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1. UVOD



1.1. Starenje populacije

Proces starenja stanovniStva postaje vazno socijalno, demografsko i1 zdravstveno pitanje (Slika
1.1.). Poboljsanja u cjelokupnoj kvaliteti zivota i medicinskom napretku utjecali su da starije
osobe zive duze. Generalni fenomen starenja dogada se diljem svijeta, te su ga organizacije kao
Sto su Ujedinjeni narodi (UN) i Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) okarakterizirali kao
zabrinjavaju¢i fenomen (Brayne 1 sur., 2017). Svjetska konferencija o starenju stanovniStva
odrzana je 2002. godine (Serrano i sur., 2014). Na toj konferenciji je upozoreno na razlicite
posljedice starenja populacije. Taj je proces nazvan tihom revolucijom koja ¢e imati ogromne
posljedice na ekonomski, psiholoski, socijalni 1 zdravstveni zivot ne samo pojedinca nego i
cjelokupnog drustva (Fernandez i sur., 2013). Prema podatcima Eurostata (engl. European
Statistical Office) za Europsku uniju (EU), broj osoba starijih od 65 godina za razdoblje od
1960. - 2010. godine je gotovo dvostruk u odnosu na prijasnje razdoblje. Ta se brojka od 34
milijuna povecala na 69 milijuna. Podatci o udjelu stanovnistva starijeg od 65 godina iz 2013.
godine iznose 18 %, a procjene za 2060. godinu predvidaju 25 % stanovniStva starijeg od 65
godina u EU (Tomaskova i sur., 2016). Prema podatcima za Hrvatsku, udio starijih od 65 godina
za 2011. godinu iznosio je 18 %, a procjene za 2060. god. su da ¢e taj broj narasti na 30 %
ukupne populacije. Prema projekcijama SZO broj starijih iznad 65 godina porast ¢e na 524
milijuna ljudi. Podatci SZO procjenjuju da u svijetu 47,5 milijuna ljudi pokazuje neke simptome
demencije i ta brojka nesmiljeno raste pa se procjenjuje da bi se do 2050. godine broj slucajeva
mogao povecati i do 115 milijuna u svijetu. Zabrinjavajuée je Sto Alzheimerova bolest (AB),
najces¢i oblik demencije, danas zahvaca oko 60 % od 24 milijuna dijagnosticiranih slucajeva
demencije u svijetu. U EU podatci govore o 6,4 milijuna osoba sa simptomima demencije
(Ponjoan 1 sur., 2019). Porast starije populacije dogada se u razvijenim zemljama. Vecina
populacije u starijoj dobi ima neku ili viSe kroni¢nih bolesti kao S$to su dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, poviseni krvni tlak, artritis, kroni¢nu bubreznu bolest ili tumore. U
starijoj dobi slabe 1 funkcije vida, sluha, a koStani sutav je krhak 1 lomljiv. Starenjem dolazi do
znadajnih promjena u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS-u) i odredenim regijama mozga
(Peters i sur., 2006). Nakon 80. godine tezina mozga se smanjuje za 10 % (Peters, 2006) i dolazi
do oslabljenog i smanjenog protoka krvi u mozak. Smanjuje se brzina ziv€éane provodljivosti, a
dolazi i do gubitka neurona u kori velikog mozga i1 subkortikalnim regijama koje su odgovorne
za pamcenje 1 govor (Wenk, 2003). Starenjem dolazi i do slabljenja kognitivnih funkcija kao
Sto su paznja, ucenje, Citanje, vokabular, radna i dugoro¢na memorija, te brzina reakcija.

Slabljenje tih funkcija, moze se pokazati u vidu manjih ili veé¢ih promjena kognitivnih funkcija




(Peters, 2006). Starenjem populacije povecava se i rizik za demenciju i veéina ljudi preko 85
godina ima neke znakove demencije (Bullain i Corrada, 2013). Ti znakovi zahvacaju
intelektualne 1 socijalne sposobnosti te otezavaju normalno svakodnevno funkcioniranje

pojedinaca.
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Slika 1.1. Starenje populacije i predvidanja do 2050. godine.
(Preuzeto i prilagodeno. https://ncea.acl.gov/whatwedo/research/statistics.html)

1.2. Definicija demencije

Demencija je pojam koji se definira kao skupina simptoma koji se odnose na promjene u
kognitivnim (spoznajnim) sposobnostima, dovoljno ozbiljnim da ometaju socijalno 1
profesionalno funkcioniranje (Chertkow i sur., 2013). SZO demenciju definira kao sindrom u
kojem dolazi do poremecaja pamdenja, razmi$ljanja, ponasanja i sposobnosti obavljanja
svakodnevnih aktivnosti. Iako je starenje najjaci ¢imbenik rizika i demencija se pojavljuje u
starijoj populaciji, ona nije normalni dio starenja (Xian i sur., 2018). Uz poremecaj sposobnosti
pamcenja, demenciju prate 1 drugi kognitivni poremecaji kao Sto su disfazija (poremecaj jezika
1 govora u kome je razumijevanje govora i govorno jezi¢na razvijenost osobe snizena), apraksija
(nemoguénost izvodenja smislenih, ranije nauc¢enih motorickih radnji, unato¢ volji i fizickoj
sposobnosti da se to u¢ini, a nastaje uslijed oste¢enja neurona u SZS-u), agnozija (nesposobnost

prepoznavanja odredenog objekta koriste¢i pri tome viSe osjetila, nastaje radi oSte¢enja desnog,




nedominantnog parijetalnog reznja), te problemi u orijentaciji i svakodnevnici. Pojam
demencija dolazi od latinskog de §to znaci bez i mens §to zna¢i bezumnost, ludilo. Prvi koji
spominje pojam demencija je Celsus oko 10. godine n. e., makar se prema opisanoj klini¢koj
slici ipak radilo o nekoj vrsti manije, a ne demenciji (Howick., 2016). Godine 1838., francuski
psihijatar Jean-Etienne Dominique Esquirol, prvi je istaknuo demenciju, definiranu kao ste¢eni
proces kojeg karakterizira gubitak pamcenja, sposobnost prosudivanja i paznje (Nani i sur.,
2013). Simptomi demencije se razlikuju od osobe do osobe. Prema Americkom udruzenju za
demenciju i Alzheimerovu bolest, najmanje dvije funkcije moraju biti znac¢ajno poremecéene da
bi se promjene smatrale demencijom, a to su pamcenje, komunikacija i govor, sposobnost
koncentracije i usredotoCenja na nesSto, razmiS$ljanja i prosudivanja vizualnog dozivljaja
(Howe., 2013). Demencija predstavlja poremecaj mentalnih sposobnosti osobe, kao §to su
sposobnost razmiSljanja, sposobnost pamcenja, sposobnost logickog prosudivanja, kao i
promjene osobnosti. Najces¢i uzrok demencije u danasnje vrijeme je AB. Njemacki psihijatar
i neuropatolog dr. Alois Alzheimer jos je prije viSe od 100 godina opisao pojavu AB kod 51-
godi$nje pacijentice Auguste Deter. Dr. Alzheimer je uocio povezanost simptoma bolesti i
promjena na patohistoloSkim preparatima tkiva mozga oboljelih (Hippius i sur., 2003). Taj
sindrom je po njemu i dobio ime AB (lat. Morbus Alzheimer) i ta bolest i danas predstavlja

veliku nepoznanicu i problem.

Tablica 1.1. Broj hospitalizacija zbog Alzheimerove bolesti u stacionarnim ustanovama od

2012. - 2016. godine po dobnim skupinama u Republici Hrvatskoj.

Ukupno 0- 64 65— 74 75 — 84 85130
2012. 225 29 68 104 24
2013. 260 39 67 129 25
2014. 302 48 84 127 43
2015. 489 82 142 208 57
2016. 612 93 205 227 87

(Preuzeto i prilagodeno: HZJZ, BSO obrazac 2012. — 2016. redovita prijava i dnevna bolnica

https://www.hzjz.hr/aktualnosti/alzheimerova-bolest/)

Najzahvaéenija populacija su osobe iznad 65 godina, $to pokazuju i podatci u RH (Tablica 1.1.)
Oko 2 % populacije 65-godiSnjaka zahvaceno je s AB. Kod 70-godi$njaka pojavnost je oko
3 %, dok u populaciji 80 godina 1 viSe, 20 % osoba pokazuje znakove bolesti. SZO je 2012.

godine proglasila AB vodecim svjetskim javnozdravstvenim problemom. Taj problem postaje



https://www.hzjz.hr/aktualnosti/alzheimerova-bolest/

i zdravstveni, socijalni, medicinski i ekonomski. Sukladno tome sve ¢lanice su bile duzne
izraditi nacionalni plan za borbu protiv AB. AB je najces¢i oblik demencije (Slika 1.2.), a s
povecanjem broja godina u starenju, povecana je i ucestalost bolesti. To je progresivna,
degenerativna bolest stanica mozdane kore i okolnih struktura mozga, ponajprije hipokampalne
regije gdje dolazi do propadanja neurona. Bolesnici s AB razvijaju promjene u pamcenju,
misljenju, snalazenju u prostoru, ponasanju 1 funkcioniranju uz svakodnevno i progresivno
pogorSavanje. Takve osobe nemaju mogucnost samostalnog funkcioniranja i s vremenom

postaju potpuno ovisne o pomoc¢i drugih (Smebye i sur., 2012).

Vaskularna
demencija

15% - 20%

Ostale
demencije

Alzheimerova
bolest

Slika 1.2. Pojavnost Alzheimerove bolesti i drugih demencija (Preuzeto i prilagodeno: Garre-

Olmo, 2018)

Postoje dva oblika AB:

e AB s ranim pocetkom ili obiteljska AB (EOAD, engl. early onset Alzheimer’s disease)
povezana s Mendelovim nasljedivanjem koja pogada osobe mlade od 65 godina i
predstavlja oko 5 % (Mendez, 2017) svih AB slucajeva

e AB kasnog pocetka (LOAD, engl. late onset Alzheimer’s disease), takoder poznata i kao

sporadi¢ni oblik AB, bez dosljednog nacina prijenosa koji pogada osobe starije od 65




godina i predstavlja najve¢i broj (90 — 95 % slucajeva AB) slucajeva medu starijim

osobama (Barber 1 sur., 2012).

Klini¢ki se AB mozZe podijeliti u 3 skupine na temelju dobi:
¢ mlada skupina s pojavom simptoma otprilike u dobi od 40 — 60 godina
¢ srednja skupina s pojavom bolesti u dobi od 60 — 85 godina

e kasna starosna skupina s klinickim pocetkom nakon 85. godine (Ganguli i Rodriguez,

2011).

U skupini koja po€inje s mladom dobi primarni ¢imbenici rizika predstavljaju pozitivna
obiteljska anamneza i autosomno dominantni geni (Kamboh, 2004). Rani oblik AB je uglavnom
uzrokovan rijetkim, potpuno penetrantnim mutacijama u tri razli¢ita gena:

e amiloidni prekursorski protein (APP)

e presenilin 1 (PSEN1)

e presenilin 2 (PSEN2), (Lanoiselée i sur., 2017)

Za pojavu AB c¢imbenici rizika su genotip APOE4 (Corder 1 sur., 1993), kardiovaskularna i
cerebrovaskularna bolest, poviseni krvni tlak, Se¢erna bolest, visoki kolesterol i povecan indeks
tielesne mase (Craft, 2009). Genetski polimorfizmi apolipoproteina E (APOE), a posebno
APOE4 varijanta alela, glavni su ¢imbenici rizika za sporadi¢ni oblik AB, koji u kombinaciji s
¢imbenicima iz okoline mogu snazno utjecati na razvoj AB (Tanzi i sur., 2012).

U ovom istrazivanju smo ukljucili samo ispitanike s kasnim oblikom AB, te su u daljnjem tekstu
svi ispitanici s kasnim oblikom AB ili sporadicnim oblikom AB nazivani

bolesnicima/ispitanicima s AB.

1.2.1. Spolno ovisne razlike u riziku za razvoj demencije

Smatra se da spol utjee na razvoj demencije. Naime, otprilike dvije tre¢ine osoba kojima je
dijagnosticirana AB su Zene (Mielke, 2018). Takoder, zivotni vijek Zena je duzi nego
muskaraca, a dob je najveci rizik za AB. Radi toga je rizik za obolijevanje od AB ve¢i za Zene
(Rocca, 2017). No ti podatci nisu jednoznacni, pa u Sjedinjenim Americkim DrZavama
prevladavaju rezultati studija koji pokazuju kako se ucestalost AB ne razlikuje po spolu ¢ak i
nakon 85 godina zivota (Edland i sur., 2002), dok studije u Europskim zemljama upucuju da
zene imaju vecu ucestalost AB nakon 80. godine zivota (Fratiglioni i sur., 1997). Nadalje,
studija kognitivne funkcije i starenja u Ujedinjenom Kraljevstvu provedena kroz dva desetljeca

izvjes€uje o padu incidencije demencija od 20 % tijekom dva desetlje¢a, koja ukljucuje




smanjenje incidencije demencija medu muskarcima svih dobnih skupina iznad 65 godina
(Matthews i sur., 2016). Ova odstupanja u studijama upucuju da spolne razlike u ucestalosti AB
mogu ovisiti o vremenskom razdoblju i o zemljopisnoj regiji (Mielke sur., 2014). Daljnja
istrazivanja u razli¢itim zemljama potrebna su da bi se prepoznali promjenjivi ¢imbenici rizika

za AB.

Postoje razliciti ¢imbenici rizika koji mogu imati jednaku ili razli€itu ucestalost ili jednak ili
razlicit rizik na osobe razli¢itog spola. APOE genotip ili druge genetske varijante mogu imati
jednaku ucestalost za Zene i muskarce, ali isto tako imati jaci u¢inak u jednom ili drugom spolu.
Navode se ¢imbenici rizika kao $to su puSenje i obrazovanje, koji imaju isti uc¢inak kod
muskaraca i zena, ali razli¢itu ucestalost, npr. kroz povijest su Zene imale manju moguénost za
obrazovanje, dok je ucestalost pusenja ve¢a kod muskaraca. Navodi se da slabije obrazovanje
moze imati Stetniji u¢inak na razvoj AB kod Zena (Russ i sur., 2013). PoboljSanje obrazovanja
zena tijekom proslog stolje¢a, moze biti razlog zasto je incidencija opadanja demencija u nekim
zemljama visa za zene nego za muskarce (Langa 1 sur., 2017). Traume glave ceS¢e su kod
muskaraca u usporedbi sa Zenama, ali Zene mogu biti osjetljivije na Stetne ucinke ozljede glave
(Biswas i sur., 2017). Nadalje, postoje ¢imbenici rizika koji su ograni¢eni samo na jedan spol
kao S§to su trudnoca, rak prostate i uklanjanje androgena (Rocca i sur., 2014). Depresija je
takoder jedan od ¢imbenika rizika za razvoj AB, a poznato je da Zene imaju dvostruko veci rizik
za razvoj depresije nego muskarci (Kessler i sur., 1993). Studije pokazuju da je depresija
¢imbenik rizika za AB i1 za muskarce i1 za Zene, buduci da je prevalencija depresije veca kod
zena nego kod muskaraca, depresija moze imati ve¢i u€inak na rizik za razvoj od demencija

kod zena nego u muskaraca (Ownby 1 sur., 2006).

Americ¢ko udruzenje za AB (AFA, engl. Alzheimer’s Foundation of America) izdalo je sluzbenu

publikaciju o 10 ranih simptoma ili simptoma upozorenja. Simptomi su prikazani u Tablici 1.2.




Tablica 1.2. Deset ranih simptoma AB

Jedan od prvih i najces¢ih znakova,
. o razvija se postepeno, nedavna
1 Gubitak pamc¢enja Ja S€ POsStepeno, nee ..
dogadanja se zaboravljaju, zaboravljaju
se datumi, vazne informacije i dogadaji
Problemi u rjeSavanju | Osoba teSko izvrSava svakodnevne
2 svakodnevnih aktivnosti kao §to su kuhanje, pranje,
aktivnosti ¢iS¢enje, osobna higijena
Problemi ¢itanja, Osoba zaboravlja rijeci, govor je Cesto
3 pisanja i govornog nerazumljiv, bez smisla, Cesto se rijeci
izrazavanja ponavljaju ili koristi fraze
“ o .| Osoba se ne moze sjetiti koji je dan,
Poteskoce u prostornoj . . . )
. h mjesec ili godina, ne zna koje je
4 1 vremenskoj N . .
.. godis$nje doba, ponekad ne znaju gdje su
orijentaciji o .
posli i1 kako do¢i
“l Osoba moze imati probleme s voZnjom,
Poteskoce u i’ )
L. s odijevanjem u odnosu na vremenske
5 procjenjivanju i o . o .
. . prilike, razlikovanje boja, rukovanje s
donosenju odluka ..
novcanicama
Osoba moze imati probleme s
6 Poteskoce u prac¢enjem ili pridruzivanjem u govoru,
apstraktnom misljenju | nekad ne znaju kako nastaviti, nazivaju
stvari pogreSnim imenom
PoteSkoce Osoba ostavlja stvari na neobi¢na
7 zaboravljivosti gdje su | mjesta, Cesto trazenje zametnutih stvari,
stavili neke stvari optuzuju druge osobe za kradu
. . Osoba mijenja raspoloZenje, smjenjuju
Promjena raspolozenja . . .
8 : . . se nemir, nervoza, ljutnja, tuga, plakanje
i ponasanja .
1 smjeh
Osoba se otuduje od drustvenih
9 Povlacenje od rada ili aktivnosti, hobija, sporta, moze se javiti
socijalnih aktivnosti strah od svega u okolini, javlja se
ljubomora, nepovjerenje
Osoba je zbunjena, prestrasena,
10 Gubitak interesa i zabrinuta, lako se uznemiri, potpuno je
osobnosti nezainteresirana, osjeca se napusteno i
osamljeno




1.3. Patofiziologija AB

Degenerativne promjene u cerebralnom korteksu (atrofija mozdane kore, smanjenje ukupne
mozdane mase, pojava senilnih plakova i neurofibrilarnih snopic¢a, gubitak neurona) pra¢ene su
smanjenjem psihickih i tjelesnih sposobnosti i obi¢no se povezuju sa starenjem (Slika 1.3.).
Smatra se da degenerativne promjene nastaju i u mladoj zivotnoj dobi, ali pojava simptoma

vezanih za te promjene, pokazuje se tek u starijoj Zivotnoj dobi (Harada i sur., 2013).

: Zdravi neuroni .
Zdravi mozak Zivéani

Alzheimerova bolest

Amiloidni plakovi

Slika 1.3. Razlike u volumenu mozga i gradi neurona izmedu osoba s Alzheimerovom bolesti
1 zdravih ispitanika. (Preuzeto i prilagodeno: https://www.123rf.com/photo 66827292
the-patient-and-the-brain-healthy-brain-and-neurons-in-comparison-alzheimer-s-disease-

amyloid-plaque.html)

1.3.1. Hipoteza amiloidne kaskade

Na patohistoloSkim preparatima tkiva pacijenata koji su umrli od posljedica AB nalaze se
amiloidni plakovi 1 neurofibrilarni snopi¢i. Senilni plakovi su izvanstani¢ne kuglaste nakupine
koji se sastoje od gustog, uglavnom netopljivog proteinskog materijala. Glavna komponenta
plakova je peptid amiloid beta ili AB. Neurofibrilarni snopici su nakupine u neuronima ¢ija je
glavna komponenta hiperfosforilirani oblik proteina tau. Najvaznija tkivna promjena je
agregacija amiloidnih peptida (Stefani 1 Rigacci, 2013). Peptidi AP su proizvodi metabolizma

proteina APP (prekursor amiloidnog proteina, engl. amyloid precursor protein) u neuronima, a
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sastoje se od 36 do 43 aminokiseline (Querfurth i sur., 2010). Vjeruje se da krivo procesiranje
nakuplja u oligomere koji sadrZze 2 do 6 peptida, koji mogu prije¢i u intermedijarne oblike. Uz
to ovaj peptid moZe postepeno rasti i stvarati netopive fibrile koji tvore amiloidne plakove.
Plakovi se razvijaju u hipokampusu koji ima vaznu ulogu u procesiranju informacija iz
kratkorocnog pamcenja u dugorocno pamcenje, kao 1 u formiranju, organiziranju i
pohranjivanju sjecanja. Osim u hipokampusu, plakovi se razvijaju i u drugim dijelovima
mozdane kore koji su vazni za procese razmisljanja i donoSenja odluka. AB se prvenstveno
svrstava u bolest u kojoj je primarno naglaseno propadanje sinapsi. Bolest ne uzrokuje samo
prekid komunikacije izmedu neurona nego 1 oStecuje neurone koji vise ne mogu normalno
funkcionirati 1 na kraju dolazi do apoptoze neurona (Sheng 1 sur., 2012). Signalne molekule
odnosno razli€iti neurotransmitori, vazni za pamcenje, kao Sto je acetilkolin, su inhibirani, te
dolazi do sprjecavanja otpusStanja neurotransmitora iz presinapti¢kih neurona (Kandimalla i
Reddy, 2017). Vazni proteini u tim procesima su neurotrofni ¢imbenici, koji poticu
proliferaciju, diferencijaciju, rast i razvoj i opstanak neurona i glija stanica te posreduju u
procesima pamcéenja, ucenja i ponasanja (Xiao i Le, 2016). Normalne visoke razine
neurotrofinskih receptora u kolinergi¢nim neuronima prednjeg mozga uvelike su smanjene u
bolesnika koji boluju od AB (Lee i sur., 2013). AB u mitohondrijima djeluje poput otrova jer
inhibira klju¢ne mitohondrijske enzime u mozgu $to posebno utjece na sinapse i citokrom C
oksidazu (Eckert i sur., 2011). Kao posljedica, prijenos elektrona, proizvodnja ATP-a i
mitohondrijski membranski potencijal su inhibirani §to dovodi do oksidativnog stresa,
otpustanja citokroma C i apoptoze stanica. Slobodni radikali nastaju u mitohondrijima, a
ostecenja mitohondrija u AB i1 u normalnom procesu starenja uzrokuju znatan oksidativni stres
koji prethodi patoloskim promjenama u AB (Tonnies i Trushina, 2008). Oksidativni stres utjece
1 na povecanje membranske propusnosti za ione kalcija, kao i1 ostale ione, inhibira prijenos
glukoze, ometa neurotransmisiju te uzrokuje neravnotezu energije u stanicama. A formira o
naponu neovisne ionske kanale u lipidnim membranama, rezultirajuéi poremecajem

unutarstani¢ne kalcijeve homeostaze i propadanjem neurona (Querfurth i sur., 2010).

1.3.2. Tau hipoteza

Protein tau je mikrotubulima pridruzeni protein (MAP, engl. microtubule-associated protein).
Kodiran je humanim TAU genom koji se nalazi na dugom kraku 17. kromosomu (poziciji

17g21). Tau proteini se na aksonima neurona vezu za tubulin-protein, ¢iji dimeri stvaraju
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mikrotubule i imaju vazne uloge u njihovom slaganju i stabilnosti. Protein tau veze druge
proteine i ima ulogu u prijenosu signala i ravnotezi ostalih ¢imbenika citoskeleta (Correas i sur.,
1990). Tau je protein koji je povezan s mikrotubulima u neuronima. Funkcije koje se pripisuju
tau proteinu su odrzavanje strukturnog integriteta i signalizacija unutar i izmedu neurona (Guo
i sur., 2017). U ljudskom mozgu postoji 6 razli¢itih izoformi tau proteina koje su eksprimirane
alternativnim spajanjem MAPT gena, koji sadrzi 16 eksona (Guo 1 sur., 2000). Iz primarnog
tau transkripta alternativnim izrezivanjem nastaje 5 tau izoformi u odraslom i jedna tau
izoforma u fetalnom mozgu (Buée i sur., 2000). Kod odraslih osoba, najdulju izoformu
predstavlja tau izoforma s najve¢im brojem aminokiselina (441), te se redaju izoforme sa po
410, 412, 381 1 383 aminokiselina. Najkrac¢a tau izoforma sadrzi 352 aminokiseline i pronalazi
se samo u fetalnom mozgu (Buée i sur., 2000). Ravnoteza tih izoformi je bitna, jer su promjene

u ravnotezi izoformi povezane s mutacijama u aminokiselinskom slijedu (Espinoza i sur.,

2008).

1.3.2.1 Fosforilacija tau proteina

Akumuliranje visoko fosforiliranog tau proteina kljucna je patoloska znacajka nekoliko
neurodegenerativnih taupatija, ukljucujuci i AB (Noble i sur.,2013).. Mnogi fosforilirani ostaci
u tau proteinu nalaze se u prolinom bogatoj domeni tau, bo¢noj domeni koja veze mikrotubule.
I fosforilacijski status i izoformna ekspresija tau proteina su razvojno regulirani i oba su vazni
¢imbenici za plasti¢nost citoskeleta tijekom embriogeneze i ranog razvoja (Hanger i sur., 2009).
U ranim fazama razvoja izrazava se jedna tau izoforma, ON3R, a tau fosforilacija povisena je u
odnosu na mozak odrasle osobe. Suprotno tome, svih Sest tau izoformi prisutno je u normalnom
zrelom ljudskom mozgu, a u ovoj fazi tau fosforilacija je relativno smanjena (Hanger i sur.,
2007). lako postoji znacajna heterogenost izmedu razli¢itih tau-patija, akumulirani tau u
patoloskim lezijama uvijek je visoko fosforiliran (Tavares i sur., 2013). Pokazano je da veliki
broj razli¢itih kinaza i fosfataza regulira tau fosforilaciju, a neravnoteza u aktivnosti tau kinaze
1 fosfataze rezultira tau hiperfosforilacijom u bolestima (Dolan i Johnson, 2010). Tau kinaze
ukljucuju:
e prolinski usmjerena kinaza glikogen sintaza kinaza-3 (GSK-3), ciklin-ovisna kinaza 5
(CDKY) 5 'adenozin monofosfatno aktivirana protein kinaza (AMPK) (Thornton i sur.,
2011)
e kazein kinaza 1 (CK1), kinaze koje reguliraju afinitet mikrotubula (MARKS), ciklicka
AMP-ovisna protein kinaza A (PKA) i kinaza 1A (DYRK-1A) regulirana dvostrukom

specifi¢noscu tirozin-fosforilacijom (Sheppard i sur., 2012)
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e Tirozin kinaze, ukljucuju¢i Fyn, Abl i Syk (Lebouvier i sur., 2007)

Uz te kinaze, nekoliko fosfataza defosforilira tau, ukljucujuéi proteinsku fosfatazu-1, -2A i -5
(PP1, PP2A i PP5) (Liu i sur., 2005). Uz abnormalnu fosforilaciju, tau protein u mozgu kod
neurodegenerativne bolesti moze se mijenjati na vise nacina, ukljuc¢uju¢i N- i C-proteoliticko
cijepanje, promijenjenu konformaciju, nitriranje, glikozilaciju, acetilaciju, glikaciju,
ubikvitaciju, O-GIlcNAcilaciju, agregaciju i stvaranje filamenta (Yuzwa i sur., 2011). Dosta je
istrazivanja usmjereno na rasvjetljavanje odnosa fosforilacije i promjena u strukturi tau proteina
koje su uobicajene u mozgu neurodegenerativnih bolesti (Martin i sur., 2011). Velike nakupine
hiperfosforiliranog tau-proteina mogu dovesti do oSte¢enja Ziv€anih stanica i na taj nacin
uzorkovati razvoj AB. Neke mutacije mogu biti posljedica nenormalne i poviSene fosforilacije
tau-proteina i njihove agregacije (Igbal i sur., 2010). Protein tau je normalno topljivi protein u
aksonima. Kada dode do njegove hiperfosforilacije i talozenja, postaje netopljiv i gubi afinitet
za mikrotubule. VeZe se s drugim proteinima, tvori neurofibrilarne niti 1 time dovodi do
poremecaja aksonskog transporta tvari i informacija u neuronima. Kod pacijenata kod kojih je
dijagnosticirana AB, fosforilacija tau-proteina dogada se u frontalnom korteksu. Neurofibrilarni
snopi¢i koji sadrze hiperfosforilirani oblik proteina tau predstavljaju patoloski marker razvijene
AB (Malnar i sur., 2009). PoviSena koncentracija tau proteina nalazi se u cerebrospinalnom
likvoru oboljelih od AB i ta koncentracija je povec¢ana 3 — 4 puta u odnosu na kontrolnu skupinu

iste dobi (Blennow, 2004).

1.3.3. Uloga mikroglija

Aktivacija mikroglija je vrlo rani proces u patogenezi AB. Aktivirana mikroglija moze se otkriti
vrlo rano u samom pocetku bolesti (Cagnin 1 sur., 2001). U mi§jem modelu AB, aktivirana
mikroglija je primijecena prije stvaranja amiloidnih plakova (Heneka i sur., 2005). Aktivirana
mikroglija potice signalne molekule kao Sto su citokini, ¢cimbenici rasta, kemokini i molekule
stani¢ne adhezije. Osim toga mikroglija ima ulogu 1 u evoluiranju plaka fagocitiranjem ili
degradiranjem deponiranog AP (Cui i sur., 2002). Aktivacija mikroglija i astrocita zajedno s
odgovaraju¢im upalnim reakcijama takoder je vazan dogadaj u patogenezi AB. Agregirani
amiloidni fibrili 1 upalni medijatori koje lu¢i mikroglija, pojac¢avaju disfunkciju neurona i

njihovu smrt. Disfunkcija neurona smatra se neposrednim uzrokom bolesti (Hardy, 2002).

Neuroupala je ukljucena u etiologiju AB. Epidemioloske studije pokazuju povezanost izmedu

suzbijanja upale i smanjenog rizika za AB (Breitner i sur., 2001). Zastitni ucinci nesteroidnih
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protuupalnih lijekova na oboljele od AB takoder podupiru tezu o neuroupali (Vlad i sur., 2008).
Ucinci nesteroidnih protuupalnih lijekova istrazeni su na zivotinjskim modelima i ukljucili su
smanjenu aktivnost glija, opéenito poboljSanje, smanjenu razinu AP kao i smanjenu veli¢inu

plakova (Lin i sur., 2000).

Astrociti
|
- - . . 1
Aktivacija g = Otiljci glijalnih formacija
- — -
- e « Energetskipadi
l !' oksidativni stres
Citokin /
Kemokini » s A 9 o
(1,16, TNE-q) & -y Demijelinacija Smrt aksona
Mikroglia - -
Indukcija apoptoze
” Aktivacija °
4 L — g Kronicna NEURODEGENERACIJA
neuroupala

Slika 1.4. Stetni uéinci glija (Preuzeto i prilagodeno: Sajja i sur., 2016)

Obiteljska anamneza AB uvelike utje¢e na povecéanje rizika za razvoj bolesti. Kako bi se moglo
preventivno djelovati, cilj je uociti one osobe koje imaju najveci rizik za razvoj AB. Neka
istrazivanja pokazuju da odrasla djeca ¢ije su majke imale razvijenu AB imaju za 20 % veci
rizik za razvoj bolesti i razvijaju kognitivne poremecaje i u ranijoj dobi u odnosu na djecu ¢iji
su ocevi razvili AB (Mosconi i sur., 2010). Razumijevanje genetskih mehanizama je od
izuzetnog znacenja kako bi se moglo pristupiti preventivnim postupcima prije pojave klinickih

znakova oboljenja (Mosconi i sur., 2010).
1.4. Genetika AB

Ne zna se toan uzrok AB, ali postoji Citav niz teorija. Veliki broj istraZivanja bavi se

djelovanjem skupina gena na 1.,14.,19. 1 21. kromosomu koji se u kombinaciji s djelovanjem
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¢imbenika rizika iz okoline mogu povezati s razvojem AB. Genetski ¢cimbenici imaju ujecaj na
sve forme demencija, osobito u ranoj fazi (Tanzi i sur., 2012).

Obiteljski ili nasljedni oblik AB ili FAD (engl. Familial Alzheimer’s disease) se nasljeduje
autosomno dominantno, a rani simptomi najc¢es¢e se pokazuju prije 65. godine Zivota. Drugi
naziv za ovaj oblik AB je rani oblik AB ili EOAD i on je vrlo rijedak. Taj je oblik AB izazvan
genskim mutacijama na tri gena: mutacijom gena za transmembranski amiloidni prekursorni
protein (APP) na kromosomu 21, mutacijom gena za presenilin 1 (PSEN1) na kromosomu 14 i
mutacijom gena za presenilin 2 (PSEN2) na kromosomu 1 (Tablica 1.3.).

Gen za apolipoprotein E4 (APOE4) na kromosomu 19 predstavlja, tzv. genetski rizicni
¢imbenik za razvoj AB, no postojanje tog alela ne zna¢i nuzno da ¢e osoba koja ima tu mutaciju
razviti AB (Cohn-Hokke i sur., 2012). Mutacije ovih gena dovode do poviSene proizvodnje i
taloZenja B-amiloidnog proteina (AP) koji je netopljiv i njegovim taloZenjem stvaraju se senilni
plakovi (Schindler i sur., 2015). Trisomija 21 (Downov sindrom) dovodi do ranog razvoja AB
obi¢no nakon 40. godine Zivota. Istrazivanja mutacija gena APP, PS1 i PS2 omogudilo je

otkrivanje molekularnog mehanizma AB (Thinakaran i sur., 1999).

Sporadicni ili kasni oblik AB, LOAD je i naj¢es¢i oblik AB. Nastaje kao posljedica genskog
djelovanja u kombinaciji s djelovanjem razli¢itih ¢imbenike rizika. Nastaje kao posljedica
djelovanja nekoliko gena. Najistrazeniji je polimorfizam gena apolipoproteina E (APOE), a
pojavljuje se u 3 razli¢ite forme, i to kao aleli APOE2, APOE3 i APOE4 (Schindler i sur., 2015).
APOE gen, smjeSten na kromosomu 19, pokazuje genetski polimorfizam s tri uobicajena alela,
APOE2, APOE3 i APOEA4, koji pokazuju izrazite razlike u njihovoj distribuciji medu raznim
etnickim skupinama (Saunders 1 sur., 1993). APOE gen kodira apolipoprotein E. APOE cini
sastavni dio lipoproteina plazme i odgovoran je za transport i metabolizam lipida, najcescée
kolesterola, izmedu stanica i razli¢itih organa, povezan je s razli¢itim podtipovima lipoproteina
male gustoce:

¢ lipoproteine vrlo male gusto¢e (VLDL)

¢ lipoproteinima umjerene gustoce

¢ nekim podtipovima kolesterola visoke gustoce (HDL)

Lipoproteini su odgovorni za ,,pakiranje” kolesterola i drugih lipida i njihovo prenoSenje kroz
krvotok. APOE ima ulogu u ¢iséenju tih lipoproteina u plazmi jer sluzi kao ligand za vezanje
na specificne stanicne receptore i1 to na obitelj LDL receptora te za receptore vezane za heparin

sulfat proteoglikane (Huang i Mahley, 2014). Protein APOE4 povezan je s AB s kasnim
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pocetkom. APOE je povezan sa stvaranjem amiloidnih plakova u mozgu, §to je jedan od

karakteristika AB (Liu i sur., 2014).

Tablica 1.3. Geni koji se povezuju uz razvoj AB

Bolest Gen Lokus Protein

AB (Alzheimerova bolest)

Rana faza PSEN 1 14924.3 Presenilin 1

PSEN 2 1q31-g42 Presenilin 2

APP 21g21.2 Prekursor amiloidnog proteina
Kasna faza APOE 19q13.2 Apolipoprotein E
(Preuzeto i prilagodeno: Alzheimer disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database,

https://www.alzforum.org/mutations/app)

1.5. Ostali ¢imbenici rizika za AB

Osim nasljednih ¢imbenika rizika, na razvoj AB mogu utjecati razni drugi ¢imbenici kao §to su
dob, spol, depresija, pusenje, familijarna anamneza, povrede mozga, kroni¢ne bolesti (poviseni
krvni tlak, poviSena razina kolesterola, dijabetes tipa 2, prekomjerna tjelesna tezina), razina
obrazovanja, krvozilne bolesti, nedostatak tjelesne aktivnosti i samoc¢a (Qiu 1 sur., 2009).
Zivotna dob predstavlja najvazniji ¢imbenik rizika razvoja AB. AB najées¢e nastupa nakon 65.
godine Zivota, a sa staro$¢u raste. Volumen hipokampusa smanjuje se brzinom od 4 % — 6 %
godis$nje u bolesnika s AB (Jack i Holtzman, 2000). Razumijevanje starosne atrofije mozga je
vazno jer se AB ¢e$ée javlja u starijoj dobi. Zivotna dob i AB su neovisni procesi, ali njihovo
djelovanje na mozak se deSava istovremeno (Raji i sur., 2009). Dvije tre¢ine oboljelih otpada
na Zene. Zivotna dob Zena je dulja nego kod muskaraca, a bolest zahvaéa uglavnom stariju
populaciju. Neurodegenerativne promjene 1 klinicki simptomi javljaju se prije kod zena nego
Sto se posumnja na dijagnozu (Lin 1 sur., 2015). No progresija AB kod Zena moze biti posljedica
bioloskih promjena i ranjivosti u postmenopauzi (Seshadri i sur., 1997). Razina mozdanog
neurotrofnog ¢imbenika (BDNF, engl. brain derived neurotrophic factor) u cirkulaciji
povecava se s tjelesnom aktivnoSéu i1 smanjenjem unosa kalorija. BDNF utjece na
prezivljavanje 1 funkcioniranje neurona, poboljSava sinapticku plasti¢nost i dugorocno
pamcenje. Osobe koje imaju najvisu razinu BDNF imaju najnizu razinu demencije u odnosu na

osobe s nizom razinom BDNF (Weinstein i sur., 2014). Ljudi koji su bili stariji od 50 godina i
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imali problem s pamcenjem su pokazali poboljSanje u kognitivnim sposobnostima nakon
tjelesne aktivnosti i tjednog hodanja (Weinstein i sur., 2014), jer se razina BDNF povecava s
tjelesnom aktivno$cu i tjelovjeZbom. Osobe koje imaju visoki indeks tjelesne mase (ITM),
imaju 1 veci rizik za razvoj AB od onih koji imaju normalnu tjelesnu tezinu (Weinstein i sur.,
2014). Redovita tjelesna aktivnost i regulirana tjelesna tezina smanjuju rizik za razvoj AB
(Weinstein i sur., 2014). Stetni uéinci debljine utje¢u i na vaskularni rizik koji takoder moze
utjecati na razvoj AB. Nepovoljan ucinak pretilosti na kognitivne funkcije povezuje se s
oslabljenim metabolizmom inzulina, §to dovodi do poremecaja mehanizma prijenosa glukoze
u mozak (Naderali i sur., 2009). Epidemioloski podatci i studije upucuju na vjerojatnu
zajedniCku patofiziologiju izmedu Secerne bolesti tipa 2 i AB. I dijabetes tipa 2 i AB
prevladavaju u starijoj zivotnoj dobi. Do pogorSanja kognitivne funkcije moze do¢i kao
posljedica oSte¢enja inzulinskih mehanizama §to je u skladu s pronadenim smanjenim razinama
inzulina u mozgu bolesnika s AB (Frolich i sur., 1998). Povrede glave u ranijoj Zivotnoj dobi,
a pogotovo ako se radi o ozbiljnoj povredi pracenoj gubitkom pamcenja, mogu biti ¢imbenik
rizika za AB ili neku drugu vrstu demencije u starijoj zivotnoj dobi (Fleminger 1 sur., 2003).
Epidemioloski podatci upucuju kako osobe nizeg stupnja obrazovanja ili nezaposlene osobe
imaju vecu vjerojatnost obolijevanja od AB. Moguce je da su ti razlozi povezani sa slabijim
socioekonomskim statusom i s tim povezanim lo§im prehrambenim navikama. Pretpostavlja se
da teSkoce sa suoCavanjem u pocetnom stadiju bolesti nastaju upravo radi slabije mozdane

aktivnosti (Cadar i sur., 2018).

Rana istrazivanja su pokazala da socijalna okolina, osobito socijalni odnosi i potpora mogu
imati veliki utjecaj na ponasSanje i socijalno zdravlje (Hsiao i sur., 2018). Istrazivanja koja su
ispitivala povezanost izmedu osamljenosti i vjerojatnosti nastanka AB su pokazala da su osobe
koje su bile osamljene imale ve¢i rizik od AB od osoba koje nisu bile osamljene. Takoder, kod
osoba koje su mentalno aktivne i sudjeluju u drustvenim i socijalnim aktivnostima, kognitivni

pad i1 pocetak AB moze se odgoditi (Hsiao i sur., 2018).
1.6. Rani simptomi bolesti

Bolest obi¢no pocinje promjenama kratkoroéne memorije (epizodicko pamcenje),
zaboravljivos¢u 1 blagom konfuzijom koja se ocituje kao zaboravljivost za nedavne dogadaje
(Awada 1 sur., 2015). Dolazi do nesnalazenja u vremenu i osobe zaboravljaju koji je dan, ne

znaju koji je datum ili godina. Nakon toga se deSavaju poteskoce u snalaZenju u prostoru i osobe
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ne znaju pronacéi put do posla ili kuce, a ¢esto ne znaju, tj. zaborave gdje su uopée krenule.
Postepeno se javlja psihicko 1 fizicko propadanje, oboljeli su slabije pokretni 1 taj proces
napreduje do potpune nepokretnosti. U tim fazama AB prevladava potpuna funkcionalna
onesposobljenost bolesnika i najéesée su takve osobe potpuno ovisne o tudoj skrbi i njezi (Hugo

1sur., 2014).

1.6.1. Kognitivni znaci AB

Kognitivni znaci AB su otezana koncentracija; smetnje pamcenja - zaboravljivost, ponavljanje
istih pitanja, teSkoCe u izrazavanju, zametanje predmeta svakodnevne upotrebe, usporenost,
neprepoznavanje bliskih osoba, gubitak druStvene procjene koja se ogleda u nekriticnosti; te

smanjenje mentalne fleksibilnosti (Neugroschl i Wang, 2011).

Postoje tri stadija AB - to su rani, srednji i1 kasni stadij, dok se u medicinskom kontekstu
ponekad prikazuju kao blagi, umjereni i teski stadij ili oblik AB (Sjogren i Larsson, 1959). AB
se ne razvija kod svih osoba na isti nacin, pa tako i svaka oboljela osoba pokazuje znakove
bolesti individualno. Do promjena u mozgu moze do¢i i ranije, znatno prije nego Sto se pokazu
vidljivi simptomi bolesti. Ta faza moze trajati duze vrijeme, a naziva se pretklinicka AB
(Knopman i sur., 2012). Kad se postavi dijagnoza AB, osoba nakon toga moze Zivjeti u prosjeku
od cetiri do osam godina, medutim neke osobe zive ¢ak i do 20 godina nakon dijagnosticiranja
AB, §to ovisi o Zivotnoj dobi i1 o drugim Zivotnim i zdravstvenim okolnostima i navikama (Ravi
i sur., 2011). Iako se mogu utvrditi tri faze AB, simptomi se Cesto preklapaju i nekad je tesko
ocijeniti u koju fazu oboljela osoba spada. Pocetni ili rani stadij je faza bolesti u kojoj osoba jos§
uvijek moze samostalno funkcionirati (Galasko i sur., 1998). Osoba moze raditi, upravljati
vozilima, sudjelovati u radnim i drustvenim aktivnostima. Simptomi nisu tako uocljivi, ali
obitelj ili bliske osobe mogu primijetiti pocetne promjene. U tom periodu vazno je prepoznati
te rane simptome 1 obavijestiti lijecnika, koji ¢e uz pomo¢ dijagnostickih alata utvrditi radi li se
o AB. Rani stadij obiljezen je poremecajem epizodickog paméenja. Prvi znakovi u tom stadiju
mogu se primijetiti u gubitku sposobnosti za izrazavanjem u normalnom razgovoru i osoba se
ne moze sjetiti odgovaraju¢ih rije¢i (anomicka disfazija). Radi te nemoguénosti, osoba
pokusava na drugi nacin izre¢i misli i razvija i logoreju, tj. bolesnu brbljavost, karakteriziranu
bujicom rijeci, ubrzanim i obilatim tijekom rijeci, najées¢e nepovezanih. Dolazi do poteskoca
u pamcéenju imena kada se osoba upoznaje s novim ljudima te do zaboravljivosti upravo
procitanih podataka. Uobicajene svakodnevne radne ili druStvene aktivnosti mogu oboljeloj

osobi predstavljati poteskoce. Osoba se ne moze sjetiti gdje je ostavila pojedine stvari, a
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pojavljuju se problemi s planiranjem i organiziranjem. Takoder se u oko 10 % oboljelih moze
javiti izgubljenost u vremenu i prostoru. U ranom stadiju demencije pojedine osobe shvacaju
da se nesto dogada (Hamdy 1 sur., 2017). Neke osobe ¢ak pokuSavaju prikriti simptome ili
koriste razne nacine da to prikriju, kao $to su podsjetnici ili biljeske. U ranoj fazi uz pomo¢
obitelji 1 pod nadzorom lije¢nika osoba moze uspjesno organizirati svoj svakodnevni zivot.
Druga, umjerena ili srednja faza obiljezena je napredovanjem demencije 1 sve vecim
izrazavanjem apraksije, agnozije 1 afazije. Semanticko pamcenje slabi, a sjecanje na davne
dogadaje je obi¢no jo§ sauvano (Irish 1 sur., 2013). Osobe pokazuju povecanu konfuziju 1
pogorsava se mo¢ prosudbe. Pokazuju se poteskoce u orijentaciji i osoba vise niti ne zna na
kojem mjestu se nalazi, niti se moze sjetiti koji je dan. Javljaju se poteskoce s osnovnim
podatcima kao $to su adresa, mjesto stanovanja ili brojevi telefona, kao i s nekim vaznijim
individualnim datumima kao §to su rodendani i godiSnjice. Povecana je mogucnost da osobe
izadu izvan stana, kuce, prebivaliSta i ne znaju se vratiti. U ovoj fazi takva osoba zahtijeva vecu
pomo¢, ¢ak i1 kod nekih osnovnih svakodnevnih radnji kao $to su oblacenje i odrzavanje osobne
higijene. Uz sve te kognitivne simptome se Cesto mogu javiti 1 anksioznost, depresija i

agresivnost (Fauth i sur., 2016).

