini (head direction
cells). Egocentri¢ki tip prostorne orijentacije
neovisan je od djelovanja hipokampusa, a, prije
svega, ovisi o funkcionalnom integritetu moz-
dane kore desnoga parijetalnog reznja.

Podatci o polozaju i smjeru kretanja subjekta
temelje se na vestibularnim i somatosenzoric-
kim informacijama, a u skladu s njima potom
se odreduju udaljenost i odnos izmedu objekata.
Kako bismo pronasli pravi put u nekoj okolini,
potrebno je pretvoriti koordinatne informacije
iz alocentricke karte u entorinalnoj mozdanoj
kori i hipokampusu u s vlastitim tijelom pove-
zane egocentricke reprezentacije u straznjem di-
jelu mozdane kore desnoga parijetalnog reznja,
koje ¢e davati potrebne infomacije premotoric-
koj mozdanoj kori i tako dirigirati lokomotor-
nom aktivno§¢u usmjerenoj prema cilju.

U ljudi oboljelih od AB teskoce u prostornome
snalaZenju mogu se uoiti u svakodnevnim ak-
tivnostima. U pocetku se mogu zamijetiti samo
aktivnim ispitivanjem posebno dizajniranim
testovima, no s vremenom se pojavljuju i ocite
poteskoce snalazenja u nepoznatoj okolini. Us-
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poredo s progresijom bolesti bolesnik postaje
sve vise dezorijentiran, naposljetku i u vlasti-
tome domu. lako su se takve teskoce prije goto-
vo redovito pripisivale smetnjama pamcenja, u
novije vrijeme prevladava misljenje da do toga
dolazi zbog poremecaja mehanizama prostorne
orijentacije.

S obzirom na mogucnost uspjednijeg lijecenja u
ranijim stadijima bolesti, veliki je naglasak na
istrazivanju dijagnostickih metoda koje e sa sto
vecom specifitnoscu i osjetljivos¢u prepoznati
ve¢ i blage kognitivne smetnje koje mogu na-
predovati u AB. Poremecaj prostorne orijenta-
cije Cesto prethodi poteskocama upamdivanja i
karakterizira prodromalni stadij bolesti. Testovi
prostorne orijentacije koji bi registrirali i dis-
kretne poremecaje snalazenja u prostoru stoga
se ubrajaju u vazne potencijalne biljege rane AB.
Takvi bi testovi trebali biti u mogucnosti i di-
ferencijalnodijagnosticki razluiti AB od drugih
stanja klini¢ki prezentiranih kognitivnim pore-
mecajem. S tim se ciljem u posljednjih nekoli-
ko godina poceo primjenjivati i test skrivenog
objekta, odnosno njegove inacice.

Test je zapravo ina¢ica Morrisova vodenog la-
birinta (Morris water maze). Tim su testom pro-
vedena brojna istrazivanja prostorne orijenta-
cije na glodavcima s lezijom hipokampusa koja
su i danas temelj vec¢ine spoznaja o prostornoj
orijentaciji. Uz informirani pristanak, test skri-
venog objekta provodi se od travnja 2015. go-
dine svim zainteresiranim osobama besplatno
na Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga
u Zagrebu. Testiranje se izvodi u zatvorenoj,
cilindri¢noj areni promjera 3 metra, okruzene
tamnoplavim, neprozirnim zastorom itraje ma-
nje od 20 minuta. Pri izvodenju testa ispitanici
imaju zadatak pronadi cilj koji nije vidljiv, nego
se za orijentaciju moraju posluziti ranije zapam-
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¢enom pozicijom cilja u odnosu prema pocetnoj
poziciji 1/ili tzv. distalnim orijentirima. Osam
brojéanih zaslona postavljenih na unutrasnjoj
strani zastora arene sluze kao oznake pocetne
pozicije i distalni orijentiri. Ispitanici ih ne vide
kada nisu uklju¢eni. Kad su ukljuceni, pojedini
distalni orijentiri svijetle u obliku triju vodorav-
nih ili dviju okomitih linija ili pak ¢ine startnu
poziciju u obliku crvene tocke. U stropu arene
nalazi se osam lasera ¢ija se svjetlost projicira na
pod u obliku kruznice i ¢ini cilj te kamera koja
prati kretanje ispitanika.

