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1.1. Demencija

Demencija (lat. de — bez, mens — um) je sindrom globalnog i progresivnog ostecenja stecenih
kognitivnih sposobnosti pri o¢uvanoj svijesti, prouzro¢en organskom boles¢u srediSnjeg Zivéanog
sustava (SZS), u kojem su posebno ostecene sposobnosti paméenja, ucenja, apstraktnog misljenja,
orijentacije te poimanja vidno-prostornih odnosa. Demenciju se ne moZe promatrati kao jedinstvenu
dijagnozu, veé kao skup simptoma koji rezultiraju nemogucéno$éu obavljanja osnovnih drustvenih,

moralnih te radnih obaveza.

Postoji preko 100 Na svietu

razlicitih bolesti  L—— trenuta&no Zivi
koje mogu oko 35,6 miljuna

uzrokovati razvoj ljudi s

demencie demenciom

Svjetskazdravstvena organizacia

Demencija nie
dio normalnog
starenja

Svake godine se

dijagnosticira oko

7.7 miljuna novih
sluCajeva
demencie

Demencija
CGlavni cilievi su:
- Rana dijagnoza . )
5 P Troskovi se
- UblaZavanije simptoma S
T ; o procjenjuju na
- Detekcija bihevioralnihi 604 miliarde US$

psiholoskih simptoma

- Pruzanije informacija i potpore
obitelji oboljelih

godisnje

Slika 1. Cinjenice o demenciji koje isti¢e Svjetska zdravstvena organizacija.

Izvor: http://www.who.int/features/factfiles/dementia/en/

Prevalencija demencije u Europi kreée se u rasponu od 6 do 18% kod osoba starijih od 65 godina, a
kod osoba starijih od 85 godina ona ¢ak doseZze 30% (prema nekim podacima i 50%) (Prince i sur.,
2013). U Republici Hrvatskoj ne postoji sluzbeni registar oboljelih od demencije, ali smatra se da,
uzevsi u obzir podatke za ostatak Europe i broj stanovnika Hrvatske starijih od 65 godina, u nasoj
zemlji danas od demencije boluje od 50 000 do 80 000 ljudi. Ako se uzme u obzir ¢injenica da je
stanovnistvo sve starije, tj. da se prosjec¢na Zivotna dob stanovnistva stalno produZuje, za ocekivati je
da ¢ée u vrlo skoroj buducnosti demencija postati jedan od vodecih medicinskih, drustvenih, ali i
ekonomskih problema modernog drustva. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World
Health Organisation) procjenjuje da trenutno na svijetu od demencije boluje oko 35,6 milijuna ljudi
(Slika 1), a pretpostavka je da ¢e se taj broj udvostruciti do 2030. godine, tj. utrostruciti do 2050.
godine (WHO, 2010).
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1.1.1.  Klasifikacija demencija

Demencije se danas Cesto dijele na: kortikalne, subkortikalne, progresivne, primarne i sekundarne
demencije. Postoje naravno oblici demencije, kao Sto je Alzheimerova bolest (AB), koje se mogu

svrstati u visSe navedenih kategorija (AB se svrstava u kortikalne, progresivne i primarne demencije).

Podjela na kortikalne i subkortikalne demencije temelji se na aspektu klinicke slike. Kortikalne su
demencije u pocetnim fazama bolesti karakterizirane promjenama kognitivnih funkcija koje ukljucuju
osteéenje kratkotrajnog pamcdenja ili promjene u ponasanju i osobnosti bolesnika. U pocetnim
fazama subkortikalne demencije izrazeni su simptomi usporavanja mentalnog procesa, promjena
raspoloZenja, izostanak motivacije i inicijacije, ali su nedostaci kognitivnih funkcija manje izrazeni. U
kortikalne demencije se, izmedu ostalog, ubrajaju i AB te Creutzfeldt-Jakobova bolest, dok je najcesci
tip subkortikalne demencije Parkinsonova bolest (PB). Progresivne demencije su one ciji simptomi s
vremenom postaju sve izraZeniji a u njih ubrajamo AB, vaskularnu demenciju (VaD),
frontotemporalnu demenciju (FTD) te bolest Lewyjevih tjelesaca (DLB, engl. Dementia with Lewy
Bodies). Podjela na primarne i sekundarne demencije odnosi se na sam uzrok bolesti. Primarne
demencije su posljedica direktnog oSteéenja moZdanog tkiva dok su sekundarne demencije

posljedica nekih drugih stanja kao sto su:

e metabolicki i endokrinoloski poremecaji (dijabeticka ketoacidoza, hipoglikemija,
hipotiroidizam, hipo- i hiperparatiroidizam, Addisonova bolest, Cushingov sindrom),

e infekcije (meningitis, encefalitis, infekcija virusom humane imunodeficijencije),

e uzimanje odredenih lijekova (antiepileptici, antihistaminici, tablete za spavanje, triciklicki
antidepresivi, tablete za spavanje),

e kroni¢na zlouporaba alkohola i/ili droga,

e tumor na mozgu,

e nedostatka vitamina (vitamini E i B skupine; B1, B3, B6, B9 i B12).

Za razliku od primarnih demencija, sekundarne demencije nisu progresivne i mogu biti reverzibilne.
Najceséi oblik demencije je sigurno AB, a slijede ju duge primarne demencije kao Sto su VaD, FTD i
DLB (Slika 2).
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2%
2%“

Slika 2. Ucestalost pojedinih tipova demencije u svjetskoj populaciji.

B Azheimerova bolest (AB)

@ Vaskularna demencija (VaD)
OAB +VaD

B Frontotemporalna demencija
M Ostale

M Parkinsonova bolest

@ Bolest Lewyjevih tjelesaca

1.1.2. Dijagnoza demencije

Demencija je karakterizirana pojavom kognitivnih smetnji i otezanog obavljanja svakodnevnih
aktivnosti, ali je ona Cesto popracena i dodatnim neuroloskim ili psihijatrijskim simptomima. Za

dijagnozu demencije danas se koriste:

e kombinacije laboratorijskih pretraga i neuroloskog pregleda kako bi se iskljucili svi ostali
potencijalni uzroci demencije,

e kombinacije metoda radioloske dijagnostike kao Sto su racunalna tomografija (CT, engl.
Computed Tomography) i magnetska rezonancija (MRI, engl. Magnetic Resonance Imaging),
kako bi se detektirala atrofija entorinalnog korteksa ili hipokampusa,

e kombinacije radionukleidnih metoda kao $to su pozitronska emisijska tomografija (PET, engl.
Positron Emission Tomography) i jedno-fotonska emisijska racunalna tomografija (SPECT,
engl. Single-Photon Emission Computed Tomography), kako bi se mogla pratiti snizena

perfuzija ili snizena metabolicka aktivnost u pojedinim mozdanim regijama.
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Za procjenu kognitivnog osteéenja koriste se razliCiti orijentacijski testovi koji moraju ukljucivati
procjenu paznje, orijentacije, dugorocne i kratkoroéne memorije, govora, prakse, vizualno-

prostornih sposobnosti, moguc¢nost donosenja odluke, itd.

Uz navedene metode koriste se i metode neuropsihologijske dijagnostike, tj. psihometrijski testovi
koji su posebno dizajnirani za bolesnike s demencijom jer demenciju €esto prate i drugi psihijatrijski

simptomi (depresija, anksioznost, euforija, apatija, psihoti¢ni simptomi i dr.).

1.1.2.1.  Kriteriji za dijagnozu demencije

Za dijagnozu AB-a koriste se opéeprihvaceni kriteriji prema:

e Nacionalnom institutu za neuroloske i komunikacijske poremecaje te mozdani udar -
Asocijacija za Alzheimerovu bolest i srodne poremecaje (NINCDS-ADRDA, engl. National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke — the Alzheimer's Disease
and Related Disorders Association) (Jack i sur., 2011; McKhann i sur., 1984),

e Medunarodnoj klasifikaciji bolesti, 10. revizija (MKB-10, engl. International Classification of
Diseases and Related Helath Problems - ICD-10) (WHO, 2010),

e Dijagnostickom i statistickom priru¢niku mentalnih poremecaja, 4. izdanje (DSM-IV, engl.
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition) (APA, 2000).

Prema MKB-10 demencija se definira kao deterioracija pamcenja (upamcivanja, zadrzavanja i
reprodukcije upamcéenog) i misljenja, u tolikoj mjeri da osteéuje socijalno funkcioniranje. MKB-10
kriteriji rijetko se koriste u istrazivacke svrhe. Ovi kriteriji svrstavaju demencije u skupinu organskih i
simptomatskih mentalnih poremecdaja koji se svi nalaze pod Siframa FOO do F09, a ubrajaju:
demenciju u AB-u (F00), VaD (FO1), demenciju u drugim bolestima (F02: demencija u Pickovoj
bolesti, Creutzfeldt-Jakobovoj bolesti, Huntingtonovoj bolesti, PB-u, u bolesti AIDS-a i drugim

oznacenim bolestima) te nespecificne demencije (F03).

Prema kriterijima DSM-IV demencija se odnosi na razvitak visestrukih kognitivnih nedostataka uz
prisutan barem jo$ jedan od navedenih poremedaja: afaziju, apraksiju, agnoziju i/ili poremecaj u
izvrsnom funkcioniranju. Takoder, DSM-IV kriteriji navode da kognitivne smetnje moraju biti takve
da uzrokuju poremecaj normalnog djelovanja osobe na radnom mjestu i u drustvu. DSM-IV kriteriji
dodatno klasificiraju AB u dva podtipa: AB s ranim (do 65 godina starosti) i AB s kasnim pocetkom
(nakon 65 godina starosti), a ove dvije skupine se dalje dijele s obzirom na prisutnost delirija, deluzija

ili depresije.
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U istrazivacke svrhe najcesce se koriste kriteriji prema konceptu NINCDS-ADRDA koji se temelji na:

demenciji ustanovljenoj klinickim ispitivanjem, dokumentiranoj testom procjene mentalnog
stanja (MMSE, engl. Mini Mental State Examination) ili nekim slicnim testom, i potvrdenoj
neuropsiholoskim testiranjem,

deficitima u dva ili viSe kognitivnih podrucja,

progresivnom slabljenju paméenja i odsutnosti sistemskih poremedaja ili drugih bolesti koje

zahvacaju mozak.

Ovakav koncept omoguduje i kategorizaciju vjerojatnosti tocnosti postavljanja dijagnoze u 3 stupnja:

skoro sigurna dijagnoza koja je potvrdena histopatoloskom analizom;

vjerojatna dijagnoza koja je utvrdena neuropsiholoskim i klinickim pregledom, ali bez
histopatoloske potvrde (ova kategorija zahtijeva podmukao pocetak bolesti i progresivno
opadanje sposobnosti paméenja uz prisutnost barem jo$ jedne kognitivne domene koja se
utvrduje klinickim pregledom i potvrduje neuropsiholoskim testovima, a pacijent mora imati
oCuvanu razinu svijesti te moraju biti iskljuceni svi drugi uzroci koji bi mogli objasniti
simptome).

moguca dijagnoza (atipicna klinicka slika demencije s nepoznatom etiologijom i bez

histopatoloske potvrde).

Kriteriji se razlikuju u tome Sto NINCDS-ADRDA i MKB-10 iskljuuju dijagnozu AB-a u prisutnosti

fokalnih neuroloskih znakova, a DSM-IV iskljuCuje dijagnozu AB-a ako su prisutne depresija i

shizofrenija. Poznato je da DSM-IV ima bolju specifichnost, dok NINCDS-ADRDA pokazuje vecu

osjetljivost, ali manju specifi¢nost.

Svi kriteriji ukljucuju prisutnost sljedeéih simptoma:

gubitak pamdéenja (osobito za nedavne dogadaje),
teskoce u ucenju i zadrzavanju novih informacija,
teskoce u vremenskoj i prostornoj orijentaciji,
teskoce u izvrsavanju slozZenijih zadataka,
poremecaj sposobnosti prosudivanja,

poremedaj u vizualno-perceptivnoj orijentaciji,

poremedaj govora i poremecaj ponasanja.

Svi kriteriji takoder podrazumijevaju da su svi drugi potencijalni uzroci demencije iskljuceni, da bolest

ima postupan i progresivan tijek te da kognitivha oStec¢enja nisu prisutna samo za vrijeme trajanja

delirija veé i u njegovoj odsutnosti.
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1.1.3. Farmakoloska terapije demencije

Trenutna terapija demencije se svodi na tzv. simptomatsko lijecenje kojim se manje ili viSe uspjesno

pokusavaju ublaziti pojedini simptomi bolesti.
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Slika 3. Razvoj novih lijekova za terapiju Alzheimerove bolesti.

Preuzeto i prilagodeno iz: Mangialasche i sur. (2010).

Farmakoloska terapija demencije ukljuCuje koristenje inhibitora acetilkolinesteraze (npr. donepezil,
rivastigmin, galantamin), za lijeCenje blagog i umjerenog oblika AB-a, te antagoniste N-metil-D-
aspartat (NMDA) receptora i memantina za lijeCenje blagog i teskog oblika AB-a (Klafki i sur., 2006;
Mangialasche i sur., 2010). Ovi lijekovi ublazavaju jednim dijelom simptome bolesti i pruzaju

kratkoro¢no poboljsanje, ali ne djeluju na same patoloske mehanizme bolesti (McKhann i sur., 1984).
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Osim farmakoterapije kognitivnih simptoma, lijeCenje demencije obuhvaca i ublazavanje simptoma
poremedaja ponasanja, psihijatrijskih simptoma (depresija, anksioznost, halucinacije, manije, itd.),
simptoma nesanice i nevoljnog poremecaja iskazivanja emocija. Zbog ovoga se cesto u terapiji
demencije s klasi¢nim protudementnim lijekovima kombiniraju i sedativi, antipsihotici, antidepresivi,

anksiolitici i ostali lijekovi.

Danasnja istraZzivanja novih lijekova za terapiju demencije sve su vise fokusirana na nove skupine
lijekova kojima bi se, ne samo ublaZavali simptomi, veé¢ i modificirali patoloski procesi bolesti
(Mangialasche i sur., 2010). Veliki dio lijekova koji se danas istrazuju su lijekovi s potencijalnim
ucinkom na patofiziologiju amiloida ili proteina tau te lijekovi sa specificnim djelovanjem na
neurotransmiterske sustave (agonisti nikotinskih, serotoninskih i histamin 3-receptora, inhibitori
fosfodiesteraze 4, modulatori receptora gama-aminomaslacne kiseline (GABA), inhibitori

monoaminooksidaze B i glutaminergickih metabotropnih receptora skupine 2 i dr.) (Slika 3).
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1.2. Bihevioralni i psiholoski simptomi demencije (BPSD)

Bihevioralni i psiholoski simptomi demencije (BPSD, engl. Behavioral and Psychological Symptoms of
Dementia) Cesto su prisutni kod osoba oboljelih od demencija te predstavljaju sastavni dio
demencije. Ovi simptomi su prisutni kod oko 60-98% bolesnika, a mogu se pojaviti u bilo kojoj fazi
bolesti (Hart i sur., 2003). BPSD obuhvaéa nekognitivnhe simptome demencije medu kojima
dominiraju poremedaji raspolozZenja, apatija ili depresija, poremedaji percepcije i misljenja, psihotiéni

poremedaji, agitacija te razne vrste agresivhog ponasanja.

BPSD moZe se dodatno podijeliti na dvije podskupine simptoma, bihevioralne i psiholoske simptome.
Bihevioralni simptomi najc¢es¢e ukljucuju fizicku agresiju, nemir, agitaciju, drustveno i kulturoloski
neprihvatljivo i neprikladno ponasanje, seksualnu disinhibiciju, psovanje, skupljanje nepotrebnih
stvari, itd. Psiholoski simptomi odnose se na anksioznost, depresivno raspoloZenje, halucinacije te
deluzije (sumanutosti). Psihoticne epizode kod pacijenata s demencijom obiljeZzavaju deluzije,
halucinacije, paranoidne i sumahnite ideje. Prisustvo BPSD-a Cesto se povezuje s losijom klinickom
slikom pacijenta. U prisustvu BPSD-a dolazi do puno brZeg narusavanja kognitivnih sposobnosti kod
pojedinaca te znacajno vecih problema u obavljanju svakodnevnih obaveza. Ovi simptomi su takoder

uzrok i vece stope smrtnosti kod oboljelih te ranije institucionalizacije.

Dijagnoza BPSD-a je sloZzena zbog raznolikosti simptoma, a ukljuc¢uje detaljnu dijagnosti¢ku obradu,
uzimanje u obzir same etiologije demencije te iskljuCivanje svih ostalih potencijalnih uzroka
komorbidnih stanja (Zaudig, 2000). Danas postoji preko 30 razlicitih skala kojima se mogu
procjenjivati bihevioralni i psiholoski simptomi kod bolesnika s demencijom. Naj¢es¢e koriStene skale
su neuropsihijatrijski inventar (NPI, engl. Neuropsychiatric Inventory), skala za procjenu bihevioralne
patologije u Alzheimerovoj bolesti (BEHAVE-AD, engl. Behavioral Pathology in Alzheimer's Disease
Rating Scale) i Cohen-Mansfield agitacijski inventar (CMAI, engl. Cohen-Mansfield Agitation
Inventory), zbog svoje specificnosti, pouzdanosti te nepobitnosti u dijagnozi BPSD-a (De Deyn i
Wirshing, 2001; Zaudig, 2000).

1.2.1. Lijecenje bihevioralnih i psiholoskih simptoma u demenciji

Kvalitetan terapijski plan za pristup pacijentima s BPSD-om obuhvaéa kombinaciju nadzora,
bihevioralno-socijalnih i farmakoloskih metoda lijecenja. Prvi izbor terapije su uvijek nefarmakoloske
metode koje obuhvacdaju psihosocijalne intervencije, tj. skrb, nadzor i edukacijske programe za same
bolesnike, ali i za njihove obitelji i skrbnike. U ovakvom obliku terapije vrlo je vaZzan individualni
pristup bolesniku koji mora uzimati u obzir fizicko stanje, tjelesne bolesti te psihicke simptome kod
oboljelih, ali i ¢imbenike okolisa (Kozman i sur., 2006). Do sada su se uspjesnima pokazale terapija
glazbom, terapija svjetlom, aromaterapija te terapija koristeéi ku¢ne ljubimce (Hersch i Falzgraf,
2007).
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U teZim sluc¢ajevima BPSD-a, jedini pristup je farmakoterapija. Farmakoloska terapija doprinosi boljoj
kontroli bihevioralnih simptoma, poboljSanoj suradljivosti od strane pacijenta te poboljSanju
kvalitete Zivota oboljelih od demencije. Antipsihotici se koriste za lije¢enje psihoti¢nih simptoma kao
Sto su slusne i vidne halucinacije, deluzije, paranoidne i sumanute ideje, ali i za smirenje
neprijateljskog stava, razdrazljivosti, emocionalne labilnosti te agresivnosti. Antidepresivi se koriste
kod ublazavanja simptoma depresije (depresivno raspoloZenje, umor, apatija, gubitak energije i
volje). Antikonvulzivni lijekovi su izbor u slu€aju nepsihoti¢ne agitacije. Problem kod lije¢enja BPSD-a
predstavlja uspostavljanje odgovarajuée terapije (kombinacija lijekova) te odgovarajucih doza,
posebice zbog nuspojava lijekova koje su najizraZzenije kod starije populacije. Cilj lije¢enja BPSD-a jest
posti¢i ravnotezu izmedu nuspojava i ucinkovitosti farmakoterapije te brojnim socijalnim

aktivnostima i bihevioralnom terapijom poboljsati suradljivost i kakvocéu Zivota bolesnika.

1.2.2. Geneticke studije vezane za razvoj bihevioralnih i psiholoskih

simptoma u demenciji

Sama etiologija BPSD-a je jo$ uvijek nepoznata, a dosadasnje studije ve¢inom su bile koncentrirane
na neurotransmiterske sustave, tj. na ulogu serotonina (5-HT) (Lanctot i sur., 2001), dopamina (DA)
(Sweet i sur., 1998), noradrenalina (NA) (Herrmann i sur., 2004), acetilkolina (Ach) (Minger i sur.,
2000) te GABA-e (Lanctot i sur., 2004) u razvoju ovih simptoma.

Geneticka istraZivanja koja se ticu uloge pojedinih gena u razvoju BPSD-a najviSe su se fokusirala na
ulogu gena za apolipoprotein (Apo) E u psihozi, depresiji, agresiji i anksioznosti koja prati AB (Borroni
i sur., 2009a; Borroni i sur., 2006b; Pritchard i sur., 2007; Spalletta i sur., 2006; Zdanys i sur., 2007).
Kao potencijalni geni kandidati koji su povezani s BPSD-om istraZivani su i geni za proteine ukljucene
u razne neurotransmiterske sustave. Dio istraZivanja je pokazao da postoji povezanost 5-HT sustava s
agresivnim ponasanjem, psihoti¢nim simptomima, anksioznos$¢u i depresijom kod osoba oboljelih od
AB-a (Lanctot i sur., 2001).

Dosadasnja istrazivanja uloge gena 5-HT sustava u razvoju BPSD-a kod dementnih osoba fokusirala
su se na tri gena: gene koji kodiraju za 5-HT receptore 5-HT,5 (Angelucci i sur., 2009; Assal i sur.,
2004; Holmes i sur., 2003; Lam i sur., 2004; Nacmias i sur., 2004; Rocchi i sur., 2003; Wilkosz i sur.,
2007) i 5-HT,. (Assal i sur., 2004; Holmes i sur., 2003) te na gen koji kodira za 5-HT transporter (5-
HTT) (Albani i sur., 2009; Assal i sur., 2004; Borroni i sur., 2006b; Grunblatt i sur., 2009; Quaranta i
sur., 2009; Rocchi i sur., 2003; Sukonick i sur., 2001; Sweet i sur., 2001; Ueki i sur., 2007).

DA sustav, tj. geni koji kodiraju za pojedine komponente ovog sustava takoder su zanimljivi za
istrazivace zbog njihove potencijalne uloge u razvoju BPSD-a. U ove gene ubrajamo gen koji kodira za
enzim klju¢an u katabolizmu DA, katehol-O-metiltransferazu (COMT), te gene koji kodiraju za
razli¢ite receptore DA i DA transporter (DAT1). Vecina provedenih studija o povezanosti gena COMT
s BPSD-om ti¢u se uloge polimorfizma Val'®/**®*Met u razvoju ovih simptoma (Borroni i sur., 2004;

Borroni i sur., 2006b; Borroni i sur., 2006c; Borroni i sur., 2007; Sweet i sur., 1998). IstraZivanja uloge
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DA receptora (DRD) u razvoju BPSD-a obuhvacaju analize polimorfizama u genu za DRD1 (Holmes i
sur., 2001; Pritchard i sur., 2009; Sweet i sur., 1998), DRD2 (Pritchard i sur., 2009; Sweet i sur., 1998),
DRD3 (Craig i sur., 2004; Holmes i sur., 2001; Pritchard i sur., 2009; Sato i sur., 2009; Sweet i sur.,
1998) i DRD4 (Grunblatt i sur., 2009; Sweet i sur., 1998). U slucaju gena koji kodira za DAT1 u
literaturi su prisutna istraZivanja koja se odnose na ulogu polimorfizma u 3' netranslatirajucoj regiji
gena (Pritchard i sur., 2008).

U literaturi su prisutna i istraZivanja uloge polimorfnih regija nekih drugih gena u razvoju
nekognitivnih simptoma demencije. Spomenuta istrazivanja odnose se na gen koji kodira za
interleukin  (IL)-1B, glutation-S-transferazu, triptofan hidroksilazu, monoaminooksidazu A,

neuregulin-1, mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF, engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor), itd.

11
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1.3. Tipovi demencije

AB je najcesci oblik demencije i na nju otpada oko 60-70% sluc¢ajeva demencije u Europi (Fratiglioni i
sur., 2000) (Slika 2). Oko 15-20% demencija otpada na vaskularnu demenciju, a 10-25% na ostale
oblike demencije (Fratiglioni i sur., 2000) (Slika 2). Primarne demencije su puno ¢esc¢e pa je njihov
udio u svim sluéajevima demencije vjerojatno veci od 90%, dok je udio sekundarnih demencija ispod
10% (Slika 2).

1.3.1. Alzheimerova bolest

Prije vise od 100 godina (1906. god.) Alois Alzheimer je opisao prvi slucaj progresivnog
intelektualnog propadanja u bolesnice stare 51 godinu. A. Alzheimer je prvi povezao primijeéene
simptome gubitka pamdenja, poremecaja govora te simptome promjene osobnosti sa specificnim
histoloskim promjenama u mozgu (atrofija mozZdane kore, gubitak neurona, pojava tzv. senilnih

plakova i neurofibrilarnih snopica).

Jo$ uvijek nije poznat tocan uzrok AB-a, ali je poznato da postoje odredeni ¢imbenici rizika koji
pridonose pojavi bolesti. Kao potencijalni ¢imbenici rizika za AB spominju se visoka Zivotna dob,
geneticka predispozicija, spol, kardiovaskularni faktori, prisutnost blagog kognitivnog (spoznajnog)
poremedéaja (MCI, engl. Mild Cognitive Impairment), nacin Zivota (prehrana, tjelesna aktivnost,
pusenje, konzumiranje alkohola, itd.), stres, trauma glave, upalni procesi, dijabetes, depresija te
okolisni ¢imbenici (Forero i sur., 2006b; Fratiglioni i sur., 1993; Gao i sur., 2013; Grant i sur., 2002;
Kivipelto i sur., 2005a; Kroner, 2009; Li i sur., 2011; Musicco, 2009; Pendlebury i Rothwell, 2009;
Serretti i sur., 2007; Sleegers i sur., 2004; Tuppo i Arias, 2005; Van Den Heuvel i sur., 2007; Whitmer i
sur., 2008).

Razlikujemo dva tipa AB-a, sporadicni i obiteljski oblik. Kada se AB javi kod viSe osoba unutar jedne
obitelji tada govorimo o obiteljskom obliku AB-a, dok se sporadi¢ni oblik javlja samo kod jedne osobe
unutar obitelji u kojoj nema drugih zabiljeZenih slucajeva ove bolesti. AB se dalje dijeli i prema dobi u
kojoj su se javili prvi simptomi bolesti na AB s ranim pocetkom (prije 65. godine Zivota) i AB s kasnim
pocetkom (nakon 65. godine Zivota). Sporadicni oblik AB-a se najcesce javlja nakon 65. godine Zivota
dok se obiteljski oblik ¢esce javlja prije 65. godine Zivota. Obiteljski oblik je vrlo rijedak u populaciji i

ima izrazenu geneticku podlogu.

1.3.1.1.  Geneticki ¢imbenici rizika

Obiteljski oblik AB-a te AB s ranim pocetkom povezani su s mutacijama u trima genima: genu koji
kodira za prekursor proteina amiloid-B (APP), te genima koji kodiraju za presenilin (PSEN) 1 i PSEN2.
S pojavom sporadi¢nog oblika AB-a povezuju se i polimorfizmi u genu koji kodira za serumski

lipoprotein ApoE, ali i polimorfizmi nekih drugih gena, kao Sto su geni za proteine koji sudjeluju u
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mehanizmima oksidacijskog stresa i mehanizmima upale, geni koji kodiraju za razlicite lipoproteine i

njihove receptore te geni koji kodiraju za komponente neurotransmiterskih puteva.

Prekursor proteina amiloid-8 (APP)

Gen za APP nalazi se na 21. kromosomu, a kodira za transmembranski glikoprotein koji se nakon
sinteze na ribosomima translocira u endoplazmatski retikulum (ER) i dalje u centralne sekretorne
putove. Iz Golgijevog aparata (GA), APP se dalje prenosi na povrsinu stanice ili izravno u endosome.
APP na povrsini stanice cijepa a-sekretaza te zatim y-sekretaza (neamiloidogeni put) pri cemu ne
nastaje protein amiloid-B (AB) (Slika 4). Cijepanje APP-a unutar endosoma putem enzima B-
sekretaze, a zatim i y-sekretaze daje AP (amiloidogeni put) koji se dalje izluCuje u izvanstanicni
prostor ili se razgraduje u lizosomima (Slika 4). Peptidi AB koji nastaju najcesée imaju 40 (ABa4o),

odnosno 42 (AB,4,) aminokiseline.

A. Neamiloidogeni put B. Amiloidogeni put
M M
|| APPsa | | APPsB
“‘\ \\ “\ “x
\\ \
W\ A
\D‘ p3 o AB
B-sekretaza
a-sekretaza y-sekretaza y-sekretaza
C\AICD C\AICD
APP a-CTF N\ APP B-CTF \\\\
A N A

s e-sekretaza

Slika 4. Cijepanje prekursora proteina amiloid-f3 (APP).
A. neamiloideogeni put cijepanja APP-a; B. amiloidogeni put cijepanja APP-a; C. prikaz mjesta cijepanja

razli¢itih sekretaza te prikaz poloZaja pojedinih mutacija na razini proteina APP.
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AB4; forma je izrazito amiloidogena i neurotoksicna, a istraZzivanja upucuju na to da se koncentracija
ovog peptida povecava u mozdanom tkivu osoba koje boluju od AB-a (Steinerman i sur., 2008), a
smanjuje u cerebrospinalnoj tekuéini (CST) (Shaw i sur., 2009). Kod osoba oboljelih od AB-a dolazi do
nakupljanja AB4, te nastanka ljepljivih i netopivih amiloidnih plakova u izvanstani¢nom prostoru, a
smanjeni odnos AB4,/AB4o takoder se moze koristiti kao dobar pokazatelj progresije bolesti (Findeis,
2007). Prema bazi podataka , The Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database
(AD&FTDMDB)“  (http://www.molgen.vib-ua.be/ADMutations), koja skuplja podatke o svim
poznatim mutacijama u genima vezanima za nastanak AB-a i FTD-a, danas su identificirane 33
mutacije u genu koji kodira za APP, a dio tih mutacija, koje se nalaze u eksonu 16 i 17, pokazale su se
patogenima (Slika 4). Radi se o mutacijama krivog smisla koje rezultiraju zamjenom jedne
aminokiseline drugom. Dio tih mutacija nalazi se u blizini mjesta cijepanja y-sekretaze (kodoni 713-
717) te unutar transmembranske domene APP-a (Goate i sur., 1991). Suziki sa suradnicima (1994)
pokazao je da mutacija unutar kodona 717 povecava udio AB4; za 1,5 do 1,9 puta. Mutacije unutar
kodona 670 i 671 nalaze se unutar mjesta cijepanja B-sekretaze te na izvanstanicnom dijelu proteina
APP (Mullan i sur.,, 1992). Mutacija, koja rezultira zamjenom aminokiseline glicin (Gly)
aminokiselinom alanin (Ala) u kodonu 692, nalazi se unutar same sekvence AP u blizini mjesta gdje
cijepa a-sekretaza, a pronadena je kod pacijenata koji imaju cerebralna krvarenja ili AB s ranim
pocetkom (Hendriks i sur., 1992). Mutacija na kodonu 693, koja rezultira zamjenom glutaminske
kiseline (Glu) aminokiselinom glutamin (GlIn), prisutna je kod rijetkog autosomalnog dominantnog
poremecaja pronadenog kod nekoliko obitelji u Nizozemskoj (Bakker i sur., 1991), a radi se o
nasljednom cerebralnom krvarenju s amiloidozom - nizozemski tip (HCHWA-D, engl. Hereditary

Cerebral Hemorrhage With Amyloidosis - Dutch type).

Presenilin 1i2 (PSEN 1i PSEN 2)

Geni PSEN1 i PSEN2 kodiraju za integralne membranske proteine koji se sastoje od 8
transmembranskih domena (Doan i sur., 1996), a ve¢inom su smjesteni na membrani hrapavog ER-a i
jednim dijelom u GA (Kovacs i sur., 1996; Walter i sur., 1996). Gen PSEN1 smjesten je na duzem
kraku kromosoma 14 te sadrzi 10 kodirajuc¢ih eksona. Gen PSEN2 nalazi se na duljem kraku
kromosoma 1 te takoder ima 10 kodirajucih eksona. Ova dva gena su homologna (67%) unatoc tome
$to je PSEN2 puno maniji, a glavna razlika proizlazi iz intronskih sekvenci i njihove duljine. Unutar
transmembranskih domena homologija ovih dvaju proteina doseZe i 95% (Cruts i sur., 1996). Oba
proteina su prisutna u raznim tkivima ljudskog organizma, ukljucujuéi i SZS. Presenilini su vrlo vazne
komponente y-sekretaze, koja, izmedu ostalog, katalizira i cijepanje APP-a te sudjeluju u regulaciji
Whnt-signaliziranja destabilizacijom B-katenina. Do danas je identificiran veliki broj mutacija u genima
PSEN1 i PSEN2 koje imaju razli¢it utjecaj na uloge koje ovi proteini imaju u organizmu. U Tablici 1
navedene su poznate mutacije gena za preseniline i njihov utjecaj na nastanak AB4o i AB4, te razinu
unutarstani¢nih domena proteina APP (AICD, engl. APP Intracellular Domain). Vecina mutacija u
genima PSEN1 i PSEN2 rezultira smanjenjem funkcije proteina i povecanjem razine AP, te

smanjenjem razine AP, i AICD-a (Tablica 1).
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Tablica 1. Utjecaj mutacija u genima za presenilin 1 (PSEN 1) i presenilin 2 (PSEN 2) na razine proteina
amilod-B (AB4o i AB4,) i razinu unutarstanicnih domena proteina APP (AICD).

Tablica je napravljena prema uzoru na rad koautora Shen i Kelleher (2007).

Mutacije u genima za presenilin 1 i 2 ABao ABs,,  AICD

PSEN1
A79V J o
A183/AM84
C92S
Y115H
N135D
1143T
M146L
M146V
H163V
L166P
L166R
G206A
G209V
1229F
A321V
M233L
M233Z
M233V
F2371I1
A246E
P264L
L286V
Aex9
InsR352
G384A
L392V
c410vY

PSEN2
T122P
N141l
M239V
M239I

cooo¢c
23555

O O

e cuoeed e & &
SoXSES S22 S5 S >
< e cocee <o

ceee ¢«

Povecanje razine pojedinih komponenti prikazano je sa strelicom okrenutom
prema gore (1), a smanjenje sa strelicom okrenutom prema dolje ().

Nepromijenjene razine prikazane su s kruzi¢em (o).
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Pretpostavlja se da povecana razina APy, inhibira aktivnost y-sekretaze okupirajuci aktivno mjesto
enzima (za cijepanje na joS krace oblike AB), time imitiraju¢i u¢inak mutacija u genu za preseniline
(Shen i Kelleher, 2007). Povecane razine AR mogu djelovati i tako da inhibiraju ekspresiju gena za y-
sekretazu jer AB inhibira ekspresiju gena koji su regulirani ciklickim adenozin-monofosfatom (CAMP) i
sadrze cis-aktivnhu sekvencu s funkcijom elementa koji reagira na djelovanje cAMP-a (CRE, engl.
cAMP Response Element). CRE na sebe veZe transkripcijski faktor CRE-vezujuci protein (CREB, engl.
CRE Binding Protein).

Apolipoprotein E (ApoE)

Gen koji kodira za ApoE smjesten je na kromosomu 19 i sastoji se od 4 eksona (Slika 5) koji se pruzaju
u duljini od 3,7 kb (Paik i sur., 1985). ApoE je glikoprotein koji se sintetizira u razli¢itim tkivima, a
ponajvise u jetri i mozdanom tkivu. U mozgu, ApoE preteZito sintetiziraju mikroglija stanice i astrociti
(Grehan i sur., 2001; Pitas i sur., 1987). ApoE igra ulogu liganda u endocitozi lipoproteinskih cestica
posredovanoj receptorima te se ugraduje u lipoproteinske Cestice i regulira njihov katabolizam (Pitas
i sur., 1987). Glavni apolipoprotein u SZS-u, koji se nalazi u sklopu lipoproteina visoke gustoée (HDL,
engl. High Density Lipoprotein), je ApoE (Pitas i sur., 1987). Kolesterol koji se otpusta iz
lipoproteinskih Cestica koje sadrze ApoE koristi se da bi podrZao sinaptogenezu i odrZavanje
sinaptickih veza (Pfrieger, 2003). Smatra se da je ApoE uklju¢en u metabolizam i redistribuciju
kolesterola i fosfolipida tijekom modeliranja membrana jer veZe i prenosi lipide bogate kolesterolom
u stanice interakcijom s njihovim receptorima (Holtzman i sur., 1995; Nathan i sur., 1994). U SZS-u

nalaze se i drugi apolipoproteini kao Sto su: ApoA-I, ApoA-Il, ApoA-1V, ApoD, ApoH i Apol.

U genu koji kodira za ApoE pronadeno je vise razli¢itih polimorfizama (Nickerson i sur., 2000). Dva
najc¢esc¢a polimorfizma u genu za ApoE (Slika 5) u konacnici rezultiraju s tri izoforme ovog proteina:
ApoE2 (na poziciji 112 i 158 nalazi se aminokiselina cistein), ApoE3 (na poziciji 158 je aminokiselina
arginin) i ApoE4 (aminokiselina arginin nalazi se i na poziciji 112 i 158). Ove promjene u primarnoj
strukturi proteina rezultiraju promjenama u strukturi i funkciji istog (Mahley i sur., 2006). Alel E4
povezuje se sa sporadi¢nim i obiteljskim oblikom AB-a (St Clair i sur., 1995). Osobe koje su nosioci
jednog alela E4 imaju 2 do 3 puta vedi rizik za obolijevanje od AB-a, a kod osoba koji su nosioci dva
alela E4 taj se rizik povedava do 12 puta (Bertram i sur., 2009; Roses, 1996). Ovaj alel se takoder
povezuje i s ranijim pocetkom bolesti (Gomezisla i sur., 1996; Roses, 1996) dok se alel E2 povezuje sa
smanjenim rizikom za razvoj AB-a (Corder i sur., 1994; Farrer i sur., 1997). UnatoC tome Sto se alel E4
povezuje s razvojem AB-a, on sigurno nije dovoljan, niti je njegovo prisustvo klju¢no da bi doslo do
razvoja bolesti. On moZe ubrzati progresiju bolesti i dovesti do ranije pojave simptoma (Betard i sur.,
1994).
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Slika 5. Struktura gena za protein apolipoptotein E i polozaj najé¢eséih polimorfizma u tom genu.

Poznato je da postoji pozitivha korelacija izmedu doze alela E4 i gustoée amiloidnih plakova
(Tiraboschi i sur., 2004). Kod osoba koje nemaju kognitivnih oStecenja, a nalaze se u srednjoj Zivotnoj
dobi, pokazano je da postoji negativna korelacija izmedu broja alela E4 i koli¢ine AB4; u CST-u
(Sunderland i sur., 2004). Kod osoba kod kojih dolazi do akumulacije AB i nastanka amiloidnih
plakova prisutna je i snizena koncentracija AB4, u CST-u (Fagan i sur., 2006). Ovo upuduje na zakljucak
da akumulacija AB zapocinje ranije kod osoba koje su nosioci alela E4 (Kim i sur., 2009). Jedna od
hipoteza je da ApoE im vaznu ulogu kao protein koji veze AB i sudjeluje u njegovoj agregaciji
omogucavajuci konformacijske promjene koje tome prethode (Wisniewski i Frangione, 1992). Neke
studije su pokazale da varijanta E4 stvara stabilnije komplekse s AB u odnosu na varijantu E3
(Strittmatter i sur., 1993)

1.3.1.2.  Negeneticki ¢imbenici rizika

Postoji vise razlicitih negeneti¢kih ¢imbenika rizika koji su do sada istraZivani, a povezani su s
povecanim rizikom za oboljenje od AB-a. Ovi negeneticki ¢imbenici rizika odnose se na: pusenje,
konzumaciju alkohola, prekomjernu tjelesnu teZinu i pretilost, hipertenziju, hiperkolesterolemiju,
loSu prehranu, Secernu bolest, kadriovaskularne i cerebrovaskularne bolesti, razinu edukacije
pojedinaca, socioekonomski status, fizicku i mentalnu aktivnost (Povova i sur., 2012). Dob se smatra

najbolje potvrdenim i najvaznijim ¢imbenikom rizika za razvoj sporadi¢nog oblika AB-a.

Pusenje se pokazalo kao rizi¢an faktor za razvoj AB-a, posebice kod osoba koje nisu nosioci E4 alela
(Aggarwal i sur., 2006; Merchant i sur., 1999; Ott i sur., 1998), a isti slucaj je i s prekomjernom
zlouporabom alkohola. Poznata je Cinjenica da osobe s dijagnozom ovisnosti o alkoholu ¢esto pate i
od demencije uzrokovane dugogodisnjom zlouporabom alkohola. Osobe u srednjoj Zivotnoj dobi,

ovisne o alkoholu, imaju oko 3 puta veci rizik da razviju demenciju (Anttila i sur., 2004).

Poviseni indeks tjelesne mase ili pretilost, Sto se posebice odnosi na abdominalnu pretilost, u
srednjoj Zivotnoj dobi dodatno pridonose pojavi demencije u starijoj Zivotnoj dobi (Kivipelto i sur.,

2005b; Rosengren i sur., 2005; Whitmer i sur., 2005). Sli¢na situacija je i s povisenim krvnim tlakom.
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Dio studija je povezao poviseni krvni tlak s veéim rizikom od razvoja AB-a kod osoba koje nisu
primale adekvatnu terapiju (Kivipelto i sur., 2005a; Launer i sur., 2000). Kod osoba kod kojih je
hipertenzija drzana pod kontrolom, pomocu antihipertenziva, pokazano je da ovi lijekovi zapravo
mogu imati protektivan ucinak u sluc¢aju razvoja demencije u kasnijoj Zivotnoj dobi (Khachaturian i
sur., 2006; Yasar i sur., 2005). Hiperkolesterolemija, tj. poviSena razina kolesterola u serumu, smatra
se takoder jednim od rizicnih faktora za razvoj AB-a (Kivipelto i sur., 2002; Whitmer i sur., 2005), a
smanjena razina serumskog kolesterola u kasnijoj Zivotnoj dobi predlozena je kao jedan od
biomarkera za dijagnozu AB-a i ostalih oblika demencije (Solomon i sur., 2007). Statini koji se koriste
za sniZavanje razine kolesterola u krvi predloZeni su kao, potencijalno dobar, oblik preventivne
terapije u demenciji (Haag i sur., 2009; Jick i sur., 2000; Rockwood i sur., 2002). Smatra se da bi
statini mogli djelovati na produkciju peptida AB u moZdanom tkivu. Prehrana bogata
antioksidansima, kao Sto su vitamin E i C, mogla bi takoder preventivno djelovati na razvoj demencije
(Barberger-Gateau i sur., 2007; Zandi i sur., 2004), dok bi prehrana bogata zasicenim masnim
kiselinama i kolesterolom mogla imati upravo suprotan ucinak (Laitinen i sur., 2006). Veca ucestalost
neurodegeneracije i VaD-a pronadena je kod osoba koje boluju od Secerne bolesti ili dijabetesa
(Akomolafe i sur., 2006; Arvanitakis i sur., 2004; Biessels i sur., 2006). Ova povezanost mogla bi se
objasniti hipertenzijom i dislipidemijom kod osoba sa Se¢ernom bolesti. Kod osoba koje boluju od
kardiovaskularnih bolesti takoder je uocena povecana incidencija AB-a, posebice kod osoba s
perifernom aterosklerozom (Beeri i sur., 2006; Newman i sur., 2005). Takoder, cerebrovaskularne
lezije, ateroskleroza te neurodegenerativne promjene cesto se pojavljuju zajedno rezultirajuci

razvojem demencije (Esiri i sur., 1999; Snowdon i sur., 1997).

Od psihosocijalnih faktora vaznih u razvoju demencije istice se vaZznost razine obrazovanja kod
pojedinaca. Pokazano je da osobe koje imaju viSu razinu obrazovanja rjede obolijevaju od demencije
(Ngandu i sur., 2007; Qiu i sur., 2001). Takoder, smatra se da je i ukljuenost pojedinca u drustvene
obaveze vazan ¢imbenik kod razvoja demencije u kasnijoj dobi, tj. istrazivanja pokazuju da osobe
koje imaju slabije socijalne kontakte te Zive viSe izoliranim Zivotom imaju i vedi rizik za razvoj AB-a
(Saczynski i sur., 2006; Wang i sur., 2002). Fizicka aktivhost mogla bi imati pozitivan ucinak na
kognitivne sposobnosti pojedinca, tj. redovita fizicka aktivnhost mogla bi odgoditi pojavu simptoma

demencije u starosti (Larson i sur., 2006), a isto vrijedi i za mentalnu aktivnost (Crowe i sur., 2003).

Svi navedeni rizi¢ni ¢imbenici upucuju na to da bi promjena nacina Zivota i bolja skrb pojedinca o
samom sebi u ranijoj Zivotnoj dobi mogla imati protektivni ucinak na razvoj demencije u kasnijoj

Zivotnoj dobi.
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1.3.1.3. Patogeneza Alzheimerove bolesti

AB karakteriziraju odredene anatomske promjene mozdanog tkiva, a one se odnose na smanjeni
volumen i masu moZdane kore, pojavu difuznih atrofi¢nih vijuga u frontalnim i temporalnim
reznjevima mozga te gubitak neurona u kori velikog mozga i subkortikalnim regijama koje su

odgovorne za pamdenje i govor (Wenk, 2003).