U tre¢em stadiju, u teskoj ili kasnoj fazi AB, najceS¢e dolazi do gubitka i epizodickog i
semantickog pamcenja. Dolazi do gubitka tjelesnih sposobnosti, vidljive su poteskoce s
jedenjem i gutanjem, osobe teSko kontroliraju mjehur i crijeva, kretanje je otezano i na kraju ta
faza obi¢no zavrsava s nemoguc¢nos¢u gutanja, hodanja i kretanja. U ovoj fazi oboljele osobe
zahtijevaju stalnu njegu i paznju. Javljaju se Ceste infekcije, najcesce upala pluca, Sto na kraju
1 bude Cest uzrok smrti dementnih osoba. UobiCajene, svakodnevne radnje postaju skoro

nemoguce i oboljeli postaju potpuno ovisni o brizi drugih. (Palsetia i sur., 2018).
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Blagi kognitivni Blagi do umjereni oblik Teski oblik
poremecaj Alzheimerove bolesti Alzheimerove bolesti

Slika 1.5. Progresija Alzheimerove bolesti, (Preuzeto i prilagodeno:

https://'www.faim.org/dementia-and-alzheimers-disease)

Osim ove podijele AB u 3 stadija ili faze (Slika 1.5.), koriste se i razli¢ite psihometrijske

ljestvice ili skale za procjenu razlicitih stadija AB.

1.6.2. Skale za ocjenu kognitivne funkcije

Mini-mental test ili MMSE (engl. Mini-mental test) je psihometrijski test za testiranje ispitanika
na demenciju koji sadrzi maksimalno 30 bodova. Ovim testom procjenjuje se memorija, paznja,
budnost, govor, orijentacija, razumijevanje, Citanje i pisanje, imenovanje i ponavljanje.
Odgovori se boduju s nula bodova ili s jednim bodom. Prije samog testiranja nuzno je provjeriti
stupanj obrazovanja ispitanika. Istrazivanja upucuju da je stupanj obrazovanja povezan s
rezultatima testa. Prema broju bodova na MMSE testu osobe se mogu rangirati u nekoliko
grupa:

e normalna kognitivna sposobnost (od 27 — 30 bodova)

e blaga demencija (od 21 — 26 bodova)

e umjerena demencija (od 10 — 20 bodova)

teski oblik demencije (manje od 10 bodova)
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Tablica 1.4. Mini-mental test

Mini-mental test

Ime i prezime:

Datum:

Moguc¢i bodovi

Bodovi
ispitanika

Pitanja

5 (1 po odgovoru)

VREMENSKA ORIJENTACIJA
Godina? Godisnje doba? Mjesec? Datum? Dan?

5 (1 po odgovoru)

PROSTORNA ORIJENTACIJA
Drzava? Grad? Ulica? Zgrada? Kat?

3 (1 po odgovoru)

REGISTRIRANJE POJMOVA
Nabrojati tri stvari

5 (1 po odgovoru)

PAZNJA 1 RACUNANIJE
Oduzimanje brojeva, €itanje unatrag

3 (1 po odgovoru)

PAMCENJE
Ponoviti tri prije imenovana pojma

JEZIK

2 (1 po odgovoru)

IMENOVANIJE
(2 predmeta imenovati)

1 bod

PONAVLJANIJE FRAZE
(nema ako, ali, zasto)

3 (1 po stupnju)

USMENA ZAPOVIJED (3 stupnja)
(uzeti papir u ruku, presavinuti papir, staviti ga na stol)

1 PISANA ZAPOVIJED
(zatvorite oci)

. RECENICA
(napisati re¢enicu sa subjektom i glagolom)
VIDNO PROSTORNI TEST

1 (dati pacijentu prazan papir da nacrta dva peterokuta
¢iji kutovi se sjeku)

30 (ukupno)
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Test crtanja sata ili CDT (engl. Clock Drawing Test) koristi se kao jos§ jedan test za procjenu
ozbiljnosti demencije, a vrijeme potrebno da se taj test ispuni je vrlo kratko (Sunderland 1 sur.,
1989). Pacijent dobije nacrtanu kruznicu u koju mora upisati brojeve i kazaljke sata koji
pokazuju neko vrijeme, najcesce se zadaje vrijeme od 11 sati i 10 minuta. Ocjenjuje se crtanje
kruga (1 bod), brojeva (2 boda) i kazaljki s to¢nim vremenom (2 boda). Ukoliko osoba nacrta
sat, kazaljke 1 to¢no vrijeme ocijenjuje se kao 5/5 bez kognitivnih oSte¢enja. Ukoliko je rezultat
od 0 — 4 boda, nalaz govori da se radi o poremec¢aju pamcenja i upucuje se na daljnje ispitivanje.
Postoje razli€iti sustavi ocijenjivanja sata, a glavni aspekti koji se moraju razmotriti su ispravan
polozaj brojeva 12, 3, 6 1 9 kao i ispravno namjeStene kazaljke npr. 10 minuta iza 11 sati
(Brodaty i sur., 2002). Test crtanja sata koristi se kao jedan od testova probira. Osim toga, moze
se primijeniti kao dio veceg protokola procjene kognicije (Addenbrooke's cognitive

examination — ACE-R, Final Revised Version A 2005).

TEST CRTANJASATA
Bodovanje:

Prema navedenoj shemi od 5 bodova
KRUG 1 bod ukoliko je krug nacrtan

BROJEVI 2 boda ukoliko su svi brojevi dobro napisani i
rasporedeni
1 bod ukoliko su svi brojevi dobro napisani, a nisu
dubio rasporedeni

KAZALJKE 2 boda ukoliko su obje kazaljke dobro nacrtane,
razli¢ite duZine i pokazuju na zadane brojeve
1 bod ukoliko obje kazaljke pokazuju na zadane
brojeve, ali su pogredne dufine IL/
1 bod ukoliko jedna kazaljka pokazuje na dobar broj i
dobre je duzine IL/
1 bod ukoliko je nacrtana samo jedna kazaljka i

pokazuje na dobar broj (npr. na 11 za jedanaest i
petnaest)

Slika 1.6. Test crtanja sata (Preuzeto i prilagodeno: Addenbrooke's cognitive examination —

ACE-R, Final Revised Version A 2005)
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Lo%e pogreske na testu crtanja sata
O ponovljenih rijeci

I L

—

Vrlo jaka sumnja u demenciju
Preporuda se daljnja obrada

Blage greske na testu crtanja sata
1-2 ponovljene rijedi

<L

Sumnja na demenciju
Preporuca se daljnja obrada

Odli¢an test crtanja sata
3 ponovljene rijedi

J L

Nema sumnje u demenciju
Kontrola za jednu godinu

Slika 1.7. Rezultati testa crtanja sata, (Preuzeto i prilagodeno: https://www.researchgate.

net/figure/Examples-of-three-different-CDT-results _figl 223959731)
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1.6.2.1 Test funkcionalnog ocjenjivanja (FAST)

Tablica. 1.5. Skala funkcionalnog ocijenjivanja (FAST)

Test funkcionalnog ocjenjivanja (FAST, engl. Functional Assessment Test)

faza Stanje pacijenta Razina funkcionalnog pada Ocekivano trajanje faze
Normalna . :
Faza 1 odrasla osoba Nema funkcionalnog opadanja.
Faza 2 Normalna Osobna svijest o nekom Nepoznato
odrasla osoba funkcionalnom opadanju. p
Rana L . . - . .
Faza3  Alzheimerova Primjetni deficiti u zahtjevnim Prosjecno trajanje ove faze je
bolest poslovnim situacijama. 7 godina.
Blaca Zahtijeva pomo¢ u slozenim
Faza 4 Alz%eimerova zadacima kao Sto su upravljanje  Prosjecno trajanje ove faze je
bolest financijama, putovanja, 2 godine.
planiranje, itd.
Faza S X?zlileeriirrllgrova Zahtijeva pomo¢ u odabiru Prosjecno trajanje ove faze je
bolest odgovarajuce odjece. 1,5 godina.

Umjereno teska Potrebna je pomo¢ kod oblacenja,

Faza 6 Alzheimerova  kupanja i toaleta. Iskustva Prosjecno trajanje ove faze je

3,5 mjeseca do 9,5 mjeseci.

bolest urinarne i fekalne inkontinencije.
Sposobnost govora opada na oko
Teska pola tuceta razumljivih rijeci. . . .
) S : . Prosjecno trajanje ove faze je
Faza7 Alzheimerova  Progresivni gubitak sposobnosti . .
S . o 1 godina do 1,5 godina.
bolest hodanja, sjedenja, osmijeha i

drzanja glave.

(Preuzeto i prilagodeno: https://www.dementiacarecentral.com/aboutdementia/facts/stages/)

Skala FAST koristi takoder sustav od sedam stupnjeva koji je fokusiran na razinu

funkcioniranja pojedinca i svakodnevnih aktivnosti.

Skala za ocjenu klinicke demencije CDR (engl. Clinical Dementia Rating Scale)
Ova skala koristi sustav od 5 stupnjeva. To je najcesée koriSteni sustav za ocjenu demencije.
Lije¢nik na osnovu intervjua s oboljelom osobom i ¢lanom obitelji svrstava oboljelu osobu u

jednu od 5 faza.
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Tablica 1.6. Skala za ocjenu klini¢cke demencije

Faza

CDR-0

CDR-0,5

CDR-1

CDR-2

CDR-3

Skala za ocjenu klinicke demencije (CDR)
Opis

Nema demencije

Vrlo blaga demencija — Problemi s pam¢enjem su
neznatni, ali dosljedni. Pojedinci imaju poteskoca s
vremenom i rjesavanjem problema, a svakodnevni zZivot
je neznatno umanjen. Pojedinci su jo$ uvijek u potpunosti
sposobni za obavljanje aktivnosti osobne njege.

Blaga demencija — Gubitak pamc¢enja je umjeren, osobito
za nedavne dogadaje, i ometa svakodnevne aktivnosti.
Pojedinci imaju umjerene poteskoce u rjeSavanju
problema, ne mogu samostalno funkcionirati u poslovima
zajednice, a imaju poteSkoca sa svakodnevnim
aktivnostima i hobijima, osobito slozenim.

Umyjerena demencija — Dublji gubitak paméenja, samo
zadrzavanje visoko nauc¢enog materijala. Pojedinci su
dezorijentirani s obzirom na vrijeme i mjesto, nedostaju
im dobre prosudbe i imaju poteskocéa u rjesavanju
problema. Oni imaju malo ili nimalo neovisne funkcije
kod kuc¢e i mogu raditi samo jednostavne poslove i imaju
malo interesa.

Teska demencija — Teski gubitak pamcenja. Pojedinac
nije orijentiran s obzirom na vrijeme ili mjesto, nema sud
ili sposobnost rjeSavanja problema i ne moze sudjelovati
u poslovima zajednice izvan kuce. Njima je potrebna
pomo¢ u svim svakodnevnim zivotnim zadacima i
potrebna im je pomo¢ kod veéine osobne njege. Cesto su

inkontinentne.

Ocekivano trajanje

faze

Prosjecno trajanje je
nekoliko godina do 7

godina.

Prosjecno trajanje je

2 godine.

Prosjecno trajanje je
nesto manje od 2

godine do 4 godine.

Prosjecno trajanje je
1 godina do 2,5

godine.

(Preuzeto i prilagodeno: https://www.dementiacarecentral.com/aboutdementia/facts/stages/)
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1.7. Blagi kognitivni poremecaj ili MCI

Blagi kognitivni poremecaj ili MCI (engl. Mild cognitive impairement) uzrokuje blagi, ali
vidljiv 1 mjerljiv pad kognitivnih sposobnosti uklju¢ujuéi sposobnosti pam¢enja i razmisljanja.
Osoba s MCI ima povecani rizik za razvoj AB ili neke druge demencije (Campbell i sur., 2013).
MCI predstavlja fazu izmedu ocekivanog kognitivnog opadanja i normalnog starenja (Geda,
2012). Moze ukljucivati probleme s paméenjem, jezikom, razmisljanjem i prosudbama koje su
vece od uobicajenih promjena u odnosu na dob. Kognitivni problemi mogu i¢i dalje od onog
Sto se oc¢ekuje za osobe takve starije dobi i mogu biti znak moguc¢eg MCI. Ti znaci mogu se
manifestirati kao:

e sve ¢eSce zaboravljanje

e zaboravljanje vaznih dogadaja kao Sto su sastanci ili drustveno angaZziranje

e gubljenje tijeka misli ili razgovora

e poteskoce u donosenju odluka, planiranja koraka ili razumijevanja uputa

e problem s orijentacijom i pronalazenjem okoline

e sve losija prosudba

okolina i obitelj po¢nu primjecivati promjene

Ako je osoba razvila MCI, mozZe prolaziti kroz stanja depresije, razdrazljivosti, agresivnosti 1
anksioznosti. Simptomi MCI mogu ostati nepromijenjeni godinama, mogu napredovati prema
AB ili nekoj drugoj demenciji ili se simptomi tijekom vremena mogu poboljsati. Istrazivanja
pokazuju da se MCI Cesto, ali ne uvijek razvija iz manjeg stupnja istih tipova promjena u mozgu
koji se mogu zamijetiti kod AB ili nekih drugih demencija (Knopman i sur., 2015). Starenjem
se povecava kognitivno propadanje (Rubin i sur., 1998). Kako osoba stari kvaliteta kognitivnih
funkcija postaje sve vaznija tema. Starije osobe mogu pokazivati vidljivo kognitivno ostecenje,
a da nije doslo do prijelaska u demenciju (Lopez, 2013). Blagi kognitivni spoznajni poremecaj
moze prethoditi ili pratiti veliki broj somatskih poremecaja 1 bolesti. Moze se definirati kao
poremecaj kod osobe koja u svom ponaSanju pokazuju kognitivni poremecaj, a ne ispunjava jos
kriterije za postavljanje dijagnoze AB i jo§ uvijek nije dementna (Petersen i sur., 1999).
Kognitivne sposobnosti odnose se na nekoliko kognitivnih podrucja:

e pamcenje, govor i jezik

e pozornost i paznja

e vizualne funkcije
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Nekad je vrlo tesko prepoznati znakove MCI. Ovo stanje ukljucuje blaga kognitivna ostecenja
1 pocetak poremecaja pamcenja (Flicker i sur., 1991). Osobe kod kojih se utvrdi prisutnost MCI
imaju povecani rizik za razvoj AB (Boyle i sur., 2006).

MCT je kao pojam postupno usao u opise starenja i demencije (Golomb i sur., 2004). Pacijenti
s kognitivnim oS$teéenjima zbog povecanog rizika za razvoj AB predstavljaju skupinu od
znacCajnog interesa radi njihove klini¢ke karakterizacije 1 razumijevanja patofiziologije prijelaza
MCI u AB. Istrazivanja pokazuju da bolesnici iz MCI u AB prelaze po stopi od 10 — 15 %
godisnje, a da 80 % bolesnika prelazi u stanje AB (Petersen 1 sur., 1999). Kriteriji kojih se
kliniari trebaju drzati kod postavljanja dijagnoze MCI su postavljeni u Ameri¢kom
Nacionalnom Institutu za starenje 1 Alzheimerovu bolest (engl. American National Institute on
Aging and Alzheimer's disease). Ti kriteriji ukljucuju validirane neuropsiholoske testove koji
su trenutno dostupni. MCI moze biti posljedica drugih uzroka, a ne samo pred-demencijska faza
bolesti. Sindrom MCI odnosi se na sljede¢e promjene - promjene u odnosu na prethodno
funkcioniranje, ostecenje jedne ili viSe kognitivnih funkcija poput pamcenja i rjeSavanja
problema. Sposobnost samostalnog funkcioniranja u samostalnom Zivotu je ocuvana. lako neki
sloZeniji zadaci predstavljaju poteSkoce u odnosu na prijasnje stanje, nema vidljive demencije.
Prepoznavanje kognitivnog oSteéenja postaje sve veéi izazov za kliniCare. U zadnja dva
desetljeca poseban je naglasak u procjenjivanju osoba za koje se sumnja da boluju od AB, od
MCI do predklinickog oblika AB u kojem su osobe kognitivno normalne, ali su nositelji
znacajki AB (Sperling i sur., 2011). MCI se opc¢enito smatra grani¢nim podrucjem izmedu
kognitivnih promjena starenja i vrlo rane demencije, ali jo§ uvijek predstavlja teskocu u
dijagnostici u klinickoj praksi. Pojam MCI se u literaturi prvi puta spominje prije Cetiri
desetljeca kada grupa autora opisuje promjene u ponasanju osoba koje zive u zajednici 1 ta
oste¢enja povezuju s dobi 1 primarnom degenerativnom demencijom (Gauthier i sur., 2006).
Godine 1999. grupa autora s klinike Mayo opisuje oSteCenja osoba teze od onog koje bi se
oc¢ekivalo za njihovu dob gdje se mogu primijetiti neznatni znakovi poremecaja paméenja, ali

te osobe nisu ispunjavale kriterije za demenciju (Petersen 1 sur., 1999).
1.8. Upala

Obrambeni imunoloski mehanizam tijela razvijao se tijekom filogenijskog razvoja (Okin i
Medzhitov, 2012). Upala je vazan ¢imbenik obrane i odgovora organizma na razli¢ite patogene u
cilju ocuvanja integriteta organizma. Upala predstavlja uvod u svaku specificnu imunolosku

reakciju (Chaplin, 2010). Nespecificna obrana se temelji na razli¢itim mehanizmima kao $to su
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anatomska barijera koze i sluznice koje predstavljaju mehani¢ku zastitu. Osim koze i sluznice u
nespecificnoj obrani sudjeluju i1 kemijske tvari u sekretima na povrSinama. Fizioloske znacajke
koje doprinose obrani domacina su tjelesna temperatura ili vru€ica, sadrzaj kisika ili pH u tkivima.
Takoder, razliCite tvari koje se nalaze u izvanstanicnoj tekucini kao $to su komplementi,
interferoni, lizozimi, beta-lizini, C-reaktivni proteini i drugi, imaju ulogu u nespecifi¢noj obrani
(Sproston 1 Ashworth, 2018). Upala se definira i kao niz slozenih reakcija koje se javljaju kao
odgovor zivog organizma na mehanicke ozljede ili bilo koje djelovanje kemijskog ili bioloskog
porijekla, djelovanje patogenih mikroorganizama ili toksi¢nih tvari (Schmid-Schonbein, 2006).
Prema tijeku, upale se dijele na akutne i kroni¢ne. Akutna upala kratko traje i moze zavrsSiti
iscjeljenjem uz potpuni oporavak. Ako ne dode do iscjeljenja, akutna upala prelazi u kroni¢nu.
Kroni¢ne upale se odlikuju specifi¢nim humoralnim i stani¢nim odgovorom. U upalnom odgovoru
djeluju medijatori sustavne upale (Chen 1 sur., 2018). Ti medijatori su odgovorni za aktivnost
stanica u napadnutom tkivu i to su endotelne stanice, tkivni makrofagi i fibroblasti. Odgovorni su
1 za aktivnost nastalih upalnih stanica (limfociti T i B, NK stanice, neutrofili, monociti, eozinofili).
Rani stani¢ni medijatori kao $to su histamin (aktiviraju ga bazofili i mastociti), serotonin (smjesten
je u trombocitima), citokini (koje otpuStaju makrofagi i limfociti T), kemokini (koje otpuStaju
endotelne stanice, monociti 1 limfociti T), limfociti T 1 makrofagi ¢ine najvaznije dijelove
imunoloskog sustava, koji u doticaju s antigenom proizvode specifi¢na protutijela (Abdulkhaleq i
sur., 2018). Te stanice reagiraju na razne signale, podrazaje i1 nadrazujuce tvari upalnim
odgovorom. Stanice u mozgu, mikroglija, namjenjene su zastiti mozga i imaju mogucnost
fagocitoze. Svojim djelovanjem tite neurone SZS-a (Hong i sur., 2016). Stvaranjem agregata -
amiloidnih peptida aktivira se mikroglija koja mijenja svoj izgled iz razgranatog u aktivirani
(Sondag i sur., 2009). Fagocitna mikroglija svojim profagocitnim djelovanjem razara amiloidne
agregate (Doty 1 sur., 2015). Novonastala mikroglija moze imati neurotoksi¢an ucinak i otpustati
reaktivne kisikove spojeve ili ROS, citokine (interleukin 1 alfa ili IL-1a 1 ¢imbenik nekroze tumora

alfa ili TNF-a) i takvim upalnim djelovanjem ostetiti neurone.

1.8.1. Upalai AB

Istrazivanja u posljednjem desetlje¢u su dovela do velikih pomaka u razumijevanju povezanosti
izmedu imunoloskog odgovora i AB. Upala ima dvostruki ucinak, s jedne strane §titi, s druge
strane ima destruktivni u¢inak na SZS. Kljuénu ulogu u inicijaciji i procesu neurodegeneracije
u AB ima upala (Glass 1 sur., 2010).

Upalna komponenta dugo vremena je prepoznata u AB 1 prvo se vjerovalo da upala nastaje kao

odgovor na talozenje AP, te da ima zastitnu funkciju. Utvrdeno je da postoji povezanost izmedu
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AB 1 mutacije u genima odgovornih za imunoloske odgovore CR1, CD33, MS4A, ABCA7,
EPHA1, TREM2 i CLU (Giri 1 sur., 2016). Poznato je da kroni¢ni upalni proces prati AB.
Medutim, ostaje nejasno je li upala reakcija na patologiju AB ili doprinos nastanku ili progresiji
bolesti (Combarros i sur., 2009). Taj je mehanizam potkrijepljen i1 ¢injenicom da postoji
smanjena incidencija AB u bolesnika koji dugotrajno primaju nesteroidne protuupalne lijekove
(Ma 1 sur., 2005). Istrazivanje u studiji na 1050 osoba u sklopu Honolulu-Azijske studije
starenja pokazalo je povezanost izmedu upale u srednjim godinama i demencije u starijoj dobi.
U studiji se istice da upalni markeri mogu odraZavati ne samo periferne bolesti, nego i
mehanizme cerebralne bolesti povezane s demencijom, te da su ti procesi mjerljivi i prije nego
Sto se pojave prvi klinicki simptomi (Schmidt i sur., 2002). Sli¢no istrazivanje provedeno je u
Baltimoreu na 1532 sudionika gdje su takoder mjerene razine upalnih markera i magnetskom
rezonancijom (MR) su skenirane promjene na mozgu (Walker i sur., 2017). Osobe koju su imale
poviSene razine upalnih markera imale su 5 % smanjen volumen mozga u podrucjima mozga
pokazuju da upalni procesi koji se dogadaju godinama ranije utjecu na promjene u mozgu koje

su povezane s AB i drugim oblicima demencije (Walker i sur., 2017).

Lijecenje i prevencija kroni¢nih upala vrlo je vazan korak u otklanjanju rizika za demenciju.
Neka istrazivanja pokazuju da se poboljSanja kognitivnih poremecaja mogu posti¢i blokadom
upalnih proteina koji se oslobadaju u mozgu aktiviranjem mikroglija (Mandrekar i sur., 2013).
Identificiranje upalnih markera mozga omogucit ¢e bolje razumijevanje AB i upalnog odgovora
organizma. Krajnji cilj je istraziti lijekove koji ¢e smanjiti aktivnost mikroglija i omoguciti

uklanjanje amiloidnih plakova uz §to manje negativnog ucinka (Heneka 1 sur., 2015).

Odredivanje biomarkera u perifernoj krvi predstavlja danas brojne izazove koji zahtijevaju
osjetljive 1 specifi¢ne analize i pazljivu provjeru valjanosti. Biomarkeri iz mozga obi¢no su
prisutni u relativno niskim koncentracijama u krvi zbog krvno-mozdane barijere koja sprecava

normalan prolaz molekula izmedu SZS-a i krvne cirkulacije (Zetterberg i sur., 2019).
1.9. Citokini

Citokini su stanicne signalne molekule koje omogucavaju stani¢nu komunikaciju u
imunoloskim odgovorima 1 stimuliraju kretanje stanica prema mjestima upale, infekcije i

traume. Po strukturi su proteini, polipeptidi ili glikopeptidi, razmjerno niske molekularne
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molekularne mase od 60 — 70 kDa (Holdsworth i Gan, 2015). Citokini predstavljaju veliku
grupu farmakoloski aktivnih proteina koji preko svojih specificnih receptora djeluju u stanici i
na stani¢noj membrani kao medijatori 1 regulatori stani¢ne komunikacije. Ti proteini stupaju u
interakciju sa stanicama imunoloSkog sustava u cilju regulacije reakcije tijela na bolest 1
infekcije, kao i posredovanja u normalnim stani¢nim procesima u tijelu. Izluuju se iz
imunoloskih stanica i nekih drugih tipova stanica koji poti¢u upalu. Omoguéuju razmjenu
informacija imunoloskog sustava i stanica tkiva domacina. Kada se imunoloski sustav bori
protiv patogena, citokini signaliziraju imunoloskim stanicama poput T stanica i makrofaga da
putuju do mjesta infekcije. Isto tako, citokini aktiviraju te stanice, poti¢uéi ih da stvaraju vise
citokina (Arango i Descoteaux., 2014). Vezu se za komplementarna mjesta na membrani
stanice. Citokini djeluju preko slozenog puta signala na nacin da Salju informaciju ciljnoj
stanici, koja putem te informacije potice odgovarajuéi receptor. Receptor $alje signal u stanicu
primatelja $to dovodi do promjene funkcije ili fenotipa stanice (Rubio-Perez i sur., 2012).
Djelovanje citokina mogu zaustaviti inhibitori mijenjajuci biolosku aktivnost citokina ili
sprjeCavanjem odgovora ciljne stanice. To djelovanje moze se desiti 1 u fizioloSkim 1 u
patoloskim uvjetima. Citokini djeluju parakrino $to znaci da utjecu na funkciju drugih stanica
ili autokrino Sto znaci da djeluje na funkciju vlastite stanice koja ga izlu€uje. Ukoliko citokini
putuju kroz cirkulaciju do ciljne stanice u drugim dijelovima tijela, to se djelovanje moze opisati
kao endokrino. Mogu djelovati pozitivno ili negativno u reguliranju imunoloSke reakcije
(Szelényi 1 sur., 2001). Bioloska aktivnost citokina u mnogim slu¢ajevima je viSestruka.
Razli¢iti citokini mogu imati isto djelovanje, §to omogucava funkcioniranje imunoloskog
sustava i upalnog sustava i u slu¢ajevima gubitka funkcije pojedinih citokina.
Citokini mogu regulirati stani¢nu aktivnost na nekoliko nacina:

e pleiotrofija — jedan citokin ima mnogo razli¢itih funkcija

¢ redundancija — nekoliko razli¢itih citokina moze posredovati iste ili sli¢ne funkcije

e sinergizam — kombinirani u¢inak dva citokina na stani¢nu aktivnost ve¢i je od ucinka

pojedinog citokina

e antagonizam — ucinci jednog citokina inhibiraju ili kompenziraju u¢inke drugih citokina

Funkcije citokina uklju¢uju sudjelovanje u akutnoj upali, kroni¢noj upali i1 regulaciji

metaboli¢kih puteva unutar stanica mi§i¢a, masnog tkiva, SZS-a i jetre.
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Tablica 1.7.

Odabrani citokini, glavni izvor i njihova primarna aktivnost

Citokini | Glavni izvor Primarna aktivnost
IL-1a -
qu rofagi i dru'ge' . Kostimulacija APC i T stanica, upala i vrudica,
antigen prezentirajuce
- odgovor akutne faze, hematopoeza
IL-1p stanice (APC)
Aktivirane Th1 stanice, | Proliferacija B stanica i aktiviranih T stanica, NK
IL-2 . .
NK stanice funkcija
IL-3 Aktivirane T stanice Rast hematopoetskih i progenitornih stanica
Proliferacija B stanica, rast i funkcija eozinofila i
. . mastocita, IgE (imunoglobulin E) i MHC (engl.
IL-4 Aktivirane T stanice major histocompatibility complex) ekspresije klase 11
na B stanicama, inhibicija proizvodnje monokina
IL-5 Th2 i mastociti Eozinofilni rast i funkcija
Aktivirane Th2 stanice, Odgovor akutne faze, proliferacija B stanica,
IL-6 APC, druge somatske . " . .
. trombopoeza, sinergija s [IL-1 1 TNF na T stanicama
stanice
IL-7 Thy?‘“" ' svtromalrlc't T i B limfopoeza
stanice koStane srzi
IL-8 Makrofagl, somatske Kemoatraktant za neutrofile 1 T-stanice
stanice
IL-9 T-stanice Hematopoetski i timopoetski ucinci
Aktivirane Th2 stanice, | Inhibira proizvodnju citokina, potice proliferaciju B
IL-10 CD8+ T i B stanice, stanica i proizvodnju antitijela, suzbija stani¢ni
makrofagi imunitet, rast mastocita
IL-11 Atromalne stanice Sinergisti¢ki hematopoetski i trombopoetski u¢inci
IL-12 B stanice, makrofagi Prollferavcua NK stanica, proizvodnja I'FN-a, promice
imunoloske funkcije posredovane stanicama
IL-13 Th2 stanice Aktivnosti sli¢ne IL-4
IL-18 Makrofagi Inducira proizvodnju interferona-y iz Th1 stanica
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IFN-a

Makrofagi, neutrofili i Antivirusni u€inci, indukcija klase 1 MHC na sve
neke somatske stanice somatske stanice, aktivacija NK stanica i makrofaga
IFN-B
Uvodi MHC klase 1 na sve somatske stanice,
IFN- Aktivirane Th1 1 Nk inducira MHC klase II na APC i somatske stanice,
v stanice aktivira makrofage, neutrofile, NK stanice, potice
stanini imunitet, antivirusne ucinke
MIP-1a | Makrofagi Kemotaksije
MIP-18 | Limfociti Kemotaksije

Kemotaksija, sinteza IL-1, sinteza IgA

TGE-p | T-stanice, monociti (imunoglobulin A), inhibiraju proliferaciju

Makrofagi, mastociti,
TNF-a | NK (eng. natural killer) | Stani¢na smrt, upala, bol
stanice, senzorni neuroni

TNF-B | Thl i Tc stanice Fagocitoza, proizvodnja NO, stani¢na smrt

Kratice: IL-1o. (interleukin la),; IL-1p (interleukin 1f); IL-1 (interleukin-1); IL-2 (interleukin-2); IL-3
(interleukin-3); IL-4 (interleukin-4),; IL-5 (interleukin-5); IL-6 (interleukin-7); IL-8 (interleukin-8), IL-9
(interleukin-9); IL-10 (interleukin-10); IL-11 (interleukin-11); IL-12 (interleukin-12); IL-13 (interleukin-13);
IL-18 (interleuklin-18); IFN-a (interferon-a); IFN-B (interferon-p); IFN-y (interferon-y); MIP-10 (makrofagna
inflamatorna bjelancevina 1o); MIP-1 (makrofagna inflamatorna bjelancevina 1f); TGF (transformirajuci
cimbenik rasta beta); TNF-a (Cimbenik tumorske nekroze a); TNF-f (Cimbenik tumorske nekroze p); Th I (engl.
T helper type 1), Tc (engl. cytotoxic T cells); NO (dusikov monoksid); APC (antigen prezentirajuce stanice); NK

stanice (engl. natural killer); CD8+ (citotoksicne T stanice).

Sve stanice s jezgrom u humanom organizmu luce citokine (Zhang i sur., 2007). Oni su
proizvod razliCitih stanica i bez njihove aktivnosti nema ni imunoloskog odgovora. Citokini
reguliraju Sirok raspon bioloskih funkcija ukljucujuéi urodenu i steCenu imunost, hematopoezu,
upalu i1 popravak te proliferaciju uglavnom izvanstani¢ne signalizacije. Njihovo stvaranje
ovisno je o stupnju diferencijacije 1 aktivacije stanice. Citokini su pleiotropni jer djeluju na
razli¢ite tipove stanica izazivajuci razli¢it ucinak (Zhang i sur., 2007). Bioloska ekspresija
razli¢itih citokina dovodi do kaskadnih reakcija, koje djeluju kao potentni induktori drugih
citokina. Citokinska informacija se prenosi na membrani stanice putem odgovarajuceg
receptora. Neki od ovih receptora su stalno prisutni, a neki se aktiviraju aktiviranjem stanice.

Antigen specificnom aktivacijom limfocita T4 potaknuto je stvaranje razliCitih citokina
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(Luckheeram i sur., 2012). Glavni regulatori imunoloske reakcije su limfociti T4 ili pomo¢nicki
limfociti T i njihovi citokini. Rijec citokini ima grcko podrijetlo 1 izvedena je od rijeci cytos §to
znaci stanica i rijeci kinos $to znaci kretati se. Interakcija medu stanicama omogucuje djelovanje
citokina koje se sastoji u prijenosu poruka i signala, povezivanja i uskladivanja stani¢nog
djelovanja. Nakon Sto se molekula citokina oslobodi iz stanice, veze se za odgovarajuci
citokinski receptor na ciljnoj stanici i tako zapocinje njegovo djelovanje (Nagae i sur., 2016).
Signal koji se stvara provodi se do jezgre ciljne stanice, gdje se aktivira odredeni gen. Ovisno
o genu koji je aktiviran moze do¢i do aktiviranja ciljne stanice, njene proliferacije,
diferencijacije, nove stani¢ne funkcije, mogucnosti sinteze novih molekula, ili kemotaksije.
Novostvoreni visak citokina koji se nije vezao za stani¢ne receptore, odstranjuje se molekulama
neutralizacijskog u¢inka. Sintezu i1 otpustanje citokina mogu zaustaviti inhibitori modulirajuci
biolosku aktivnost citokina ili inhibirajuéi sposobnost odgovora ciljne stanice (Zheng i sur.,
2016). Nekontrolirano lucenje citokina u visokim koncentracijama izaziva toksian ucinak,
ponekad s letalnim ishodom. Prije pedesetak godina, kada su otkriveni prvi citokini,
prevladavalo je misljenje da svi citokini imaju sli¢no djelovanje, ali je to misljenje odbaceno
jer se pokazalo da djeluju na razlicite vrste stanica (Dinarello i sur., 2007). TNF-a je zadrzao
svoj naziv, iako osim nekroze tumorskih stanica ima razli¢ito djelovanje na razli¢ite vrste
leukocita. Neuroupalna dogadanja predstavljaju glavne odlike AB gdje su mikroglije
prekomjerno aktivirane §to za posljedicu ima povecano stvaranje proupalnih citokina (Su i sur.,
2016). Prekomjerna aktivacija mikroglija nalazi se u bolesnika s AB 1 na animalnim modelima

AB (Cagnin i sur., 2001).
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MreZa citokina
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Slika 1.8. Shematski prikaz mreze citokina, (Preuzeto i prilagodeno: Zhang JM, An J.
Cytokines, inflammation, and pain. Int Anesthesiol Clin. 2007;45(2):27-37)

Danas je poznato viSe od 100 razli¢itih citokina (Dinarello, 2007). Citokini obuhvacaju
limfokine (citokine koje proizvode limfociti), monokine (citokine koje proizvode monociti),
kemokine (citokine s kemotaksicnim djelovanjem) i interleukine (produkte leukocita koji
djeluju na druge leukocite). Citokini se mogu razvrstati u nekoliko razli¢itih skupina ovisno o
tipu stanica iz kojih se izlucuju, o njihovoj funkciji i cilju na koji djeluju. Izvorni termin je bio
interleukin jer se pretpostavljalo da citokini prvenstveno ciljaju leukocite. Pokazalo se da
interleukini ne ciljaju samo leukocite i taj izraz se danas koristi za imenovanje novih citokina.
Danas je otkriveno 37 interleukina koji su numerirani prema redoslijedu otkrivanja od 1 - 37
(Akdis 1 sur., 2011). Interleukine uglavnom produciraju T-pomoc¢ne stanice. Interleukini
sudjeluju u medusobnoj komunikaciji stanica koje imaju ulogu u imunoloskom odgovoru
(Dinarello, 2018). Interferoni imaju antiviralnu aktivnost i stvaraju ih leukociti, fibroblasti i T
limfociti (Lin i Young, 2014). Cimbenici poticanja rasta kolonija CSF (engl. Colony stimulating
factors) su hematopoetski ¢imbenici koji poticu razvoj 1 diferencijaciju pluripotentnih

hematopoetickih stanica iz mati¢nih stanica (Zhao i sur., 2013).

33



Cimbenici poticanja granulocitnih i makrofagnih kolonija GM-CSF (engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) su citokini ukljuceni u rast i1 diferencijaciju
mijeloi¢nih 1 monocitnih stanica, ukljucuju¢i dendriti¢ne stanice, monocite, makrofage i
granulocite (Zhao i sur., 2013). Cimbenici rasta i ¢imbenici tumorske nekroze djeluju na
tumorske stanice i uniStavaju ih, a stvaraju ih limfociti T i makrofazi (Salomon i sur., 2018).
Kemokini su posebna podskupina strukturno srodnih citokina koji induciraju kemotaksiju,

migraciju i aktivaciju stanica, a posebice fagocita i limfocita (Bussmann 1 Raz, 2015).

AUTOKRINO CITOKINI i
) . 5 N .

_— . k.? - C|tok|nsk!
"y Citokini receptori

PARAKRINO [ Receptor

\D’ “e®

ENDOKRINO

@

Ciljna stanica
[~ Krvna Zila

Slika 1.9. Citokini 1 citokinski receptori, prijenos signala, (Preuzeto i prilagodeno:
https://www. 123rf.com/photo 83417372 stock-vector-cytokines-and-cytokine-receptor-

signal-transduction-between-cells-endocrine-paracrine-and-autocrine-.html)

1.9.1. Proupalni citokini

Proupalni citokini su op¢i pojam za imunoregulacijske citokine koji su ukljuceni u regulaciju
upalnih reakcija (Zhang i sur., 2007). Izraz ,,proupalno” koristi se za opis upalnog stanja,
njegovog fenotipa, karakteristika, njegovih markera (citokini, transkripcijski faktori i sl.).
Suprotno je regulaciji i resorpciji upala. Proupalni citokini imaju srediSnju ulogu u upalnim
bolestima infektivnog ili neinfektivnog podrijetla (Chen i sur., 2018). Proizvode ih aktivirani
makrofagi 1 T pomoc¢ne stanice i1 sudjeluju u povecanju upalne reakcije. Ovi citokini imaju
ulogu u rjeSavanju zariSta upale aktivacijom lokalnih i sistemskih upalnih odgovora. Kod

sirokog spektra infekcija, citokini se oslobadaju kao odgovor organizma i to je poznato kao
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proupalni citokinski odgovor. Aktivira se citokinska kaskada protuupalnih citokina koji
blokiraju sintezu proupalnih citokina. U vecini slucajeva upalni odgovor je uspjesno rijesen.
Medutim prekomjerna proizvodnja citokina moZze dovesti do povecanja koncentracije citokina
u sistemskoj cirkulaciji 1 imati Stetan ucinak na domacina (Chen i sur., 2017). U¢inak upalnog
odgovora odreden je ravnotezom izmedu proupalnih i protuupalnih citokina. Ovi citokini
nastaju aktiviranjem makrofaga i sudjeluju u procesima reparacije. Glavni proupalni citokini su
TNF-o 1 IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8 1 IL-15. Oni se lu¢e iz makrofaga i mnogih drugih stanica kao
Sto su fibroblasti 1 endotelne stanice i mogu zapoceti kaskadu sekundarnih citokina, izmedu
ostalth i kemokina. Proupalni citokini, IL-1 i TNF-0, poviSeni su u krvi, mozgu i
cerebrospinalnoj tekucini bolesnika s AB ili MCI, dok su protuupalni citokini smanjeni

(Forlenza 1 sur., 2009).

1.9.1.1 Interleukin 1

Interleukin 1 (IL-1) ima glavnu ulogu u upalnim i regulatornim mehanizmima i oslobada
proteine akutne faze. Cine ga 2 razli¢ita proteina — IL-1o i IL-1, koji prepoznaju isti staniéni
receptor na aktiviranoj stanici (Matsushima 1 sur., 1986). Stanice zdravih organizama ne
produciraju citokine, no IL-1 ima vaznu ulogu u pojacavanju ili snizavanju upalnog odgovora.
Djeluje na procese aktivacije makrofaga, monocita, limfocita T, B 1 NK stanica. Ima ulogu u
sintezi TNF-a 1 IL-6. Luce ga makrofagi, limfociti B, aktivirani limfociti T, fibroblasti,
endotelne stanice, astrociti, keratinociti, stanice glatkih miSica i stanice mikroglija (Koch i sur.,
1995). Obuhvaca familiju koju ¢ine 3 citokina — dva agonista, IL-1a i IL-1f i endogeni IL-1
receptorski antagonist (IL-1ra). IL-1 je snazan proupalni citokin (citokin upalne faze), s
mnogobrojnim sistemskim ucincima i1 u mozgu pacijenata s AB dolazi do njegovog
prekomjernog eksprimiranja (Mrak i sur., 2000). Prekomjerna ekspresija IL-1 povezana je sa
stvaranjem [-amiloidnog plaka i ona u mozgu korelira sa stupnjem progresije plakova,
formiranjem neurofibrilarnih snopica i oste¢enja DNA u neuronima (Sheng i sur., 1998). IL-1
regulira ekspresiju beta-amiloidnog prekursorskog proteina u neuronima (Goldgaber 1 sur.,
1989). Ovo eksprimiranje dovodi do talozenja AP fragmenata u plakovima kao i oslobadanja

izlu¢nog beta-amiloidnog prekursorskog proteina u neuronima (Buxbaum i sur., 1992).

Povecana ekspresija IL-1 pronadena je u mozgu oboljelih od AB (Griffin 1 sur., 1989).
Interleukin 1, citokin generiran imunoloskim odgovorom koji stimulira proliferaciju i
reaktivnost astrocita, bio je prisutan i do 30 puta viSe u glija stanicama u postmortalnom tkivu

mozga pacijenata s AB u usporedbi s rezultatima na mozgovima pacijenata slicne dobi koji nisu
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imali nikakvih klinickih simptoma AB (Griffin i sur., 1989). Eksprimirani IL-1 potpomaze

stvaranje AP plakova $to upucuje na povezanost IL-1 1 nastanka AB (Sheng i sur. 2001).