Testom skrivenoga objekta mogu se testirati
obje vrste prostorne orijentacije: alocentricka
i egocentricka. Sastoji se od Cetiriju podgrupa
sljedec¢ih podtestova: alocentricki-egocentricki,
egocentricki, alocentricki i alocentricki s odgo-
dom. U prvom se za pronalazak cilja ispitanici
mogu sluziti odnosom i medusobnim udaljeno-
stima cilja od pocetne pozicije i dva distalna ori-
jentira. U drugom se u tu svrhu mogu koristiti
samo pocetnom pozicijom, dok distalni orijen-
tiri nisu prikazani. U trecem podtestu samo dva
distalna orijentira pomazu pri pronalasku cilja,
dok je lokacija cilja neovisna o pocetnoj poziciji.
Tredi i etvrti podtest jednaki su, osim $to se u
Zetvrtome testiranje provodi uz odgodu od 30
minuta. Svaki se podtest sastoji od osam ponav-
ljanja, osim posljednjeg koji se sastoji od dvaju.
U svakom ponavljanju i u svakom podtestu cilj,
pocetna pozicija i distalni orijentiri mijenjaju
polozaj polunasumi¢nim redoslijedom, zadrza-
vajudi pritom jednake medusobne odnose. Sva-
ki se podtest izvodi u realnoj i virtualnoj verziji
(na monitoru ratunala) koje su jednake po bro-
ju i vrsti podtestova. Kada ispitanik smatra da
je pronasao cilj, obiljezi ga Stapom koji drzi u
ruci (a na tapu se nalazi LED lampica). Nakon
izvodenja testa ra¢unalom se mjeri udaljenost



izmedu mjesta gdje je bio prikazan cilj i pozicije
LED lampice, tj. §tapa kojim je ispitanik oznacio
mjesto na kojemu misli da se nalazio skriveni
objekt. Navedena izmjerena udaljenost oznacuje
vrijednost izmjerene pogreske, a u analizi spo-
sobnosti prostorne orijentacije ispitanika rabi
se srednja vrijednost unutar svake podgrupe
testova.

S obzirom na dosada$nja iskustva i objavljene
rezultate, test skrivenog objekta pokazuje se
kao dobar i koristan dijagnosticki instrument
za rani stadij AB, ali je takoder koristan i za dife-
rencijalnu dijagnozu sindroma demencije. Pre-
ma ispitivanju u kojemu je sudjelovalo 65 oso-
ba podijeljenih u pet skupina (ispitanici s AB,
pojedinim podtipovima blagoga kognitivnog
poremecaja, ispitanici sa subjektivnim smet-
njama pamcenja te zdrave kontrole), zamijeceno

je statisticki znacajno odstupanje u izmjerenoj
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EARLY DIAGNOSIS OF ALZHEIMER DISEASE

Early detection of Alzheimer’s disease (AD) is possible only with reliable biomarkers. In addition to early
diagnosis, biomarkers also serve for monitoring disease progression and response to therapy (so-called
,theragnostics"). To date, the most promising biomarkers for early detection of AD are proteins from
cerebrospinal fluid (CSF) and neuroimaging biomarkers. Current core CSF biomarkers are amyloid
B,,, total tau, and phosphorylated tau proteins. Unfortunately, they are not sufficient for reliable early
diagnosis of AD due to overlapping values with other primary causes of dementia syndrome and
normal aging. Therefore, there is an urgent need for detection and validation of novel CSF and other
biomarkers for reliable diagnosis of AD. Besides CSF biomarkers, a potential usefulness of a novel hid-
den object test for spatial orientation testing in individuals suspected for dementia is discussed. There
is hope that in the near future combination of known and new biomarkers will enable early diagnosis
of AD even in the asymptomatic individuals i.e. in the preclinical stage of the disease.
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