Histopatoloske znacajke koje se trenutacno uzimaju u obzir pri dijagnozi AB-a su izvanstani¢no
nakupljanje amiloidnih plakova te pojava unutarstanic¢nih neurofibrilarnih snopi¢a (Consensus
Criteria, 1997) (Slika 6). Danas je poznato da AB karakteriziraju i degeneracija sinapsi, gubitak
hipokampalnih neurona te aneuploidija. NaZalost, patoloske analize moZdanog tkiva kod starijih,
preminulih, ali nedementnih osoba takoder pokazuju jednake histopatoloske promjene koje se
povezuju s AB-om (Swerdlow, 2007), Sto predstavlja problem u pouzdanosti uspostavljanja dijagnoze
AB-a. Ovakve osobe Cesto se svrstava pod pojam pretklinickog stadija AB-a (Price i sur., 2001). Danas
postoji vise razli¢itih teorija kojima se pokusava objasniti uzrok AB-a, ali niti jedna teorija do sada nije

dala odgovor na sva pitanja.
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Alzheimerova bolest
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Slika 6. HistopatoloSke promjene koje se povezuju s Alzheimerovom bolesti.
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Amiloidna hipoteza kao osnovni patofizioloski ¢imbenik nastanka AB-a navodi nakupljanje AB te
nastanak senilnih plakova u izvanstani¢cnom prostoru (Eckman i Eckman, 2007; Hardy, 2009; Hardy i
Higgins, 1992). Medutim, uvijek se postavlja pitanje da li su amiloidni plakovi uzrok bolesti ili samo
posljedica nekog drugog uzrocnog ¢imbenika. Ova teorija ponajvise se odnosi na slu¢ajeve AB-a koji
su posljedica autosomalne dominantne mutacije gena za APP, ali pitanje je da |i je ova teorija

primjenjiva na oblik AB-a s kasnim pocetkom.

Drugi dio studija fokusirao se na tzv. tau hipotezu, tj. hipotezu koja kao glavni okida¢ AB-a navodi
nastanak neurofibrilarnih snopi¢a kao posljedice hiperfosforilacije proteina tau (Small i Duff, 2008).
Kod normalnih diferenciranih stanica protein tau je nefosforiliran i vazan je u stabilizaciji mikrotubula
i citoskeleta, a u sluaju njegove fosforilacije (koja je karakteristicna za nediferencirane stanice)
dolazi do destabilizacije mikrotubula i samog citoskeleta stanice (Mandelkow i Mandelkow, 1994;

Marx, 2007; Meraz-Rios i sur., 2010).

Teorija mitohondrijske disfunkcije razvila se iz zapaZanja da kod osoba s AB-om dolazi do
strukturalnih i funkcionalnih promjena mitohondrija i da ta patologija nije ograni¢ena samo na
mozZdano tkivo (Parker i sur., 1990; Swerdlow i Khan, 2004; Swerdlow i Kish, 2002). Ova teorija
predlaZe da se slicni fizioloski mehanizmi nalaze u pozadini starenja mozga i AB-a te predlaZze da je
sama mitohondrijska disfunkcija uzro¢nik nastanka amiloidnih plakova te fosforilacije proteina tau.
PredloZeni su i dodatni mehanizmi koji doprinose mitohondrijskoj disfunkciji u neurodegenerativnim

bolestima, kao Sto su oksidativni stres i disfunkcija proteasoma (Ding i sur., 2006).

1.3.2. Vaskularna demencija

VaD podrazumijevaju gubitak kognitivnih funkcija na nacin da to utje¢e na svakodnevno izvrSavanje
obaveza kod pojedinca, a koje je posljedica razli¢itih cerebrovaskularnih incidenata ili patoloske
promjene krvnih Zila mozga koji dovode do ostecenja dijelova mozga klju¢nih u paméenju, kogniciji i
ponasanju (Roman, 2002). Nakon AB-a, VaD se smatra najces¢im oblikom demencije jer na nju

otpada oko 20% svih sluc¢ajeva demencije u svijetu (Dubois i Hebert, 2001).

Danas su Cesto pod dijagnozu VaD-a ukljuceni i viSestruki patofizioloski mehanizmi koji se mogu
povezati s deficijencijom mozZdanog tkiva u opskrbi krvlju i razli¢itim vrstama patologije. Tu ubrajamo
viSestruke infarkte (koji nastaju uslijed ateroskleroze velikih krvnih Zila i embolije), solitarne strateske
infarkte, lakunarne infarkte, promjene bijele tvari uslijed bolesti malih krvnih Zila, hipoperfuziju,
intermitentnu ishemiju, abnormalnu vaskularnu permeabilnost, hemoragiju, hipertenzivnu
vaskulopatiju, ishemiju nakon rupture aneurizme, arteritis uslijed razli¢itih autoimunih i infektivnih

poremecaja, kolagenoze, itd.

Zbog sli¢nosti u patogenezi, cimbenicima rizika te komorbiditetima ponekad je vrlo tesko razlikovati
VaD od AB-a (Reed i sur., 2004). U pravilu se kod VaD-a vrlo rano javljaju simptomi poremecene
motorike te percepcije, a za razliku od AB-a, nerijetko se VaD javlja i kod mladih osoba (osoba u

srednjoj Zivotnoj dobi), makar je puno ucestaliji s porastom Zivotne dobi (posebice kod osoba starijih
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od 70 godina) (Lee, 2011). Za razliku od AB-a, kod VaD-a su kognitivha ostecenja kasnije vidljiva, a
sama bolest moZe nastupiti postepeno, makar se simptomi puno ¢e$ce pojavljuju vrlo naglo (Lee,
2011).

Dijagnoza VaD-a temelji se na klini¢kim, neuroslikovnim te patoloskim podacima. Problem kod VaD-a
je vrlo velika heterogenost fenotipova. Tri osnovna elementa na kojima se bazira dijagnoza ovog
oblika demencije su: prisutnost demencije ili kognitivnog oSteéenja, dokazi o prisustvu
kardiovaskularnih oboljenja te uzrocno-posljedi¢na veza izmedu spomenutih kardiovaskularnih
oboljenja i pojave kognitivnog oStecenja. Pri dijagnozi VaD-a najcesce se koriste DSM-IV kriteriji
(APA, 2000), MKB-10 kriteriji (WHO, 2010) i kriteriji koje daju Dijagnosticki i terapijski centri za
Alzheimerovu bolest (ADDTC, engl. Alzheimer’s Disease Diagnostic and Treatment Centers) (Chui i
sur., 1992) te Nacionalni institut za neuroloske poremecaje i udar - Medunarodna udruga za
istrazivanja i obrazovanje u neuroznanosti (NINDS-AIREN, engl. National Institute for Neurological
Disorders and Stroke - Association Internationale pour la Recherche et I'Enseignement en
Neurosciences) (Roman i sur., 1993). Niti jedan od navedenih skupova kriterija za dijagnozu VaD-a
nije dovoljno specifi¢an niti dovoljno osjetljiv upravo zbog velikih razlika u klini¢koj prezentaciji ovog
oblika demencije. U slucaju da neuroslikovne metode, kao sto su CT i MRI, pokazu izostanak
cerebralnih vaskularnih lezija, tada moZemo biti sigurni da se ne radi o VaD-u. Kod osoba s
dijagnozom VaD-a navedene metode s velikom sigurno$éu prikazuju Zarista hiperintenziteta i

infarkte koji su najéesce smjesteni u bazalnim ganglijima.

Rano otkrivanje kognitivnih simptoma nastalih zbog vaskularnih oste¢enja moZzdanog tkiva u ranoj
fazi VaD-a te ozbiljna kontrola vaskularnih riziénih ¢imbenika, posebice u srednjoj Zivotnoj dobi,
predstavlja osnove u prevenciji ovog oblika demencije. U slucaju kada je bolest ve¢ nastupila, cilj
daljnje terapije je pokusati usporiti njeno napredovanje, poboljsati kognitivne funkcije i sprijeciti

nastanak novih infarkta.

1.3.3. Frontotemporalna demencija

FTD je klinicki i patoloski heterogena skupina demencija koje se ne mogu definirati kao AB, a
karakterizira ih selektivna i progresivna atrofija frontalnih i/ili temporalnih reznjeva (Rabinovici i
Miller, 2010).

Simptomi koji karakteriziraju FTD ovise o anatomskoj raspodjeli patoloskih promjena. U slu¢aju kada
su simetricno zahvadena oba c¢eona i prednja dijela sljepoocnih reZnjeva nastaje tzv. tipican oblik
FTD-a, dok u sluaju kada je patoloSkim promjenama asimetricno zahva¢ena samo dominantna
hemisfera dolazi do sindroma primarne progresivne afazije. Bolesnici s primarnom progresivnhom
afazijom pokazuju simptome jezicnog poremecaja koji su karakterizirani ili poremecenim jezi¢nim
funkcijama u smislu produkcije govora (pa govorimo o netecnoj afaziji koja ponekad ukljucuje
akalkuliju, ideomotornu apraksiju i Cistu gluhocu za rijeci) ili su karakterizirani poremecajem

razumijevanja te semantickom memorijom (pa govorimo o semantickoj demenciji). Asimetri¢no
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zahvacdanje desne hemisfere u FTD-u dovodi do nastanka psihoticnih simptoma, nekontrolirane
impulzivnosti i disinhibicije, a pretezno zahvacanje obaju temporalnih reznjeva do sindroma tecne

(‘straznje’) afazije s asocijativnom vidnom agnozijom.

U usporedbi s AB-om, FTD se najcesce javlja ve¢ u srednjoj Zivotnoj dobi, a kognitivhe sposobnosti su
u pocetnim fazama bolesti jos uvijek dobro ocuvane (Warren i sur., 2013). Bihevioralne promjene te
promjene u osobnosti pojedinaca mogu u pocetku krivo upudivati na psihijatrijski poremeda;j,
pogotovo u slucajevima kada se javljaju psihoti¢ni simptomi. U ranim fazama FTD-a bihevioralni
simptomi i simptomi vezani za govor Cesto se javljaju odvojeno, ali kako bolest napreduje do¢i ée do
preklapanja ovih simptoma. Osobe s FTD-om, za razliku od bolesnika s AB-om, u ranim fazama
bolesti nemaju problema s memorijom i vremenskom orijentacijom, veé se ovi simptomi

karakteristi¢ni za demenciju javljaju u kasnijim stadijima bolesti.

Napredak u genetickim i molekularnim istraZivanjima omogucio je razlikovanje cetiri bioloska
podtipa FTD-a: tipican oblik FTD-a, dvije Ciste tauopatije (FTD s parkinsonizmom (FTDP-17) i Pickova
bolest) te FTD s boleséu motoneurona. Ipak, buduéi da se koristenjem sadasnjih dijagnostickih
metoda ne mozZe jos uvijek dovoljno pouzdano donijeti premortalna dijagnoza pojedinih podtipova
FTD-a, prijedlog je da se i dalje u dijagnostici koristi Siri pojam ove bolesti. Koristenje neuroslikovnih
metoda u dijagnozi FTD-a je klju¢no kako bi se eliminirali svi ostali moguéi uzroci uocenih simptoma
demencije (kao Sto su ostali oblici demencije ili tumori). Klju¢ni kriterij za dijagnozu tipicnog oblika
FTD-a je odsutnost unutarstani¢nih nakupina proteina tau i ubikvitina (kao $to su neurofibrilarni
snopici u AB-u), argirofilnih zrnaca te Pickovih ili Lewyjevih tjeleSaca (Warren i sur., 2013). Bolest

obi¢no nastupa nakon 40., ali prije 65. godine starosti.

Za sada ne postoji terapija koja bi se mogla koristiti za lije¢enje FTD-a ve¢ su terapijske intervencije
usmjerene na ublaZzavanje pojedinih simptoma bolesti kako bi se teret bolesti maksimalno olaksao

pacijentima i njihovim skrbnicima.

1.3.4. Bolest Lewyjevih tjeleSaca

DLB je vrsta demencije koja pokazuje odredene simptome PB-a te simptome AB-a. DLB se najcesce
javlja u kasnijoj Zivotnoj dobi (kod osoba s 75-80 godina starosti). Lewyjeva tjelesca, karakteristicna
za ovaj oblik demencije, zapravo su male citoplazmatske, eozinofilne, ubikvitin-pozitivne nakupine a-
sinukleina u neuronima (Baba i sur., 1998; Chartier-Harlin i sur., 2004; McKeith, 2004), koje u
konacnici dovode do odumiranja neurona najvjerojatnije putem mehanizama koji ukljucuju
ostecenje sinapsi i disfunkciju mitohondrija. TeZzina demencije proporcionalna je gustoéi Lewyjevih

tjelesaca.

Danas se smatra da postoji najmanje 18 razlicitih oblika DLB-a koji su svi karakteriziranih
demencijom i razli¢itim stupnjem parkinsonizma. Patoloski gledano AB se povezuje s prisustvom
amiloidnih plakova i neurofibrilarnih snopiéa u parijetalnom, temporalnom i parijetalno-okcipitalnom

korteksu, dok se PB povezuje s nastankom Lewyjevih tjeleSaca u subkortikalnim regijama mozga,
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posebice u podrucju substancije nigre (lat. substantia nigra) i lokus ceruleusa (lat. locus coeruleus).
DLB karakterizira pojava Lewyjevih tjelesaca i amiloidnih plakova u subkortikalnim i kortikalnim
(frontotemporalnim) regijama mozga, dok je pojava neurofibrilarnih snopi¢a puno rjeda u ovom
obliku demencije (McKeith, 2004; Nussbaum i Ellis, 2003). Takoder, biokemijski gledano, DLB nalikuje
AB-u i Parkinsonovoj bolesti jer i ovaj oblik demencije karakterizira nedostatak Ach i DA (Leverenz i
McKeith, 2002). KoriStenje neuropsiholoskih testiranja te neuroslikovnih tehnika ne omogucuje
dovoljno dobro razlikovanje DLB-a od AB-a, a nerijetko se dogada da su kod istog pacijenta

istovremeno prisutna oba stanja (Knopman i sur., 2001).

Kao osnovne klinicke karakteristike DLB-a isticu se: demencija, delirij te vizualne halucinacije s
prisutnim parkinsonizmom (Knopman i sur., 2003). Osobe koje boluju od DLB-a u pravilu imaju vise
problema s tzv. izvrSnim funkcijama te vizualno-prostornim sposobnostima, ali zato su puno bolji u
verbalnoj memoriji u odnosu na bolesnike s AB-om. Upravo zato je za procjenu kognitivnih
sposobnosti kod DLB-a bolje koristiti test crtanja sata (CDT, engl. Clock Drawing Test), a kod AB-a
MMSE test (McKeith i sur., 2004; Knopman i sur., 2003; Mosimann i McKeith, 2003; Ballard i sur.,
1999). Psihoti¢ni simptomi, koji se prvenstveno odnose na vizualne halucinacije, javljaju se ¢ak kod
80% pacijenata s DLB-om (Mosimann i McKeith, 2003). Kod osoba s ovim oblikom demencije cesto se
javlja i depresija, ali i poremecaj faze spavanja kojeg karakteriziraju brzi pokreti o¢nih jabudica (REM,
engl. Rapid Eye Movement). Poremecaj REM faze spavanja prisutan je cak kod polovice pacijenata s
DLB-om tako da ga neki struénjaci smatraju i vrlo vaznim dijagnosti¢kim kriterijem za ovaj oblik
demencije (Knopman i sur., 2003). Simptomi parkinsonizma takoder su cesto vidljivi u DLB-u, a

javljaju se skoro pa istovremeno sa samim simptomima demencije (McKeith i sur., 2004).

Kao i kod ostalih oblika demencije i kod osoba s DLB-om vrlo je vazan nefarmakoloski pristup kako bi
se pomoglo pacijentima i njihovim skrbnicima u boljem razumijevanju i noSenju sa samim
simptomima bolesti. U farmakoloSkom pristupu cesto se koriste inhibitori kolinesteraza. Za
ublazavanje simptoma parkinsonizma nerijetko se koristi levodopa, a za ublazavanje psihoti¢nih
simptoma ovakvim bolesnicima pripisuju se razliciti antipsihotici. Pri odabiru terapije treba uvijek
paziti na kombinaciju koristenih lijekova, doze te uzeti u obzir omjer rizika i koristi od samog

terapijskog pristupa.
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1.4. Biomarkeri u dijagnozi demencije

Patoloski procesi karakteristi¢ni za demencije, posebice za AB, pocinju puno prije nego se pojave prvi
klinicki simptomi bolesti. Tijekom tog pretklinickog stadija bolesti postepeno dolazi do propadanja
neurona, a prvi simptomi se pojavljuju nakon Sto se prijede odredeni prag ostecenja. Tu fazu bolesti
Cesto se dijagnosticira kao MCI (Simonsen i sur., 2007). U dijagnozi demencije mora se koristiti
klinicka dijagnoza koja se bazira na medicinskim podacima pacijenta, fizikalnom i neuroloSkom
pregledu, laboratorijskim testovima, neuroslikovnim i neuroloskim evaluacijama, u kombinaciji s
postmortem histopatoloskom analizom moZzdanog tkiva. Na ovaj naCin moZe se s odredenom
sigurnoséu uspostaviti dijagnoza demencije. Trenutacni problem i dalje ostaje kako omoguditi Sto
bolju i sigurniju dijagnozu demencije te razlikovanje izmedu pojedinih tipova demencije. Veliki
problem za klini¢are predstavlja i otkrivanje neurodegeneracije u $to ranijoj fazi, po moguénosti prije
nego Sto simptomi bolesti postanu vidljivi. U tom pretklinickom stadiju bolesti bi sigurno i terapijska
intervencija mogla dati bolje rezultate, tj. mogla bi znacajnije ublaziti te odgoditi pojavu simptoma

bolesti.

Jedan od kljuénih zadataka istrazivaca i klinicara je pokusati Sto vise doprinijeti uspostavljanju
kriterija za Sto ranije donosenje pouzdane dijagnoze razli¢itih tipova demencije te dati odgovor na
pitanje koliko su postojeci, ali i novo predloZeni biljezi, osjetljivi i specificni za indikaciju patoloskih
promjena Ziv€anih stanica nastalih uslijed demencije. Rana dijagnoza s pouzdanim biomarkerima je
temelj za razlikovanje AB-a, MCl-a i drugih oblika demencije (Humpel i Hochstrasser, 2011). Pri
prijedlogu novih biomarkera trebalo bi voditi brigu o tome da dobar biomarker treba biti specifi¢an,
dovoljno osjetljiv, prediktivan za tijek bolesti, robustan (omogucuje jednostavno, brzo, tocno,

ekonomicno odredivanje kod svih relevantnih vrsta), ne-invazivan i lako dostupan.

1.4.1. Biomarkeri u cerebrospinalnoj tekucini (likvoru)

CST je vrlo vaZan izvor potencijalnih biomarkera u dijagnozi demencije jer se nalazi u izravhom
kontaktu s mozgom i njezin molekularni sastav vjerojatno odrazava i biokemijske promjene u mozgu.
Problem je Sto je lumbalna punkcija, kojom se dolazi do uzoraka CST-a, invazivna metoda koja nije
bezbolna. Dosada istraZivani biomarkeri iz CST-a, koji su se pokazali korisnima u dijagnozi AB-a u

ranoj fazi, su AB, ukupni tau (t-tau) i fosforilirani tau (p-tau).

Smanjena koncentracija AR (posebice oblika ABsy i ABsy) u CST-u kod osoba s AB-om moZe se
detektirati koristeé¢i enzimski povezanu imunoapsorpcijsku analizu (ELISA, engl. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Istrazivanja su pokazala da je u ranim i klinickim fazama bolesti za dijagnozu
koristan i sam omjer AB4/AB4o (Hansson i sur., 2007). Problem je taj $to je smanjena koncentracija
AB4, pronadena i kod drugih tipova demencije, kao Sto je FTD (Riemenschneider i sur., 2002b;

Sjogren i sur., 2000).
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Nova istrazivanja predlazu da su topivi oblici AB zapravo toksicni i povezani s nastankom AB-a te da
ne postoji izravna korelacija izmedu koli¢ine senilnih plakova i stupnja demencije. Pretpostavka je da
je nastanak senilnih plakova samo posljedica formacije toksi¢nih i topivih oblika AB, a smanjivanje
koncentracije tih oblika u CST-u rezultat nastanka oligomera koji su izrazito toksi¢ni (Chong i sur.,
2006; Demuro i sur., 2005; Lesne i sur., 2006; White i sur., 2005).

Protein tau sudjeluje u formiranju neurofibrilarnih snopiéa koji nastaju kao posljedica
hiperfosforilacije proteina tau na hidroksilnim skupinama nekih aminokiselina (serin, treonin i prolin)
zbog ¢ega dolazi do prelaska topivog oblika ovog proteina, koji je vazan u stabilizaciji mikrotubula, u
agregirani oblik koji formira unutarstani¢ne filamenate (Lau i sur., 2002). Metodom ELISA-e moZe se
detektirati fosforilacija pojedinih epitopa proteina tau (treonin 181, 231 ili serin 235) (Blennow i
Hampel, 2003). Koncentracija t-tau u CST-u oboljelih od AB-a je do 300% veca nego kod kontrolnih
ispitanika (Blennow i sur., 2001), ali je koncentracija ovog biljega poviSena i u nekim drugim
patoloskim stanjima kao Sto su VaD i FTD (Blennow, 2004; Formichi i sur., 2006). Detekcija p-tau u
CST-u pokazala je jako dobru osjetljivost za razlikovanje AB-a od ostalih oblika demencije (osjetljivost
80%, specificnost 92%) i za ranu dijagnozu AB-a (Hampel i sur., 2004), tako da je koriStenje ovog
biomarkera za diskriminaciju izmedu AB-a te normalnog starenja i ostalih demencija puno
specificnije i osjetljivije u odnosu na t-tau i AB. PredloZeno je da bi kombinacija biomarkera p-tau i
AB4, mogla dati jos bolje rezultate u dijagnostici AB-a nego individualni biomarkeri (Craig-Schapiro i
sur., 2009; Maddalena i sur., 2003).

Uz AB i tau kao biomarker u AB-u predloZen je jos jedan sinapticki protein, visininu sli¢an protein 1
(VLP-1, engl. Visinin-Like Protein 1). Ovo je protein Cija je koncentracija povisena u CST-u oboljelih od
AB-a u odnosu na kontrolne ispitanike (Lee i sur., 2008) i smatra se da bi ovaj biljeg mogao dodatno
doprinijeti preciznosti dijagnoze AB-a u kombinaciji s AB i tau. Sinapticki protein povezan s rastom
(GAP-43, engl. Growth-Associated Protein 43) takoder je pronaden u visim koncentracijama kod
pacijenata s AB-om u odnosu na kontrole i osobe s FTD-om (Sjogren i sur., 2001). Pokazano je da
postoji pozitivna korelacija izmedu GAP-43 i t-tau u CST-u osoba s AB-om (Sjogren i sur., 2001) sto

upucuje na to da oba proteina odraZavaju stupanj aksonalne i sinapticke degeneracije.

Buduéi da su oSteéenja u AB-u povezana i s nastankom reaktivnih kisikovih vrsta, kao posljedice
lipidne peroksidacije u mozgu, postoje indikacije da bi se produkti lipidne peroksidacije mogli koristiti
kao biomarkeri AB-a. Jedan od predloZenih biomarkera iz ove skupine su i F2-izoprostani Cija je
koncentracija povecana u CST-u oboljelih od AB-a u odnosu na kontrole i ostale oblike demencije
(Montine i sur., 1999; Pratico i sur., 1998). Takoder, kombinacija F2-izoprostana, proteina tau i AB u

dijagnozi AB-a pokazala je izrazitu osjetljivost i specificnost (Montine i sur., 2001).

Zanimljivi potencijalni biomarkeri za koriStenje u dijagnozi i pracenju demencije su i ubikvitin te
razli¢iti imunoloski biljezi. Povisena koncentracija ubikvitina (slobodnog i konjugiranog) pronadena je
kod pacijenata s MCl-om kod kojih ¢e doéi do progresije u AB (Simonsen i sur., 2007). Od
imunoloskih biljega do sada su mnogi istrazivani kao moguci markeri AB-a, a medu njima su i IL-6,

transformirajuéi faktor rasta-p (TGF-B, engl. Transforming Growth Factor-8), interferon-a, IL-2, IL-3,
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faktor stimulacije rasta kolonija makrofaga (M-CSF, engl. Macrofage Colony-Stimulating Factor) i
drugi (Mrak i Griffin, 2005). Rezultati vezani za ulogu imunoloskih faktora u demenciji su oprecni,
vjerojatno zbog geneti¢ke podloge pojedinca, okolisnih faktora, ali i koristenja razli¢itih protuupalnih
lijekova (Flirski i Sobow, 2005).

1.4.2. Biomarkeri u plazmi

Plazma je zanimljiva kao izvor biomarkera jer je lako dostupna, a i sama metoda skupljanja i
izdvajanja plazme je ekonomski isplatljivija od dobivanja uzoraka CST-a te je manje invazivna. Upravo
zbog izrazite invazivnosti lumbalne punkcije pronalazak perifernih biomarkera demencije veliki je
izazov. Mala koncentracija peptida AP i proteina tau u plazmi predstavlja glavnu prepreku za
koristenje navedenih markera u dijagnozi AB-a. Istrazivanja razine AR u plazmi kod osoba s AB-om
dala su oprecne rezultate (Borroni i sur., 2006a; Irizarry, 2004), a postoje i indikacije da razina AB u
plazmi ne mora biti u korelaciji s onom u CST-u (Freeman i sur., 2007). No, postoje studije koje
pokazuju povezanost razine AB na periferiji i rizika za obolijevanje od AB-a (Graff-Radford i sur.,
2007; Pesaresi i sur., 2006). Studija koju su proveli Blasko i suradnici (2008) pokazala je povisenu
razinu AB4, u ranoj fazi AB-a te je predlozZila koristenje AB4, kao biljega za pracenje prelaska MCl-a u
AB. Takoder, omjer AB4,/AB4o u plazmi mogao bi se koristiti za identifikaciju osoba koje bi u skoroj

buduénosti mogle razviti kognitivne simptome karakteristicne za MCl ili AB (Oprisiu i sur., 2006).

Ostali proteini Cija je ekspresija istrazivana u svrhe identifikacije novih perifernih biomarkera za AB
su: ax-makroglobulin (a2M), faktor H komplementa (CFH, engl. Complement Factor H), a;-antitripsin,
oy-antikimotripsin i ApoAl. a2M i CFH pokazali su povisenu ekspresiju kod pacijenata s AB-om u
odnosu na kontrolne ispitanike (Hye i sur., 2006), a sli¢ni rezultati su dobiveni i za koncentraciju a-
antitripsina (Maes i sur., 2006) i a;-antikimotripsina (Lieberman i sur., 1995; Matsubara i sur., 1990)
na periferiji. Razina proteina ApoA1l na periferiji smanjena je kod osoba s AB-om u odnosu na zdrave
ispitanike (Merched i sur., 2000). No, iako ovi navedeni biljezi oCito odraZavaju patoloske procese
prisutne u AB-u, oni nisu dovoljno osjetljivi, specifi¢ni i reproducibilni da bi bili prihvaéeni kao

biomarkeri.

Od perifernih biomarkera bilo je i prijedloga za koriStenje biljega prisutnih u urinu. Jedan od
zanimljivih proteina Cija se koncentracija u urinu povecava s progresijom demencije je i protein
neuralnih niti (NTP, engl. Neural Thread Protein) (de la Monte i Wands, 2002; Levy i sur., 2007).
Takoder postoje i istraZzivanja koja upuéuju na povisenu koncentraciju F2-izoprostana u urinu osoba s
AB-om (Pratico i sur., 2000; Pratico i sur., 2002; Tuppo i sur., 2001), ali ti rezultati nisu potvrdeni u
drugim studijama (Bohnstedt i sur., 2003; Montine i sur., 2000). Prednost urina je njegova
dostupnost, a glavni problem u koristenju biomarkera iz urina je njihova vrlo mala koncentracija te

visoka koncentracija soli u urinu koja smeta pri analizi (Thongboonkerd, 2007).
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1.5. Blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj

MCI je klinicki entitet koji se definira kao blagi poremeéaj kognitivnih funkcija koji ne zadovoljava sve
kriterije za dijagnozu demencije. Kod pacijenata s ovim poremecajem zamjecuje se pojava
zaboravljivosti, teskoce koncentriranja i slicno, ali ih to joS uvijek ne ometa previse u svakodnevnim
aktivnostima (Petersen i sur., 1999). MCI bi se mogao joS definirati kao prijelazno stanje izmedu
normalnog starenja i demencije kod kojeg je kognitivni deficit veéi od onog kojeg bi ocekivali s
obzirom na dob pojedinaca. Ovakvi bolesnici zahtijevaju pomnu dijagnosticku obradu i
neuropsiholoska testiranja s obzirom da je pracenjem takvih bolesnika uocen veliki postotak (50-
65%) onih kod kojih se kasnije razvije demencija. GodiSnje oko 5 do 10% osoba s MCl-em razvije
demenciju (Gauthier i sur., 2006). Upravo povecani stupanj progresije takvih bolesnika u one sa
pravom demencijom ¢ini ih idealnom ciljnom skupinom u epidemioloskim, klini¢kim i terapijskim

studijama (Petersen i sur., 2009).

MCI se moze klasificirati u dva klinicka podtipa: amnesticki oblik MCl-a (A-MCI) i neamnesticki tip
MCl-a (NA-MCI) (Petersen, 2004) (Slika 7). A-MCI se odnosi na poremecaj kognitivnih sposobnosti

kod pojedinaca koji ne zadovoljavaju kriterije za postavljanje dijagnoze demencije.

‘ Primijecene kognitivhe smetnje

Ostecenje kognitivnih funkcija preveliko za dob
Ne zadovoljava kriterije za dijagnozu demencije

Da <‘{ Teskoce paméenja }—> Ne

|

Prisutne samo Prisutne teskoce u Problemi u jednoj Problemi u vise
teskoce u pamcenju i ostalim od kognitivnih kognitivnih
pamcenju kognitivnim domena koja nije domena koje nisu

domenama povezanas povezanes
pamcenjem pamcenjem
A-MCl | | NA-MCI

Slika 7. Dijagnoza klini¢kih tipova blagog kognitivnog poremecaja (MCl).

Slika je napravljena prema uzoru na rad Petersen i sur. (2011).
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Ovakvi pacijenti su u pravilu svjesni toga da su zaboravni, ali su im ostale kognitivne sposobnosti (kao
Sto su egzekutivne funkcije, govor te vizualno-prostorne sposobnost) dosta dobro o¢uvane zajedno s
funkcioniranjem u svakodnevnim aktivnostima (Petersen, 2004). Ovaj oblik MCl-a vrlo se cCesto
razvije u AB. NA-MCI je karakteriziran blagim poremeéajem funkcija koje nisu povezane s
pamdéenjem, kao $to su paZnja, govor te vizualno-prostorne funkcije. NA-MClI je rjedi tip MCl-a i ¢esto

se smatra pretstadijem demencija koje nisu AB.

Za klini¢are veliki izazov predstavlja razlikovanje simptoma MCl-a od procesa normalnog starenja.
Zaboravljivost koja se javlja kod osoba s MCl-em izraZenija je nego u slu¢aju normalnog starenja i
vidljivo je polagano pogorsanje u kognitivnim funkcijama s obzirom na prethodno stanje bolesnika.
Kognitivno testiranje dio je uspostavljanja dijagnoze MCl-a, a rezultati upuéuju na smanjene
sposobnosti u jednoj ili vise kognitivnih domena u odnosu na ocekivano stanje s obzirom na dob i
edukaciju pojedinca. Ponekad bolesnici s MCl-em pokazuju i donekle oteZzano funkcioniranje u

svakodnevnim Zivotnim aktivnostima.

Postoje neuroslikovne metode i biomarkeri koji su istrazivani u svrhu kako bi olaksali razlikovanje
onih osoba s MCl-em koje imaju povecani rizik za progresiju u demenciju (Jack i sur., 2008), no jos
uvijek nema biljega koji se u tu svrhu koriste u rutinskoj klini¢ckoj praksi. Jedna od dobro istrazivanih
metoda pristupa u predikciji progresije MCl-a je MRI (Apostolova i sur., 2006; Jack i sur., 2008).
Funkcionalne neuroslikovne tehnike, kao $to je i *®F-fluorodeoksiglukoza (**FDG)-PET, takoder su
pokazale dobre rezultate vezane za otkrivanje predispozicije za progresiju prema AB-u kod osoba s
MCl-em (Chetelat i sur., 2003; Drzezga i sur., 2005; Landau i sur., 2010). CST biomarkeri, koji su
najvise istraZivani u ovu svrhu, su AB,, i protein tau. Studije su pokazale da osobe s MCl-em, koje su
imale smanjenu koncentraciju AB,, i povisenu koncentraciju proteina tau u CST-u, imaju i vei rizik
od progresije prema AB-u (Shaw i sur., 2009). Sli¢no je pokazano i za smanjeni omjer AB,, prema tau
u CST-u (Hansson i sur., 2006). Problem je u velikoj varijabilnosti vrijednosti ovih biomarkera izmedu
pojedinih laboratorija tako da ce biti potrebno provesti standardizaciju metoda prije bilo kakve

rutinske klinicke primjene.

Trenutacno ne postoje specijalizirani lijekovi za terapiju MCl-a, a koristenje lijekova koji su inace
prisutni u terapiji AB-a nije se pokazalo uspjesnim (Simon i sur., 2012). Problem u terapiji sigurno
predstavlja i velika heterogenost unutar dijagnoze MCl-a zbog cCega se sve veda paZnja polako

poklanja nefarmakoloskim pristupima u terapiji.
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1.6. Mozdani neurotrofni ¢imbenik

BDNF je ¢lan porodice neurotrofina, proteina koji su vrlo vazni regulatori preZivljenja, razvoja i
funkcije neurona, a imaju i kljuénu ulogu u embriogenezi i organogenezi te u regulaciji sinapticke
aktivnosti, sinteze neurotransmitera i sinapticke plasti¢nosti kod odraslih osoba (McAllister i sur.,
1999; Reichardt i Farinas, 1997; Sofroniew i sur., 2001). BDNF je jedan od 6 proteina unutar porodice
neurotrofina kojima pripadaju joS i Cimbenik rasta Zivaca (NGF, engl. Nerve Growth Factor),
neurotrofin (NT)-3 (NT-3), NT-4/5, NT-6 i NT-7, s tim da NT-6 i NT-7 nisu pronadeni kod sisavaca
(Gotz i sur., 1994; Nilsson i sur., 1998). Svi ¢lanovi porodice neurotrofina imaju sli¢énu strukturu, a
dolaze u interakciju s dva tipa receptora: porodicom tropomiozin-receptor-kinaza (Trk) i pan
neurotrofinskim receptorom (p75NTR). Neurotrofini imaju svoje preferirane receptore Trk (Slika 8),

ali se mogu vezati i na p75NTR aktivirajuci druge signalne puteve.

NGF TrkA
BDNF

p75NTR I TrkB
NT-4/5
NT-3 [ TrkC

slika 8. Clanovi porodice neurotrofina
Kratice: BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; NGF, ¢imbenik rasta Zivaca; NT, neurotrofin; p75NTR, pan

neurotrofinski receptor; Trk, tropomiozin-receptor-kinaza.

Neurotrofini se sintetiziraju kao nezreli oblik proteina (pro-neurotrofin) iz kojeg proteolitickim
odcjepljivanjem prodomene nastaje zreli protein (m-neurotrofin). Pro-neurotrofini imaju suprotno

djelovanje u odnosu na zrele oblike istih, tj. promoviraju apoptozu putem receptora p75NTR.

Gen koji kodira za protein BDNF smjesten je na 11. kromosomu, sadrzi 11 eksona (Slika 9), a pruza se
u duljini od oko 70kb (Pruunsild i sur., 2007). Transkripcija gena BDNF mozZe zapoceti s 9 razli¢itih
promotora (Slika 9) koji, u kombinaciji s procesom alternativnog prekrajanja introna, daju 34 do sada
poznata transkripta koji se eksprimiraju razli¢ito u odgovoru na razne podrazaje (Baj i Tongiorgi,
2009).
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Svi navedeni transkripti ovog gena daju isti proteinski produkt koji je kodiran dijelom eksona IX.
Vedina do danas poznatih transkripata gena BDNF eksprimirana je u moZdanom tkivu, no pokazano
je da postoji ekspresija odredenih transkripata ovog gena i u perifernim tkivima kao Sto su srce,
posteljica, prostata, testisi, pluéa, bubrezi, jetra, itd. (Pruunsild i sur., 2007). Transkripti koji sadrze
eksone Il, Ill, IV, Vi VIl u pravilu su specifi¢ni za mozdano tkivo, dok su transkripti s eksonom VI i IX
prisutni u vecini tkiva i organa (Pruunsild i sur., 2007). Pruunsild sa suradnicima (2007) pokazao je da
postoji i nekodirajuéa antisense RNA koja se prepisuje s lokusa gena BDNF (antiBDNF). Ovaj gen
antiBDNF ima najmanje 10 eksona i bar jedan funkcionalni promotor uzvodno od prvog eksona
(Pruunsild i sur., 2007).
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Slika 9. Organizacija gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF) i njegovog produkta.

Strelice oznacavaju mjesta pocetka transkripcije, a iscrtane linije mjesta alternativnog prekrajanja eksona.

BDNF djelovanjem putem svoje receptorske kinaze TrkB aktivira razli¢ite signalne puteve i utjece na
rast i razvoj neurona, regeneraciju i degeneraciju, sinapticku plastiénost, neurotransmisiju

posredovanu razli¢itim neurotransmiterima, kogniciju, ucenje i paméenje.
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1.6.1. Sinteza, otpustanje i signalni putevi moZdanog neurotrofnog

¢imbenika

Kao i svaki neurotrofin, tako se i BDNF sintetizira kao prekursorski protein sa signalnom N-
terminalnom sekvencom (pre-proBDNF) pomocu koje ulazi u ER (Slika 10). Nakon odcjepljenja
signalnog peptida unutar ER-a, protein proBDNF dalje putuje u GA te trans-Golgijevu mrezu (TGN,
engl. Trans-Golgi Network) gdje se dodatno doraduje i pakira u sekrecijske vezikule (Slika 10). Unutar
GA proBDNF i mBDNF dodatno se i post-translacijski modificiraju, a vezikule koje sadrze BDNF

(proBDNF i mBDNF) otpustaju se i putuju prema odredenim unutarstani¢nim odjeljcima.

Pohranjeni BDNF mozZe se otpustati iz presinaptickih i postsinaptickih struktura (Kohara i sur., 2001;

Kojima i sur., 2001; Lessmann i sur., 2003) na dva nacina (Slika 10):

e konstitutivnim sekrecijskim putem (koristeci vezikule koje bez dodatnog poticaja otpustaju
svoj sadrzaj kada dodu u doticaj s membranom stanice),
e reguliranim sekrecijskim putem, tj. kao reakcija na odredeni podrazaj (regulirano otpustanje

putem Ca’*-ovisne egzocitoze sekretornih granula).
Vecina BDNF-a ipak se izlu¢uje u regulirane sekrecijske puteve, a manji dio se izlu€uje konstitutivno.

Samo odcjepljivanje pro-domene BDNF-a moZe se dogoditi na raznim lokacijama unutar stanice duz

oba sekrecijska puta, ali i izvan stanice djelovanjem izvanstanicnih proteaza (Slika 10).

Prijenos BDNF-a u dendritima i njegova sinapti¢ka lokalizacija ovise o prodomeni ovog proteina.
Poznato je da polimorfizam jednog nukleotida (SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphism) rs6265
(Vale6Met), koji se nalazi u kodonu 66, a rezultira zamjenom aminokiseline valin (Val)
aminokiselinom metionin (Met), utjeCe na transport BDNF-a u dendritima (Egan i sur., 2003). Za
reguliranu sekreciju proteina BDNF vrlo je vaZzna njegova interakcija s receptorom sortilinom u
sekrecijskim zrncima, a u toj interakciji kljuénu ulogu ima prodomena proteina BDNF (Chen i sur.,
2005). Varijanta proBDNF-a koja u kodonu 66 ima aminokiselinu Met ima i slabiju sekreciju upravo
zbog oslabljene interakcije sa sortilinom (Chen i sur., 2005). Takoder, prisustvo samo jednog alela
Met kod pojedinaca za posljedicu ima manje efikasno sortiranjem BDNF-a u razliCite sekretorne
puteve jer varijanta Met proteina BDNF tvori heterodimere s varijantom Val i na taj nacin mijenja
transport divljeg tipa proteina BDNF (Chen i sur., 2004). Zanimljivo je da je upravo sortilin klju¢an
koreceptor za pro-apoptoticko signaliziranje proBDNF-a putem p75NTR (Teng i sur., 2005) i da AB

djelujuci preko p75NTR moze povecati ekspresiju sortilina (Saadipour i sur., 2013).
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Slika 10. Sinteza i sekrecija moZdanog neurotrofnog ¢imbenika.
Kratice: BDNF, moZdani neurotrofni ¢imbenik; p75NTR, pan neurotrofinski receptor; Trk, tropomiozin-

receptor-kinaza.

Zreli BDNF (mBDNF) nakon izlu€ivanja iz stanice veZe se na TrkB i poti¢e dimerizaciju i

autofosforilaciju ovog receptora te time aktivira nizvodno vise signalnih puteva.
Signalni putevi kojima BDNF ostvaruje svoje djelovanje unutar stanica su (Slika 11):

e put izvanstani¢nim signalom regulirane kinaze (ERK) (koja je clan obitelji mitogenom-
aktiviranih proteinskih kinaza, MAPK),

e put fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K),

e signalni put fosfolipaze C gama (PLCy).

Signalizacija putem TrkB moZe potaknuti otpustanje gvanozin-difosfata (GDP) i vezivanje gvanozin-

trifosfata (GTP) na protein Ras, koji pripada porodici GTP-aza i ukljuéen je u prijenos signala unutar
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stanice. Ras zatim aktivira nizvodne kinaze, ukljucujuéi i MAPK/ERK (Slika 11) koja onda utjece na
transkripciju aktivirajuéi razli¢ite transkripcijske faktore (Shaywitz i Greenberg, 1999). Protein Ras
sudjeluje i u aktivaciji PI3K signalnog puta (Reichardt, 2006) koji zavrSava aktivacijom kinaze Akt
(protein-kinaza B) (Slika 11), enzima koji je vazan u procesima translacije proteina i preZivljavanju
stanica. TrkB-PI3K-Akt signalni put aktivira translaciju putem proteina koji je meta rapamicina kod
sisavaca (mTOR, engl. Mammalian Target Of Rapamycin) (Sarbassov i sur., 2005). Enzim PLCy nakon
aktivacije djeluje tako da hidrolizira fosfatidil-inozitol-4,5-bifosfat (PIP2) pri ¢emu kao produkti
nastaju diacilglicerol (DAG) i inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) (Huang i Reichardt, 2003; Reichardt, 2006)
(Slika 11). DAG zatim nizvodno aktivira protein-kinazu C (PKC), a IP3 potite otpuitanje Ca®' iz

unutarstani¢nih skladista (ER). Ovaj signalni put takoder regulira i transport sinaptickih proteina

(Yoshii i Constantine-Paton, 2007).
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Slika 11. Signalizacija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika putem tropomiozin-receptor-kinaze B.
Kratice: Akt, serin treonin kinaza; BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; CAMK, Ca*"'calmodulin-ovisna protein
kinaza; DAG, diacilglicerol; ERK, izvanstani¢nim signalom regulirana kinaza; Gab1/2, protein koji se veze na
Grb2; Grb2, za receptor ¢imbenika rasta vezani protein 2; MEK, MAPK/ERK kinaza; MKP1, fosfataza 1 MAP

kinaze; PDK1, fosfatidilinozitol 3-ovisna protein kinaza 1; PI3K, fosfatidilinozitol 3-kinazna; PKC, protein kinaza

C; PLCy, fosfolipaze C gama; PTEN, homolog fosfataze i tenzina; Sch, adaptor protein koji sadrzi Src homolognu

2 domenu; SOS, engl. son of sevenless; TrkB, trpomiozin-receptor-kinaza B.
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Postoje dokazi koji upucuju na to da je signalni put BDNF-TrkB vaZan u regulaciji gustoce dendritickih
trnova (Shimada i sur., 1998; Tyler i Pozzo-Miller, 2003). Jedan od mogucéih mehanizama kojima bi
BDNF mogao utjecati na stabilizaciju i maturaciju sinapsi je djelovanjem putem konstrukcijskog
proteina koji regulira postsinapticku gusto¢u (PSD-95, engl. Postsynaptic Density-95 scaffolding
protein) (Hu i sur., 2011).

Nezreli protein (proBDNF) veze se na receptor p75NTR i aktivira vise signalnih molekula medu kojima
su i jezgrin faktor kB (NF-kB, engl. Nuclear Factor kB), c-Jun N-terminalna kinaza (JNK) te RhoA
(protein koji veze gvanozin-trifosfat). p75NTR negativho modulira morfologiju dendrita i gustocu
dendriti¢kih trnova (Zagrebelsky i sur., 2005).

1.6.2. Uloga mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u uc¢enju i pamcenju

Protein BDNF je kljucan faktor u rastu aksona, modulaciji rasta i morfologije dendrita te u regulaciji
prezZivljenja i diferencijacije pojedinih populacija neurona u srediSnjem i perifernom Ziv€éanom
sustavu tijekom razvoja organizma (Bibel i Barde, 2000; Binder i Scharfman, 2004). Kod odraslih

organizama BDNF preuzima vaznu ulogu u regulaciji sinapticke transmisije i plasti¢nosti.

Mozak kod sisavaca zadrzava trajnu sposobnost mijenjanja, tj. prilagodbe na vanjske utjecaje i
razli¢ita iskustva. Ovu sposobnost omogudéuje mehanizam sinapticke plasti¢nosti koji je kljuéan u
procesima ucenja i paméenja. Kod sisavaca jacina sinapsi u mozgu je promjenjiva, $to znaci da ovisno
o potrebi pojedine sinapse mogu jacati, a druge slabiti. Proces dugorotnog povecanja jacine
prijenosa signala izmedu dva neurona, tj. proces dugoro¢nog potenciranja (LTP, engl. Long-Term
Potentation) (Schinder i Poo, 2000; Schuman, 1999), koji se takoder smatra stani¢nim ekvivalentom
ucenja i memorije, ovisan je o djelovanju BDNF-a. U LTP-u je klju¢na presinapti¢ka uloga proteina
BDNF koji poveéava broj sekrecijskih vezikula, olaksava njihovo usidravanje i fuziju s membranom
(Tyler i Pozzo-Miller, 2003) te na taj nacin inducira dugotrajne strukturne promjene u dendritickim
trnovima koji tvore sinapse sa susjednim neuronima (Tanaka i sur., 2008). No, u mehanizmu LTP-a
ulogu ima i postsinapticko signaliziranje putem proteina BDNF. Poznato je da LTP mozZe inducirati
ekspresiju gena pomodéu PI3K-Akt-mTOR i MAPK/ERK signalnog puta (Klann i Dever, 2004).
PredloZeni mehanizam ranog i kasnog LTP-a (Yoshii i Constantine-Paton, 2010) zapocinje s ulaskom
vecih koli¢ina Ca®* iona u neuron djelovanjem NMDA receptora i Ca** kanala L-tipa (Grover i Teyler,
1990) te djelovanjem BDNF-TrkB signaliziranja putem signalnog puta PLCy. Presinapticko djelovanje
PLCy rezultira vezivanjem veceg broja vezikula i otpusStanjem glutamata u sinapsu (Yoshii i
Constantine-Paton, 2007). Daljnja kasna faza LTP-a ovisi o sintezi proteina putem signalnog puta PI3K
te o aktivaciji MAPK i transkripcijskog faktora CREB. Aktivacija BDNF-a takoder poveéava i dotok PSD-

95 u sinapsu.