1.9.1.2 Cimbenik nekroze tumora, TNF-o

Cimbenik nekroze tumora ili TNF-a je poznat i kao kahektin, i to je zna¢ajan citokin u
mehanizmu upale kojeg stvaraju makrofagi, fibroblasti, monociti, i limfociti T i B. Inducira
stvaranje nekih citokina (IL-6, IL-8, IL-1 i GM-CSF (engl. Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor)). TNF-a ima viSestruke uloge. Glavni je ¢imbenik u upalnoj reakciji.
Istrazivanja na misjim modelima pokazala su da kroni¢na neuronska ekspresija TNF-o dovodi
do povecanja razine amiloid-beta i hiperfosforiliranog tau, kao i mikroglijlne aktivacije
(Janelsins 1 sur., 2008). Djeluje u kaskadi citokina. TNF-oa, citokin koji sudjeluje u sistemskoj
upali, utjece na neurodegenerativne poremecaje kao sto je AB (Cheng i sur., 2010). Pronadene
su visoke koncentracije TNF-a u mozgu bolesnika koji boluju od neurodegenerativnih
poremecaja (Cheng i sur., 2010). Analiza mozga postmortem utvrdila je lokalizaciju TNF-a u
amiloidnim plakovima (Dickson, 1997). Ljudski mozak sadrzi stanice mikroglija i astrocita
koje se aktiviraju kao odgovor na razli¢ite patoloske procese kao Sto su infekcije, upalne bolesti,
ishemije i traumatske ozljede (Lue i sur., 1999). Tijekom te aktivacije glija stanice lu¢e TNF-a
(Feuerstein i sur., 1994). Senilni plakovi u mozgovima bolesnika s AB povezani su s reaktivnim
astrocitima i aktiviranim mikroglija stanicama koje potjecu luc¢enje upalnih citokina kao §to je
TNF-a (Cacquevel i sur., 2004). Vecina kroni¢nih neurodegenerativnih bolesti, uklju¢ujuéi AB,
popracena je upalnim odgovorom, posredovanim citokinima, nazvanim neuroupala ili
neuroinflamacija. lako je vecina citokina, uklju¢uju¢i TNF-a, izrazena na vrlo niskim razinama,
u zdravom mozgu neuroupala povezana s bolesti moze se otkriti godinama prije nego Sto dode
do apoptoze neurona u znacajnom broju. U bolesnika s AB, aktivirane stanice mikroglija,
posebice one povezane s amiloidnim naslagama, izluCuju visoke razine TNF-a (Lue i sur.,
2001). Cini se da povisena razina TNF-o korelira s progresijom bolesti. Visoke razine TNF-a
prisutne su u serumu bolesnika s teSkom AB u odnosu na pojedince s blagom do umjerenom
boles¢u (Decourt i sur., 2017). Pocetni dogadaj u djelovanju TNF-a je njegovo vezanje na

specifi¢ne receptore na stani¢nim povrsinama (Cheng 1 sur., 2010).

1.9.2. Protuupalni citokini

Protuupalni citokini su serija imunoregulatornih molekula koje kontroliraju proupalni

citokinski odgovor (Sultani i sur., 2012). Njihova fizioloska uloga u upali i patoloska uloga u
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sustavnim upalnim stanjima sve vise se prepoznaje. U ovu grupu ubrajaju se citokini koji

kontroliraju proupalne citokinske reakcije (IL-3, IL-4, IL-10, TGF-B).

1.9.2.1 Interleukin 10

Medu svim protuupalnim citokinima, IL-10 je citokin s jakim protuupalnim svojstvima
potiskujuéi ekspresiju upalnih citokina kao $to su TNF-o, [L-6 1 IL-1 (de Vaal i sur., 1991). Ima
vaznu ulogu u potiskivanju imunoloske reakcije i ukljuen je u procese odrzavanja
imunoloskog odgovora. Aktiviranjem limfocita Th1, monocita i NK stanica inhibira aktivaciju
sinteze citokina ukljucujuéi IL-1, TNF-a, IL-6 i IL-8 (de Vaal i sur., 1991). Nedavne klinicke
studije su pokazale da su niske koncentracije IL-10 u krvi pronadene u bolesnika s kroni¢nom

boli (Uceyler i sur., 2006).

Primjena estrogena u post-menopauzi moze odgoditi pocetak ili doprinijeti prevenciji AB
putem povecanja izlucivanje IL-10 iz mikroglija stanica (Henderson i sur., 2006). Studije o
povezanosti AB 1 upalnih biomarkera pokazale su kontroverzne rezultate. IL-10, protuupalni
mediator, istaknut je kao jedan od glavnih citokina povezanih s pojavom AB, jer se smatra da
tretman koji povecava razinu IL-10 moze biti potencijalna terapija za AB, buduéi da ovaj
citokin djeluje na smanjenje amiloidnih i1 protuupalnih molekula (Magalhaes i sur., 2017).
Nadalje, IL-10 moze biti potencijalna terapija za AB jer potice proizvodnju protuupalnih
molekula i inhibiciju proupalnih citokina (Bagyinszky i sur., 2014). Protuupalna terapija nije
dokazana kao vrijedna u lijeCenju AB 1 upalnih promijena, nakon §to bolesnik ima odredeni
stupanj upale (Bryson 1 sur., 2016). Isticu¢i neravnotezu proupalnog i protuupalnog djelovanja
u AB, Zheng i suradnici naglasavaju vaznost uloge citokina ili neuroupale u etiologiji 1
patogenezi AB (Zheng i sur., 2016). Ista studija i meta-analiza ne upucuje na znacajne razlike
u razinama IL-10 izmedu ispitanika s MCI i zdravih kontrola. Upravo stoga se istice da
povezanost IL-10 s AB zahtijeva daljnja istrazivanja temeljena na genetskim polimorfizmima,

kao 1 na promijenjivoj razini ovog citokina u bolesnika s AB (Zheng i sur., 2016).

1.9.3. Koncentracija citokina u perifernoj krvi kod bolesnika s MCI i AB

Pregledom studija o citokinima povezanih s upalom u plazmi i serumu bolesnika s AB i MCI
izdvojeno je 118 ¢lanaka objavljenih izmedu 1989. 1 2013. godine (Brosseron i sur., 2014).
Nekoliko citokina kao §to su TNF-a i IL-6, koji su promijenjeni u upalnim procesima
povezanim s neurodegenerativnim poremecajima, pokazuju postojano povecanje, ali

nedovoljno da bi se mogli koristiti kao pouzdani biomarkeri, dok drugi citokini ne pokazuju
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promjene u krvi tijekom progresije bolesti. Pove¢ane koncentracije TNF-a najces¢e su
pronadene u bolesnika s teSkim oblikom AB i moguce je da se koncentracije ovog citokina
lagano, ali kontinuirano povecavaju tijekom bolesti. Neki citokini (TNF-a, IL-6) mogu se stalno
povecavati tijekom progresije bolesti ili privremeno tijekom napredovanja MCI u AB (Bermejo
i sur. 2008). Moguce je da poviSene koncentracije proupalnih citokina u perifernoj krvi mogu
biti u korelaciji s pove¢anim rizikom pretvorbe MCI u AB. Medutim, rezultati ove meta-analize
su proturjecni 1 u cilju prevladavanja odstupanja potreban je visok stupanj metodicke
standardizacije 1 kolektivne karakterizacije bolesnika uz stalna longitudinalna istrazivanja
tijekom duljeg niza godina (Brosseron i sur., 2014). TNF-a je najces¢e istrazivani citokin.
Medutim rezultati studija o povezanosti TNF-a i AB su proturje¢ni, te u 13 ¢lanaka postoje
rezultati o promijenjenoj koncentraciji, koji pokazuju poviSenu, smanjenu ili nepromijenjenu
koncentraciju TNF-a u AB u odnosu na vrijednosti u kontrolnoj skupini (Brosseron 1 sur.,
2014). Identificirano je 18 proteina plazme medu kojima su IL-1a i TNF-a, i takav multi-panel
moze razlikovati AB od kontrolne skupine s 90 % to¢nosti (Ray i sur., 2007). Ista je studija
pokazala da se mogu identificirati MCI pacijenti koji su bili u opasnosti od progresije u AB
(Ray 1 sur., 2007). Od 16 signalnih proteinskih molekula, medu kojima su TNF-a i1 IL-1a,
ANG-2 (engl. Angiopoietin-2), EGF (engl. Epidermal growth factor), G-CSF (engl
Granulocyte-colony stimulating factor), GDNF (engl. Glial cell-derived neurotrophic factor),
ICAM-1 (engl. Intercellular adhesion molecule 1), IL-1a, IL-3, IL-8, IL-11, MCP-3 (engl.
Monocyte chemotactic protein-3), M-CSF (engl. Macrophage Colony Stimulating Factor),
MIP16 (engl. Macrophage inflammatory protein 1), MIP4 (engl. macrophage inflammatory
protein-4), PDGF-BB (engl. Platelet-derived growth factor), RANTES (engl. Regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted) 5 molekula je pokazalo povecanu
koncentraciju kod bolesnika s MCI i AB u usporedbi sa zdravim ispitanicima — EGF, GDNF 1
MIP16 u AB, MIP4 u MCI i Rantes u MCI i AB (Marksteiner i sur., 2011). Koncentracije
serumskog TNF-a nisu pokazale znacajne razlike izmedu skupina ispitanika koje su ukljucile
bolesnike s AB uskladene prema dobi, spolu i tezini demencije, bolesnike s vaskularnom

demencijom i kontrolnu skupinu (Yasutake i sur., 2006).

Kod 124 bolesnice s AB potvrden je trend povecanja vrijednosti koncentracija TNF-a i IL-10
u perifernoj krvi u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu, ali te razlike nisu bile znacajne
(Baranowska 1 sur., 2008). Takoder nije utvrdena korelacija izmedu AP u krvi i ispitivanih
citokina u plazmi bolesnika s MCI i AB u odnosu na kontrolnu skupinu (Baranowska 1 sur.,

2008). U istrazivanju koje je provedeno s ciljem da se utvrdi mogu li poviSene koncentracije
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citokina predvidjeti prijelaz MCI u AB, nakon pracenja bolesnika nisu pronadene znacajne
razlike u koncentracijama TNF-o izmedu bolesnika koji su razvili AB i bolesnika koji su
zadrZzali dijagnozu MCI (Diniz 1 sur., 2010). Koncentracije serumskog TNF-a bile su zna¢ajno
smanjene u bolesnika s AB, §to autori objasnjavaju endogenom imunoloskom disregulacijom
(Cacabelos i sur., 1994). Sli¢na studija o procjeni biokemijskih markera u bolesnika s AB i MCI
pokazala je sli¢nost u koncentracijama TNF-a kod bolesnika s AB i MCI u odnosu na kontrolnu
skupinu (Bermejo 1 sur., 2008). Nadalje, istrazivanje o imunoloskim markerima ispitivanih u
bolesnika s razli¢itim stupnjevima kognitivnih poremecaja (blagog, umjerenog 1 teskog) i
kontrolnoj skupini bez demencije pokazali su znafajno povecanje koncentracije TNF-a u
bolesnika s teSkim stadijem demencije u usporedbi s kontrolnom skupinom (Bonotis i sur.
2008), no koncentracije IL-1a 1 IL-10 nisu se znacajno razlikovale izmedu tih ispitanika
(Bonotis 1 sur. 2008). Kod istrazivanja povezanosti upalnih proteina u perifernoj krvi s
ozbiljnos¢u AB utvrdeno je da je IL-10 bio povezan s klini¢kim dokazima o ozbiljnosti bolesti
te se predlaze kao biomarker progresije bolesti (Leung i sur., 2013). Istrazivanje provedeno u
Juznoj Koreji na populaciji starijoj od 65 godina 1 praceno u razdoblju od 2,4 godine gdje su
ispitanicima izmjerene koncentracije IL-1a 1 TNF-a na pocetku i u tijeku pracenja, pokazalo je
znaajnu povezanost izmedu koncentracije citokina i demencije (Kim i sur., 2018). Autori su
naglasili da demencija moze prethoditi promjenama u koncentraciji serumskih citokina i upali,
a ne da su promjene citokina posljedice demencije (Kim 1 sur., 2018). Opcenito, djelovanje
citokina je rezultat sloZzenih i kompleksnih interakcija, koje €esto ukljucuju povratne petlje i
komplicirane kaskade, a ukupan odgovor ovisi o sinergistickim ili antagonistickim
djelovanjima njegovih razli¢itih komponenti (Zhang i sur., 2007). To je rezultat njihovog
pleiotropnog djelovanja i teSko je odrediti specificne uloge pojedinacnih citokina. Kiyota i
suradnici (2012) su pokazali da IL-10 zna¢ajno smanjuje neuroupalu, poboljSava neurogenezu
1 poboljSava prostornu kognitivnu disfunkciju u transgeni¢nim AB mis$jim modelima. Pokazali
su da lijecenje IL-10-adeno-pridruzenim virusom dvostrukih transgenih miseva koji
eksprimiraju porodi¢ne mutacije AB amiloidnog prekursora proteina + presenilin-1 (APP + PS1
Tg) moze suzbiti astrogliozu 1 mikrogliozu (Kiyota i sur., 2012). Ti nalazi podrzavaju koncept
da IL-10 ima terapeutski potencijal za ublazavanje neuroupale, kognitivne disfunkcije 1
neurodegeneracije (Kiyota i sur., 2012). Neravnoteza izmedu proupalnih i protuupalnih citokina
moze, stoga, biti vazan fenomen kod AB. Ovu hipotezu potkrepljuju studije koje su opisale
porast od sedam do deset puta u proizvodnji IL-1f iznad razine IL-10 kod bolesnika s AB u
usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Ma i sur., 2005). Rota i sur. nisu otkrili abnormalne razine

IL-10 u cerebrospinalnoj tekucini ili u serumu bolesnika s AB (Rota i sur., 2006).
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1.9.4. Geneticki polimorfizmi citokina

Polimorfizmi u genima koji reguliraju citokine, povezani s upalom, upucuju na povezanost
neuroupalnih ¢imbenika 1 rizika AB (Su i sur., 2016). AB je neurodegenerativno oboljenje s
nasljednom komponentom (Bertram i Tanzi, 2005). Kontradiktorni rezultati brojnih istrazivanja
koja nalaze povezanost izmedu rizika AB i genetskih polimorfizama upalnih citokina, u prvom
redu IL-1, IL-4, IL-6, IL-10 i TNF-a, pokazuju neujednacenost i ne daju odgovor koji

genotipovi su rizi¢ni, a koji protektivni u razvoju AB (Su i sur., 2016).

1.9.4.1 Polimorfizam IL-10 rs1800587

IL-1 ima dva strukturno razli¢ita oblika, IL-1a 1 IL-1B. IL-1 gen je dio skupine koji su smjeSteni
na dugom kraku kromosoma 2 (2q14-21) koji ukljuc¢uju IL-1a, IL-1B 1 IL-1RN gene koji
kodiraju IL-1a, IL-1B, IL-1 receptorski antagonist citokina (IL-1Ra) i dva IL-1 receptora
(Dinarello i sur., 1996). U oba gena poznati su polimorfizmi koji imaju funkcionalno znacenje.
Polimorfizmi IL-1 povezani su s upalnim stanjima. Ovaj skup sadrzi nekoliko polimorfizama
koji su povezani s imunoloskim bolestima kao §to su reumatoidni artritis, miastenija gravis i

multipla skleroza (Dinarello 2018).

Povezanost polimorfizma IL-1a -889 C/T ili rs1800587 1 AB testirana je u razli¢itim studijama,
ali rezultati 1 dalje nisu ujednaceni (Li 1 sur., 2013). Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti
mikroglija u bolesnika s AB koji su nosioci T alela IL-1a rs1800587 i onih s IL-la TT
genotipom u odnosu na pacijente bez alela T obzirom na IL-1a rs1800587 (Hayes i sur., 2004).
Postmortalni nalazi studije na 232 bolesnika s klinickom povije$¢u demencije iz 4 velika centra,
Little Rock (SAD), Glasgow, Bristol, Oxford (UK), upucuju da polimorfizam IL-10 rs1800587
snazno povecava rizik za AB (Nicoll i sur., 2000). Postmortalni nalazi studije provedene u UK
na 68 bolesnika s AB pokazuju da genetske varijacije proupalnih gena IL-1a, IL-13 i APOE4
utjeCu na stupanj upale u mozgu bolesnika s AB (Gomez-Nikola i Boche, 2015). Aktivacija
mikroglija stanica veca je u frontalnom korteksu bolesnika s AB koji nose T-alel IL-1a
rs1800587, posebno u onih koji su nosioci TT genotipa, a ti se ucinci povecavaju kada je
prisutan i rizi¢ni alel APOE4 (Safieh i sur., 2019). Polimorfizmi unutar gena IL-1a utjecu na
stupanj aktivacije mozdanih mikroglijalnih stanica, posebno u nosioca alela APOE4,

pojacavajuci vaznost i neuroupalne procese u patogenezi AB (Hayes i sur., 2004).

Nasuprot tome, istrazivanje provedeno u Turskoj, na 95 bolesnika s klini¢kim znacima AB, nije

pokazalo povezanost izmedu IL-1a rs1800587 1 AB (Yildiz i sur., 2015). Sli¢no zajednicko
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istrazivanje provedeno u Italiji i Grckoj upucuje na nedostatak povezanosti izmedu
polimorfizma IL-1a rs1800587 i AB u dva neovisna europska uzorka (Seretti 1 sur., 2009).
Istrazivanje provedeno na 110 bolesnika sa sporadi¢nim oblikom AB i 130 nepsihijatrijskih
kontrola nisu pokazala povezanost izmedu varijanti IL-la rs1800587 i AB, osim §to su
heterozigoti CT imali izrazenu jacu depresiju u usporedbi s osobama nosiocima TT ili CC

genotipova obzirom na IL-1a rs1800587 (Seretti 1 sur., 2009).

Dvije meta-analize provedene 2012. godine utvrdile su povezanost polimorfizma IL-la
rs1800587 1 AB u pripadnika bijele, ali ne i Zute rase (Su i sur., 2016). U meta-analizi temeljenoj
na 32 studije Qin i suradnici isticu da nije neuobicajeno da isti polimorfizam moze imati
razli¢itu ulogu u bolesti medu razli¢itim etnickim populacijama jer je AB komplicirana multi-
genetska bolest i razli¢ita genetska podloga moze pridonijeti nepodudarnosti medu studijama
(Qin 1 sur., 2012). U drugoj meta-analizi Hua i suradnika istiCe se da nije postignut jasan
konsenzus o povezanosti polimorfizma IL-1a rs1800587 i rizika za razvoj AB, iako rezultati
navedene meta-analize pokazuju da pojedinci nosioci T alela obzirom na IL-1a rs1800587
imaju skoro 9 % veci rizik za razvoj AB u odnosu na pacijente koji nisu nosioci alela T (Hua 1

sur., 2012).

1.9.4.2 Polimorfizam TNF-a (rs1800629)
Kodiraju¢i gen za ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-0) smjeSten je na kratkom kraku
kromosoma 6. Vec¢ina polimofizama gena TNF-o smjestena je u njegovoj promotorskoj regiji i

smatra se da imaju ulogu u patogenezi nekoliko bolesti (Zhang i sur., 2013).
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Slika 1.10. Shematski prikaz gena TNF-a na kromosomu 6, (Preuzeto:
https://www.researchgate.net/figure/Top-Schematic-representation-of-the-TNF-genes-on-
chromosome-6-in-relation-to-other figl 7768096)

Za polimorfizme u promotorskoj regij TNF-a navodi se da povecavaju brzinu transkripcije gena
1 tako mogu utjecati na rizik za AB (Tedd i sur., 2008). Medu njima je polimorfizam smjeSten
na TNF- 308 bp. Pokazalo se da je polimorfizam TNF-a -308 G/A ili rs1800629 povezan s
povecanom transkripcijskom aktivno$¢u gena (Fargion i sur., 2002). Rezultati meta-analize
upucuju da polimorfizam TNF-a rs1800629 moze biti povezan s povecanim rizikom od AB u
kineskoj populaciji i smanjenim rizikom od AB u sjevernim europskim populacijama (Svedska,
Njemacka i Finska) (Wang, 2015). Meta-analiza koja je obuhvatila ukupno 16 studija koje su
ukljucivale 3826 bolesnika s AB 1 4327 kontrolnih ispitanika, nije pokazala povezanost izmedu
A alela TNF-a rs1800629 i AB kada su svi ispitanici uzeti u obzir (Lee i sur., 2015). Medutim
nakon analize prema etnickoj pripadnosti, meta-analiza je pokazala da je alel A obzirom na
TNF-a rs1800629 znacajno povezan s AB u isto¢noazijskoj populaciji. Ova meta-analiza
pokazuje da TNF-a rs1800629 polimorfizam moZze predstavljati znacajan Cimbenik rizika za
AB u isto¢noazijskoj populaciji, ali ne i u europskoj ili srednjoisto¢noj populaciji (Lee 1

sur., 2015).
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1.9.4.3 Polimorfizam IL-10 (rs1800896)

Interleukin-10 kodiran je genom smjeStenim na dugom kraku kromosoma 1 izmedu poloZzaja
31132 (Culpan i sur., 2006). Regulatorne regije gena IL-10 povezane su s kroni¢nim upalnim
bolestima, kao $to su sistemski eritematozni lupus, reumatoidni artritis, Sjogrenov sindrom, kao
1 razvoj demencije (Depboylu i sur., 2003). Ve¢i broj polimorfizama povezani su s ekspresijom

gena IL-10, a neki od njih su prikazani u Slici 1.11.
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Slika 1.11. Kromosom 1, IL-10 gen i SNP u promotorskoj regiji. (Preuzeto i prilagodeno:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-282X2017000900649)

Nekoliko jednostavnih zamjena baza ili SNP-ova u regulatornom podru¢ju IL-10 su povezani
s modulacijom proizvodnje IL-10 (Liu i sur., 2016). To moze rezultirati neravnotezom
regulatornog ucinka IL-10 na proupalne citokine s naknadnom neravnotezom imunoloskog
odgovora (Lio i sur., 2003). IL-10 ima zastitnu ulogu u SZS-u. Njegova uloga je protuupalna,
anti-apoptotska 1 on potie stanicno preZivljavanje (Strle 1 sur., 2001). Genetske studije
pokazale su da su samo neki polimorfizmi u promotorskoj regiji povezani s rizikom za razvoj
AB (Xiao i sur., 2017). Rezultati niza studija provedenih u cilju istrazivanja povezanosti

protuupalnog citokina IL-10 1 patogeneze AB nisu ujednaceni (Di Bona i sur., 2012).
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Studija provedena na meksickoj populaciji pronasla je znacajnu povezanost izmedu
polimorfizama IL-10 i rizika od demencije. Nadalje, rezultati ove analize genotipova, alelne
distribucije 1 haplotipova IL-10 polimorfizama -1082A/G (rs1800896) 1 -819T/C (rs1800871)
1-592A/C (rs1800872) upucuju na mogucu povezanost haplotipova ATA, CTG i CTA obzirom
na rs1800896, rs1800871 i rs1800872 i povecéanog uzroka osjetljivosti na AB. Identificirana su
dva haplotipa rizika ATA 1 CTA 1 Cetiri zaStitna haplotipa ATG, CTG, ACG S§to se objasnjava

genetskom raznoliko$¢u medu stanovniStvom (Vargas i sur., 2016).

Podatci meta-analize gdje je analizirano petnaest studija koje su istrazivale povezanost
polimorfizama IL-10 (rs1800896, rs1800871 i rs1800872) i AB upucuju na znacajnu
povezanost izmedu IL-10 rs1800896 polimorfizma i rizika od AB (GG prema nosiocima A) i
taj rizik je izrazeniji kod najstarijih bolesnika. Ista studija je pokazala da je haplotip GCC
obzirom na rs1800896, rs1800871 i rs1800872 povezan s manjim rizikom od AB (Di Bona i
sur., 2012). Podatci istrazivanja na ispitanicima iz Spanjolske provedeni na 231 bolesniku s AB
1 194 zdrave kontrole su pokazali da bi estrogen mogao zastititi mozak od neurodegeneracije
povecanjem sekrecije protuupalnog IL-10 iz mikroglijnih stanica. Rezultati upucuju da su
ispitanici koji su nosioci gena koji kodiraju aromatazu (kriti¢ni enzim u perifernoj sintezi
estrogena) 5-UTR GG 1 IL-10 rs1800896 GG genotipove imali Sest puta manji rizik od razvoja
AB u odnosu na ispitanike bez tih genotipova (Combarros i sur., 2008). Lio i suradnici
istrazivali su ulogu polimorfizma IL-10 u skupini ispitanika iz Sjeverne Italije, 132 bolesnika s
AB 1 213 zdravih kontrolnih ispitanika, gdje su ispitivali prevalenciju rs1800896, rs1800871 i
rs1800872 u IL-10 promotorskoj regiji. Postotak bolesnika koji su bili nositelji A alela IL-10
rs1800896 bio je znacajno veci medu oboljelima od AB u odnosu na kontrolnu skupinu. Autori
zaklju€uju da se prisutnost A alela IL-10 rs1800896, a posebno haplotipa ATA obzirom na
rs1800896, rs1800871 i rs1800872, moze povezati s niskom proizvodnjom protuupalnog
citokina IL-10, Sto se moZe smatrati i neovisnim ¢imbenikom genetskog rizika za AB (Lio 1
sur., 2003). IstraZzeni su polimorfizmi IL-10 rs1800896, rs1800871 1 rs1800872 kod 406
bolesnika s AB i1 251 zdravih kontrolnih ispitanika iz Njemacke (Depboyl 1 sur., 2003). Nisu
pronadene znacajne razlike u raspodjeli genotipova ili alela ovih polimorfizama izmedu
bolesnika s AB i kontrolnih ispitanika (Depboyl i sur., 2003). Pretpostavlja se da IL-10 moze
utjecati na konverziju MCI u AB ili biti genetski marker osjetljivosti. Nakon cetverogodiSnjeg
razdoblja pracenja, dvadeset 1 Cetiri bolesnika s MCI koji su napredovali u AB bili su nosioci
AA genotipa obzirom na IL-10 rs1800896 (41,7 %) u odnosu na one koji su ostali stabilni

(28,6 %) 1 u usporedbi s onima koji su napredovali u vaskularnu demenciju (27,3 %) (Arosio i
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sur., 2010). Drugo istrazivanje koje je ukljucivalo talijansku populaciju istrazivalo je ucestalost
alela 1 distribuciju polimorfizama IL-10 rs1800896 1 rs1800871 kod 222 bolesnika sa
sporadi¢nim oblikom AB 1 179 kontrolnih ispitanika. Otkriveno je da je haplotip AT znacajno
povezan s povecanim rizikom za razvoj AB (Bagnoli i sur., 2007). Ma i suradnici istrazivali su
tri SNP-a, rs1800896, rs1800871 1 rs1800872 u 95 bolesnika s AB 1 117 zdravih kineskih
ispitanika koji su bili dobno uskladeni. Otkrili su snaznu povezanost izmedu AB i dva
polimorfizma IL-10 rs1800871 1 rs1800872. Smanjena ekspresija IL-10 povezana je s C alelima
kod IL-10 rs1800871 1 rs1800872, a autori su zakljucili da funkcionalni polimorfizmi gena
IL-10 djeluju kao ¢imbenik rizika za AB (Ma 1 sur., 2005). U studiji na americkoj bijeloj
populaciji (265 starijih bijelih bolesnika s AB i 347 kontrolnih ispitanika) istrazen je mogucéi
utjecaj polimorfizama promotorske regije na genu IL-10 i rizika od AB. Nije utvrdena razlika
za frekvencije alela 1 genotipa IL-10 rs1800896 i rs1800872 izmedu skupina (Ramos i sur.,
2006). Istrazivanje na turskoj populaciji polimorfizama gena TNF-a rs1800629, IL-6 -174
rs1800795 1 IL-10 rs1800896 kao ¢imbenika osjetljivosti na AB u 101 bolesnika sa sporadi¢nim
oblikom AB i 138 zdravih ispitanika, zakljucuje da su heterozigoti (AG) ili nosioci alela A (AG
+ AA genotip) IL-10 rs1800896 bili povezani s priblizno dvostrukim povecanjem rizika od AB
u odnosu na polimorfizme TNF-a rs1800629, IL-6 rs1800795 (Vural i sur., 2009).

Meta-analiza o povezanosti izmedu polimorfizma IL-10 rs1800896 i rizika od razvoja AB
(2158 bolesnika 1 2088 kontrolnih ispitanika u 12 studija) pokazala je da su nosioci alela A (AA
+ AG) imali 27 % povecani rizik za razvoj AB, u usporedbi s GG homozigotima (Di Bona i
sur., 2012). U analizi etnickih skupina, znacajan povisen rizik povezan je s prisustvom alela A
u Europljana, ali ne 1 u Azijata, §to upucuje na genetsku raznolikost medu etnickim skupinama
(Zhang 1 sur., 2011). Meta-analiza autora koja je istrazivala povezanost uobicajenih
polimorfizama IL-10 rs1800896, rs1800871 1 rs1800872 s rizikom za razvoj AB, gdje je
analizirano petnaest studija, istice povezanost izmedu A alela rs1800896 i rizika od AB. Nije
pronadena povezanost izmedu AB i polimorfizama rs1800871 1 rs1800872 (Di Bona i sur.,

2012).

Istrazena je raspodjela polimorfizama IL-1a, IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p, IL-18, TGF-B1,
TLR-4 i TNF-a gena u brazilskoj populaciji (120 bolesnika s AB 1 412 zdravih ispitanika) iz
srednjeg zapadnog Brazila. Samo su polimorfizmi IL-10 rs1800896 i1 IL-6 rs1800795 u
recesivnim i dominantnim modelima, pokazali zna¢ajan u¢inak na predispoziciju za razvoj AB.

Ti su nalazi pokazali gotovo 40 % manju Sansu za razvoj AB medu osobama koje su bile nosioci
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homozigotnog AA genotipa IL-10 rs1800896 (Moraes i sur., 2013). Kang i suradnici su
istrazivali ukljucenost polimorfizama Sest proupalnih (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a) i dva
protuupalna (IL-4 i IL-10 rs1800896) gena za citokine, koji su mogli biti povezani s ve¢om
proizvodnjom proupalnih i nizom proizvodnjom protuupalnih citokina kod 732 starije korejske
osobe s AB ili depresijom. Pronasli su da su polimorfizmi TNF-a rs1800629 i IL-8 rs4073
znacCajno povezani s AB, a IL-1p rs1143634 s depresijom u kasnom Zivotu (Kang i sur., 2015).
Meta-analiza je istrazila povezanost izmedu polimorfizma rs1800587 IL-1a, rs16944 IL-1p,
rs1800795 IL-6 1 rs1800896 IL-10 i rizika od AB (Mun i sur., 2016). Ti rezultati upucuju da
polimorfizam IL-1a rs1800587 moze biti potencijalni ¢imbenik rizika za razvoj AB. Medutim,
ostala tri polimorfizma, ukljuujuéi polimorfizam IL-10 rs1800896, nisu potvrdeni kao
¢imbenici rizika za AB (Mun i sur., 2016). IstraZzena je ucestalost TNF-a rs1800629, TGF-1
rs1982073, TGF-B1 rs1800471, interleukin IL-10 rs1800896, IL-10 rs1800871, IL-10
rs1800872, IL-6 rs1800795 1 IFN-y rs2430561 u uzorku starijih bolesnika, kako bi se provjerila
povezanost izmedu ovih SNP-a i kognitivnih i funkcionalnih izvedbi pojedinaca u dobi od 75
godina ili viSe. U ovom istrazivanju bilo je uklju¢eno 259 sudionika u Brazilu, 135 s oSte¢enjem
kognitivnih sposobnosti (81 s oste¢enjem kognitivnih funkcija bez demencije 1 54 dementirane
starije osobe) 1 124 kognitivno zdrave kontrole podudarne dobi i spola. Nosioci G alela
rs1800896 imali su i bolje rezultate u kratkim kognitivnim testovima probira. Nosioci
alela -819T 1 alela -592A pokazali su loSije odgovore od nosioca drugih genotipova u istim
testovima. Haplotip GTA obzirom na rs1800896, rs1800871 1 rs1800872 koji je povezan s

nizom ekspresijom IL-10, bio je ¢e$¢i u skupini bolesnika s demencijom (Fraga i sur. 2017).

Studije o povezanosti AB i polimorfizama vezanih za IL-10 pokazale su kontroverzne rezultate.
Odredene kombinacije genetskih varijanti u regulatornim regijama dvaju gena, tj. IL-6
rs1800795 1 IL-10 rs1800896 doprinose kroni¢noj upali u starijih osoba, povecavajuci rizik od
AB (Combarros i sur., 2009). Odstupanja izmedu studija mogu se objasniti nekontroliranim
zbunjuju¢im ¢imbenicima, interakcijom gena i gena ili ¢injenicom da su neki polimorfizmi
prisutni s razli¢itim alelnim frekvencijama u odredenim populacijama, jer je utvrdeno da je
raspodjela IL-10 polimorfizama razli¢ita u bijeloj i1 azijskoj populaciji (Ma i sur., 2005). Tablica
1.8. pokazuje raznolikost literaturnih nalaza o povezanosti i nedostatku povezanosti genetskih

varijanti IL-10 1 AB.
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Tablica 1.8. Povezanost polimorfizama IL-10 i Alzheimerove bolesti u razli¢itim studijama.

Autori Lokacija Ispitanici (Grupe) IL-10 polimorfizmi Zaklju¢ak
-1087A/G Nisu utvrdene znacajne razlike
Depboylu i sur., 2003 Njemacka AB: 406 Kontrolna skupina: 251 -824C/T izmedu bolesnika sa AB i
597C/A kontrolne skupine.
-1082A/G Prisutnost alela -1082A povezano
- s : 4 isk dukcijom IL-10, moZ
Lio i sur., 2003 Italija AB: 132 Kontrolna skupina: 213 i e pr.o 3 c.uo.rn mgze
se smatrati neovisnim genetskim
-592C/A timbenikom rizika za AB.
-1082G/A Frekvencije haplotipa nisu otkrile
Scassellati i sur., 2004 Italija AB: 215 Kontrolna skupina: 153 -819¢/T razlike. Medutim, genotip GCC /
7592(:/[\ ACC bio jE Cesdiu AB.
-1082A/G Kod AB je znatajan porast alela -
Arosio i sur.,2004 Italija AB: 65 Kontrolna skupina: 65 -819C/T 1082A i smanjena frekvencija
592C/A genotipa -1082GG.
-1082A/G
) . . . Smanjena ekspresija IL-10 bila je
Ma i sur., 2005 Kina AB: 95 Kontrolna skupina: 117 -819¢/T povezana s alelima -819C i -592C.
-592C/A
-3538T/A/-1354G/A
Culpan i sur., 2006 Engleska AB: 160 Kontrolna skupina: 92 -1082A/G/-819C/T Nijedan SNP nije povezan s AB
-592C/A
-1082A/G Nije uotena razlika izmedu
Ramos i sur., 2006 Amerika AB: 265 Kontrolna skupina: 347 bolesnika sa AB i kontrolne
-592C/A ;
skupine.
-1082A/G Haplotip -1082A / -819T povezan
Bagnoli i sur., 2007 Italija AB: 222 Kontrolna skupina: 179 je s povecanjem rizika od razvoja
-819C/T
AB.
Heterozigoti (AG) ili A alelni
ioci (AG + AA tip) bili
Vural i sur., 2009 Turska AB: 101 Kontrolna skupina: 138 -1082A/G nosioell +. wgeno ip) bi ‘.Su
povezani s priblizno dvostrukim
povecanjem rizika od AB.
. ; - Disregulacija gena IL-10 doprinosi
Combarros i sur., 2009 E.ngleska, Spar.mjolsk?, BHEY: Rl dlping: -1082A/G kroni¢noj j upali kod nekih starijih
Nizozemska i Njemacka 6.295 iy, A o
ljudi i povecava rizik od AB.
Ucestalost alela ovog SNP-a kad
osoba s MCI bila je slicna
Arosio i sur. ,2010 italija MCl: 138 A3:63 Kontrolna 10824/G frekvenciji bolesr.|.|ka s AB-om, dok
skupina: 63 su frekvencije med-MCI
usporedive s kontrolnom
skupinom.
-1082A/G Alel -819C je izrazen u AB grupi i
Ribizzii sur., 2010 Kavkaska populacija AB: 19 Kontrolna skupina: 20 povezan je s niskom produkcijom
-819C/T
IL-10.
SNP -1082A / G pokazao je uginak
predispozicije za pocetak AB.
Moraes i sur., 2013 Brazil AB: 120 Kontrolna skupina: 412 -1082A/G Gotovo 40% manja vjerojatnost
AB kod homozigota alela IL10 -
1082A.
Ne postoji znacajna povezanost
Kangisur., 2015 Koreja AB: 86 Nema AB: 625 -1082A/G izmedu bolesnika s AB i ispitanika
koji su bez AB.
AB: 122 -1082A/G
. . Vaskularna demencija: 67 -819C/T l\d.entlﬂmra.na o _d\fa 'T?P"j“_pa
Vargas-Alarcén i sur., 2016 Meksiko s — rizika (ATA i CTA) i eetiri zastitna
WMijesana demencija: 32 haplotipa (ATG, CTG, ACG | CCG).
Kontralna skupina: 986
Kognitivni poremecaj: 135 -1082A/G Haplotip -1082 / -819 / -592,
Fragaisur., 2016 Brazil Kontrelna skupina: 124 -819C/T povezan s nizom ekspresijom IL-
592C/A 10, bio je €esci u skupini bolesnika.

AB — Alzheimerova bolest, MCI — blagi kognitivni poremecaj (engl. Mild cognitive impairment), mcd-MCI —

visestruko ostecene kognitivne domene (engl.multiple cognitive domain), (Preuzeto i prilagodeno: Magalhaes

C.A., Carvalho M.D.G., Sousa L.P., Caramelli P., Gomes K.B. Alzheimer’s disease and cytokine IL-10 gene

polymorphisms: Is there an association? Arq. Neuropsiquiatr. 2017;75:649-656)
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1.9.4.4 Povezanost koncentracije IL-1a, TNF-o i IL-10 i polimorfizama IL-10 rs1800587,
TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896

Citokini su privukli paznju istrazivaca radi uloga u razvoju razli¢itih faza AB i1 eventualnim
mogucnostima ciljane terapije. Medutim, razina citokina otkrivena u bolesnika s AB nije
konzistentna medu razli¢itim studijama i razli¢itim istrazivackim skupinama, dok je reguliranje
ekspresije citokina u animalnim modelima AB dalo i neoc¢ekivane rezultate (Zheng i sur., 2016).
Kako se citokini brzo mijenjaju kao odgovor na infekcije ili traume, klasificirani su ili kao
»proupalni” ili ,,protuupalni”. Ravnoteza izmedu dvije vrste citokina jam¢i trenutno uklanjanje
invazivnih patogena i pravodobno povlacenje prekomjerne reakcije, §to je kljuc za sprjeCavanje
mnogih bolesti, ukljucujué¢i neurodegenerativne bolesti. Ekspresija citokinskih receptora
vremenski je i prostorno regulirana u SZS-u (Szelényi, 2001), a oni su usko ukljudeni u stanié¢nu
proliferaciju, gliogenezu, neurogenezu, stani¢nu migraciju, apoptozu i sinapticko oslobadanje
neurotransmitera (Borsini i sur., 2015). Iako su mnoge studije raspravljale o promjenama razine
citokina povezanih s njihovim odgovaraju¢im funkcionalnim polimorfizmima, podatci se
uglavnom temelje na drugim podruc¢jima istrazivanja, poput tumorskih bolesti. Izravni dokazi
za koncentraciju citokina u razli¢itim populacijama, medu razlicitim istrazivackim skupinama,
nisu dovoljno uvjerljivi da bi se mogli izvesti definitivni zakljucci (Zheng i sur., 2016). Razliciti
citokini akumuliraju se oko amiloidnih plakova u mozgu bolesnika s AB, §to je dovelo do
brojnih studija koje su istrazivale razinu proupalnih i protuupalnih citokina u serumu bolesnika
s MCI ili AB. lako rezultati nisu usaglaseni, pojavljuje se trend da su i proupalni i protuupalni

citokini poviSeni u serumu bolesnika s AB (Brosseron i sur., 2014).

Stoga su novi biomarkeri koji se temelje na pristupacnijim materijalima, poput plazme,
privlaéni, jer nude lako dostupne pokazatelje koji se mogu koristiti u poboljSanju dijagnoze AB.
Nekoliko citokina mijenja se ovisno o fazi i napretku bolesti, Sto upucuje da citokini mogu

posluziti kao potencijalni prediktori bolesti (Wichmann i sur., 2014).
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Tablica 1.9. Koncentracije citokina IL-1a, TNF-a I IL-10 u serumu i utjecaj polimorfizma

citokina
Citokini Razine Polimorfizam/ Rezultati Metode Reference
haplotivi
MCI AB
Plazma/Serum | Plazma/Serum

Obitelj | IL-la | = =ilil -889 C/ T (rs1800587) *TuEOAD-u Meta-analiza Liisur. 2013.

IL-1 Nema * u
LOAD
* T kod bijele | Meta-analiza Dong i sur.
populacije 2016.
Nema * kod
Azijata

IL-10 = =ili T -1082 A/ G (rs1800896) | * T kod bijelaca, | Meta-analiza Zhang i sur.
nema * u 2011.
Azijata
| u bijeloj Meta-analiza Di bona i sur.
populaciji 2015.

TNF-a =iliT =iliTilil -308 G/ A (rs1800629) *Tu Meta-analiza Wang i sur.
isto¢noazijskoj 2015.
* | u sjevernoj
Europi
Nema * u Slucaj Flex i sur.
Talijana 2014.

Kratice: EOAD — AB s ranim pocetkom,; LOAD — AB s kasnim pocetkom ili sporadic¢ni AB; * — znacajno; 1 —
visok rizik od pojave AB; | — smanjen rizik od pojave AB;
(Preuzeto i prilagodeno: Zheng C, Zhou XW, Wang JZ. The dual roles of cytokines in Alzheimer's disease:
update on interleukins, TNF-o, TGF-p and IFN-y. Transl Neurodegener. 2016,5:7)

1.10.Utjecaj razli¢itih varijabli na citokine u laboratorijskim istrazivanjima

Unato¢ ¢injenici da je preanaliticka obrada najvec¢i izvor varijabilnosti u laboratorijskim
ispitivanjima, trenutno ne postoje standardizirane preanaliticke smjernice za laboratorijsko
ispitivanje citokina. Trenutna medunarodna radna skupina daje pocetno polaziste za takve
smjernice za standardizirane operativne postupke (SOP). Ocekuje se da ¢e ove smjernice biti
azurirane kako budu dostupna dodatna otkri¢a (O'Bryant i sur., 2015). Tablica 1.10. prikazuje
kontrolirane i nekontrolirane varijable koje mogu utjecati na rezultate istrazivanja citokina u

krvi ispitanika s AB.
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Tablica 1.10. Kontrolirane i nekontrolirane varijable koje mogu utjecati na nalaz citokina u

krvi u studijama AB

Kontrolirane varijable Nekontrolirane varijable
Izbor spremnika (serum/plazma) Demografske karakteristike (dob, spol, nacionalnost/rasa)
Vrijeme sakupljanja uzoraka ApoE &4 (i drugi geni)
Status posta Status pusenja

Velic¢ina igle i mjesto uzorkovanja Gestacija

Rukovanje spremnicima (npr. inverzije) Dijeta

Vrsta spremnika i aditivi Lijekovi

Redoslijed spremnika Komorbidnosti koje nisu AB
Parametri centrifugiranja Konzumiranje alkohola
Vrijeme od uzorkovanja do zamrzavanja Razina aktivnosti
Temperatura smrzavanja

Ciklusi zamrzavanja i odmrzavanja

Veli¢ina alikvota

(Preuzeto i prilagodeno: Zheng i sur., 2016)

Nedosljednosti u rezultatima razli¢itih studija mogu se pripisati mnogim preanalitickim
varijablama, tehni¢kim i biolo§kim varijablama u studijama koje mogu imati utjecaj na rezultate
ispitivanja. Postoje mnogobrojni izvori pogreSaka tijekom studija (Lista i sur., 2013). Fizioloske
varijable koje treba uzeti u obzir uklju¢uju demografske podatke (dob, spol, rasa, nacionalnost),
sveukupno zdravlje, hrana i pi¢e konzumirana prije prikupljanja uzoraka, konzumiranje droga,
alkohola, prehrambeni dodatci, pusenje, gestacija, prehrana, tjelovjezba, kao i zdravstveno
stanje pacijenta i uzimanje lijekova. To ukljucuje odabir sudionika studije, obzirom na njihovu
etni¢ku pripadnost i nain zivota. Uz to treba paziti na snagu uzorka tj. na statisticki izraCunat
dovoljan broj sudionika istrazivanja (Rai 1 Vitzthum, 2006). Jedan od najvaznijih ¢imbenika je
uzorak krvi koji se koristi za testiranje, a koji moZze biti serum ili plazma. Odredeni analit koji
se odreduje moze varirati u razliitim uzorcima, a aditivi koji se nalaze u spremnicima

(epruvetama) kao Sto su heparin, natrijev citrat, etilendiamintetraoctena kiseline (EDTA) mogu
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utjecati na stabilnost analita (Issaq i sur., 2007). Daljnji kljucni korak u izbjegavanju pogresaka
je ispravno rukovanje uzorcima nakon uzorkovanja krvi. Tu je vazno vrijeme od uzimanja krvi
do pohrane krvi, temperature pohrane, centrifugiranje uzoraka i volumen alikvota. Smjernice
CLSI, dokument H18-A4 (engl. Clinical Laboratory Standards Institute) upucuju da se ne bi
trebali pohranjivati alikvoti koji su u kontaktu sa stanicama vise od dva sata (Lima-Oliveira i
sur., 2015). Brzina centrifugiranja bi trebala biti 2000g tijekom 10 minuta (Rai 1 sur., 2005).
Stabilnost proteina i enzimska aktivnost ovise o temperaturi (Mischak i sur., 2007). Dugotrajna
pohrana uzoraka treba biti na -80 °C ili u teku¢em duSiku. Nadalje, pohrana u teku¢em dusiku
bi trebala osigurati stabilnost proteina (Rai i sur., 2005). Radna skupina za ispitivanje analita iz
uzoraka krvi bolesnika s AB istice potrebu za usvajanjem smjernica i standarda za
predanaliticke metode obrade krvi u AB istrazivanju (Henriksen i sur., 2014). Svrha pruzanja
trenutnih smjernica medunarodne radne skupine je zapoceti postupak i dijalog za kretanje
prema standardiziranim metodama koje se mogu upotrijebiti za odredivanje krvnih biomarkera
koje ¢e biti bliskije klinickoj ili dodatnoj istrazivackoj praksi. Vazan korak bit ¢e detaljno
otkrivanje predanalitiCkih parametara koji se koriste za prikupljanje klinickih uzoraka u
publikacijama klini¢ke procjene biomarkera. U trenutnom dokumentu nalaze se informacije o
minimalnim potrebnim informacijama o tim preanalitickim metodama koje se koriste za
olakSavanje unakrsne validacije metoda u istrazivackim timovima. Dodatni dokumenti radne

skupine odnosit ¢e se na analiticke i post-analiticke varijable (O'Bryant i sur, 2015).
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA
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2.1. Svrha istrazivanja

Alzheimerova bolest je izrazito slozena i vrlo ucestala, teSka neurodegenerativna bolest sa
smrtonosnim ishodom, ¢ija neurobioloska podloga nije joS potpuno razjasnjena. PredloZeno
istrazivanje doprinijet ¢e boljim spoznajama o ulogama citokina u razvoju AB i1 ponuditi bolji
uvid u povezanost koncentracije citokina IL-l1a, TNF-a 1 IL-10 u krvi, kao 1 povezanosti
polimorfizama IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896 s AB u bolesnika koji

su razvili AB i ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem .
2.2. Hipoteze

1. Promjene u koncentraciji citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu 1 razli¢ite geneticke
varijante IL-la rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 bit ¢e povezane s
razvojem AB.

2. Promjene u koncentraciji citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu 1 razliite geneticke
varijante IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 biti ¢e povezane s

razvojem kognitivnh simptoma u AB.
2.3. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je definirati ulogu citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 u bolesnika s

Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnim poremecéajem

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

1. istraziti povezanost koncentracije IL-1a, TNF-a i IL-10 u serumu bolesnika s AB ili s
MCI;

2. istraziti povezanost koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu bolesnika s
kognitivnim simptomima;

3. istraziti povezanost koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu s odgovaraju¢im
genetickim varijantama IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896;

4. istraziti povezanost 3 razlicita polimorfizma za IL-10 rs1800587, TNF-a rs1800629 i
IL-10 rs1800896 s pojavom AB;

5. istraziti povezanost 3 razli¢ita polimorfizma za IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 1
IL-10 rs1800896 s kognitivnim simptomima.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje ukljucena su 174 bolesnika koji su lije¢eni u Klinici za psihijatriju Vrapce,
Zagreb.

Dijagnozu su postavili psihijatri pomocu strukturiranog klinickog intervjua temeljem kriterija
navedenih u Dijagnostickom 1 statistickom priru¢niku za mentalne poremecaje, 5. izdanje
(DSM-V, engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fifth edition) 1 kriterija
Nacionalnog instituta za neuroloske i komunikativne poremecaje i mozdani udar koji je dio
ameriCkog Nacionalnog instituta za zdravlje (NINCDS-ADRDA, engl. National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association). Ispitanici s AB 1 MCI su evaluirani takoder pomo¢u Mini mental testa

(MMSE) i Testa crtanja sata (CDT).

Za ocjenu kognitivne funkcije koristen je Mini mental test (MMSE), psihometrijski test koji
sadrzi maksimalno 30 bodova. Ovim testom procjenjuje se memorija, paznja, budnost, govor,
orijentacija, razumijevanje, €itanje i pisanje, imenovanje i ponavljanje. Prema broju bodova
testa ispitani bolesnici mogu se rangirati u nekoliko skupina:

¢ oni s normalnim kognitivnim sposobnostima (od 27 — 30 bodova)

e oni s blagom demencijom (od 21 — 26 bodova)

e ispitanici s umjerenom demencijom (od 10 — 20 bodova)

e ispitanici s tezim oblikom demencije (manje od 10 bodova)

Test crtanja sata (CDT) koristio se kao jos§ jedan test za procjenu ozbiljnosti demencije, a
vrijeme testa je vrlo kratko. Bolesnici su dobili zadatak da nacrtaju kruznicu u koju ¢e morati
upisati brojeve 1 kazaljke sata koji pokazuju neko vrijeme, najces¢e 11 sati 1 10 minuta.
Ocjenjuje se crtanje kruga (1 bod), brojeva (2 boda) 1 kazaljki s to¢nim vremenom (2 boda).
Ukoliko su nacrtali sat, kazaljke i tocno vrijeme ocjenjeni su kao 5/5 bez kognitivnih oStecenja.
Ukoliko je rezultat od 0 — 4 boda, nalaz govori da se radi o poremecaju paméenja i upucéuje se
na daljnje ispitivanje. Test crtanja sata koristi se kao jedan od testova probira ili se primjenjuje

kao dio veéeg protokola procjene.

Iskljucni kriteriji za provedbu ovog istrazivanja su bili bolesnici s vaskularnom i mijeSanom

demencijom, tumorima SZS-a, traumama mozga, upalnim bolestima SZS-a, sistemskim
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metabolickim bolestima, neuroloskim bolestima kao sto je Huntingtonova bolest i Pickova

demencija.

Istrazivanje je provedeno uz dozvolu Eti¢kog povjerenstva za istrazivanje Klinike za psihijatriju
Vrapc¢e nakon temeljite analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i prate¢e dokumentacije.
Istrazivanje se provelo u skladu sa svim primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno
provodenje istrazivanja, te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, ukljucujuci ,,Osnove dobre
klinicke prakse” 1 ,,Helsinsku deklaraciju” (engl. Essential good clinical pratice). Kod

ispitanika koji nisu mogli samostalno potpisati informirani pristanak isti je potpisan od strane

skrbnika bolesnika.
3.2. Uzorci krvi

Uzorci krvi dobiveni su od 100 ispitanika s MCI (prosje¢na dob 71 godina) i 74 bolesnika s AB
(prosjecna dob 79 godina).

Svim ispitanicima ukljuenim u istraZivanje uzeti su uzorci venske krvi u plasti¢ne vacutainer
epruvete bez antikoagulansa (Greiner Bio-One, VACUETTE® TUBE 6 ml CAT Serum Clot
Activator 13 %100 red cap-black ring, PREMIUM) nataste ujutro. Uzorci krvi su uzeti tijekom
uobicajenih rutinskih pregleda. Nakon vadenja uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi, zatim
su iscentrifugirani 10 min na 4000 okr/min i serum je odvojen u posebne plasticne epruvetice
(engl. Ependorf tube 0,5 ml). Uzorci su nakon odvajanja pohranjeni u ledenicu na -80 °C.

Obrada uzoraka krvi je prikazana u Slici 3.1.

Centrifugiranje 10 min, 4000 okr/min

Uzimanije krvi Pohrana seruma
Odvajanje iE
serumau -

ependorf tube *’ A

\
\ . ) = ’J
& \
R 4
s ) p @
,
N \
\ -
N\ = Y
¥ =
=
e

Slika 3.1. Shematski prikaz obrade uzoraka krvi
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3.2.1. Odredivanje citokina u serumu

Koncentracija citokina u perifernoj krvi analizirana je enzimsko-imunokemijskim testom za

kvantitativno odredivanje humanog antigena, ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) tvrtke R&D Systems®, Inc.

3.2.1.1 IL-1a

3.2.1.2 Kemikalije za IL-1a

Komercijalno dostupan ELISA komplet tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) —

Quantikine® ELISA Human IL-1a Immunoassay:

Mikroplo€ica — polistirenska mikroplo€ica s 96 jazica s obloZenim misjim
monoklonalnim protutijelom koje veze IL-1a

IL-1a standard — liofilizirani rekombinantni humani protein IL-1a

IL-1a konjugat (engl. IL-1a Conjugate) — Poliklonalna protutijela specificna za humani
IL-1a konjugirano s peroksidazom iz hrena

Razrjediva¢ kompleta RD1-83 (engl. Assay Diluent RDI-83) — puferirana proteinska
baza

Kalibriraju¢a otopina za razrjedivanje RD6C (engl. Calibrator Diluent RD6C) —
zivotinjski serum

Pufer za ispiranje — 25X koncentriran

Reagens za obojenje A (engl. Color Reagent A) — stabilizirani vodikov peroksid
Reagens za obojenje B (engl. Color Reagent B) — stabilizirani kromogen
tetrametilbenzidin

Otopina za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution) — 2N sumporna kiselina
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Tablica 3.1. Priprema otopina standarada humanog IL-1a

500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
an Wen YWen Wen Ve
500pLStd. | 1 1 | ] r
= —
- m ' '
! JEB | a e |
250 pg/mL 125 pg/mL 625 pg/mL 313 pg/mL 15.6 pg/mL 7.8 pg/mL 3.9 pg/mL
Standardni niz S1 S2 S3 S4 S5 S6
Koncentracija IL-1a (pg/ml) 125 62,5 31,3 15,6 7,8 3.9

3.2.1.3 Postupak za odredivanje koncentracije IL-1a

Za odredivanje koncentracije IL-lo u serumu koriSten je komercijalno dostupan ELISA
komplet tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) prema uputama koje daje proizvodac. Za
odredivanje koncentracije IL-1o koriStene su mikrotitarske ploCice koje sadrze 96 jazica
(12 x 8) 1 oblozene su imobiliziranim monoklonalnim protutijelom koje na sebe veze IL-1a iz
uzorka seruma. U svaku od jaZica prvo je dodano 50 pl razrjedivaa kompleta RD1-83, a zatim
po 200 pl uzorka seruma ili po 200 pl prethodno pripremljenih razrjedenja IL-10a standarda i
kontrole. Razrjedenja standarda su pripremljena tako da se u konacnici dobije serija razrjedenja
razli¢itih koncentracija (Tablica 3.1.). U 3 jazice dodani su kontrolni uzorci. Mikroplocice su
zatim prekrivene ljepljivom folijom i ostavljene 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
od 2 sata jazice se ispiru, ponavljajuci proces ispiranja tri puta. Nakon ispiranja u svaku jazicu
dodano je po 200 pl IL-1a konjugata, tj. na nastali kompleks protutijela i IL-1o dodano je drugo
monoklonalno protutijelo koje specificno prepoznaje IL-1a na koje je vezana peroksidaza iz
hrena. Nakon inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi, serijom od ukupno 3 ispiranja s po
400 pl razrijedenog pufera za ispiranje po jazici, ispiran je viSak monoklonalnog protutijela
koje se veze na IL-1a iz seruma. Nakon ispiranja jazice su dobro posusene dekantiranjem. U
svaku jazicu je dodano 200 pl tzv. supstratne otopine koja je dobivena mijeSanjem reagensa za
obojenje A 1 B u jednakom omjeru i koja sadrzava hidrogen peroksid. Inkubira se 30 min na
sobnoj temperaturi zasti¢eno od svjetla. Nakon 30 min u jazice je dodano 50 pl otopine za
zaustavljanje reakcije (sumporna kiselina). Dodatkom ,,stop” otopine dolazi do promjene boje
iz plave u zutu, a intezitet obojenja mjeri se unutar 30 min na ELISA c¢itacu (Thermo

Labsystems Multiskan EX Microplate Reader, SAD) pri 450 nm, uz korekciju pri 540 ili
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570 nm. Naknadno je prema uputama proizvodaca, koriste¢i poznate koncentracije IL-1a

standarda, odredena koncentracija IL-1a u pojedinim jazicama.

3.2.1.4 TNF-a

3.2.1.5 Kemikalije za TNF-a

Komercijalno dostupan ELISA komplet tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) —
Quantikine® ELISA Human TNF-o. Immunoassay:

Mikroplo¢ica — polistirenska mikroplo¢ica s 96 jazica s oblozenim miSjim
monoklonalnim protutijelom koje veze TNF-a

TNF-a standard — liofilizirani rekombinantni humani protein TNF-a

TNF-a konjugat (engl. TNF-a Conjugate) — poliklonalna protutijela specificna za
humani TNF-a konjugirano s peroksidazom iz hrena

Razrjediva¢ kompleta RD1F (engl. Assay Diluent RD1F) — puferirana proteinska baza
Kalibrirajuca otopina za razrjedivanje RD6-12 (engl. Calibrator Diluent RD6-12) —
Pufer za ispiranje — 25% koncentriran

Reagens za obojenje A (engl. Color Reagent A) — stabilizirani vodikov peroksid
Reagens za obojenje B (engl. Color Reagent B) — stabilizirani kromogen
tetrametilbenzidin

Otopina za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution) — 2N sumporna kiselina

Tablica 3.2. Priprema otopina standarada humanog TNF-a

200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
_/—u‘ - /,—-‘_/-‘ _“ _/-Il‘ - /—l‘ B
SDuLStd.__- 1 1 1 1 1 0
—
= T ——
STANDARD:
! B | . B N
10,000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 625 pg/mL  31.3 pg/mL 15.6 pg/mL
Standardni niz S1 S2 S3 S4 SS Sé S7

Koncentracija TNF-a (pg/ml) 1000 500 250 125 62,5 31,3 15,6
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3.2.1.6 Postupak za odredivanje koncentracije TNF-a

Za odredivanje koncentracije TNF-a u serumu koristen je komercijalno dostupan ELISA
komplet tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) prema uputama koje daje proizvodac. Za
odredivanje koncentracije TNF-a koriStene su mikrotitarske ploCice koje sadrze 96 jazica
(12 % 8) i obloZene su imobiliziranim monoklonalnim protutijelom koje na sebe veze TNF-a iz
uzorka seruma. U svaku od jaZica prvo je dodano 50 pl razrjedivaca kompleta RD1F, a zatim
po 50 pl uzorka seruma ili po 50 pl prethodno pripremljenih razrjedenja TNF-o standarda i
kontrole. Razrjedenja standarda su pripremljena tako da se u konacnici dobije serija razrjedenja
razli¢itih koncentracija (Tablica 3.2.). U 3 jazice dodani su kontrolni uzorci. Mikroplocice su
zatim prekrivene ljepljivom folijom i ostavljene 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
od 2 sata jazice se ispiru, ponavljajuci proces ispiranja tri puta. Nakon ispiranja u svaku jazicu
dodano je po 200 ul TNF-a konjugata, tj. na nastali kompleks protutijela i TNF-a dodano je
drugo monoklonalno protutijelo koje specificno prepoznaje TNF-a na koje je vezana
peroksidaza iz hrena. Nakon inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi, serijom od ukupno 3
ispiranja s po 400 pl razrijedenog pufera za ispiranje po jaZici, ispiran je visSak monoklonalnog
protutijela koje se veze na TNF-a iz seruma. Nakon ispiranja jazice su dobro posuSene
dekantiranjem. U svaku jazicu je dodano 200 ul tzv. supstratne otopine koja je dobivena
mijeSanjem reagensa za obojenje A 1 B u jednakom omyjeru i koja sadrzava hidrogen-peroksid.
Inkubira se 30 min na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svjetla. Nakon 30 min u jazice je dodano
50 ul otopine za zaustavljanje reakcije (sumporna kiselina). Dodatkom ,,stop” otopine dolazi
do promjene boje iz plave u zutu, a intezitet obojenja mjeri se unutar 30 min na ELISA ¢itacu
(Thermo Labsystems Multiskan EX Microplate Reader, SAD) pri 450 nm, uz korekciju pri 540
ili 570 nm. Naknadno je prema uputama proizvodaca, koriste¢i poznate koncentracije TNF-o

standarda, odredena koncentracija TNF-o u pojedinim jaZicama.
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Supstrat TMB Obojeni produkt

Detekeiisk sitiel UltraAvidin
etekcijska antitjela HRPO-konjugat

oznacena biotinom o -, e"

Antigen
Specificna monoklonska

antitijela

Pufer za blokiranje

o a) mikrotitarska plocica je obloZena specificnim moncoklonalnim antitijelom
b) pufer za blokiranje se dodaje da blokira preostala mjesta vezanja proteina na ploci
uzorak ¢e se dodati u jaZice na plocicu i prisutni antigen ¢e se vezati za antitijelo
o nakon ispiranja na plo¢u se dodaje anti-humano detekcijsko (specifi¢no) antitijelo oznaceno
biotinom, koje ¢e se vezati na antigen
a nevezana detekcijska antitijela se ispiru i dodaje se UltraAvidin HRPO-konjugat i veZe se za
biotinom obiljeZzena detekcijska antitijela
e dodaje se supstrat TMB koji s enzimom daje obojeni signal plave boje (stop otopina-mijenja
plavo obojenje u Zuto) i intenzitet obojenja mjeri se fotometrijski na 450 nm

Slika 3.2. ELISA ,,sendvi¢” metoda (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

3.2.1.7 IL-10

3.2.1.8 Kemikalije za odredivanje koncentracije IL-10

Komercijalno dostupan ELISA komplet tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) —
Quantikine® ELISA Human IL-10 Immunoassay:

e Mikroplo¢ica — polistirenska mikroplo¢ica s 96 jazica s oblozenim miSjim
monoklonalnim protutijelom koje veze IL-10

e ]L-10 standard — liofilizirani rekombinantni humani protein IL-10

e JL-10 konjugat (engl. IL-10 Conjugate) — monoklonalno protutijelo koje veze IL-10
konjugirano s peroksidazom iz hrena

e Razrjedivac¢ kompleta RD1W (engl. Assay Diluent RDI1W) — puferirana proteinska baza

e Kalibriraju¢a otopina za razrjedivanje RD6P (engl. Calibrator Diluent RD6P) —
zivotinjski serum

e Pufer za ispiranje — 25x koncentriran

e Reagens za obojenje A (engl. Color Reagent A) — stabilizirani vodikov peroksid

e Reagens za obojenje B (engl. Color Reagent B) — stabilizirani kromogen
tetrametilbenzidin

¢ Otopina za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution) — 2N sumporna kiselina
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Tablica 3.3. Priprema standardnih otopina humani IL-10

500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
100”Lstd‘ = — = = = == = — = = = = —
————

‘ S

SIM‘D'“RD " ' ' ' '
- | @

5000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL  625pg/mL 313 pg/mL 156pg/mL 7.8 pg/mL
Standardni niz S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Koncentracija IL-10 (pg/ml) 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7.8

3.2.1.8.1 Postupak za odredivanje IL-10

Za odredivanje koncentracije IL-10 u plazmi koriSten je komercijalno dostupan ELISA komplet
tvrtke R&D Systems®, Inc. (SAD i Kanada) prema uputama koje daje proizvodaé. Za
odredivanje koncentracije IL-10 koriStene su mikrotitarske plocCice koje sadrze 96 jazica
(12 x 8) 1 oblozene su imobiliziranim monoklonalnim protutijelom koje na sebe veze IL-10 iz
uzorka seruma. U svaku od jaZica prvo je dodano 50 pl razrjedivaca kompleta RD1W, a zatim
po 200 pl uzorka seruma ili po 200 ul prethodno pripremljenih razrjedenja IL-10 standarda i
kontrole. Razrjedenja standarda su pripremljena tako da se u konacnici dobije serija razrjedenja
razlicitih koncentracija (Tablica 3.3.). U 3 jazice dodane su kontrole (niske, srednje i visoke
vrijednosti). Mikroploc€ice su zatim prekrivene ljepljivom folijom i ostavljene 2 sata na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije od 2 sata jazice se ispiru, ponavljajuci proces ispiranja tri puta.
Nakon ispiranja u svaku jazicu dodano je po 200 pl IL-10 konjugata, tj. na nastali kompleks
protutijela i IL-10 dodano je drugo monoklonalno protutijelo koje specificno prepoznaje IL-10
i na koje je vezana peroksidaza iz hrena. Nakon inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi,
serijom od ukupno 3 ispiranja s po 400 ul razrijedenog pufera za ispiranje po jazici, ispiran je
viSak monoklonalnog protutijela koje se veze na IL-10 iz seruma. Nakon ispiranja jaZice su
dobro posusene dekantiranjem. U svaku jazicu je dodano 200 pl tzv. supstratne otopine koja je
dobivena mijeSanjem reagensa za obojenje A i B u jednakom omjeru i koja sadrzava hidrogen-
peroksid. Inkubira se 30 min na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svijetla. Nakon 30 min u jazice
je dodano 50 pl otopine za zaustavljanje reakcije (sumporna kiselina). Dodatkom ,,stop”

otopine dolazi do promijene boje iz plave u Zutu, a intezitet obojenja mjeri se unutar 30 min na
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ELISA ¢ita¢u (Thermo Labsystems Multiskan EX Microplate Reader, SAD) pri 450 nm, uz
korekciju pri 540 ili 570 nm. Naknadno je prema uputama proizvodaca, koriste¢i poznate

koncentracije IL-10 standarda, odredena koncentracija IL-10 u pojedinim jazicama.
3.3. Izolacija genomske DNA iz krvi

Genomska DNA izdvojena je iz pune krvi metodom isoljavanja po Milleru i suradnicima
(1988).

Za izolaciju genomske DNA wuzeti su uzorci venske kvi s antikoagulansom koji sadrzi
antiokoagulans ACD (engl. Acid Citrat Dextrose). Izdvajanje genomske DNA iz pune krvi
provodilo se metodom isoljavanja (Miller 1 sur., 1988). Metoda se temelji na lizi eritrocita i
kemijskoj i enzimskoj ekstrakciji sa svrhom uklanjanja stani¢nih proteina, RNA i drugih
makromolekula, nakon ¢ega se DNA talozi u apsolutnom alkoholu. Izolacija DNA metodom
isoljavanja temelji se na talozenju proteina pri velikoj koncentraciji soli. Protokol metode
izolacije DNA objavili su 1988. godine Miller i suradnici. Protokol podrazumijeva lizu stanica
sa SDS liziraju¢im puferom i proteinazom K. SDS pufer otapa lipidne membrane i dolazi do
lize stanice. Proteinaza K katabolizira razgradnju proteina, hidrolizom peptidnih veza koje
povezuju aminokiseline u peptidnom lancu. Time se omogucuje oslobadanje neoStecene DNA

iz stanice (ChaconCortes 1 Griffith, 2014).

Kemikalije za izolaciju DNA:

e otopina za lizu eritrocita RCLB (engl. Red Cell Lysis Buffer) 10 mM Tris (Trizma base,
Sigma Aldrich, SAD), 5 mM MgCl. (Kemika, Hrvatska), 10 mM NaCl (Kemika,
Hrvatska); pH 7,6

e pufer SE — 75 mM NaCl, 25 mM EDTA (Sigma Aldrich, SAD); pH 8

e 5 M otopina NaCl (Kemika, Hrvatska)

e proteinaza K (20 mg/ml) (TaKaRa, SAD)

e 10 % natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, SAD)

e ctanol (Kemika, Hrvatska) 96 %, 70 %

¢ izopropanol (Kemika, Hrvatska)

e pufer TE — 10 mM Tris (Trizma base, Sigma Aldrich, SAD), | mM EDTA; pH 7,6
(Sigma Aldrich, SAD)

63



3.3.1. Postupak izolacije DNA

Svaki uzorak krvi s antikoagulansom ACD, nakon odmrzavanja uzorka, mijesa se 20 min na
valjkastoj mjeSalici te se nakon toga iz njega odvoji 300 ul krvi u Eppendorf plasticne
epruvetice od 1,5 ml (Eppendorf, Njemacka). Doda se 900 pl pufera za lizu eritrocita RCLB
(engl. red cell lysis buffer), dobro promijeSa vorteks mjesalicom i inkubira se 10 min na ledu.
Uzorci se iscentrifugiraju (13000 x g, 2 min, 4 °C) pri ¢emu lizirani eritrociti ostanu u
supernatantu, a ocuvani leukociti se istaloze na dnu epruvetice. Supernatant se ukloni, a talog
se po potrebi procis¢ava resuspendiranjem u RCLB-u (900 pl) i centrifugiranjem (13000 x g,
2 min, 4 °C). Na dovoljno disti talog dodaje se 300 ul SE pufera i 30 ul 10 %-tnog SDS-a,
lagano se promijesa okretanjem mikroepruvete te se doda jos 1,5 ul proteinaze K. Slijedi
inkubacija uzoraka u grijacem bloku 2 sata na 56 °C pri ¢emu leukociti liziraju. Nakon
inkubacije, dodaje se 110 ul 5 mM NaCl i sve skupa promijesa vorteks mjeSalicom 10 s. Slijedi
centrifugiranje (13000 x g, 5 min, sobna temperatura) kojim se DNA dobije u supernatantu, a
ostali stani¢ni dijelovi su u talogu. Supernatant se prelije u novu sterilnu eppendorf plasticnu
epruveticu, dodaju se 2 volumna udjela (= 800 ul) hladnog izopropanola te se lagano promijesa.
Pritom dolazi do taloZenja DNA te je ona vidljiva u obliku netopivog spleta. Centrifugiranjem
2 min na 13000 x g, talog se spusta na dno mikroepruvete. Supernatant se odlije, a talog ispire
dodatkom 200 pl 75 %-tnog etanola i centrifugiranjem 2 min na 13000 % g pri sobnoj
temperaturi. Supernatant se odlije, mikroepruvete dodatno posuSe prislanjanjem na papir i
suSenjem 20 min s otvorenim poklopcem u digestoru. Osusenom talogu se dodaje 100 ul TE
pufera te se ostavi preko noc¢i na sobnoj temperaturi kako bi se DNA u potpunosti otopila.

Nakon toga uzorci se mogu pohraniti na +4 °C.

3.3.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce DNA

DNA zbog svoje strukture apsorbira svjetlost odredene valne duljine. DNA maksimalno
apsorbira svjetlost pri valnoj duljini 260 nm. Postoji linearan odnos izmedu koli¢ine
apsorbirane svjetlosti i koncentracije DNA (Peéina-Slaus, 2009). Apsorbancija je logaritam
omjera intenziteta ulaznog zraCenja i zraCenja propusStenog kroz uzorak, a prema Beer-
Lambertovom zakonu je jednaka umnosku koncentracije, molarnog ekstincijskog koeficijenta
1 debljine kivete. Molarni ekstinkcijski koeficijent je mjera jakosti apsorpcije svjetlosti neke
tvari 1 konstantna je za zadanu tvar (Harris, 2010). Prosjecni ekstinkcijski koeficijent
dvolanc¢ane DNA iznosi 50 (ng/ml)/cm, §to znaci da se za apsorbanciju jednaku 1 pri 260 nm
dobiva priblizna koncentracija DNA od 50 pg/ml. Zato se koncentracija DNA ra¢una prema

sljedecoj jednadzbi: koncentracija DNA (ug /ml) = A260 x 50 pg/ml x faktor razrjedenja.
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Cistoéa DNA pokazuje u kolikoj su mjeri u izoliranoj otopini DNA prisutne i druge molekule.
Za odredivanje Cistoce DNA odreduje se omjer apsorbancija na dvije valne duljine — 260 1
280 nm. Na valnoj duljini 280 nm apsorbiraju se aromatske aminokiseline 1 peptidi, te spojevi
s aromatskim prstenom, primjerice fenol koji se ponekad koristi tijekom izolacije. Za otopinu s
omjerom A260/A280 od 1,8 do 2,0 smatra se da sadrzi ¢istu DNA. Manje vrijednosti upucuju

na kontaminaciju proteinima, a vise na kontaminaciju s RNA (Pe¢ina-Slaus, 2009).
e — eee— L eee—— ee—— eee—
] { § J ] { 1 { ] { Q A’
Liziranje Liziranje TaloZenje TaloZenje Ispiranje

eritrocita leukocita proteina DNA etanolom

Susenje Pohrana DNA

Slika 3.3. Izolacija DNA metodom isoljavanja

3.4. Genotipizacija obzirom na polimorfizme gena IL-1a rs1800587, TNF-a
rs1800629 i IL-10 rs1800896

3.4.1. Kemikalije

Komercijalno dostupni kompleti Applied Biosystems®, SAD):
e TagMan® mjesavina pocetnica i proba izradena po narudzbi (engl. TagMan® Pre-
designed SNP Genotyping Assay)
e Pristupni broj za Applied Biosystems® — C 1747360 10 (rs1800896), C 9546481 30
(rs1800587), C_7514879_10(rs1800629)
e Otopina za genotipizaciju (Applied Biosystems®, SAD) — TagMan® mati¢na mjesavina

za genotipizaciju (engl. TagMan® Genotyping Master Mix)

3.4.2. Postupak genotipiziranja IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896

Odredivanje genotipa s obzirom na spomenute polimorfizme napravljeno je metodom PCR-a u
stvarnom vremenu (engl. real time PCR) koristenjem komercijalno dostupnih TagMan®

mjesavina pocetnica i proba (Applied Biosystems®, SAD), koje sadrZe specifi¢ne pocetnice,
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TagMan® sonde obiljezene fluorescentnom bojom VIC ili FAM i reakcijski pufer. Uz te
komplete koristena je i TagMan® otopina za genotipizaciju (Applied Biosystems®, SAD) u
kojoj se nalazi termostabilna DNA-polimeraza, deoksiribonukleotidi te pufer koji osigurava
optimalne uvijete za aktivnost DNA-polimeraze. Tijekom lancane reakcije polimerazom, Taq
polimeraza produzuje neoznaene pocetnice prema lancu genomske DNA kao predloSku. Kad
enzim dosegne TagMan probu, cijepa molekulu DNA, udaljavaju¢i fluorescentnu boju od
prigusivaca. Detektira se fluorescencija FAM ili VIC boje $to rezultira detekcijom specifi¢nog
alela. Reakcija se izvodi u ukupnom volumenu od 10 ul s 20 ng genomske DNA. Pocetna
denaturacija se provodi kroz 10 minuta pri 95 °C. Nakon toga slijedi 45 ciklusa denaturacije
(15 sekundi, 92 °C) 1 vezivanja pocetnica/produljivanje DNA (1 minuta, 60 °C). Za
genotipizaciju uzoraka koriSten je uredaj ABI Prism7300 Real time PCR System apparatus

(Applied Biosystems®, SAD).

Metoda prikazana shematski slikom (Slika 3.4.) se temelji na hibridizaciji fluorescentno
obiljezenih oligonukleotidnih proba i njima komplementarnih polimorfnih mjesta na
genomskoj DNA. Svaka od dviju proba u reakcijskoj smjesi je na 5' kraju obiljeZena jednom
fluorescentnom bojom (VIC i FAM) i specifi¢no se veze za slijed koji sadrzi 1 promijenjenu
bazu. Na 3' kraju obje probe imaju vezan utiSiva¢ fluorescencije NFQ (engl. nonfluorescent
quencher). Kada je proba vezana za komplementarni slijed na lancu DNA, koji ujedno sluzi i
kao kalup u lancanoj reakciji polimeraze, utiSivac i boja se nalaze na takvoj udaljenosti koja
omogucuje utiSivacu da sprijeci fluorescenciju boje. Prilikom produljivanja pocetnica
termostabilna DNA polimeraza pocijepa vezane probe, boja vise nije pod utjecajem utiSivaca
te pocinje fluorescirati §to se biljezi uredajem kao signal. JaCina i1 vrsta dobivenog signala
omogucuje odredivanje genotipa. Fluorescencija jedne boje upucuje na homozigotnost jednog

alela, a fluorescencija obje boje upucuje na prisutnost oba alela, tj. heterozigotnost.
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SNP genotipizacija
Multiplex Tagman test za SNP genotipizaciju

Alell ,;\ﬁ. - LEGENDA
M) Aam® T -
[ 1l @ VIC boja

Slaganje kalupa i probe Neslaganje kalupa i probe @ FAM boja

Alel 2 (@ UtiSavac fluorescencije

1
P 3
‘ il l 001 § AmpliTaq Gold

DNA polimeraza

Slaganje kalupa i probe Neslaganje kalupa i probe

VIC fluorescencija signal homozigot za alel 1
FAM fluorescencija signal homozigot za alel 2
Oba fluorescentna signala heterozigot

Slika 3.4. Shematski prikaz metode lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu

(Preuzeto i prilagodeno: Applied Biosystems®, SAD).

Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije prikazani su u tablicama 3.4 1 3.5.

Tablica 3.4. Sastav reakcijske smjese prilikom genotipizacije metodom PCR-a u stvarnom

vremenu
Volumen!/pl
Reakcijska smjesa
IL-1a TNF-a IL-10
TagMan univerzalna mati¢na mjesavina 5,00 5,00 5,00
TaqMan mjesavina proba i pocetnica? 0,25 0,25 0,25
TE pufer 0,25 0,25 0,25
DNA (1 — 20 ng) otopljena u vodi 4,50 4,50 4,50
Ukupni reakcijski volumen 10 ul 10 ul 10 ul

! Volumen se prilagodava razmjerno ukupnom volumenu reakcijske smjese; *Pristupni broj kod Applied

Biosystems®.
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Tablica 3.5. Uvjeti reakcije prilikom genotipizacije metodom PCR-a u stvarnom vremenu

IL-10, TNF-a, IL-10
Korak Temperatura Vrijeme
Pocetni koraci 95 °C 10 min
Denaturacija 92 °C 15s
Vezanje i produljenje pocetnica 60 °C 1 min
Broj ciklusa 45

Prije samog pocetka reakcije umnazanja genomske DNA, uredaj biljezi poCetnu, a po zavrSetku
reakcije, kona¢nu razinu fluorescencije u reakcijskoj smjesi. Rac¢unalni program daje prikaz
razine florescencije za svaku fluorecentnu boju, a konacan prikaz rezulatata ukljucuje ispis

razine fluorescencije za svaku boju te graficki prikaz.
3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata napravljena je pomocu statistickog programa R, inacica 3.6.2. i
pomocu sljede¢ih programskih paketa — rcompanion, FSA, expss, readxl, xlsx, foreign, car,
corrplot, ggcorrplot, data.table, tablel, effects, nlme, multcomp, RColorBrewer, knitr,
kableExtra, tidyverse, dplyr, ggpubr, genetics, HardyWeinberg. Shapiro-Wilk test je koristen
za utvrdivanje presumpcije normalne distribucije za sve skupine i podskupine podataka
(Ghasemi 1 Zahediasl, 2012). Rezultati su prikazani deskriptivno u tablicama i graficki. Za
varijable koje nisu normalno raspodijeljene primijenjeni su neparametrijski testovi i rezultati su
izrazeni kao medijan i minimum-maksimum raspon. Prije testiranja frekvencija genotipova
proveden je y*-test kako bi se identificiralo potencijalno odstupanje od Hardy-Weinbergovog
ekvilibrijuma (HWE). Frekvencije demografija, genotipova i alela su usporedivane pomocu
y2-testa, kao veli¢ina uc¢inka za frekvencije koristeno je Cramerovo V (¢c). Interpretacija
Cramerovog V za 2 stupnja slobodne je: 0,1 — 0,3 mala razlika; 0,3 — 0,5 srednja razlika i > 0,5
velika razlika (Akoglu, 2018).

Kod usporedbe dvije grupe podataka koriSten je Mann-Whitney test. Za veli¢inu ucinka nakon
Mann-Whitney testa koriStene su Cliffova d 1 Varghino Delaneyvo A (VDA). VDA je koriSteno
kod vecine usporedba jer je jednostavna za razumijevanje i laicima, a Cliffovo o je koriSteno
kod usporedbe starosti izmedu skupina kada nije logi¢no govoriti o postotcima. Navedene
veliCine efekta su linearno povezane i lako je izracunati jednu iz druge. Interpretacija Cliffove

dje: 0,11 — 0,28 mala razlika; 0,28 — 0,43 srednja razlika i > 0,43 velika razlika. Interpretacija
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VDA je: 0,56 — < 0,64 (< 0,34 — 0,44) mala razlika; 0,64 — < 0,71 (> 0,29 — 0,34) srednja razlika
1>0,71 (< 0,29) velika razlika (Vargha i Delaney, 2000). Kod usporedbe tri ili viSe skupina
podataka koriSten je neparametrijski Kruskal-Wallis test. Nakon znacajne Kruskal-Wallisove
analize rangova koristen je Dunnov test multiple komparacije te VDA za veli¢inu ucinka. Za
korekciju p — vrijednosti uslijed multiplom testiranja koriStena je Benjamini — Hochbergova
korekcija (engl. false discovery rate) (Benjamini i1 sur., 1995). Demografske varijable,
kognitivne 1 laboratorijske varijable su korelirane pomocu Spearmanovog koeficijenta
korelacije jer nije bilo moguce pretpostaviti normalnu distribuciju podataka. Multiplom,
linearnom regresijom testirane su demografske varijable kao prediktori laboratorijskih varijabli.
Prije interpretacije linearnog, regresijskog modela testirane su pretpostavke — linearne
povezanosti prediktora i ishoda, normalnosti reziduala, homoskedasti¢nosti varijanci, izostanak
multikolinearnosti te izostanaka ekstremnih vrijednosti koje bi mogle imati negativan efekt na

model. Razina znacajnosti postavljena je na < 0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Regresijska analiza demografskih ¢imbenika na ishod koncentracije

citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Prvo su ucinjene regresijske analize koje su uzele u obzir dob 1 spol, kako bi se utvrdilo mogu
li te varijable (dob, spol) pokazati prediktivne vrijednosti na koncentracije citokina u serumu
ispitanika s AB 1 MCI. Regresijske analize su napravljene ponaosob za svaki citokin te za

ispitanike s AB ili s MCI.

4.1.1. Regresijska analiza demografskih ¢imbenika na ishod koncentracije citokina

IL-10a kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Tablica 4.1. Multipla linearna regresija dobi i spola na koncentraciju citokina IL-1a u

ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine 0,005 0,005 0,859 0,39 | -0,24;0,20
Spol -0,049 0,082 -0,594 0,55 -2,8; 3,43
Korigirani R2 =-0,013; F = 0,528; p = 0,59

Prema Tablici 4.1., multipla linearna regresija pokazuje kako dob i spol nisu znacajni prediktori

koncentracije citokina IL-1a u ispitanika s AB.

4.1.2. Regresijska analiza demografskih ¢cimbenika na ishod koncentracije citokina

TNF-a kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Tablica 4.2. Multipla linearna regresija dobi i spola na koncentraciju citokina TNF-a u

ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine -0,0176 0,0948 -0,186 0,98 | -0,24; 0,20
Spol 0,3199 1,3488 0,237 0,97 | -2,79; 3,43
Korigirani R2 =-0,027; F =0,043; p = 0,95

Prema Tablici 4.2., model pokazuje kako dob 1 spol nisu znacajni prediktori koncentracije

citokina TNF-a u ispitanika s AB.
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4.1.3. Regresijska analiza demografskih ¢cimbenika na ishod koncentracije citokina

IL-10 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Tablica 4.3. Multipla linearna regresija dobi i spola na koncentraciju citokina IL-10 u

ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine -0,538 2,196 -0,245 0,81 | -0,008; 0,01

-39,31;
Spol 36,07 32,07 1,125 0,268 111:45
Korigirani R2 =-0,032; F =0,651; p=0,52

Prema Tablici 4.3., model pokazuje kako dob i spol nisu znacajni prediktori koncentracije

citokina IL-10 u ispitanika s AB.

4.2. Regresijska analiza demografskih ¢imbenika na ishod koncentracije
citokina TNF-qa, IL-1a, IL-10 kod ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

4.2.1. Regresijska analiza demografskih ¢imbenika na ishod koncentracije citokina

IL-1a kod ispitanika s blagim kognitivnhim poremecajem

Tablica 4.4. Multipla linearna regresija dobi i spola na koncentraciju citokina IL-1a u

ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine 0,008 0,004 0,29 0,77 | -0,07; 0,09
Spol 0,519 0,413 1,254 0,21 | -0,42; 1,46
Korigirani R2 =-0,004; F =0,79; p= 0,46

Prema Tablici 4.4., model pokazuje kako dob 1 spol nisu znacajni prediktori koncentracije

citokina IL-1a u ispitanika s MCI.
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4.2.2. Regresijska analiza demografskih ¢imbenka na ishod koncentracije citokina

TNF-a kod ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Tablica 4.5. Multipla linearna regresija dobi i spola na koncentraciju citokina TNF-a u

ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine 0,199 0,136 1,461 0,15 -0,11;0,51
Spol 1,006 1,568 0,64 0,52 | -2,56;4,57
Korigirani R2 =-0,023; F = 1,158; p=0,32

Prema Tablici 4.5., model pokazuje kako dob i spol nisu znacajni prediktori koncentracije

citokina TNF-a u ispitanika s MCI.

4.2.3. Regresijska analiza demografskih ¢cimbenika na ishod koncentracije citokina

IL-10 kod ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Tablica 4.6. Multipla linearna regresija dobi i1 spola na koncentraciju citokina IL-10 u

ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Prediktor Koeficijent SE t p 95 % CI
Godine 0,036 0,157 0,23 0,82 | -0,32;0,39
Spol -1,77 1,85 -0,96 0,34 | -6,03; 2,47
Korigirani R2 =-0,01; F=0,52; p=0,6

Prema Tablici 4.6., model pokazuje kako dob i spol nisu znacajni prediktori koncentracije

citokina IL-10 u ispitanika s MCI.

Sve su pojedine regresijske analize potvrdile da dob i spol nisu znacajni prediktori koncentracije
citokina TNF-a, IL-1a, IL-10 bilo kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti ili kod ispitanika s

blagim kognitivnim poremecajem (Tablice 4.1 —4.6).
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4.3. Demografski podaci

4.3.1. Spol ispitanika

U istrazivanje je bilo ukljuceno ukupno 174 ispitanika od kojih je bilo 69 muskaraca i 105 Zena
(Slika 4.1.). Udio zZenskih ispitanica kod MCI bio je 56 %, a kod AB 66 % (Tablica 4.7.), no
nisu postojale znacajne razlike u zastupljenosti ispitanika prema spolu izmedu ispitanika s AB
i MCI testirane y>-testom. Utvrdeno je da nema znacajne razlike u raspodjeli ispitanika prema

spolu (x> = 1,45; p = 0,23).

Raspodjela po spolu izmedu skupina AB i MClI

60

50

40
30
20
10

0

Alzheimerova bolest Blagi kognitivni poremecaj

® Mugkarci M Zene

Slika 4.1. Prikaz raspodjele ispitanika po spolu izmedu ispitanika s Alzheimerovom bolesti ili
kod ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem — rezultati su prikazani numericki (broj
ispitanika po spolu). AB — Alzheimerova bolest, MCI — blagi kognitivni poremeca;j (engl. Mild

cognitive impairment).