Postoje indikacije da BDNF regulira i dugoroc¢nu depresiju (LTD, engl. Long-Term Depression). LTD je
mehanizam kojim se smanjuje snaga sinapse, a javlja se kao posljedica ne koristenja, tj. slabijeg

koristenja pojedinih sinaptickih veza tijekom duljeg vremenskog perioda. Djelovanje nepocijepanog
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proBDNF-a preko receptora p75NTR pojacava LTD koja je ovisna o receptorima NMDA (Woo i sur.,
2005). Ocito je da je BDNF vrlo vazan neurotrofin s klju¢cnom ulogom u sinaptickoj plasti¢nosti u

razli¢itim regijama SZS-a u odrasloj dobi, ali i tijekom procesa starenja.

Ulogu BDNF-a u uéenju i memoriji potvrduju i istraZivanja na glodavcima koja upucuju na povecanu
ekspresiju glasnicke ribonukleinske kiseline (MRNA, engl. messenger RNA) koja kodira za BDNF u
hipokampusu nakon kontekstualnog kondicioniranja strahom (Hall i sur., 2000) te nakon izlaganja
Morrisovom vodenom labirintu (Kesslak i sur., 1998). Nakon kondicioniranja strahom pokazano je da
kod Zivotinja dolazi do povecanja razine mRNA koja kodira za protein BDNF, ali i razine samog
proteina BDNF te do povecane fosforilacije receptora TrkB u podruc¢ju amigdale (Rattiner i sur.,
2004). BDNF je najviSe eksprimiran u podrucjima mozga kao Sto su hipokampus, neokorteks,
strijatum, amigdala i mali mozak (Dugich-Djordjevic i sur., 1995; Kawamoto i sur., 1996), tj. u
podrucjima mozga koja su odgovorna za kognitivne funkcije. Upravo uloga koju BDNF ima u nastanku
memorije i njezinoj pohrani, upucuje na potencijalno vrlo vaino djelovanje ovog neurotrofina u

mehanizmima koji dovode do razvoja neurodegenerativnih bolesti poput AB-a.

1.6.3. Mozdani neurotrofni ¢cimbenik u Alzheimerovoj bolesti

AB je progresivni neurodegenerativni poremecaj koji je na pocetku karakteriziran blagim kognitivnim
ostecenjem, dok ga u kasnijim fazama bolesti karakterizira slabljenje visestrukih kortikalnih funkcija.
U mozgu bolesnika koji boluju od AB-a uocavaju se mnogobrojni senilni plakovi i neurofibrilarna
degeneracija, koja se javlja kao posljedica akumulacije hiperfosforiliranog proteina tau i nastanka
neurofibrilarnih snopi¢a u neuronima i glija stanicama. Ove neuropatoloSke promjene popraéene su

smanjenim transportom u aksonima te propadanjem neurona.

BDNF je eksprimiran i Siroko rasprostranjen u mozgu, za razliku od nekih drugih neurotrofina, a
njegova funkcija je klju¢na za preZivljavanje i plasti¢nost neurona diliem moZdanog tkiva, posebice
neurona u onim regijama mozga koje su ozbiljno ostec¢ene u AB-u (neuroni hipokampusa, kortikalni i
kolinergicki neuroni) (Ghosh i sur., 1994; Knusel i sur., 1991; Lindholm i sur., 1996). IstraZzivanja in
vitro te istraZzivanja na animalnim modelima, pokazala su klju¢nu ulogu ovog neurotrofina u
diferencijaciji i prezivljavanju neurona, sinaptickoj plasti¢nosti i kogniciji (Bartkowska i sur., 2010;
Massa i sur., 2010; Minichiello i sur., 1999; Yamada i sur., 2002). Murer je sa suradnicima (1999)
pokazao da u moZzdanom tkivu osoba s AB-om, toc¢nije u neuronima koji su sadrzavali neurofibrilarne
snopi¢e, nije bilo proteina BDNF, dok su neuroni sa snopi¢ima bili izrazito bogati ovim
neurotrofinom. Uloga proteina BDNF u AB-u povezuje se i s njegovim vaznim modulatornim uéinkom
u neurotransmisiji. Poznato je da kolinergicki neuroni u prednjem mozgu propadaju tijekom AB-a, a
BDNF je vaZan jer promovira preZzivljenje i diferencijaciju ovih neurona (Garzon i sur., 2002). U
kolinergickim neuronima BDNF poti¢e i otpustanje Ach, neurotransmitora koji je deficitaran kod
pacijenata s AB-om (Knipper i sur., 1994). Kod osoba koje boluju od AB-a takoder dolazi i do

propadanja serotonergickih neurona. BDNF i 5-HT sustav medusobno su povezani tako da promjene
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u razini proteina BDNF mogu uzrokovati modifikacije 5-HT sustava i na taj nacin pridonijeti

neurodegeneraciji (Mattson i sur., 2004).

Uloga BDNF-a u demenciji ovisi o njegovoj signalizaciji putem receptora TrkB. Kod AB-a je pokazana
smanjena signalizacija BDNF-a putem receptora TrkB (Connor i sur., 1997; Garzon i sur., 2002;
Holsinger i sur., 2000; Michalski i Fahnestock, 2003; Peng i sur., 2005). No ova signalizacija izrazito
ovisi i 0 promjenama u alternativnoj ekspresiji transkripata gena za TrkB. Tako je pokazano da je u
hipokampusu te frontalnom i temporalnom korteksu osoba s AB-om smanjena prisutnost neurona
koji eksprimiraju dulji, funkcionalni oblik receptora TrkB, dok je ekspresija skraéenog oblika ovog

receptora povezana s nastankom senilnih plakova (Allen i sur., 1999; Ferrer i sur., 1999).

Elliott sa suradnicima (2005) pokazao je da stimulacija stani¢ne kulture neurona P19 neurotrofinom
BDNF dovodi do smanjene fosforilacije proteina tau. P19 stanice dobivaju se iz pluripotentnih stanica
teratokarcinoma misa. Ovi rezultati predlazu korelaciju izmedu smanjene razine BDNF-a i AB
patologije koja se odnosi na tau hiperfosforilaciju (Elliott i sur., 2005). BDNF je povezan i sa sintezom
kolesterola u neuronima i to na nacin da potice biosintezu kolesterola i njegovu lokalizaciju u tzv.
lipidne splavi (engl. rafts) (Suzuki i sur., 2007). BDNF s AB patologijom povezuje i Cinjenica da
blokiranjem BDNF signalizacije, koristeci protutijela za protein BDNF, dolazi do prekomjernog

nastanka AB i njegove akumulacije u neuronima (Matrone i sur., 2008).

Daljnja istrazivanja trebala bi se usmijeriti na detaljnije istrazivanje uloge signalizacije BDNF-TrkB u
demenciji, kako bi se razjasnilo kada dolazi do promjena u ovom signalizacijskom mehanizmu, u
kojim fazama bolesti, te koja je korelacija ovih promjena s uocenim neuropatoloskim promjenama

kod dementnih bolesnika.
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1.6.3.1. Ekspresija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika i Alzheimerova bolest

Mnoga istraZivanja ekspresije proteina BDNF u mozgu oboljelih od AB-a pokazala su da postoji
smanjena ekspresija ovog neurotrofina kod osoba s AB-om u odnosu na kontrolne ispitanike
(Fahnestock i sur., 2002; Ferrer i sur., 1999; Hock i sur., 2000; Holsinger i sur., 2000). Pokazano je da
je i koli¢ina prekursorske forme proBDNF, zrelog oblika proteina (Michalski i Fahnestock, 2003; Peng
i sur., 2005) te njegove mRNA (Holsinger i sur., 2000) smanjena u parijetalnom korteksu i
hipokampusu osoba koje su umrle od AB-a. No, postoje i postmortem studije koje su pokazale
povisenu koncentraciju proteina BDNF i njegovog receptora TrkB u hipokampusu i parijetalnom
korteksu pacijenata s AB-om (Durany i sur., 2000; Savaskan i sur., 2000). Problem postmortem
studija predstavlja vremenski period koji prode od smrti osobe do uzorkovanja i analize. U obzir
treba uzeti i ¢injenicu da oboljeli od AB-a imaju smanjenu gustoéu neurona, smanjeni broj dendrita i
sinapsi, Sto sve moZe utjecati na rezultate ovakvih istraZivanja. Takoder treba imati na umu da kod
analiza napravljenih koriste¢i metodu ELISA treba odabrati dobar test koji ¢e maksimalno specifi¢no
detektirati ili proBDNF ili mBDNF.

Dosadasnja istraZzivanja upuduju na potencijalnu ulogu BDNF-a kao biomarkera za S$to raniju
dijagnozu i pradenje ucinkovitosti terapije te tijeka bolesti kod pacijenata s AB-om. Koristenje
proteina BDNF koji se nalazi na periferiji u svrhu biomarkera podrZava Cinjenica da BDNF moZe prijeci
krvno-mozdanu barijeru (Pan i sur., 1998a; Pan i sur., 1998b). Studije koje pokazuju da postoji slican
profil promjene koli¢ine ovog neurotrofina na periferiji i u mozgu tijekom postnatalnog razvoja, ali i
dokazana korelacija izmedu razine serumskog i kortikalnog proteina BDNF (Karege i sur., 2002),
takoder dodatno opravdavaju istraZivanja BDNF-a u svrhu otkrivanja novog perifernog i lako

dostupnog biljega u demenciji.

1.6.3.2. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i Alzheimerova bolest

Medunarodna geneticka baza podataka AlzGene, koja je dostupna na internetskoj stranici:
www.alzgene.org, prikazuje sve gene koji su do sada istraZivani u korelaciji s AB-om (Bertram i sur.,
2009). Unutar ove baze navedene su i ukupno 34 studije, provedene na razli¢itim etnickim
skupinama, o povezanosti polimorfizama gena BDNF i AB-a (Tablica 2). U literaturi su uglavhom
prisutni vrlo razliciti i konfliktni podaci koji se najvise odnose na mogucu povezanost ili nedostatak
povezanost izmedu genetickih varijanti dva najcesce istrazivana polimorfizma gena BDNF, Val66Met
(rs6265) i C270T (rs56164415) s AB-om.

Polimorfizam rs6265 Val66Met gena za BDNF je funkcionalni i najéesée istrazivani polimorfizam ovog
gena. Alel Met polimorfizma rs6265 povezan je s razli¢itim neuropsihijatrijskim poremecajima
(Momose i sur., 2002; Neves-Pereira i sur., 2002; Sen i sur., 2003; Sklar i sur., 2002; Ventriglia i sur.,
2002). Takoder, pokazano je i da heterozigoti za ovaj polimorfizam imaju odredene probleme s

pamcenjem (Egan i sur., 2003; Hariri i sur., 2003; Rybakowski i sur., 2003). IstraZivanja polimorfizma
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C270T gena BDNF, koji se takoder Cesto povezuje s pojavom AB-a, dala su niz oprecnih, pozitivnih i
negativnih rezultata. Polimorfizam C270T smjesten je u nekodirajuéoj regiji eksona V gena za BDNF
te bi mogao biti povezan s ekspresijom gena BDNF (Huang i sur., 2007). Ovaj polimorfizam nalazi se
zapravo na poziciji 132 unutar eksona V (Itoh i sur., 2005) pa bi tocnija oznaka za ovaj polimorfizam
bila C132T, ali je u literaturi uvrijeZzen naziv C270T kojeg je dao Kunugi sa suradnicima (2001) i koji je
ovaj polimorfizam povezao s razvojem AB-a s kasnim pocetkom. Kunugi sa suradnicima (2001)
pretpostavio je da bi vidljivi u€inak alela T polimorfizma C270T na razvoj AB-a s kasnim pocetkom
mogao biti posljedica djelovanja ovog polimorfizma na ucinkovitost translacije ili bi uoceni ucinak
mogao biti posljedica nekog drugog polimorfizma koji se nalazi u tzv. neravnotezi udruZivanja alela
(LD, engl. Linkage Disequilibrium) s C270T. Moglo bi se reci da su uloga polimorfizma C270T i njegova

funkcija joS uvijek nedovoljno istrazene.

Drugi polimorfizmi gena BDNF (rs1048220, rs1048221, rs8192466) nisu bili znacajno povezani s
pojavom AB-a, dok je za samo jedan SNP (rs1048218) pronaden trend prema povezanosti s pojavom
AB-a s kasnim pocetkom (Cozza i sur., 2008). Razli¢iti polimorfizmi (rs2030324; rs2049045,
rs2203877, SNP5) gena za BDNF i njegov receptor TrkB, kao i njihove haplotipske kombinacije, nisu
bili znacajno povezani s nastankom AB kod osoba finskog porijekla (Vepsalainen i sur., 2005). Huang i
suradnici (Huang i sur., 2007) istrazivali su 11 polimorfizama na kromosomu 11p14 kod bolesnika s
AB-om i pronasli su da su heterozigoti za polimorfizam Val66Met, kao i kombinacije odredenih
haplotipova (Val66Met, rs11030104, rs2049045; H1-GTC/H2-ACG) znacajno povezani s pojavom AB-

a.

Napravljena je velika meta-analiza svih polimorfizama u ukupno 27 gena, ukljucujuci i BDNF, koristeci
podatke pohranjene u AlzGene bazi (Schjeide i sur., 2009). Pokazano je da su polimorfizmi gena
BDNF znacajno povezani s pojavom AB-a u obiteljskim studijama, u koje je uklju¢eno preko 4000
ispitanika iz razli¢itih centara, medutim ta se znacajna povezanost gubi radi korekcije na visestruko

testiranje (Schjeide i sur., 2009).
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Tablica 2. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢cimbenik u Alzheimerovoj bolesti.

. rs6265 (Val66Met)
Akatsu i sur. (2006) Japan 95 108 N
rs56164415 (C270T)

rs6265 (Val66Met)

Bagnoli i sur. (2004) Italija 128 97 N
rs56164415 (C270T)

Bian i sur. (2005) rs6265 (Val66Met) Kina 203 239 P
rs6265 (Val66Met)

Bodner i sur. (2005) rs56164415 (C270T) SAD 256 194 N
rs7103411

Combarros i sur. (2004) rs6265 (Val66Met) Spanjolska 237 218 N

Cousin i sur. (2011) rs56164415 (C270T) Francuska 428 475

rs6265 (Val66Met)
rs56164415 (C270T)

rs1048218 )
Cozza i sur. (2008) Italija 251 97 T
rs1048220
rs1048221
rs8192466
.. rs6265 (Val66Met)
Desai i sur. (2005) SAD 995 671 N

rs56164415 (C270T)

rs6265 (Val66Met) SAD

Desai i sur. (2006) (Africko 65 45 N
rs56164415 (C270T)

podrijetlo)
Feher i sur. (2009) rs6265 (Val66Met) Madarska 160 164 P
Forero i sur. (2006a) rs6265 (Val66Met) Kolumbija 102 168 T
rs6265 (Val66Met)
Fukumoto i sur. (2010) Japan 657 525 P
rs56164415 (C270T)
rs6265 (Val66Met)
Giedraitis i sur. (2009) rs11030104 Svedska 86 404 N
rs2049046
Grunblatt i sur. (2009) rs56164415 (C270T)  Austrija 127 479 N
He i sur. (2007) rs6265 (Val66Met) Kina 513 575 N
rs6265 (Val66Met)
rs56164415 (C270T)
rs11030105
Huang i sur. (2007) rs2049047 SAD 220 128 P
rs2049045
rs7124442
rs11030121

AB, Alzheimerova bolest; K, kontrolna skupina, N, neznacajan rezultat; P, znacajan (pozitivan) rezultat; T, trend

39



Matea Nikolac Perkovi¢ UvoD
Tablica 2. ...nastavak
Kunugi i sur. (2001) rs56164415 (C270T) Japan 170 499 P
. rs6265 (Val66Met)
Lee i sur. (2005) SAD 116 77 N
rs56164415 (C270T)
SAD (UCSD) 188 361 N
Li i sur. (2005) rs6265 (Val66Met) SAD (WashU) 388 349 N
UK 359 396 N
.. rs6265 (Val66Met)
Lii sur. (2008) Kanada 753 736 N
rs11030106
o rs6265 (Val66Met)
Matsushita i sur. (2005) Japan 487 471 P
rs56164415 (C270T)
Nacmias i sur. (2004) rs6265 (Val66Met) Italija 83 97 N
Nishimura i sur. (2004) rs56164415 (C270T) Brazil 188 188 N
L. . rs6265 (Val66Met)
Nishimura i sur. (2005) Japan 172 275 P
rs56164415 (C270T)
Olin i sur. (2005) rs56164415 (C270T) SAD 212 202 P
. . rs6265 (Val66Met) .
Reimani sur. (2007) SAD, Nizozemska 861 550 N
rs11030107
Riemenschneider i sur. (2002a) rs56164415 (C270T) Njemacka 201 188 P
. rs6265 (Val66Met) .
Saarela i sur. (2006) Finska 97 101 N
rs56164415 (C270T)
SAD (CAG) 222 267 N
jeide i . SAD (NCRAD 741 300 P
Schjeide i sur. (2009) rs6265 (Val66Met) ( )
(obiteljska studija) SAD (NIA) 803 290 N
SAD (NIMH) 995 411 N
Tsai i sur. (2004) rs6265 (Val66Met) Kina N
.. rs6265 (Val66Met) .
Tsai i sur. (2006) Kina 175 189 P
rs56164415 (C270T)
Ventriglia i sur. (2002) rs6265 (Val66Met) Italija 130 111 P
rs6265 (Val66Met)
rs2049046
Vepsalainen i sur. (2005) rs2030324 Finska 375 460 N
rs2203977
SNP5
Webster i sur. (2010) rs6265 (Val66Met) SAD, Nizozemska 861 550 N
rs6265 (Val66Met)
Zhang i sur. (2006) rs56164415 (C270T) SAD 295 250 N

G-712A

AB, Alzheimerova bolest; K, kontrolna skupina, N, neznacajan rezultat; P, znacajan (pozitivan) rezultat; T, trend
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1.6.3.3. Mozdani neurotrofni ¢cimbenik u terapiji Alzheimerove bolesti

Upravo zbog vrlo vaZne uloge proteina BDNF u mehanizmima AB-a, javila se i ideja o koristenju ovog
neurotrofina u terapijske svrhe. Nagahara sa suradnicima (2009) proveo je istraZivanje djelovanja
BDNF-a na razli¢itim Zivotinjskim modelima AB-a (glodavci i primati). Kod svih Zivotinja doslo je do
smanjivanja simptoma bolesti nakon Sto je egzogeno primijenjen BDNF. KoriSteni transgenic¢ni
misevi, koji su u genu za APP imali dvije mutacije na mjestima cijepanja B-sekretazom i y-sekretazom,
pojaano su akumulirali AB. Kada je Zivotinja dostigla 6-7 mjeseci starosti pojavila su se i prva
ozbiljna kognitivna oStecenja (Nagahara i sur., 2009). Nakon injiciranja gena BDNF u entorinalni
korteks ovih miseva doslo je do obnove sinapsi, stani¢nog signaliziranja, poboljsanja procesa ucenja i
upamdivanja (memorije) (Nagahara i sur.,, 2009). Autori su svoje rezultate potvrdili na modelu
Stakora i primata (rezus makaki), pokazujudi i pozitivan ucinak primjene ovog neurotrofina na gubitak

kognitivnih funkcija u slu¢aju neurodegeneracije povezane sa starenjem.

Spomenuti rezultati upucuju na moguce koristenje egzogenog BDNF-a u terapeutske svrhe kod
osoba koje boluju od demencije. No, ovakva primjena BDNF-a sa sobom povlaéi neka dodatna
pitanja koja treba prvotno razmotriti. Prvi problem je trenutacno nepoznata koli¢ina egzogenog
BDNF-a koja bi na ovaj na¢in mogla do¢i do mozga i zahvacenih neurona, a koja je onda izravno
povezana i s kolicinom ovog neurotrofina koja bi se davala pacijentima u takvom obliku terapije.
Nedovoljne koli¢ine BDNF-a ne bi dale Zeljeni ucinak, a prevelike koli¢ine mogle bi imati nezZeljeni
ucinak na unutarstanicne mehanizme vezane za djelovanje BDNF-a. Drugi problem s kojim se
znanstvenici susreéu je nacin selektivne dostave BDNF-a u Zeljene regije mozga. Jedna od metoda
dostave BDNF-a isprobana je kod Stakora s lezijama u lednoj mozdini, a radi se o dostavi BDNF-a u
obliku transplantata fibroblasta koji su geneti¢ki modificirani tako da proizvode i izlucuju BDNF
(Tobias i sur., 2001). Takoder, napravljena je i uspjeSna kombinacija biokompatibilnih polimera i
geneticki modificiranih fibroblasta koji proizvode BDNF (Loh i sur., 2001). Ovi mehanizmi dostave

mogli bi biti korisni i u terapiji neurodegenerativnih poremedéaja.

Iz navedenog je vidljivo da postoji potencijal koriStenja neurotrofina BDNF u svrhu terapije, ali i u
svrhu Sto bolje i ranije dijagnostike AB-a, tj. u svrhu ublaZavanja simptoma te usporavanja razvoja
bolesti. Velika nada polaZze se i u receptore p75NTR i TrkB kao mogude terapeutske mete u lije¢enju

neurodegeneracije.
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Demencija je sindrom globalnog i progresivhog ostecenja stecenih kognitivnih sposobnosti koji

rezultira otezanim obavljanjem svakodnevnih aktivnosti i koji je cCesto popracen i dodatnim

neuroloskim ili psihijatrijskim simptomima. Ovo istraZivanje daje bolji uvid u ulogu BDNF-a u

demenciji, tocnije u ulogu ovog neurotrofina u razvoju kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih

simptoma demencije.

Hipoteze istrazivanja

Promjene u koncentraciji BDNF-a i razli¢ite geneticke varijante gena za BDNF i TrkB bit ¢e
povezane s razvojem demencije i s razvojem kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih
simptoma demencije.

Analiza ekspresije gena za BDNF i gena (SORL1) koji kodira za sortirajuci receptor proteina
APP (SORLA, engl. sorting protein-related receptor with A-type repeats) pokazat ¢e da postoji
razlika u ekspresiji ovih gena, na razini mRNA, izmedu pojedinaca s dijagnozom AB-a i onih s
dijagnozom MCl-a.

Ovo istrazivanje ponudit ¢e lako dostupne biokemijske i geneticke pokazatelje koji ¢e u
buduénosti doprinijeti pravovremenoj dijagnostici demencije, ublazavanju simptoma bolesti

te boljem pracenju progresije bolesti i odgovora na terapiju.

Ciljevi istrazivanja

Definirati ulogu promjene koncentracije BDNF-a u razvoju demencije usporedbom osoba s
dijagnozom AB-a i drugih tipova demencija u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCl-a.
Analizirati potencijalnu ulogu promjene koncentracije BDNF-a u plazmi u razvoju kognitivnih
te bihevioralnih i psiholoskih simptoma demencije.

Definirati ulogu pet razlicitih polimorfizama u genu za BDNF (rs6264, rs11030104,
rs7934165, rs1519480, rs56164415) i ulogu jednog polimorfizma u genu za receptor BDNF-a
TrkB (rs1439050) u razvoju demencije.

Definirati ulogu pet polimorfizama u genu za BDNF (rs6264, rs11030104, rs7934165,
rs1519480, rs56164415) i ulogu jednog polimorfizma u genu za TrkB (rs1439050) u razvoju
kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih simptoma demencije.

Analizirati moguci ucinak polimorfizama gena za protein BDNF na koncentraciju BDNF-a u
plazmi ispitanika s dijagnozom demencije ili MCl-a.

Istraziti ekspresiju gena BDNF i SORL1, na razini njihove mRNA, kako bi se utvrdila
potencijalna razlika u ekspresiji navedenih gena izmedu pacijenata s dijagnozom AB-a i onih

koji imaju dijagnozu MCl-a.
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3.1. Ispitanici

U IstraZivanje je uklju¢eno ukupno 318 ispitanika (47,1% muskaraca). Medijan dobi za sve ispitanike
iznosio je 74 godine (25.-75. percentil = 66-80; raspon = 41-94 godine; prosje¢na dob = 72,7 + 10,7
godina). Kod 207 ispitanika postavljena je dijagnoza AB-a, kod 59 dijagnoza MCl-a, a 52 ispitanika
imalo je dijagnozu ostalih tipova demencije (VaD, FTD, DLB).

Tijekom planiranja istrazivanja, broj ispitanika, koji bi trebao biti dovoljan da se statisticki potvrdi (za
grani¢nu p vrijednost od 5%), s prihvatljivo velikom mogucnosti (snaga istrazivanja od 80%) i sa
srednjom veli¢inom ucinka (r=0,20), razlika izmedu skupina u istraZivanom parametru vezanom za
ishod istraZivanja (koncentracija proteina BDNF u plazmi i raspodjela genotipova s obzirom na
istrazivane polimorfizme gena BDNF), odreden je koriste¢i program G*Power 3.1 (Faul i sur., 2007).
U slucaju usporedbi za koje bi se koristila analiza varijance (ANOVA), pomoc¢u programa G*Power
odredena je veli¢ina uzorka od 246 ispitanika, dok je u slu¢aju usporedbi za koje ¢e se koristiti x° test
potreban uzorak od 241 ispitanika. Prema ovim a priori analizama snage uzorka, tj. potrebne veli¢ine
uzorka, moZemo zakljuciti da je nas$ uzorak od ukupno 318 ispitanika dovoljan da procijenimo mjeru

glavnog ishoda sa zadanom preciznoscu.

3.1.1.  Klinicka obrada ispitanika

Ispitanici uklju¢eni u istraZivanje nisu uzimali prethodno nikakve antidementike te nisu bili
medusobno u rodu, a svi su lije¢eni na Klinici za neurologiju i Klinici za psihijatriju Klinickog bolnickog
centra Zagreb. Odgovarajuca dijagnoza ispitanika postavljena je od strane suradnika na projektu,
neurologa i psihijatara, temeljem dijagnosti¢kih (NINCDS-ADRDA i DSM-IV) kriterija, a na osnovi
kognitivnog testiranja, analize cerebrospinalnog likvora, kao i neuroslikovnih prikaza. Kod svih
bolesnika uzeta je detaljna anamneza, opéi, neuroloski i neurokognitivni statusi, a simptomi su
evaluirani pomodéu neuroloskih i psihijatrijskih klini¢kih instrumenata, strukturiranog klinickog

intervjua i neuropsihijatrijskih i psiholoskih ocjenskih ljestvica.

Dijagnoze pacijenata temeljene su na NINCDS-ADRDA (Jack i sur., 2011; McKhann i sur., 1984) i DSM-
IV (APA, 2000) kriterijima prema kojima demencija mora biti utvrdena klinickim pregledom i
potvrdena neuropsiholoskim testiranjem, a kod ispitanika mora biti prisutan deficit, koji prati i
progresivno pogorsanje, u dvije ili vise kognitivnih domena (koje ukljucuju i paméenje). Osoba ne
smije imati poremecaj stanja svijesti, sistemsku bolest ili bolesti mozga koje bi mogle utjecati na
progresivni deficit pamcenja i kognicije. Takoder, prvi simptomi bolesti moraju se pojaviti u razdoblju

od 40. do 90. godine Zivota (naj¢es¢e nakon 65. godine).
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3.1.2. Psihometrijski testovi u dijagnozi demencije

U sklopu neurokognitivnog ispitivanja bolesnika, za procjenu kognitivnih oSteéenja u demenciji,

koristeni su testovi:

o MMSE,

e CDT,

e skala procjene Alzheimerove bolesti (ADAS, engl. Alzheimer's Disease Assessment Scale) -
kognitivna podskala (ADAS-Cog),

e Kklinicka skala za rangiranje demencije (CDR skala, engl. Clinical Dementia Rating scale).
Za procjenu BPSD-a koriSteni su neuropsihijatrijskih testovi:

e NPI
e BEHAVE-AD.

3.1.2.1. Psihometrijski testovi koriSteni za procjenu kognitivnih oStecenja u

demenciji

Test procjene mentalnog stanja

MMSE je psihometrijski test (Cockrell i Folstein, 1988; Folstein i sur., 1975) koji se najcesce koristi za
procjenu kognitivnih sposobnosti u dijagnozi demencije. MMSE se koristi za detekciju razine
kognitivnih ostecenja, za pracenje kognitivnih funkcija tijekom vremena te za procjenu efikasnosti
terapije. Ovaj test procjenjuje paznju, budnost, govor, orijentaciju, memoriju, razumijevanje,
imenovanje i ponavljanje, Citanje i pisanje, racunanje te diskriminaciju lijevo-desno. MMSE se sastoji
od razli¢itih pitanja koja se boduju s nula bodova ili s jednim bodom. Najveéi zbroj bodova koji osoba
moZe ostvariti na testu MMSE je 30, a veéi broj bodova povezuje se s boljim kognitivnim

sposobnostima. Prema broju bodova na MMSE-u osobe mozZemo podijeliti na:

e osobe s normalnim kognitivnim sposobnostima (broj bodova od 27 do 30),
e osobe s blagom demencijom (broj bodova od 21 do 26),
e osobe s umjerenom demencijom (broj bodova od 10 do 20),

e osobe s teskim oblikom demencije (broj bodova < 10).
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Test crtanja sata

CDT je test koji se koristi kao jos jedna mjera ozbiljnosti simptoma demencije (Lee i sur., 1996;
Sunderland i sur., 1989). Postoji viSe varijacija u samom nacinu primjene testa, ali u pravilu najcesce
pacijent dobije ili unaprijed nacrtanu kruznicu u koju mora sam ucrtati brojeve te kazaljke sata koje
pokazuju tocno odredeno vrijeme ili se pacijentu da prazan list papira na koji sam mora ucrtati cijeli
sat (kruZnicu, brojeve i kazaljke). Vrijeme koje se Cesto zadaje pacijentu da ga naznadci na satu je 10
minuta nakon 11 sati. Ovim testom se zapravo procjenjuje funkcioniranje frontalnih i temporo-
parijetalnih regija mozga. Prednost ovog testa je Sto upucuje na ozbiljnost demencije, a trajanje testa

je vrlo kratko (oko dvije minute).

Za bodovanje rezultata CDT-a Cesto se koristi metoda koju je definirao Sunderland sa suradnicima
(1989), a koja predlaZe koristenje unaprijed odredenog grani¢nog broja bodova (< 5) koji ukazuje na

ostecenje (Slika 12).

Test crtanja sata

Slika 12. Primjer bodovanja testa crtanja sata metodom koju je predlozio Sunderland sa sur. (1989).

a. broj ostvarenih bodova je 10 (kazaljke sata su u pravilnom poloZaju); b. broj ostvarenih bodova je 5 (brojevi
na satu su svi napisani na jednom okupu ili su napisani u obrnutom smjeru, a kazaljke na satu mogu biti
prisutne, ali nisu u to¢nom poloZaju); c. broj ostvarenih bodova je 6 (brojevi na satu su u pravilu dobro
napisani, ali su kazaljke u pogresnom polozaju); d. broj ostvarenih bodova je 4 (brojevi su u potpunosti

pogresno napisani, ¢esto nedostaje dio brojeva ili su napisani izvan kruznice sata).
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Skala procjene Alzheimerove bolesti - kognitivna podskala (ADAS-Cog)

ADAS-Cog je Cesto koristen psihometrijski test za procjenu razine kognitivnog osteéenja u demenciji
(Ihl'i sur., 2000; Rosen i sur., 1984; Weyer i sur., 1997). Skala se sastoji od 11 stavki koje se boduju
bodovima od 0 do 5 s obzirom na razinu ostecenja (0 oznacava da nema oStecenja, a 5 najveci
stupanj ostecenja). Ukupni broj bodova na podskali ADAS-Cog krece se u rasponu od 0 do 70 gdje,
suprotno nego u slucaju testa MMSE, veci broj bodova (> 18) ukazuje na znacajnije kognitivho

osteéenje. Test ukupno traje oko 30 minuta.
Stavke podskale ADAS-Cog koje se testiraju su:

e prisjeéanje rijeci (0-10 bodova),

e imenovanje (0-5 bodova),

e izvrsavanje naredbi (0-5 bodova),

e konstrukcijska praksa tj. crtanje figura (0-5 bodova),
e idejna praksa (0-5 bodova),

e orijentacija (0-8 bodova),

e prepoznavanje rijeci (0-12 bodova),

e govor (0-5 bodova),

e razumijevanje govora (0-5 bodova),

e problem u nalazenju rijeci (0-5 bodova),

e pamdcenje uputa testa (0-5 bodova).

Klini¢ka skala za rangiranje demencije

Skala CDR je razvijena kako bi se odredio stupanj ozbiljnosti demencije. Skala je u pocetku koriStena
iskljucivo u slucajevima dijagnoze AB-a, ali se mozZe koristiti i za rangiranje ozbiljnosti demencije i u
drugim stanjima. Ukupni CDR rang koristi se za definiranje stupnja ozbiljnosti demencije i to tako da
rang CDR-0 oznacava da nema nikakvog kognitivhog ostecenja, a daljnje tocke oznacdavaju razliCite

stupnjeve demencije:

e CDR-0,5 = vrlo blagi oblik demencije,
e (CDR-1 = blagi oblik demencije,
e CDR-2 = umjereni oblik demencije,

e CDR-3 = teski oblik demencije.

CDR skala se sastoji od 6 domena koje se zasebno ocjenjuju, a koje se narusene kod pacijenata s AB-
om. Radi se o domenama: pamcenje, orijentacija, prosudivanje, rjeSavanje problema, izvrSavanje

drustvenih obaveza, dom i hobiji, osobna njega.

Svaka od domena ocjenjuje se s obzirom na ozbiljnost oStecenja (Tablica 3). Pri ocjenjivanju pomocu

skale CDR, domena vezana za procjenu memorije, tj. pamcenja je glavna, a ostalih 5 su sekundarne.
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Tablica 3. Broj bodova prema ozbiljnosti oSteéenja za pojedine domene koje se ocjenjuju u sklopu klinicke

skala za rangiranje demencije (CDR).

Nema osteéenja 0
Upitno ostecenje 0,5
Blago ostecenje 1
Umjereno ostecenje 2
Tesko ostecenje 3

3.1.2.2. Psihometrijski testovi koriSteni za procjenu bihevioralnih i psiholoskih

simptoma u demenciji

Neuropsihijatrijski inventar

Demenciju uz kognitivni deficit prate i drugi psiholoski i bihevioralni simptomi. NPI je razvijen kako bi
omogucio procjenu neuropsihijatrijskih simptoma i psihopatologiju oboljelih od AB-a i drugih
neurodegenerativnih bolesti (Cummings, 1997; Cummings i sur., 1994). NPl prati 12

neuropsihijatrijskih poremecaja (domena) koji se cesto javljaju u demenciji:

e deluzije (sumanutosti),

e halucinacije,

e agitacija/agresija,

e depresija/disforija,

e anksioznost,

e ushiéenje/euforija,

e apatija/ravnodusnost,

e dezinhibicija,

e razdrazljivost/labilnost,

e aberantno motoric¢ko ponasanje,
e poremecaji spavanja i no¢ni nemir,

e poremecaji prehrane i apetita.

Svakoj domeni NPI-a dodjeljuju se bodovi na temelju intervjua klinicara sa skrbnikom. Za svaku
domenu bodovanje se vrsi s obzirom na frekvenciju i ozbiljnost simptoma, ali i s obzirom na to koliko
uznemiravajuée ti simptomi djeluju na skrbnika. U slu¢aju da odredeni simptom nije prisutan tada
osoba na toj domeni ima 0 bodova te nije potrebno ispunjavati dodatna pitanja vezana za tu

domenu. Ukupan broj bodova na svakoj domeni predstavlja umnoZak bodova vezanih za frekvenciju i
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onih za ozbiljnost simptoma (frekvencija x ozbiljnost). Za cijelu skalu, ukupan broj bodova dobiva se

zbrojem bodova svih 12 domena.

Frekvencija se boduje na skali od 1 do 4 (1 = rijetko, 2 = ponekad, 3 = Cesto, 4 = vrlo Cesto), a
ozbiljnost (teZina) simptoma na skali od 1 do 3 (1 = blagi, 2 = umjereni, 3 = teski tj. ozbiljni).
Emocionalno uznemiravajuci utjecaj pojedinih ponasanja na skrbnika dodatno se boduje na skali od
0 do 5, gdje 0 oznacava da ponasanje ne djeluju uznemirujuée na skrbnika, a 5 oznacava vrlo ozbiljan

emocionalno uznemiravajudi utjeca;j.

Skala za procjenu bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti

BEHAVE-AD je originalna bihevioralna skala posebno dizajnirana za pacijente koji boluju od AB-a
(Auer i sur., 1996; Reisberg i sur., 1996). Skala se sastoji od dva dijela. Prvi dio je koncentriran na
simptomatologiju, a drugi dio ukljucuje bodovanje simptoma na ljestvici od 0 do 3 prema ozbiljnosti

pojedinih simptoma. Skala se sastoji od 25 stavki koje su podijeljene u 7 kategorija.
Kategorije skale BEHAVE-AD ukljucuju:

e paranoju i deluzije (stavke 1-7),

e halucinacije (stavke 8-12),

e promjene u aktivnosti (stavke 13-15),
e agresiju (stavke 16-18),

e poremecaje spavanja (stavka 19),

e raspolozZenje (stavke 20-21),

e anksioznost (stavke 22-25).

Za ispunjavanje skale BEHAVE-AD treba oko 20 minuta, a sama skala je napravljena tako da bi bila
korisna za prospektivne studije bihevioralnih simptoma te za primjenu u farmakoloskim testiranjima

za dokumentaciju spomenutih simptoma.

3.1.3. Eticki aspekt istrazivanja

Svim ispitanicima ili njihovim skrbnicima u detalje je objasnjena svrha i postupak istraZivanja te se
uzorkovanje vrsilo tek nakon Sto su ispitanici ili njihovi skrbnici dobrovoljno potpisali informirani
pristanak. Sva istrazivanja su provedena uz odobrenje Etickog povjerenstva KBC Zagreb i uz potpunu
suradnju i primjereno razumijevanje sudionika. Istrazivanja su bila potpuno uskladena s etickim

standardima postavljenim Helsinskom deklaracijom iz 1964. godine.
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3.2. Obrada uzoraka krvi

Uzorci krvi svih ispitanika prikupljeni su kod osoba koje su bile nataste, pri prvom pregledu u
prijepodnevnim satima tijekom uobicajenih laboratorijskih testova te su unutar 24 sata dodatno

obradeni (izdvajanje trombocita, mononuklearnih stanica periferne krvi i plazme) za daljnje analize.

3.2.1. Postupak izdvajanja plazme siromasne trombocitima iz uzoraka pune

krvi

Kemikalije

o Fizioloska otopina: w(NaCl) = 0,9%

Postupak

Ispitanicima je izvadena krv (8 ml) u staklene epruvete za hematoloske analize (BD Vacutainer®) s 2
ml konzervansa, tj. antikoagulansa koji sadrZi limunsku kiselinu, natrij citrat i dekstrozu (ACD, engl.
Acid Citrat Dextrose). Svakom ispitaniku je uzet uzorak krvi pri prvom pregledu kada je osoba bila
nataste. Uzorkovanje je napravljeno u prijepodnevnim satima tijekom uobicajenih laboratorijskih
testova, a uzorci krvi su dostavljeni i obradeni unutar 24 sata na Institutu ,Ruder Boskovi¢“ u
Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju. Serijom centrifugiranja iz pune krvi prvo je izdvojena
plazma (3 min na 1100 x g), a zatim iz plazme trombociti (15 min na 5087 x g) kao bi se dobila plazma
siromasna trombocitima (Slika 13). Plazma, trombociti i preostali dio krvi s leukocitima za izolaciju

deoksiribonukleinske kiseline (DNA) pohranjeni su na -20°C za daljnje analize.

il W |
a2 T e T

MijeSanje uzoraka Centrifugiranje Odvajanje plazme Centrifugiranje
20 min 3 min; 1100 x g bogate trombocitima 15 min; 5087 xg

ng, 3

(ﬂ * { -20°C

Plazma b
-20°C o {
P = (== &= =
‘. L) ‘4 ]
. | emm— e e ~r’
Talog Centrifugiranje Ispiranje taloga Odvajanje plazme
trombocita 15 min; 5087 xg fizioloskom - siromasne
otopinom Trombociti trombocitima

Slika 13. Postupak obrade uzoraka krvi.
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3.2.2. Postupak izolacije mononuklearnih stanica periferne krvi

Kemikalije:
e Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, SAD): gusto¢a 1,077 £ 0,001 g/ml
e Fosfatni pufer (Gibco®, SAD): pH 7,4

e QlAzol reagens za liziranje uzoraka (engl. QlAzol Lysis Reagent, Qiagen, SAD)

Postupak:

Uzorci krvi koji su koristeni za odredivanje genske ekspresije vadeni su takoder u staklene epruvete
za hematoloske analize (BD Vacutainer™), volumena 5 ml, s etilendiamin tetra-acetat (EDTA)
antikoagulansom. Svakom ispitaniku izvadene su dvije epruvete krvi. Uzorci krvi ispitanika prikupljeni
su od osoba koje su bile nataste, pri prvom pregledu u prijepodnevnim satima tijekom uobicajenih
laboratorijskih testova. Uzorci su dostavljeni i obradeni unutar 24 sata u Centru za funkcionalnu
genomiku Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Mononuklearne stanice periferne krvi izdvojene su na
gradijentu gustoce koristeci Histopaque®-1077 (Sigma, SAD) (Slika 14). Puna je krv nadslojena na
Histopaque®-1077 u omjeru 2:1. Uzorak je potom centrifugiran 17 min na 800 x g (24°C). Uz pomo¢
Pasteurove pipete pokupljen je mononuklearni prsten. Nakon toga su mononuklearne stanice dva
puta isprane s fosfatnim puferom (Gibco®, SAD), prvi put centrifugiranjem 10 min na 500 x g (24°C),
a drugi put centrifugiranjem 7 min na 400 x g (4°C). Nakon ovog koraka uzorci su stavljeni na led.
Zadnje ispiranje napravljeno je s hladnim fosfatnim puferom, a uzorci su centrifugirani ponovo 7 min
na 400 x g (4°C) nakon cega je odliven supernatant, a stanice su resuspendirane u 1 ml fosfatnog
pufera i stavljene na led. Stanice su zatim izbrojene u Buerker-Tuerckovoj komorici, a udio Zivih
stanica odreden je pomocu tripanskog modrila. Stanicama za izolaciju mRNA dodan je QlAzol

reagens za liziranje uzoraka (engl. QlAzol Lysis Reagent, Qiagen, SAD) i one su pohranjene na -80°C.

centrifugiranje L Plazma
Krv — -
= = = Manonuklearne stanice
o A

: - Eritrociti

HISTOPAQUE"-1077

Slika 14. Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu gustoce koristeéi Histopaque®-
1077.
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3.3. lzdvajanje genomske DNA iz krvi

Za izdvajanje genomske DNA iz krvi koristili smo metodu isoljavanja (Slika 15) koja se bazira na

metodi koju je uspostavio Miller sa suradnicima (Miller i sur., 1988).

Ova metoda izolacije genomske DNA temelji se na uklanjanju proteina iz stani¢nog lizata
razgradnjom pomocu enzima proteinaze K te isoljavanjem. lIsoljavanje se odnosi na povecanje
koncentracije soli u vodenoj otopini koja onda na sebe privla¢i molekule vode i tako smanjuje
interakciju proteina (hidfrofilnih aminokiselina) s molekulama otapala te povecéava protein-protein
interakcije koje dovode do agregacije proteina i njihovog taloZenja. Nakon izdvajanja proteina iz
vodene otopine, DNA se precipitira pomocu izopropanola. DNA je dobro topiva u vodi zbog izrazite
polarnosti vode. Izopropanol je slabije polaran u odnosu na vodu, tako da se dodatkom izopropanola
povecavaju ionske interakcije izmedu fosfatnih skupina molekule DNA i pozitivho nabijenih iona
(Na*) u otopini. Nastanak ovih stabilnih ionskih veza smanjuje topivost DNA i dovodi do njezine

precipitacije.