4.3.2. Dob ispitanika

Prosjecna dob svih ispitanika ukljucenih u istrazivanje bila je 79 godina (raspon 57 — 89). Dob
unutar ispitanika s AB nije slijedila normalnu raspodjelu (W =0,92; p <0,001) dok je unutar
ispitanika s MCI dob bila normalno raspodijeljena (W = 0,99; p = 0,51). Utvrdene su znacajne
razlike (Mann-Whitney test) u dobi izmedu ispitanika s AB i MCI (U = 6063,5; p < 0,001), jer
su ispitanici s AB bili znacajno stariji od ispitanika s MCI (Tablica 4.7.).
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Tablica 4.7. Deskriptivni demografski i kognitivni pokazatelji kod ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

Demografski i kognitivni

Alzheimerova bolest

Blagi kognitivni poremecaj

pokazatelji (n="174) (n = 100)
Spol
Muski 25 (33,8 %) 44 (44,0 %)
Zenski 49 (66,2 %) 56 (56,0 %)
Starost (dob)

Medijan [Min; Max]

81,5 [63,0; 89,0]

72,0 [57,0; 87,0]

MMSE test

Medijan [Min; Max]

13,0 [10,0; 26,0]

27,0 [18,0; 28,0]

Ispitanici prema Testu crtanja sata

Medijan [Min; Max]

1,50 [0,00; 5,00]

5,00 [1,00; 5,00]

MMSE — Mini-mental test

Tablica 4.8. Broj bodova na Mini-mental testu i Testu crtanja sata kod muskih i Zenskih

ispitanika s Alzheimerovom bolesti

Muski spol
(n=25)

Zenski spol
(n=49)

Test crtanja sata

Medijan [Min; Max]

2,00 [0,00; 3,00]

1,00 [0,00; 5,00]

MMSE test

Medijan [Min; Max]

14,0 [10,0; 26,0]

13,0 [10,0; 24,0]

MMSE — Mini-mental test
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Tablica 4.9. Broj bodova na Mini mental testu i Testu crtanja sata kod muskih i Zenskih

ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

Muski spol Zenski spol
(n=44) (n =56)

Test crtanja sata

Medijan [Min; Max] 4,00 [3,00; 5,00] | 5,00 [1,00; 5,00]

MMSE test

Medijan [Min; Max] 27,0 [18,0; 28,0] 27,0 [18,0; 28,0]

MMSE — Mini-mental test.

U Tablicama 4.7., 4.8. 14.9. su prikazani demografski parametri kao Sto su spol i starost (dob),
rezultati kognitivnih skala nakon MMSE testa i rezultati Testa crtanja sata, te broj bodova na

kognitivnim skalama u ispitanika s AB 1 MCI podijeljenih po spolu.

Rezultati broja bodova na MMSE testu, koji su odstupali od normalne razdiobe kod ispitanika
oba spola s AB, nisu se znac¢ajno (U = 718,5; p = 0,22; Mann-Whitney test) razlikovali izmedu
muskih 1 Zenskih ispitanika s AB (Tablica 4.8.). Prema Mann-Whitney testu nisu utvrdene
znacajne (U = 998; p = 0,09) razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu muskih 1 Zenskih
ispitanika s MCI (Tablica 4.9.). Broj bodova na Testu crtanja sata takoder nije bio ovisan o
spolu, jer nisu pronadene znacajne razlike (U = 339,5; p = 0,14) kod muskih i Zenskih ispitanika

s AB, kao niti kod muskih i Zenskih ispitanika s MCI (U = 288,5; p = 0,32) (Tablice 4.8.14.9.).

4.4. Rezultati kognitivnih ljestvica kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i

ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem

4.4.1. Rezultati MMSE testa kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s

blagim kognitivnim poremecajem

Rezultati broja bodova koji opisuju kognitivni status ispitanika, broj bodova na MMSE testu i
Testu crtanja sata, prikazuju znacajne razlike izmedu ispitanika s AB 1 MCI (Tablica 4.8. 1 4.9.
1 Slika 4.2.). Brojevi bodova na MMSE testu odstupali su od normalne razdiobe kod ispitanika
s AB (W=0,79; p<0,001), kao 1 kod ispitanika s MCI (W = 0,74; p <0,001). Utvrdene su
znacajne razlike (Mann-Whitney test) u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s AB
1 MCI (U =92,5; p <0,001) jer su, ocekivano, ispitanici s MCI imali znacajno ve¢i broj bodova

na testu MMSE nego ispitanici s AB (Slika 4.2.).

76



L ]
254
L ]
[ ]
&
[ ]
th 20 4 . .
= El Alzheimerova bolest
L ] &
= . Blagi kognitivni poremecaj
154
104
Alzheimerova bolest Blagi kognitivni poremecaj

Slika 4.2. Broj bodova na skali MMSE izmedu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim
kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) i donji 1 gornji
kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke);
* p <0,001 prema broju bodova na skali MMSE kod ispitanika s AB (Mann-Whitney test).

4.4.2. Rezultati Testa crtanja sata kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s
blagim kognitivnim poremecéajem

Utvrdene su znacajne razlike (Mann-Whitney test) u broju bodova na Testu crtanja sata izmedu

ispitanika s AB 1 MCI (U = 120; p <0,001). Naime, prema ocekivanju, ispitanici s MCI imali

su znacajno veci broj bodova na testu crtanja sata od bolesnika s AB (Slika 4.3.).
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Slika 4.3. Broj bodova u Testu crtanja sata izmedu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim
kognitivnim poremec¢ajem. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) 1 donji 1 gornji
kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke);
* p <0,001 prema broju bodova na skali Testa crtanja sata kod ispitanika s AB (Mann-Whitney
test)

Tablica 4.10. Razlike izmedu demografskih 1 kognitivnih parametara kod ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

o
Varijabla Statistika | p vrijednost | Veli¢ina ucinka 22U 1nterval.13.0 uzdan ost

veli¢ine ucinka
Spol =145 0,23 pc=0,1 0,007 - 0,25
Dob U =6063,5 <0,001 0=10,64 0,51-0,78
MMSE U=92,5 < 0,001 0=-0,98 0,99 —-0,95
Test crtanja sata U=120 <0,001 6=-0,97 -0,99 — -0,93

MMSE — Mini-mental skala za pracenje urusavanja kognicije.

U Tablici 4.10. prikazani su zbirno svi rezultati (frekvencije i razlike izmedu skupina) u
ispitanika s AB 1 MCI vezanih za spol 1 dob, te rezultati MMSE testa 1 Testa crtanja sata, p
vrijednosti 1 veli¢ine u¢inka uz njihov 95 % interval pouzadnosti. Nije bilo zna¢ajnih razlika po
spolu, dok su se dob, te broj bodova na MMSE testu i Testu crtanja sata znacajno razlikovali

izmedu ispitanika s AB i MCIL.
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4.5. Rezultati kognitivnh ljestvica izmedu muskih i Zenskih ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

4.5.1. Rezultati Testa crtanja sata izmedu muskih i Zenskih ispitanika s Alzheimerovom

bolesti

Nisu utvrdene znacajne razlike (Mann-Whitney test) u broju bodova na Testu crtanja sata
izmedu ispitanika muskog spola i ispitanica zenskog spola s AB (U =339,5; p = 0,14), (Slika
44.).

Spol

BE= Muski spol

. — Zenski spol

Test crianja sata

04 [ ]

Mudki spol Fenski spol
Spaol
Slika 4.4. Broj bodova u Testu crtanja sata izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika s
Alzheimerovom bolesti. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) 1 donji 1 gornji

kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke)

4.5.2. Rezultati MMSE testa izmedu muskih i Zenskih ispitanika s Alzheimerovom
bolesti

Prema Mann-Whitney testu nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu

izmedu ispitanika muSkog spola i ispitanica Zenskog spola s AB (U =718,5; p =0,22), (Slika

4.5.).
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Slika 4.5. Broj bodova na MMSE testu izmedu muskih i Zenskih ispitanika s Alzheimerovom
bolesti. Rezultati su prikazani kao medijan (sredisnja linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do

75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke)

4.5.3. Rezultati Testa crtanja sata izmedu muskih i Zenskih ispitanika s blagim

kognitivnim poremecéajem

Nisu utvrdene znacajne razlike (Mann-Whitney test) u broju bodova na Testu crtanja sata

izmedu muskih 1 zenskih ispitanika s MCI (U = 288,5; p = 0,32).
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Slika 4.6. Broj bodova u Testu crtanja sata izmedu muskih 1 Zenskih ispitanika s blagim
kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji i gornji

kvartil (od 25. do 75. percentila).

4.5.4. Rezultati MMSE testa izmedu musKih i Zenskih ispitanika s blagim kognitivnim
poremecajem

Prema Mann-Whitney testu nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu

izmedu ispitanika muskog spola i ispitanica zZenskog spola s MCI (U = 998; p = 0,09), (Slika

4.7.).
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Slika 4.7. Broj bodova na MMSE testu izmedu muskih i Zenskih ispitanika s blagim
kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji i gornji

kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke)

4.5.5. Rezultati bodova na Testu crtanja sata izmedu muskih i Zenskih ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i musSkih i Zenskih ispitanika s MCI

Utvrdena je znacajna razlika u broju bodova Testa crtanja sata kod muskih i Zenskih ispitanika
s AB i1 kod muskih i Zenskih ispitanika s MCI (H = 64,13; p <0,001; Kruskal-Wallisova
ANOVA). Muski ispitanici s AB imali su znacajno manji broj bodova na Testu crtanja sata od
muskih ispitanika s MCI (p < 0,0001). Zenske ispitanice s AB imale su zna¢ajno manji broj
bodova na Testu crtanja sata od Zenskih ispitanica s MCI (p < 0,0001). Unutar skupine s AB
nije bilo znacajne razlike u broju bodova Testa crtanja sata izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika.
Takoder, unutar skupine s MCI, nije bilo znacajne razlike u broju bodova Testa crtanja sata

izmedu muskih i zenskih ispitanika (Slika 4.8.).
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Slika 4.8. Rezultati Testa crtanja sata kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti 1 blagim
kognitivnim poremecajem obzirom na muski i Zenski spol. Rezultati su prikazani kao medijan
(sredis$nja linija) i donji 1 gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-M — muski ispitanici s
AB; AB-Z — Zenski ispitanici s AB; MCI-M — muski ispitanici s MCI, MCI-Z — Zenski
ispitanici s MCI. **** p <(0,0001, post-hoc Dunn test s Benjamini - Hochberg korekcijom.

4.5.6. Rezultati bodova na MMSE testu izmedu muskih i Zenskih ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i muskih i Zenskih ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

Utvrdena je znacajna razlika izmedu istraZivanih podskupina (H = 123,98; p < 0,001; Kruskal-
Wallisova analiza). Muski ispitanici s AB imali su znacajno manji broj bodova MMSE testa od
muskih ispitanika s MCI (p < 0,0001). Zenske ispitanice s AB imale su zna¢ajno manji broj
bodova MMSE testa od Zenskih ispitanica s MCI (p < 0,0001). Unutar podskupine s AB nije
bilo znacajne razlike u broju bodova MMSE izmedu muskih 1 Zenskih ispitanika. Takoder,
unutar podskupine s MCI, nije bilo znacajne razlike u broju postignutih bodova MMSE testa

izmedu muskih i Zenskih ispitanika (Slika 4.9.).
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Slika 4.9. Rezultati MMSE testa kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim
poremecajem obzirom na muski i Zenski spol. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja
linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-M — muski ispitanici s AB; AB-Z —
7enski ispitanici s AB; MCI-M — muski ispitanici s MCI; MCI-Z - Zenski ispitanici s MCL

sk p <0,0001, post-hoc Dunn test s Benjamini — Hochberg korekcijom.
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4.6. Koncentracija citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 u serumu ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

Tablica 4.11. Koncentracija citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu ispitanika s

Alzheimerovom bolesti 1 blagim kognitivnim poremecéajem

Alzheimerova bolest
(n=174)

Blagi kognitivni poremecaj
(n =100)

IL-1o

Medijan [Min; Max]

0,357 [0,0820; 2,15]

1,30 [0,166; 18.9]

INF-o

Medijan [Min; Max]

18,6 [3,13; 41,4]

6,49 [1,96; 48,6]

IL-10

Medijan [Min; Max]

3,90 [0,170; 624]

4,09 [0,522; 71,0]

Svi rezultati su prikazani kao medijani te minimalne i maksimalne vrijednosti.

4.6.1. Koncentracija citokina IL-1a u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i

blagim kognitivnim poremecajem

Pronadene su znacajne (Mann-Whitney test) razlike u koncentraciji citokina IL-1a u serumu

izmedu skupina s AB i MCI (U =464; p <0,001). Ispitanici s AB imali su znacajno nizu

koncentraciju IL-1a u serumu prema ispitanicima s MCI (Slika 4.10.).
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Slika 4.10. Koncentracija citokina IL-10 u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim
kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji i gornji
kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke);

* p<0,001 prema koncentraciji IL-1a u ispitanika s AB (Mann-Whitney test).

4.6.2. Koncentracija citokina TNF-o u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i

blagim kognitivnim poremecéajem

Pronadene su znacajne razlike u koncentraciji citokina TNF-o u serumu izmedu ispitanika s AB
1 MCI (U = 6433,5; p < 0,001; Mann-Whitney test). Ispitanici s AB imali su zna¢ajno povisenu

koncentraciju TNF-o u serumu prema ispitanicima s MCI (Slika 4.11.).
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Slika 4.11. Koncentracija citokina TNF-o u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i
blagim kognitivnim poremec¢ajem. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) i donji
1 gornji kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene

tocke); * p < 0,001 prema koncentraciji TNF-a u ispitanika s AB (Mann-Whitney test).

4.6.3. Koncentracija citokina IL-10 u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i

blagim kognitivnim poremecéajem

Utvrdene su znacajne razlike u koncentraciji IL-10 citokina u serumu izmedu ispitanika s AB 1
MCI (U=974; p<0,001; Mann-Whitney test). Ispitanici s AB imali su znafajno nizu

koncentraciju IL-10 u serumu prema ispitanicima s MCI (Slika 4.12.).
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Slika 4.12. Koncentracija citokina IL-10 u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim
kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani kao medijan (srediS$nja linija) 1 donji 1 gornji
kvartil (od 25. do 75. percentila) (vrijednosti koje odstupaju, prikazane su kao izdvojene tocke);
* p <0,001 prema koncentraciji IL-10 kod ispitanika s AB (Mann-Whitney test).

4.6.4. Razlike u koncentraciji citokina IL-10 u serumu izmedu muskih i Zenskih

ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

Iako je regresijska analiza pokazala da spol ne utjeCe znacajno na koncentracije citokina u
serumu ispitanika s AB 1 MCI, kako bi dodatno istrazili mogu¢i utjecaj spola na koncentarciju
citokina, svi su ispitanici podijeljeni po spolu. Za analizu razlika u koncentraciji citokina IL-1a
izmedu muskih i zenskih ispitanika s AB i MCI koristena je neparametrijska Kruskal-Wallisova

analiza rangova jer je koncentracija IL-1a odstupala od normalne razdiobe kod svih skupina.
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Slika 4.13. Razlike u koncentraciji citokina IL-1a izmedu izmedu muskih 1 zZenskih ispitanika
s Alzheimerovom bolesti i muskih i Zenskih ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem; AB-
M — muski ispitanici s AB; AB-Z — Zenske ispitanice s AB; MCI-M — muski ispitanici s MCI;
MCI-Z — Zenske ispitanice s MCI; **** p < 0,0001; Dunn post-hoc test s Benjamini-Hochberg

korekcijom.

Pronadena je znacajna razlika izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika s AB ili MCI (H = 93,89;
p <0,001) (Slika 4.13.). Koncentracija citokina IL-la nije se znacajno razlikovala izmedu
muskih i Zenskih osoba unutar ispitanika s AB ili izmedu muskih i Zenskih osoba unutar
ispitanika s MCI. Ti su rezultati potvrdili rezultate regresijske analize. Medutim, koncentracija
citokina IL-1a bila je znafajno (p <0,0001) poviSena kod muskih ispitanika s MCI prema
muskim ispitanicima s AB, i postojala je znacajna (p < 0,0001) razlika u koncentraciji IL-1a

izmedu zenskih ispitanica s MCI prema Zenskim ispitanicima s AB (Slika 4.13.).

4.6.5. Razlike u koncentraciji citokina TNF-o u serumu izmedu muskih i Zenskih

ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnhim poremeéajem

Razlike izmedu muskih i Zenskih ispitanika s AB i1 muskih i zenskih ispitanika s MCI u
koncentraciji TNF-a testirane su pomoc¢u neparametrijske Kruskal-Wallisove analize rangova
radi odstupanja rezultata od normalne razdiobe kod svih skupina. Utvrdene su znacajne
(H=69,72; p <0,001) razlike u koncentraciji TNF-a kod muskih i Zenskih ispitanika s AB i
kod muskih i Zzenskih ispitanika s MCI (Slika 4.14.). Koncentracija TNF-a nije se znacajno
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razlikovala izmedu muskih i Zenskih ispitanika s AB ili izmedu muskih i zenskih ispitanika s
MCI i time su potvrdeni i rezultati regresijske analize. Medutim, koncentracija TNF-a bila je
znacajno (p <0,0001; Dunn post hoc test s Benjamini-Hochberg korekcijom) snizena kod
muskih ispitanika s MCI prema muskim ispitanicima s AB, i bila je zna¢ajno (p < 0,0001; Dunn
post hoc test s Benjamini-Hochberg korekcijom) sniZzena kod zenskih ispitanica s MCI prema

zenskim ispitanicima s AB (Slika 4.14.).
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Slika 4.14. Razlike u koncentraciji citokina TNF-a izmedu muskih i Zenskih ispitanika s
Alzheimerovom bolesti i muskih i1 Zenskih ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem; AB-
M — muski ispitanici s AB; AB-Z — zenske ispitanice s AB; MCI-M — muski ispitanici s MCI;
MCI-Z — Zenske ispitanice s MCI; **** p < 0,0001; Dunn post-hoc test s Benjamini-Hochberg

korekcijom.

4.6.6. Razlike u koncentraciji citokina IL-10 u serumu izmedu muskih i Zenskih

ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivhim poremeéajem

Za analizu razlika u koncentraciji IL-10 izmedu muskih i Zenskih ispitanika s AB i MCI
koriStena je neparametrijska Kruskal-Wallisova analiza rangova jer je koncentracija IL-10
odstupala od normalne razdiobe. Pokazana je znacCajna razlika u koncentraciji citokina IL-10
izmedu muskih 1 zenskih ispitanika s AB i1 muskih i Zenskih ispitanika s MCI (H =21,53;
p <0,001), (Slika 4.15.). Kao S§to je regresijska analiza utvrdila, koncentracija citokina IL-10
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nije se znacajno razlikovala izmedu spolova. Naime, nije bilo znac¢ajnih razlika u koncentraciji
citokina IL-10 izmedu muskih i zenskih ispitanika s AB ili izmedu muskih i Zenskih ispitanika
s MCI. Medutim, koncentracija citokina IL-10 bila je zna¢ajno povisena kod muskih ispitanika
s MCI prema muskim ispitanicima s AB (p <0,01), kao i kod zenskih ispitanica s MCI prema
zenskim ispitanicima s AB (p < 0,0001), (Slika 4.15.).
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Slika 4.15. Razlike u koncentraciji citokina IL-10 izmedu muskih i zenskih ispitanika s
Alzheimerovom bolesti i muskih 1 Zenskih ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem; AB-
M — mugki ispitanici s AB; AB-Z — zenske ispitanice s AB; MCI-M — muski ispitanici s MCI;
MCI-Z — Zenske ispitanice s MCI; ** p<0,01; **** p<0,0001; Dunn post-hoc test s

Benjamini-Hochberg korekcijom.
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4.7. Razlike u frekvencijama genotipova i alela izmedu ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem

Tablica 4.12. Frekvencije genotipova obzirom na polimorfizam TNF-a rs1800629,

polimorfizam IL-1a rs1800587 i polimorfizam IL-10 rs1800896 u ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecéajem

Alzheimerova bolest
(n=174)

Blagi kognitivni poremecaj
(n=100)

IL-1a rs1800587

TC 32 (43,2 %) 38 (38,0 %)

CcC 36 (48,6 %) 50 (50,0 %)

TT 6 (8,1 %) 8 (8,0 %)
TNF-a rs1800629

GG 55 (74,3 %) 75 (75,0 %)

A nosioici 19 (25,7 %) 22 (22,0 %)

IL-10 rs1800896

AA 17 (23,0 %) 33 (33,0 %)
GG 23 (31,1 %) 32 (32,0 %)
GA 34 (45,9 %) 32 (32,0 %)

U Tablici 4.12. su prikazane frekvencije genotipova obzirom na IL-la rs1800587, TNF-a
rs1800629 1 IL-10 rs1800896 polimorfizme u ispitanika s AB 1 MCI. Kod TNF-a rs1800629
frekvencije su prikazane kao A nosioci (kombinirani AA i GA genotipovi) i GG homozigoti,
jer je samog AA homozigotnog genotipa bilo jako malo. Rezultati su prikazani u brojevima 1

postotcima.
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4.7.1. Razlike u distribuciji genotipova i alela obzirom na polimorfizam IL-1a

rs1800587

Raspodjela genotipova obzirom na polimorfizam IL-1a rs1800587
60
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Slika 4.16. Raspodjela genotipova TC, CC 1 TT obzirom na polimorfizam IL-1a rs1800587
izmedu skupina ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivhim poremecéajem.

Rezultati su prikazani numericki.

Utvrdeno je da nema odstupanja od HWE obzirom na IL-1a rs1800587 genotipove (y~ = 0,26;
p=0,61). Nisu pokazane znacajne razlike u distribuciji genotipova CC, TC 1 TT izmedu

ispitanika s AB 1 MCI (x° = 0,24; p = 0,89), (Slika 4.16.).

Sukladno tim nalazima, nije utvrdena znacajna razlika u distribuciji alela T i alela C izmedu

ispitanika s AB i MCI (x> = 0,02; p = 0,84), (Slika 4.17.).
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Slika 4.17. Raspodjela alela obzirom na IL-la rs1800587 izmedu skupina ispitanika s

Alzheimerovom bolesti 1 blagim kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani numericki.

4.7.2. Razlike u distribuciji genotipova i alela obzirom na polimorfizam TNF-a
rs1800629

Utvrdeno je da nema (> = 0,77; p = 0,38) odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze (HWE)
obzirom na polimorfizam TNF-a rs1800629. Nije pronadena znacajna razlika u distribuciji
genotipa GG prema A nosiocima (nosioci kombiniranog AA 1 AG genotipa) izmedu ispitanika

s AB i MCI (42 = 0,07; p = 0,78), (Slika 4.18.).
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Slika 4.18. Raspodjela genotipova obzirom na polimorfizam TNF-a rs1800629 izmedu
ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremec¢ajem. Rezultati su prikazani

numericki.

Raspodjela alela obzirom na polimorfizam TNF-a rs1800629
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Slika 4.19. Raspodjela alela obzirom na polimorfizam TNF-a rs1800629 izmedu skupina
ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremec¢ajem. Rezultati su prikazani

numericki.
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Sukladno nedostatku bilo kakvih znac¢ajnih razlika u distribuciji GG genotipa i nosioca A, nije
bilo znacajnih razlika u frekvencijama alela A 1 alela G izmedu ispitanika s AB 1 MCI obzirom

na polimorfizam TNF-a rs1800629 (y° = 0,09; p = 0,77), (Slika 4.19.).

4.7.3. Razlike u distribuciji genotipova i alela obzirom na polimorfizam IL-10
rs1800896

Distribucija AA, GG 1 GA genotipova obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896 znacajno je
odstupala od HWE (x> = 16,82; p < 0,001). Medutim, pokazano je da ne postoji znac¢ajna razlika
u frekvenciji genotipova AA, GG i GA izmedu ispitanika s AB i MCI (y* = 3,63; p = 0,16)
(Slika 4.20.)

Raspodjela genotipova obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896
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Slika 4.20. Raspodjela genotipova obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896 izmedu skupina
ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani

numericki.
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Raspodjela alela obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896
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Slika 4.21. Raspodjela alela obzirom na IL-10 rs1800896 izmedu skupina ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem. Rezultati su prikazani numericki.

Uskladeno s prethodnim rezultatima, nije pronadena znacajna razlika u frekvencijama alela G
i alela A izmedu ispitanika s AB i MCI obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896 (x> = 0,53;
p=0,47) (Slika 4.21.).

4.8. Razlike u koncentraciji citokina IL-1a, TNF-A i IL-10 u serumu

obzirom na genotip i dijagnozu

4.8.1. Razlike u koncentraciji citokina IL-1a u serumu ispitanika s Alzheimerovom

bolesti i blagim kognitivhim poremecajem, obzirom na genotip IL-1a rs1800587

Razlike u koncentraciji citokina IL-1a obzirom na genotipove TC, CC 1 TT IL-1a rs1800587 kod
ispitanika s AB 1 MCI analizirane su pomoc¢u Kruskal-Wallisove analize rangova. Dunnov test
nakon Benjamini-Hochberg korekcije je pokazao da unutar ispitanika s AB, ili unutar ispitanika
s MCI, nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji IL-1a u serumu kada su ispitanici podijeljeni
na nosioce CC, CT ili TT genotipova obzirom na IL-1a rs1800587. Utvrdena je samo znacajna
razlika u koncentraciji IL-1a u serumu obzirom na genotipove IL-1a rs1800587 kod ispitanika
s AB1MCI (H =97,5; p <0,001; Kruskal-Wallisova analiza) (Slika 4.22.). Nosioci TC genotipa
s MCI imali su znacajno (p < 0,0001) vece koncentracije IL-1a u serumu nego TC nosioci s AB.
Nosioci CC genotipa s obzirom na IL-1a rs1800587 s MCI imali su znacajno (p < 0,0001) vece

koncentracije IL-10 u serumu nego CC nosioci s AB (Slika 4.22.).
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Slika 4.22. Koncentracija IL-1a u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem podijeljenih na nosioce CC,CT
1 TT genotipova obzirom na IL-1a rs1800587. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji 1 gornji kvartil (od 25. do 75.
percentila); AB-TC — ispitanici s AB s TC genotipom; MCI-TC - ispitanici s MCI s TC genotipom; AB-CC - ispitanici s AB s CC genotipom;
MCI-CC - ispitanici s MCI s CC genotipom; AB-TT - ispitanici s AB s TT genotipom; MCI-TT - ispitanici s MCI s TT genotipom. ****

p <0,0001, post-hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.
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4.8.2. Razlike u koncentraciji citokina TNF-a u serumu ispitanika s Alzheimerovom

bolesti i blagim kognitivnim poremecéajem obzirom na genotip TNF-o rs1800629

Kako bi analizirali moguée razlike u koncentraciji citokina TNF-o obzirom na genotipove
TNF-a rs1800629 u serumu ispitanika s AB i MCI koristili smo neparametrijsku Kruskal-
Wallisova analiza rangova jer je raspodjela koncentracije TNF-a odstupala od normalne.
Utvrdeno je da postoje znacajne razlike u koncentraciji TNF-a izmedu GG i A nosioca obzirom
na TNF-a rs1800629 kod ispitanika s AB 1 MCI (H = 72,09; p <0,001) (Slika 4.23.), ali su te

razlike bile vezane za dijagnozu, a ne genotip.
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Slika 4.23. Koncentracija TNF-a u ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim
poremecajem, podijeljenih na nosioce GG genotipa prema nosiocima A obzirom na TNF-a
rs1800629. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) i donji i gornji kvartil (od 25.
do 75. percentila); AB-GG — ispitanici s AB s GG genotipom; MCI-GG — ispitanici s MCI s
GG genotipom; AB-A nosioci — ispitanici s AB, A nosioci; MCI-A nosioci — ispitanici s MCI,
A nosioci obzirom na TNF-a rs1800629; ** p <0,01; **** p <0,0001 (post-hoc Dunn test s

Benjamini-Hochberg korekcijom).

Nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji TNF-a kod nosioca GG vs. nosioca A u ispitanika s
AB. Takoder, koncentracija TNF-a nije se razlikovala izmedu nosioca GG vs. nosioca A u

ispitanika s MCI (Slika 4.23.). Pronadene su znacajne razlike (Slika 4.23.) u koncentraciji
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TNF-a kod ispitanika, nosioca GG genotipa obzirom na TNF-a rs1800629 izmedu ispitanika s
AB 1 MCI (p <0,0001); kao 1 kod A nosioca obzirom na TNF-a rs1800629 izmedu ispitanika
s AB 1 MCI (p<0,01). Naime, koncentracija TNF-a bila je znafajno visa u nosioca GG
genotipa obzirom na TNF-a rs1800629 kod bolesnika s AB prema koncentraciji TNF-a kod
nosioca GG u ispitanika s MCI (p <0,0001). A nosioci obzirom na TNF-a rs1800629 u

ispitanika s AB imali su znacajno visu koncentraciju TNF-a nego A nosioci s MCI (p < 0,01).

4.8.3. Razlike u koncentraciji citokina IL-10 u serumu ispitanika s Alzheimerovom
bolesti i blagim kognitivnim poremecajem podijeljenih prema AA, GA ili GG
genotipu obzirom na polimorfizam IL-10 rs1800896

Razlike u koncentraciji citokina IL-10 obzirom na genotip AA, GA i GG IL-10 rs1800896 kod
ispitanika s AB 1 MCI izracunate su Kruskal-Wallisovom analizom rangova. Nisu utvrdene
znacajne razlike u koncentraciji IL-10 u serumu ispitanika s AB podijeljenih u nosioce AA, GA
ili GG genotipa obzirom na IL-10 rs1800896 (Slika 4.24.). Takoder nije bilo znacajnih razlika
u koncentraciji IL-10 u serumu ispitanika s MCI podijeljenih u nosioce AA, GA ili GG genotipa
obzirom na IL-10 rs1800896 (Slika 4.24.). Dakle ti su rezultati uputili da se koncentracija IL-10
ne razlikuje izmedu nosioca AA, GA ili GG genotipa obzirom na IL-10 rs1800896. Ono §to je
utvrdeno je potvrda prijasnjih rezultata, i to je Kruskal-Wallisova analiza pokazala znacajnu
razliku u koncentraciji IL-10 u serumu kod ispitanika s AB i MCI podijeljenih prema
genotipovima obzirom na IL-10 rs1800896 (H = 24,5; p < 0,001), samo u odnosu na dijagnoze.
Naime, ispitanici s MCI koji su bili nosioci AA genotipa, imali su znacajno vise (p <0,0001)
koncentracije IL-10 u serumu prema ispitanicima s AB, nosiocima AA genotipa. Ispitanici s
MCI, nosioci GG genotipa, imali su znacajno vise (p < 0,001) koncentracije IL-10 u serumu
prema ispitanicima s AB, nosiocima GG genotipa. Kod nosioca GA genotipa, ispitanici s MCI
su imali znacajno vise (p <0,01) koncentracije IL-10 u serumu prema ispitanicima s AB,

nosiocima istog GA genotipa (Slika 4.24.).
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Slika 4.24. Koncentracija IL-10 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremec¢ajem podijeljenih prema genotipovima
obzirom na IL-10 rs1800896. Rezultati su prikazani kao medijan (sredis$nja linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); ** p <0,01;
k% p <0,001; AB-AA - ispitanici s AB s AA genotipom; MCI-AA - ispitanici s MCI s AA genotipom; AB-GG - ispitanici s AB s GG genotipom;
MCI-GG - ispitanici s MCI s GG genotipom; AB-GA - ispitanici s AB s GA genotipom; MCI-GA - ispitanici s MCI s GA genotipom. ****
p <0,0001, post-hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.
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4.9. Razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na
genotip kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremecajem

4.9.1. Razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na IL-1a rs1800587
kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

Kako bi testirali razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na IL-la
rs1800587 kod ispitanika s AB 1 MCI, koriStena je Kruskal-Wallisova ANOVA radi odstupanja
od normalne razdiobe podataka. Pronadene su znacajne razlike izmedu istrazivanih podskupina

(H=121,54; p < 0,001), (Slika 4.25.).
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Slika 4.25. Rezultati MMSE testa kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti 1 blagim kognitivnm poremecajem podijeljenih prema genotipovima
obzirom na IL-1a rs1800587. Rezultati su prikazani kao medijan (sredis$nja linija) 1 donji i gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); ** p <0,01;
AB-TC - ispitanici s AB s TC genotipom; MCI-TC - ispitanici s MCI s TC genotipom; AB-CC - ispitanici s AB s CC genotipom; MCI-CC -
ispitanici s MCI s CC genotipom; AB-TT - ispitanici s AB s TT genotipom; MCI-TT - ispitanici s MCI s TT genotipom. **** p < 0,0001, post-

hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom
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Utvrdeno je da nema znacajnih razlika u broju bodova postignutih na MMSE testu izmedu
ispitanika s AB, nosioca TC, CC ili TT genotipova obzirom na IL-1a rs1800587. Takoder, nisu
utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s MCI nosioca TC,
CC ili TT genotipova. Medutim, pokazano je da postoje, oCekivano, znacajne (p < 0,0001)
razlike u broju bodova na MMSE testu, izmedu ispitanika s AB, nosioca TC genotipa i
ispitanika s MCI, nosioca TC genotipa. Nadalje, postoje znacajne razlike (p < 0,0001) izmedu
ispitanika s AB nosioca CC genotipa i ispitanika s MCI, nosioca CC genotipa. Takoder postoje
znacajne razlike ((p <0,01) izmedu ispitanika s AB nosioca TT genotipa i ispitanika s MCI,

nosioca TT genotipa (Slika 4.25.).

4.9.2. Razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na TNF-a
rs1800629 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremeéajem

Kako bi testirali razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na TNF-a
rs1800629 kod ispitanika s AB i MCI, koristena je Kruskal-Wallisova ANOV A radi odstupanja
od normalne razdiobe. Utvrdena je znacajna razlika u broju bodova postignutih na MMSE testu

obzirom na TNF-a rs1800629 kod ispitanika s AB 1 MCI (H = 122,19; p < 0,001), (Slika 4.26.).
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Slika 4.26. Rezultati MMSE testa kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim
poremecajem podijeljenih prema genotipovima obzirom na TNF-a rs1800629. Rezultati su
prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-
GG-ispitanici s AB s GG genotipom; MCI-GG-ispitanici s MCI s GG genotipom; AB-A
nosioci-ispitanici s AB, A nosioci; MCI-A nosioci-ispitanici s MCI-A nosioci. **** p <0,0001,

post-hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.

104



Utvrdeno je da nema znacajnih razlika u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s AB,
nosioca GG genotipa prema A nosiocima obzirom na TNF-a rs1800629. Takoder, nisu utvrdene
znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s MCI koji su bili nosioci
GG genotipa prema A nosiocima (Slika 4.26.). Medutim, pokazano je da postoje, ocekivano,
znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu, izmedu ispitanika s AB, nosioca GG genotipa
1 ispitanika s MCI, nosioca GG genotipa (p <0,0001). Takoder su utvrdene znacajne
(» <0,0001) razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu, izmedu ispitanika s AB,
nosioca A 1 ispitanika s MCI, nosioca A (Slika 4.26.).

4.9.3. Razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na IL-10 rs1800896
kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

Kako bi testirali razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu obzirom na IL-10
rs1800896 kod ispitanika s AB i MCI, koriSten je neparametrijski Kruskal-Wallis test.
Potvrdene su znacajne razlike izmedu broj bodova postignutih na MMSE testu obzirom na
IL-10 rs1800896 kod ispitanika s AB 1 ispitanika s MCI (H = 121,93; p < 0,001), (Slika 4.27.),

ali one su bile vezane za dijagnozu a ne za genotip.
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Slika 4.27. Rezultati MMSE testa kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremecajem podijeljenih prema genotipovima
obzirom na IL-10 rs1800896. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-AA -
ispitanici s AB s AA genotipom; MCI-AA - ispitanici s MCI s AA genotipom; AB-GG - ispitanici s AB s GG genotipom; MCI-GG - ispitanici s
MCI s GG genotipom; AB-GA - ispitanici s AB s GA genotipom; MCI-GA - ispitanici s MCI s GA genotipom. **** p <(0,0001, post-hoc Dunn

test s Benjamini-Hochberg korekcijom.
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Utvrdeno je da nema znacajnih razlika u broju bodova postignutih na MMSE testu izmedu
ispitanika s AB, nosioca AA, GG ili GA genotipova, obzirom na IL-10 rs1800896. Takoder,
nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s MCI nosioca
AA, GG ili GA genotipova. Medutim, pokazano je da postoje, ocekivano, znacajne razlike u
broju bodova na MMSE testu, izmedu ispitanika s AB, nosioca AA genotipa i ispitanika s MCI,
nosioca AA genotipa (p < 0,0001). Nadalje, postoje znacajne razlike u broju bodova postignutih
na MMSE testu izmedu ispitanika s AB, nosioca GG genotipa i ispitanika s MCI, nosioca GG
genotipa (p < 0,0001). Takoder postoje znacajne (p < 0,0001) razlike izmedu ispitanika s AB,
nosioca GA genotipa i ispitanika s MCI, nosioca GA genotipa (Slika 4.27.).

4.10.Razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na
genotip kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremecéajem

4.10.1. Razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na IL-1a
rs1800587 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremeéajem

Kako bi testirali razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na IL-1a
rs1800587 kod ispitanika s AB 1 MCI, koristena je Kruskal-Wallisova ANOV A radi odstupanja
od normalne razdiobe podataka. Utvrdena je znaCajna razlika u broju bodova postignutih na
Testu crtanja sata obzirom na IL-la rs1800587 kod ispitanika s AB 1 MCI (H=66,01;
p <0,001). Pokazano je da nema znacajnih razlika u broju bodova postignutih na Testu crtanja
sata unutar ispitanika s AB, nosioca CC, CT i TT genotipa, kao niti unutar ispitanika s MCI
obziom na IL-la rs1800587 (Slika 4.28.). Medutim, pokazano je da postoje, ocekivano,
znacajne razlike u broju bodova na Testu crtanja sata, izmedu ispitanika s AB, nosioca CC
genotipa i ispitanika s MCI, nosioca CC genotipa. Takoder su utvrdene znacajne razlike u broju
bodova postignutih na Testu crtanja sata, izmedu ispitanika s AB, nosioca CT genotipa i
ispitanika s MCI, nosioca CT genotipa. Postoje i znac¢ajne razlike u broju bodova postignutih
na Testu crtanja sata, izmedu ispitanika s AB, nosioca TT genotipa i ispitanika s MCI, nosioca

TT genotipa (Slika 4.28.).
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Slika 4.28. Rezultati Testa crtanja sata kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremec¢ajem podijeljenih prema genotipovima
obzirom na IL-1a rs1800587. Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) i donji 1 gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-TC -
ispitanici s AB s TC genotipom; MCI-TC - ispitanici s MCI s TC genotipom; AB-CC - ispitanici s AB s CC genotipom; MCI-CC - ispitanici s
MCI s CC genotipom; AB-TT - ispitanici s AB s TT genotipom; MCI-TT - ispitanici s MCI s TT genotipom. * p <0,05; **** p <0,0001, post-

hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.
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4.10.2. Razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na TNF-a
rs1800629 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremeéajem

Testirane su razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata, obzirom na TNF-a
rs1800629 kod ispitanika s AB i MCI. Kruskal-Wallisova analiza je pokazala znacajnu razliku
u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata, obzirom na TNF-a rs1800629 kod ispitanika
s AB 1 MCI (H=63,968; p <0,001). Utvrdeno je da nema znacajnih razlika u broju bodova
postignutih na Testu crtanja sata izmedu ispitanika s AB, nosioca GG genotipa prema A
nosiocima obzirom na TNF-a rs1800629. Isto tako, nisu utvrdene znacajne razlike u broju
bodova na Testa crtanja sata izmedu ispitanika s MCI koji su bili nosioci GG genotipa prema
A nosiocima (Slika 4.29.). Medutim, kao 1 u prijaSnjim rezultatima, utvrdene su ocekivano
znacajne razlike u broju bodova na Testu crtanja sata, izmedu ispitanika s AB, nosioca GG
genotipa i ispitanika s MCI, nosioca GG genotipa. Takoder su utvrdene znacajne razlike u broju
bodova postignutih na Testu crtanja sata, izmedu ispitanika s AB, nosioca A i ispitanika s MCI,

nosioca A (Slika 4.29.).
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Slika 4.29. Rezultati Testa crtanja sata kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim
kognitivnim poremecajem podijeljenih prema genotipovima obzirom na TNF-a rs1800629.
Rezultati su prikazani kao medijan (srediSnja linija) i donji i gornji kvartil (od 25. do 75.
percentila); AB-GG-ispitanici s AB s GG genotipom; MCI-GG-ispitanici s MCI s GG
genotipom; AB-A nosioci-ispitanici s AB, A nosioci; MCI-A nosioci-ispitanici s MCI-A

nosioci. **** p <(,0001, post-hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.

4.10.3. Razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na genotip
IL-10 rs1800896 kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim

kognitivnim poremecajem

Analizirane su moguce razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata obzirom na
IL-10 rs1800896 kod ispitanika s AB 1 MCI. Kruskal-Wallisova analiza je pokazala znac¢ajnu
razliku u broju bodova na Testa crtanja sata kod ispitanika s AB 1 MCI podijeljenih prema
genotipovima obzirom na IL-10 rs1800896 (H = 66,72; p < 0,001). Slika 4.30. pokazuje kako
nema znacajnih razlika u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata izmedu ispitanika s
AB, nosioca GG, GA ili AA genotipa obzirom na IL-10 rs1800896. Isto tako, nisu utvrdene
znacajne razlike u broju bodova na Testu crtanja sata izmedu ispitanika s MCI koji su bili
nosioci GG, GA ili AA genotipa (Slika 4.30.). Medutim, kao potvrda prijasnjih rezultata,
primijeéene su ocekivano znacajne razlike u broju bodova na Testu crtanja sata, izmedu
ispitanika s AB, nosioca GG genotipa 1 ispitanika s MCI, nosioca GG genotipa; izmedu
ispitanika s AB, nosioca AA genotipa i ispitanika s MCI, nosioca AA genotipa i izmedu
ispitanika s AB, nosioca GA genotipa i ispitanika s MCI, nosioca GA genotipa obzirom na

IL-10 rs1800896 (Slika 4.30.).
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Slika 4.30. Rezultati Testa crtanja sata kod ispitanika s Alzheimerovom bolesti i blagim kognitivnim poremec¢ajem podijeljenih prema genotipovima
obzirom na IL-10 rs1800896. Rezultati su prikazani kao medijan (sredi$nja linija) i donji 1 gornji kvartil (od 25. do 75. percentila); AB-AA -
ispitanici s AB s AA genotipom; MCI-AA - ispitanici s MCI s AA genotipom; AB-GG - ispitanici s AB s GG genotipom; MCI-GG - ispitanici s
MCI s GG genotipom; AB-GA - ispitanici s AB s GA genotipom; MCI-GA - ispitanici s MCI s GA genotipom.*** p <0,001; **** p <0,0001,

post-hoc Dunn test s Benjamini-Hochberg korekcijom.
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4.11.Korelacije demografskih i kognitivnih varijabli s koncentracijama

citokina TNF-a, IL-1a i IL-10

4.11.1. Korelacije demografskih i kognitivnih varijabli s koncentracijama citokina

IL-1a, TNF-a i IL-10 za ispitanike s AB

IL1-a 0.25

Corr
Starost 0.01 | 027 o 10
0.5
MMSE test 048 0.1 0.25 0
: -05

Test crianja sata -021 -011 -004 -0.18 .
-1.0

TNF-a 026 -017 -028 -007 -019

=2 & & © O

Slika 4.31. Korelacijska matrica demografskih i kognitivnih varijabli s koncentracijama

citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 za ispitanike s AB

Prema Slici 4.31. nema znacajne povezanosti (znacajne korelacije) izmedu dobi, broja bodova
na Testu crtanja sata i MMSE testa s koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 1L-10 u ispitanika
s AB. Dakle nije utvrdena znacajna korelacija izmedu dobi, Testa crtanja sata i MMSE testa s

koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a i [L-10 ispitanika s AB.
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Tablica 4.13. Prikaz koeficijenata korelacije izmedu dobi, Testa crtanja sata i MMSE testa s
koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u ispitanika s AB (Spearmanov

koeficijent korelacije p < 0,005)

Test crtanja | MMSE

TNF-o | IL-la | IL-10 o st Dob

TNF-o p=0000| p=0512| p=0,154| p=0319| p=0,157| p=0,086
IL-lo p=0512| p=0,000| p=0,581| p=0514| p=0978| p=0,797
IL-10 p=0,154| p=0581| p=0,000| p=0,155| p=0442| p=0418
STaetit cranja | _ 0319 | p=0514| p=0,155| p=0,000| p=0,115| p=0239

MMSE test | p=0,157 | p=0,978 | p=0,442 p=0,115| p=0,000| p=0,099

Dob p=0,086 | p=0,797 | p=10,418 p=0,239 | p=0,099 | p=0,000

MMSE — Mini-mental skala za pracenje kognicije

Tablica 4.13. pokazuje nedostatak znacajne korelacije izmedu dobi, Testa crtanja sata i MMSE

testa s koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u ispitanika s AB.

4.11.2. Korelacije demografskih i kognitivnih varijabli s citokinima IL-1a, TNF-a i
IL-10 za ispitanike s MCI
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Slika 4.32. Korelacijska matrica demografskih i kognitivnih varijabli s citokinima IL-1a,

TNF-a i IL-10 za skupinu MCI
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Prema Slici 4.32. nema znacajne povezanosti izmedu dobi, Testa crtanja sata i MMSE testa s
koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 ispitanika s MCI. Naime, niti jedan korelacijski
koeficijent nije znacajan osim korelacije izmedu MMSE testa i starosti (dobi) ispitanika.
Korelacija je visoka (r = 0,85), §to znaci da su stariji ispitanici rjeSavali MMSE test slabije od

mladih ispitanika.

Tablica 4.14. Prikaz znaCajnosti koeficijenta korelacije izmedu dobi, Testa crtanja sata 1
MMSE testa s koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 ispitanika s MCI

(Spearmanov koeficijent korelacije p < 0,005)

TNF-a| IL-la| IL-10 Te“s;‘t”;a“ja MMSE test|  Dob
TNF-o p=0,000[p=0896|p=0883] p=0908] p=0638 p=0,554
IL-la p=0,896|p=0,000{p=0348] p=0305| p=0063] p=0,157
IL-10 p=083|p=0348|p=0,000] p=0566] p=0132] p=0172
ST;Zt crtanja | _ ) 908|p=0305|p=0,566| p=0000] p=0865  p=0832
MMSE test |p=0,638|p=0,063|p=0,132| p=0865  p=0,000| p=0,00165*
Dob p=0554[p=0,157|p=0,172|  p=0832| p=0,00165%|  p=0,000

MMSE — Mini-mental skala za pracenje kognicije

Tablica 4.14. pokazuje nedostatak znaCajne povezanosti izmedu dobi, Testa crtanja sata i
MMSE testa s koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 ispitanika s MCI. Oc¢ekivano,
pronadena je znacajna korelacija izmedu broja bodova na skali MMSE i dobi (p =0,00165) u

ispitanika s MCI. Stariji ispitanici su slabije rjeSavali MMSE test nego mladi ispitanici.
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5. RASPRAVA
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5.1. Rezultati istraZivanja

Rezultati ovog istrazivanja su utvrdili:

1. postojanje znacajnih razlika u koncentraciji citokina IL-la, TNF-a i IL-10 izmedu
ispitanika s AB 1 MCI - ispitanici s AB imali su zna¢ajno poviSenu koncentraciju TNF-a
1 znacajno sniZzenu koncentraciju IL-10 1 IL-la u serumu prema vrijednostima kod
ispitanika s MCI;

2. nedostatak znacajne povezanosti izmedu koncentracije IL-1a, TNF-o i IL-10 u serumu
ispitanika s kognitivnim simptomima;

3. nedostatak znacajnih razlika u raspodjeli IL-10 rs1800896, TNF-a rs1800629 i IL-1a
rs1800587 genotipova ili alela izmedu ispitanika s AB 1 MCI;

4. nedostatak znacajne povezanosti izmedu polimorfizma IL-10 rs1800896, TNF-a
rs1800629 i IL-1a rs1800587 s kognitivnim simptomima u ispitanika s AB i MCI;

5. nedostatak znacajne povezanosti izmedu koncentracije IL-lo, TNF-a 1 IL-10 1
odgovaraju¢ih polimorfizma za IL-10 rs1800896, TNF-a rs1800629 i IL-1a rs1800587
— ispitanici koji su bili podijeljeni prema IL-10 rs1800896, TNF-a rs1800629 1 IL-1a
rs1800587 genotipovima imali su sli¢ne IL-1a, TNF-a i IL-10 koncentracije;

6. dob 1 spol nisu bili znacajni prediktori koncentracije citokina u serumu ispitanika s AB 1
MCI;

7. samo je dob bila znacajno korelirana s bodovima na skali MMSE u ispitanika s MCI, jer

su stariji ispitanici losije rjesili MMSE test od mladih ispitanika.
5.2. Ispitanici

U naSe istrazivanje bilo je uklju¢eno ukupno 174 ispitanika od kojih je bilo 69 muskaraca i 105
zena. Nije bilo znacajne razlike u zastupljenosti muskih i zZenskih ispitanika izmedu ispitanika
s AB 1 ispitanika s MCI. Tako je udio Zenskih ispitanica kod ispitanika s MCI bio 56 %, a kod
AB 66 %. Nasi su rezultati uskladeni s onima iz literature, gdje je pokazano kako se ucestalost
AB ne razlikuje po spolu americkih ispitanika ¢ak i nakon 85 godina Zivota (Edland i sur.,
2002). Nasi su rezultati potvrdeni i s nas§im novim podatcima u nedavnom radu (Culjak i sur.,
2020) gdje je pokazano na velikom broju ispitanika (N = 645) kako nema znacajne razlike u
zastupljenosti muskaraca i Zena kod skupine ispitanika s AB (N = 395) i skupine ispitanika s
MCI (N = 250). Dakle ti podatci upucuju da kod ispitanika hrvatske populacije koji su nam bili
dostupni za istrazivanja, nema znacajnih razlika u omjeru muskih i Zenskih ispitanika koji

boluju od AB ili MCI. I druge studije, sukladne nasim rezultatima, nisu pokazale znacajne
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razlike izmedu zastupljenosti muskih i zenskih ispitanika kod ispitanika s AB, ispitanika s MCI,
zdravih kontrola ili kod ispitanika sa subjektivnim poteskocama u pamcenju (Italiani 1 sur.,

2018).

S druge strane, nasi rezultati nisu sukladni rezultatima napravljenim na ispitanicima europskog
porijekla, gdje je pokazano da Zene CeS¢e razvijaju AB od musSkaraca nakon 80. godine Zivota
(Fratiglioni 1 sur., 1997). U literaturi se ¢esto pronalaze podatci o spolno ovisnim razlikama u
razvoju AB, naime Zene ¢eSce razvijaju AB od muskaraca (Fratiglioni i sur., 1997; Rocca, 2017;
Mielke, 2018). Nedavna je analiza izlistala moguce razloge za spolom uvjetovane razlike u
ucestalosti AB kod Zena prema muskarcima (Ferretti i sur., 2018). Naime, studija je utvrdila da
u cijelom svijetu viSe zena nego muskaraca ima AB i to u omjeru 2 : 1; no ta je prevalencija
otkrivena u nekim zemljopisnim regijama dok u drugima to nije potvrdeno; taj je ucinak, iako
znacajan, ustvari umjeren i na njega utjece duzi Zivotni vijek Zena u odnosu na muskarce.
Medutim, na spolom uvjetovane razlike u razvoju AB utjecu i zivotni i socijalno-ekonomski
¢imbenici, te prevalencija depresije, metabolicke i kardiovaskularne bolesti, koje se znacajno
razlikuju izmedu muskaraca i1 Zena (Ferretti 1 sur., 2018). Smatra se da nedostatak obrazovanja
u zemljama s nizim socio-ekonomskim statusom moze povecavati rizik za razvoj AB u Zena
(Ferretti i sur., 2018). Ta je studija predlozila kako se u budu¢im i klinickim i pretklini¢kim
studijama treba obavezno napraviti stratifikacija rezultata prema spolu, Sto znaci da ne treba
samo provjeriti statisticku znac¢ajnost rezultata kontroliranu za spol, nego i1 da sve rezultate treba
analizirati posebno prema spolu (Ferretti i sur., 2018). To smo mi prihvatili i ucinili

stratifikaciju rezultata prema spolu i u nasoj studiji.

Zivotni vijek Zena je duzi nego za muskarce, a dob je najveéi ¢imbenik rizika za AB (Plassman
1 sur., 2007). Iako je udio zena u AB ve¢i nego muskaraca, spolne razlike u ucestalosti
demencija su manje jasni i mogu varirati od zemlje do zemlje i tijekom vremenskih razdoblja
(Roccaisur., 2017). Studije u nekoliko europskih zemalja navode da Zene imaju vecu ucestalost
AB nakon 80. godine Zivota (Fratiglioni 1 sur., 1997; Letenneur i sur., 1999). Suprotno
navedenim istrazivanjima, studija kognitivnih funkcija i starenja u Ujedinjenom Kraljevstvu

navodi vecu incidenciju AB kod muskaraca (Matthews i sur., 2016).

Razlozi opre¢nih rezultata nisu dovoljno istrazeni, ali upucuju da na spolne razlike u ucestalosti
AB mogu utjecati vremensko razdoblje istraZivanja i zemljopisna regija (Mielke i sur., 2014).

Smatra se da AB utjece vise na Zene nego na muskarce (Plassman i sur., 2007). Jedan od razloga
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je duzi zivotni vijek zena te radi toga Zene vjerojatnije ¢eS¢e od muskaraca obolijevaju od AB
u starijoj dobi. Uz to se pretpostavlja da spolni hormoni kod Zena imaju utjecaja na razvoj AB
(Vidia 1 Loret, 2010). Naime, koncentracija hormona estrogena smanjuje se u zenskom tijelu
nakon menopauze, a estrogen ima protektivnu ulogu u mozgu mladih Zzena od oStec¢enja. Kako

starijoj dobi (Vina i Lloret, 2010).

Postoje ¢imbenici rizika koji imaju isti u€inak kod Zena i musSkaraca na razvoj AB, ali imaju
razli¢itu ucestalost, npr. povijesno su Zene imale manji pristup obrazovanju, a kod muskaraca
je veca ucestalost pusenja (Rocca i sur., 2014). Nadalje, traume glave su ¢eS¢e kod muskaraca,
ali Zene mogu biti osjetljivije na Stetne ucinke ozljede glave (Rocca i sur., 2014). Zatim postoje
¢imbenici rizika koji su ograni¢eni na jedan spol, kao §to su trudnoca, terapija raka prostate,

uklanjanje androgena (Rocca i sur., 2014).

Zene imaju dvostruko veéi rizik od depresije u odnosu na muskarce (Kessler i sur., 1993).
Depresija znacajno utjeCe na kogniciju tijekom cijelog zZivotnog vijeka, jer su u depresiji
posebno zahvaceni procesi raspolozenja i poteskoce u paméenju (Mielke, 2019). Navodi se da
depresija u srednjoj zivotnoj dobi povecava rizik od AB za ¢ak 70 % (Ownby 1 sur., 2006). Za
razliku od depresije, musSkarci imaju veéu ukupnu prevalenciju apneje u snu, iako prevalencija
apneje u snu kod Zena znacajno raste nakon menopauze (Bixler i sur., 2001). Apneja u spavanju
1 poremecaji ritma spavanja povezani su s padom kognitivnih funkcija i pove¢anim rizikom od

AB (Lim i sur., 2013).

Smatra se da muskarci koji se nikad nisu vjencali ili su udovci imaju vedi rizik za razvoj AB u
odnosu na zene (Pankratz i sur., 2015). Nasuprot opre¢nim podatcima o spolnim razlikama u

AB, MCI se ¢esc¢e dijagnosticira u muskaraca (Roberts i sur., 2012).

Osim toga, muskarci i Zzene s MCI ili AB pokazuju razlike u kognitivnim i psihijatrijskim
simptomima (Ferretti i sur., 2018). Naime, postoje znacajne razlike u kognitivnim
sposobnostima izmedu muskaraca i Zena, jer je pokazano da muskarci pokazuju bolje rezultate
na testovima prostorne orijentacije dok Zene imaju bolje rezultate u verbalnim sposobnostima 1
otkrivanju smjestaja predmeta (Li i Singh, 2014). Medutim, ¢ini se da te razlike nisu temeljene
na razlikama u u koncentraciji beta-amiloidnog peptida izmedu muskaraca i Zena, jer su one
slicne, no u Zena s MCI brze se razvija atrofija mozga od muskaraca (Ferretti 1 sur., 2018). U
nasoj studiji smo provjerili podatke o mogué¢im spolno izazvanim razlikama na kogniciji kod

muskih i zenskih ispitanika s AB i MCI i to u broju bodova na skali MMSE i Testu crtanja sata.
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Nasi su rezultati pokazali da nema znacajnih razlika u broju bodova na MMSE testu i Testu
crtanja sata izmedu muskih i Zenskih bolesnika s AB niti izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika s
MCI. Rezultati MMSE testa naSe studije i nasih ispitanika oprec¢ni su istrazivanju na francuskoj
populaciji s AB, mladim od devedeset godina, gdje su zene imale nizi broj bodova na testu
MMSE u usporedbi s muskarcima iste dobi i obrazovne razine (Pradier i sur., 2014). Neke
studije upucuju da povezanost izmedu neurodegenerativnih oste¢enja 1 klinickog oblika bolesti
moze biti izrazenija kod zena nego kod muskaraca (Perneczky i sur; 2007; Barnes i sur., 2005).
U studiji o spolnim razlikama kao o ,,rezervi mozga” isti¢e se da je metabolizam glukoze bio
zna€ajno smanjen u kortikalnim regijama mozga u muskaraca u usporedbi sa zenama, §to
upucuje da je klini¢ka manifestacija demencije povezana s cerebralnim metabolizmom, pa ¢e
tako musSkarci imati blaze istaknute patoloSke promjene, za razliku od Zena, koje kad razviju
AB pokazuju brzi pad kognitivnih simptoma (Perneczky i sur., 2007). Ti rezultati nisu
ujednaceni jer je pokazano (O'Conner i sur., 1989) kako nema znacajnog utjecaja spola na
rezultat bodova MMSE testa (O'Conner i sur., 1989), ili je izvjeSteno o manjoj, ali znacajnoj
razlici u broju bodova na MMSE testu u korist Zzena (Ganguli i sur., 1991), ili u korist muskaraca
(Fillenbaum 1 sur., 1988). Razlike u spolu mogu se odnositi samo na ogranic¢ena podrucja
kognitivnog funkcioniranja i stoga je potrebno raditi daljnja istrazivanja kako bi se razjasnila
specifi¢nost kognitivnih razlika i u¢inak spola na broj bodova na MMSE testu (Buckwalter i

sur., 1993).

Prosjeéna dob svih ispitanika ukljuenih u istraZivanje je 79 godina (raspon 57 — 89). Sto se
ti¢e dobi ispitanika, utvrdena je znacajna razlika u dobi izmedu bolesnika s AB i ispitanika s
MCI. Bolesnici s AB bili su znacajno stariji od ispitanika s MCI. Nas je nalaz bio usaglasen s
nalazom iz nedavne studije u kojoj je takoder pokazano na velikom broju ispitanika (N = 645)
kako se skupine ispitanika s AB i MCI znacajno razlikuju po dobi, jer je starija dob pronadena
u ispitanika s AB (Culjak i sur., 2020). Taj je nalaz ocekivan jer je jedan od najvecih ¢imbenika
rizika za AB starija dob (Guerreiro 1 Bras, 2015; Xia 1 sur., 2018). Nadalje, incidenti poput
traume glave ili mozga mogu ubrzati pojavu simptoma AB (Van den Heuvel i sur., 2007).
Vaskularna bolest ¢esto je prisutna s AB, te su vaskularne bolesti ¢imbenici rizika za razvoj AB
u devetom i desetom desetljecu zivota (Vermeer i sur., 2002). Klini¢ka demencija nastaje kada
su zaStitni ¢imbenici iscrpljeni, a teret komorbidnih bolesti i1 razliitih patologija mozga
povezanih s dobi doprinose razvoju AB (Stricker i sur., 2011). Studije o utjecaju starenja na
razvoj AB nisu ujednacene, no slazu se s navodima da komorbiditeti koji su zajednicki za stariju

dob (npr. kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolest) koji poticu starenje mozga, doprinose
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razvoju AB (Jagust i sur., 2008). Alzheimerova demencija nije normalan dio starenja i visoka
dob sama po sebi nije dovoljna da uzrokuje Alzheimerovu demenciju (Nelson 1 sur., 2011).
Studija o uc¢incima dobi na stopu progresije AB i demencije s pridruZenom cerebrovaskularnom
bolesti utvrdila je da dob, AB i cerebrovaskularne bolesti djeluju zajednic¢ki na brzinu
napredovanja kognitivnih osSte¢enja (Mungas i sur., 2001). Brzina kognitivnog propadanja
lagano se smanjivala s porastom dobi za bolesnike koji nisu imali cerebrovaskularnu bolest, ali
se povecavala s godinama kod bolesnika s demencijom i cerebrovaskularnom bolesti (Mungas
i sur., 2001). Kognitivne sposobnosti imaju mjerljivo opadanje s godinama (Murman, 2015).
Demencija i kognitivna oStecenja su Cesti u osoba starijih od 85 godina, te se javljaju u vise od
50 % starijih osoba i incidencija demencije i dalje raste u najstarijim dobnim skupinama (Reitz
i1 sur., 2011). Kod najstarijih bolesnika koji razviju AB, za postizanje najbolje moguce kvalitete
Zivota, no ne uz nuzno produljenje Zivotnog vijeka, potrebni su palijativna skrb, a ne interventne

terapijske intervencije (Reitz i sur., 2011).

Dob je vazan ¢imbenik koji uz AB i cerebrovaskularnu bolest utjece na klinicki tijek demencije
(Mungas 1 sur., 2001). Medutim, postoje znacajne razlike izmedu tzv. normalnog starenja i
demencije jer se u prirodnom normalnom starenju broj neurona ne mijenja znacajno tijekom

starenja, dok u AB taj broj zna¢ajno opada i nastaje gubitak neurona i sinapsi (Xia i sur., 2018).

AB je najc¢esca kronicna neurodegenerativna bolest i vodeéi uzrok demencije (Weller i Budson,
2018). Neurodegenerativne bolesti, kao §to je AB uzrokuju kroni¢nu neuroupalu koja rezultira
dugotrajnom aktivacijom mikroglije i produljenim oslobadanjem medijatora upale i daljnjim
oslobadanjem upalnih ¢imbenika (Heneka i sur., 2015). Nedavna je meta-analiza pokazala da
postoje znacajno povisene koncentarcije proupalnih citokina TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-2, 1 IL-18
u perifernoj krvi bolesnika s AB prema vrijednostima u kontrolnim ispitanicima (Lai 1 sur.,
2017). Osjetljivost na upale raste s dobi i moze se pojacati pri svakom upalnom dogadaju.
Proupalni i protuupalni citokini mogu imati viSestruku ulogu u neurodegeneraciji i
neuroprotekciji, stoga se razmislja o upotrebi protu-upalnih citokina i kontroli proupalnih
citokina u terapiji AB (Wang i sur., 2015). Klini¢ki podatci upucuju da inhibitori proupalnih
citokina mogu biti odrziva strategija za ublazavanje tijeka bolesti (Decourt i sur., 2017). lako
je utvrdeno da bi se pomocu antiupalnih intervencija mogao smanjiti rizik za razvoj AB
(Akiyama i sur., 2000), randomizirana klini¢ka studija koja je ukljucila placebo nije potvrdila
tu hipotezu i nije utvrdila kako bi primjena nesteroidnih protuupalnih lijekova imala preventivni

ucinak na progresiju AB (Aisen i sur., 2003). Promjene u imunoloskom sustavu povezane sa
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starenjem i1 pojacano oslobadanje citokina predstavljaju glavne uzroke kroni¢ne upale tijekom
starenja (Michaud i sur., 2013). Kroni¢na upala je Cimbenik rizika za AB u starijih osoba (Rea
1 sur., 2018). Kao posljedica razvoja upale, istrazivane su koncentracije citokina, njihovih
receptora i drugih proteina, povezanih s upalnim odgovorima u krvi bolesnika, i to s ciljem
kako bi se otkrili mehanizmi neuroupale u demenciji ili u kontekstu istrazivanja biomarkera
(Wang 1 sur., 2015). Od presudne je vaznosti precizirati ulogu proupalnih citokina u AB, §to
moze pomoc¢i u procjeni mogucih terapeutskih postupaka u proupalnoj modulaciij AB (Su 1
sur., 2016). Jo§ uvijek nema odgovora na pitanja kako razli¢iti ¢imbenici moduliraju
signalizaciju proupalnih citokina i kako se to isprepli¢e s drugim imunoloskim putevima (Zhang

i sur., 2007). Vecina dobivenih podataka iz razlicitih studija je proturjecna.
5.3. Predvidanje promjena koncentracije citokina

Multipla linearna regresija je upotrijebljena kako bi se istrazio prediktivni potencijal spola i
dobi na promjene koncentracije citokina u serumu ispitanika s AB i MCI. Ta je analiza pokazala
da dob i spol nisu dobri ¢imbenici u predvidanju promjene koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10
u ispitanika s AB ili MCI. Ti su rezultati uputili na zaklju¢ak da iako su ispitanici s AB bili
stariji od ispitanika s MCI, ta razlika nije znacajno utjecala na koncentracije IL-1a, TNF-a 1
IL-10.

Nasi rezultati se razlikuju od studije koja je pokazala da su koncentracije IL-1a 1 TNF-a Cesto
2 - 4 puta vece u plazmi starijih ispitanika, posebno u osoba starijih od 80 godina u usporedbi
s koncentracijama u odraslih u dobi od 20 — 60 godina (Briinsgaard i Pedersen, 2003). Medutim,
poviSene koncentracije IL-1a i TNF-0 mogu biti povezane u starijih osoba s ve¢im brojem
komorbiditeta te povecanim rizikom od smrtnosti, dok poremecaji upalnih puteva i procesa
mogu utjecati na SZS i biti ukljuéeni u patofizioloske mehanizme neurodegenerativnih
poremecaja (Michaud i sur., 2013). Istrazivanje o koncentracijama citokina u plazmi kod
starijih ispitanika s AB i vaskularnom demencijom podupire povezanost sistemske upale niskog
stupnja koja je Cest nalaz kod starijih bolesnika s AB i vaskularnom demencijom (Zuliani i sur.,
2007).

Identitet ¢imbenika koji omogucuju pojacanu ekspresiju IL-1o u starim i starosnim stanicama
takoder zahtijeva daljnja istrazivanja (Di Paolo 1 Shayakhmetov, 2016) i to na razini
kvantitativne genomike, proteomike i metabolomike, i ta ¢e istrazivanja vjerojatno potvrditi

kljuénu ulogu IL-1a za mnoge humane patologije i bolesti (Di Paolo i Shayakhmetov, 2016).
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Glavni proupalni citokini, poput IL-6, TNF-a i IL-1a, znacajno doprinose fenomenu starenja i
upala kod zdravih starijih osoba (Franceschi i sur., 2000). Njihova uloga je od posebnog znacaja
u mnogim bolestima vezanim za dob (Franceschi 1 Campisi, 2014). U studiji o koncentraciji
TNF-a u starijoj dobi, TNF-a je bio znacajno povecan u stogodisnjaka u usporedbi s mladim
kontrolnim skupinama, a visoka koncentracija TNF-a bila je povezana s AB (Briinsgaard i sur.,
1999). Upala povezana sa starenjem moze biti uzrokovana padom koncentracije IL-10 tijekom
starenja (Moore 1 sur., 2008). IL-10 je odgovoran za suzbijanje proupalnog djelovanja u
razli¢itim tkivima (Asadullah i sur., 2003). IL-10 djeluje kao protuupalni imuno-modulator 1
smanjuje upalu povezanu s dobi (Dagdeviren i sur.,2017).

Pretjerani proupalni odgovori citokina mogu se primijetiti u starenju, a smanjena koncentracija
IL-10 moze pridonijeti tim odgovorima (Meador 1 sur., 2008). Upala prati neurodegenerativne
poremecaje, ali nije jasno je li to bio neposredan uzrok bolesti ili posljedica progresivnog
degenerativnog procesa koji se deSava u neurodegeneraciji (McGeer i sur., 2016). Smatra se da
citokini imaju srediSnju ulogu u regulaciji imunoloskog odgovora ukljucenih u
neurodegeneraciju, te se povecava razumijevanje kako citokini doprinose etiologiji vodec¢ih
neurodegenerativnih poremecaja, ukljuc¢ujuéi AB i1 Parkinsonovu bolest (Rea 1 sur., 2018).
Spolni hormoni i imunoloski sustav utjec¢u jedni na druge u AB (Butchart i sur., 2013). U naSem
istrazivanju udio ispitanica i s MCI i AB bio je veéi nego udio muskaraca $to nije utjecalo na
znacajne razlike u koncentraciji citokina. Veza izmedu pada hormona u menopauzi i povecane
koncentracije proupalnih citokina u serumu jos uvijek nije potpuno razjasnjena. Postoje studije
koje upucuju da Zene u postmenopauzi imaju poviSene koncentracije proupalnih citokina,
posebno TNF-a (Su i Freeman, 2009; Cioffi i sur., 2002). Deficit testosterona povezuje se sa
sustavnim upalama, §to moze biti povezano s pove¢anjem proupalnih citokina (Mohamad i sur.,
2019).

Medu bioloskim mehanizmima koji utjecu na razlikovanje normalnog i patoloskog procesa
starenja, upala je jedan od najistrazivanijih procesa (Miller, 1996). Upala predstavlja fizioloski
proces kao odgovor na endogene ili egzogene ugroze (Akiyama i sur., 2000). Promjene u
imunoloskom sustavu vezane za dob poznate su kao ,,imunosenescencija” (Michaud 1 sur.,
2013). Posljedice kroni¢ne upale mogu povecati rizik od komorbiditeta i smrtnosti (Michaud i
sur., 2013). Proupalni citokini kroz razli¢ite mehanizme kao §to su aktiviranje trombocita i
aktivacija endotela mogu utjecati na nastanak kardiovaskularnih bolesti (Cesari 1 sur., 2004).
NeravnoteZa imunog sustava moZe utjecati na SZS i biti ukljuéena u patofizioloske mehanizme
nastanka neurodegenerativnih poremecéaja (Cesari i sur., 2004). Starenje je povezano s

promjenama cirkulirajuéih citokina i1 proupalnih markera (Weiskopf i sur., 2009). Proupalni
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citokini pokazuju povisene koncentracije u patologiji neurodegenerativnih bolesti kao $to je
AB. Periferni citokini mogu utjecati na nastanak ili na kognitivno propadanje u AB (Yeh 1

Schuster., 1999).

5.4. Citokin IL-1a

5.4.1. Koncentracija IL-1a u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s

blagim kognitivnim poremecajem

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, bolesnici s AB su imali znac¢ajno snizene vrijednosti
koncentracije IL-1a u perifernoj krvi, u odnosu na vrijednosti IL-1a u serumu kod ispitanika s
MCI. Taj je nalaz sukladan rezultatima istrazivanja provedenog na turskoj populaciji gdje je
koncentracija IL-1a bila znacajno snizena u 30 ispitanika s kasnim oblikom AB u odnosu na 53
ispitanika s MCI (Dursun i sur., 2015). Medutim, nasi se rezultati ne slazu s istrazivanjem
provedenim na 260 talijanskih ispitanika, bolesnika s AB te ispitanika s amnestickim oblikom
MCI, subjektivnim tegobama pamcenja i normalnom zdravom skupinom, gdje je izvjeSteno da
je koncentracija IL-1a bila niska (ispod razine detekcije) u ispitanika s MCI 1 ispitanika sa
subjektivnim tegobama pamcenja, dok su bolesnici s AB pokazali mali, ali statisti¢ki znacajan
porast koncentracije IL-1a samo u odnosu za zdrave kontrole, ali ne i na ispitanike s MCI ili
subjektivnim kognitivnim tegobama (Italiani 1 sur., 2018). Dakle, mozemo zakljuciti da je ta
studija (Italiani i sur., 2018) pokazala da se koncentracija IL-1a ne razlikuje znacajno izmedu
ispitanika s AB 1 MCI, dok smo mi utvrdili da je koncentracija IL-1a znacajno snizena kod
bolesnika s AB prema ispitanicima s MCI. Razlike postoje u broju ispitanika izmedu naSe i
njihove studije (Italiani i sur., 2018), jer mi smo uvrstili 100 ispitanika s MCI i1 74 bolesnika s
AB u odnosu na 60 bolesnika s AB prema 45 ispitanika s amnestickim MCI (Italiani 1 sur.,
2018). Nadalje, razlike u ispitanicima s MCI (kod nas su svi ispitanici imali MCI) dok je u
njihovoj studiji (Italiani i sur., 2018) ta skupina podijeljena na 45 osoba s amnestickim MCI te
61 osobu sa subjektivnim kognitivnim tegobama, mogu biti razlogom tih varijabilnih rezultata.
IL-1a je bio istrazivan, medu 18 proteina plazme, u cilju stvaranja multi-panela koji moze
razlikovati ispitanike s AB od kontrolne skupine i u toj je studiji zaklju€eno da takav multi-
panel moze razlikovati skupine s 90 % toc¢nosti (Ray i sur., 2007). Ponavljajuca istrazivanja
nisu dala jednoznac¢ne rezultate (Biella i sur., 2013). Nadalje, u longitudinalno prac¢enim
ispitanicima je pokazano da postoji znacajna povezanost izmedu koncentracije IL-la i
demencije na juznokorejskoj populaciji starijoj od 65 godina, pracenoj 2,4 godine, gdje su

ispitanicima mjerene koncentracije citokina na pocetku i u tijeku prac¢enja (Kim i sur., 2018).
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Rezultati navedene studije upucuju da demencija moze biti uzrok upale, a ne posljedica
povisene razine proupalnih citokina kao §to su IL-1a, IL1p 1 TNF-a (Kim 1 sur., 2018). Razlike
izmedu rezultata studija mogu biti objaSnjene i ¢injenicom da je koncentraciju citokina IL-1a 1
IL-1p teSko odrediti u humanoj krvi jer su one povezane sa specificnim mjestom gdje je upala
nastala (Ter Horst i sur., 2016). Medutim, pronadene su poviSene koncentracije topive forme
receptora sIL-1R1 kod bolesnika s AB prema zdravim konrolnim ispitanicima te ispitanicima s
MCI i subjektivnim kognitivnim tegobama (Italiani 1 sur., 2018). Takvi nalazi upucuju da je
AB karakterizirana s pove¢anom aktivnos¢u IL-1 sustava, §to je suprotno nasim nalazima. Osim
citokina IL-1a 1 IL-1P se Cesto istrazuje u AB, te je nedavna meta-analiza (Ng i sur., 2018)
pokazala znacajno povisenu perifernu koncentraciju IL-1 u starijih ispitanika s AB, no ta se
znacCajnost izgubila nakon korekcije za multiplo testiranje. No, poviSena koncentracija IL-1f se
povezuje s njegovom ulogom u nastanku B-amiloidnih plakova (Griffin 1 sur., 1998) i
fosforilaciji tau proteina (Li i sur., 2003). Suprotno nasim rezultatima, pronadena je i poviSena
koncentracija IL-1a u ispitanika iz Bagdada s AB prema zdravim ispitanicima (Hamdan i sur.,

2014).

Pronadeno je da je IL-1a prekomjerno izrazen u glija stanicama kod bolesnika s AB, S$to je
uzrokovalo oslobadanje peptidnih fragmenata i aktiviranje astrocita koji su blisko povezani s
amiloidnim plakovima u mozgu u bolesnika s AB (Hayes i sur., 2004). Treba istaknuti da
suprotno upalnoj hipotezi nastanka AB, nasi rezultati pokazuju da ispitanici s AB imaju snizene
vrijednosti IL-1a u serumu u odnosu na ispitanike s MCI. Medutim, velik dio studija je
usporedivao vrijednosti IL-1a u serumu ispitanika s AB prema zdravim ispitanicima, dok smo
mi to usporedili prema ispitanicima s MCI. Naime smatra se da je MCI prijelazni oblik izmedu
normalnog starenja i kognitivnih poremec¢aja u demenciji (Campbell i sur., 2013). Nasi su nalazi
korigirani za mogu¢i utjecaj dobi, spola, ali i gubitka kognitivnih sposobnosti mjerenih skalom
MMSE i Testom crtanja sata na koncentracije IL-1a u serumu. Svi ti ¢imbenici nisu utjecali na
koncentraciju IL-1a u serumu ispitanika s AB ili kod ispitanika s MCI. Ovakvi razli¢iti rezultati
upucuju na zaklju¢ak da bi se u budu¢im studijama trebalo uvrstiti i veéi broj ispitanika 1

ispitanike sa sliénim fazama bolesti kako bi se istrazila povezanost IL-1a 1 AB.

Neujednacenost u rezultatima moze upucivati na razlike u dijagnosti¢koj metodi, niske 1 ¢esto
izvan granica detekcije razine koncentracije, razlicite etnicke skupine, kao i specifican stadij
bolesti. IL-1a je jak bioaktivni citokin, koji se u normalnim i patoloskim uvijetima uglavnom

ne registrira u perifernoj cirkulaciji jer mu je aktivnost ograni¢ena na mjesta tkiva gdje se odvija
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upalna reakcija (Italiani i sur., 2018). Suprotno upalnoj hipotezi, u nasem istrazivanju utvrdili
smo nize koncentracije IL-1a u bolesnika s AB, u odnosu na ispitanike s MCI. Vecina autora u
svojim istrazivanjima usporeduje bolesnike s AB sa zdravim ispitanicima koji se koriste kao
kontrolna skupina. U naSem istrazivanju fokusirali smo se na razliku izmedu bolesnika s AB i
ispitanika s MCI, jer smo smatrali da su ispitanici s MCI odgovaraju¢a kontrolna skupina jer
oni pokazuju smanjeno kognitivno funkcioniranje i to je prijelazno stanje iz normalnog starenja
u demenciju. U buducnosti ¢e biti potrebno dalje istrazivati, kako bi se utvrdila stvarna

povezanost izmedu IL-1a 1 demencije.

5.4.2. Koncentracija IL-1a i kognitivni simptomi

Nasi su rezultati pokazali da koncentracija IL-1a nije bila znac¢ajno povezana s brojem bodova
na skalama MMSE i Testu crtanja sata, niti kod bolesnika s AB niti kod ispitanika s MCI.
Sukladno tom nalazu, regresijska analiza nije utvrdila prediktivnu vrijednost dobi na
koncentraciju IL-la u serumu ispitanika s AB i MCI. IL-1 sustav je vazan za normalno
kognitivno funkcioniranje (Yirmiya i sur., 2011). Studija provedena izmedu bolesnika s
razli¢itim stupnjevima kognitivnih poremecaja (blagi, umjereni 1 teski) 1 kontrolne skupine bez
demencije izvjeS¢uje da nije bilo znacajne razlike u koncentraciji IL-1a izmedu navedenih
skupina (Bonotis i su., 2008). Taj se nalaz slaze s nasim rezultatima, jer nije pronadena znacajna
korelacija izmedu broja bodova na skalama MMSE i Testu crtanja sata i koncentracije IL-1a
niti kod ispitanika s MCI niti u bolesnika s AB. Pretklinicki podatci i rezultati dobiveni na
animalnim modelima upucuju da je intaktni IL-1 sustav vazan za ocuvanje kognitivnih funkcija
kao S§to su ucenje i pamcenje (Murray i sur., 2013). Pokazano je da sustavna upala negativno
utjeCe na kognitivne (radno pamcenje) funkcije te izaziva apoptozu neurona putem IL-1
posredovanih mehanizama (Skelly i sur., 2019).

U naSem istraZivanju nije pronadena poveznica izmedu kognitivnog propadanja i koncentracije
IL-1a, jer nije utvrdena znacajna korelacija izmedu broja bodova na skalama MMSE i Testu
crtanja sata kod bolesnika s AB ili s MCI. Medutim, nalaz da nasi bolesnici s AB imaju zna¢ajno
snizene vrijednosti koncentracije IL-1a u perifernoj krvi, u odnosu na vrijednosti IL-1a u
serumu kod ispitanika s MCI, upucuje na pretpostavku da je sniZzena koncentracija IL-1a
povezana s tezim oStecenjem koje nastaje u AB.

Dostupni literaturni podatci ne navode korelaciju izmedu IL-1a i rezultata MMSE testa. To
potvrduje 1 studija ¢iji rezultati nisu pokazali povezanost izmedu koncentracije IL-1a 1 broja

bodova MMSE testa izmedu istrazivanih skupina bolesnika s AB s ranim pocetkom, AB s
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kasnim pocetkom, s Parkinsonovom bolesti i ispitanika s MCI, te zdrave kontrolne skupine

(Dursun i sur., 2015).

5.4.3. Povezanost polimorfizma gena IL-1a rs1800587 i Alzheimerove bolesti

Rezultati naSe studije nisu utvrdili znacajnu povezanost izmedu AB i polimorfizma gena IL-1a
rs1800587. Rezultati iz literature o povezanosti izmedu AB i polimorfizma gena IL-la
rs1800587 su neujednaceni (Su i sur., 2016; Qin i sur., 2012; Hua i sur., 2012; Li 1 sur., 2013;
Dong 1 sur., 2017). U nasoj studiji nisu pronadene razlike u raspodjeli IL-1a genotipova (TT,
TC1CC)ili T i C alela izmedu bolesnika s AB 1 ispitanika s MCI. Sukladno nasim nalazima,
ta povezanost nije utvrdena u drugim studijama (Babic Leko 1 sur., 2020; Bertram 1 sur., 2007,
Serretti i sur., 2009; Tian i sur., 2015; Yildiz i sur., 2015). Naime, sli¢no nasSim nalazima, nije
pronadena znacajna povezanost IL-1a rs1800587 polimorfizma s AB u dvije studije koje su
ukljucile bolesne / zdrave ispitanike iz Grcke 1 Italije (Serretti 1 sur., 2009). Kako bi bolje
istrazili na$ rezultat o nedostatku povezanosti izmedu IL-1a rs1800587 polimorfizma i AB,
prikupili smo bolesnike hrvatskog porijekla s AB i MCI iz drugih protokola i nasih prijasnjih
studija (Babic Leko 1 sur., 2020) i izraCunali postoji li razlika u raspodjeli IL-1a rs1800587
genotipova izmedu 395 bolesnika s AB 1 250 ispitanika s MCI (Culjak 1 sur., 2020). Nasi
rezultati su na povecanom uzorku (N = 645 ispitanika) opet potvrdili da nema znacajne

povezanosti izmedu izmedu IL-1a rs1800587 polimorfizma i AB (Culjak i sur., 2020).

Neke su studije pronasle znac¢ajnu povezanost IL-1a rs1800587 polimorfizma i AB (Qin i sur.,
2012; Combarros i sur., 2002, 2003; Hua i sur., 2012; Zhang i sur., 2017). Te studije upucuju
daje T alel rizi¢an za razvoj AB (Combarros i sur., 2002, 2003). Pronadeno je da se T alel cesce
pronalazi u ispitanika bijele rase s AB prema kontrolnim ispitanicima (Dong i sur., 2017).
Naime, smatra se da najvedi rizik za razvoj AB imaju nosioci TT genotipa obzirom na IL-1a
rs1800587 polimorfizam i to je potvrdeno i u dvije meta-analize (Qin i sur., 2012; Hua i sur.,
2012). Hayes i suradnici (2014) su pokazali da je aktivnost mikroglija povecana kod bolesnika
s alelom T IL-1a rs1800587, osobito kad je prisutan i rizi¢an alel €4 za apolipoprotein APOE.
Smatra se da polimorfizam IL-1a rs1800587 ima ucinak na transkripciju gena IL-1a i na sintezu
proteina, te bi nosioci T alela pokazali prekomjernu ekspresiju protuupalnih citokina i
neuroupale (Wei i sur., 2007). Isto je potvrdila i studija o povezanosti alela T s razvojem AB
(Combarros 1 sur., 2002), a takoder i meta-analiza temeljena na 32 studije koja zakljucuje da su
veci rizik od razvoja AB imali bolesnici s genotipom TT (Qin i sur., 2012). Ovi nalazi upucuju

da bi polimorfizam IL-1a mogao biti ¢imbenik rizika za AB u bijeloj populaciji, §to nije
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potvrdeno u nekim drugim istrazivanjima (Yildiz i sur., 2015). Istrazivanje provedeno na
kineskoj populaciji, upucuje da su nosioci CT genotipa ili T nosioci imali znaajno povecan
rizik za razvoj AB od nosioca CC genotipa (Zhang i sur., 2017). Meta-analiza o genskim
polimofizmima interleukina i rizika od AB pokazala je da je polimorfizam IL-1a rs1800587
povezan s povecanim rizikom od AB u bijeloj populaciji, dok u azijskoj populaciji nije
¢imbenik rizika za razvoj AB (Mun 1 sur., 2016). Ta je analiza pokazala na ogromnom broju
podataka (N =8641 AB i N = 14 214 kontrola) povezanost IL-1a rs1800587 polimorfizma i
rizika od AB, no detaljne analize su utvrdile da je taj u¢inak znacajan u tri genetska modela —
(CCvs. TT), dominantnom modelu (TT/CT vs. CC) i recesivnom modelu (TT vs. CC/CT), dok
se kod heterozigotnog modela (CC vs. TC) taj polimorfizam nije pokazao zna¢ajan kao rizik za
razvoj AB. Dakle, ti nalazi upucuju da je gen IL-1a kandidat za osjetljivost na AB u osoba
bijele rase. Studije pokazuju da je iznimno vaZzno usko definirati skupine ispitanike, jer je
pronadeno da se C/T heterozigotni genotip moze ceS¢e utvrditi kod ispitanika s AB koji
pokazuju teSku depresiju prema nosiocima drugih genotipova obzirom na IL-1a rs1800587 i to
nakon $to su rezultati kontrolirani za zbunjujuée varijable kao $to su dob, trajanje bolesti 1

kognitivno propadanje (Serretti i sur., 2009).

Nasi rezultati nisu potvrdili da je polimorfizam gena IL-1a rs1800587 povezan s AB ili MCI.
Genetski 1 okolisni ¢imbenici kao §to su etni¢ka pripadnost, spol, dob, prehrana, razli¢ite faze
AB 1 MCI, razlike u dijagnostickim potpupcima, interakcija s drugim genima, mogu imati
utjecaj na nedosljednost razli¢itih studija, stoga su potrebna daljnja istrazivanja za potvrdu ili

odbacivanje povezanosti izmedu polimorfizma IL-1a rs1800587 i rizika od AB.