Kemikalije

e Pufer za liziranje 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: 75mM NaCl, 25mM EDTA (Sigma Aldrich, SAD); pH 8

e NaCl (Kemika, Hrvatska): 5 M otopina

e Proteinaza K (TaKaRa Bio, Japan): 20 mg/ml|

o Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, SAD): 10%-tna otopina

e Etanol (Kemika, Hrvatska): 96%-tna i 70%-tna otopina

e Izopropanol (Kemika, Hrvatska)

e Pufer TE (Sigma Aldrich, SAD): 10 mM Tris (Trizma® base, Sigma Aldrich, SAD), 1 mM EDTA
(Sigma Aldrich, SAD); pH 7.6

Postupak

Nakon odmrzavanja, uzorci su mijesani 20 min na valjkastoj mijesalici, a nakon toga je izdvojeno iz
svakog uzorka 300 pl krvi i prebaceno u zasebne Eppendorf mikroepruvete od 1,5 ml (Eppendorf,
UK). Na uzorke krvi dodano je po 900 ul RCLB-a kako bi se lizirali eritrociti. Uzorci su dobro
promijesani pomocu vorteks mijeSalice i ostavljeni su 10 min na ledu. Nakon liziranja eritrocita uzorci
su centrifugirani (13000 x g, 2 min, 4°C) pri ¢emu su lizirani eritrociti ostali u supernatantu, a
netaknuti leukociti su istalozeni. Supernatant je uklonjen, a talog je dodatno prociséen
resuspendiranjem u RCLB-u (900 ul) i ponovnim centrifugiranjem (13000 x g, 2 min, 4°C). Na
dovoljno Cisti talog (nakon 3-4 ispiranja RCLB-om) dodano je 300 ul SE pufera i 30 ul 10%-tnog SDS-a.
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Uzorci su lagano promijesani okretanjem mikroepruvete, a zatim je u svaki uzorak dodano jos 1,5 pl

proteinaze K. Slijedi inkubacija uzoraka u grijaéem bloku 2 sata na 56°C pri ¢emu se leukociti liziraju.

Nakon inkubacije u uzorke je dodana 1/3 volumena 5 mM NaCl (=200 pl) i sve skupa je promijesano
vorteks mijesalicom 10 s. Nakon centrifugiranja (13000 x g, 5 min, sobna temperatura) genomska
DNA ostala je otopljena u supernatantu, a ostali stani¢ni dijelovi su istaloZeni. Supernatant je
prebacen u novu sterilnu Eppendorf mikroepruvetu, dodana su 2 volumna udjela hladnog
izopropanola (=800 ul) i uzorci su lagano promijesani. Tijekom ovog koraka dolazi do taloZenja DNA
te je ona vidljiva u obliku netopivog spleta. Centrifugiranjem 2 min na 13000 x g, talog je spusten na
dno mikroepruvete. Supernatant je odliven, a talog je dodatno ispran dodatkom 400 pl 75 %-tnog
etanola i centrifugiranjem 2 min na 13000 x g pri sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, supernatant je
odliven, a mikroepruvete su dodatno posusene prislanjanjem na papir i susenjem 20 min s
otvorenim poklopcem u digestoru. Osusenom talogu dodano je 100 upl TE pufera te su uzorci
ostavljeni preko nodi na sobnoj temperaturi kako bi se DNA u potpunosti otopila. Nakon toga uzorci

su pohranjeni na +4 ili -20°C.

~

RCLB

krv

centrifugiranje Liziranje
leukocita
vorteks

T =

TE pufer

pohrana DNA
taloZenje
talozenje / proteina

centrifugiranje o
ispiranje

etanolom izopropanol

P

Slika 15. Postupak izolacije DNA metodom isoljavanja.
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3.4. Genotipizacija polimorfizama gena za mozdani neurotrofni

c¢imbenik i tropomiozin-receptor-kinazu B

Istrazivano je ukupno 5 polimorfizama gena BDNF i jedan SNP unutar gena za TrkB. IstraZivani

polimorfizmi (Slika 16) gena BDNF su:

e 51519480,

e Val66Met (rs6265),
e 511030104,

e (C270T (rs56164415),
e 57934165,

Ovi polimorfizmi odabrani su jer je poznato da funkcionalni polimorfizam Val66Met, smjesten u
kodonu 66, ima ulogu u transportu BDNF-a u dendritima, dok bi polimorfizam C270T, smjeSten u 5'
nekodirajucoj regiji gena, mogao biti povezan sa smanjenom produkcijom BDNF-a. Polimorfizmi
rs7934165 i rs11030104 smjesteni su u intronskim regijama gena za BDNF i mogli bi utjecati na
proces alternativnog prekrajanja introna koji je odgovoran za nastanak razli¢itih transkripta ovog
gena koji se eksprimiraju razli¢éito u pojedinim tkivima kao odgovoru na razlicite podrazaje.
Polimorfizam rs1519480 smjesten je izvan kodirajuce regije gena za BDNF, ali postoje indikacije da

utjece na transkripciju mRNA.

! CpG otoci
BDNF B Kodirajuca regija
AB € o N ATG mjesta

A BC
0.65kb 06kb  18kb  025kb 0.07kb02kb 0.5kb 25kb 14kb 05k 4 4 +

0.65 kb 0.45 kb .25 kb 03 kb

rs7934165 rs56164415 rs11030104 156265 rs1519480

Slika 16. Polozaj istrazivanih polimorfizama unutar gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF).

Preuzeto i prilagodeno iz: Boulle i sur. (2012).

Gena koji kodira za TrkB ima ukupno 24 eksona (Slika 17), organiziranih u ukupno 5 klastera, i 23
introna, a sam gen je dugacak 590 kb (Stoilov i sur., 2002). Koristeci alternativne promotore, proces
alternativnog prekrajanja introna te poliadenilacijska mjesta ovaj gen mozZe dati oko 100 razlicitih
izoformi koje kodiraju za ukupno 10 proteina (Stoilov i sur., 2002). Unutar gena za TrkB za
istrazivanje je odabran SNP rs1439050, smjeSten u Cetvrtom intronu, koji bi mogao utjecati na

ekspresiju transkripata TrkB.
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TrkB
—tH—H—H—0 H-ik I tl
1-5 6-15 16 17-19 20-22 23-24

Ekson | Veli¢ina | Ekson | Veli¢ina | Ekson | Veli¢ina | Ekson | Veli¢ina

(pb) (pb) (pb) (pb)

1a 194 4a 454 10 137 18 189

1b 22 4b 192 11 133 19 6110

2a 122 5a 584 12 306 20 131

2b 89 5b 351 13 36 21 173

2c 100 6 75 14 101 27, 235

3a 360 7 72 15 100 23 159

3b 261 8 69 16 5161 24 2339

3c 165 9 155 17 48

Slika 17. Shematski prikaz rasporeda eksona i introna unutar gena za tropomiozin-receptor-kinazu B
(TrkB).

Spomenuta metoda genotipizacije pomocu komercijalnih kompleta tvrtke Applied Biosystems® (SAD)
temelji se na hibridizaciji fluorescentno obiljezenih oligonukleotidnih proba i njima komplementarnih
polimorfnih mjesta na genomskoj DNA (Slika 18). Svaka od dviju proba u reakcijskoj smjesi je na 5'
kraju obiljeZzena jednom fluorescentnom bojom (VIC ili FAM) i specificno se veze za slijed koji sadrZi
jednu promijenjenu bazu (Slika 18). Na 3' kraju obje probe imaju vezan utisivac 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 (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction),
utiSivac i boja se nalaze na takvoj udaljenosti koja omogucduje utiSivacu da sprijeci fluorescenciju
boje. Prilikom produljivanja pocetnica termostabilna DNA polimeraza cijepa vezane probe, boja vise
nije pod utjecajem utiSivaca te pocinje fluorescirati Sto se biljezi uredajem kao signal (Slika 18).
Jadina i vrsta dobivenog signala omoguduju odredivanje genotipa. Fluorescencija jedne boje upucuje
na homozigotnost jednog alela, a fluorescencija obje boje upucuje na prisutnost oba alela, tj.

heterozigotnost.

Prije samog pocetka reakcije umnazanja genomske DNA, uredaj biljezi pocetnu, a po zavrSetku
reakcije, konacnu razinu fluorescencije u reakcijskoj smjesi. Ra¢unalni program daje prikaz razine
fluorescencije za svaku fluorescentnu boju u svakom pojedinom uzorku, a konacan prikaz rezultata

ukljucuje ispis razine fluorescencije za svaku boju te graficki prikaz istih (Slika 19).

56



Matea Nikolac Perkovi¢

MATERIJALI I METODE

Slaganje kalupa i probe

Hibridizacija -
vezivanje pofetnice i probe

- AP

Meslaganje kalupa i probe

5 3 5 G 3
|
~ -
Produljivanje pofetnice -~ & ~ =
| oz _/@
.2 >
= e
5 -G £y 5 - C 3
| e
- - ‘D2
- @ ~ @ L T _/@
Kraj umnaianja kalupa I
p i 5 & i 3
SIENAL MEMA SIGNALA

@D :bojaVIC (D2 : boja FAM @ : utiSivat fluorescencije O : DNA polimeraza — : pofetnica

Slika 18. Shematski prikaz metode lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.
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Slika 19. Graficki prikaz rezultata genotipizacije metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom

vremenu.

Na osima x i y su vrijednosti fluorescentnog signala. Probe konstruirane za alel X obiljeZene su fluorescentnom

bojom VIC, a za alel Y bojom FAM. Crveni krugovi na slici oznac¢avaju homozigote za alel X, plavi rombovi

homozigote za alel Y, a zeleni trokuti heterozigote kod kojih je prisutna podjednaka fluorescencija obaju

fluorescentnih boja. Oznaka NTC (crni kvadrat) odnosi se na negativnu kontrolu u kojoj nema kalupa.
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Kemikalije

e Komercijalno dostupni kompleti (Applied Biosystems®, SAD):
o TagMan® mjesavina pocetnica i proba (engl. TagMan® Pre-designed SNP Genotyping
Assay)
=  Pristupni broj za Applied Biosystems®: C_11592758 10 (rs6265),
C_1751792_10 (rs11030104), C_11592757_20 (rs1519480), C_1197567_10
(rs7934165), C_7424004_10 (rs1439050)
o TagMan® mjesavina pocetnica i proba izradena po narudzbi (engl. Custom TagMan®
SNP Genotyping Assay) za polimorfizam C270T (rs56164415)
(zeljeni komplet oligonukleotida i pocetnica konstruiran je racunalnim programom
File builder (https://www2.appliedbiosystems.com/support/software/filebuilder/) u
koji je ubacena Zeljena sekvenca gena unutar koje se nalazi SNP)
e Otopina za genotipizaciju (Applied Biosystems®, SAD): TagMan® mati¢na mjesavina za

genotipizaciju (engl. TagMan® Genotyping Master Mix)

Postupak

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 specificne pocetnice, 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 aktivhost DNA-
polimeraze. Ukupni volumen koristene reakcijske smjese za genotipizaciju bio je 25 pl, a tocan sastav
reakcijske smjese i uvjeti reakcije prilikom genotipizacije prikazani su u Tablici 4 i Tablici 5. Za
genotipizaciju uzoraka koristen je uredaj ABI Prism7300 Real time PCR System apparatus (Applied
Biosystems®, SAD).

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese za genotipizaciju metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom

vremenu.
TagMan® mati¢na mjesavina za genotipizaciju 2 X 1x 12,5
TagMan® mjesavina pocetnica i proba 40 x 1x 0,625
Genomska DNA razrijedena u deH,0 oko 1,8 ng/ul oko 0,8 ng/pl® 11,25

1 . . o .
Volumen se prilagodava razmjerno ukupnom volumenu reakcijske smjese

21-20 ng genomske DNA po reakcijskoj smjesi
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Tablica 5. Uvjeti reakcije za genotipizaciju metodom lanc¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.

Faze reakcije Temperatura Vrijeme
Pocetni korak 95°C 10 min
55 ciklusa
Denaturacija 92°C 15s
Vezivanje i produlvjival?je 60°C 60s
pocetnica
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3.5. Odredivanje koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u

plazmi

Za odredivanje koncentracije BDNF-a u plazmi koriSten je komercijalno dostupan ELISA komplet
tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada). Spomenuti komplet je odabran jer je u literaturi (Yoshida i
sur., 2012) pokazano da vrlo uspjesno detektira mBDNF u plazmi, ali ne i proBDNF. Komplet sadrzi
rekombinantni BDNF eksprimiran u Sf21 stanicama i protutijela koja prepoznaju ovaj rekombinantni
faktor. Minimalna koncentracija BDNF-a koja se moZe detektirati ovim ELISA kompletom je ispod 20
pg/ml. Ova metoda omoguduje kvantitativho odredivanje BDNF-a u plazmi. Metoda se temelji na
vezivanju Zeljenog proteina na monoklonalno protutijelo koje je imobilizirano na mikroplocicu nakon
Cega se na nastali kompleks dodaje drugo monoklonalno protutijelo konjugirano s enzimom (Slika
20). Nakon serije ispiranja kojima se uklanja viSak nevezanog protutijela, dodatkom supstratne

otopine dolazi do razvoja boje Ciji je intenzitet proporcionalan kolicini proteina vezanog u pocetnom
koraku reakcije (Slika 20).

© . - protutijelo s konjugiranom TMB (supstrat za HRP)
09, BDNF “’g peroksidazom iz hrena (HRP)
© HRP ‘6 \ \
" . - 1 : .,.-""'7-_ ‘,"_7""'-7..“'
| — ,‘I l‘, — T |I. -i[%?‘ HHP"'HRP II‘
v YYO Y Y A
SEE - S

A A

P v

N\

1{\ protutijelo koje veie BDNF ﬁ(l \1(, \E:OP iuto
[ ] [ v ] [ ]

Slika 20. Postupak odredivanja koncentracije mozdanog neurotrofnog c¢imbenika (BDNF) u plazmi
pomocu komercijalno dostupnog kompleta za enzimski povezanu imunoapsorpcijsku analizu.

Preuzeto i prilagodeno od: R&D Systems, Inc. (http://www.rndsystems.com)

I. Vezivanje BDNF-a iz plazme na monoklonalna protutijela kojima je presvucena mikroplocica; Il. Vezivanje
protutijela s konjugiranom peroksidazom iz hrena na postojec¢i kompleks imobiliziranog protutijela i BDNF-a;
11l. Dodavanje supstrata tetrametilbenzidina (TMB) ¢ijom oksidacijom, pomocu peroksidaze iz hrena, dolazi do

nastanka Zutog obojenja koje je proporcionalno koli¢ini vezanog BDNF-a iz plazme.
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Kemikalije

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

o Mikroplocica: polistirenska mikroplo¢ica s 96 jaZica presvuéenim misjim
monoklonalnim protutijelom koje veze BDNF

o BDNF standard: liofilizirani rekombinantni humani protein BDNF

o BDNF konjugat (engl. BDNF Conjugate): misje monoklonalno protutijelo koje veze
BDNF konjugirano s peroksidazom iz hrena

o Razrjediva¢ kompleta RD1S (engl. Assay Diluent RD1S): puferirana proteinska baza

o Kalibriraju¢a otopina za razrjedivanje RD6P (engl. Calibrator Diluent RD6P):
Zivotinjski serum

o Pufer zaispiranje: 25x koncentriran

o Reagens za obojenje A (engl. Color Reagent A): stabilizirani vodikov peroksid

o Reagens za obojenje B (engl. Color Reagent B): stabilizirani kromogen
tetrametilbenzidin

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

Postupak

Za odredivanje koncentracije BDNF-a u plazmi koristen je komercijalno dostupan ELISA komplet
tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada) prema uputama koje daje proizvodac. Svi uzorci plazme prije
odredivanja koncentracije BDNF-a dodatno su centrifugirani 10 min na 10000g (4°C) kako bi se
uklonili mogudi ostaci trombocita. Uzorci su zatim razrijedeni 4 puta koristeci kalibriraju¢u otopinu za
razrjedivanje RD6P koja je dio ELISA kompleta. Za odredivanje koncentracije BDNF-a koristene su
mikroplocice (96 jaZica) presvu¢ene monoklonalnim protutijelom koje na sebe veZze BDNF iz uzoraka
plazme. U svaku od jaZica prvo je dodano 100 ul razrjedivaca kompleta RD1S, a zatim po 50 pl
uzoraka plazme ili po 50 pl prethodno pripremljenih razrjedenja BDNF standarda. Razrjedenja
standarda su pripremljena tako da se u konacnici dobije serija razrjedenja razli¢itih koncentracija
(Tablica 6).

Standardi, kao i svi uzorci plazme, dodani su u jaZice u duplikatima. U dvije jaZice dodana je i
negativna kontrola, tj. 50 pl kalibriraju¢e otopine za razrjedivanje RD6P. Mikroplocica je zatim
prekrivena adhezivhom folijom i ostavljena je 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije od 2
sata u svaku jaZicu dodano je po 100 pl BDNF konjugata, tj. na nastali kompleks protutijela i proteina
BDNF dodano je drugo monoklonalno protutijelo koje specificno prepoznaje protein BDNF i na koje
je vezana peroksidaza iz hrena. Nakon inkubacije od 1 sat 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 protein BDNF iz plazme. 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. Mikroplodica je
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inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon 30 min u jaZice je dodana otopina za
zaustavljanje reakcije i unutar 30 min izmjerena je apsorbancija uzoraka na ELISA ¢ita¢u (Thermo
Labsystems Multiskan EX Microplate Reader, SAD) pri 450 nm, uz korekciju pri 570 nm. Naknadno je
prema uputama proizvodaca, koriste¢i poznate koncentracije BDNF standarda, odredena

koncentracija BDNF-a u pojedinim jazicama.

Tablica 6. Priprema standardnih otopina moZzdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF).

Standardni niz

Koncentracija proteina BDNF

4000 2000 1000 500 250 125 62,5
(pg/ml)

300Ul 300 L 300Ul 300 uL 300 L

. Ve W W Wen U

300 pL Std.
e
-
Ja @ » & N o
4000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62.5 pg/mL
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3.6. Odredivanje ukupne koncentracije proteina u plazmi

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima plazme odredena je metodom prema Lowryju (1951).

Princip iza metode prema Lowryju je u reakciji amino skupina peptidne veze s ionima bakra u
luZznatim uvjetima i oksidaciji fenolnih skupina bo¢nog ogranka aromatskih aminokiselina tirozin (Tyr)
i triptofan (Trp), koje kao posljedicu imaju redukciju reagensa Folin-Ciocalteau (Dunn, 1992) pri ¢emu
nastaje kompleks plavo-ljubi¢astog obojenja s apsorpcijskim maksimumom pri 660-700 nm (Slika 21).
Folin-Ciocalteau reagens sadrzi fosfovolframatnu i fosfomolbidensku kiselinu koje bakreni ioni,
koordinirano vezani na amino skupine peptidne veze, i fenolna skupina aminokiseline Tyr reduciraju

u volfram i molibden plavilo.
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Slika 21. Princip metode odredivanja koncentracije proteina u uzorcima prema Lowryju (1951).

a. Koordinativna veza iona bakra s Cetiri dusSikova atoma peptidne veze; b. Hidroksilna skupina aminokiseline
tirozin u proteinu.

Bakreni ioni koordinirano vezani na aminoskupine peptidne veze i fenolna skupina tirozina reduciraju

fosfovolframatnu i fosfomolbidensku kiselinu Folinovog reagensa u volfram i molibden plavilo.

Lowryjeva metoda osjetljiva je dovoljno za odredivanje vrlo malih koncentracija proteina, 0,10 - 2
mg/mL (Dunn, 1992), tj. 0,005 — 0,10 mg/ml (Price, 1996). Glavni nedostatak ove metode je njezina
osjetljivost na promjene pH, tj. vrlo uzak raspon pH vrijednosti unutar kojeg daje to¢ne rezultate
mjerenja. Upravo zato se predlaZe koristenje vrlo malih volumena uzorka kako bi se Sto manje

djelovalo na pH reakcijske smjese.
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Kemikalije

e HCI (Kemika, Hrvatska): 0,1 M otopina
e Govedi serumski albumin (BSA, engl. Bovine Serum Albumin) (Sigma Aldrich, SAD): 0,5%
otopina
e ABC otopina:
o Na,C03 (Kemika, Hrvatska): 2%-tna otopina
o CuSO, (Kemika, Hrvatska): 1%-tna otopina
o K-Na tartarat (Kemika, Hrvatska): 2%-tna otopina
e Reagens Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich, SAD)

e Fizioloska otopina: 9%-tna otopina NaCl (Kemika, Hrvatska)

Postupak

Odredivanje koncentracije proteina napravljeno je u triplikatu koristeéi seriju otopina BSA u 200 pl
0,1 M HCl razli¢itih koncentracija (Tablica 7) kao standarde.

Tablica 7. Priprema standardnih otopina govedeg serumskog albumina (BSA).

Koncentracija proteina BSA

0,625 1,25 2,5 5
(8/)

U staklene epruvete dodano je po 10 pl pripremljenih standarda, 10 ul 0,1 M HCl kao negativna
kontrola ili 10 ul plazme koja je prethodno razrijedena s fizioloSkom otopinom 30 puta. U svaku od
epruveta (standarde, negativnu kontrolu i uzorke plazme) dodano je po 2 ml ABC otopine. Nakon
inkubacije od 10 min na sobnoj temperaturi u sve epruvete dodano je 200 ul reagensa Folin-
Ciocalteau razrijedenog vodom u omjeru 1:1. Nakon inkubacije od 30 minuta, spektrofotometrijski je
izmjerena apsorbancija smjese pri valnoj duljini od 700 nm. Iz apsorbancije smjese, a prema
apsorbanciji poznatih koncentracija proteina u standardima, izracunata je koncentracija proteina u

svim uzorcima plazme.

Prosjecna koncentracija proteina u svim uzorcima plazme iznosila je 0,08 + 0,02 mg/ml (25.-75.
percentil = 0,07-0,09 mg/ml; raspon = 0,03-0,14 mg/ml).
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3.7. lzdvajanje RNA iz mononuklearnih stanica periferne krvi

Temeljni uvjet za analizu ekspresije gena je izolacija i priprema RNA visoke Cistoce i integriteta. Za
izolaciju ukupne RNA iz mononuklearnih stanica periferne krvi koristen je komercijalno dostupan
komplet tvrtke Qiagen (SAD), miRNeasy Mini Kit. Ovaj komplet omogucava izdvajanje ukupne RNA iz
uzoraka, ukljucujuéi i miRNA i drugih malih RNA molekula, a kombinira metodu liziranja stanica
baziranu na fenol/gvanidin tretmanu te purifikaciju ukupne izolirane RNA putem silikatnih

membrana.

Najvedi problem u postupku izolacije intaktne RNA ¢ini kontaminacija s ribonukleazama (RNaze), vrlo
aktivnim i stabilnim enzimima koji razgraduju RNA. Zato je preduvjet za uspjesnu izolaciju RNA
inaktivacija ribonukleaza prisutnih na laboratorijskom priboru i u standardnim kemikalijama. Ovaj
komplet u sebi sadrZi monofaznu otopinu fenola i gvanidin tiocianata (QlAzol reagens za lizu) koja
olaksava lizu stanica, inhibira RNaze te pridonosi uklanjanju veéine stani¢cne DNA i proteina iz lizata
organskom ekstrakcijom. Postupak izolacije RNA ovim kompletom zapocinje homogenizacijom
uzoraka u QlAzol reagensu za lizu, nakon cega slijedi dodavanje kloroforma i razdvajanje
homogenata u vodenu i organsku fazu centrifugiranjem (Slika 22). RNA se odvaja u gornji vodeni sloj,
DNA ostaje u interfazi, a proteini u donjoj organskoj fazi i interfazi. Gornji vodeni sloj se izdvaja i
dodaje se etanol kako bi se postigli uvjeti potrebni za vezivanje RNA (Slika 22). Takav uzorak se zatim
stavlja na Rneasy Mini spin kolonu gdje se RNA veZe za membranu, a fenol i ostatak uzorka se ispire
(Slika 22). U konacnici se RNA eluira pomocu vode bez RNaza (Slika 22).

Uzorak stanica RMNA

| - F & § 70

(v
S 12
Liziranje stanica,
homogenizacija, Vezivanje ukupne RNA
dodatak etanola  na RNeasy membranu Ispiranje Elucija RNA

Slika 22. Postupak izdvajanja ukupne RNA pomoc¢u komercijalnog kompleta miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
SAD).
Preuzeto i prilagodeno od: Qiagen, SAD

(http://www.sabiosciences.com/pathwaymagazine/pcrhandbook/giagen-rneasy-kits.php)
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Kemikalije
e Komercijalno dostupan komplet za izolaciju ukupne RNA iz uzoraka tvrtke Qiagen (SAD),
miRNeasy Mini Kit:
o QlAzol reagens za liziranje uzoraka (engl. QIAzol Lysis Reagent): sadrzi soli gvanidina
(50 ml)
o Pufer RWT: sadrZi soli gvanidina; pufer je koncentriran i prije uporabe ga treba
razrijediti dodavanjem dva volumena etanola (96-100%)
o Pufer RPE: pufer je koncentriran i prije uporabe ga treba razrijediti dodavanjem cetiri
volumena etanola (96-100%)
o Voda bez RNaza (engl. Rnase-Free Water)
(Kit dodatno sadrzi i potrebne RNeasy® Mini Spin kolone, tubice za skupljanje
volumena 1,5 mli2 ml.)
e Kloroform (Kemika, Hrvatska)

e Etanol (Kemika, Hrvatska): 100%-tna i 96%-tna otopina

Postupak

Izolaciju RNA iz uzoraka mononuklearnih stanica periferne krvi napravljena je prema uputama
proizvodaca, koristeéi protokol namijenjen procis¢avanju ukupne RNA iz animalnih stanica (Slika 20).
Uzorci mononuklearnih stanica periferne krvi prethodno su bili spremljeni na -80°C dok se nije
pristupilo RNA izolaciji. Koncentracija stanica u uzorcima bila je manja od 1 x 10’, prema preporuci

proizvodaca.

Stanice su prvo lizirane dodatkom QIAzol reagensa za lizu (700 pl) uz mijeSanje na vorteks mijesalici 1
min i pipetiranje kako bi se talog Sto bolje razbio. Mikroepruvete s homogenatom zatim su
ostavljene 5 min na sobnoj temperaturi kako bi se potaknulo odvajanje nukleoproteinskih
kompleksa. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u svaku mikroepruvetu dodano je 140 ul
kloroforma i mikroepruvete su snaino promijeSane treskanjem u trajanju od oko 15 s. Nakon
inkubacije od 2-3 min na sobnoj temperaturi uzorci su centrifugirani 15 min na 12000 x g (4°C) kako
bi se razdvojile tri faze: gornja vodena faza koja sadrzi RNA (bezbojna), bijela interfaza i donja
organska faza (crvene boje). Volumen dobivene vodene faze (oko 350 pl) prebacen je u novu
mikroepruvetu za sakupljanje na koju je dodano oko 1,5 volumena 100%-tnog etanola (oko 525 pl), a
uzorci su dobro promijesani pomocu pipete. 700 ul uzorka prebaceno je u RNeasy Mini spin kolonu
koja je smjestana u novu mikroepruvetu za sakupljanje. RNeasy Mini spin kolona je zajedno s
mikroepruvetom za sakupljanje centrifugirana 15 s na 8000 x g (sobna temperatura), sve sto je
proslo u mikroepruvetu za sakupljanje je baceno, a centrifugiranje je zatim jos jedan put ponovljeno
pri istim uvjetima. Na kolonu je dodano 700 ul RWT pufera i centrifugiranje je ponovljeno kao u
prethodnom koraku kako bi se kolona isprala. Zatim je na kolonu dodano 500 pl RPE pufera i
centrifugiranje je ponovljeno, ali ovaj put u trajanju od 2 min. Ovim korakom se susi kolona kako bi
se rijesili zaostalog etanola koji bi nam mogao smetati u daljnjim koracima elucije RNA. Kolona je

prebacena u novu mikroepruvetu za sakupljanje od 1,5 mli na nju je dodano 50 pl vode bez RNaze te
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su mikroepruvete s kolonama centrifugirane 1 min na 8000 x g (sobna temperatura) kako bi se

eluirala RNA. Ovaj zadnji korak je jo$ jednom ponovljen kako bi se dobila veca koli¢ina RNA.

Koncentracija dobivene RNA odredena je mjerenjem apsorbancije razrijedenog uzorka pri valnoj
duljini od 260 nm (OD,s) pomocu uredaja NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo

Scientific, SAD). Koncentracija RNA u otopini (ug/ul) izraéunata je prema Formuli ( 1).

c(RNA)=0Dy¢, x 40 x ¢imbenik razrjedenja

(1)

Za odredivanje Cisto¢e RNA, tj. za odredivanje stupnja zagadenja proteinima mjeri se i apsorbancija
na 280 nm (OD,g) te se racuna omjer OD,60/OD,g0. Omjer veéi od 1,8 upuduje na to da je izolirana
RNA (Cista. Kvaliteta izolirane RNA provjerena je pomocu sustava Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies, Inc., SAD).
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3.8. Reverzna transkripcija izolirane mRNA u komplementarnu DNA

Izolirane molekule RNA ne mogu se koristiti kao kalup u PCR-u pa je potrebno napraviti reverznu
transkripciju (obrnuto prepisivanje) izolirane RNA u njoj komplementarnu DNA (cDNA). Za reverznu
transkripciju koristen je komercijalno dostupan komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems®, SAD) koji je optimiziran za sintezu cDNA iz ukupne izolirane RNA, a
omogucuje koriStenje vrlo male pocetne koncentracije kalupa od 0,02 pg pa sve do 2 pg. Nakon
sinteze, cDNA se moZe dalje umnotZiti specificnim pocetnicama bez organske ekstrakcije ili
precipitacije etanolom. Za sintezu cDNA ovaj komplet sadrZi enzim reverznu transkriptazu pod
komercijalnim nazivom MultiScribe™ Reverse Transcriptase. Ovaj komercijalni komplet omogucuje
sintezu cDNA koristeci oligo(dT), nasumicne pocetnice ili pocetnice koje su specificne za gen od
interesa. U reakciji su koristene oligo(dT) pocetnice duZine 15 nukleotida koje prijanjaju na poli-A

repove prisutne na 3" kraju mRNA zbog ¢ega dolazi do prepisivanja samo molekula mRNA u cDNA.

Kemikalije
e Komercijalno dostupan komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit tvrtke Applied
Biosystems® (SAD):

o RT pufer: 10x koncentriran
o  RT nasumicni heksameri: 10x koncentrirani
o Mijesavina deoksiribonukleotida (dNTP): 25x (100mM)
o Reverzna transkriptaza MultiScribe™ RT: 50 U/l

e Voda tretirana dietilpirokarbonatom (DEPC)

e Pocetnice Oligo(dT): 0,5 pg/ul

Postupak

Prije postupka prepisivanja (reverzna transkripcija) RNA u cDNA potrebno je pripremiti sve uzorke
tako da koncentracija RNA u svakom od uzoraka bude 0,2 pg/ul u ukupnom volumenu od 10 pl
(ukupno 2 pg RNA po uzorku). Neke od uzoraka potrebno je razrijediti pomoc¢u DEPC-H,0, a uzorke u
kojima je koncentracija RNA premala treba uparavati i na taj nacin koncentrirati. Uzorci su prema
potrebi uparavani na uredaju Concentrator 5301 (Eppendorf, UK). Pravilo koje vrijedi je da se

uparavanjem od 1 min volumen otopine smanji za oko 1 pl.

Kada su uzorci pripremljeni napravljena je i mjesavina za reverznu transkripciju u koju su prema
uputama proizvodaca i prema Tablici 8 dodani svi sastojci smjese u ukupnom volumenu od 10 pl
tako da konacni volumen reakcijske smjese bude 20 pl. Umjesto nasumicnih heksamera koristene su
pocetnice oligo(dT), koje nisu dio komercijalnog kompleta, kako bi omogudili umnaZanje samo
MRNA. Uvjeti reakcije navedeni su u Tablici 9, a za reverznu transkripciju koristen je uredaj 2720

Thermal Cycler (Applied Biosystems®, SAD).
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Tablica 8. Sastav reakcijske smjese (2x) za metodu reverzne transkripcije.

: - : Pocetna Konaéna  Volumen po
Sastojak reakcijske smjese o o
koncentracija koncentracija  reakciji/pl
RT pufer 10 x 1x 2
dNTP mjeSavina 25 x 1x 0,8
Oligo(dT) pocetnice 0,5 pug/ul 0,025 pg/ul 1
Reverzna transkriptaza MultiScribe™ RT 50 U/ul 2,5 U/ul 1
DEPC-H20 = - 5,2

dNTP, deoksiribonukleotidi; RT, reverzna transkripcija.

Tablica 9. Uvjeti reakcije za metodu reverzne transkripcije.

Faze reakcije Temperatura Vrijeme
Faza 1 (pocetni korak) 25°C 10 min
Faza 2 (reverzna transkripcija) 37°C 120 min
Faza 3 (razgradnja enzima) 85°C 5 min
Faza 4 (pohranjivanje uzoraka) 4°C oo
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3.9. Odredivanje ekspresije gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i

sortirajuci receptor prekursora peptida amiloid-p

PCR u stvarnom vremenu je metoda koja omogucuje odredivanje ekspresije gena. Metoda se temelji
na tome da tijekom umnaZanja novonastala DNA biva obiljeZzena fluorescencijskom bojom koja je
dodana u reakcijsku smjesu i koja je specifi¢na za dvolanéanu DNA. Koriste¢i komercijalno dostupne
uredaje mogudée je pratiti koli¢inu novosintetizirane DNA kroz cikluse mjerenjem emitirane
fluorescencije koja je proporcionalna koli¢ini nastalog PCR produkta. PCR u stvarnom vremenu je
metoda kojom se moZe kvantificirati genska ekspresija odabranog gena koriste¢i cDNA kao kalup u
reakciji (koli¢ina cDNA odgovara pocetnoj koli¢ini mRNA koja je mjera ekspresije gena). Princip
metode je taj da se za svaki analizirani gen prati fluorescencijski signal. Kada taj signal prijede razinu
detekcije koja odgovara nespecificnom signalu, tzv. prag fluorescencije (engl. threshold), smatra se
da analizirani uzorak sadrzi Zeljenu cDNA koja se u trenutku prelaska praga nakon odredenog broja
ciklusa umnotZila na razinu detekcije. Broj ciklusa reakcije koji je bio potreban da bi analizirani uzorak
presao prag fluorescencije naziva se Ct (engl. treshold cycle). Ovaj podatak zapravo govori kolika je
bila pocCetna koli¢ina cDNA, tj. mRNA u uzorku. Metoda relativne kvantifikacije usporeduje koli¢inu
ekspresije istrazivanog gena izmedu pojedinih uzoraka, pri tome gen Cija se ekspresija odreduje
naziva se ciljni gen (engl. target), a gen koji sluzZi za normalizaciju rezultata interna kontrola (engl.
reference). Uvijek je pri kvantifikaciji rezultata vazno obratiti pozornost i na efikasnost same PCR
reakcije (95-100%). U ovom radu analizirana je ekspresija gena BDNF i gena SORL1 u
mononuklearnim stanicama periferne krvi kod osoba s dijagnozom AB-a i ispitanika kojima je

dijagnosticiran MCI.

Kemikalije
e Komercijalno dostupan komplet tvrtke TaKaRa Bio (Japan), SYBR® Premix Ex Taq Il (Tli RNase
H Plus) (2x koncentriran):
o Enzim TaKaRa Ex Taq HS
o dNTP mjesavina
o Mg2+
o Enzim Tli RNase H
o Fluorescentna boja SYBR Green
e Pocetnice (Sigma Aldrich, SAD): 100 uM (razrijedene TE puferom na 10 uM); scale 0,05
(Tablica 10)
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Tablica 10. Pocetnice koriStene za odredivanje ekspresije gena.

Forward (uzvodna) AAACATCCGAGGACAAGGTG

BDNF
Reverse (nizvodna) AGAAGAGGAGGCTCCAAAGG
Forward (uzvodna) TTACTGGACGGATGCCTACC
SORL1
Reverse (nizvodna) CGGAATATGCTGAGCTGTGA
Forward (uzvodna) TCCCTGGAGAAGAGCTACGA
B-aktin

Reverse (nizvodna) AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG

BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; Forward, pocetnica koja se veze
na 5' kraj DNA lanca; Reverse, pocetnica koja se veze na 3' kraj DNA

lanca; SORL1, gen za sortirajuci receptor proteina APP-a.

Postupak

Ekspresija gena odredena je metodom PCR-a u stvarnom vremenu pomocu analizatora LightCycler
v2.0 (LightCycler, Roche, Njemacka). Za odredivanje ekspresije gena koristen je komplet SYBR®
Premix Ex Taql (Tli RNase H Plus) (TaKaRa Bio, Japan) koji vrlo dobro sprjecava stvaranje parova
pocetnica (engl. primer-dimer) i nespecificnih produkata. Ovaj komplet sadrzi i RNazu otpornu na
visoke temperature (Tli RNase H Plus) koja vrlo uspjesno razgraduje ostatke mRNA koji se Cesto
mogu nalaziti zajedno s cDNA i mogu inhibirati reakciju PCR-a. Navedeni komplet koristi dodavanje
interkalatora (SYBR Green [) koji emitira fluorescenciju kada se veZe na dvolan¢anu DNA (Slika 23).

Navedeni postupak omogucava detekciju umnaZanja DNA mjerenjem fluorescencije.

1. Denaturacija _, ® ® Interkalatar _
Pofetnica [fluorescentna boja)

—— = _ ity
L ® o €

® ®

2. Veziuanje poﬁetnica Polimeraza

3. Elongacija

Slika 23. Metoda detekcije umnazanja molekule DNA pomocu fluorescentnog interkalatora.

Preuzeto i prilagodeno od: TaKaRa Bio (http://www.clontech.com)
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Mjesavina za PCR u stvarnom vremenu napravljena je prema uputama proizvodaca (Tablica 11) u
ukupnom volumenu od 18 pl. U svaki uzorak dodano je 2 pl kalupa (<100 ng) tako da konacni
volumen reakcije bude 20 pl. Uvjeti reakcije navedeni su u Tablici 12. Za sve umnazane gene
napravljena je i negativna kontrola bez dodanog kalupa (NTC, engl. Non Template Control), a svaki

uzorak je napravljen u duplikatu.

Tablica 11. Sastav reakcijske smjese za odredivanje ekspresije gena.

: - : Pocetna Konacna Volumen po
Sastojak reakcijske smjese o o
koncentracija koncentracija reakciji/pl
SYBR® Premix Ex Taq Il (Tli RNase H Plus) 2x 1x 10
Pocetnica: Forward (uzvodna) 10 uMm 0,4 uM 0,8
Pocetnica: Reverse (nizvodna) 10 uM 0,4 uM 0,8
dH,0 = = 6,4

Forward, pocetnica koja se veZze na 5' kraj DNA lanca; Reverse, pocetnica koja se veZze na 3' kraj
DNA lanca.

Tablica 12. Uvjeti reakcije odredivanje ekspresije gena metodom lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu.

Temperatura Vrijeme
Faze reakcije

20°C/s
1 ciklus

Inicijalna denaturacija 95°C 30s

40 ciklusa
PCR 95°C 5s
60°C 20s

PCR, lancana reakcija polimeraze.
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3.10. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata napravljena je pomocu statistickog programa Sigma Stat 3,5 (Jandell
Scientific Corp., SAD). Razina znacajnosti a postavljena je na 0,05, a svi koristeni testovi bili su
dvosmijerni. Klinicki i demografski parametri (bodovi na psihometrijskim skalama, dob bolesnika, itd.)
kao i koncentracija proteina BDNF u plazmi prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon izmedu
25. i 75. percentile. Kolmogorov-Smirnov test koristen je za utvrdivanje normalnosti razdiobe

pojedinih parametara (demografskih, klinickih, laboratorijskih).

Za usporedbu vrijednosti razli¢itih istraZivanih parametara koristeni su po potrebi parametrijski i
neparametrijski testovi, ovisno o vrsti podataka i njihovoj razdiobi. U slu¢aju normalne razdiobe
podataka za usporedbe izmedu dvije skupine koristen je Studentov t-test, a u sludaju vise
usporedivanih skupina jednosmjerna ANOVA nakon koje je po potrebi napravljen Tukeyjev test
viSestruke usporedbe. U vecini slu€ajeva podaci nisu bili normalno distribuirani pa su koristene
neparametrijske inacice navedenih testova. Kod usporedbe dvije grupe podataka koristen je Mann-
Whitney U test, a kod usporedbe tri ili viSe skupina podataka neparametrijska Kruskal-Wallisova
ANOVA rangova nakon koje je, u slucaju znacajne povezanosti izmedu pojedinih skupina, napravljena

odgovarajuca post-hoc analiza kako bi se medusobno usporedile zasebne skupine (Conover, 1999).

Povezanost broja bodova na pojedinim psihometrijskim skalama i koncentracije proteina BDNF u
plazmi odredena je izracunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije (r;) jer je postojalo
odstupanje od normalne razdiobe podataka. Za analize u kojima je bilo potrebno provijeriti utjecaj
veéeg broja nezavisnih varijabli na jednu zavisnu varijablu koristena je metoda visestruke linearne

regresije ili dvosmjerna ANOVA.

Distribucija kategorickih podataka, kao Sto su frekvencije genotipova i alela, usporedena je izmedu
pojedinih skupina x’-testom koji se takoder koristio za provjeru odstupanja distribucije genotipova
od Hardy-Weinbergove ravnoteZze. Kako bi se provjerilo koji od genotipova najviSe doprinosi

statistickoj znacajnosti, izracunati su standardizirani reziduali i vrijednosti R.

U slucaju analize SNP biljega u obzir treba uzeti Cinjenicu da ovi biljezi u genomu nisu potpuno
nezavisni. Tijekom rekombinacije genoma, prilikom nastanka spolnih stanica, dio biljega koji se
nalaze jedan blizu drugoga cesée se nasljeduju zajedno od ocekivanog. To znaci da izmedu njih
postoji LD i oni nisu neovisni jedan od drugoga ve¢ govorimo o haplotipu, tj. kombinaciji alela koji se
zajedno nasljeduju. Kako bi provjerili da li su istraZivani polimorfizmi u LD-u, tj. da li postoje
odredene kombinacije alela koje se cesc¢e zajedno nasljeduju (haplotip) koristili smo program
Haploview, verzija 4.2 (Broad Institute of Harvard and MIT, SAD) (Barrett i sur., 2005). Za odredivanje
LD-a koristi se standardizirani koeficijent D'. Vrijednosti D' iznad 0,80 oznacdavaju da su dva
istrazivana polimorfizma u LD-u. Procjena parova haplotipova za svakog pojedinog ispitanika
napravljena je pomocu programa PHASE, verzija 2.1.1 (University of Washington, SAD) koji koristi
Bayesian statisticku metodu za rekonstrukciju procijenjenih haplotipova iz podataka za pojedinu

populaciju (Stephens i Donnelly, 2003; Stephens i sur., 2001). Smatra se da su racunalni algoritmi
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koje koristi program PHASE 2.1.1 superiorni u odnosu na druge metode za procjenu haplotipova kao

Sto je npr. algoritam za maksimiziranje ocekivanja (EM).

Kako bi se provjerilo postoji li povezanost stupnja demencije, koji je definiran prema skali CDR
(zavisna varijabla), s razli¢itim haplotipovima gena BDNF (nezavisna varijabla), koristena je metoda

logistiCke regresije.

Za odredivanje relativne mRNA ekspresije koristena je komparativna Ct metoda, AACt, (Livak i
Schmittgen, 2001), a dobiveni podaci usporedeni su t-testom zbog normalne razdiobe vrijednosti

ekspresije analiziranih gena.
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4.1. Demografski podaci

U istraZivanje je uklju¢eno ukupno 318 ispitanika oba spola (47,1% muskaraca) koji su podijeljeni
prema dijagnozi demencije na: ispitanike s dijagnozom AB-a (N=207), ispitanike kojima je
dijagnosticiran DLB (N=9), ispitanike s dijagnozom FTD-a (N=28), ispitanike kojima je dijagnosticiran
VaD (N=15) te ispitanike s dijagnozom MCl-a (N=59) (Slika 24).

Tablica 13 prikazuje demografske podatke ispitanika koji su podijeljeni prema dijagnozi. lzmedu
istrazivanih skupina ne postoji znacajna razlika u distribuciji prema spolu (x*=3,53; df=4; p=0,474).
Prema podacima iz Tablice 13 vidljivo je da su u svim skupinama skoro podjednako zastupljeni

ispitanici muskog te ispitanice Zenskog spola.

@ Azheimerova bolest (AB)

M Vaskularna demencija (VaD)

@ Frontotemporalna demencija (FTD)

@ Bolest Lewyjevih tjeleSaca (DLB)

Slika 24. Udio pojedinih dijagnoza unutar istrazivane skupine bolesnika.

Normalna distribucija svih demografskih varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnovim testom. S
obzirom na odstupanja od normalne distribucije, za analizu je koristen neparametrijski Kruskal-

Wallisov test.