5.4.4. Polimorfizam gena IL-1a rs1800587 i kognitivni simptomi

Rezultati naSe studije nisu utvrdili znacajnu povezanost izmedu polimorfizma gena IL-1a
rs1800587 s kognitivnim simptomima niti u ispitanika s MCI, niti u bolesnika s AB. Naime, u
nasoj studiji nije bilo znacajnih razlika u broju bodova postignutih na MMSE testu izmedu
bolesnika s AB, nosioca TC, CC ili TT genotipova obzirom na IL-1a rs1800587. Takoder, nisu
utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s MCI nosioca TC,
CC ili TT genotipova. Ti su rezultati bili sukladni rezultatima dobivenim Testom crtanja sata.
Naime, nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova postignutih na Testu crtanja sata izmedu
bolesnika s AB, nosioca CC, CT 1 TT genotipa, kao niti kod ispitanika s MCI obzirom na CC,
CT 1TT genotip IL-10a rs1800587. Nasa je studija uskladena s rezultatima velike populacijske

studije koja je ukljucila ispitanike kardiovaskularne studije zdravlja i pratila gene za IL-1aq,
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IL-1PB, te gen za IL-1RN (receptor antagonist) povezane s upalnim odgovorom i istrazivala
njihovu povezanost s kognitivnim propadanjem mjerenom kroz 7 godina (Benke 1 sur., 2011).
Studija nije utvrdila nikakvu povezanost IL-1a rs1800587 s mjerama globalne kognicije ili
brzine procesiranja na velikom broju ispitanika bijele rase ili afri¢ko-ameri¢kog podrijetla.
Utvrdili su znacajnu povezanost s drugim SNPovima na genu IL1RN u bijele rase (rs17042917;
rs4251961; 1s931471), te na genu za IL-1P u Afroamerikanaca (rs1143627; rs1143634). Ista
studija nije utvrdila niti bilo kakve haplotipske kombinacije koje bi bile povezane s
kognitivnom propadanjem prac¢enim longitudinalno (Benke 1 sur., 2011). Autori su zakljucili
da su genetske varijante IL1 gena uklju¢ene u urusavanje kognicije izazvane s upalom (Benke
i sur., 2011). U studiji koja je istrazila ispitanike sa 80 i viSe godina o utjecaju polimorfizma
rs1800587 gena IL-1a na demenciju, nije bilo znacajne razlike u rezultatima MMSE testa
izmedu nosioca C ili T alela (Albani i sur.,2012). IL-1 sustav je vaZan za normalno kognitivno
funkcioniranje (Yirmiya i sur., 2011).

S druge strane, heterozigoti C/T imali su ja¢u depresiju u usporedbi s nosiocima drugih
genotipova (Seretti 1 sur., 2009). Nasuprot nasim 1 tim rezultatima, druga studija koja je
istrazivala mogucu povezanost IL-1a rs1800587 1 kognitivnih sposobnosti na starijim zdravim
kineskim ispitanicima bez demencije i bez depresije je pokazala kako je IL-la rs1800587
znacajno povezan s brojem bodova koje mjere kognitivne sposobnosti (Wang 1 sur., 2013).
Naime, nosioci T alela su u odnosu na nosioce CC genotipa imali zna¢ajno veci broj bodova na
skalama koje mjere dugoroc¢no sjecanje, orijentaciju, vizualne konstrukcije i fluentnost (Wang
1 sur., 2013). Ta je studija takoder pokazala da je T alel IL-1a rs1800587 povezan s boljom
kognitivnom funkcijom u starijih osoba, no nije povezan s depresijom ili usamljenoséu kod
starijih muskaraca bez demencije, ve¢ predstavlja zastitni ¢imbenik kongitivne funkcije (Wang
1 sur., 2013). Razlike u rezultatima izmedu nasih studija mogu se objasniti u razlikama u
etni¢koj pripadnosti (Zuta vs. bijela rasa) te u razlikama u dijagnozama, jer je naSa studija
ukljucila ispitanike s MCI i AB dok je ova studija ukljucila ispitanike bez demencije 1 bez
depresije (Wang 1 sur., 2013). Nadalje, otkrivena je snazna povezanost izmedu genotipa T/T
IL-1a i pojave AB prije 65. godina Zivota, pri ¢emu nosioci ovog genotipa pokazuju simptome
bolesti 9 godina ranije od nosioca C/C (Grimaldi i sur., 2000), $to upucuje da je prisutnost T
alela povezana s ranijim kognitivnim propadanjem. Rezultati MMSE bili su znacajno nizi
kod bolesnika koji su nosili alel T u IL-1a rs1800587, Sto upucuje da je to rizi¢ni genotip
koji moze predstavljati genetske biomarkere progresije bolesti (Babic Leko i sur., 2019).
Povisene koncentracije IL-1a znacajno su povezane s incidencijom demencije tijekom 2,5

godine pracenja kod korejskih bolesnika (Kim i sur., 2018). Upala je vazan mehanizam
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demencije, ali je i dalje nejasno je i upalni odgovor povezan s pojavom demencije ili je
posljedica demencije (Briinsgaard 1 Pedersen, 2003). Stanja kao Sto su depresija, infekcija,
trauma 1 vaskularni dogadaji mogu ubrzati upalne procese te dovesti do imunoloske
senzibilizacije, $to moze ubrzati kognitivno oste¢enje (Kim i sur., 2018). Vazno je utvrditi to¢nu
funkciju razlicitih citokina u napredovanju AB, jer citokini imaju zna¢ajnu ulogu u razvoju
demencije, medutim u nekim se sluc¢ajevima pokazuje i njihov zastitni u¢inak (Zhang i Jiang,

2015).

Iako je polimorfizam gena IL-1a rs1800587 bio povezan s AB, podatci o njegovoj povezanosti

s kognitivnim simptomima nisu ujednaceni.

5.4.5. Povezanost koncentracije IL-1a i polimorfizma gena IL-1a rs1800587 kod
ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

Nase istrazivanje nije otkrilo znacajnu povezanost izmedu koncentracije IL-1a i polimorfizma
gena IL-1a rs1800587. Naime, koncentracija IL-1o. u serumu ispitanika nije se razlikovala
unutar ispitanika s AB, ili unutar ispitanika s MCI, izmedu nosioca CC, CT ili TT genotipova
obzirom na IL-la rs1800587. Koncentracija IL-1a u serumu nije se razlikovala kada su
ispitanici s AB ili ispitanici s MCI bili podijeljeni na nosioce TT, TC 1 CC genotipa obzirom na
IL-1ars1800587. U tim smo izra¢unima samo potvrdili ve¢ otprije utvrdene rezultate da postoje
znacajne razlike u koncentraciji IL-1a u serumu izmedu ispitanika s AB 1 ispitanika s MCI.
Naime, nosioci TC genotipa s AB imali su znacajno nize koncentracije IL-1a u serumu nego
nosioci TC genotipa s MCI. Sukladno tom nalazu, ispitanici s AB, nosioci CC genotipa s
obzirom na IL-1a rs1800587 imali su zna¢ajno nizu koncentraciju IL-1a u serumu nego nosioci
CC genotipa s MCI. Medutim, razlike u koncentraciji koje bi bile povezane s odgovarajué¢im
genotipom nismo utvrdili. Tako se smatra da je IL-1 sustav pojadano eksprimiran u SZS-u
ispitanika s AB, te povezan s nastankom B-amiloidnih plakova i neurofibrilarnih snopic¢a u
mozgu (Sheng i sur., 2001; Griffin i sur., 2002), te da IL-1a rs1800587 polimorfizam, smjesten
na 5’ regulatornoj regiji, utje¢e na transkripciju gena IL-1a i na sintezu proteina (Dominici i
sur., 2002; Wei i sur., 2007), nisu pronadene razlike u koncentraciji IL-1a u serumu ispitanika
unutar bolesnika s AB, ili unutar ispitanika s MCI, podijeljenih na nosioce CC, CT ili TT
genotipova obzirom na IL-la rs1800587. Smatra se da je T alel povezan s pove¢anom

transkripcijom gena IL-1a §to dovodi do pojacane ekspresije pro-upalnih citokina i neuroupale
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(Dominici i sur., 2002; Wei i sur., 2007). Iako se pretpostavlja da istrazivani polimorfizam
IL-1a rs1800587 utjeCe na transkripciju gena IL-1a i na sintezu proteina, te se oCekuje da
nosioci T alela imaju jacu ekspresiju protuupalnih citokina (Wei i sur., 2007), u nasem
istrazivanju nismo potvrdili povezanost T alela i koncentracije IL-1a u serumu ispitanika unutar
ispitanika s AB, ili unutar ispitanika s MCI. Dostupni literaturni podatci ne daju podatke o
istrazivanjima koji bi usporedivali koncentraciju IL-1a u ispitanika s AB 1 MCI, obzirom na
nosioce genotipa IL-la rs1800587. Postoje samo oprec¢ni in vitro nalazi. Naime, kod
mononuklearnih stanica stimuliranih s lipopolisaharidima ili kod linija stanica humanih
astrocita, pokazano je da je alel T IL-1a rs1800587 bio povezan s ve¢om transkripcijom IL-1a
gena i povec¢anom produkcijom proteina (Dominici i sur., 2002; Wei i sur., 2007). Oprecno tim
rezultatima, in vitro nalazi pokazuju da je kod preadipocita CC konstrukt pokazao znacajan
porast razine luciferazne aktivnosti u odnosu na TT konstrukt, upucujuéi na smanjenu
transkripciju kod T nosioca (Um i sur., 2003). S druge strane kod koznih fibroblasta nisu
utvrdeni znacajni ucinci IL-1a rs1800587 na transkripcijsku aktivnost i procesiranje prekursora

IL-1a (Kawaguchi i sur., 2007).

Dakle, sli¢no rezultatima studije Kawaguchi i suradnika (2007) i suprotno rezultatima drugih
in vitro studija (Dominici i sur., 2002; Wei i sur., 2007), nasi rezultati nisu utvrdili znac¢ajan
utjecaj IL-1a rs1800587 na koncentraciju IL-1a u serumu. Pretpostavljamo da bi buduce studije
koje bi ukljucile veci broj ispitanika mogle pronaéi povezanost IL-la rs1800587 s

koncentracijom IL-1a u serumu kod bolesnika s AB i ispitanika s MCI.

5.5. Citokin TNF-a

5.5.1. Koncentracija TNF-o u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s

blagim kognitivnim poremecajem

Sukladno podatcima u literaturi (Forlenza i sur., 2009) o povec¢anoj koncentraciji TNF-a u krvi
bolesnika s AB, naSe istraZivanje je pokazalo da su bolesnici s AB imali znacajno povisene
vrijednosti koncentracije TNF-o u perifernoj krvi prema ispitanicima s dijagnozom MCI. Na
koncentraciju TNF-a u krvi nisu utjecali spol, dob i rezultati MMSE testa ili Testa crtanja sata.
Istrazivanje koje je napravljeno na turskoj populaciji bilo je sukladno naSim rezultatima i
potvrdilo je da je koncentracija TNF-o u serumu bolesnika s AB bila znacajno povecana u
odnosu na kontrolnu zdravu skupinu (Demirci i sur., 2017). Nasi se rezultati slazu i s rezultatima

studije na kineskim ispitanicima, koja je pokazala poviSene vrijednosti TNF-a u serumu
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bolesnika s AB prema vrijednostima u kontrolnoj skupini (Yang i sur., 2009). Ti svi nalazi (nasi
1 citirani iz literature) upucuju na zaklju¢ak o pove¢anim proupalnim citokinima, ukljucujuéi i
TNF-0, u CSFu ili u perifernoj krvi u osoba s AB (Brosseron i sur., 2014). Studija koja se bavila
aktiviranjem mikroglija, upucuje da se TNF-a kroni¢no oslobada tijekom AB, §to je potaknuto
aktiviranim mikroglijama, neuronima i astrocitima (McAlpine i Tansey, 2008). Istrazivanja
opisuju povisene koncentracije TNF-a u bioloskim teku¢inama tijekom starenja, kod ispitanika
s MCI i kod bolesnika s AB (Brosseron i sur., 2014). Smatra se da su koncentracije TNF-a u
perifernoj krvi viSe u AB u odnosu na pojedince bez kognitivnih smetnji (Park i sur., 2020).
TNF-a poveéava proizvodnju drugih proupalnih citokina, poput IL-1, IL-6 1 IL-8, koji mogu
sudjelovati u razvoju kroni¢ne upale, ako nisu uravnotezeni protuupalnim citokinima (npr.
IL-10) (Neta 1 sur., 1992). Khemka i suradnici isticu da su u studiji na bolesnicima koji imaju
AB s depresijom, serumske koncentracije TNF-a bile dvostruko viSe u usporedbi s kontrolnom
skupinom (Khemka i sur., 2014). Postoje i drugaciji rezultati, te studija o povezanosti TNF-a 1
AB u 13 ¢lanaka upuéuju na povisenu, smanjenu ili nepromijenjenu koncentraciju TNF-a u AB
u odnosu na vrijednosti u kontrolnoj skupini (Brosseron i sur., 2014). Suprotno nasSim
rezultatima postoji studija koja je imala za cilj istraziti mogu li poviSene koncentracije citokina
predvidjeti prelazak MCI u AB, a koja je pokazala da nije pronadena znacajna razlika u
koncentracijama TNF-a izmedu bolesnika koji su razvili AB i ispitanika koji su zadrzali
dijagnozu MCI (Diniz 1 sur., 2010). Jo$§ jedno istrazivanje potvrduje proturjeCnosti u
koncentracijama TNF-a 1 navodi da je kod 124 bolesnice s AB potvrden trend povecanja
vrijednosti koncentracija TNF-a perifernoj krvi u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu, ali te
razlike nisu bile znacajne (Baranowska i sur., 2008). lako se TNF-a Cesto istrazuje s naglaskom
na njegovu ulogu u razvoju AB, podatci iz literature nisu sukladni. Neke su studije pokazale da
dolazi do povecanog oslobadanja perifernog TNF-a u bolesnika s AB (Fillit i sur., 1991;
Alvarez i sur., 2007; Baranowska-Bik 1 sur., 2008; Kim i sur., 2018; Bruunsgaard i sur., 1999;
Kassner i sur., 2008; Zuliani i sur., 2007). Medutim, postoje i potpuno suprotni podatci koji
upucuju da dolazi do smanjenog oslobadanja TNF-a kod bolesnika s AB prema kontrolnim
ispitanicima (Alvarez i sur., 1996; Kim i sur., 2011; Ray i sur., 2007). Osim toga, u literaturi se
prikazuje i nedostatak bilo kakve povezanosti periferne koncentracije TNF-a s AB (Bjorkqvist
i sur., 2012; Marksteiner i sur., 2011). Razlike medu rezultatima studijama se mozda mogu
objasniti time da je veci dio studija usporedio koncentraciju TNF-a izmedu bolesnika s AB i
zdravih ispitanika. Postoje podatci iz literature koji pokazuju da nema znacajnih razlika u
perifernoj koncentraciji TNF-o izmedu bolesnika s AB 1 ispitanika s MCI (Bermejo 1 sur.,

2008), sto je suprotno nasim rezultatima. Medutim, mi smo usporedili koncentraciju TNF-a
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izmedu bolesnika s AB i ispitanika s MCI, i pokazali da je ta koncentracija znacajno visa u
bolesnika s AB u odnosu na ispitanike s MCI. Noviji rezultati su sukladni nasim rezultatima
(King 1 sur., 2018). Pokazano je (King i sur., 2018) da je viSa koncentracija TNF-a u plazmi
povezana s tezim kognitivnim oSte¢enjem, jer su ispitanici s MCI imali nize koncentracije
TNF-o u plazmi u odnosu na bolesnike s AB, i taj smo nalaz i mi potvrdili u ovoj studiji. Osim
poviSene koncentracije TNF-a u plazmi, bolesnici s AB su imali i povec¢ane vrijednosti i drugih
1 proupalnih i protuupalnih citokina (interleukin IL-1ra, IL-4, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15)
prema kontrolnim ispitanicima bez demencije (Taipa i sur., 2019). Smatra se da se TNF-a
tijekom razvoja AB neznatno, ali postojano povecava, ne samo u CSF-u, ve¢ i u krvi. Osim
stalnog porasta, postoje mogucnosti da pojedinci s poviSenom koncentracijom ovih citokina
imaju veci rizik za razvoj AB ili da podskupine bolesnika s AB pokazuju poviSene serumske
koncentracije TNF-a, npr. pacijenti koji pate od neuroupale uz neurodegenerativne procese

(Brosseron i sur., 2014).

U posljednja tri desetljeca, sve veci broj fizioloskih 1 Stetnih funkcija pripisan je signalizaciji
TNF-o. u SZS-u (Probert, 2015). TNF-a i njegovi receptori reguliraju mnostvo fizioloskih
funkcija u tijelu, ukljucujuci imunoloski nadzor, imunoloske reakcije u borbi protiv mikrobnih
infekcija, indukciju stani¢ne smrti, uklanjanje tumorskih stanica, te u alergijskim reakcijama
(Clark 1 sur., 2010). Saznanja steCena u posljednjim desetlje¢ima o sintezi i fiziopatoloSkim
ulogama TNF-a mogu biti korisna u klinickim ispitivanjima u svrhu moduliranja koncentracije
TNF-a ili signalizacije i smanjenja neuropatologije AB. Istrazivanja na Zivotinjama i na ljudima
upucuju da terapijske intervencije u cilju smanjenja signalizacije TNF-a mogu djelovati na
usporavanje napredovanja AB (Decourt i1 sur., 2017). Sve ve¢i broj istrazivanja upucuje na
proupalne citokine kao pojacivace patologije AB (Heneka i O'Banion, 2007). Nekoliko
epidemioloskih studija upuéuje na usporavanje AB kod osoba koje uzimaju nesteroidne
protuupalne lijekove najmanje dvije godine prije pojave simptoma (McGeer i McGeer, 2013),
no ti nalazi nisu potvrdeni u randomiziranoj studiji (Aisen i sur., 2003). Klinicka ispitivanja
nisu otkrila kognitvna poboljSanja u bolesnika s AB i stoga je malo vjerovatno da bi primjena
samo protuupalnih lijekova mogla biti dovoljna za lije¢enje AB nakon pojave kognitivnih
simptoma (Jaturapatporn i sur., 2012). Osim toga, dugoro¢na upotreba protuupalnih lijekova
moze izazvati Stetne posljedice na gastrointestinalni i nefroloski sustav, $to posebno ograni¢ava
upotrebu tih lijekova kod bolesnika s AB (Harirforoosh i sur., 2013). Kroni¢na upala je kljucna
u razvoju neuropatologije AB i pridruzene demencije. 1z toga proizilazi da je razvijanje

terapijskih intervencija za moduliranje upale jedna od opcija lijeCenja AB, a zbog svoje

132



proupalne uloge, TNF-a je vazna terapijska meta. Ti podatci zahtijevaju daljnja klinicka
istrazivanja uz oprez da se inhibiranje TNF-a provodi na blagoj i umjerenoj razini da se ne bi
izazvale §tetne posljedice usljed dijelovanja na fiziolo§ku ulogu TNF-a u SZS-u (Decourt i sur.,

2017).

Nase je istrazivanje pokazalo da je koncentracija TNF-a u krvi bolesnika s AB povecana prema
koncentraciji TNF-a u ispitanika s MCI 1 taj je nalaz sukladan teoriji o neuroupalnoj podlozi

AB.

5.5.2. Koncentracija TNF-o i kognitivni simptomi

U nasSoj studiji koncentracija TNF-a nije bila znacajno povezana s brojem bodova na skalama
MMSE 1 Testu crtanja sata, niti kod ispitanika s AB niti kod ispitanika s MCI. U skladu s time,
regresijska analiza nije potvrdila da bi dob mogla imati prediktivnu vrijednost na koncentraciju
TNF-o u serumu ispitanika s AB i MCI. Nije utvrdena niti povezanost izmedu koncentracije
TNF-o u plazmi i progresije AB (Taipa i sur., 2019). King i suradici (2018) isticu da su
povecane koncentracije TNF-a u plazmi povezane s jace izrazenim kognitivnim uruSavanjem,
jer su pronadene smanjene koncentracije TNF-a u ispitanika s MCI prema bolesnicima s AB,
dok su drugi citokini (IL-10, IL-1B, IL-4 i IL-2) bili poviSeni u ispitanika s MCI prema
ispitanicima s AB. U studiji koja je istrazivala koncentraciju citokina u bolesnika s AB i
vaskularnom demencijom nije bilo znacajne povezanosti izmedu koncentracije TNF-a 1
rezultata MMSE testa, niti kod bolesnika s AB, niti kod bolesnika s vaskularnom demencijom
(Uslu 1 sur., 2012). Sli¢ne rezultate navodi i studija o serumskim koncentracijama citokina u
dementnih bolesnika gdje nije utvrdena povezanost izmedu koncentracije TNF-a i MMSE kod

bolesnika s AB, niti kod bolesnika s vaskularnom demencijom (Yasutake 1 sur., 2006).

Nasuprot tim nalazima, kod bolesnika koji su razvili drugu po ucestalosti neurodegenerativhu
bolest, Parkinsonovu bolest, i depresiju, povisene koncentracije TNF-a bile su povezane s
kognitivnim potesSkocama, tezim simptomima depresije 1 opcenito slabijim funkcioniranjem
(Menza isur., 2010). U toj je studiji, za razliku od nase, TNF-a bio znac¢ajno povezan s mjerama
kognicije. Naime, povecana koncentracija TNF-a bila je znacajno povezana s loSijim
kognitivnim funkcioniranjem. Smatralo se da je povecana koncentracija TNF-a doprinijela
losijoj kogniciji u depresivnih bolesnika s Parkinsonovom bolesti (Menza i sur., 2010). Cini se
da povecana koncentracija TNF-a mozda dovodi do jezi¢nih poremecaja te poteSkoca u

egzekutivnom funkcioniranju kod bolesnika s Parkinsonovom bolesti (Menza i sur., 2010).
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TNF-a je bio povezan s kognitivnim propadanjem i demencijom u razli¢itim studijama koje su
ukljucile osobe s normalnim procesom starenja i klinicke populacije s AB 1 vaskularnom
demencijom (Zuliani i sur., 2007). Koncentracija TNF-a bila je znacajno povisena kod starih u
odnosu na mlade ispitanike (Bruunsgaard i sur., 1999). PoviSeni sistemski TNF-a povezan je s
dvostrukim porastom simptoma karakteristicnih za bolesnicko ponasanje, ukljuc¢ujuéi apatiju,
anksioznost, depresiju i uznemirenost (Holmes i sur., 2011). Literaturni podatci upucuju da je
glavni depresivni poremecaj povezan s poviSenom koncentracijom serumskih imunoloskih
medijatora, ukljucujuci i TNF-a (Bortolato i sur., 2015). S druge strane, u nedavno provedenoj
meta-analizi o perifernim koncentracijama proupalnih markera, periferne koncentracije TNF-a
nisu bile znacajno povecane u starijih bolesnika s depresijom niti u bolesnika s AB (NgA i sur.,
2018).

Studija provedena na tajvanskoj populaciji upucuje da su serumske koncentracije TNF-a u
korelaciji s kognitivnom funkcijom u bolesnika s AB (Huang i sur.,2013). Podatci iz
istrazivanja provedenog na Azijskoj populaciji, kod korejskih ispitanika, pokazuju da su
serumske koncentracije proupalnih citokina TNF-a 1 IL-6 negativno i pozitivno korelirane s
rezultatima MMSE testa (Kim 1 sur.,2017). Sli¢no istraZivanje provedeno na norveskoj
populaciji nije pronaSlo povezanost izmedu povecane koncentracije markera upale, medu

kojima je i TNF-a i rezultata MMSE testa (Hazen i sur., 2020).

U klini¢koj populaciji bolesnika s AB, utvrdeno je da su sistemski upalni dogadaji povezani s
brzim padom kognitivnih funkcija tijekom 6 mjeseci, jer su ti pacijenti imali poviSene
koncentracije TNF-a i to je bilo povezano s padom kognitivnih sposobnosti tijekom razdoblja
promatranja od 6 mjeseci. Ispitanici koji su imali nisku razinu serumskog TNF-a tijekom
ispitivanja nisu pokazali kognitivni pad tijekom razdoblja od 6 mjeseci (Holmes i sur., 2009).
Cini se da kod ispitanika s AB kombinacija dva biomarkera, koncentracije TNF-a i IL-7 uz Test
crtanja sata, moze napraviti biomarkersko-kognitivni profil koji je vrlo precizan u otkrivanju
prisutnosti AB ¢ak iu vrlo ranoj fazi (Edwards i sur., 2014). Studija provedena na maloj skupini
bolesnika u 6-mjesecnom istrazivanju perispinalne primjene etanercepta (lijeka koji je bioloski
inhibitor TNF-a), rezultirala je znac¢ajnim poboljSanjem standardnih mjera za kogniciju, a
izmedu ostalih i pobolj$anjem rezultata MMSE testa (Tobinick i sur., 2006). Nadalje, klinicki
slucaj bolesnika oboljelog od AB, pokazuje znacajno kognitivno poboljSanje tijekom studije
nakon primjene anti-TNF-a terapije (Camargo i sur., 2015). Naime, kod tog bolesnika je broj

bodova na MMSE testu tijekom studije porastao za 2 boda (Camargo i sur., 2015).

134



U animalnih modela povecéana razina TNF-a bila je povezana s akutnim pogorSanjem kognicije
1 poveCanim kinetozama, no to je bilo potvrdeno u Zivotinja s progresivhom
neurodegeneracijom (Hennessy i sur., 2017). Autori smatraju da je takav odgovor nastao radi
sistemske upale i pojacane produkcije proupalnih citokina u SZS-u te da sistemska primjena

TNF-a povecava neuroupalu u hipokampusu i hipotalamusu (Hennessy i sur., 2017).

Svi ti nalazi govore u prilog tome da je urusavanje kognicije povezano s poveanom razinom
TNF-0. U naSoj studiji mi smo to pokazali kod ispitanika s AB koji su imali poviSenu
koncentarciju TNF-o u serumu prema ispitanicima s MCI, no taj se nalaz nije potvrdio kada

smo provjeravali kognitivno uruSavanje sa skalama MMSE i Testom crtanja sata.

5.5.3. Povezanost polimorfizma gena TNF-a rs1800629 i Alzheimerove bolesti

U naSem istraZivanju nismo otkrili zna¢ajnu razliku u frekvenciji genotipova TNF-0 rs1800629
izmedu ispitanika s AB i ispitanika s MCI. Kako bi potvrdili ili opovrgli taj rezultat o nedostatku
povezanosti izmedu TNF-o rs1800629 polimorfizma i AB, prikupili smo sve ispitanike
hrvatskog porijekla s AB 1 MCI iz drugih protokola 1 nasih prijasnjih studija (Babic Leko i sur.,
2020). Na tom povecanom broju ispitanika (395 bolesnika s AB i 250 ispitanika s MCI) smo
ponovno izracunali postoji li razlika u raspodjeli TNF-a rs1800629 genotipova izmedu
ispitanika s AB 1 MCI (Culjak 1 sur., 2020). Usprkos pove¢anom broju ispitanika (N = 645),
potvrdili smo da nema znacajne povezanosti izmedu izmedu TNF-a rs1800629 polimorfizma i
AB (Culjak i sur., 2020). Naime nisu pronadene znacajne razlike u raspodjeli genotipova TNF-a
rs1800629 (AA, AG i1 GG) ili A 1 G alela izmedu bolesnika s AB 1 ispitanika s MCI, i ti su
rezultati uskladeni s drugima iz literature (Babic Leko i sur., 2020). Sukladno nasim rezultatima
nije utvrdena znacajna povezanost polimorfizma TNF-a rs1800629 i rizika od AB u studiji koja
je ukljucila 533 ispitanika s AB i1 713 zdravih kontrolnih ispitanika (Flex i sur., 2014).
Nedostatak povezanosti izmedu polimorfizma TNF-o rs1800629 i AB u skladu je s ve¢inom
istrazivanja koja upucuju kako nema znalajne povezanosti izmedu polimorfizma TNF-a
rs1800629 i rizika od AB (Manoochehri 1 sur., 2009). Meta-analiza koja je ukljucivala 1513
ispitanika s AB 1 1907 zdravih kontrolnih ispitanika nije utvrdila povezanost izmedu
polimorfizma gena TNF-a rs1800629 i AB (Di Bona i sur., 2009). Sukladno rezultatima naseg
istrazivanja, nije pronaden znacajan utjecaj polimorfizma gena TNF-a rs1800629 na osjetljivost
za razvoj AB (Qidwai i Khan, 2011). Najve¢i dio rezultata iz literature je sukladan naSim
rezultatima 1 nije pronadena znacajna povezanost polimorfizma TNF-a rs1800629 i rizika za

razvoj AB (Di Bona i sur., 2009; Laws i sur., 2005; Flex i sur., 2014; Ribizzi i sur., 2010;

135



Qidwai 1 Khan, 2011). Ove rezultate potvrduje i istrazivanje izmedu bolesnika s AB i zdravih
kontrolnih ispitanika, ¢iji rezultati upucuju da polimorfizam TNF-a rs1800629 nije ¢imbenik

rizika ili za$titni ¢imbenik u iranskoj populaciji (Manoochehri i sur., 2009).

Za razliku od podataka iz Di Bona studije (2009), meta-analiza koja je ispitanike podijelila
prema etnickoj pripadnosti, pokazala je da polimorfizam TNF-a rs1800629 moze predstavljati
znacCajan ¢imbenik rizika za AB u istocnih Azijata, ali se smatra da ne povecava osjetljivost od
razvoja AB u europskoj ili bliskoistocnoj populaciji (Lee 1 sur., 2015). Taj je nalaz sukladan
nasim rezultatima jer su u naSoj studiji uklju€eni ispitanici hvratskog porijekla bijele rase. U
navedenom istrazivanju se navodi da meta-analiza nije pokazala povezanost izmedu alela A
polimorfizma TNF-a rs1800629 i AB kada se promatraju svi ispitanici (Lee 1 sur., 2015).
Medutim, nakon podjele prema etnic¢koj pripadnosti, meta-analiza je pokazala da je alel A bio
znafajno povezan s razvojem AB u istocnih Azijata, ali ne i u europskoj populaciji ili
bliskoisto¢noj populaciji (Lee i sur., 2015). U kineskih ispitanika utvrdena je veéa frekvencija
A alela u bolesnika s AB prema zdravim kontrolnim ispitanicima (Yang 1 sur., 2009, Wang i
sur., 2015). Meta-analiza (Wang i sur., 2015) je takoder utvrdila da kod dominantnog modela
postoji protektivni u€inak A alela prema razvoju AB kod ispitanika bijele rase sjeverno
europskog porijekla, te je zaklju¢eno da TNF-a rs1800629 moze biti povezan i s povecanim
rizikom za razvoj AB u kineskih ispitanika 1 smanjenim rizikom za razvoj AB u

sjevernoeuropskih ispitanika.

Iranska studija potvrduje da polimorfizam TNF-a rs1800629 moze utjecati na cerebralni upalni
odgovor 1 moze biti Cimbenik rizika za razvoj AB (Ardebili i sur., 2011). Nadalje, studija
provedena na talijanskoj populaciji upucuje na znacajnu povezanost izmedu simptoma AB s
ranim pocetkom i polimorfizma TNF-a rs1800629 (Lio i sur., 2006). Za razliku od te studije
mi smo u ovom istrazivanju ukljucili bolesnike s AB s kasnim pocetkom bolesti. Osim tih
istrazivanja, navodi se da su kombinacija polimorfizama TNF-a rs1800629 i IL-6 rs1800795
(AC blok), te kombinacija TNF-a rs1800629/IL-10 rs1800896 ili IL-10 rs1800896 (AA blok)
znaajno povezane s povecanim rizikom za razvoj AB, §to upucuje na zakljucak da
polimorfizam TNF-a rs1800629 pokazuje svoju funkciju preko interakcije s drugim genima

(Vural 1 sur., 2009).

Iz svega slijedi da TNF-a rs1800629 moze biti polimorfizam koji modificira razvoj AB u

odredenim etnickim skupinama (najceS¢e skupinama ispitanika azijskog porijekla) ili u
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kombinacijama s drugim polimorfizmima, $to zahtijeva daljnja istrazivanja. Nekonzistentni
rezultati izmedu istrazivanja su posljedica heterogenosti izmedu istrazivanih populacija,
etnickih razlika, premalo ukljucenih bolesnika/ispitanika Sto dovodi do nedovoljnog broja

ispitanika 1 posljedi¢no premale statisticke snage.

5.5.4. TNF-a rs1800629 i kognitivni simptomi

U nasoj studiji nije pronadena znacajna povezanost izmedu TNF-a rs1800629 1 kognitivnih
simptoma. Naime, kada su ispitanici s AB ili s MCI bili podijeljeni u nosioce GG genotipa
prema A nosiocima, nije pronadena znacajna razlika u broju bodova na MMSE testu izmedu
ispitanika s AB, nosioca GG genotipa prema A nosiocima obzirom na TNF-a rs1800629.
Takoder, nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s
MCI koji su bili nosioci GG genotipa prema A nosiocima. Takoder sukladno tim nalazima, nisu
utvrdene znacajne razlike u broju bodova na Testu crtanja sata kod nosioca GG vs. nosioca A
u ispitanika s AB. Takoder, broj bodova na Testu crtanja nije se razlikovao izmedu nosioca GG
vs. nosioca A u ispitanika s MCI. Suprotno naSim rezultatima, u studiji provedenoj na
egipatskoj populaciji, bolesnici s AB, nosioci alela A obzirom na polimorfizam TNF-a
rs1800629 su pokazali povecanu osjetljivosti za razvoj AB, ali alel A takoder je bio znacajno
povezan s mladom dobi pocetka AB, kao i s duzim trajanjem bolesti od nosioca alela G, kao i
s funkcionalnim pogorSanjem medu bolesnicima koji su imali tezi oblik AB (Meramat i sur.,
2015). Povezanost izmedu polimorfizma TNF-a rs1800629 1 kognitivnih simptoma utvrdena je
u drugoj studiji na uzorku egipatskih bolesnika s AB, gdje je alel A bio znacajno povezan s
nizim brojem bodova na testu MMSE, u usporedbi s alelom G, oznacavaju¢i tezi oblik AB
(Khalil i sur., 2015). Nadalje alel A bio je znacajno povezan s nizim brojem bodova na Testu
crtanja sata, u usporedbi s alelom G, oznacavaju¢i tezi oblik AB (Khalil 1 sur., 2015). U studiji
o istrazivanju povezanosti polimorfizma TNF-a rs1800629 s pojavom depresije, utvrdeno je da
nosioci genotipa AA TNF-a rs1800629 povecavaju osjetljivost na depresiju u korejskoj
populaciji (Jun i sur., 2003). Kognitive sposobnosti su takoder istrazivane u ovisnosti o
polimorfizmima TNF-a rs1800629 u kombinaciji s polimorfizmom enzima ACE
(Georgiopoulos 1 sur., 2017). U toj je studiji izraCunat kombinirani genetski indeks TNF-a 1
ACE 1 kognitivno oStecenje, te je pronadeno da je kombinacija genotipova za oba gena
(homozigoti GG za TNF-a i homozigoti DD za ACE) povezana s padom broja bodova na
MMSE testu (Georgiopoulos i sur., 2017). Nosioci alela A TNF-a rs1800629 kod starijih osoba,
pokazuju poremecaje u procesima paznje (Gajewski i sur., 2013). Suprotno tome, A alel TNF-a

rs1800629 je u studiji na bijeloj populaciji u starijih bolesnika (preko 65 godina), bio povezan
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s boljom brzinom obrade informacija (Baune i sur., 2008). Studija na Brazilskoj populaciji
ispitanika starijih od 75 godina s oSte¢enjem kognitivnih sposobnosti, izvjes¢uje da su nosioci
alela A TNF-a rs1800629, povezani s boljim kognitivnim i funkcionalnim rezultatima (Fraga i
sur., 2017). Nadalje utvrden je znacajno veci postotak nosioca GG genotipa TNF-a rs1800629
u studiji provedenoj na bolesnicima s depresijom (Cerri i sur., 2009). Suprotno ovome, meta-
analiza o povezanosti polimorfizma TNF-a rs1800629 1 depresije otkrila je da ovaj

polimorfizam nije povezan s osjetljivos¢u na depresiju (Shin i sur., 2017).

Nasuprot patoloSkom starenju, samo nekoliko studija opisuje zdravo starenje i povezanost
polimorfizma TNF-a rs1800629 i kognitivnih funkcija. Takve studije su znacajne jer genetske
razlike medu starijim pojedincima mogu takoder biti uzrok vecih varijacija u kognitivnom
funkcioniranju tijekom starenja koje se povecavaju s godinama (Gajewski i1 sur., 2011).
Postojece studije upucuju da nosioci A alela TNF-a rs1800629 imaju ugrozenu memoriju i
motoric¢ke funkcije, ali i moguénost brze obrade podataka u usporedbi s GG genotipom (Baune
1 sur., 2008). Iako ove studije pokazuju povezanost TNF-a rs1800629 i kognicije u zdravom
starenju, to¢na uloga ovog SNP-a kod zdravih starijih pojedinaca jo§ uvijek nije potpuno
razjas$njena (Gajewski i sur., 2013). U zdravih ispitanika istrazen je utjecaj TNF-a rs1800629
na kogniciju (Beste 1 sur., 2010). Pokazano je da je taj polimorfizam znacajno povezan s
kognicijom jer su ispitanici, nosioci A alela imali bolje procesiranje paznje prema nosiocima
GG genotipa, dok su funkcije konfliktnog procesiranje bile smanjene u A nosioca prema G
nosiocima (Beste i sur., 2010). Ti su rezultati uputili na razli¢ite u¢inke TNF-a rs1800629 na
kognitive procese u SZS-u (Beste i sur., 2010). U slijedeéoj studiji su isti autori (Beste i sur.,
2011) proucavali povezanost TNF-a rs1800629 i procesiranje pogresaka i1 inhibiciju odgovora,
opet putem evociranih potencijala u zdravih bijelih ispitanika. Naime, nosioci AA 1 AG
genotipa prema nosiocima GG genotipa su imali bolje rezultate kod inhibicije odgovora (dakle
manji postotak laznih alarma), ali takoder i loSiju kontrolu procesiranje pogresaka t;.
usporavanja nakon pogreSaka, dok su nosioci GG genotipa prema A nosiocima imali upravo
suprotne odgovore (lo$ije rezultate kod inhibicije odgovora) i povecano procesiranje pogreSaka
(Beste i sur., 2011). Tijekom starenja, procesi paznje kod starijih osoba ¢esto znacajno opadaju,
upucujuci na deficite pamcenja (Beste i sur., 2010). Budu¢i da je kod zdravih starijih osoba A
alel TNF-a rs1800629 bio povezan s boljim procesima paznje, taj bi ucinak mogao biti
objasnjen time da TNF-a olakSava glutamatergi¢ki neuronski prijenos koji poti¢e procese

paznje (Beste i sur., 2012). Sve to upucuje da TNF-a ima vaznu ulogu u integritetu neuronske
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mreze u okcipitalnom korteksu, podrucju koje je od presudnog znacaja za vizualnu paznju

(Carrasco, 2011).

Ti su rezultati pokazali kako se utjecaj TNF-a rs1800629 na kognitive procese u SZS-u
razlikuje ovisno o primijenjenom testu kojim se mjeri kognitivna sposobnost, i ovi su rezultati
dobiveni na mladim zdravim dobrovoljcima, suprotno starijim osobama s AB i1 MCI koje su

bile ukljuc¢ene u nasu studiju, te i to moze biti uzrok razlika u dobivenim rezultatima.

5.5.5. Povezanost koncentracije TNF-a i polimorfizma gena TNF-a rs1800629 u
ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnim

poremecajem

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, koncentracija TNF-a nije se znacajno razlikovala izmedu
ispitanika s AB 1 ispitanika s MCI, kada su oni bili podijeljeni na nosioce genotipova AA, GA
ili GG TNF-a rs1800629. Znacajne razlike u koncentraciji bile su povezane samo s
dijagnozama AB 1 MCI, dok je ta koncentracija bila slicna izmedu nosioca AA, GA ili GG
genotipova TNF-a rs1800629 unutar ispitanika s AB. Takoder, nije bilo razlike u koncentraciji
TNF-o izmedu nosioca AA, GA ili GG genotipova TNF-a rs1800629 unutar ispitanika s MCI.
Mi smo utvrdili da nosioci GG genotipa obzirom na TNF-a rs1800629 kod bolesnika s AB
imaju znacajno povisenu koncentraciju TNF-a prema vrijednostima kod nosioca GG u
ispitanika s MCI. Takoder, ispitanici s AB, A nosioci obzirom na TNF-a rs1800629, imali su
znacajno viSu koncentraciju TNF-a nego ispitanici s MCI, nosioci A nosioci obzirom na TNF-a

rs1800629.

Nema dostupnih podataka u studijama o koncentraciji TNF-a u bolesnika s AB ili MCI i
njihovoj povezanosti s polimorfizmom TNF-a rs1800629. Medutim, postoje podatci o
povezanosti ili nedostatku povezanosti koncentracije TNF-a s polimorfizmom TNF-a
rs1800629 u drugim dijagnostickim kategorijama. Neki podatci upucuju da TNF-a rs1800629
A alel ima vecu transkripcijsku aktivnost u usporedbi s G alelom (Wilson i sur., 1993). Smatra
se da je TNF-a rs1800629 funkcionalni polimorfizam jer se A alel povezuje s jaom
transkripcisjkom aktivosti nego G alel i vjerojatno rezultira viSom razinom TNF-a (Hajeer i

Hutchison 2001; Wilson i sur., 1997).

Nedostatak ove povezanosti u naSem istrazivanju je u skladu s rezultatima dobivenim na bijeloj

populaciji s infarktom miokarda, gdje polimorfizam TNF-o rs1800629 nije bio povezan s
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razlikama u koncentraciji TNF-a u krvi (Bennet i sur., 2006). Studija provedena na iranskim
bolesnicima s drugom dijagnozom (kronic¢ni hepatitis B), upucuje da je smanjena koncentracija
TNF-a bila povezana s G alelom TNF-a rs1800629 (Heidari i sur., 2016). Podatci iz in vivo
studija takoder upucuju na zakljucak da i kod kultura stanica iz krvi ispitanika s multiplom
sklerozom, niti visoka niti niska produkcija TNF nakon stimulacije lipopolisaharidima nije bila

pod utjecajem TNF-a rs1800629 polimorfizma (Huizinga i sur., 1997).

Ti svi podatci sumarno upucuju (Qidwai i Khan, 2011) da su gen TNF-a i TNF-a polimorfizmi
odgovorni za osjetljivost ili rezilijentnost na razli¢ite humane bolesti. Ekspresija gena TNF-a
je kontrolirana pomocu razli¢itih polimorfizama u promotorskoj regiji, ali i sa nekoliko
razli¢itih signalnih molekula ili nuklearnih ¢imbenika koji su u interakciji s promotorskom
regijom za TNF-a ili i drugim elementima (El-Tahan i sur., 2016). Medutim, nasi podatci 1
podatci iz literature (Bennet i sur., 2006; Heidari i sur., 2016; Huizinga i sur., 1997) upucuju na
zakljuCak da nema znacajne povezanosti izmedu koncentracije TNF-a i polimorfizma TNF-a

rs1800629, 1 to nije utvrdeno niti kod bolesnika s AB niti kod ispitanika s MCI.

5.6. Citokin IL-10

5.6.1. Koncentracija IL-10 u serumu ispitanika s Alzheimerovom bolesti i ispitanika s

blagim kognitivnim poremecajem

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da su ispitanici s AB imali znafajno sniZenu
koncentraciju IL-10 u odnosu na grupu ispitanika s MCI. Nasi su rezultati sukladni istrazivanju
provedenom na korejskim bolesnicima i kontrolnoj zdravoj skupini koje nije otkrilo razliku u
koncentraciji IL-10 (Kim 1 sur., 2011). Niza koncentracija protuupalnog IL-10 odgovara
hipotezi o neuroupali kao podlozi nastanka AB. Aktivacija i proizvodnja protuupalnog IL-10
od strane Ziv¢anih stanica nije potpuno razjasnjena (Gezen i sur., 2013). Neke studije upucuju
na pozitivan ucinak IL-10 na neurogenezu, dok druge upuéuju na negativan ucinak u patologiji
AB (Kiyota i sur., 2012). Kontrola Stetnih posljedica neuroupale u mozgu predstavlja jedno od
najvaznijih pitanja u istrazivanju mehanizama koji sudjeluju u procesu upale. Imunoloske
stanice SZS-a, naro¢ito mikroglija, putem aktivacije IL-10 pokusavaju suzbiti osteéenja (Lobo-
Silva i sur., 2016). Smatra se da IL-10 nadzire aktivnost T stanica i utje¢e na fagocitozu i
produkciju citokina u monocitima (perifernim makrofagima i mikrogliji u SZS-u), te da kao
antiupalni medijator suprimira upalni odgovor i smanjuje sintezu proupalnih citokina IL-1,

IL-6, i TNF-a (Guillot-Sestier i sur., 2015; Vargas-Alarcon i sur., 2006). Prema tim nalazima,
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povecana koncentracija IL-10 u AB, moze predstavljati pokusaj imunog sustava da uspostavi
ravnotezu koja je naruSena oslobadanjem proupalnih citokina koji su povezani s pojacanim
odlaganjem AP proteina u AB (D’Anna i sur., 2017). Promjena koncentracije IL-10 ovisi o fazi
bolesti. Nasi nalazi o smanjenoj koncentraciji IL-10 u bolesnika s AB prema ispitanicima s MCI
su sukladni teorijama neuroupale kao rizi¢nog ¢imbenika za razvoj AB. Neki autori predlazu
IL-10 kao biomarker progresije tijekom AB (D’Anna 1 sur., 2017), i ti su nalazi u skladu s
istrazivanjem koje je izvijestilo da je IL-10 bio povezan s klinickim pokazateljima o ozbiljnosti
bolesti (Leung i sur., 2013). Ti su nalazi potvrdeni s nalazima koji pokazuju povecanu
koncentraciju IL-10 u serumu i CSF-u ispitanika s AB u odnosu na kontrolne ispitanike
(Angelopoulos i sur., 2008; Doecke i sur., 2012; Guillot-Sestier i sur., 2015). Suprotno nasim
rezultatima, istrazivanje izmedu ispitanika s teSkim stadijem demencije u usporedbi s
kontrolnom skupinom, nije pokazalo znacajnu razliku u koncentraciji IL-10 (Bonotis i sur.,
2008). Potvrden je trend povecéanja vrijednosti koncentracije IL-10 u perifernoj krvi bolesnica
s AB u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu, ali te razlike nisu bile znacajne (Baranowska i
sur., 2008). U naSoj studiji koncentracija IL-10 nije bila pod utjecajem dobi, spola ili broja
bodova na skalama MMSE ili Testu crtanja sata. Suprotno sniZzenoj koncentraciji IL-10 u naSih
bolesnika s AB, druge su studije pronasle povecanu koncentraciju IL-10 u dementnih osoba

(Hamdan i sur., 2014; Angelopoulos i sur., 2008).