Izmedu istrazivanih skupina postoji statisticki znacajna razlika u dobi (p<0,001) ispitanika (Tablica
13). Glavna razlika u dobi izmedu istraZivanih skupina proizlazi iz ¢injenice da je skupina ispitanika s
AB-om starija od skupina kojima je postavljena dijagnoza FTD-a ili MCl-a (Tablica 13). Istrazivane

skupine znacajno se razlikuju i u duljini trajanja obrazovanja (p=0,033).
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Tablica 13. Demografski podaci ispitanika podijeljenih prema dijagnozi u ispitanike s blagim kognitivnim
(spoznajnim) poremecajem i u ispitanike s razlic¢itim tipovima demencije.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

Ispitanici podijeljeni prema dijagnozi

Kruskal-Wallis
AB DLB FTD test
df=4

N (% muskaraca)

61(459) 214 (44,2) 9 (55,6) 16 (56,3)
7:obdine 159,0.75,0) (73?6?;;*,2) 670750)  (585655) (660760 51 000
e 110360 (60160 630 Gens o 00 03
MMSE 24.0.27,0) (1:,%-()220) (17.025,0) (11%5-'3;,0) (202,2’—22,8) 8221 <0001
ot (7,09-'100,0) (5,%?7‘5) (4,2'3;0) (4,%22) (6,06-'150,0) 40,22 <0,001
ADAS-Cog (6,;-11'2,8) (17?3-’2;,5) (9;?2,8,8) (22?1—12;,5) (73’32,9) 48,70 <0001
NPl +0 11,0 +0 20 00" 1355 0,009

(0,0-16,0) (50-18,5) (2,5-258) (55-21,5) (0,0-4,0)

AB, Alzheimerova bolest; ADAS-Cog, skala procjene Alzheimerove bolesti - kognitivnha podskala; CDT, test
crtanja sata; DLB, bolest Lewyjevih tjeleSaca; FTD, frontotemporalna demencija; MCI, blagi kognitivni
(spoznajni) poremecaj; MMSE, test procjene mentalnog stanja; N, broj ispitanika; NPI, neuropsihijatrijski
inventar; VaD, vaskularna demencija.

p<0,05 vs ispitanici s MCl-om (post-hoc test)

p<0,05 vs ispitanici s FTD-om (post-hoc test)

! p<0,05 vs ispitanici s VaD-om (post-hoc test)

Usporedba ispitanika s obzirom na broj bodova na pojedinim psihometrijskim testovima (Tablica 13),
koji se koriste za procjenu kognitivnih sposobnosti u dijagnozi demencije, potvrduje je da se
istrazivane skupine znacajno razlikuju u broju bodova na testu MMSE (p<0,001) i CTD (p<0,001). Post
hoc analiza potvrduje znacajnu razliku u broju bodova na testu MMSE izmedu skupina ispitanika s
dijagnozom AB-a ili MCl-a, izmedu ispitanika s dijagnozom MCl-a ili FTD-a, izmedu ispitanika kojima
je dijagnosticiran VaD ili FTD te ispitanika s dijagnozom VaD-a u odnosu na one s dijagnozom AB-a
(Tablica 13). U slucaju testa CDT, uocena razlika je posljedica znacajno veceg broja bodova na testu
kod ispitanika s dijagnozom MCl-a u odnosu na ispitanike kojima je dijagnosticiran AB, FTD ili DLB
(Tablica 13).
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Post hoc analiza potvrdila je znacajnu razliku u broju bodova na ADAS-Cog testu izmedu svih skupina
ispitanika (p<0,001) sto je posljedica znacajne razlike u broju bodova na ovoj skali izmedu ispitanika s
dijagnozom MCI-a u odnosu na ispitanike kojima je dijagnosticiran AB ili FTD, a potvrdena je i
znacajna razlika u broju bodova na ovoj skali izmedu ispitanika s dijagnozom FTD-a u odnosu na one
s VaD-om (Tablica 13). Izmedu skupina postoji i razlika u ukupnom broju bodova na skali NPI
(p=0,009) koja je posljedica znacajno veceg ukupnog broja bodova na NPI-u kod osoba s AB-om u
odnosu na ispitanike s dijagnozom MCl-a te veéeg broja bodova kod osoba kojima je dijagnosticiran
AB ili FTD u odnosu na ispitanike s dijagnozom VaD-a (Tablica 13). Medu istrazivanim skupinama
prisutna je i zna¢ajna razlika s obzirom na raspodjelu ispitanika prema skali CDR (x*=53,39; df=16;
p<0,001).
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4.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi

Koncentracija neurotrofina BDNF u plazmi odredena je komercijalno dostupnim ELISA kompletom
tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada). Dobiveni podaci su normalizirani s obzirom na
koncentraciju ukupnih proteina u plazmi, zbog mogucnosti utjecaja razlic¢ite koncentracije ukupnih
proteina u uzorcima na dobivene rezultate metodom ELISA prilikom usporedbe dobivenih podataka.
Konac¢na koncentracija proteina BDNF izrazena je kao koncentracija proteina BDNF (ng/ml)

podijeljena ukupnom koncentracijom proteina u uzorku (mg/ml).

Normalna razdioba vrijednosti koncentracije proteina BDNF u uzorcima testirana je Kolmogorov-
Smirnovim testom. S obzirom na odstupanja od normalne razdiobe podataka, u svim analizama

koriSteni su neparametrijski testovi za statisticku obradu podataka.

4.2.1. Demografske varijable (dob, spol, obrazovanje) i koncentracija

mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi

Kako bi se provjerilo postoji li utjecaj dobi, spola ispitanika te duljine trajanja obrazovanja na
koncentraciju proteina BDNF u plazmi, provedena je viSestruka regresijska analiza za sve
dijagnosticke skupine zajedno te zasebno za tri istraZivane skupine (ispitanike s dijagnozom MCl-a,
AB-a ili s dijagnozom drugih tipova demencija) s koncentracijom BDNF-a u plazmi kao zavisnom
varijablom te dobi, spolom i obrazovanjem kao nezavisnim varijablama. Preporuka u slu¢aju ovakvih
analiza je da broj ispitanika po skupini bude 10 do 20 puta veéi nego broj testiranih varijabli. S
obzirom da neke od istrazivanih skupina nisu udovoljavale navedenom uvjetu (zbog malog broja
ispitanika), nije napravljena analiza za sve pojedine tipove demencija (FTD, DLB i VaD) ve¢ su ti

ispitanici zajedno uvrsteni u skupinu demencija drugog tipa.

Model videstruke linearne regresije za sve ispitanike zajedno nije znaéajan (korigirani R*=0,000;
F=0,52; p=0,669), jer niti dob (koeficijent=0,255; t=0,95; p=0,344), niti spol (koeficijent=2,709;
t=0,54; p=0,592), a niti duljina trajanja obrazovanja (koeficijent=-0,210; t=-0,37; p=0,710) nemaju
znacajan utjecaj na zavisnu varijablu (koncentracija proteina BDNF u plazmi). Rezultati viSestruke
linearne regresije za sve dijagnosticke skupine zasebno (Tablica 14) pokazuju da niti jedan od
predikcijskih modela nije znacajan, tj. niti jedna od testiranih zavisnih varijabli nema znacajan utjecaj

na koncentraciju proteina BDNF u istrazivanim skupinama.

79



Matea Nikolac Perkovi¢

Tablica 14. Utjecaj dobi, spola i obrazovanja na koncentraciju mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u

plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja.

MCI
Dob 0,085 0,19 0,849
Spol 7,475 0,76 0,453
Obrazovanje 0,736 0,60 0,550

ViSestruka linearna regresija

Korigirani R>=0,000; F=0,27, p=0,844

AB
Dob 0,557 0,27 0,786
Spol 3,302 0,44 0,664
Obrazovanje -0,551 -0,70 0,489

ViSestruka linearna regresija

Korigirani R°=0,000; F=0,85, p=0,472

Demencije drugog tipa

Dob -0,327 -0,53 0,600
Spol -10,363 -1,05 0,302
Obrazovanje -0,469 -0,37 0,717

ViSestruka linearna regresija

Korigirani R=0,000; F=0,45, p=0,716

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZdani neurotrofni cimbenik; MCI, blagi kognitivni

(spoznajni) poremeca;j.

REZULTATI

Rezultati visestruke linearne regresije pokazuju da dob, spol te duljina obrazovanja ne utje¢u na
vrijednosti koncentracije proteina BDNF u trima istrazivanim skupinama pa su ove demografske

varijable isklju¢ene iz svih daljnjih analiza (Tablica 14).
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4.2.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika

oboljelih od demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja

Analizirane vrijednosti koncentracije BDNF-a u plazmi znacajno se razlikuju izmedu skupina ispitanika
oboljelih od razli¢itih tipova demencije (AB, DLB, FTD, VaD) ili MCl-a (p=0,007) (Tablica 15).
Navedena razlika posljedica je znacdajne razlike (p<0,05; post-hoc test) u koncentraciji BDNF-a u
plazmi oboljelih od AB-a u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCl-a ili FTD-a $to je potvrdeno post-

hoc testom (Conover, 1999).

Tablica 15. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili
blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

Koncentracija proteina BDNF
(ng/mg proteina)

N Percentil

(% muskaraca) medijan

Dijagnoza

Mcl 61 (45,9) 14,2 7,1 27,3
AB 214 (44,2) 22,5 9,8 52,2
DLB 9 (55,6) 10,2 6,7 44,3
FTD 28 (60,7) 11,1 6,7 26,7
VaD 16 (56,3) 21,3 10,0 64,0
Kruskal-Wallisov test H=14,22; df=4;p=0,007

' p<0,05 vs ispitanici s ABI-om (post-hoc test)
AB, Alzheimerova bolest; BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; DLB, bolest Lewyjevih tjelesaca;
FTD, frontotemporalna demencija; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; N, broj ispitanika;

VaD, vaskularna demencija.

Zbog malog broja ispitanika u skupinama s dijagnozama FTD-a, DLB-a i VaD-a ovi su ispitanici spojeni
u jednu skupinu i napravljena je dodatna usporedba sa skupinama ispitanika kojima je dijagnosticiran
AB ili MCI. Usporedba ovih triju skupina (Slika 25) pokazuje da se istraZivane skupine znacajno
razlikuju prema koncentraciji BDNF-a u plazmi (H = 11,53; df=2; p=0,003) zbog znacajno vise (p<0,05;
post-hoc test) koncentracije BDNF-a u plazmi ispitanika s dijagnozom AB-a u odnosu na skupinu

ispitanika s demencijama drugog tipa i u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCl-a (Slika 25).
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Slika 25. Graficki prikaz koncentracije moZzdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi ispitanika s
dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja (MCl), ispitanika s dijagnozom Alzheimerove
bolesti (AB) i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a
srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti.

* p<0,05 vs. AB (post-hoc test)

S obzirom na odstupanja od normalne razdiobe podataka, za potvrdu rezultata napravljena je
transformacija podataka vezanih za vrijednosti koncentracije BDNF-a u plazmi koriste¢i funkciju
logaritmiranja (In, prirodni logaritam) ¢ime su zadovoljeni preduvjeti za koristenje parametrijske
statistike. Analiza transformiranih podataka potvrduje rezultate dobivene neparametrijskim
statistickim metodama. Rezultati ANOVA-e pokazuju da postoji znacajna razlika u koncentraciji
BDNF-a u plazmi kada se usporedi svih pet dijagnostic¢kih skupina (F=4,50; df=4,313; p=0,002), a
dobivena razlika posljedica je znacajno vise koncentracije BDNF-a u plazmi pacijenata s AB-om u
odnosu na one kojima je dijagnosticiran MCI (p=0,006; Tukeyjev test) ili FTD (p=0,030; Tukeyjev test).
Usporedba transformiranih vrijednosti koncentracije BDNF-a izmedu skupine s dijagnozom AB-a,
MCl-a te kombinirane skupine s dijagnozom ostalih tipova demencija potvrduje ostale rezultate i
potvrduje znacajnu razliku izmedu navedenih skupina (F=7,58; df=2, 315; p<0,001). Spomenuta
razlika je ponovo posljedica vise koncentracije BDNF-a u plazmi pacijenata s AB-om u odnosu na
ispitanike s dijagnozom MCl-a (p=0,002; Tukeyjev test) ili ostalih tipova demencija (p=0,029;
Tukeyjev test).
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4.2.3. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi i kognitivni

simptomi demencije

Za procjenu kognitivnih oStecenja kod ispitanika s dijagnozom demencije ili s dijagnozom MCl-a

koristeni su psihometrijski testovi:

e MMSE

e CDT

e ADAS-Cog
e CDR

Normalna razdioba podataka vezanih za broj bodova na pojedinim psihometrijskim testovima za sve
skupine ispitanika, kao i vrijednosti koncentracije proteina BDNF u uzorcima, testirana je
Kolmogorov-Smirnovim testom. S obzirom na odstupanja od normalne razdiobe, u svim analizama

koriSteni su neparametrijski testovi za statisticku obradu podataka.

4.2.3.1. Demografske varijable (dob, spol, obrazovanje) i kognitivni simptomi

demencije

Kako bi se provjerilo postoji li utjecaj dobi, spola ispitanika te duljine trajanja obrazovanja na
kognitivne simptome demencije provedena je visestruka regresijska analiza za tri istraZivane skupine
(ispitanike s dijagnozom MCl-a, AB-a ili s dijagnozom drugih tipova demencija) s vrijednostima broja
bodova na pojedinim psihometrijskim skalama (MMSE, ADAS-Cog, CDT ili CDR) kao zavisnom

varijablom te dobi, spolom i obrazovanjem kao nezavisnim varijablama (Tablica 16).

Dobiveni rezultati (Tablica 16) pokazuju da niti jedan od predikcijskih modela nije znacajan, tj. niti
jedna od testiranih zavisnih varijabli nema znacajan utjecaj na koncentraciju proteina BDNF u
istraZivanim skupinama. Rezultati viSestruke linearne regresije potvrduju da dob, spol te duljina
obrazovanja ne utjeCu znacajno na vrijednosti koncentracije proteina BDNF u trima istraZivanim

skupinama zbog ¢ega se ove demografske varijable mogu iskljuciti iz svih daljnjih analiza.
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Tablica 16. Utjecaj dobi, spola i obrazovanja na kognitivne simptome demencije kod ispitanika oboljelih od demencije ili blagog kognitivhog (spoznajnog)

poremecaja.

MMSE

CDT

ADAS-Cog

CDR

Dijagnoza Koeficijent t Koeficijent t Koeficijent t Koeficijent t
MCI
Dob -0,007 -0,24 0,811 0,006 0,23 0,822 0,071 0,46 0,651 0,010 -0,65 0,524
Spol 0,439 0,67 0,504 -0,092 -0,17 0,868 -0,686 -0,22 0,827 -0,227 -1,47 0161
Obrazovanje 0,132 1,51 0,140 0,068 1,00 0,323 -0,7467 -1,84 0,077 -0,013 -0,72 0,484
Visestruka linearna  Korigirani R2=-0,011; F=0,84; Korigirani R2=-0,036; F=0,46; Korigirani R2=-O,016; F=1,16; Korigirani R2=-0,033; F=0,80;
regresija p=0,481 p=0,710 p=0,344 p=0,094
AB
Dob 0,132 1,84 0,070 -0,017 -0,51 0,614 -0,109 -0,39 0,695 -0,012 -1,08 0,288
Spol 0,616 0,56 0,576 0,137 2,57 0,012 -3,978 -0,91 0,365 -0,137 -0,76 0,453
Obrazovanje 0,259 2,26 0,026 0,137 0,47 0,639 -0,744 -1,73 0,088 -0,026 -1,56 0,127

Visestruka linearna

Korigirani R’=0,052; F=0,27;

Korigirani R’=0,046; F=2,44;

Korigirani R’=0,005; F=1,16;

Korigirani R?=-0,009; F=1,13;

regresija p=0,053 p=0,070 p=0,349 p=0,347
Demencije drugog tipa
Dob 0,061 0,40 0,691 -0,046 -0,79 0,437 -0,988 -1,95 0,066 -0,034 -0,81 0,435
Spol -0,093 -0,29 0,771 0,012 0,10 0,918 -0,919 -0,80 0,435 -0,338 -0,55 0,591
Obrazovanje -0,242 -0,10 0,922 -0,921 -1,00 0,327 -8,922 -1,07 0,298 -0,030 -0,35 0,732

Visestruka linearna
regresija

Korigirani R’=-0,083; F=0,13;
p=0,942

Korigirani R%=-0,027; F=0,71;
p=0,556

Korigirani R°=0,076; F=1,57;
p=0,230

Korigirani R?=-0,173; F=0,31;
p=0,816

AB, Alzheimerova bolest; ADAS-Cog, skala procjene Alzheimerove bolesti- kognitivna podskala; CDR, skala za rangiranje demencije; CDT, test crtanja

sata; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; MMSE, test procjene mentalnog stanja.
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4.2.3.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi i test procjene

mentalnog stanja

Povezanost broja bodova na testu MMSE i koncentracije proteina BDNF u plazmi svih uzoraka, bez
obzira na dijagnozu, odredena je izraCunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije (r;) jer je
raspodjela podataka znacajno odstupala od normalne razdiobe. Na isti nacin odredena je i
povezanost ovih dvaju varijabli zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom
ostalih tipova demencija i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da
nema znacajne korelacije izmedu broja bodova na testu MMSE i koncentracije BDNF-a u plazmi kod
svih ispitanika zajedno (rs=-0,12; p=0,061), a isti trend je vidljiv i kada podijelimo ispitanike prema

dijagnozi (Tablica 17).

Tablica 17. Korelacija koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od
demencije ili blagog kognitivhog (spoznajnog) poremecaja i broja bodova na testu procjene mentalnog

stanja.

Mmci -0,06 0,709
AB -0,14 0,086
Demencije drugog tipa 0,16 0,322

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremeca;j.

Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih simptoma, odredenih prema broju bodova na testu
MMSE, i koncentracije BDNF-a u plazmi, svi ispitanici su prema broju MMSE bodova podijeljeni na 4

skupine:

e o0sobe s normalnim kognitivnim sposobnostima (broj bodova od 27 do 30),
e osobe s blagom demencijom (broj bodova od 21 do 26) — rana faza demencije;
e o0sobe s umjerenom demencijom (broj bodova od 10 do 20) — srednja faza demencije;

e o0sobe s teskim oblikom demencije (broj bodova < 10) — kasna faza demencije.

Ispitanici s dijagnozom MCl-a nalaze se u skupini osoba s hormalnim kognitivnim sposobnostima i u

skupini osoba s blagom demencijom.

Usporedba je napravljena izmedu svih ispitanika zajedno (H=3,53; df=3; p=0,317) i unutar pojedinih
skupina ispitanika podijeljenih s obzirom na dijagnozu na ispitanike s AB-om, ispitanike s
demencijama drugog tipa i ispitanike s MCl-em (Tablica 18). Rezultati pokazuju da nema povezanosti
koncentracije BDNF-a u plazmi s razinom kognitivhog osteéenja procijenjenog pomoc¢u testa MMSE

unutar dijagnostickih kategorija (MCl, AB i demencije drugog tipa) (Tablica 18).
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Tablica 18. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili

blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja prema broju bodova na testu procjene mentalnog stanja.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

MMSE bodovi Kruskal-Wallisov test
Dijagnoza 10-20 21-26 df p
15,8 8,7
mci . - 62-27,4) (39-366) > 1 08l
22,4 22,5 13,8
AB (10,2-31,4) (9,9-49,6) (7,9-36,5) - 319 2 0,203
14,3 9,3 19,1

=
(o]
(o]
N

Demencije drugog tipa 0,390

(10,2-24,7) (5,8-26,9) (7,7-30,0)

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremeca;.

Unatoc¢ tome Sto nema znacajne korelacije koncentracije BDNF-a s brojem bodova na testu MMSE u
istrazivanim skupinama pacijenata (Tablica 18), vidljiv je trend povezanosti ovih dvaju varijabli kod
pacijenata s AB-om. Stoga je napravljena dodatna usporedba skupine ispitanika s AB-om, koji su
podijeljeni na kategorije prema broju MMSE bodova, i skupina ispitanika s MCl-em ili dijagnozom
ostalih tipova demencija (koje nisu dodatno podijeljene na kategorije prema broju MMSE bodova).
Usporedba upudéuje na grani¢no znacajnu razliku u vrijednostima koncentracije proteina BDNF
izmedu navedenih skupina (H=9,45; df=4; p=0,050) sto je posljedica znacajne razlike (p<0,050; post-
hoc test) u koncentraciji proteina BDNF u plazmi pacijenata u srednjoj fazi AB-a (osobe s umjerenom
demencijom) u odnosu na pacijente s dijagnozom MCI-a ili s dijagnozom ostalih tipova demencija
(Slika 26).
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Slika 26. Graficki prikaz koncentracije moZzdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi ispitanika s
dijagnozom blagog kognitivhog (spoznajnog) poremecaja (MCl), ispitanika s demencijama drugog tipa te
ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti (AB) koji su dodatno podijeljeni, prema broju bodova na
testu procjene mentalnog stanja, na bolesnike u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi bolesti.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a
srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti
(vrijednosti koje odstupaju (tzv. ,outside” i ,far out” vrijednosti) prikazane su kao izdvojene tocke).

* p<0,05 vs. AB (post-hoc test)

Za dodatnu potvrdu rezultata analizirane su transformirane vrijednosti koncentracije BDNF-a u
plazmi. Rezultati ANOVA-e pokazuju da postoji znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi kada
se usporede skupine ispitanika s dijagnozom MCl-a, ispitanika s dijagnozom AB-a (koji su dodatno
podijeljeni prema broju bodova na testu MMSE na bolesnike u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi bolesti) i
ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija (F=3,07; df=4,238; p=0,017). Uocena razlika je
posljedica znacajno viSe koncentracije BDNF-a u plazmi pacijenata u srednjoj fazi AB-a u odnosu na
one kojima je dijagnosticiran MCI (p=0,019; Tukeyjev test). U sluaju pacijenata s demencijama

drugog tipa vidi se slican trend, ali razlika nije statisticki znacajna (p=0,087; Tukeyjev test).
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4.2.3.3. Koncentracija mozdanog neurotrofnog cimbenika u plazmi i test crtanja

sata

Povezanost broja bodova na testu CDT i koncentracije proteina BDNF u plazmi svih uzoraka, bez
obzira na dijagnozu, odredena je izracunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije (rs) jer je
raspodjela podataka znacajno odstupala od normalne razdiobe. Na isti nacin odredena je i
povezanost ovih dvaju varijabli zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom
ostalih tipova demencija i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da
nema znacajne korelacije izmedu broja bodova na testu CDT u odnosu na koncentraciju BDNF-a u
plazmi kod svih ispitanika zajedno (rs=-0,02; p=0,823), a isti trend je vidljiv i kada podijelimo
ispitanike prema dijagnozi (Tablica 19). Medutim, unutar skupine demencija drugog tipa postoji
znacajna i pozitivna korelacija (p=0,028) izmedu koncentracije proteina BDNF u plazmi i broja bodova

na CDT-u.

Tablica 19. Korelacija koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od

demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja i broja bodova na testu crtanja sata.

MCI -0,06 0,684
AB -0,10 0,324
Demencije drugog tipa 0,34 0,028

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremeca;j.

Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih simptoma, odredenih prema broju bodova na testu
CDT, i koncentracije BDNF-a u plazmi, svi ispitanici su prema metodi koju je predloZio Sunderland sa
suradnicima (1989) podijeljeni na osobe s brojem bodova CDT<5 (vece kognitivho ostecenje) i
ispitanike s brojem bodova CDT>5 (slabije kognitivno ostecenje). Veéina ispitanika (90,4%) s

dijagnozom MCl-a nalazi se u skupini osoba sa slabijim kognitivnim oSteéenjem (CDT>5).

Usporedba je napravljena izmedu svih ispitanika zajedno (U=4745,00; p=0,659) i unutar pojedinih
skupina ispitanika podijeljenih s obzirom na dijagnozu na ispitanike s AB-om, ispitanike s

demencijama drugog tipa i ispitanike s MCl-em (Tablica 20).
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Tablica 20. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili
blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja prema broju bodova na testu crtanja sata.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

25,3 14,8
M I ’ )
‘ (7,9-44,0) (6,1-27,3) 99,00 0,566
17,0 13.3
AB , , 1314 )
(7,2-31,0) (8,2-25,4) 314,00 0,60
91 18,4

Demencije drugog tipa 114,00 0,015

(5,7-18,0) (8,3-146,2)

AB, Alzheimerova bolest; CDT, test crtanja sata; MCI, blagi kognitivni (spoznajni)

poremecaj.

Rezultati pokazuju da nema povezanosti koncentracije BDNF-a u plazmi s razinom kognitivnog
ostecenja procijenjenog pomocu testa CDT unutar dijagnosti¢kih kategorija AB i MCI, ali je ta
povezanost znacajna u skupini demencija drugog tipa (Tablica 20). Za dodatnu potvrdu znacajnog
rezultata u slucaju skupine demencija drugog tipa analizirane su transformirane vrijednosti
koncentracije BDNF-a u plazmi. Rezultati t-testa pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika (t=-
2,668 ; df=39; p=0,011) u koncentraciji BDNF-a u plazmi kada se usporede ispitanici s dijagnozama

ostalih tipova demencija koji su dodatno podijeljeni prema broju bodova na testu CDT.

Dodatna usporedba skupina ispitanika s AB-om, s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija,
koje su podijeljene na kategorije prema broju CDT bodova, potvrduje da nema statisticki znacajne
razlike u vrijednostima koncentracije proteina BDNF kada se sve skupine medusobno usporede (H =
7,43; df=5; p=0,190) (Slika 27) unatoC tome 3to je i dalje vidljiv trend niZe koncentracije BDNF-a u
plazmi kod skupine ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa koji se nalaze u skupini s tezim

kognitivnim oSteéenjem (CDT<5) u odnosu na skupinu sa slabijim kognitivnim ostecenjem (CDT>5).
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Slika 27. Graficki prikaz koncentracije moZzdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi ispitanika s

dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja (MCI), ispitanika s dijagnozom Alzheimerove

bolesti (AB) i ispitanika s demencijama drugog tipa koji su svi dodatno podijeljeni prema broju bodova na

testu crtanja sata (CDT) na osobe s brojem bodova < 5 (vece kognitivho ostecenje) i ispitanike s brojem

bodova >0,5 (slabije kognitivno ostecenje).

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a

sredisSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti

(vrijednosti koje odstupaju (tzv. , outside” i ,far out” vrijednosti) prikazane su kao izdvojene tocke).
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4.2.3.4. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi i skala procjene

Alzheimerove bolesti - kognitivha podskala

Povezanost broja bodova na podskali ADAS-Cog i koncentracije proteina BDNF u plazmi svih uzoraka,
bez obzira na dijagnozu, odredena je izracunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije (rs) jer je
raspodjela podataka znacajno odstupala od normalne razdiobe. Na isti nacin odredena je i
povezanost ovih dvaju varijabli zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom
ostalih tipova demencija i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da
nema znacajne korelacije izmedu broja bodova na podskali ADAS-Cog u odnosu na koncentraciju
BDNF-a u plazmi kod svih ispitanika zajedno (r;=0,08; p=0,312), a isti trend je vidljiv i kada podijelimo

ispitanike prema dijagnozi (Tablica 21).

Tablica 21. Korelacija koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od
demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecdaja i broja bodova na skali procjene Alzheimerove

bolesti - kognitivna podskala.

McCI -0,05 0,775
AB 0,06 0,541
Demencije drugog tipa 0,15 0,378

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremeca;.

Ukupan broj bodova na podskali ADAS-Cog krece se u rasponu od 0 do 70, a veci broj bodova (> 18)
predstavlja znacajnije kognitivno ostecenje. Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih
simptoma, odredenih prema broju bodova na podskali ADAS-Cog, i koncentracije BDNF-a u plazmi,
svi ispitanici su podijeljeni na osobe s brojem bodova <18 (manje kognitivno osteéenje) i ispitanike s
brojem bodova 218 (znacajnije kognitivnho ostecenje). Vecina ispitanika (81,1%) s dijagnozom MCl-a
nalazi se u skupini osoba s manjim kognitivnim ostecenjem (<18).

Usporedba je napravljena izmedu svih ispitanika zajedno (U=892,00; p=0,790) i unutar pojedinih
skupina ispitanika podijeljenih s obzirom na dijagnozu na ispitanike s AB-om (p=0,790), ispitanike s

drugim tipovima demencija (p=0,489) i ispitanike s MCl-em (p=0,313) (Tablica 22).
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Tablica 22. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili
blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja prema broju bodova na skali procjene Alzheimerove bolesti

- kognitivna podskala.
Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

Mann-Whitney U

ADAS-Cog bodovi

test
Dijagnoza .
12,3 21,0
" (6,1 - 25,3) (7,7 - 52'5) 79,00 0,313
13,3 14,2
» (9,9-27,3) (7,4-33,2) 892,00 0,790
20,9 11,5

Demencije drugog tipa 128,00 0,489

(10,7-39,1) (7,4-31,5)

AB, Alzheimerova bolest; ADAS-Cog, skala procjene Alzheimerove bolesti -

kognitivna podskala; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremeca;.

Rezultati pokazuju da nema povezanosti koncentracije BDNF-a u plazmi s razinom kognitivnog

ostedéenja procijenjenog pomocu podskale ADAS-Cog unutar svih dijagnostickih kategorija.

Dodatna usporedba skupina ispitanika s AB-om, s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija,
koje su podijeljene na kategorije prema broju ADAS-Cog bodova, ukazuje da nema znacajne razlike u
vrijednostima koncentracije proteina BDNF kada se sve skupine medusobno usporede (H=2,78; df=5;

p=0,734) (Slika 28).
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Slika 28. Graficki prikaz koncentracije moZzdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi ispitanika s
dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja (MCI), ispitanika s dijagnozom Alzheimerove
bolesti (AB) i ispitanika s demencijama drugog tipa koji su svi dodatno podijeljeni prema broju bodova na
skali procjene Alzheimerove bolesti - kognitivha podskala (ADAS-Cog) na osobe s brojem bodova <18
(manje kognitivno ostecenje) i ispitanike s brojem bodova =18 (znacajnije kognitivno ostecenje).

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a
sredisSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti

(vrijednosti koje odstupaju (tzv. , outside” i ,far out” vrijednosti) prikazane su kao izdvojene tocke).
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4.2.3.5. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi i klinicka skala

zarangiranje demencije

Skala CDR koristi se za definiranje stupnja ozbiljnosti demencije na nacin da ukupni rang CDR-0
oznacava da nema nikakvog kognitivhog ostecenja, a daljnje tocke oznacavaju razlicite stupnjeve

demencije:

e CDR-0,5 = vrlo blagi oblik demencije,
e CDR-1 = blagi oblik demencije,
e CDR-2 = umjereni oblik demencije,

e CDR-3 = teski oblik demencije.

Povezanost ukupnog ranga na skali CDR i koncentracije proteina BDNF u plazmi svih uzoraka, bez
obzira na dijagnozu, odredena je usporedivanjem koncentracije BDNF-a u plazmi ispitanika
podijeljenih prema CDR rangu. Rezultati Kruskal-Wallisovog testa pokazuju da nema znacajne razlike
u koncentraciji proteina BDNF u plazmi svih ispitanika podijeljenih prema CDR rangu (H=1,05; df=4;
p=0,902). Na isti nacin odredena je i povezanost ovih dvaju varijabli zasebno kod ispitanika s
dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija i ispitanika kojima je postavljena
dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da nema znacajne razlike u koncentraciji BDNF-a u plazmi s

obzirom na CDR rang niti nakon podjele ispitanika prema dijagnozi (Tablica 23).

Tablica 23. Koncentracija moZdanog neurotrofnog cimbenika u plazmi ispitanika oboljelih blagog
kognitivnog (spoznajnog) poremecaja ili demencije prema rangu klini¢ke skale za rangiranje demencija.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

Kruskal-
ERELLE _ Wallisov test
Dijagnoza H p
18,8 12,2 15,6 1,20
mdl (13,6-23,6) (6,5-23,5) (7,8-37,8) - ; (df=2) %
14,5 17,0 18,2 38,8 1,28
AB (95-37,7) (94-27,5) (11,6-655) (388-388)  (df=3) /33
gfum:"c“e 21,1 8,9 9,4 7,9 560 as
tipag J (122-67,8) (7,3-162) (66-13,4) (57-10,2) (df=3)

AB, Alzheimerova bolest; CDR, klinicka skala za rangiranje demencija; MCI, blagi kognitivni (spoznajni)

poremedaj.
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Zbog malog broja ispitanika u pojedini skupinama koje su definirane prema CDR rangu, ispitanici s

dijagnozom demencije kombinirani su i podijeljeni na idu¢e podskupine:

e (CDR-0,5i CDR-1 = vrlo blagi do blagi oblik demencije,
e CDR-2 i CDR-3= umjereni i teski oblik demencije.

Ispitanici s dijagnozom MCl-a nalaze se svi unutar skupine ispitanika s CDR rangom od 0,5 do 1.
Rezultati usporedbe koncentracije BDNF-a u plazmi ispitanika podijeljenih u dvije gore navedene
kategorije prikazani su u Tablici 24. Rezultati pokazuju da unutar skupina s dijagnozom AB-a
(p=0,438) ili s dijagnozom drugih tipova demencija (p=0,112) nema razlike u koncentraciji BDNF-a u
plazmi, ali je vidljiv trend koji je slican do sada dobivenim rezultatima, a koji upuéuje na povezanost
tezih oblika demencije sa smanjenom koncentracijom proteina BDNF u plazmi u odnosu na blazi

oblik demencije. U slucaju AB-a trend je opet obrnut, ali rezultati nisu statisticki znacajni.

Tablica 24. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od demencije
prema rangu klinicke skale za rangiranje demencija.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

15,0 19,6

AB (9,5—34,2) (13,2-38,8) 155,00 0,438
17 4

Demencije drugog tipa (7.8 _'586 2) 6 29_' 10,2) 39,00 0,112

AB, Alzheimerova bolest; CDR, klinicka skala za rangiranje demencija.

Rezultati pokazuju da nema povezanosti koncentracije BDNF-a u plazmi s razinom kognitivnog

ostecéenja procijenjenog pomocu skale CDR unutar svih dijagnostickih kategorija.

Dodatna usporedba skupina ispitanika s AB-om, s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija,
koje su podijeljene na kategorije prema CDR-rangu na gore navedene dvije podskupine, ukazuje da
nema statisti¢ki znacajne razlike u vrijednostima koncentracije proteina BDNF kada se sve skupine
medusobno usporede (H = 5,48; df=4; p=0,242) (Slika 29).
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Slika 29. Graficki prikaz koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi ispitanika s
dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja (MCI), ispitanika s dijagnozom Alzheimerove
bolesti (AB) i ispitanika s demencijama drugog tipa koji su svi dodatno podijeljeni prema rangu klinicke
skale za rangiranje demencija (CDR) na podskupine: CDR-0,5 + CDR-1 (vrlo blagi do blagi oblik demencije)
i CDR-2 + CDR-3 (umjereni i teski oblik demencije).

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a
sredisSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti

(vrijednosti koje odstupaju (tzv. , outside” i ,far out” vrijednosti) prikazane su kao izdvojene tocke).
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4.2.4. Koncentracija mozdanog neurotrofnog <cimbenika u plazmi te

bihevioralni i psiholoski simptomi demencije

Kako bi se provjerilo da li postoji povezanost BPSD-a s koncentracijom proteina BDNF u plazmi
ispitanika s dijagnozom demencije analizirana je korelacija koncentracije BDNF-a u plazmi s ukupnim
brojem bodova na skali NPI i na pojedinim domenama ove skale (NPI-A do NPI-L) te korelacija s
brojem bodova na skali BEHAVE-AD.

Kako bi se provjerilo postoji li utjecaj dobi, spola ispitanika te duljine trajanja obrazovanja na BPSD
provedena je visestruka regresijska analiza s ukupnim brojem bodova na skali NPl ili BEHAVE-AD kao
zavisnom varijablom te dobi, spolom i obrazovanjem kao nezavisnim varijablama. Analiza je pokazala
da analizirane varijable nemaju zna&ajan utjecaj na ukupni zbroj bodova na NPI-u (korigirani R*=-
0,009; F=0,46; p=0,713) i skali BEHAVE-AD (korigirani R®=0,034; F=1,80; p=0,177).

4.2.4.1. Koncentracija mozdanog neurotrofnog <{imbenika u plazmi i skala

neuropsihijatrijski inventar

Povezanost broja bodova na NPI-u i koncentracije proteina BDNF u plazmi osoba s dijagnozom
demencije odredena je izraCunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije (rs) jer je raspodjela

podataka znacajno odstupala od normalne razdiobe (Tablica 25).
Kod svih ispitanika testirana je korelacija i 12 domena koje NPI prati (Tablica 25):

e deluzije/sumanutosti (NPI-A),

e halucinacije (NPI-B),

e agitacija/agresija (NPI-C),

e depresija/disforija (NPI-D),

e anksioznost (NPI-E),

e ushiéenje/euforija (NPI-F),

e apatija/ravnodusnost (NPI-G),

e dezinhibicija (NPI-H),

e razdrazljivost/labilnost (NPI-I),

e aberantno motoricko ponasanje (NPI-J),

e poremecaji spavanja i no¢ni nemir (NPI-K),

e poremecaji prehrane i apetita (NPI-L).
Rezultati pokazuju da postoji pozitivna i statisticki znacajna korelacija izmedu koncentracije proteina

BDNF u plazmi i broja bodova za domene NPI-E: anksioznost (p=0,002), NPI-K: poremecaji spavanja i

nocni nemir (p=0,025) te NPI-L: poremecaji prehrane i apetita (p=0,039) (Tablica 25).
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Tablica 25. Korelacija koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika oboljelih od

demencije i broja bodova na neuropsihijatrijskom inventaru.

NPI-ukupno 0,07 0,300
NPI-A: deluzije 0,01 0,954
NPI-B: halucinacije -0,06 0,489
NPI-C: agitacija/agresija -0,10 0,276
NPI-D: depresija/disforija 0,08 0,236
NPI-E: anksioznost 0,22 0,002
NPI-F: ushi¢enje/euforija -0,01 0,917
NPI-G: apatija/ravnodusnost -0,10 0,165
NPI-H: dezinhibicija 0,07 0,312
NPI-I: razdraZljivost/labilnost -0,04 0,590
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,10 0,167
NPI-K: poremecaji spavanja i noéni nemir 0,19 0,025
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,18 0,039

NPI, neuropsihijatrijski inventar.

Kako bi dodatno ispitali povezanost pojedinih psihijatrijskih simptoma i koncentracije BDNF-a u
plazmi, svi ispitanici su podijeljeni prema broju bodova na pojedinim NPl domenama koje koreliraju s
koncentracijom BDNF-a (Tablica 25) na osobe s 0 (bez simptoma/poremecaja) i ispitanike s brojem

bodova 21 (sa simptomima/poremecajem).

Rezultati Mann-Whitney U testa dodatno su potvrdili znacajnu povezanost koncentracije BDNF-a u
plazmi sa simptomima anksioznosti (U=1641,00; p=0,004) (Slika 30A), poremedajima spavanja i
no¢nim nemirom (U=869,00; p=0,024) (Slika 30B) te poremecajima prehrane i apetita (U=623,00;
p=0,020) (Slika 30C) kod ispitanika kojima je dijagnosticiran AB.
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NPI-L=0 NPI-L>1 (vrijednosti koje odstupaju (tzv. ,outside” i ,far out”

vrijednosti) prikazane su kao izdvojene tocke).

4.2.4.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog cimbenika u plazmi i skala za

procjenu bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti

Kod ispitanika s dijagnozom AB-a napravljena je analiza povezanosti ukupnog broja bodova na skali

BEHAVE-AD s koncentracijom proteina BDNF u plazmi. Rezultati pokazuju da ove dvije varijable nisu

u znacajnoj korelaciji (rs=-0,20; p=0,192).
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4.3. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni cdimbenik

tropomiozin-receptor-kinazu B

Genotipizacija metodom PCR-a u stvarnom vremenu dala je podatke o ucestalosti genotipova i alela
s obzirom na ukupno 5 istraZivanih polimorfizama gena BDNF i jednog polimorfizma u genu za TrkB.
Tablica 26 navodi oznake, pozicije, alele, udio rjedeg alela u populaciji ispitanika uklju¢enih u
istrazivanje te p vrijednosti koje se odnose na analizu odstupanja raspodjele genotipova od Hardy-

Weinbergove ravnoteze (HWE).

Tablica 26. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-receptor-kinazu B.

Starija S o Alel  Alel Pdlo S
Gen/kromosom/pozicija  Lokacija riedeg p
oznaka 2 o
alela vrijednost
rs1519480 - BDNF/11/27675712 5 'e8id A 0,261 0,373
(flanking)

rs6265 Val66Met BDNF/11/27679916 ekson G A 0,186 0,624
rs11030104 - BDNF/11/27684517 intron T C 0,230 0,181
rs56164415 C270T BDNF/11/27721735 intron C T 0,075 0,514
rs7934165 - BDNF/11/27731983 intron A G 0,498 0,594
rs1439050 - TrkB/9/84673278 intron G T 0,346 0,085

BDNF, mozZdani neurotrofni ¢imbenik; HWE, Hardy-Weinberg ravnoteza; Met, metionin; TrkB, tropomiozin-

receptor-kinaza B; Val, valin; SNP, polimorfizam jedne baze.
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4.3.1. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-
receptor-kinazu B kod oboljelih od demencije ili blagog kognitivhog

(spoznajnog) poremecaja

Pomocu X’-testa provjereno je postoji li znac¢ajna razlika u frekvenciji genotipova izmedu muskih i
Zenskih ispitanika unutar dijagnostickih skupina (Tablica 27). Jedino je u skupni ispitanika s
dijagnozom AB-a u slucaju polimorfizma rs56164415 pronadena znacajna razlika u distribuciji
genotipova izmedu muskih i Zenskih ispitanika (Tablica 27). Zbog tog nalaza, u analizama vezanim za
polimorfizam rs56164415 dodatno je provjeren i mogudi utjecaj spola, dok su u slucaju ostalih
polimorfizama daljnje analize napravljene bez podjele po spolu.

Kada je udio recesivnih homozigota istrazivanih polimorfizama gena BDNF i TrkB bio premali (<6%)
nosioci rjedeg alela kombinirani su u zajedni¢ku skupinu kako bi se izbjegla moguca pogreska pri
analizi podataka zbog premale frekvencije pojedinih genotipova unutar istrazivanih skupina. Na ovaj
nacin su kombinirani nosioci rjedeg alela kod polimorfizama: rs1519480 (f(GG)=5,7%), rs6265
(f(AA)=2,8%), rs11030104 (f(CC)=3,8%) i rs56164415 (f(TT)=0,9%).

Tablica 27. Utjecaj spola na distribuciju genotipova s obzirom na polimorfizme gena za moZdani
neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-receptor-kinazu B u skupini ispitanika s dijagnozom blagog
kognitivnog (spoznajnog) poremecaja, ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s

demencijama drugog tipa.

rs1519480 0,54 1 0,462 0,21 1 0,645 0,85 1 0,355
rs6265 1,64 1 0,201 2,35 1 0,125 2,76 1 0,097
rs11030104 0,04 1 0,848 2,00 1 0,157 0,73 1 0,394
rs56164415 0,04 1 0,832 6,38 1 0,012 2,15 1 0,143
rs7934165 2,03 2 0,362 2,15 2 0,342 2,38 2 0,304
rs1439050 0,55 2 0,759 0,15 2 0,929 2,11 2 0,349

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; SNP, polimorfizam jedne baze.

Distribucije genotipova i alela s obzirom na sve istrazivane polimorfizme gena BDNF i TrkB kod
skupine ispitanika s dijagnozom AB-a, skupine ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa te
skupine kojoj je dijagnosticiran MCI prikazane su u Tablici 28. Rezultati pokazuju da nema znacajne

razlike u raspodjeli genotipova i alela izmedu usporedivanih skupina ispitanika (Tablica 28).
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Tablica 28. Distribucija alela i genotipova s obzirom na polimorfizme gena za moZdani neurotrofni
¢imbenik i tropomiozin-receptor-kinazu B kod ispitanika s dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog)
poremecaja, ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova

demencija.

Demencije drugog tipa

N (%)
Genotip
AA 33(55,9) 116 (56,0) 21 (40,4)
o Nosioci alela G 26 (44,1) 91 (44,0) 31 (59,6)
(]
% 3 X’-test X*=3,23; df=2; p=0,118
2 D Al
(7]
= A 89 (75,4) 312 (75,4) 69 (66,3)
G 29 (24,6) 102 (24,6) 35 (33,7)
X-test X’=3,68; df=2; p=0,159
Genotip
= GG 43 (72,9) 130 (62,8) 36 (69,2)
?D Nosioci alela A 16 (27,1) 77 (37,2) 16 (30,8)
% L X’-test X*=2,41; df=2; p=0,300
[a) > .
) - Aleli
§ G 101 (85,6) 330(79,7) 87 (83,7)
2 A 17 (14,4) 84 (20,3) 17 (16,3)
X-test X’=2,50; df=2; p=0,286
Genotip
T 39 (66,1) 112 (54,1) 33 (63,5)
g Nosioci alela C 20 (33,9) 95 (45,9) 19 (36,5)
% 3 X>-test X’=3,51; df=2; p=0,173
=) 3 -
) = Aleli
£ T 97 (82,2) 310 (74,9) 83 (79,8)
C 21(17,8) 104 (25,1) 21(20,2)
X-test X?=2,50; df=2; p=0,190
Genotip
C 53 (89,8) 176 (85,0) 44 (84,6)
n Nosiocialela T 6(10,2) 31(15,0) 8(15,4)
s 3 X*-test X’=0,95; df=2; p=0,622
[(-}
[a] - .
) @ Aleli
(7]
= C 111 (94,1) 383 (92,5) 94 (90,4)
T 7(5,9) 31(7,5) 10 (9,6)
X-test X?=1,08; df=2; p=0,582

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, mozdani neurotrofni ¢cimbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

N, broj ispitanika; SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.
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Tablica 28. ...nastavak

‘ Demencije drugog tipa

N (%)
Genotip
AA 17 (28,8) 49 (23,7) 10 (23,3)
AG 34(57,6) 107 (51,7) 24 (55,8)
" 8 GG 8(13,6) 51(24,6) 18 (41,9)
2 5 X’-test X’=6,88; df=4; p=0,142
=B Al
A 68 (57,6) 109 (34,3) 44 (42,3)
G 50 (42,4) 209 (65,7) 60 (57,7)
X-test X’=5,24; df=2; p=0,073
Genotip
GG 26 (44,1) 92 (44,5) 25 (48,1)
GT 22(37,3) 87 (42,0) 21 (40,4)
. g 11 11 (18,6) 28 (13,5) 6 (11,5)
= g X-test X’=1,54; df=4; p=0,819
D Aleli
G 63 (58,9) 271 (65,5) 71(68,3)
T 44 (41,1) 143 (34,5) 33(31,7)
X-test X’=0,76; df=2; p=0,685

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZzdani neurotrofni ¢cimbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

N, broj ispitanika; SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.

U slucaju polimorfizma rs56164415 usporedba raspodijele genotipova izmedu usporedivanih
skupina, koje su joS dodatno podijeljene po spolu, potvrduje nedostatak znacajne razlike u
distribuciji genotipova kod muskih ispitanika (x*=3,66; df=2; p=0,160) i Zenskih ispitanica (x*=0,99;
df=2; p=0,610).

4.3.2. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-

Normalna razdiobe podataka vezanih za broj bodova na pojedinim psihometrijskim testovima kojima
su procjenjivani kognitivni simptomi demencije za sve skupine ispitanika testirana je Kolmogorov-

Smirnovim testom. S obzirom na odstupanja od normalne razdiobe podataka, u svim analizama

receptor-kinazu B u kognitivhim simptomima demencije

koristeni su neparametrijski testovi za statisticku obradu podataka.
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4.3.2.1. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik te tropomiozin-

receptor-kinazu B i test procjene mentalnog stanja

Povezanost broja bodova na testu MMSE i polimorfizama gena BDNF i TrkB odredena je za svaki
istrazivani polimorfizam zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom ostalih
tipova demencije i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da nema
znacajnog utjecaja genotipova, s obzirom na sve analizirane polimorfizme gena BDNF i polimorfizam

rs1439050 gena TrkB, na ukupan broj bodova na testu MMSE u sve tri skupine ispitanika (Tablica 29).

Tablica 29. Utjecaj genotipova s obzirom na polimorfizme gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i
tropomiozin-receptor-kinazu B na broj bodova na testu procjene mentalnog stanja kod ispitanika s
dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja, ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i
ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

A 26,0 18,0 19,5
3 (24,0-27,0) (13,8-21,2) (13,5-24,0)
Lo <
s 3 . 25,0 20 19,0
S o Nosioci alela G (24,0-26,0) (15,8-22,0) (17,0-25,0)
wv
Mann-Whitney U test U=233,00; p=0,387  U=2531,50; p=0,124  U=206,00; 0,959
oG 26,0 19,0 19,5
z (24,5-26,5) (14,0-22,0) (16,0-25,0)
w n s
z 92 - 26,0 18,0 18,5
2 ge Nosioci alela A (23,2-27,0) (14,5-21,0) (15,0-24,0)
>
= Mann-Whitney Utest U=23550; p=0,917 U=2493,00; p=0,543  U=165,00; p=0,676
o 25,5 18,5 19,0
g (24,0-26,0) (14,0-23,0) (16,2-25,0)
w i
£ 32 - 26,0 18,0 19,0
2 g Nosioci alela € (24,2-27,0) (14,5-21,0) (14,5-23,2)
L)
(7]
= Mann-Whitney U test U=236,50; p=0,518  U=2714,00; p=0,542  U=180,50; p=0,563
c 26,0 18,0 19,0
i (24,0-27,0) (14,0-22,0) (15,5-24,0)
w <
5 3 Nosioci alela T 25,0 19,5 19,5
2 g ostoct alela (23,5-26,0) (16,0-22,0) (17,0-26,0)
wn
"

Mann-Whitney U test  U=73,50; p=0,272 U=1505,00; p=0,443 U=95,00; p=0,640

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZzdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.
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Tablica 29. ...nastavak

AA 25,5 18,0 21,0
(24,0-26,5) (13,0-22,0) (13,5-26,5)
p AG 26,0 18,0 19,0
. (24,5-26,5) (15,0-22,0) (15,8-24,2)
o
2 9 oG 26,0 20,0 19,0
2 (24,2-27,0) (16,0-22,0) (16,2-21,8)
Kr”s"a"wa"a:f;; H=0,18; p=0,914 H=1,34; p=0,512 H=0,54; p=0,764
oG 26,0 20,0 20,0
(24,0-26,0) (15,0-23,0) (17,8-25,2)
2 o 26,0 18,0 17,0
s 8 (24,0-27,0) (13,5-21,0) (11,8-20,0)
= [30]
= < - 26,0 17,0 15,0
2 (25,0-28,0) (12,8-20,5) (17,0-25,0)
Kruskal-Wallis test > 15 0,334 H=3,09; p=0,213 H=2,70; p=0,259

(df=2)

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.

U slucaju polimorfizma rs56164415 provjereno je postoji li povezanost navedenog polimorfizma s
brojem bodova na testu MMSE uzimajuci u obzir i spol ispitanika. Rezultat viSestruke linearne
regresije (korigirani R?=0,10; F=7,12; p<0,001) pokazuje da polimorfizam rs56164415 (nezavisna
varijabla) ne utjeCe znacajno (koeficijent=0,965; t=0,88; p=0,380) na broj bodova na MMSE-u

(zavisna varijabla) niti nakon korekcije za spol, dijagnozu i dob.

Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih simptoma, odredenih prema broju bodova na testu
MMSE, i koncentracije BDNF-a u plazmi, svi ispitanici su prema broju bodova na MMSE-u podijeljeni

u 4 skupine:

e osobe s normalnim kognitivnim sposobnostima (broj bodova od 27 do 30),
e osobe s blagom demencijom (broj bodova od 21 do 26) — rana faza demencije;
e o0sobe s umjerenom demencijom (broj bodova od 10 do 20) — srednja faza demencije;

e osobe s teskim oblikom demencije (broj bodova < 10) — kasna faza demencije.

Ispitanici s dijagnozom MCl-a nalaze se u skupini osoba s normalnim kognitivnim sposobnostima i u

skupini osoba s blagom demencijom.

Usporedba svih ispitanika zajedno, bez obzira na dijagnozu, podijeljenih u kategorije prema broju
bodova na testu MMSE, pokazuje da nema povezanosti izmedu stupnja kognitivhog osteéenja prema
MMSE-u i polimorfizama gena BDNF: rs1519480 (x°=2,39; df=3; p=0,495), rs6265 (x’=2,79; df=3;
p=0,425), rs11030104 (x*=3,18; df=3; p=0,365), rs56164415 (x’=3,76; df=3; p=0,289), rs7934165
(x°=0,86; df=6; p=0,990). U slucaju polimorfizma rs56164415 razlika nije vidljiva niti nakon podjele na
muske ispitanike (x’=4,08; df=3; p=0,253) i Zenske ispitanice (x’=1,12; df=3; p=0,774). Rezultati
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pokazuju znacajnu razliku u raspodijeli genotipova s obzirom na polimorfizam rs1439050, koji se
nalazi u genu TrkB, izmedu ispitanika podijeljenih u kategorije prema broju bodova na testu MMSE
(x’=15,32; df=6; p=0,018). Spomenuta znadajna razlika posljedica je smanjenog udjela genotipa GG

medu ispitanicima s teskim oblikom demencije u odnosu na ostale skupine (R=-1,92).

Kako bi se dodatno ispitao utjecaj ovog polimorfizma, usporedene su skupine ispitanika s AB-om
(koji su podijeljeni na kategorije prema broju MMSE bodova) i skupine ispitanika s MCl-em ili
dijagnozom ostalih tipova demencija (koje nisu podijeljene na kategorije prema broju MMSE
bodova). Rezultat pokazuje da se istraZzivane skupine ne razlikuju znacajno u distribuciji genotipova s
obzirom na polimorfizam gena TrkB (x*=12,85; df=8; p=0,117). Medutim, razlika je prisutna ako se
promatra samo skupina ispitanika s dijagnozom AB-a (x’=9,57; df=4; p=0,048), (Slika 31), radi

smanjenog udjela homozigota GG kod osoba u kasnoj fazi bolesti (R=1,18).

80 -

O Rana faza demencije [OSrednja faza demencije B Kasna faza demencije

70 A

60 -

40

30 A

20 A

Frekvencija genotipova gena TrkB (%)

10 ~

0 .

GG GT T

Slika 31. Distribucija genotipova s obzirom na polimorfizam rs1439050 u genu za tropomiozin-receptor-
kinazu B (TrkB) kod ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti koji su dodatno podijeljeni, prema broju

bodova na testu procjene mentalnog stanja, na bolesnike u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi bolesti.
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4.3.2.2. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik te tropomiozin-

receptor-kinazu B i test crtanja sata

Povezanost broja bodova na testu CDT i polimorfizama gena BDNF i TrkB odredena je za svaki
istrazivani polimorfizam zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom ostalih
tipova demencija i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da nema
znacajnog utjecaja genotipova, s obzirom na polimorfizme rs1519480, rs6265, rs56164415 i

rs7934165 gena BDNF, na ukupan broj bodova na testu CDT u sve tri skupine ispitanika (Tablica 30).

Tablica 30. Utjecaj genotipova s obzirom na polimorfizme gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i
tropomiozin-receptor-kinazu B na broj bodova na testu crtanja sata kod ispitanika s dijagnozom blagog
kognitivnog (spoznajnog) poremecaja, ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s
dijagnozom ostalih tipova demencija.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

AA 10,0 5,0 6,0
= (7,8-10,0) (5,0-8,0) (4,0-7,5)
w <
2 ) - 10,0 6,0 6,0
2 o Nosioci alela G (6,0-10,0) (5,0-7,6) (4,5-7,0)
(7]
Mann-Whitney U test U=273,50; p=0,226 U=1240,50; p=0,293 U=203,00; p=0,979
G 9,0 6,0 6,0
3 (7,0-10,0) (5,0-8,0) (4,8-7,0)
w n s
L 832 - 10,0 5,0 6,0
3 g % Nosioci alela A (7,5-10,0) (4,0-7,0) (4,0-7,0)
>
= Mann-Whitney U test U=238,50; p=0,301 U=978,50; p=0,057 U=172,00; 0,954
T 9,0 6,0 6,0
g (7,0-10,0) (5,0-8,0) (5,0-7,0)
w o
z 3 . 10,0 5,0 6,0
5 g Nosioci alela C (7,5-10,0) (4,0-6,8) (4,0-6,8)
L)
v
= Mann-Whitney U test U=279,00; p=0,416 U=975,50; p=0,013 U=179,50; p=0,671
C 9,0 6,0 6,0
3 (710'1010) (510_810) (410'710)
w <
zZ 3 Nosioci alela T 10,0 6,0 6,0
8 3 ostoctateta (9,0-10,0) (5,0-7,4) (5,0-6,0)
(7]

Mann-Whitney U test U=108,50;p=0,373 U=724,50; p=0,394 U=91,00; p=0,601

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.
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Tablica 30. ...nastavak
A 10,0 6,0 6,0
(7,9-10,0) (5,0-7,5) (4,5-9,5)
e AG 9,0 6,0 5,0
; § (612_1010) (5I0-8’O) (470'710)
8 @ . 10,0 5,0 6,0
@ (6,5-10,0) (4,2-7,0) (5,0-6,0)
K““kabvvamsjzzig H=1,19; p=0,550 H=1,31; p=0,519 H=0,54; p=0,763
9,0 6,0
’ ’ _7
GG (7,0-10,0) (5,0-7,4) 6,0(5,0-7,0)
2 GT 9.0 50 10
g 2 (5,9-10,0) (5,0-7,1) (4,0-6,0)
oS - 10,0 6,0 7,5
£ (9,0-10,0) (5,0-8,0) (5,0-10,0)
Kruskal-Wallisov test | ¢ 0,150 H=0,36; p=0,834 H=8,15; p=0,017

(df=2)

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZzdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.

U slucaju polimorfizma rs1103014 gena BDNF rezultat Mann-Whitney U testa pokazuje da osobe s
dijagnozom AB-a, koje su nosioci alela C s obzirom na ovaj polimorfizam, imaju niZi ukupan broj
bodova na CDT-u (p=0,013), Sto upucuje na vece kognitivno osteéenje kod ovih ispitanika.
Polimorfizam rs1439050 koji je smjesten u intronskoj regiji gena TrkB povezan je s brojem bodova na
testu CDT (p=0,017) kod ispitanika s dijagnozom ostalih oblika demencije i to tako da osobe koje su
heterozigoti s obzirom na ovaj polimorfizam imaju najnizi broj ostvarenih bodova na CDT-u tj.

izraZenije kognitivne simptome u odnosu na druga dva genotipa (p<0,050).

Za polimorfizam rs56164415 je provjereno i da li postoji povezanost navedenog polimorfizma s
brojem bodova na testu CDT uzimajudéi u obzir i spol ispitanika. Rezultat visestruke linearne regresije
(korigirani R*=0,01; F=1,57; p=0,185) pokazuje da polimorfizam rs56164415 (nezavisna varijabla) ne
utjece znacajno (koeficijent=0,574; t=1,11; p=0,268) na broj bodova na CDT-u (zavisna varijabla) niti

nakon korekcije za spol, dijagnozu i dob.

Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih simptoma, odredenih prema broju bodova na testu
CDT, i polimorfizama gena BDNF i TrkB, svi ispitanici su prema metodi koju je predloZio Sunderland
sa suradnicima (1989) podijeljeni na osobe s brojem bodova < 5 (veée kognitivno ostecenje) i
ispitanike s brojem bodova >0,5 (slabije kognitivho oSteéenje). Veclina ispitanika (90,4%) s

dijagnozom MCl-a nalazi se u skupini osoba sa slabijim kognitivnim oSteéenjem (>0,5).
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Usporedba svih ispitanika zajedno, bez obzira na dijagnozu, podijeljenih u kategorije prema broju
bodova na testu CDT, pokazuje da nema povezanosti izmedu stupnja kognitivhog osteéenja prema
CDT-u i polimorfizama gena BDNF i TrkB: rs1519480 (x*=0,10; df=1; p=0,758), rs6265 (x’=1,88; df=1;
p=0,170), rs11030104 (x*=2,54; df=1; p=0,111), rs56164415 (x°=0,08; df=1; p=0,771), rs7934165
(x’=1,80; df=2; p=0,406), rs1439050 (x°=1,90; df=2; p=0,388). U slucaju polimorfizma rs56164415
razlika nije vidljiva niti nakon podjele na muske ispitanike (x*=0,04; df=1; p=0,852) i Zenske ispitanice
(x*=0,84; df=1; p=0,359).

Kako bi se dodatno ispitao utjecaj polimorfizma rs1103014 na broj bodova na testu CDT kod
ispitanika s dijagnozom AB-a, napravljena je usporedba skupina ispitanika s AB-om, skupine
ispitanika s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija koji su dodatno podijeljene na kategorije
prema broju CDT bodova. Rezultat pokazuje da izmedu istraZivanih skupina nema znacajne razlike u
distribuciji genotipova s obzirom na polimorfizam rs1103014 (x’=6,33; df=5; p=0,275), ali postoji
znadajna razlika (x’=4,98; df=1; p=0,026) ako se promatra samo skupina ispitanika s dijagnozom AB-a
(Slika 32). Razlici medu istrazivanim skupinama najviSe pridonosi povecani udio nosioca alela C u

skupini s ve¢im kognitivnim oSte¢enjem (R=1,37).
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Slika 32. Distribucija genotipova s obzirom na polimorfizam rs11030104 u genu za moZdani neurotrofni
¢imbenik (BDNF) kod ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti koji su dodatno podijeljeni, prema
broju bodova na testu crtanja sata (CDT) na osobe s brojem bodova < 5 (veée kognitivho osteéenje) i

ispitanike s brojem bodova >0,5 (slabije kognitivno osSteéenje).
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Polimorfizam rs1439050 znacajno je povezan s brojem bodova na testu CDT kod ispitanika s
dijagnozom ostalih tipova demencija pa je njegova uloga dodatno istrazena usporedbom skupine
ispitanika s AB-om, skupine ispitanika s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija koji su
dodatno podijeljene na kategorije prema broju CDT bodova. Rezultat pokazuje da izmedu
istrazivanih skupina nema znacajne razlike u distribuciji genotipova s obzirom na polimorfizam
rs1439050 (x’=7,22; df=10; p=0,704) te ta razlika nije prisutna (x’=3,69; df=2; p=0,158) ako se

promatra samo skupina ispitanika s dijagnozom drugih tipova demencije.

4.3.2.3. Polimorfizmi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik te tropomiozin-
receptor-kinazu B i skala procjene Alzheimerove bolesti - kognitivna

podskala

Povezanost broja bodova na testu ADAS-Cog i polimorfizama gena BDNF i TrkB odredena je za svaki
istrazivani polimorfizam zasebno kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom ostalih
tipova demencije i ispitanika kojima je postavljena dijagnoza MCl-a. Rezultati pokazuju da nema
znacajnog utjecaja genotipova s obzirom na sve polimorfizme gena BDNF i TrkB na ukupan broj

bodova na skali ADAS-Cog u sve tri skupine ispitanika (Tablica 31).

Tablica 31. Utjecaj genotipova s obzirom na polimorfizme gena za moZzdani neurotrofni ¢imbenik i
tropomiozin-receptor-kinazu B na broj bodova na skali procjene Alzheimerove bolesti - kognitivna
podskala kod ispitanika s dijagnozom blagog kognitivhog (spoznajnog) poremecaja, ispitanika s
dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija.

Svi podaci su prikazani kao medijan (25.-75. percentil).

A 8,2 27,3 26,1
S (5,2-17,0) (18,3-37,0) (6,5-46,5)
w <
s 3 . 12,4 29,6 24,8
2 0 Nosioci alela G (7,2-15,7) (16,7-40,3) (11,4-37,5)
[7,]
Mann-Whitney U test U=141,50; p=0,467 U=1192,50; p=0,825 U=143,00; p=0,973
oG 11,0 26,9 25,6
z (6,4-15,6) (18,3-38,3) (9,6-39,7)
w n s
z 92 Nosioci alela A 7,3 29,1 241
2 Qe ostoct alefa (5,9-21,5) (16,8-42,0) (13,7-39,2)
S

Mann-Whitney U test U=145,00; p=0,871 U=1177,50; p=0,935  U=95,50; p=0,811

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZzdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.
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Tablica 31. ...nastavak
. 10,2 26,9 25,6
g (6,0-15,1) (18,3-38,3) (9,6-39,7)
[
2 3 - 12,0 29,1 24,1
g 3 Nosioci alela € (6,7-24,0) (16,8-40,2) (13,7-39,3)
L]
w
= Mann-Whitney U test U=128,00; p=0,301 U=1207,50; p=0,902 U=95,50; p=0,811
c 9,2 27,2 23,7
2 (5,8-16,0) (16,7-38,4) (9,5-41,0)
[
5 3 - 15,5 33,0 26,5
a 3 Nosioci alela T (15,2-25,6) (19,4-43,0) (15,6-33,3)
wv
= Mann-Whitney U test  U=22,00; p=0,101  U=568,50; p=0,548  U=92,0; p=0,704
A 6,4 27,6 10,2
(5,0-11,8) (17,6-37,0) (5,6-38,2)
) AG 13,7 27,0 27,5
> § (7,9-18,0) (17,7-38,4) (16,8-41,0)
8 @ oG 6,7 30,2 25,3
o (6,7-18,0) (18,0-42,5) (12,3-34,1)
Kr“Ska"Wa"'s"(‘;:f;; H=4,64; p=0,098 H=0,44;p=803 H=2,18; p=0,336
oG 9,3 25,9 23,7
(6,8-15,6) (16,0-38,3) (11,8-30,6)
2 - 11,1 30,0 34,8
g g (5,8-17,7) (19,2-40,2) (7,4-41,0)
=S - 9,7 32,3 28,5
@ (4,8-16,5) (17,5-42,6) (13,2-38,6)

Kruskal-Wallisov test
(df=2)

H=0,26; p=0,879

H=0,94; p=0,627

HO00,31; p=0,855

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, moZzdani neurotrofni ¢imbenik; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj;

SNP, polimorfizam jedne baze; TrkB, tropomiozin-receptor-kinaza B.

U slucaju polimorfizma rs56164415 analizirana je dodatno povezanost s brojem bodova na podskali

ADAS-Cog uzimajuéi u obzir i spol ispitanika. Rezultat visestruke linearne regresije (korigirani

R?=0,08; F=3,76; p=0,006) pokazuje da polimorfizam rs56164415 (nezavisna varijabla) ne utjece

znacajno (koeficijent=1,567; t=0,37; p=0,712) na broj bodova na skali ADAS-Cog (zavisna varijabla)

niti nakon korekcije za spol, dijagnozu i dob.

Kako bi dodatno ispitali povezanost kognitivnih simptoma, odredenih prema broju bodova na skali

ADAS-Cog, i polimorfizama gena BDNF i TrkB, svi ispitanici su podijeljeni na osobe s brojem bodova

<18 (manje kognitivno ostecenje) i ispitanike s brojem bodova 218 (znacajnije kognitivno ostecenje).

Usporedba svih ispitanika zajedno, bez obzira na dijagnozu, podijeljenih u kategorije prema broju

bodova na skali ADAS-Cog, pokazuje da nema povezanosti izmedu stupnja kognitivnog ostecenja
prema ovoj skali i polimorfizama gena BDNF i TrkB: rs1519480 (x’=0,08; df=1; p=0,780), rs6265
(x*=0,53; df=1; p=0,467), rs11030104 (x°=1,02; df=1; p=0,314), rs56164415 (x’=2,24; df=1; p=0,134),
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rs7934165 (x°=4,08; df=2; p=0,130), rs1439050 (x*=0,25; df=2; p=0,883). U slucaju polimorfizma
rs56164415 razlika nije vidljiva niti nakon podjele na muske ispitanike (x’=1,05; df=1; p=0,306) i
7enske ispitanice (x°=0,41; df=1; p=0,523).

4.3.2.4. Polimorfizmi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik te tropomiozin-

receptor-kinazu B i klinicka skala za rangiranje demencije

Povezanost ukupnog ranga na skali CDR i polimorfizama gena BDNF i TrkB odredena je za svaki
istraZivani polimorfizam zasebno, bez obzira na dijagnozu, usporedivanjem distribucije pojedinih
genotipova u skupinama ispitanika podijeljenih prema CDR rangu. Usporedba svih ispitanika zajedno,
bez obzira na dijagnozu, podijeljenih u kategorije prema rangu na skali CDR, pokazuje da nema
znacajne povezanosti izmedu stupnja kognitivhog ostecenja prema ovoj skali i polimorfizama gena
BDNF i TrkB: rs1519480 (x°=7,03; df=4; p=0,134), rs6265 (x’=2,46; df=4; p=0,651), rs11030104
(x’=1,54; df=4; p=0,821), rs56164415 (x°=2,85; df=4; p=0,583), rs7934165 (x*=4,98; df=8; p=0,760),
rs1439050 (x*=9,55; df=8; p=0,298). U slu¢aju polimorfizma rs56164415 razlika nije vidljiva niti nakon
podjele na muske ispitanike (x’=2,47; df=4; p=0,650) i Zenske ispitanice (x’=1,42; df=4; p=0,841).

Zbog malog broja ispitanika u pojedini skupinama koje su definirane prema CDR rangu, ispitanici s

dijagnozom demencije kombinirani su i podijeljeni na idué¢e podskupine:
o CDR-0,5 i CDR-1 = vrlo blagi do blagi oblik demencije,
. CDR-2 i CDR-3= umjereni i teski oblik demencije.

Ispitanici s dijagnozom MCI-a nalaze se svi unutar skupine ispitanika s CDR rangom od 0,5 do 1.
Dodatna usporedba skupina ispitanika s AB-om, s MCl-em ili dijagnozom ostalih tipova demencija,
koje su podijeljene na kategorije prema CDR rangu na gore navedene dvije podskupine, ukazuje da
nema znacajne razlike u distribuciji genotipova izmedu istraZzivanih skupina s obzirom na
polimorfizme rs6265 (x*=6,61; df=4; p=0,158), rs11030104 (x°=9,00; df=4; p=0,061), rs56164415
(x*=6,55; df=4; p=0,162), rs7934165 (x’=8,47; df=8; p=0,389), rs1439050 (x’=9,71; df=8; p=0,286). U
slu¢aju polimorfizma rs56164415 razlika nije vidljiva niti nakon podjele na mugke ispitanike (x°=5,37;
df=4; p=0,251) i Zenske ispitanice (x*=0,88; df=4; p=0,927).

U slucaju polimorfizma rs1519480 gena BDNF, usporedba skupina ispitanika s AB-om, s MCl-em ili
dijagnozom ostalih tipova demencija, koje su podijeljene na kategorije prema CDR-rangu na gore
navedene dvije podskupine, pokazuje znaéajnu razliku u distribuciji genotipova (x’=16,05; df=4;
p=0,003) koja je prvenstveno posljedica znacajno veéeg udjela nosioca alela G (R=2,57) kod ispitanika
s blazim oblikom demencije unutar istraZivane skupine s dijagnozom demencija drugog tipa, u

odnosu na ostale istrazivane skupine (Slika 33).
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AB Demencije drugog tipa

Slika 33. Distribucija genotipova s obzirom na polimorfizam 1519480 gena za mozdani neurotrofni
¢imbenik (BDNF) kod ispitanika s dijagnozom blagog kognitivhog (spoznajnog) poremecaja (MCI),
ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija te ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti (AB) koji
su svi dodatno podijeljeni prema rangu klini¢ke skale za rangiranje demencija (CDR) na podskupine: CDR-
0,5 + CDR-1 (vrlo blagi do blagi oblik demencije) i CDR-2 + CDR-3 (umjereni i teski oblik demencije).

4.3.3. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-
receptor-kinazu B u bihevioralnim i psiholoskim simptomima

demencije

Kako bi se provjerilo postoji li povezanost BPSD-a s razlicitim polimorfizmima gena BDNF i TrkB
koriStena je metoda viSestruke linearne regresije. Za navedenu analizu svi ispitanici su podijeljeni
prema genotipu s obzirom na istrazivane polimorfizme (nezavisna varijabla), a model je korigiran za
utjecaj spola i dobi. Kao zavisna varijabla u viSestrukoj regresijskoj analizi koristen je ukupan broj
bodova na skali NPI te na pojedinim domenama ove skale (NPI-A do NPI-L) ili broj bodova na skali
BEHAVE-AD.

U svim tablicama prikazani su rezultati visestruke linearne regresije na nacin da je prikazan rezultat
za ukupni model koji je korigiran za utjecaj spola i dobi te je zasebno prikazan rezultat koji se odnosi
na analizirane polimorfizme. U tablicama je vidljivo da su pojedini modeli znacajni, ali ne zbog

utjecaja istrazivanog polimorfizma veé zbog utjecaja drugih varijabli za koje su modeli korigirani.
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° we

4.3.3.1. Polimorfizmi gena za mozZdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-receptor-

kinazu B te skala neuropsihijatrijski inventar

Polimorfizam rs1519480 gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala neuropsihijatrijski

inventar

Rezultati visestruke linearne regresije koja ispituje utjecaj polimorfizma rs1519480 gena BDNF na
ozbiljnost simptoma koje evaluira NPI, pokazuju da postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih
za domenu NPI-D (depresija/disforija) izmedu ispitanika s genotipom AA u odnosu na nosioce alela
G, ali sam model viSestruke linearne regresije nije znacajan nakon korekcije za spol i dob (Tablica 32).
U slucaju ukupnog broja bodova na skali NPI te broja bodova vezanih za ostale domene NPI-a ne

postoji znacajan utjecaj polimorfizma rs1519480 (Tablica 32).

Tablica 32. Utjecaj polimorfizma rs1519480 gena za mozdani neurotrofni ¢cimbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

rs1519480

regresije
Koeficijent Korigirani F
NPI-ukupno -1,147 -0,80 0,424 0,025 2,97 0,033
NPI-A: deluzije -0,186 -0,56 0,576 0,045 2,57 0,059
NPI-B: halucinacije 0,492 1,94 0,055 0,074 3,64 0,015
NPI-C: agitacija/agresija -0,111 -0,37 0,711 0,002 1,07 0,366
NPI-D: depresija/disforija -0,936 -2,12 0,036 0,018 1,91 0,131
NPI-E: anksioznost -0,823 -1,47 0,144 0,007 1,35 0,261
NPI-F: ushi¢enje/euforija 0,158 0,72 0,476 0,010 1,51 0,213
NPI-G: apatija/ravnodu$nost 0,237 0,44 0,661 0,038 2,98 0,034
NPI-H: dezinhibicija -0,151 -0,54 0,590 -0,010 0,49 0,688
NPI-I: razdraZljivost/labilnost -0,444 -0,95 0,343 -0,010 0,50 0,680
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje 0,264 0,61 0,541 -0,013 0,37 0,778
NPLL poremecaji spavanja i nocni 0675  -1,86 0066 0,051 2,78 0,045
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,502 1,32 0,190 -0,011 0,63 0,596

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar
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Polimorfizam rs6265 gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala neuropsihijatrijski inventar

U slucaju polimorfizma rs6265 gena BDNF, rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne
postoji znacajna razlika u ukupnom broju bodova na skali NPl te u broju bodova na pojedinim
domenama NPI-a izmedu ispitanika s genotipom GG u odnosu na nosioce alela A s obzirom na

polimorfizam rs6265 gena BDNF, nakon korekcije za spol i dob (Tablica 33).

Tablica 33. Utjecaj polimorfizma rs6265 gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

(56268 regresije
Koeficijent Korisirani F
NPI-ukupno 0,908 0,58 0,560 0,024 2,86 0,038
NPI-A: deluzije 0,137 0,40 0,693 0,043 2,51 0,063
NPI-B: halucinacije -0,074 -0,28 0,782 0,038 2,32 0,080
NPI-C: agitacija/agresija 0,136 0,44 0,664 0,003 1,09 0,358
NPI-D: depresija/disforija 0,051 0,11 0,914 -0,012 0,40 0,752
NPI-E: anksioznost 0,088 0,15 0,883 -0,008 0,63 0,597
NPI-F: ushi¢enje/euforija -0,068 -0,29 0,771 0,007 1,37 0,255
NPI-G: apatija/ravnodusnost 0,716 1,27 0,207 0,048 3,48 0,018
NPI-H: dezinhibicija 0,424 1,44 0,151 0,002 1,10 0,353
NPI-1: razdrazljivost/labilnost -0,466 -0,94 0,346 -0,010 0,50 0,683
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,053 -0,12 0,907 -0,016 0,24 0,865
::r'n:(r poremecaji spavanja i nocni 0135 035 0727 0,018 1,62 0,189
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,111 0,28 0,782 -0,028 0,07 0,973

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar
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Polimorfizam rs11030104 gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala neuropsihijatrijski

inventar

Rezultati visestruke linearne regresije koji se odnose na utjecaj polimorfizma rs11030104 gena BDNF
na ukupan broju bodova na skali NPI te broj bodova vezan za pojedine domene NPI-a pokazuju da
nema znacajne razlike u ozbiljnosti simptoma koje analizira skala NPl izmedu ispitanika s genotipom

TT u odnosu na nosioce alela C, nakon korekcije za spol i dob (Tablica 34).

Tablica 34. Utjecaj polimorfizma rs11030104 gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

rs11030104 ok
Koeficijent LSt LEL ] F
NPI-ukupno 0,456 0,31 0,758 0,023 2,78 0,042
NPI-A: deluzije 0,059 0,18 0,857 0,042 2,47 0,067
NPI-B: halucinacije -0,189 -0,74 0,463 0,043 2,49 0,065
NPI-C: agitacija/agresija 0,243 0,82 0,416 0,007 1,25 0,295
NPI-D: depresija/disforija -0,049 -0,11 0,914 -0,012 0,40 0,752
NPI-E: anksioznost 0,126 0,22 0,825 -0,007 0,64 0,592
NPI-F: ushic¢enje/euforija -0,059 -0,27 0,791 0,007 1,36 0,257
NPI-G: apatija/ravnodusnost 0,765 1,42 0,158 0,050 3,62 0,015
NPI-H: dezinhibicija 0,324 1,15 0,250 -0,003 0,842 0,473
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,470 -1,00 0,320 -0,010 0,53 0,659
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,359 -0,83 0,409 -0,011 0,47 0,703
::m poremecaji spavanja i nocni 0,059 016 0874 0,017 1,589 0,197
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,086 0,23 0,822 -0,029 0,07 0,978

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar
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Polimorfizam rs56164415 gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala neuropsihijatrijski

inventar

Rezultati visestruke linearne regresije koja ispituje utjecaj polimorfizma rs56164415 gena BDNF na
ozbiljnost simptoma koje evaluira NPI, pokazuju da ne postoji zna¢ajna razlika u ukupnom broju
bodova na skali NPl te u broju bodova vezanim za pojedine domene NPI-a izmedu ispitanika s

genotipom CC u odnosu na nosioce alela T, nakon korekcije za spol i dob (Tablica 35).

Tablica 35. Utjecaj polimorfizma rs56164415 gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

rs56164415 ok
Koeficijent bl F
NPI-ukupno -2,626 -1,32 0,191 0,030 3,34 0,020
NPI-A: deluzije 0,144 0,31 0,755 0,043 2,49 0,065
NPI-B: halucinacije 0,385 1,08 0,283 0,049 2,71 0,049
NPI-C: agitacija/agresija -0,140 -0,34 0,737 0,002 1,06 0,369
NPI-D: depresija/disforija -0,535 -0,88 0,378 -0,007 0,66 0,578
NPI-E: anksioznost -0,990 -1,30 0,195 0,004 1,19 0,315
NPI-F: ushic¢enje/euforija -0,157 -0,52 0,600 0,009 1,43 0,236
NPI-G: apatija/ravnodusnost -0,412 -0,56 0,573 0,039 3,02 0,032
NPI-H: dezinhibicija -0,550 -1,43 0,146 0,002 1,11 0,346
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -1,009 -1,61 0,109 0,001 1,07 0,363
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,750 -1,29 0,198 -0,004 0,80 0,495
::m poremecaji spavanja i nocni 0,149 029 0773 0,018 161 0,192
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita -0,260 -0,49 0,626 -0,027 0,13 0,943

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar
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Polimorfizam rs7934165 gena za moZzdani neurotrofni ¢imbenik i skala neuropsihijatrijski

inventar

U slucaju polimorfizma rs7934165 gena BDNF, rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da
postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-G (apatija/ravnodusnost) izmedu
ispitanika s razli¢itim genotipovima (AA, AG, GG) s obzirom na spomenuti polimorfizam, nakon
korekcije za spol i dob (Tablica 36). Navedeni model je zasluzan za 8,6% varijacije u broju bodova u
domeni NPI-G. U sluéaju ukupnog broja bodova na skali NPI te broja bodova vezanih za ostale
domene NPI-a ne postoji znacajna razlika izmedu ispitanika podijeljenima prema genotipu s obzirom

na polimorfizam rs7934165.

Tablica 36. Utjecaj polimorfizma rs7934165 gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

NPI-ukupno -0,777 -0,76 0,449 0,025 2,95 0,034
NPI-A: deluzije -0,393 -1,63 0,107 0,067 3,41 0,021
NPI-B: halucinacije -0,042 -0,22 0,825 0,038 2,32 0,081
NPI-C: agitacija/agresija -0,050 -0,23 0,821 0,001 1,04 0,379
NPI-D: depresija/disforija -0,265 -0,82 0,414 -0,008 0,62 0,601
NPI-E: anksioznost -0,279 -0,68 0,496 -0,004 0,78 0,507
NPI-F: ushi¢enje/euforija 0,066 0,41 0,682 0,008 1,40 0,246
NPI-G: apatija/ravnodusnost 1,053 2,77 0,006 0,086 5,62 0,001
NPI-H: dezinhibicija -0,062 -0,31 0,761 -0,012 0,43 0,735
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,479 -1,43 0,155 0,018 0,88 0,451
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,091 -0,29 0,770 -0,015 0,27 0,848
?:rlnll(r poremecaji spavanja i nocni 0,492 -1,83 0070 0,050 2,75 0,047
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,355 1,26 0,210 -0,013 0,58 0,629

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.

Kako bi dodatno ispitali povezanost simptoma apatije/ravnodusnosti s polimorfizmom rs7934165 svi
su ispitanici podijeljeni prema broju bodova u NPI-G domeni na osobe s 0 (bez
simptoma/poremecaja) i ispitanike s brojem bodova >1 (sa simptomima/poremedéajem). Rezultat
pokazuje da nema znacajne razlike u raspodjeli genotipova izmedu skupina ispitanika podijeljenih
prema broju bodova u NPI-G domeni (x°=3,24; df=2; p=0,198).
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Polimorfizam rs1439050 gena za tropomiozin-receptor-kinazu B i skala neuropsihijatrijski

inventar

Rezultati visestruke linearne regresije koji se odnose na utjecaj polimorfizma rs1439050 gena TrkB
na ukupan broju bodova na skali NPI te broj bodova vezan za pojedine domene NPI-a pokazuju da
nema znacajne razlike u ozbiljnosti simptoma koje analizira skala NPl izmedu ispitanika s genotipom
GG, GT i TT, nakon korekcije za spol i dob (Tablica 37).

Tablica 37. Utjecaj polimorfizma rs1439050 gena za tropomiozin-receptor-kinazu B na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

rs1439050 ok
Koeficijent bl F
NPI-ukupno 0,056 0,06 0,956 0,023 2,75 0,044
NPI-A: deluzije 0,051 0,22 0,827 0,042 2,47 0,066
NPI-B: halucinacije 0,224 1,26 0,212 0,053 2,86 0,041
NPI-C: agitacija/agresija 0,109 0,52 0,601 0,003 1,12 0,346
NPI-D: depresija/disforija -0,220 -0,69 0,489 -0,009 0,56 0,642
NPI-E: anksioznost 0,184 0,46 0,647 -0,006 0,69 0,558
NPI-F: ushic¢enje/euforija -0,046 -0,30 0,766 0,007 1,37 0,255
NPI-G: apatija/ravnodusnost -0,354 -0,93 0,353 0,043 3,22 0,025
NPI-H: dezinhibicija 0,008 0,04 0,966 -0,012 0,40 0,757
NPI-I: razdrazljivost/labilnost 0,092 0,28 0,780 -0,016 0,23 0,877
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,091 -0,30 0,765 -0,015 0,27 0,847
::m poremecaji spavanja i nocni 0,397 1,56 0122 0,041 243 0,070
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,144 0,54 0,589 -0,026 0,15 0,931

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.
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o we

4.3.3.2. Polimorfizmi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-receptor-

kinazu B i skala za procjenu bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti

Kako bi se provjerilo postoji li povezanost broja bodova na skali BEHAVE-AD (zavisna varijabla) s
razli¢itim polimorfizmima gena BDNF i TrkB (nezavisne varijable) koristena je metoda visestruke
linearne regresije. Za analizu svi su ispitanici podijeljeni prema genotipovima s obzirom na

istrazivane polimorfizme, a model je korigiran za utjecaj spola i dobi.

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne postoji znacajan utjecaj istrazivanih
polimorfizama na broj bodova na skali BEHAVE-AD unutar istraZivane skupine nakon korekcije za
spol i dob (Tablica 38).

Tablica 38. Utjecaj polimorfizama jedne baze gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-

receptor-kinazu B na broj bodova na skali za procjenu bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti.

Model visestruke linearne

Nosioci haplotipa

regresije
Koeficijent Korigirani R’
rs1519480 -0,702 -0,19 0,853 0,012 1,19 0,327
rs6265 -3,570 -0,93 0,358 0,031 1,48 0,232
rs11030104 -2,335 -0,64 0,529 0,021 1,32 0,281
rs56164415 7,488 1,42 0,164 0,056 1,90 0,145
rs7934165 -2,508 -0,84 0,408 0,028 1,42 0,249
rs1439050 3,811 1,33 0,192 0,051 1,81 0,160

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

SNP, polimorfizam jedne baze.
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4.4. Neravnoteza udruzivanja alela i haplotipovi gena za mozdani

neurotrofni ¢imbenik

Kako bi provjerili jesu li istrazivani polimorfizmi u LD-u, tj. postoje li odredene kombinacije alela
(haplotip) koje se ¢esce zajedno nasljeduju koristili smo program Haploview, verzija 4.2 (Broad
Institute of Harvard and MIT, SAD) (Barrett i sur., 2005). Za odredivanje, tj. prikaz LD-a koristen je
standardizirani koeficijent D'. Vrijednosti D' iznad 0,80 oznacavaju da su dva istraZivana polimorfizma
u LD-u. Analiza programom Halpoview pokazuje da se svih 5 istrazivanih polimorfizama nalaze u LD-u
(Slika 34).

rs1519480

156265
rs11030104 /
rs56164415
rs7934165

Block 1 (56 kb)

Slika 34. Prikaz analize neravnoteze udruZivanja izmedu polimorfizama gena za moZzdani neurotrofni
¢imbenik.

Blokovi neravnotezZe udruzivanja (LD) oznaceni su trokutom. Vrijednosti u kvadratima predstavljaju vrijednosti
LD-a (D' vrijednosti od 1,0 nisu prikazane) izmedu parova polimorfizama, a pojedini kvadrati su obojani prema
standardnoj Haploview shemi: crvena boja, LOD > 2 i D' = 1; nijanse ruZi¢aste/crvene boje, LOD >2 i D' < 1;
plava boja, LOD < 2 i D' = 1; bijela boja, LOD < 2 i D' < 1 (LOD se odnosi na logaritamsku vrijednost omjera

izgleda).

Analiza programom Haploview identificirala je 6 haplotipova u skupini ispitanika s AB-om,

demencijama drugog tipa i MCl-em:

AGTCA (frekvencija: 0,489),
AACCG (frekvencija: 0,186),
GGTCG (frekvencija: 0,180),
GGTTG (frekvencija: 0,073),
AGCCG (frekvencija: 0,042),
AGTCG (frekvencija: 0,018).

oV~ wN R
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Procjena parova haplotipova za svakog pojedinog ispitanika napravljena je pomocu programa
PHASE, verzija 2.1.1 (University of Washington, SAD). Program PHASE 2.1.1 identificirao je 6

najcescéih haplotipova kao i program Haploview i jo$ 5 dodatnih haplotipova:

AGTCA (frekvencija: 0,489),
AACCG (frekvencija: 0,186),
GGTCG (frekvencija: 0,180),
GGTTG (frekvencija: 0,073),
AGCCG (frekvencija: 0,042),
AGTCG (frekvencija: 0,019),
AGTTA (frekvencija: 0,000),
AGTTG (frekvencija: 0,002),
AGCCA (frekvencija: 0,001),
10. GGTCA (frekvencija: 0,008),
11. AACTG (frekvencija: 0,000).

W N hEWDN R

U obzir su uzeti parovi haplotipova koji su procijenjeni sa sigurnoséu ve¢com od 95% (Tablica 39), a

haplotipovi s frekvencijom manjom od 1% nisu uvrsteni u daljnje statisticke analize.

Tablica 39. Haplotipovi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik koje su identificirali program PHASE 2.1.1 i

Haploview s frekvencijom vecom od 1%.

SNP - Aleli

Oznaka ‘ ‘ ‘ Frekvencija
haplotiba 1510480  rs6265 rs11030104  rs56164415  rs7934165 haplotipa
H1 A G T c A 0,489
H2 A A c c G 0,186
H3 G G T c G 0,180
H4 G G T T G 0,073
H5 A G c C G 0,042
H6 A G T c G 0,019

SNP, polimorfizam jedne baze.
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4.4.1. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik kod oboljelih od

demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja

Skupine ispitanika s dijagnozom AB-a, skupina ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa te
skupina kojoj je dijagnosticiran MCI usporedene su prema frekvenciji pojedinih haplotipova.
Rezultati pokazuju da nema znacajne razlike u raspodjeli alela izmedu usporedivanih skupina
ispitanika (p=0,329) (Tablica 40).

Tablica 40. Distribucija haplotipova gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik kod ispitanika s dijagnozom
blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja, ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s

dijagnozom ostalih tipova demencija.

H1 (AGTCA) 67 (57,3) 200 (49,8) 44 (42,3)
H2 (AACCG) 17 (14,5) 84 (20,9) 17 (16,3)
H3 (GGTCG) 21(17,9) 68 (16,9) 25 (24,0)
H4 (GGTTG) 7(6,0) 30(7,5) 10 (9,6)
H5 (AGCCG) 4(3,4) 19 (4,7) 4(3,8)
H6 (AGTCG) 1(0,9) 7(1,7) 4(3,8)
X’-test X°=11,37; df=10; p=0,329

AB, Alzheimerova bolest; MCl, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; N, broj ispitanika.

Utjecaj spola na raspodjelu haplotipova testiran je x’-testom na svim ispitanicima zajedno (X*=10,37;
df=5; p=0,066) i nakon podjele prema dijagnosti¢kim skupinama (X’=34,74; df=25; p=0,093). Obje
analize pokazuju da nema razlike u distribuciji haplotipova po spolu zbog ¢ega su muski i Zenski

ispitanici dalje analizirani kao cjelovita skupina.

Dodatna usporedba napravljena je usporedujuéi frekvenciju svakog pojedinog haplotipa i zbroja
ostalih haplotipova po istraZivanim skupinama (Tablica 41). Rezultati x*-testa pokazuju da nema
znacajne razlike u distribuciji alela izmedu istrazZivanih skupina, ali u slu¢aju haplotipa H1 (AGTCA)
vidljiv je trend koji ukazuje na marginalno veéi udio haplotipa H1 kod osoba s dijagnozom MCl-a u

odnosu na osobe kojima je dijagnosticirana demencija (p=0,085).
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Tablica 41. Distribucija pojedinih haplotipova gena za moZzdani neurotrofni ¢imbenik u odnosu na ostale

kombinirane haplotipove kod ispitanika s dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja,

ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija.

Demencije drugog tipa

Haplotip
N (%)

H1 (AGTCA) 67 (57,3) 200 (49,8) 44 (42,3)

4,94 0,085
ostali 50 (42,7) 202 (50,2) 60 (57,7)
H2 (AACCG) 17 (14,7) 84 (20,9) 17 (16,3)

2,84 0,242
ostali 99 (85,3) 318(79,1) 87 (83,7)
H3 (GGTCG) 21 (18,1) 68 (16,9) 25 (24,0)

2,81 0,246
ostali 95 (81,9) 334 (83,1) 79 (76,0)
H4 (GGTTG) 7 (6,0) 30(7,5) 10 (9,6)

1,02 0,600
ostali 109 (94,0) 372 (92,5) 94 (90,4)
H5 (AGCCG) 4(3,4) 19 (4,7) 4(3,8)

0,43 0,807
ostali 112 (96,6) 383 (95,3) 100 (96,2)
H6 (AGTCG) 1(0,9) 7(1,7) 4(3,8)

2,79 0,247
ostali 115 (99,1) 395 (98,3) 100 (96,2)

AB, Alzheimerova bolest; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; N, broj ispitanika.

Zbog malog broja pojedinih parova haplotipova i s obzirom na trend koji je vidljiv u Tablici 41,

ispitanici su kombinirani s obzirom na prisustvo haplotipa H1 u nosioce haplotipa H1 i na ostale

ispitanike koji su nosioci drugih haplotipova (Slika 35). Ova usporedba je pokazala da postoji

marginalna, ali ne i statisticki znacajna razlika (X*= 51,97; df=38, p=0,065) u ucestalosti nosioca

haplotipa H1 izmedu skupina ispitanika kojima je dijagnosticiran AB, ispitanika s dijagnozom drugih

tipova demencija te ispitanika s MCl-em (Slika 35).