IL-10 je kao protuupalni mediator istaknut kao jedan od glavnih citokina povezanih s pojavom
AB, jer se smatra da bi terapija koja povecava razinu IL-10 mogla biti potencijalna terapija za
AB, budu¢i da ovaj citokin djeluje na smanjenje amiloidnih plakova i protuupalnih molekula
(Magalhaes 1 sur., 2017). Taj je nalaz u skladu s ulogom IL-10 u suzbijanju i izlu¢ivanju
proupalnih citokina iz mikroglija, jer se pokrece polarizacija M2c povezana s deaktivacijom

mikroglija (Bagynszky i sur., 2014).

Istrazivanja o koncentraciji perifernih citokina pokazuju izrazito oprecne rezultate u razlicitim
studijama. Studije koje ukljuCuju upalne i1 proupalne citokine trebaju u buduénosti obuhvatiti
velike populacijske skupine koje bi se usmjerile na istrazivanje novih inhibitora citokina, a koji
bi bili u moguénosti uspostaviti ravnotezu imedu proupalne i protuupalne aktivnosti u AB. U
dijagnostici AB, jedan biomarker u perifernoj krvi nije dovoljan da u potpunosti definira
patofiziologiju AB. Medutim, viSe markera koji predstavljaju razlicite faze progresije bolesti

pruzili bi bolji uvid u ulozi biomarkera i razvoja AB (D’Anna i sur., 2017).

141



5.6.2. Koncentracija IL-10 i kognitivni simptomi

Koncentracija IL-10 u serumu ispitanika s AB ili MCI nije bila znacajno korelirana s brojem
bodova na skalama MMSE i Testu crtanja sata. U skladu s time, koncentracija IL-10 nije bila
povezana s rezultatima postignutim na skalama za pracenje verbalnog pamc¢enja na velikom
uzorku starije berlinske populacije (Tegeler i sur., 2016). Koncentracija IL-10 nije bila dobar
pokazatelj egzekutivnih funkcija 1 brzine procesiranja, ali je bila povezana znacajno s
rezultatima postignutim na skalama za egzekutivno funkcioniranje i brzinu procesiranja
(Tegeler i sur., 2016). Koncentracija IL-10 nije bila povezana s verbalnim paméenjem u starijih
ispitanika (Tegeler i sur., 2016). Taj je nalaz potvrden s regresijskom analizom koja nije uocila
da dob ima prediktivnu vrijednost na koncentraciju IL-10 u serumu ispitanika s AB i MCI
(Tegeler 1 sur., 2016). Dakle ti nalazi upucuju da koncentracija IL-10 nije povezana s

kognitivnim sposobnostima i to se pokazalo i kod ispitanika s AB i kod ispitanika s MCI.

Sukladno tom nalazu, koncentracija IL-10 nije bila povezana s kognitivnim poteSko¢ama u
depresivnih bolesnika s Parkinsonovom bolesti (Menza i sur., 2010). Medutim, ima 1 suprotnih
nalaza iz literature koji pokazuju da dolazi do znacajnog porasta koncentracije IL-10 u osoba s
AB s brzim kognitivnim propadanjem u odnosu na osobe s AB koji imaju sporije kognitivno
ostecenje, a koje su pracene kroz godinu dana (Leung et al., 2013). Pretpostavljamo da razlicite
faze bolesti u kojoj su ispitanici s AB mogu biti odgovorne za te razliCite nalaze iz literature.
Smatra se da je poviSena koncentracija IL-10 u plazmi ispitanika s MCI prema bolesnicima s
AB (King i sur., 2018) pokazatelj povecane periferne neuroupale koja je karakteristicna za ranu
fazu MCl i koja se smanjuje s tezinom bolesti. Kod zdravih starijih osoba poveéan broj bodova
na bateriji kognitivnih testova, koji upucuju na moguci razvoj MCI, 1 duZe reakcijsko vrijeme
je bilo povezano sa smanjenom koncentracijom IL-10 (Fabrégue i sur., 2016). Autori su
istaknuli kako njihova studija pokazuje povezanost IL-10 i ponaSanja, no takoder su njihovi
rezultati potvrdili da ta povezanost ovisi o kognitivnom testu koji se upotrijebio u studiji

(Fabregue 1 sur., 2016).

Osim razlika u kognitivnom testiranju, razlike izmedu tih i nasih rezultata mogu se objasniti 1
razlikama u dijagnozama, jer je nasa studija ukljucila ispitanike s AB i MCI dok je ta studija
(Fabregue 1 sur., 2016) ukljucila zdrave ispitanike, a iskljucila ispitanike s neurodegenerativnim
bolestima. Kod transgeni¢nih mi$jih modela je utvrdeno da IL-10 znacajno poboljSava

neurogenezu i prostornu orijentaciju (Kiyota i sur., 2012). S druge strane, pojac¢ana ekspresija
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IL-10 u animalnim modelima AB je medu ostalim povecala talozenje AP i pogorsala kognitivne
sposobnosti (Zheng 1 sur., 2016). Kod misjeg APP transgeni¢nog modela povecana ekspresija
IL-10 je dovela do pove¢ane akomulacije AP 1 znacajnog pogorsanja u ponasanju (Chakrabarty

isur., 2015).

Cini se da IL-10 u mozgu inhibira razvoj i napredovanje kroni¢nih neurodegenerativnih bolesti
(Richwine 1 sur., 2009). To je potvrdeno u animalnim modelima, jer istraZzivanje na miSevima
pokazuje da je nedostatak IL-10 izazvao neuroupalu i progresiju prionske bolesti (Thackray 1
sur., 2004). U studiji na transgeni¢nim misevima utvrdeno je da IL-10 znacajno smanjuje
neuroupalu, poboljSava neurogenezu i poboljsava prostornu kognitivnu disfunkciju (Kiyota i
sur., 2012). Dok su ucinci IL-10 na ozljedu mozga i1 neke neurodegenerativne bolesti poznati,
manje se zna o ulozi IL-10 u posredovanju komunikacije izmedu perifernog imunoloskog
sustava 1 mozga tijekom infekcije i nije poznato ima li IL-10 ulogu u sprjecavanju kognitivnih
poremecaja koji su povezani s upalom (Richwine i sur., 2009). Smatra se da IL-10 modulira
rani razvoj mozga i posljedi¢no kognitivno funkcioniranje (Meyer i sur., 2006). Neravnoteza
izmedu proupalnih i protuupalnih citokina je vazna kod AB (Magalhaes i sur., 2017). Naime,
postoji porast proizvodnje upalnih citokina od sedam do deset puta prema koncentraciji IL-10
kod bolesnika s AB u usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Ma i sur.,2005). Nedavna
istrazivanja su pokazala da IL-10 posreduje 1 u razvoju depresivnog ponasSanja, utjeCuci na
nekoliko simptoma povezanih s depresijom, a to su bespomocnost, poremecaji spavanja i

percepcija boli (Roque i sur., 2009).

Upravo stoga je predloZeno da se uloga IL-10 treba nadalje istraziti u bolesnika s AB u kojima
¢e se istovremeno istraziti i koncentracija IL-10 i IL-10 polimorfizmi (Zheng 1 sur., 2016), Sto

je u nasoj studiji u¢injeno.
5.6.3. Povezanost polimorfizma gena IL-10 rs1800896 i Alzheimerove bolesti

U naSem istrazivanju ispitanici s AB 1 ispitanici s MCI imali su slicnu raspodjelu IL-10
rs1800896 genotipova i alela, Sto upucuje da IL-10 rs1800896 nije povezan s osjetljivoséu za
razvoj AB. Kako bi detaljnije proucili taj odnos, povecali smo skupine i provjerili povezanosti
IL-10 rs1800896 s AB na velikom uzorku bolesnike hrvatskog porijekla s AB i MCI iz drugih
protokola i nasih prijasnjih studija (Babic Leko i sur., 2020; Culjak i sur., 2020). Nije utvrdena
znacajna razlika u raspodjeli IL-10 rs1800896 genotipova izmedu 395 bolesnika s AB i 250
ispitanika s MCI (Culjak 1 sur., 2020). Sumarno, nasi rezultati su potvrdili da izmedu 645
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ispitanika nije postojala znacajna povezanost izmedu izmedu IL-10 rs1800896 polimorfizma i
AB (Culjak 1 sur., 2020). Naime, nije bilo razlika u frekvenciji AA, AG 1 GG genotipova
obzirom na IL-10 rs1800896 izmedu bolesnika s AB 1 ispitanika s MCI, i ti su rezultati
uskladeni s drugima iz literature (Babic Leko i sur., 2020).

Sukladno nedostatku povezanosti izmedu IL-10 rs1800896 i AB, i druge su studije utvrdile da
nema znacajne korelacije izmedu rizika za razvoj AB i IL-10 rs1800896 (Ma 1 sur., 2005;
Bagnoli i sur., 2007; Kang 1 sur., 2015). Neke studije upucuju na zakljuc¢ak da je spol vazan
¢imbenik koji moze utjecati na odnos izmedu rizika za razvoj AB 1 IL-10 rs1800896
polimorfizma (Medway i sur., 2014). Medutim, spol nije bio znacajno povezan s raspodjelom
IL-10 rs1800896 genotipova (Culjak i sur., 2020). Nasi su rezultati sukladni studiji na engleskoj
populaciji gdje se u skupini bolesnika s AB i kontrolnoj skupini, u istrazivanju rs1800871,
rs1800896, rs1800872, rs1800893 1 rs1800890, navodi da nijedan SNP nije povezan s AB
(Culpan 1 sur., 2006). Taj je nalaz u skladu s rezultatima studije na njemackoj populaciji koja
nije utvrdila znacajne razlike u alelnoj raspodijeli rs1800896, rs1800871 1 rs1800872 izmedu
bolesnika s AB 1 kontrolne zdrave skupine (Depboylu i sur., 2003). Studija provedena na
korejskoj populaciji o uklju€enosti alela povezanih s ve¢om proizvodnjom proupalnih i nizom
proizvodnjom protuupalnih citokina kod ispitanika s AB ili depresijom, nije pronasla znacajnu

povezanost izmedu polimorfizma rs1800896 1 AB ili kasne depresije (Kang i sur., 2015).

Dvije meta-analize (Di Bona i sur., 2012; Zhang i sur., 2015) su istrazile znac¢ajnu vezu izmedu
IL-10 rs1800896 G alela i smanjenog rizika za razvoj AB u ispitanika europskog porijekla.
Jedna je analiza (Zhang i sur., 2015) ukljucila 2 158 bolesnika s AB i 2 088 kontrola odnosno
12 studija slucaja/kontrole 1 pokazala zna¢ajnu povezanost, dok je druga meta analiza ukljucila
15 studija slucaja/kontrole i utvrdila samo marginalnu povezanost (Di Bona i sur., 2012).
Nosioci alela A, §to odgovara nizoj proizvodnji IL-10, imali su ve¢i rizik za bolest od nosioca
GG homozigota (Candore i sur., 2007). Te korelacije nisu potvrdene za azijsku populaciju
(Zhang 1 sur., 2011). S time su suglasni nalazi kod ispitanika brazilskog porijekla, koji su, ako
su bili nosioci GG genotipa obzirom na IL-10 rs1800896 imali znac¢ajno (za 40 %) manju Sansu
za razvoj AB od nosica drugih genotipova (Moraes i sur., 2013). Suprotno nasim rezultatima,
postoje i studije koje su pokazale znacajnu povezanost izmedu AB i IL-10 rs1800896 (Vural et
al., 2009; Lio i sur., 2003; Zhang i sur., 2011; Ribizzi 1 sur., 2010; Di Bona i sur., 2012).
Dostupni literaturni podatci objasnjavaju ulogu polimorfizma IL-10 i AB u kontekstu slabljenja
neuroupale, kognitivne disfunkcije i neurodegeneracije (Magalhaes i sur., 2017). Kod bolesnika

s AB uoceno je znacajno vise alela A IL-10 rs1800896 i smanjena frekvencija genotipa GG
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(Arosio i sur., 2004). Nadalje, istrazivanje o prevalenciji polimorfizama rs 1800896, rs1800871,
rs1800872 1 AB na talijanskoj populaciji potvrdilo je vise alela A polimorfizma rs1800896 1
manje genotipa GG rs1800896 u skupini bolesnika s AB u odnosu na kontrolnu skupinu (Arosio
i sur., 2004; Lio i sur., 2003), odnosno smatra se da je prisustvo A alela kod osoba s AB
povezano s rizikom za razvoj AB (Lio i sur., 2003). U istrazivanju provedenom na turskoj
populaciji utvrdeno je da su nosioci genotipa i nosioci alela A (AG + AA genotip) imali

dvostruko vec¢i rizik od nastanka AB (Vural 1 sur., 2009).

Nadalje, identificirana su dva rizi¢na haplotipa (ATA i CTA) i Cetiri zastitna haplotipa (ATG,
CTG, ACG i1 CCQG) u studiji provedenoj na meksickoj populaciji koja je analizirala genotipske
1 haplotipske kombinacije polimorfizama IL-10 rs1800896, rs1800871 i rs1800872 (Vargas-
Alarcon i sur., 2016). Neke studije upucuju na mogucu specificnu ulogu spola izmedu rizika od
AB 11L-10 rs1800896 (Medway i sur., 2014). U nasem istrazivanju spol nije zna¢ajno utjecao
na ucestalost genotipova IL-10 rs1800896.

Raspodjela genotipova i alela IL-10 rs1800896 razlikuju se u odredenim populacijama (Guo i
sur., 2012). Neki podatci iz studija upucuju da je polimorfizam IL-10 rs1800896 vazan
¢imbenik rizika za AB. Medutim, sam mehanizam kako IL-10 moze utjecati na neuroupalu,

kognitivne disfunkcije i neurodegeneraciju nije potpuno jasan (Magalhaes i sur., 2017).

5.6.4. Polimorfizam IL-10 rs1800896 i kognitivni simptomi

Utvrdili smo da nema znacajne povezanosti izmedu IL-10 rs1800896 i kognitivnih simptoma
mjerenim skalom MMSE ili Testom crtanja sata kod ispitanika s AB ili kod ispitanika s MCI.
Naime, nisu postojale znacajne razlike u broju bodova postignutih na MMSE testu izmedu
ispitanika s AB, nosioca AA, GG ili GA genotipova, obzirom na IL-10 rs1800896. Takoder,
nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova na MMSE testu izmedu ispitanika s MCI nosioca
AA, GG ili GA genotipova. Sli¢no tim rezultatima, nisu utvrdene znacajne razlike u broju
bodova na Testu crtanja sata izmedu ispitanika s AB, nosioca AA, GG ili GA genotipova,
obzirom na IL-10 rs1800896. Kada su ispitanici s MCI podijeljeni na nosioce AA, GG ili GA
genotipove, obzirom na IL-10 rs1800896, nisu imali znacajno razli¢it broj bodova na Testu
crtanja sata. Arosio i sur. (2010) su istrazili raspodjelu genotipova i alela rs1800896 kod 138
ispitanika s MCI koji su podijeljeni u dvije skupine, ispitanici s oSte¢enjem pamcenja i ispitanici
kojima je dijagnosticirano oSte¢enje u najmanje dvije kognitivne domene. U toj je studiji

(Arosio i sur., 2010) istrazena frekvencija genotipova IL-10 rs1800896 kod talijanskih
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ispitanika s MCI i ispitanika s amnestickim oblikom MCI te osobama s multiplim narusenim
domenama kognicije. Pokazano je da nije bilo razlike u frekvenciji genotipova IL-10 rs1800896
izmedu ispitanika s MCI 1 AB, odnosno izmedu ispitanika s multiplim narusenim domenama
kognicije i kontrolnih ispitanika (Arosio i sur., 2004; 2010). Ucestalosti genotipa AA bile su
sli¢ne u ispitanika s MCI s oStecenjem pamcenja i AB, dok su rezultati ispitanika s MCI s
oSte¢enjem u najmanje dvije kognitivne domene bili sli¢ni kontrolnoj skupini (Arosio 1 sur.,
2010). Ti se rezultati potvrdili da IL-10 rs1800896 nije povezan s kognitivnim uruSavanjem i
sli¢ni su naSim rezultatima u kojima niti kod ispitanika s MCI niti kod ispitanika s AB nismo
pronasli znacajne razlike u kognitivnim simptomima kada su ispitanici bili podijeljeni na
nosioce AA, GG ili GA genotipova, obzirom na IL-10 rs1800896. Sukladno naSim rezultatima,
IL-10 rs1800896 nije bio povezan s MCI, nego sa sindromom koji je preteca demencije,
sindromom motornog kognitivnog rizika (Sathyan i sur., 2017). Budu¢i da mi u naSoj studiji
nismo istrazivali sindrom motornog kognitivnog rizika, ne mozemo komentirati te rezultate.
Kognitivo funkcioniranje moze biti pod utjecajem IL-10 rs1800896, jer su u populacijskoj
studiji na danskim ispitanicima rodenim 1905. godine (a gdje se pratilo prezivljavanje u starijoj
dobi) nositeljice genotipa GG IL-10 rs1800896 zenskog spola imale nize kognitivno
funkcioniranje u usporedbi s nositeljicama genotipa AA i AG (Dato i sur., 2010). S druge strane,
utvrdena je veca frekvencija genotipa AA kod bolesnika s amnesticki blagim kognitivnim
oSte¢enjem koji su napredovali u AB, prema ispitanicima koji su ostali klini¢ki stabilni (Arosio
isur.,2010). U Parkinsonovoj bolesti, alel A je ¢cimbenik rizika kognitivnog deficita u europskoj
populaciji, dok kod kineskih bolesnika AA genotip IL-10 rs1800896 ima zastitni u€inak protiv
kognitivnog opadanja (Nie i sur., 2013).

lako je polimorfizam IL-10 rs1800896 povezan s razvojem AB, njegova povezanost s
kognitivnim urusavanjem u AB te utjecaj na kognitivno funkcioniranje i neurodegeneraciju nisu

jos jasni ili detaljno istrazeni (Magalhaes i sur., 2017).

5.6.5. Povezanost koncentracije IL-10 i polimorfizma IL-10 rs1800896 u ispitanika s

Alzheimerovom bolesti i ispitanika s blagim kognitivnhim poremeéajem

Rezultati naSeg istrazivanja nisu pokazali bilo kakvu znacajnu razliku u koncentraciji IL-10
izmedu ispitanika s AB ili MCI, podijeljenih obzirom na genotipove AA, GA ili GG obzirom
na IL-10 rs1800896. Koncentracija IL-10 razlikovala se samo izmedu dijagnosti¢kih skupina.
Naime, pronaden je znacajan porast koncentracije IL-10 kod ispitanika s MCI koji su bili

nosioci AA genotipa prema koncentraciji IL-10 u serumu ispitanika s AB, nosiocima AA
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genotipa. S time u skladu, znacajno vise koncentracije IL-10 utvrdene su kod ispitanika s MCI,
nosioca GG genotipa, prema ispitanicima s AB, nosiocima GG genotipa. I kod nosioca GA
genotipa, ispitanici s MCI su imali pove¢anu koncentraciju IL-10 u serumu prema ispitanicima
s AB, nosiocima GA genotipa. Nadalje, nismo naisli na dostupne literaturne podatke o mogucoj
povezanosti izmedu koncentracije IL-10 i polimorfizma gena IL-10 rs1800896 u AB ili MCI.
Pretpostavlja se da su polimorfizmi za gen IL-10 povezani s promijenjenom transkripcijom
gena IL-10 te koncentracije IL-10 u plazmi (Ma 1 sur., 2005). Medutim, sukladno nasim
rezultatima, kod ispitanika s AB nije bilo znacajne povezanosti izmedu IL-10 rs1800896 1
koncentracije IL-10 (Ma i sur., 2005). U skupini bolesnika s AB u odnosu na kontrolnu skupinu,
utvrdeno je da se prisutnost alela A polimorfizma IL-10 rs1800896, koji je povezan s niskom
produkcijom IL-10, moze smatrati neovisnim ¢imbenikom rizika za AB (Lio i sur., 2003). U
istrazivanju tri polimorfizma IL-10 utvrdena je snazna povezanost izmedu polimorfizama
rs1800896, rs1800871, rs1800872 i AB, naime smanjena ekspresija IL-10 povezana je s alelima
Crs1800871 ialelima C rs1800872 (Arosio i sur., 2004). Kod drugih bolesti, npr. kod Crohnove
bolesti, primijeceno je da je koncentracija IL-10 poviSena u nosioca A alela rs1800896 (Wang

isur., 2011).

Za razliku od malog broja podataka o utjecaju polimorfizma IL-10 rs1800896 na koncentraciju
IL-10 u serumu kod bolesnika s AB 1 MCI, podaci in vitro studija otkrili su da je G alel IL-10
bio povezan s prekomjernom ekspresijom IL-10 in vitro (Turner i sur., 1997), dok je stvaranje
IL-10 bilo smanjeno u stimuliranim mononuklearnim stanicama periferne krvi, nosioca AA 1
AG, izoliranim od zdravih kontrola. S druge strane, pronadeno je da je kod beta stani¢nih linija
inficiranih Epstein-Barr virusom A alel povezan s dvostruko vecom transkripcijskom
aktivnoS¢u IL-10 promotora u odnosu na G alel, ali je takoder utvrdena velika raznolikost u
produkciji IL-10 u perifernim mononuklearnim stanicama in vitro i to neovisno o genotipu
IL-10 rs1800896 (Rees i sur., 2002). Pokazano je da osobe koje su homozigoti za G alel IL-10
rs1800896 imaju visu koncentraciju IL-10 u cirkulaciji i vecu ekspresiju IL-10 mRNA te vecu
produkciju IL-10 nakon stimulacije in vitro ili u zdravih Spanjolskih ispitanika (Suarez 1 sur.,
2003) ili kod kardiovaskularnih ispitanika (Galley i sur., 2003). Oslobadanje IL-10 stimulirano
lipopolisaharidima u humanim krvnim stani¢nim kulturama je zna¢ajno variralo pod utjecajem

IL-10 promotorskih haplotipova (Eskdale i sur., 1998).

5.7. Ogranicenje studije
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Odredena ogranicenja studije treba istaknuti. Studija je ukljucila relativno malen broj ispitanika
(N =174). Taj je broj bio dovoljan za istrazivanje koncentracije citokina u serumu ispitanika s
AB 1 MCI. Potreban broj ispitanika je izracunat unaprijed pomoc¢u G*Power 3 analize (Faul i
sur., 2009). Za biokemijske analize, tj. za usporedbu 2 skupine kod odredivanja koncentracije
citokina u serumu, studija je uz predvidenu umjerenu veli¢inu u¢inka = 0,50, 1 statisticku snagu
od 0,800, trebala imati minimalno 128 uzoraka (64 po skupini); dok je za ANOVA-u s 3 skupine
ispitanika uz umjerenu veli¢inu u¢inka = 0,25, 1 statisti¢ku snagu od 0,800, trebala ukljuciti 159
ispitanika. Buduéi da je studija ukljucila 174 ispitanika, imala je dovoljan/dostatan broj
ukljucenih ispitanika kako bi se utvrdile znacajne razlike izmedu skupina. Medutim, taj broj
nije bio dostatan za istrazivanje raspodjele genotipova obzirom na IL-1a rs1800587, TNF-a
rs1800629 i IL-10 rs1800896 polimorfizme. Kognitive sposobnosti bile su evaluirane samo

pomocu skala MMSE 1 Testa crtanja sata.
5.8. Prednosti studije

Prednosti studije takoder treba navesti — svi su ispitanici ukljuceni u studiju prosli psihijatrijsku
evaluaciju, dijagnosticke postupke i1 kognitivna testiranja u Klinici za psihijatriju Vrapce.
Psihijatri s iskustvom u psihijatriji starije zivotne dobi iz Zavoda za biologijsku psihijatriju 1
psihogerijatriju su sudjelovali u evaluaciji, odabiru i uzorkovanju ispitanika. Uzorkovanje je
provedeno za vrijeme redovitih laboratorijskih rutinskih analiza. Svi su ispitanici bili osobe oba
spola bijele rase hrvatskog porijekla, kako bi se izbjegle moguce etnicke razlike u raspodjeli
IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896 genotipova. Na taj je nacin istraZen i
moguc utjecaj spola na istrazivane varijable. Takoder, svi su ispitanici i podijeljeni prema spolu
kako bi se dodatno utvrdile moguée spolom izazvane razlike u koncentraciji IL-1a, TNF-a i
IL-10 citokina ili u raspodjeli IL-la rs1800587, TNF-a rs1800629 i1 IL-10 rs1800896
genotipova. Kako bi se premostio nedostatak dovoljnog broja ispitanika za genotipiziranje
(N = 174), rezultati su provjereni na povec¢anim skupinama (N = 645) ispitanika s AB i MCI
uklju¢enih u nase prijasnje studije/protokole. GxPower 3 analiza (Faul i sur., 2009) je pokazala
da za genotipiziranje, tj. usporedbu pojavljivanja genotipova/alela izmedu 2 skupine ispitanika,
uz o¢ekivani mali u¢inak = 0,15, i statisti¢ku snagu od 0,800, za y>-test je bilo potrebno ukljugiti
N =429 ispitanika. Radi toga je za taj dio studije napravljena potvrda na 645 ispitanika, §to je
bio dovoljan broj ukljucenih ispitanika kako bi se mogle pronaci znacajne razlike u genotipskim
analizama ako one postoje izmedu skupina. Rezultati o nedostatku povezanosti IL-la

rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896 polimorfizama s AB bili su potvrdeni i na tom
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vecem broju ispitanika (Culjak 1 sur., 2020). Takoder, svi su rezultati korigirani pomocu

Benjamini-Hochberg korekcije za multiplo testiranje.
5.9. Zakljucak

Ova je studija utvrdila da se koncentracije citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 znacajno razlikuju
izmedu ispitanika s AB 1 MCI. Ispitanici s AB imali su znacajno poviSenu koncentraciju TNF-a
1 znacajno snizenu koncentraciju IL-10 i IL-1a u serumu prema vrijednostima kod ispitanika s
MCI. Nije uocena znacajna povezanost izmedu koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu s
kognitivnim simptomima. Nije utvrdena znacajna povezanost izmedu IL-1a rs1800587, TNF-a
rs1800629 1 IL-10 rs1800896 polimorfizama s AB ili s kognitivnim simptomima u AB 1 MCI
ili s koncentracijom citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10. Nasa je studija utvrdila da nema znacajne
razlike u IL-la rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 genotipovima izmedu
ispitanika s AB 1 MCI. Citokini IL-1a, TNF-a i IL-10, korigirani za dob, spol i brojeve bodova
na MMSE 1 Testu crtanja sata bili su znac¢ajno promijenjeni izmedu skupina ispitanika bijele
rase s AB 1 MCI. Rezultati studije upu¢uju na vaznu ulogu imunog sustava u AB, pokazujuci
snizene koncentracije IL-1a 1 IL-10 i poviSene vrijednosti TNF-a u serumu ispitanika s AB
prema ispitanicima s MCI. Ti su rezultati potvrda poremecene regulacije imunog sustava u AB
1 neurodegenerativnim procesima. Ovo istrazivanje nije uspjelo otkriti to¢ne mehanizme
promjena tih citokina u podlozi AB 1 MCI. Promijenjene koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10
nisu bile pod utjecajem dobi, spola ili odgovarajuc¢ih genotipova obzirom na IL-1a rs1800587,

TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 polimorfizme kod ispitanika s AB i MCI.

Iako bi kod istrazivanja genetskog utjecaja citokina na razvoj AB cjelogenomske studije
povezanosti (GWAS) trebale pojasniti mogu¢i utjecaj razli€itih citokina na razvoj AB, GWAS
studije u AB nisu doprinijele razjasnjenju te povezanosti (Lambert i sur., 2013; Shen i Jia,
2016). Pretpostavlja se da su razlozi razliciti, u tim studijama se rade multiple korekcije radi
multiplog testiranja pa niti jedan od istrazivanih citokinskih SNP-ova nije znafajan na
genomskoj razini, ili radi toga $to su istraZivani ucinci pojedinih SNP-ova jako mali, ili radi
razlika medu skupinama u etnicitetu, populacijama, rasi, dobi, spolu, te radi razlika u
dijagnostickim kategorijama koje se usporeduju (AB vs. MCI ili AB vs. kontrole), radi razlika
u prehrambenim navikama, dijeti, ili infekcijama 1 upalama u podlozi ¢estim u starijih osoba

koje mogu utjecati na koncentraciju citokina (Lambert i sur., 2013; Shen 1 Jia, 2016). Dakle,
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potrebne su daljnje studije s ve¢im skupinama koje ¢e istrazivati paralelno citokine i njihove

odgovarajuce polimorfizme kako bi se razjasnila njihova uloga u razvoju AB (Su i sur., 2016).
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Utvrdene su znac¢ajne razlike u koncentraciji citokina IL-10, TNF-o 1 [L-10 izmedu
ispitanika s AB 1 MCI — koncentracija citokina IL-1a i IL-10 u serumu bila je znacajno
sniZena kod ispitanika s AB u odnosu na ispitanike s MCI; dok je koncentracija
citokina TNF-a u serumu bila je znacajno poviSena u ispitanika s AB u odnosu na
ispitanike s MCI. Ti su podatci uputili na djelimi¢no potvrdenu hipotezu o neuroupali
kao riziku za razvoj AB.

Nije bilo znacajne povezanosti izmedu koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu
ispitanika s kognitivnim simptomima, upucujuci da izabrani citokini nisu povezani s
kognitivnim propadanjem u AB.

Koncentracija IL-1a nije se znacajno razlikovala unutar ispitanika s AB ili unutar
ispitanika s MCI podijeljenih na IL-1a rs1800587 genotipove; koncentracije TNF-a
nije se zna¢ajno razlikovala unutar ispitanika s AB ili unutar ispitanika s MCI
podijeljenih na TNF-o rs1800629 genotipove a koncentracije IL-10 nije se znacajno
razlikovala unutar ispitanika s AB ili unutar ispitanika s MCI podijeljenih na IL-10
rs1800896 genotipove. Ti su podatci pokazali da koncentracije IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u
serumu nisu znac¢ajno povezane s polimorfizmima IL-1a rs1800587, TNF-a
rs1800629 1 IL-10 rs1800896.

Nije utvrdena znacajna razlika u raspodjeli IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 i
IL-10 rs1800896 genotipova ili alela izmedu ispitanika s AB 1 MCI; ti su podatci
pokazali da nisu utvrdeni rizi¢ni genotipovi obzirom na polimorfizme IL-1a
rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 povezani s razvojem AB.

Nije utvrdena znacajna razlika izmedu ispitanika s AB i ispitanika s MCI po spolu,
1ako su u obje skupine prevladavale osobe zenskog spola; utvrdene su znacajne razlike
razlike u dobi ispitanika s AB i ispitanika s MCI, jer su ispitanici s AB bili znac¢ajno
stariji od ispitanika s MCI

Ocekivano, ispitanici s MCI postigli su znacajno veéi broj bodova na MMSE testu
nego ispitanici s AB; 1 ispitanici s MCI postigli su znac¢ajno vec¢i broj bodova na Testu
crtanja sata nego ispitanici s AB.

Koncentracije citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 u serumu nisu se znacajno razlikovale
izmedu muskih i zenskih ispitanika s AB ili izmedu muskih i Zenskih ispitanika s MCI
Nisu utvrdene znacajne razlike u u rezultatima MMSE testa i Testu crtanja sata kod
ispitanika s AB ili kod ispitanika s MCI podijeljenih u nosioce TC, CC i TT obzirom
na polimorfizam IL-1a rs1800587; nisu utvrdene znacajne razlike u u rezultatima

MMSE testa i Testu crtanja sata kod ispitanika s AB ili kod ispitanika s MCI
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10.

podijeljenih u nosioce GG 1 A nosioce obzirom na TNF-a rs1800629; nisu utvrdene
znacCajne razlike u u rezultatima MMSE testa 1 Testu crtanja sata kod ispitanika s AB
ili kod ispitanika s MCI podijeljenih u nosioce AA, GG 1 AG obzirom na IL-10
rs1800896. Ti su rezultati potvrdili da nema znacajne povezanosti izmedu 3 razlicita
polimorfizma za IL-10 rs1800896, IL-1a rs1800587 1 TNF-a rs1800629 1 kognitivnih
simptoma u ispitanika s AB 1 MCI.

Nije utvrdena znacajna povezanost izmedu dobi, Testa crtanja sata i MMSE testa s
koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 kod ispitanika s AB ispitanika 1
ispitanika s MCI - no kod ispitanika s MCI, pokazana je znacajna korelacija samo
izmedu broja bodova na skali MMSE i dobi jer su stariji ispitanici rjeSavali MMSE
test slabije od mladih ispitanika.

Ovo je istrazivanje potvrdilo hipotezu da su promjene u koncentraciji citokina IL-1a,
TNF-o i IL-10, u serumu povezane s razvojem AB, ali da geneticke varijante IL-1a
rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896 nisu povezane s AB, te da promjene
u koncentraciji citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu i razli¢ite geneticke varijante
varijante [L-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 i IL-10 rs1800896 nisu povezane s

razvojem kognitivnh simptoma u AB.
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8. SAZETAK
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Neurobioloska podloga AB ukljucuje neuroupalu i promijenjeno oslobadanje citokina. Cilj
ovog istrazivanja bio je definirati ulogu citokina IL-la, TNF-a 1 IL-10 u ispitanika s
Alzheimerovom bolesti (AB) 1 ispitanika s blagim kognitivnim poremec¢ajem (MCI). U naSe
istrazivanje bilo je ukljueno ukupno 174 ispitanika od kojih je bilo 69 muskaraca i 105 Zena:
74 pacijenta imali su dijagnozu AB, a 100 dijagnozu MCI. Utvrdene su znacajne razlike u
koncentraciji citokina IL-1a, TNF-a i IL-10 izmedu ispitanika s AB 1 MCI: ispitanici s AB imali
su znacajno povisenu koncentraciju TNF-a i znacajno snizenu koncentraciju IL-10 1 IL-1a u
serumu prema ispitanicima s MCI. Ti su podatci uputili na djelimi¢no potvrdenu hipotezu o
neuroupali kao riziku za razvoj AB. Koncentracije citokina nisu bile povezane s kognitivnim
simptomima §to upucuje da izabrani citokini nisu povezani s kognitivnim propadanjem u AB.
Nije utvrdena znacCajna povezanost izmedu dobi, Testa crtanja sata 1 MMSE testa s
koncentracijama citokina IL-1a, TNF-a 1 IL-10 kod ispitanika s AB 1 ispitanika s MCI: no kod
ispitanika s blagim kognitivnim poremecajem, pokazana je znacajna korelacija samo izmedu
broja bodova na skali MMSE i dobi jer su stariji ispitanici rjeSavali MMSE test slabije od
mladih ispitanika. Nije bilo utjecaja spola na koncentraciju citokina; koncentracije citokina
IL-1a, TNF-a 1 IL-10 u serumu nisu se znac¢ajno razlikovale izmedu muskih i1 Zenskih ispitanika
s AB ili izmedu muskih i Zenskih ispitanika s MCI. Koncentracije IL-1a, TNF-a i IL-10 nisu
se razlikovale izmedu nosioca IL-10 rs1800896, IL-1o rs1800587 1 TNF-a rs1800629
genotipova. Sli¢na raspodjela IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896
genotipova kod osoba s AB 1 MCI nije potvrdila da su specifi¢ni genotipovi rizik za razvoj AB.
Nisu utvrdene znacajne razlike u rezultatima MMSE testa i Testu crtanja sata kod ispitanika s
AB ili kod ispitanika s MCI podijeljenih u nosioce TC, CC i TT genotipa obzirom na
polimorfizam IL-1a rs1800587; ili podijeljenih u nosioce GG 1 A nosioce obzirom na TNF-a
rs1800629; ili podijeljenih u nosioce AA, GG 1 AG genotipa obzirom na IL-10 rs1800896. Ti
su rezultati potvrdili da nema znacajne povezanosti izmedu 3 razlicita polimorfizma za IL-10
rs1800896, IL-1a rs1800587 i TNF-a rs1800629 i kognitivnih simptoma u ispitanika s AB i
MCI. Ovo je istrazivanje potvrdilo hipotezu da su promjene u koncentraciji citokina IL-1a,
TNF-a i IL-10 u serumu povezane s razvojem AB, ali da geneticke varijante I[L-1a rs1800587,
TNF-a rs1800629 i1 IL-10 rs1800896 nisu povezane s AB, te da promjene u koncentraciji
citokina IL-la, TNF-o 1 IL-10 u serumu i razli¢ite geneticke varijante varijante IL-la
rs1800587, TNF-a rs1800629 1 IL-10 rs1800896 nisu povezane s razvojem kognitivnh

simptoma u AB.
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Neurobiological underpinning of AD included neuroinflammation and altered cytokine release.
The aim of the study was to define the role of the cytokines IL-1a, TNF-a and IL-10 in subjects
with Alzheimer's disease (AD) and subjects with mild cognitive impairment (MCI). Our study
included a total of 174 subjects, of whom 69 were men and 105 were women: 74 had AD and
100 had MCI. Significant differences in the concentration of cytokines IL-10, TNF-o and IL-10
were found between subjects with AD and MCI: subjects with AD had significantly higher
TNF-a concentrations and significantly lower serum IL-10 and IL-1a concentrations compared
to subjects with MCI. These data partially confirmed the hypothesis of neuroinflammation as a
risk for the development of AD. Concentrations of cytokines were not related to cognitive
symptoms suggesting that selected cytokines were not associated with cognitive decline in AD.
No significant correlation was found between age, Clock Drawing Test and MMSE test with
cytokine concentrations IL-1a, TNF-a and IL-10 in subjects with AD and subjects with MCI:
but in subjects with MCI, a significant correlation was shown only between the number of
MMSE scores and age, because older subjects performed poorer the MMSE than younger
subjects. There was no gender influence on cytokine concentrations: serum concentrations of
cytokines IL-1a, TNF-a and IL-10 did not differ significantly between male and female subjects
with AD or between male and female subjects with MCI. Concentrations of IL-1a, TNF-a and
IL-10 did not differ between carriers of the IL-10 rs1800896, IL-1a rs1800587 and TNF-a
rs1800629 genotypes. Similar distribution of the IL-1a rs1800587, TNF-a rs1800629 and IL-10
rs1800896 genotypes in subjects with AD and MCI failed to confirm that these specific
genotypes are risk genotypes for AD development. No significant differences were found in the
results of the MMSE and the Clock drawing test in patients with AD or in subjects with MCI
subdivided into carriers of TC, CC and TT genotype of the IL-1a rs1800587 polymorphism;
into GG and A carriers of the TNF-a rs1800629; or into carriers of AA, GG and AG genotype
of the IL-10 rs1800896. These results confirmed that there was no significant association
between 3 different polymorphisms for IL-10 rs1800896, IL-la rs1800587 and TNF-a
rs1800629 and cognitive symptoms in subjects with AD and MCI. This study confirmed the
hypothesis that changes in serum concentrations of cytokines IL-1a, TNF-a and IL-10 were
associated with AD development, but that genetic variants of IL-la rs1800587, TNF-a
rs1800629 and IL-10 rs1800896 were not associated with AD, and that changes in serum
cytokine concentrations of IL-1a, TNF-a, and IL-10 and different genetic variants of IL-1a
variant rs1800587, TNF-a rs1800629, and IL-10 rs1800896 were not associated with the

development of cognitive symptoms in AD.
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AB
ACD
AFA
ANG-2
APC
APOE
APP
AB
BDNF
CD33
CD8&+
CDR
CDT
CR1
CLSI
CSF
DNA
DSM-V
EDTA

EGF
ELISA

EOAD
EU
FAD
FAM
FAST

G-CSF

Alzheimerova bolest

Acid citrat dekstroza

Americko udruzenje za AB
Angiopoietin-2

Antigen prezentirajuce stanice
Apolipoprotein E

Amiloidni prekursorski protein

Peptid amiloid beta

Mozdani neurotrofni ¢imbenik

Povrsinski stani¢ni antigen

Citotoksicne T stanice

Skala za ocjenu klinicke demencije

Test crtanja sata

Komplement receptora 1

Institut za klinic¢ke laboratorijske standarde
Cimbenici poticanja rasta kolonija
Deoksiribonukleinska kiselina
Dijagnosticki i statisticki priru¢nik za mentalne poremecaje
Etilendiamintetraoctena kiseline
Epidermalni ¢imbenik rasta

Enzimsko-imunokemijski test za kvantitativno odredivanje humanog
antigena

AB ranog pocetka

Europska unija

Nasljedni oblik AB
Fluorescentna boja

Test funkcionalnog ocjenjivanja

Granulocitni stimulirajuci ¢imbenik rasta kolonija
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GDNF
GM-CSF
HDL
HWE
ICAM-1
IFN
IL-10
IL-lo
LOAD
MAP
MCI
MCP3
M-CSF
MIP15
MIP4
NFQ

MMSE
NINCDS-ADRDA

NK

NO

PCR
PDGF-BB
PSEN1
PSEN2
RANTES
RCLB

SZO

Neurotrofni ¢imbenik glijalnih stanica
Cimbenici poticanja granulocitnih i makrofagnih kolonija
Lipoproteini velike gustoce
Hardy-Weinbergovof ekvilibrijum
Unutarstani¢ne adhezijske molekule
Interferon

Interleukin 10

Interleukin 1 alfa

Sporadi¢ni oblik AB

Mikrotubulima pridruzeni protein

Blagi spoznajni poremecaj

Monocitni kemotaksic¢ni protein 3
Cimbenik poticanja makrofagnih kolonija
Makrofagna inflamatorna bjelancevina 16
Makrofagna inflamatorna bjelancevina 4
Utisavac fluorescencije

Mini-mental test za otkrivanje demencija

Nacionalni institut za neuroloske i komunikativne poremecaje i mozdani udar

koji je dio americkog Nacionalnog instituta za zdravlje
NK stanice

Dusikov monoksid

Lancana reakcija umnozavanja polimerazom
Cimbenici rasta trombocita

Presenilin 1

Presenilin 2

Regulirana aktivacijom, normalna ekspresija i izlu¢ivanje T stanica

Otopina za lizu eritrocita

Svjetska zdravstvena organizacija
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SZS
Tc
TGF

TNF-a

VDA
VIC

VLDL

Sredi$nji Ziv€ani sustav
Citotoksi¢ne T stanice
Transformiraju¢i ¢imbenik rasta
Cimbenik tumorske nekroze alfa
Ujedinjeni narodi

Varghino i Delaneyvo A
Fluorescentna boja

Lipoproteini vrlo male gustoce
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