Ova razlika nije vidljiva ako se ispitanici podijele prema broju haplotipova H1 u osobe koje su H1H1

homozigoti, osobe koje su nosioci jednog haplotipa H1 i osobe koje nisu nosioci ovog haplotipa (x’=
5,95; df=4; p=0,203).

124



Matea Nikolac Perkovié REZULTATI

100 -

90 A

80 A

60 -

50 A

40 A

20 A

Frekvencija genotipova gena BDNF (%)

10 A

MCI AB Demencije drugog tipa

M Nosioci haplotipa H1 (AGTCA) @ Ostali

Slika 35. Graficki prikaz distribucije parova haplotipova (genotipova) gena za mozdani neurotrofni
¢imbenik (BDNF) izmedu ispitanika s dijagnozom blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja (MCI),

ispitanika s dijagnozom Alzheimerove bolesti (AB) i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija.

4.4.2. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i kognitivni

simptomi demencije

Kako bi se utvrdio mogudéi utjecaj haplotipova gena za BDNF na kognitivhe simptome demencije,
napravljene su analize koriste¢i metodu viSestruke linearne regresije u kojoj je broj bodova na
pojedinim kognitivnim testovima uzet kao zavisna varijabla, a pojedini haplotipovi gena za BDNF kao
nezavisne varijable. Analiza je provedena za svaki haplotip zasebno tako da su svi ispitanici
podijeljeni na nosioce i ne-nosioce odredenog haplotipa. Kao ostale nezavisne varijable u modelu
viSestruke linearne regresije uzete su dijagnoza ispitanika (koji su podijeljeni na ispitanike s
dijagnozom MCl-a, ispitanike s dijagnozom AB-a i ispitanika s dijagnozom ostalih tipova demencija),
spol i dob. Kako bi se provjerilo postoji li povezanost stupnja demencije, koji je definiran prema skali
CDR (zavisna varijabla), s razlicitim haplotipovima gena BDNF (nezavisna varijabla), koristena je
metoda logisticke regresije. Za analizu su svi ispitanici podijeljeni s obzirom na prisustvo tj. odsustvo
haplotipa (H1-H6), a model je korigiran za utjecaj dijagnoze (AB vs demencije drugog tipa vs MCl),
spola i dobi.

125



Matea Nikolac Perkovi¢ REZULTATI

U svim tablicama prikazani su rezultati visestruke linearne regresije na nacin da je prikazan rezultat
za ukupni model koji je korigiran za utjecaj spola i dobi te je zasebno prikazan rezultat za analizirane
haplotipove. U tablicama je vidljivo da su pojedini modeli znacajni, ali ne zbog utjecaja istraZivanog

haplotipa veé¢ zbog utjecaja drugih varijabli za koje su modeli korigirani.

4.4.2.1. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni cimbenik i test procjene

mentalnog stanja

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne postoji znacajna razlika u broju bodova na skali
MMSE izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za dijagnozu, spol i dob
(Tablica 42).

Tablica 42. Utjecaj haplotipova gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na testu procjene

mentalnog stanja.

H1 (AGTCA) 0,589 064 0,521 0,100 7,02 <0,001
H2 (AACCG) 0,375  -044 0,663 0,098 6,95  <0,001
H3 (GGTCG) 0,765 093 0,354 0,100 7,14  <0,001
H4 (GGTTG) 0,705 0,64 0,525 0,098 7,01  <0,001
H5 (AGCCG) 1,275  -092 0,358 0,100 7,14  <0,001
H6 (AGTCG) -2,482  -1,37 0,169 0,105 7,44 <0,001

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj dijagnoze, spola i dobi.

4.4.2.2. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i test crtanja sata

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne postoji znacajna razlika u broju CDT bodova
izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za dijagnozu, spol i dob (Tablica
43), osim u slucaju haplotipa H1 gdje je ta razlika znacajna (p=0,023) (Tablica 43). Rezultat upucuje
na to da je zadani model odgovoran za 3,5% varijacije koja je vidljiva u broju bodova na testu CDT.
Pojedini modeli su znacajni zbog utjecaja drugih varijabli, za koje su modeli korigirani, na vrijednosti
broja bodova na testu CDT (Tablica 43).
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Tablica 43. Utjecaj haplotipova gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na testu crtanja

sata.

Model visestruke linearne

Nosioci haplotipa

regresije
Haplotip Koeficijent t Korigirani R’ F
H1 (AGTCA) 0,981 2,30 0,023 0,035 2,61 0,038
H2 (AACCG) -0,320 -0,77 0,444 0,009 1,40 0,235
H3 (GGTCG) -0,307 -0,80 0,427 0,009 1,41 0,232
H4 (GGTTG) 0,514 0,98 0,327 0,011 1,50 0,205
H5 (AGCCG) -1,256 -1,86 0,065 0,025 2,14 0,078
H6 (AGTCG) -0,669 -0,74 0,459 0,009 1,39 0,239

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj dijagnoze, spola i dobi.

4.4.2.3. Haplotipovi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala procjene

Alzheimerove bolesti - kognitivna podskala

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne postoji znacajna razlika u broju bodova na skali
ADAS-Cog izmedu nosioca i ne-nosioca vecine istraZivanih haplotipova nakon korekcije za dijagnozu,
spol i dob (Tablica 44). U slucaju haplotipa H6 pokazano je da postoji znacajna razlika u broju ADAS-
Cog bodova izmedu nosioca i ne-nosioca ovog haplotipa nakon korekcije s obzirom na dijagnozu, dob
i spol (p=0,040) (Tablica 44). Rezultat upuduje na to da je zadani model odgovoran za 11,2% varijacije

koja je vidljiva u broju bodova na skali ADAS-Cog.

Tablica 44. Utjecaj haplotipova gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na skali procjene

Alzheimerove bolesti - kognitivna podskala.

Model viSestruke linearne

Nosioci haplotipa

regresije
Haplotip Koeficijent t Korigirani R’ F
H1 (AGTCA) -5,690 -1,69 0,093 0,101 4,53 0,002
H2 (AACCG) 0,945 0,29 0,772 0,081 3,75 0,007
H3 (GGTCG) -0,011 -0,00 0,997 0,080 3,72 0,007
H4 (GGTTG) 1,547 0,37 0,712 0,081 3,76 0,006
H5 (AGCCG) 7,558 1,39 0,168 0,094 4,26 0,003
H6 (AGTCG) 15,535 2,07 0,040 0,112 4,93 0,001

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj dijagnoze, spola i dobi.
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4.4.2.4. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i klinicka skala za

rangiranje demencije

Zbog malog broja ispitanika u pojedini skupinama koje su definirane prema CDR rangu, ispitanici s

dijagnozom demencije kombinirani su i podijeljeni na idué¢e podskupine:

e (CDR-0,5i CDR-1 = vrlo blagi do blagi oblik demencije,

e CDR-2 i CDR-3= umijereni i teski oblik demencije.
Ispitanici s dijagnozom MCl-a nalaze se svi unutar skupine ispitanika s CDR rangom od 0,5 do 1.
Rezultati logisticke regresije pokazuju da ne postoji znacajna razlika u stupnju demencije prema skali
CDR izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za dijagnozu, spol i dob

(Tablica 45). U slucaju haplotipa H6 izracun nije mogao biti proveden zbog malog broja nosioca

haplotipa H6 u pojedini podskupinama.

Tablica 45. Utjecaj haplotipova gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na stupanj demencije prema

klinickoj skali za rangiranje demencije.

1,512
H1 (AGTCA) 0,413 0,878 0,638 (0,270.8.458) 11,18 0,048
H2 (AACCG) 1,436 0,914 0,116 4,205 13,56 0,019
’ ’ ’ (0,701-25,241) ’ ’
1,921
H3 (GGTCG) 0,775 0,641 0,081 (0,421.8,775) 11,67 0,040
H4 (GGTTG)  -18,558  2918,278 0,995 0,000 16,90 0,005
’ ’ ’ (0,000-0,000) ’ ’
0,000
H5 (AGCCG)  -18,365  3994,218 0,996 14,02 0,016

(0,000-0,000)

Svi modeli logisticke regresije su korigirani za utjecaj dijagnoze, spola i dobi.

4.4.3. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik te bihevioralni i

psiholoski simptomi demencije

Kako bi se provjerilo postoji li povezanost BPSD-a s razli¢itim haplotipovima gena BDNF koriStena je
metoda visestruke linearne regresije. Za analizu su svi ispitanici podijeljeni s obzirom na prisustvo tj.
odsustvo istraZivanog haplotipa (H1-H6) (nezavisna varijabla), a model je korigiran za utjecaj spola i
dobi. Kao zavisna varijabla u viSestrukoj regresijskoj analizi koristen je ukupan broj bodova na skali
NPI te na pojedinim domenama ove skale (NPI-A do NPI-L), tj. ukupan broj bodova na skali BEHAVE-
AD.
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U svim tablicama prikazani su rezultati visestruke linearne regresije na nacin da je prikazan rezultat
za ukupni model koji je korigiran za utjecaj spola i dobi te je zasebno prikazan rezultat za analizirane
haplotipove. U tablicama je vidljivo da su pojedini modeli znacajni, ali ne zbog utjecaja istraZivanog

polimorfizma veé zbog utjecaja drugih varijabli za koje su modeli korigirani.

4.4.3.1. Haplotipovi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i neuropsihijatrijski

inventar

Haplotip H1 (AGTCA) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

Rezultati visestruke linearne regresije u slu¢aju haplotipa H1 pokazuju da postoji znacajna razlika u
broju bodova vezanih za domenu NPI-A (deluzije) i domenu NPI-G (apatija/ravnodusnost) izmedu

nosioca i ne-nosioca haplotipa H1 nakon korekcije za spol i dob (Tablica 46).

Tablica 46. Utjecaj haplotipa H1 gena za mozdani neurotrofni c¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

Nosioci haplotipa H1 (AGTCA)

regresije
Koeficijent p Korigirani F
NPI-ukupno 1,763 1,06 0,291 0,028 3,13 0,026
NPI-A: deluzije 0,988 2,37 0,020 0,094 4,48 0,005
NPI-B: halucinacije 0,501 1,52 0,132 0,060 3,12 0,030
NPI-C: agitacija/agresija 0,488 1,27 0,206 0,017 1,58 0,199
NPI-D: depresija/disforija 0,381 0,72 0,474 -0,009 0,57 0,634
NPI-E: anksioznost 0,270 0,40 0,687 -0,006 0,677 0,568
NPI-F: ushi¢enje/euforija -0,192 -0,74 0,462 0,011 1,52 0,211
NPI-G: apatija/ravnodusnost -1,845 -2,98 0,003 0,093 6,04 0,001
NPI-H: dezinhibicija 0,320 0,97 0,335 -0,006 0,71 0,548
NPI-I: razdrazljivost/labilnost 0,354 0,64 0,523 -0,014 0,338 0,798
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje 0,029 0,06 0,995 -0,016 0,24 0,867
::;ﬁ poremecaji spavanja i nocni 0,868 1,84 0068 0,050 2,77 0,046
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita -0,583 -1,18 0,240 -0,015 0,52 0,672

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.
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Rezultat upuéuje na to da je zadani model odgovoran za 9,4% varijacije koja je vidljiva u broju

bodova na domeni NPI-A te 9,3% varijacije u domeni NPI-G.

Kako bi dodatno ispitali povezanost simptoma deluzija te apatije/ravnodusnosti s haplotipom H1 svi
su ispitanici podijeljeni prema broju bodova vezanih uz domene NPI-A i NPI-G na osobe s 0 (bez
simptoma/poremecaja) i ispitanike s brojem bodova >1 (sa simptomima/poremedéajem). Rezultat
pokazuje da nema znacajne razlike u raspodijeli nosioca halpotipa H1 i ostalih genotipova izmedu
skupina ispitanika podijeljenih prema broju bodova na domeni NPI-A (x*=0,74; df=1; p=0,391) i NPI-G
(x*=2,15; df=1; p=0,143).

Haplotip H2 (AACCG) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

Rezultati viSestruke linearne regresije, koja usporeduje ukupan broj bodova na skali NPI te broj
bodova vezanih za pojedine domene skale, izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H2, pokazuje da
halpotip H2 nema znacajan utjecaj na ozbiljnost simptoma koje evaluira NPI nakon korekcije za spol i
dob (Tablica 47).

Tablica 47. Utjecaj haplotipa H2 gena za moZdani neurotrofni cimbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

NPI-ukupno 0,908 0,58 0,560 0,024 2,86 0,038
NPI-A: deluzije 0,137 0,40 0,693 0,043 2,51 0,063
NPI-B: halucinacije -0,074 -0,28 0,782 0,038 2,32 0,080
NPI-C: agitacija/agresija 0,136 0,44 0,664 0,003 1,09 0,358
NPI-D: depresija/disforija 0,051 0,11 0,914 -0,012 0,40 0,752
NPI-E: anksioznost 0,088 0,15 0,883 -0,008 0,63 0,597
NPI-F: ushi¢enje/euforija -0,068 0,29 0,771 0,007 1,37 0,255
NPI-G: apatija/ravnodusnost 0,716 1,27 0,207 0,048 3,48 0,018
NPI-H: dezinhibicija 0,424 4,44 0,151 0,002 1,10 0,353
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,466 -0,94 0,346 -0,010 0,50 0,683
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,053 -0,61 0,541 -0,016 0,24 0,865
::r'n'l(r poremecaji spavanja i nocni -0,135 035 0,727 0,018 1,62 0,189
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,111 0,28 0,782 -0,028 0,075 0,973

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.
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Haplotip H3 (GGTCG) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih za
domenu NPI-K (poremedaji spavanja i noéni nemir) izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H3 nakon
korekcije za spol i dob (Tablica 48). Rezultat upucuje na to da je zadani model odgovoran za 7,4%
varijacije koja je vidljiva u broju bodova na domeni NPI-K. Rezultati pokazuju i da postoji znacajna
razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-L (poremecaji prehrane i apetita) izmedu nosioca i ne-
nosioca haplotipa H3, ali model viSestruke linearne regresije nije znacajan nakon korekcije za spol i
dob (Tablica 48).

Tablica 48. Utjecaj haplotipa H3 gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

NPI-ukupno -0,592 -0,40 0,693 0,036 2,80 0,041
NPI-A: deluzije -0,498 -1,38 0,170 0,060 3,14 0,029
NPI-B: halucinacije 0,100 0,34 0,731 0,039 2,34 0,078
NPI-C: agitacija/agresija -0,170 -0,51 0,610 0,003 1,11 0,348
NPI-D: depresija/disforija -0,712 -1,50 0,136 0,003 1,16 0,329
NPI-E: anksioznost -0,460 -0,76 0,446 -0,004 0,82 0,485
NPI-F: ushi¢enje/euforija 0,239 1,02 0,309 0,014 1,70 0,171
NPI-G: apatija/ravnodugnost 0,371 0,65 0,519 0,040 3,06 0,030
NPI-H: dezinhibicija -0,028 -0,09 0,925 -0,012 0,40 0,755
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,123 -0,25 0,805 -0,016 0,22 0,881
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje 0,800 1,76 0,080 0,006 1,28 0,283
::r'n'l(r poremecaji spavanja i nocni -0,967 2,45 0,016 0,074 368 0,015
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,884 2,15 0,034 0,017 1,60 0,197

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.

Kako bi dodatno ispitali povezanost simptoma poremecaja spavanja i no¢nog nemira s haplotipom
H3 svi su ispitanici podijeljeni prema broju bodova na domeni NPI-K na osobe s 0 (bez
simptoma/poremecaja) i ispitanike s brojem bodova =1 (sa simptomima/poremecdajem). Rezultat
pokazuje da nema znacajne razlike u raspodjeli nosioca halpotipa H3 i ostalih genotipova izmedu
skupina ispitanika podijeljenih prema broju bodova vezanih za domenu NPI-K (x’=2,16; df=1;
p=0,142).
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Haplotip H4 (GGTTG) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

U slucaju halpotipa H4, rezultati viSestruke linearne regresije, koja usporeduje ukupan broj bodova
na skali NPI te broj bodova vezanih za pojedine domene skale izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa
H4, pokazuje da halpotip H4 nema znacajan utjecaj na ozbiljnost simptoma koje evaluira NPI nakon

korekcije za spol i dob (Tablica 49).

Tablica 49. Utjecaj haplotipa H4 gena za moZzdani neurotrofni cimbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

Nosioci haplotipa H4 (GGTTG)

regresije
Koeficijent p Korisirani F
NPI-ukupno -2,333 -1,15 0,251 0,028 3,21 0,024
NPI-A: deluzije 0,144 0,31 0,755 0,043 2,49 0,065
NPI-B: halucinacije 0,385 1,08 0,283 0,049 2,71 0,049
NPI-C: agitacija/agresija -0,140 -0,34 0,737 0,002 1,06 0,369
NPI-D: depresija/disforija -0,535 -0,88 0,378 -0,007 0,66 0,578
NPI-E: anksioznost -0,990 -1,30 0,195 0,004 1,19 0,315
NPI-F: ushi¢enje/euforija -0,157 -0,52 0,600 0,009 1,43 0,236
NPI-G: apatija/ravnodusnost -0,412 -0,56 0,573 0,039 3,02 0,032
NPI-H: dezinhibicija -0,550 -1,46 0,146 0,002 1,11 0,346
NPI-1: razdrazljivost/labilnost -1,009 -1,61 0,109 0,001 1,07 0,363
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,750 -1,29 0,198 -0,004 0,80 0,495
::r'n:(r poremecaji spavanja i nocni 0,149 029 0773 0,018 161 0,192
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita -0,260 -0,49 0,626 -0,027 0,13 0,943

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.
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Haplotip H5 (AGCCG) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

Rezultati visestruke linearne regresije pokazuju da nema znacajne razlike u ukupnom broju bodova
na skali NPI te u broju bodova na pojedinim domenama skale izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa

H5, nakon korekcije za spol i dob (Tablica 50).

Tablica 50. Utjecaj haplotipa H5 gena za moZzdani neurotrofni c¢imbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

Model visestruke linearne

Nosioci haplotipa H5 (AGCCG)

regresije
Koeficijent Korigirani
NPI-ukupno -1,540 -0,61 0,541 0,024 2,88 0,037
NPI-A: deluzije -0,611 -1,02 0,312 0,052 2,83 0,043
NPI-B: halucinacije -0,385 -0,82 0,415 0,044 2,54 0,061
NPI-C: agitacija/agresija 0,484 0,89 0,376 0,009 1,29 0,281
NPI-D: depresija/disforija -0,395 -0,50 0,615 -0,011 0,48 0,694
NPI-E: anksioznost -0,378 -0,38 0,702 -0,007 0,67 0,571
NPI-F: ushic¢enje/euforija -0,034 -0,09 0,931 0,007 1,34 0,263
NPI-G: apatija/ravnodusnost 1,258 1,34 0,181 0,049 3,55 0,016
NPI-H: dezinhibicija -0,284 -0,58 0,562 -0,011 0,51 0,677
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,463 -0,57 0,570 -0,014 0,31 0,818
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -1,049 -1,40 0,162 -0,002 0,90 0,443
::;:‘r poremecaji spavanja i nocni 0,358 053 0,597 0,020 1,68 0,177
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita 0,035 0,05 0,961 0,002 0,05 0,985

Svi modeli visestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.
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Haplotip H6 (AGTCA) gena BDNF i skala neuropsihijatrijski inventar

U slucaju haplotipa H6, rezultati visSestruke linearne regresije pokazuju da postoji znacajna razlika u
broju bodova vezanih za domenu NPI-G (apatija/ravnodusnost) izmedu nosioca i ne-nosioca
haplotipa H6 nakon korekcije za spol i dob (Tablica 51). Rezultat upucuje na to da je zadani model

odgovoran za 6,5% varijacije koja je vidljiva u broju bodova na domeni NPI-G.

Tablica 51. Utjecaj haplotipa H6 gena za moZzdani neurotrofni cimbenik na broj bodova na

neuropsihijatrijskom inventaru.

NPI-ukupno -3,095 0,94 0,350 0,026 3,05 0,029
NPI-A: deluzije -0,873 -1,15 0,253 0,055 2,93 0,037
NPI-B: halucinacije -0,272 -0,46 0,648 0,040 2,37 0,075
NPI-C: agitacija/agresija -0,438 -0,64 0,527 0,005 1,16 0,329
NPI-D: depresija/disforija 0,780 0,62 0,534 -0,010 0,53 0,663
NPI-E: anksioznost -0,834 -0,53 0,597 -0,006 0,72 0,544
NPI-F: ushic¢enje/euforija -0,113 -0,18 0,855 0,007 1,35 0,260
NPI-G: apatija/ravnodusnost 3,068 2,07 0,040 0,065 4,42 0,005
NPI-H: dezinhibicija -0,625 -0,80 0,424 -0,008 0,61 0,610
NPI-I: razdrazljivost/labilnost -0,990 -0,76 0,447 -0,012 0,40 0,756
NPI-J: aberantno motoricko ponasanje -0,598 -0,50 0,619 -0,014 0,32 0,808
::rlnll(r poremecaji spavanja i nocni 0463  -054 058 0,020 168 0,176
NPI-L: poremecaji prehrane i apetita -0,355 -0,40 0,689 -0,028 0,10 0,958

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.

NPI, neuropsihijatrijski inventar.

Kako bi dodatno ispitali povezanost simptoma apatije/ravnodusnosti s haplotipom H6 svi su
ispitanici podijeljeni prema broju bodova na domeni NPI-G na osobe s 0 (bez simptoma/poremecaja)
i ispitanike s brojem bodova =1 (sa simptomima/poremedéajem). Rezultat pokazuje da postoji
znacajna razlike u raspodjeli nosioca halpotipa H6 i ostalih genotipova izmedu skupina ispitanika

podijeljenih prema broju bodova na domeni NPI-G (x*=4,96; df=1; p=0,026).
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4.4.3.2. Haplotipovi gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i skala za procjenu

bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti

Rezultati viSestruke linearne regresije pokazuju da ne postoji znacajna razlika u broju bodova na skali
BEHAVE-AD izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za spol i dob
(Tablica 52).

Tablica 52. Utjecaj haplotipova gena za mozdani neurotrofni cimbenik na broj bodova na skali za procjenu

bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti.

Model viSestruke linearne

Nosioci haplotipa

regresije
Haplotip Koeficijent t Korigirani R’ F
H1 (AGTCA) 6,152 1,21 0,232 0,045 1,71 0,180
H2 (AACCG) -3,570 -0,93 0,358 0,031 1,48 0,232
H3 (GGTCG) -5,292 -1,21 0,233 0,045 1,70 0,181
H4 (GGTTG) 7,488 1,42 0,164 0,056 1,90 0,145
H5 (AGCCG) 2,752 0,43 0,672 0,016 1,24 0,308
H6 (AGTCG) -8,643 -1,17 0,250 0,042 1,66 0,189

Svi modeli viSestruke linearne regresije su korigirani za utjecaj spola i dobi.
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4.5. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni cdimbenik te
tropomiozin-receptor-kinazu B i koncentracija mozdanog

neurotrofnog ¢imbenika u plazmi

Utjecaj istrazivanih polimorfizama gena BDNF i TrkB na koncentraciju BDNF-a u plazmi oboljelih od
demencije ili MCl-a analiziran je metodom dvosmjerne ANOVA-e koja procjenjuje odnos izmedu
jedne kontinuirane varijable (koncentracija proteina BDNF u plazmi) i dvije nominalne varijable
(dijagnoza i pojedini polimorfizam). Zbog odstupanja od normalne razdiobe podataka u analizama su

koriStene transformirane vrijednosti koncentracije BDNF-a u plazmi.

Rezultati dvosmjerne ANOVA-e potvrdili su znacajan utjecaj dijagnoze, ali ne i znacajan ucinak
istrazivanih polimorfizama i haplotipova, zasebno i u kombinaciji s dijagnozom, na vrijednosti

koncentracije BDNF-a u plazmi (Tablica 53).

Tablica 53. Utjecaj polimorfizama i kombiniranih haplotipova gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik te

polimorfizma gena za tropomiozin-receptor-kinazu B na koncentraciju proteina BDNF u plazmi.

Utjecaj varijabli na koncentraciju BDNF-a u plazmi

(dvosmjerna ANOVA)
Dijagnoza SNP/Haplotip Dijagnoza x SNP/Haplotip

SNP/Haplotip df F p

rs1519480 7,22 2 0,001 0,44 1 0,507 0,52 2 0,594
rs6265 7,98 2 <0,001 0,21 1 0,651 1,41 2 0,247
rs11030104 7,39 2 0,001 0,01 1 0,912 0,70 2 0,496
rs56164415 0,67 2 0,512 1,46 1 0,228 1,98 2 0,141
rs7934165 7,07 2 0,001 0,79 2 0,454 0,85 4 0,495
rs1439050 7,39 2 0,001 0,44 2 0,641 1,55 4 0,189
H1 (AGTCA) 5,75 2 0,004 1,22 1 0,270 0,86 2 0,424
H2 (AACCG) 7,98 2 <0,001 0,21 1 0,651 1,41 2 0,247
H3 (GGTCG) 6,42 2 0,002 1,82 1 0,178 0,02 2 0,984
H4 (GGTTG) 0,44 2 0,646 1,61 1 0,206 2,56 2 0,079
H5 (AGCCG) 2,43 2 0,089 0,04 1 0,839 0,17 2 0,840
H6 (AGTCG) 0,25 2 0,777 0,17 1 0,683 1,27 2 0,283

ANOVA, analiza varijance; BDNF, mozdani neurotrofni ¢imbenik; SNP, polimorfizam jedne baze.
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4.6. Ekspresija gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i sortirajudi

receptor prekursora peptida amiloid-p

Metodom PCR-a u stvarnom vremenu odredena je razlika u ekspresiji gena BDNF i gena SORL1, na
razini mRNA, izmedu pacijenata s dijagnozom AB-a i onih koji imaju dijagnozu MCl-a. Kako bi se
izbjegla pogreska u odredivanju ekspresije gena zbog razlike u kvaliteti uzoraka, istovremeno uz
odredivanje Ct vrijednosti (ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivanog gena prijede prag
detekcije) specificne za gen BDNF i gen SORL1, odredena je i Ct vrijednost koja je specificna za
kontrolni gen B-aktin (ACTB). Gen ACTB predloZen je kao optimalna kontrola jer pokazuje konstantni
nivo ekspresije u ljudskim leukocitima (Spinsanti i sur., 2008). Ekspresija oba analizirana gena

normalizirana je s obzirom na ekspresiju endogene kontrole, tj. gena ACTB.

Za odredivanje relativne mRNA ekspresije koristena je komparativha Ct metoda, AACt, (Livak i
Schmittgen, 2001), gdje Ct (engl. threshold cycle) oznacava ciklus pri kojem koli¢ina umnoZenog
produkta dosegne odredeni prag detekcije fluorescentnog signala. Razlika u Ct vrijednosti za svaki
cilini gen, normalizirana za ekspresiju gena ACTB, izrazena je kao ACt vrijednost. Razlika u
transkripcijskoj ekspresiji cilinih gena kod ispitanika s AB-om izrazena je kao relativna ekspresija
(engl. fold change) u odnosu na ekspresiju kod ispitanika s dijagnozom MCl-a (kontrolni uzorak).

Relativna razlika u ekspresiji gena odredena je prema Formuli ( 2 ).

ACtag = Clgiljni gen, as — Ctacts, a8
ACtmc = Cleiljni gen, mci — Ctacts, mci

AACt = ACtAB - ACth

. N -AACt
Normalizirana ekspresija ciljnog gena = 2

Ct = ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivanog gena prijede prag detekcije
(2)

Ekspresija gena BDNF i SORL1 analizirana je na manjem uzorku od ukupno 22 ispitanika (12 ispitanika
s AB-om i 10 ispitanika s MCl-em). Normalna razdioba vrijednosti ekspresije analiziranih gena
testirana je Kolmogorov-Smirnovim testom. S obzirom da nije bilo odstupanja od normalne razdiobe

podataka, u svim analizama koristeni su parametrijski testovi za statisticku obradu podataka.

Rezultati usporedbe ekspresije gena BDNF i SORL1 izmedu pacijenata s dijagnozom AB-a i ispitanika
kojima je dijagnosticiran MCI upuduju na to da nema razlike izmedu istraZivanih skupina s obzirom
na ekspresiju navedenih gena (Tablica 54). U slucaju gena BDNF vidljiv je odredeni trend (p=0,062)
smanjene ekspresije gena BDNF kod osoba s dijagnozom AB-a u odnosu na skupinu s dijagnozom
MCl-a (Tablica 54). Relativna ekspresija mRNA gena BDNF u odnosu na gen ACTB smanjena je oko 3

AACt

puta (2°7=0,33) kod pacijenata s dijagnozom AB-a u odnosu na ispitanike kojima je dijagnosticiran
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MCI. U slu¢aju gena SORL1 razlike u relativnoj ekspresiji nema (2°%“=1,05) izmedu istraZivanih

skupina.

Tablica 54. Ekspresija gena za moZdani neurotrofni ¢imbenik i gena za sortirajuci receptor prekursora
proteina amiloid-B u mononuklearnim stanicama periferne krvi kod oboljelih od Alzheimerove bolesti ili

blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja.
Svi podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Ekspresija gena (;'ft:;;) Relativna ekspresija gena
ACtyg ACtyg AACt 28
BDNF 8,44+ 1,72 6,83 +2,09 1,98 0,062 1,61 0,33
SORL1 3,82+0,77 3,89+0,82 -0,22 0,831 -0,07 1,05

AB, Alzheimerova bolest; BDNF, mozZdani neurotrofni Cimbenika; SORL1, gen za sortirajuéi receptor
prekursora proteina amiloid-B; MCI, blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj; ACt, ekspresija ciljnih gena; 2-

AACt, relativna ekspresija gena.
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U ovoj studiji istrazena je uloga koncentracije proteina BDNF u plazmi u razvoju demencije i u razvoju
kognitivnih simptoma i BPSD-a. Takoder, istraZivana je i uloga pet polimorfizama gena BDNF (rs6264,
rs11030104, rs7934165, rs1519480, rs56164415) i uloga jednog polimorfizma gena TrkB (rs1439050)
u razvoju demencije te kognitivnih simptoma demencije i BPSD-a. Bududi da je demencija slozena
bolest, na Ciji nastanak i pojedine simptome moZe utjecati veliki broj ¢cimbenika, veéa je vjerojatnost
da ¢e odredeni istrazivani geni i njihovi polimorfizmi utjecati na razvoj specificnih fenotipova,
odnosno simptoma, koji prate i zajedno doprinose potpunoj slici bolesti, nego izravno na bolest kao
jedinstvenu cjelinu. U istraZzivanju se pokusalo odgovoriti i na pitanje postoji li razlika u ekspresiji
gena BDNF i gena SORL1, na razini mRNA, izmedu pacijenata kojima je dijagnosticiran AB i onih koji

imaju dijagnozu MCl-a.

Zbog porasta udjela starijih osoba u populaciji, broj oboljelih od demencije stalno se povecava te
polako poprima karakteristike epidemije i postaje sve vaZzniji javno-zdravstveni problem. Upravo iz
ovog razloga vrlo je vazno uspostaviti konkretne kriterije za donosenje Sto ranije i Sto pouzdanije
dijagnoze bolesti te kriterije koji ¢ée omoguditi bolje razlikovanje izmedu razli¢itih tipova demencija.
Zelja klini¢ara i istraZivaca je uspostavljanje navedenih kriterija te kombinacije biomarkera i klini¢kih
metoda koje bi omogudile bolje razlikovanje izmedu simptoma normalnog starenja, simptoma MCl-a
i simptoma demencije. Pacijenti s dijagnozom MCl-a su idealna ciljna skupina u epidemioloskim,
klini¢kim i terapijskim studijama jer upravo veliki dio ovih pacijenata s vremenom razvije simptome
demencije. Demenciju Cesto prate i nekognitivni simptomi. U prisustvu BPSD-a dolazi do puno brzeg
narusavanja kognitivnih sposobnosti kod pojedinaca te puno vecih problema u obavljanju
svakodnevnih obaveza. Ovo istraZivanje daje bolji uvid u ulogu BDNF-a u demenciji, tocnije u razvoju

kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih simptoma demencije.

Zna se da patoloski proces vezan uz AB pocinje najvjerojatnije desetlje¢ima prije samog klinickog
pocetka bolesti. Za sada se sigurna dijagnoza AB-a moze postaviti samo kombiniranim koristenjem
klinicke dijagnoze i histopatoloske analize mozdanog tkiva nakon smrti pojedinca. Klini¢ka dijagnoza
AB-a temelji se na koristenju medicinskih podataka, neuroloskim pregledima, laboratorijskim
testovima, neuroslikovnim analizama te neuropsiholoskoj evaluaciji. LijeCenje same bolesti bi
zasigurno bilo djelotvornije kada bi se terapiji pristupilo prije pojave prvih ozbiljnijih simptoma
demencije. Upravo iz ovog razloga, ovo istrazivanje u svom fokusu ima potragu za pouzdanim
biokemijskim i geneti¢kim markerima koji bi mogli omoguéiti pouzdanije i ranije razlikovanje izmedu

AB-a i MCl-a te ostalih tipova demencije (Humpel, 2011; Humpel i Hochstrasser, 2011).
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5.1. Demografski podaci

U istraZivanje je uklju¢eno ukupno 318 ispitanika oba spola (47,1% muskaraca). lzmedu istraZivanih
skupina ispitanika nije bilo razlike u raspodjeli prema spolu jer su u svim skupinama skoro

podjednako zastupljeni muskarci i Zene.

Tijekom planiranja istrazivanja, zakljueno je da bi, za statisticku potvrdu razlike izmedu istraZivanih
skupina u koncentraciji proteina BDNF u plazmi, u studiju trebalo ukljuditi ukupno 246 ispitanika, dok
bi u slucaju usporedbi koje se odnose na distribuciju genotipova analiziranih polimorfizama gena
BDNF i TrkB dovoljan bio uzorak od 241 ispitanika. Prema ovim a priori analizama snage uzorka, tj.
potrebne veli¢ine uzorka, moZzemo zakljuciti da je nas uzorak od ukupno 318 ispitanika dovoljan da

procijenimo mjeru glavnog ishoda sa zadanom preciznoséu.

Usporedba ispitanika podijeljenih s obzirom na dijagnozu u skupine ispitanika s dijagnozom MCl-a,
AB-a, DLB-a, FTD-a i VaD-a pokazala je da se skupine znacajno razlikuju prema starosti ispitanika jer
su, kao sto je i ocekivano, ispitanici s dijagnozom AB-a bili najstariji, posebice u odnosu na skupinu s
dijagnozom MCl-a i FTD-a. MCI cesto prethodi AB-u pa je bilo i za o¢ekivati da su pacijenti s MCl-em
mladi od onih s dijagnozom demencije. FTD je oblik demencije koji je puno rjedi od AB-a, ali je
najcesci oblik demencije kod osoba mladih od 65 godina Sto objasnjava razliku u godinama izmedu

istrazivanih skupina (Walker i sur., 2005).

Pronadena je i razlika u broju bodova na psihometrijskim testovima koji su koriSteni za procjenu
kognitivnih simptoma (MMSE, CDT i ADAS-Cog) jer su u svim slucajevima pacijenti s MCl-em imali
slabije kognitivno ostecenje u odnosu na ispitanike s razliitim tipovima demencije. Potvrdena je i
znacajna razlika u broju bodova na skali NPl izmedu skupina, a ispitanici s MCl-em i dijagnozom VaD-
a imali su najmanji zbroj bodova na navedenoj skali. Medutim, treba uzeti u obzir da, u pravilu,
ispitanici s MCl-em nisu ni imali BPSD pa je dobiveni rezultat u skladu s ocekivanjima. Ispitanika s
dijagnozom VaD-a bilo je premalo (N=16) da bi mogli biti sigurni u dobiveni rezultat. Upravo iz ovog
razloga su u kasnijim analizama svi ispitanici s dijagnozom demencije, koja nije AB, svrstani u
zajedni¢ku skupinu demencija drugog tipa. lzmedu istrazivanih skupina pronadena je i znacajna
razlika s obzirom na raspodjelu prema skali CDR. Svi dobiveni rezultati potvrdili su da osobe s
dijagnozom MCl-a imaju slabije kognitivno osteéenje te manje nekognitivnih simptoma u odnosu na

ispitanike kojima je dijagnosticirana demencija.

Stupanj obrazovanja, tj. duljina trajanja obrazovanja, Cesto se uzima u obzir kod istrazZivanja
demencija (Sharp i Gatz, 2011). U ovom istraZivanju pronadena je razlika izmedu skupina u stupnju
obrazovanja, ali ta razlika nije bila znadajna kada su naknadno, post-hoc testom, usporedene sve

skupine medusobno.
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5.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢cimbenika u plazmi

Biomarkeri su indikatori normalnih bioloskih procesa, patoloskih procesa ili terapijske intervencije
koji se mogu objektivno kvantificirati i evaluirati. Glavne karakteristike biomarkera su osjetljivost,
specificnost te jednostavnost odredivanja i koriStenja u navedene svrhe. Potraga za perifernim
markerima za AB temelji se na ideji da se promjene u prijenosu signala, oksidativnom metabolizmu i
metabolizmu APP-a, koje su vidljive u SZS-u, mogu detektirati i u perifernom tkivu (Gasparini i sur.,
1998). Periferna tkiva predstavljaju jednostavniji i lakSe dostupan model za proucavanje patogeneze
AB-a, a do sada su se kao periferni modeli istrazivali trombociti, fibroblasti te mononuklearne stanice
periferne krvi (Mossello i sur., 2011). Jedan od glavnih izvora BDNF-a na periferiji su trombociti koji
vezu, pohranjuju i, prema potrebi, otpustaju BDNF (Fujimura i sur., 2002). Navedena uloga
trombocita je klju¢na u sluc¢ajevima kada dolazi do odredenih oStecenja organizma (Fujimura i sur.,
2002). Poznato je da na razinu proteina BDNF u serumu utjece koli¢ina BDNF-a koja je pohranjena u
trombocitima, dok razina BDNF-a u plazmi predstavlja trenutacno stanje organizma i koli¢inu
dostupnog bioaktivnog proteina (Fujimura i sur., 2002). Smatra se da je iz navedenih razloga
koncentracija proteina BDNF u plazmi objektivniji pokazatelj stanja u organizmu u odnosu na
koncentraciju u serumu (Fujimura i sur., 2002). IstraZivanje na uzorcima krvi i tkivu Stakora (Elfving i
sur., 2010) pokazala su da pri koristenju uzoraka plazme treba obratiti pozornost na to da su uzorci

istrazivanje obradeni su unutar par sati od uzorkovanja, a u meduvremenu su bili pohranjeni na 4°C.

Najvedi problem odredivanja koncentracije proteina BDNF na periferiji pomocéu metode ELISA je
nespecificnost koristenih protutijela na proBDNF, odnosno mBDNF. Problem predstavljaju i razliiti
rezultati u slucajevima analize seruma, plazme i pune krvi (Karege i sur., 2002). U slucaju
komercijalno dostupnog ELISA kompleta tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada), koji je koristen za
analizu koncentracije BDNF-a u sklopu ovog istraZivanja, pokazano je da spomenuti komplet vrlo
uspjesno detektira mBDNF u plazmi, ali ne i proBDNF (Yoshida i sur., 2012). Podaci proizvodaca i
podaci iz literature pokazuju da je varijacija/preciznost rezultata unutar istog kompleta (engl. intra-
assay) od 3,8 do 6,2%, a izmedu dva kompleta od 7,6 do 11,3% (engl. inter-assay) (Elfving i sur.,
2010). Glavna ideja danasnje potrage za perifernim biomarkerima u dijagnozi demencije je
pronalazak jeftinije dijagnosticke metode, kao $to je npr. viSestruki ELISA sustav, kojim bi se u isto

vrijeme iz jednog uzorka moglo odredivati vise biokemijskih parametara.

Prema podacima iz literature postoje naznake da bi pri odredivanju koncentracije BDNF-a na
periferiji u obzir trebalo uzeti dob, spol te duljinu obrazovanja za sve ispitanike. IstraZivanja predlazu
da bi koncentracija BDNF-a u plazmi mogla biti pod utjecajem dobi, to¢nije da se razina ovog
neurotrofina smanjuje kako organizam stari (Lommatzsch i sur., 2005; Pillai i sur., 2012). Postoje
studije koje su pokazale da nema utjecaja dobi na koncentraciju proteina BDNF u serumu (Angelucci i
sur., 2010; Gunstad i sur., 2008; Laske i sur., 2007; Lommatzsch i sur., 2005; Nettiksimmons i sur.,
2014; Trajkovska i sur., 2007; Yasutake i sur., 2006), ali postoje i istraZivanja koja su dala suprotne

rezultate (Erickson i sur., 2010; Lang i sur., 2004; Ziegenhorn i sur., 2007).
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U slucajevima gdje su primijecene razlike izmedu muskaraca i Zena u razini ovog neurotrofina na
periferiji, smatra se da su te promjene povezane s izluivanjem estrogena (Komulainen i sur., 2008;
Lommatzsch i sur., 2005; Trajkovska i sur., 2007). Estrogeni bi mogli sudjelovati u regulaciji ekspresije
BDNF-a, a postoje i preklapanja u djelovanju ovih dvaju molekula (Scharfman i MacLusky, 2006;
Sohrabji i Lewis, 2006).

Modeli viSestruke linearne regresije, u kojima su analizirani utjecaj dobi, spola te duljine trajanja
obrazovanja na koncentraciju proteina BDNF u plazmi, za sve ispitanike zajedno i za sve dijagnosticke
skupine zasebno, nisu bili znacajni zbog cega analizirane varijable nisu u pravilu uklju¢ene u daljnje
analize. Ovaj rezultat vjerojatno je posljedica Cinjenice da se dob vecine ispitanika ukljuc¢enih u
istrazivanje nalazi u rasponu od 66 do 80 godina (prosjecna dob je 72,7 + 10,7 godina), $to je uZi
raspon godina u odnosu na vecinu studija koje su potvrdile negativnu korelaciju perifernog BDNF-a i
dobi (Lommatzsch i sur., 2005; Pillai i sur., 2012). Pretpostavka je da u kasnijoj Zivotnoj dobi
koncentracija BDNF-a manje varira, a kod Zena je u toj dobi izgubljen i utjecaj estrogena na razinu

ovog neurotrofina.

IstraZivanja su dokazala da BDNF moZe prijeéi krvno-moZdanu barijeru (Pan i sur., 1998a; Pan i sur.,
1998b; Poduslo i Curran, 1996), a potvrdena je i pozitivna korelacija izmedu razine BDNF-a u serumu
i kortikalnim regijama kod Zivotinja (Karege i sur., 2002). Sve navedeno upucuje na Cinjenicu da bi
mogla postojati povezanost izmedu promjena u koncentraciji BDNF-a u SZS-u i na periferiji. U ovom
istrazivanju koristena je koncentracija BDNF-a u plazmi, a ne u serumu kako bi se izbjegao mogudi
utjecaj proteina BDNF kojeg otpustaju trombociti (Fujimura i sur., 2002) i stanice imunoloskog
sustava (Kerschensteiner i sur., 1999) na dobivene rezultate. Neki autori ¢ak navode da bi povisena
koncentracija BDNF-a u serumu mogla biti povezana s upalnim procesom koji je vidljiv kod pacijenata

s AB-om (Angelucci i sur., 2010).

5.2.1. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi ispitanika

oboljelih od demencije ili blagog kognitivnog (spoznajnog) poremecaja

Dosadasnje analize koncentracije proteina BDNF u serumu i plazmi, vezano za razvoj demencije, dale
su oprecne rezultate. Neka istrazivanja pokazala su smanjenu koncentraciju ovog proteina u serumu
osoba oboljelih od AB-a (Laske i sur., 2007; Yasutake i sur., 2006) i osoba s dijagnozom MCl-a (Yu i
sur., 2008) u odnosu na zdravu kontrolu i druge oblike demencije. IstraZivanje koje su proveli
Yasutake i suradnici (2006) potvrdilo je postojanje smanjene koncentracije BDNF-a u serumu osoba
kod kojih je bolest ve¢ uznapredovala. Laske je sa suradnicima (2006) pokazao da je koncentracija
ovog neurotrofina u serumu razli¢ita ovisno o stadiju bolesti, tj. da osobe u ranoj fazi AB-a imaju vise
proteina BDNF u serumu od osoba u kasnijim fazama bolesti te zdravih osoba. Ovi rezultati potvrdeni

su istrazivanjem koje je proveo Angellucci sa svojim suradnicima (2010).

Smatra se da bi povecanje razine proteina BDNF u ranim fazama razvoja AB-a moglo biti posljedica

kompenzacijskog mehanizma kojim se pokusava poboljsati razgradnja peptida AB ili posljedica
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nakupljanja ovog neurotrofina zbog neefikasnog transporta u aksonima (Angelucci i sur., 2010). U
skladu s ovim rezultatima su i rezultati post-mortem istraZivanja na osobama oboljelima od AB-a koje
je proveo Durany sa suradnicima (2000), a koje je pokazalo da postoji znacajno visa koncentracija
BDNF-a u hipokampusu i parijetalnom korteksu ovih ispitanika. Usporedba kontrolnih ispitanika i
osoba s razli¢itim tipovima demencije (AB, DLB, FTD i VaD) potvrdila je snizenu koncentraciju BDNF-a
u serumu svih ispitanika s dijagnozom demencije u odnosu na kontrole, osim u sluc¢aju dijagnoze PB-
a (Ventriglia i sur., 2013).

Rezultati ovog rada upucuju na povecanu koncentraciju proteina BDNF u plazmi osoba s dijagnozom
AB-a u odnosu na skupinu pacijenata kojima je dijagnosticiran MCI i u odnosu na pacijente s
dijagnozom FTD-a. Kada su svi ispitanici kojima su dijagnosticirani drugi oblici demencije (DLB, FTD ili
VaD) usporedeni, kao jedinstvena skupina, s ispitanicima kojima je dijagnosticiran AB, takoder je
uocena povecana koncentracija proteina BDNF kod ispitanika s AB-om u odnosu na ispitanike unutar

skupine s demencijama drugog tipa.

Za razliku od vecine dosadasnjih istraZivanja, koja su najvise usmjerena na usporedbu koncentracije
BDNF-a izmedu zdravih ispitanika i osoba s demencijom, ovo istraZivanje proucava razliku u
koncentraciji BDNF-a u plazmi osoba s MCl-em (kojeg moZemo promatrati kao pretstadij demencije)
i osoba kod kojih je ve¢ doslo do razvoja bolesti. Ideja istraZivanja je potvrditi hipotezu da se
koncentracija BDNF-a mozZe koristi kao marker za pracenje progresije bolesti. Podaci iz literature su
oprecni, Sto je vjerojatno posljedica razlicitog udjela pacijenata u razli¢itim fazama demencije u

pojedinim studijama.

Prema dosadasnjim saznanjima o ulozi BDNF-a u razvoju demencije moglo bi se zakljuciti da u ranoj
fazi MCl-a, koji predstavlja prijelazno stanje izmedu normalnog starenja i demencije, dolazi do
smanjenja koncentracije BDNF-a u donosu na zdrave ispitanike. Ispitanici s dijagnozom MCl-a u
ovom radu imali su prosjecan broj bodova na testu MMSE 25,5 + 2,1 (raspon 21 do 30), tako da su u
ovu skupinu ispitanika uklju¢ene osobe s normalnim kognitivnim sposobnostima (27,6% ispitanika) i
osobe kod kojih je vidljivo blago kognitivnho ostecenje (72,3% ispitanika). S obzirom na vedi udio
osoba s blagim kognitivnim osStecenjem u skupini ispitanika s dijagnozom MCl-a moZemo
pretpostaviti da se kod ove skupine ispitanika jo$ ne javlja kompenzacijski mehanizam kao odgovor
na smanjenu koncentraciju BDNF-a pa bi razina BDNF-a mogla biti smanjena u odnosu na ispitanike s
normalnim kognitivnim sposobnostima. Nije pronadena znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u
plazmi kod ispitanika u ranoj fazi AB-a u odnosu na osobe s dijagnozom MCI-a, ali je vidljiv trend
povecanja koncentracije ovog neurotrofina kod osoba s dijagnozom demencije. Razlika postaje
znacajna kod skupine u srednjoj fazi demencije kada se predloZeni kompenzacijski mehanizam
aktivira. U kasnoj fazi demencije propadanje neurona je uznapredovalo tako da ocekivano dolazi do
ponovnog pada u koncentraciji BDNF-a u plazmi u odnosu na osobe u srednjoj fazi demencije, tj.

razina BDNF-a u plazmi se ponovo vraéa na razinu slicnu onoj kod pacijenata s dijagnozom MCl-a.

Dobiveni rezultati su u skladu sa zakljuécima koje je dao Angellucci sa suradnicima (2010) i upucuju

na to da bi sistemsko povecanje razine BDNF-a moglo predstavljati kompenzacijski mehanizam kojim
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se organizam pokuSava obraniti od potencijalnog osStecenja. Medu ispitanicima uklju¢enima u
istrazivanje s dijagnozom AB-a bilo je viSe pacijenata u ranoj (34,4% ispitanika) i srednjoj fazi (57,8%)
demencije (srednja vrijednost bodova na testu MMSE je 17,7 + 5,6). U ovim fazama bolesti
organizam jo$ uvijek pokuSava kompenzirati oStecenje koje nastaje propadanjem neurona. Kod
pacijenta u kasnoj fazi bolesti (7,8% ispitanika) kompenzacija vise nije dovoljna da previada
ostecenje (broj MMSE bodova <10) jer je neurodegeneracija ve¢ uznapredovala. Rezultati
odgovaraju zaklju¢ku kojeg su iznijeli Laske i suradnici (2006) i pretpostavci da povecana
koncentracija BDNF-a ne mora uvijek biti marker dobrog stanja, ve¢ moze upucivati na ozbiljnije
poremedaje ravnoteze organizma (Arentoft i sur., 2009). NiZza koncentracija proteina BDNF, koja je
zamijecena kod pacijenata s drugim tipovima demencija u odnosu na ispitanike s dijagnozom AB-a
(posebice u odnosu na one u srednjoj fazi AB-a), u skladu je s rezultatima istraZivanja koje su proveli
Ventriglia i suradnici (2013), a koje upuduje na smanjenu razinu proteina BDNF u serumu osoba s
dijagnozom VaD-a, DLB-a i FTD-a.

5.2.2. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u plazmi i kognitivni

simptomi demencije

Malobrojna istraZivanja o ulozi proteina BDNF u razvoju kognitivnih simptoma demencije dala su
konfliktne rezultate (Driscoll i sur., 2012; Laske i sur., 2011; Li i sur., 2009; Nettiksimmons i sur.,
2014). Dio studija pokazuje da se smanjenje u koncentraciji BDNF-a u CST-u moZe povezati s
propadanjem kognitivnih funkcija kod zdravih ispitanika (Li i sur., 2009). U slucaju koncentracije
BDNF-a u serumu, postoje studije koje potvrduju povezanost BDNF-a i boljeg kognitivnog
funkcioniranja kod zdravih ispitanika (Gunstad i sur., 2008), ali druge studije nisu potvrdile ovaj
rezultat (Nettiksimmons i sur., 2014). IstraZzivanje koje je proveo Shimada sa suradnicima (2014)
upucuje na povezanost nize koncentracije BDNF-a u serumu i dijagnoze MCl-a te losijih kognitivnih
sposobnosti kod starijih osoba. U slu¢aju BDNF-a u plazmi, postoje istraZivanja koje ne potvrduju
ulogu ovog neurotrofina u razvoju kognitivnih simptoma (Driscoll i sur., 2012) i ona koja upucuju na
povezanost izmedu kognitivnog funkcioniranja i proteina BDNF kod ispitanica nakon korekcije za

djelovanje vise kofaktora (Komulainen i sur., 2008).

Za razliku od vedine dosadasnjih istraZzivanja, ovo istrazivanje u obzir uzima mnogobrojne
potencijalne kofaktore koji mogu utjecati na koncentraciju proteina BDNF u plazmi (dob, spol,
obrazovanje, kognitivne i nekognitivhe simptome demencije, izabrane polimorfizme gena BDNF i
TrkB) te eliminira moguci utjecaj broja trombocita i rasne pripadnosti na dobivene rezultate (uzorak
je homogen jer su svi ispitanici bili bijelci hrvatskog podrijetla). U ispitivanim skupinama nije bilo niti

utjecaja alela E4 gena ApoE na koncentraciju proteina BDNF u plazmi (rezultati nisu prikazani).

Vecina studija za procjenu kognitivnog ostecenja kod ispitanika koristi samo test MMSE, a ovaj rad
analizira vise psihometrijskih skala koje se koriste za procjenjivanje kognitivhog ostecenja. Rezultati

istrazivanja pokazali su da nema znacajne korelacije broja bodova na testu MMSE i koncentracije
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proteina BDNF u plazmi, ali je ipak vidljiv odredeni trend povezanosti ovih dvaju varijabli kada se
promatraju svi ispitanici zajedno i kada se promatra zasebno skupina ispitanika s dijagnozom AB-a.
Kako bi dodatno provjerili da li je ovaj trend indikativan, napravljena je usporedba skupine ispitanika
s AB-om sa skupinama ispitanika s dijagnozom MCl-a ili drugih oblika demencije. Ispitanici s AB-om
su prije usporedbe podijeljeni prema broju MMSE bodova na ispitanike u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi
demencije. Kao sto je ve¢ navedeno, usporedba je potvrdila ocekivanu razliku medu istraZivanim
skupinama. Ovaj rezultat posljedica je znacajno vise koncentracije proteina BDNF u plazmi ispitanika
u srednjoj fazi AB-a u odnosu na druge ispitivane skupine. Kod ispitanika s MCl-em i ispitanika s
dijagnozom demencija drugog tipa, koncentracija BDNF-a bila je znacajno niZza u odnosu na pacijente
u srednjoj fazi AB-a. Isto je potvrdeno kada su analizirane transformirane vrijednosti koncentracije
BDNF-a u plazmi. Dobiveni rezultat je u skladu s nekim dosadasnjim istrazivanjima (Angelucci i sur.,
2010; Laske i sur., 2006), a najvjerojatnije je posljedica pokusaja organizma da kompenzira negativan

u¢inak bolesti na propadanje neurona u SZS-u.

Test CDT takoder se Cesto koristi za procjenu kognitivnog oSteéenja kod pacijenata s dijagnozom
demencije. Svaki od psihometrijskih testova koji se koriste u obradi pacijenata s demencijom ima
svoja ogranicenja. Postoje naznake da je test CDT precizan samo u slucajevima pacijenata u srednjoj i
kasnoj fazi demencije (Nishiwaki i sur., 2004) te u populacijama u kojima nema puno osoba s vrlo
niskim stupnjem obrazovanja (Ainslie i Murden, 1993). Postoje prijedlozi za koristenje kombinacije
razli¢itih psihometrijskih testova kako bi se poveéala uspjeSnost detekcije osoba u vrlo ranoj fazi
demencije te osoba s MCl-em (Aprahamian i sur., 2010; Cacho i sur., 2010). Rezultati ovog
istrazivanja upucuju na pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije proteina BDNF i broja bodova na
testu CDT kod skupine ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa. Povezanost razine kognitivnog
ostecenja, procijenjenog pomocu testa CDT, s koncentracijom proteina BDNF u skupini demencija
drugog tipa, potvrdena je i nakon S$to su istrazivane skupine podijeljene na ispitanike s veéim
kognitivnim ostecenjem (CDT<5) i slabijim kognitivnim osStec¢enjem (CDT>5). Za dodatnu potvrdu
napravljena je i analiza transformiranih vrijednosti koncentracije BDNF-a u plazmi. Znacajan rezultat
posljedica je veée koncentracije proteina BDNF u plazmi ispitanika s dijagnozom demencija drugog
tipa, kod kojih je vidljivo slabije kognitivno oStecenje, Sto odgovara podacima iz literature koji
navode smanjenje koncentracije neurotrofina BDNF kao posljedicu neurodegeneracije. U slucaju
ispitanika s AB-om rezultat nije znacajan Sto dovodi do zaklju¢ak da test CDT slabije reflektira
progresiju bolesti u odnosu na test MMSE kod ovih bolesnika. MoZe se reéi da je podjela prema
broju MMSE bodova puno osjetljivija u odnosu na podjelu prema CDT bodovima u slucaju AB-a.
Problem u dijagnozi demencije je i razlikovanje izmedu razli¢itih tipova demencije. Sigurna dijagnoza
mozZe se postaviti samo post-mortem analizama. Medu ispitanicima koji su kombinirani u skupinu
demencija drugog tipa najzastupljeniji su ispitanici s dijagnozom FTD-a. Za razliku od AB-a, FTD u
ranim fazama bolesti ne karakterizira znacajno ostecenje kognitivnih sposobnosti. Do danas nije
pronaden niti jedan psihometrijski test koji bi omogucéio pouzdano razlikovanje izmedu razli¢itih

oblika demencije (Hutchinson i Mathias, 2007).
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Podskala ADAS-Cog analizira 11 razliCitih stavki koje mjere poremecaje pamdenja, govora, paznje te
ostalih kognitivnih funkcija, a cesto se koristi za procjenu kognitivnih sposobnosti osoba u klinickim
ispitivanjima. Ovo istrazivanje nije potvrdilo povezanost bodova na podskali ADAS-Cog i
koncentracije proteina BDNF u plazmi svih istraZivanih skupina. Razlike medu skupinama nije bilo ni
nakon podjele ispitanika na kategorije prema broju ADAS-Cog bodova na ispitanike sa znacajnijim

kognitivnim ostecenjem (ADAS>18) i one s manjim kognitivnim ostecenjem (ADAS<18).

Skala CDR koristi se za rangiranje demencije prema stupnju ozbiljnosti bolesti u 4 kategorije (vrlo
blagi, blagi, umjereni i teski oblik demencije). Rang CDR-0 oznacava da nema kognitivnog ostecenja.
Rezultati ovog istraZivanja nisu potvrdili povezanost koncentracije BDNF-a u plazmi s razinom
kognitivnog oStecenja procijenjenog skalom CDR u svim istrazivanim skupinama. Ipak iz rezultata je
vidljiv trend povecane koncentracije BDNF-a kod ispitanika s tezim oblikom AB-a (kategorija CDR-2 i
CDR-3) te obrnuti trend kod ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa. Rezultat nije znacajan, ali

je u skladu s rezultatima dobivenima za ostale psihometrijske skale.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da nema znacajne korelacije broja bodova na testu MMSE i
koncentracije proteina BDNF u plazmi, ali je detektirana znacajno viSa koncentracija proteina BDNF u
plazmi ispitanika u srednjoj fazi u donosu na bolesnike u ranoj i kasnoj fazi AB-a te u odnosu na
ispitanike s MCl-em i ispitanike s dijagnozom demencija drugog tipa. Takoder, pronadena je
pozitivna korelacija izmedu koncentracije proteina BDNF i broja bodova na testu CDT kod skupine
ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa, dok nema znacajne povezanosti koncentracije
proteina BDNF u plazmi s brojem bodova na podskali ADAS-Cog te razinom kognitivhog oStecenja

procijenjenog skalom CDR u svim istrazivanim skupinama.

5.2.3. Koncentracija mozdanog neurotrofnog <cimbenika u plazmi te

bihevioralni i psiholoski simptomi demencije

Demenciju osim kognitivnih prate i mnogi nekognitivni simptomi medu kojima dominiraju
poremedaji raspoloZenja, apatija ili depresija, poremecaji percepcije i misljenja, psihotic¢ni
poremecaji, agitacija te razne vrste agresivnog ponasanja. U trenutacno dostupnoj literaturi vrlo je
malo istraZivanja djelovanja BDNF-a na razvoj navedenih simptoma. Postoje naznake da je BDNF
povezan s razvojem depresije (Brunoni i sur., 2008; Duman i Monteggia, 2006) Sto upucuje na
potencijalnu ulogu ovog neurotrofina i u razvoju simptoma depresije kod osoba s dijagnozom
demencije. Periferna razina proteina BDNF (serum i plazma) u pravilu je snizena kod pacijenata s
depresijom, a moze se povisiti terapijom antidepresivima (Brunoni i sur., 2008; Karege i sur., 2005;
Piccinni i sur., 2008). Rezultati istraZivanja uloge BDNF-a iz plazme u depresiji predlazu da bi se
protein BDNF mogao koristiti kao marker depresije (Brunoni i sur., 2008; Lee i Kim, 2010; Piccinni i
sur., 2008). Ovaj rad istraZzio je povezanost koncentracije BDNF-a u plazmi s razvojem BPSD-a

koristeci skalu NPI i BEHAVE-AD koje prate razliite neuropsihijatrijske simptome.
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U navedene simptome, prema skali NPI, ubrajaju se: deluzije (sumanutosti), halucinacije,
agitacija/agresija, depresija/disforija, anksioznost, ushi¢enje/euforija, apatija/ravnodusnost,
dezinhibicija, razdrazljivost/labilnost, aberantno motori¢ko ponasanje, poremecaji spavanja i noéni
nemir, poremecaji prehrane i apetita. Rezultati su pokazali da postoji pozitivha korelacija izmedu
koncentracije proteina BDNF u plazmi te simptoma anksioznosti, poremecéaja spavanja i no¢nog
nemira te poremecaja prehrane i apetita. Ovi rezultati su potvrdeni nakon S$to su ispitanici s
demencijom dodatno podijeljeni na osobe bez ikakvih simptoma na pojedinim NPl domenama i na

osobe sa simptomima.

Post-mortem studije upucuju na ulogu BDNF-a u razvoju poremecaja povezanih sa stresom, kao $to
su poremecaji raspoloZenja i anksioznost (Duman i Monteggia, 2006; Dunham i sur., 2009). Promjene
razine proteina BDNF na periferiji pronadene su u anksioznim poremecajima kao S$to su veliki
depresivni poremecaj (Molendijk i sur., 2011) te opsesivno-kompulzivni poremedaj (Maina i sur.,
2010; Wang i sur., 2011). Rezultate koji pokazuju smanjenu koncentraciju proteina BDNF na periferiji
(posebice u plazmi) kod anksioznih poremecaja potvrdila je i meta-analiza koja je ukljucila ukupno
1179 ispitanika iz 8 studija (Suliman i sur., 2013). Jedna od pretpostavki je da BDNF regulira odgovor
organizma na stres djelujuéi preko neurotransmiterskih sustava koji reguliraju os hipotalamus-
hipofiza-nadbubreina Zlijezda. Rezultati ovog rada pokazuju vecu koncentraciju proteina BDNF u
plazmi ispitanika s demencijom kod kojih su pronadeni simptomi anksioznosti Sto je suprotno od
rezultata vecine studija koje je Suliman sa suradnicima (2013) uklju¢io u meta-analizu. Medutim,
treba naglasiti da su znacajni rezultati spomenute meta-analize posljedica znacajno nize
koncentracije BDNF-a kod pacijenata s opsesivno-kompulzivhim poremeéajem u odnosu na
kontrolne ispitanike. Kod ostalih ukljué¢enih dijagnoza ta razlika izmedu zdravih ispitanika i ispitanika
s odredenim anksioznim poremecajem nije bila znacajna tako da dobiveni znacajni rezultat moZze biti
posljedica povezanosti razine BDNF-a s razvojem opsesivho-kompulzivnhog poremecaja, a ne sa
samim anksioznim simptomima. U ovom istraZivanju napravljena je usporedba unutar skupine
ispitanika s demencijom bez usporedbe sa zdravim ispitanicima, a u dostupnoj literaturi nema

podataka za ulogu proteina BDNF u razvoju anksioznih simptoma u demenciji.

Poremedaji spavanja (teSko usnivanje, smanjena duljina spavanja tijekom noci, ¢esto budenje
tijekom nodi, ruzni snovi) Cesti su kod osoba s AB-om i javljaju se ve¢ u ranoj fazi bolesti (McCurry i
sur., 1999; Moran i sur., 2005). Zna se da su poremecaji spavanja u AB-u povezani s loSijim
kognitivnim funkcioniranjem i s ranijom institucionalizacijom ovih bolesnika. Postoje naznake da se
poremecaji spavanja javljaju u pretklinickoj fazi AB-a i da su posljedica nakupljanja peptida AB (Ju i
sur., 2013) pa je upitno jesu li poremecaji spavanja posljedica patoloskih promjena u
neurodegeneraciji ili se ti poremecaji nalaze u pozadini razvoja demencije. Rezultati ovog rada
upucuju na znacajno visu koncentraciju BDNF-a u plazmi osoba s demencijom kod kojih su prisutni i
poremecaji spavanja te nocni nemir. Problemi sa spavanjem se pojavljuju kod velikog broja
mentalnih poremecaja koji se povezuju sa stresom, a pretpostavlja se da bi se u pozadini svega
mogla nalaziti smanjena koncentracija BDNF-a kao posljedica djelovanja stresa (Duman i sur., 1997).

U literaturi nema puno podataka o ulozi BDNF-a u poremecajima spavanja. IstraZivanje koje je
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proveo Giese sa suradnicima (2014) upucuje na znacajnu korelaciju izmedu stupnja ozbiljnosti
nesanice i koncentracije proteina BDNF u serumu zbog znacajno nize koncentracije proteina BDNF u
serumu osoba s nesanicom u odnosu na kontrolne ispitanike koji nemaju nesanicu. Nesanica je samo
jedna od kategorija poremecaja spavanja koja je prisutna kod osoba oboljelih od demencije. Nase
istrazivanje dalo je suprotne rezultate od ocekivanih. Usporedba osoba s demencijom sa ili bez
simptoma poremedaja spavanja i no¢nog nemira pokazala je da osobe s navedenim simptomima
imaju poviSenu koncentraciju proteina BDNF. Povisena koncentracija BDNF-a kod ispitanika s
demencijom je vjerojatno, kao $to je vec i re¢eno, reakcija na oste¢enja u SZS-u koja se dogadaju u
ranoj fazi bolesti, ali nije u potpunosti jasno kako se ta poviSena koncentracija povezuje s razvojem
poremecaja spavanja. Klein i suradnici (2013) su pokazali da je kod osoba s narkolepsijom prisutna
znacajno visa koncentracija proteina BDNF u serumu u odnosu na zdrave kontrole, ali sam
mehanizam djelovanja povisene razine proteina BDNF kod pacijenata s narkolepsijom jos uvijek nije

poznat.

Protein BDNF sudjeluje i u regulaciji tjelesna mase i energetske homeostaze u organizmu (Noble i
sur., 2011; Rosas-Vargas i sur., 2011; Zhang i sur., 2007), a BDNF i TrkB su eksprimirani u
hipotalamickim jezgrama koje su uklju¢ene u kontrolu hranjenja (Kernie i sur., 2000). Smanjena
razina BDNF-a pronadena je kod pothranjenih Zena s dijagnozom anoreksije (Monteleone i sur.,
2005). Studije su pokazale da postoji pozitivha korelacija razine BDNF-a na periferiji s tjelesnom
tezinom kod Zena (Monteleone i sur., 2004; Pillai i sur., 2012) te da se povisena razina BDNF-a u
serumu moze povezati s razvojem pretilosti i dijabetesa kod Zenskih ispitanica (Suwa i sur., 2006).
Studije na Zivotinjskim modelima pokazale su da infuzija BDNF-a u moZdano tkivo Stakora smanjuje
tjelesnu masu i apetit kod ovih Zivotinja (Lapchak i Hefti, 1992; Pelleymounter i sur., 1995). Kod
miSeva koji su heterozigoti za gen BDNF, a imaju 50% razine BDNF-a koja je prisutna kod miSeva s
oba funkcionalna gena, prisutna je disfunkcija 5-HT sustava u mozgu, a Zivotinje ubrzano dobivaju na
tezini u odnosu na divlji tip (Lyons i sur., 1999). Medutim, postoje i istrazivanja koja upucuju na
negativnu korelaciju razine BDNF-a u plazmi te dobi i tjelesne mase kod zdravih ispitanika
(Lommatzsch i sur., 2005). Kod osoba koje boluju od demencije dolazi do promjene u hranidbenim
navikama i pacijenti razli¢ito pokazuju povecéanje ili smanjenje apetita (lkeda i sur., 2002). Vrlo je
zanimljiv podatak da postoji povezanost izmedu pretilosti u srednjoj Zivotnoj dobi i poveéanog rizika
za razvoj AB-a u kasnijoj Zivotnoj dobi (Chiang i sur., 2007; Fitzpatrick i sur., 2009; Gustafson i sur.,
2009; Whitmer i sur., 2005), ali jo$ uvijek nije poznato koju ulogu u ovim procesima igra leptin,
upalni adipokini te drugi geni ukljuceni u lipidnu homeostazu. Rezultati ovog istrazivanja upucuju na
pozitivnu korelaciju razine BDNF-a u plazmi osoba s dijagnozom demencije i domene skale NPI koja
se odnosi na poremecaje prehrane i apetita. Rezultat je potvrden i usporedbom koncentracije
proteina BDNF u plazmi osoba bez simptoma poremecaja prehrane i apetita s osobama kod kojih su
ti simptomi bili prisutni. Osobe s demencijom, kod kojih su bili prisutni simptomi poremedaja
prehrane i apetita, imale su znacajno visu razinu proteina BDNF u plazmi. Ovaj rezultat je u skladu s
rezultatima nekih od navedenih istraZivanja, no treba uzeti u obzir ¢injenicu da su sva navedena

istrazivanja napravljena na zdravim ispitanicima ili ispitanicima s razli¢itim dijagnozama (npr.
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depresijom). U literaturi za sada nema istraZzivanja koja su se fokusirala na istraZivanje povezanosti
proteina BDNF, demencije i poremecaja prehrane. Postoji vise studija koje su istraZivale poveéanje
tjelesne mase i koli¢ine masnog tkiva kod transgenicnih miseva koji imaju poveéanu ekspresiju
mutiranih formi APP-a kao odgovora na visokokalori¢nu dijetu (Cao i sur., 2007; Fewlass i sur., 2004;
Ho i sur., 2004; Julien i sur., 2010; Levin-Allerhand i sur., 2002; Pedrini i sur., 2009; Zhao i sur., 2005).
Ova istrazivanja pokazala su da se pretilost kod ovih Zivotinjskih modela moZe povezati s

nakupljanjem AP, a nakupljanje AB moZe se dovesti u korelaciju s pove¢anjem u razini BDNF-a.

U slucaju ukupnog broja bodova na skali BEHAVE-AD nije pronadena znacajna korelacija s razinom
proteina BDNF u plazmi ispitanika s dijagnozom AB-a. Ova skala ocjenjuje vise kategorija simptoma
koji se Cesto javljaju kod pacijenata s dijagnozom AB-a (paranoja i deluzije, halucinacije, promjene u
aktivnosti, agresija, poremecaji spavanja, raspoloZenje i anksioznost). Nagata sa suradnicima (2014)
pokazao je da postoji zna€ajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije proteina BDNF u plazmi
ispitanika s dijagnozom AB-a i agresivnosti koristeci skalu BEHAVE-AD. Kod podataka vezanih za skalu
BEHAVE-AD nisu nam bili dostupni podaci za pojedine kategorije simptoma, ve¢ samo ukupan broj
bodova na skali, tako da nije bilo moguce napraviti usporedbu s rezultatima dobivenima za pojedine

domene skale NPI.

Iz svih dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da, u slucaju bihevioralnih i psiholoskih simptoma
evaluiranih skalom NPI, postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije proteina BDNF u plazmi te
simptoma anksioznosti, poremecaja spavanja i no¢nog nemira te poremecaja prehrane i apetita, dok
u slucaju ukupnog broja bodova na skali BEHAVE-AD nije pronadena znacajna korelacija s razinom

proteina BDNF u plazmi ispitanika s dijagnozom AB-a.
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5.3. Polimorfizmi gena za moZdani neurotrofni <dimbenik i

tropomiozin-receptor-kinazu B

U ovom radu istraZivano je ukupno 5 polimorfizama gena BDNF i jedan SNP unutar gena za TrkB.
Polimorfizam rs6265 (Val66Met) zanimljiv je jer se radi o funkcionalnom polimorfizmu koji ima ulogu
u transportu i sekreciji BDNF-a u dendritima (Chen i sur., 2004; Egan i sur., 2003). Za polimorfizam
rs56164415 zna se da je smjesten u nekodirajucoj regiji eksona V (na poziciji 132) gena za BDNF, a
mogao bi utjecati na ekspresiju gena BDNF (Huang i sur., 2007). U literaturi se polimorfizam
rs56164415 moze ¢esée naci pod starom oznakom C270T (Kunugi i sur., 2001), unatoC tome $to je
ovaj naziv netocan s obzirom na novija saznanja o poloZaju ovog polimorfizma (ltoh i sur., 2005).
Polimorfizmi rs7934165 i rs11030104 smjesteni su u intronskim regijama gena za BDNF i mogli bi
utjecati na proces alternativnog prekrajanja introna koji je odgovoran za nastanak razli¢itih
transkripta ovog gena koji se eksprimiraju razli¢ito u pojedinim tkivima kao odgovor na podrazaje.
Polimorfizam rs1519480 smjesten je izvan kodirajuce regije gena za BDNF, ali postoje indikacije da

utjece na transkripciju mRNA, tj. ekspresiju gena BDNF (Salehi i sur., 2013).

TeSko je objasniti ucinak polimorfizama smjeStenih u intronskim regijama i sinonimnih
polimorfizama u istraZivanim patologijama jer su to polimorfizmi koji ne utjeCu na slijed
aminokiselina. PredloZeno je da bi sinonimni polimorfizmi mogli utjecati na aktivnost proteina i
njihovu specificnost i bez izravnog ucinka na aminokiselinsku sekvencu (Kimchi-Sarfaty i sur., 2007;
Komar, 2007). Introni, tj. njihove sekvence su vazne jer utjeCu na uspjesnost normalnog prekrajanja i
strukturno stabiliziraju pre-mRNA kako bi je zastitili od prerane razgradnje, kontroliraju ekspresiju
eksona i povecavaju produkciju proteina (Malisic i sur., 2010; Ying i sur., 2010). Jedno od objasnjenja
je da su polimorfizmi izvan kodirajuéih regija gena i smisleni polimorfizmi povezani s drugim
kodirajuc¢im funkcionalnim polimorfizmima unutar istog haplotipa koji je onda povezan s istrazivanim

fenotipom (Hahn i sur., 2011).

Gena koji kodira za TrkB ima ukupno 24 eksona, a koristeci alternativnhe promotore, proces
alternativnog prekrajanja introna te poliadenilacijska mjesta ovaj gen moze dati oko 100 razli¢itih
izoformi koje kodiraju za ukupno 10 proteina (Stoilov i sur., 2002). Unutar gena za TrkB za
istrazivanje je odabran SNP rs1439050, smjeSten u cetvrtom intronu, a koji bi mogao utjecati na

ekspresiju transkripata TrkB.

Kod svih polimorfizama provjereno je postoji li odstupanje raspodjele genotipova od HWE. Svi
istrazivani polimorfizmi nalazili su se u HWE-u zbog Cega su kasnije mogli biti uklju¢eni i u

haplotipsku analizu.
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5.3.1. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-
receptor-kinazu B kod oboljelih od demencije ili blagog kognitivhog

(spoznajnog) poremecaja

U slucaju svi 6 istrazivanih polimorfizama nije pronadena znacajna razlika u raspodjeli genotipova i
alela izmedu skupina ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa te
skupine s dijagnozom MCl-a. IstraZivanje je pokazalo da nema znacdajne razlike u frekvenciji
genotipova izmedu muskih ispitanika i Zenskih ispitanica unutar dijagnostickih skupina u slucaju svih
istrazivanih polimorfizama, osim kod polimorfizma rs56164415. Napravljena je dodatna usporedba
raspodjele genotipova s obzirom na polimorfizam rs56164415 izmedu usporedivanih skupina

podijeljenih prema spolu koja je potvrdila negativan rezultat.

U slucaju analiziranih SNP biljega u genu BDNF u obzir treba uzeti ¢injenicu da ovi biljezi u genomu
nisu potpuno nezavisni veé se Cesce nasljeduju zajedno od ocekivanog. Upravo iz ovog razloga
dodatno je provjereno da li se istrazivani polimorfizmi nalaze u LD-u. Analiza je pokazala da su svi
polimorfizmi u LD-u pa je dodatno napravljena usporedba frekvencije pojavljivanja pojedinih
haplotipova unutar skupina ispitanika s AB-om, skupine s dijagnozom demencija drugog tipa te
skupine sdijagnozom MCIl-a. Rezultati su i u slucaju analize haplotipova pokazali da nema znacajne
razlike u raspodjeli izmedu usporedivanih skupina ispitanika. Kada je usporedena frekvencija svakog
pojedinog haplotipa i zbroja ostalih haplotipova po skupinama i dalje nije bilo znacajne razlike
izmedu skupina ispitanika, ali je u slucaju haplotipa H1 (AGTCA) vidljiv trend koji upucuje na veéi udio
haplotipa H1 kod osoba s dijagnozom MCl-a u odnosu na ispitanike s dijagnozom demencije. Rezultat
nije znacajan, ali bi bilo zanimljivo provjeriti da li haplotip H1 ima potencijalan protektivan ucinak na

vecoj skupini ispitanika.

Vedina studija, u kojima je praéena distribucija genotipova polimorfizma rs6265 (Val66Met) gena
BDNF izmedu oboljelih od AB-a i zdravih kontrolnih ispitanika bijele rase, nije pokazala znadajnu
razliku u frekvenciji genotipova s obzirom na polimorfizam rs6265 (Val66Met) izmedu istrazivanih
skupina, Sto pokazuje da najvjerojatnije nema znacajne povezanosti izmedu polimorfizma rs6265
(Vale6Met) gena BDNF i AB-a kod pripadnika bijele rase (Bagnoli i sur., 2004; Bodner i sur., 2005;
Combarros i sur., 2004; Desai i sur., 2005; Giedraitis i sur., 2009; Grunblatt i sur., 2009; Li i sur., 2008;
Li i sur., 2005; Nacmias i sur., 2004; Nishimura i sur., 2004; Pivac i sur., 2011; Zhang i sur., 2006) ili
kod osoba mijeSane rase kolumbijskog porijekla (Forero i sur., 2006a). Medutim, u madarskoj
populaciji pronadena je znacajna povezanost polimorfizma rs6265 (Val66Met) i AB-a (Ventriglia i
sur., 2002), a smatra se da bi alel Val mogao predstavljati rizi¢ni ¢imbenik za AB (Feher i sur., 2009).
U Japanskoj populaciji nije pronadena znacajna povezanost polimorfizama Val66Met i rs56164415
(C270T) gena BDNF s AB-om (Fukumoto i sur., 2010). Medutim, kada su bolesnici podijeljeni po
spolu, dobivena je znacajna povezanost polimorfizma rs6265 (Val66Met) i AB-a kod Zenskih, ali ne i

muskih ispitanika (Fukumoto i sur., 2010).
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Zbog ovog nalaza napravljena je meta-analiza na velikom broju bolesnika Sirom svijeta u 16 centara i
pokazano je, na oko 9000 bolesnika, da je Met alel ¢es¢i kod Zena s AB-om te da bi mogao
predstavljati rizi¢ni alel za razvoj AB-a (Fukumoto i sur., 2010). Neke druge studije, koje su takoder
utvrdile povezanost AB-a s polimorfizmom rs6265 (Val66Met) (Bian i sur., 2005; Nishimura i sur.,
2005), uputile su na protektivni uc¢inak genotipa Val/Val kod zdravih Zena kineskog porijekla u
odnosu na pacijentice oboljele od AB-a. Kod ispitanika hrvatske populacije nije bilo zna¢ajnih razlika
u frekvenciji pojavljivanja genotipova polimorfizma rs6265 (Val66Met) gena BDNF izmedu oboljelih
od AB-a s ranim ili kasnim pocetkom i kontrolnih starijih ispitanika (Pivac i sur., 2011), a takoder nisu
pronadene ni razlike u distribuciji tih genotipova kada su svi ispitanici joS dodatno podijeljeni prema
spolu. Spolno ovisne razlike pronadene su izmedu muskih i Zenskih bolesnika s AB-om koji su razvili

psihoti¢ne simptome (Pivac i sur., 2011).

Dosadasnje studije vec¢inom su pokazale nedostatak znacajne povezanosti polimorfizma rs56164415
(C270T) gena BDNF i AB-a kod pripadnika bijele rase (Bagnoli i sur., 2004; Bodner i sur., 2005; Cousin
i sur., 2011; Desai i sur., 2005; Saarela i sur., 2006; Zhang i sur., 2006) te kod Afroamerikanaca (Desai
i sur., 2005). S druge strane, pronadeno je da je frekvencija pojavljivanja T alela ovog polimorfizma
visa u oboljelih od AB-a u usporedbi s kontrolnim ispitanicima bijele rase njemackog porijekla
(Riemenschneider i sur., 2002a). Taj nalaz upucuje da je T alel rizicni ¢imbenik za razvoj AB-a. Ovi
rezultati su potvrdeni i na uzorcima mozgova uzetih post-mortem od osoba s kasnim oblikom AB-a te
je pokazano da se T alel ¢esée javlja kod takvih pojedinaca (Olin i sur., 2005). Temeljem tih nalaza
Olin i suradnici (2005) zakljudili su da je T alel rizicni ¢imbenik za AB s kasnim pocetkom. Veda
ucCestalost Val alela (polimorfizam Val66Met) i T alela (polimorfizam C270T) pronadena je i kod

japanskih ispitanika s AB-om (Matsushita i sur., 2005).

Receptor TrkB je kljuéna komponenta signalnog puta proteina BDNF. Ovaj receptor ima tri osnovne
izoforme koje nastaju alternativnim prekrajanjem pre-mRNA; cjeloviti receptor TrkB i dva oblika koja
su krnja na C-terminalnom kraju proteina (Stoilov i sur., 2002). Djelovanje BDNF-a u pravilu ide preko
cjelovitog oblika receptora TrkB. IstraZivanja pokazuju da je u neuronima u hipokampusu i
frontalnom korteksu osoba oboljelih od AB-a smanjena razina cjelovitog receptora TrkB (Allen i sur.,
1999; Ferrer i sur., 1999), a sli¢na je situacija i u glija stanicama unutar hipokampusa (Ferrer i sur.,
1999). Postoje naznake da je povecana ekspresija krnjeg receptora TrkB povezana s nastankom
senilnih plakova (Allen i sur., 1999; Connor i sur., 1997; Ferrer i sur., 1999). Navedena saznanja
upucuju na to da je za normalno funkcioniranje neurona vrlo vazno signaliziranje proteina BDNF
putem receptora TrkB, a taj signalni put je narusen u AB-u, Sto zbog promjena u razini ekspresije
proteina BDNF i TrkB, a Sto zbog promjena u omjeru cjelovitog i krnjeg receptora TrkB (Wong i sur.,
2012). Upravo zbog ovog razloga zanimljivima se Cine polimorfizmi u genu TrkB koji bi mogli imati
utjecaja na alternativno prekrajanje. IstraZzivani polimorfizam rs1439050 gena TrkB do sada je
povezan sa suicidalnim idejama kod pacijenata s velikim depresivnim poremecéajem (Perroud i sur.,

2009), ali istrazivanja uloge polimorfizama gena TrkB u demenciji nema unutar postojece literature.
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U ovo istraZivanje ukljuceno je ukupno 318 ispitanika Sto bi mogao biti premali broj ispitanika za
geneticka istraZivanja u slucaju kada je veli¢ina ucinka mala (a Sto je Cest slucaj kada se radi o ucinku
odredenog gena na istrazivani fenotip). Takoder, veéina dosadasnjih istrazivanja usmjerena je na
usporedbu zdravih ispitanika s ispitanicima kojima je postavljena dijagnoza AB-a, a i rezultati tih
istrazivanja su oprecni. Upravo iz ovog razloga, puno je zanimljivija uloga pojedinih polimorfizama u
razvoju odredenih simptoma demencije te potencijalna razlika njihovog ucinka u trima istraZivanim

skupinama ispitanika.

5.3.2. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-

receptor-kinazu B u kognitivnim simptomima demencije

Kao i u sluéaju koncentracije proteina BDNF u plazmi, u ovom istraZivanju analizirana je uloga svih 5
polimorfizama gena BDNF i rs1439050 polimorfizma gena za receptor TrkB u razvoju kognitivnih
simptoma demencije. Stupanj kognitivnhog oste¢enja odreden je ve¢ spomenutim psihometrijskim
testovima; MMSE, CDT, ADAS-Cog i CDR.

Zbog poznatog funkcionalnog ucinka na sekreciju i transport proteina BDNF u neuronima najéesée
istrazivani polimorfizam gena BDNF u literaturi je rs6265 (Val66Met). Ovaj polimorfizam je istraZivan
kako bi se objasnio moguéi utjecaj neurotrofina BDNF na razvoj demencije i na razvoj klinickih i
patoloskih karakteristika ove bolesti (Fahnestock, 2011; Lu i sur., 2013). Rezultati dosadasnjih
istrazivanja ne omogucuju donosenje jedinstvenog zaklju¢ka o ulozi ovog polimorfizma, jer su neki
istrazivaci pokazali da je alel Met s obzirom na polimorfizam rs6265 (Val66Met) odgovoran za vece
kognitivnho ostecenje, atrofiju mozdanog tkiva i povecani rizik za razvoj AB-a, dok druge studije
spomenuta ostecenja povezuju s alelom Val (Fahnestock, 2011; Lu i sur., 2013; Voineskos i sur.,
2011). Jedna od pretpostavki je da je ucinak spomenutog polimorfizma pod utjecajem razine peptida
AB (Lim i sur., 2014; Lim i sur., 2013). Veliki broj genetickih studija koje su pokusale razjasniti ulogu
BDNF-a u kogniciji fokusirale su se upravo na polimorfizam rs6265 (Val66Met). Rezultati ovih
istrazivanja nisu dosljedni, ali ih vec¢ina upucuje na losije kognitivno funkcioniranje koje se povezuje s
alelom Met. Alel Met gena BDNF povezan je s manjim brojem bodova na revidiranoj Wechsler skali
memorije (WMS-R, engl. Wechsler Memory Scale-Revised) (Dempster i sur., 2005), a strukturna MRI
analiza na zdravim ispitanicima pokazala je da nosioci alela Met imaju manji volumen hipokampusa u
odnosu na homozigote Val/Val (Pezawas i sur., 2004; Szeszko i sur., 2005). Pokazano je i da nosioci
alela Met imaju slabiji rezultat na Wisconsin testu sortiranja karata koji mjeri funkciju prefrontalnog
korteksa (Rybakowski i sur., 2003). Hipotezu o promijenjenoj funkciji hipokampusa kod pojedinaca
koji su nosioci alela Met dodatno potvrduje i istraZivanje koje je proveo Miyajima sa suradnicima
(2008). Niti ostala istrazivanja nisu u potpunosti razjasnila ulogu polimorfizma rs6265 (Val66Met) u
kognitivnoj funkciji (Desai i sur., 2005; Nagata i sur., 2011; Tsai i sur., 2008). Polimorfizam
rs56164415 (C270T) povezan je s brojem bodova na testu MMSE, a nosioci alela T sa slabijim

kognitivnim funkcioniranjem (Desai i sur., 2005). IstraZzivanje koje je proveo Nagata sa suradnicima
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(2011) nije potvrdilo ove rezultate, tocnije, nije pokazalo znacajan ucinak polimorfizma rs56164415

(C270T) na broj bodova na testu MMSE neovisno o fazi bolesti.

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da nema znacajnog utjecaja genotipova s obzirom na sve
ispitivane polimorfizme na ukupan broj bodova na testu MMSE u sve tri skupine ispitanika. Ovi
rezultati su potvrdeni i nakon usporedbe raspodjele genotipova izmedu ispitanika podijeljenih u
kategorije prema broju bodova na testu MMSE za sve polimorfizme gena BDNF. U slucaju
polimorfizma rs1439050 gena TrkB pronadena je znacajna razlika u raspodjeli genotipova izmedu
ispitanika podijeljenih u kategorije prema broju MMSE bodova. Uocena znacajna razlika je posljedica
manjeg udjela homozigota GG medu ispitanicima s teskim oblikom demencije u odnosu na ispitanike
koji su bili u ranoj i srednjoj fazi demencije. Ova razlika je vidljiva i kada je usporedba napravljena
samo unutar skupine ispitanika s dijagnozom AB-a, ponovo zbog smanjenog udjela genotipa GG u
skupini ispitanika u vec¢ uznapredovanoj, kasnoj fazi AB-a. Ovi rezultati upuéuju na mogudi
protektivni uéinak genotipa GG s obzirom na polimorfizam rs1439050 gena TrkB u slucaju nastanka
kognitivnog oStecenja u demenciji, ¢emu u prilog govori i ¢injenica da, medu svim ispitanicima s
dijagnozom demencije uklju¢enima u istrazivanje, homozigoti GG su ti koji su imali najveéi broj
bodova na testu MMSE, dok su heterozigoti GT imali najnizi broj bodova (F=3,41; df=2, 193;
p=0,035).

Rezultati koji usporeduju povezanost broja bodova na testu CDT i polimorfizama gena BDNF
(rs1519480, rs6265, rs56164415, rs7934165) pokazuju da nema znacajne povezanosti ovih
polimorfizama s kognitivnim oSte¢enjem procijenjenim pomocu spomenutog testa u svim
istrazivanim skupinama. Medutim, pronadena je znacajna razlika u broju bodova na testu CDT kod
osoba s dijagnozom AB-a nakon podijele prema genotipu s obzirom na polimorfizam rs1103014 gena
BDNF. Ovaj rezultat predlaze da osobe koje su nosioci alela C s obzirom na polimorfizam rs1103014
imaju manji broj bodova na testu CDT, tj. imaju vece kognitivno oSteéenje u odnosu na homozigote
TT. Iz ovih rezultata se moze zakljuciti, ako budu potvrdeni na veéim skupinama, da je TT genotip
polimorfizma rs1103014 gena BDNF protektivan za kognitivnho oStecenje koje se odreduje pomocu
testa CDT. Utjecaj spomenutog polimorfizma na razvoj kognitivnih simptoma procijenjenih pomoéu
testa CDT potvrden je i usporedbom ispitanika s dijagnozom AB-a koji su podijeljeni na kategorije
(CDT<5 i CDT>5) prema broju CDT bodova. Za razliku izmedu bolesnika s AB-om kod kojih je prisutno
vece i onih kod kojih je zabiljezeno slabije kognitivno ostecenje, odgovoran je povecani udio nosioca
alela C polimorfizma rs1103014 u skupini s veé¢im kognitivnim ostecenjem. Rezultat upucuje na to da

bi alel C mogao biti riziCan za razvoj tezih kognitivnih simptoma kod pacijenata s AB-om.

Polimorfizam rs1439050 gena TrkB doveden je u korelaciju s brojem bodova na testu CDT kod osoba
s dijagnozom ostalih oblika demencija jer su heterozigoti GT s obzirom na ovaj polimorfizam imali
najniZi broj bodova na testu CDT. Ovaj rezultat je sli¢an rezultatu dobivenom za broj bodova na testu
MMSE gdje je medu ispitanicima s dijagnozom demencije pronaden najmanji broj MMSE bodova kod

heterozigota GT s obzirom na polimorfizam rs1439050 gena TrkB.
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Takoder, u slucaju bodova na testu CDT, medu ispitanicima s dijagnozom demencije prisutan je
najmanji broj bodova kod heterozigota GT, ali ta razlika nije statisticki znacajna (F=1,58; df=2, 144;
p=0,210). Ovi rezultati potvrduju da je polimorfizam u genu za TrkB, rs1439050, povezan s
kognitivnim oSteéenjima u demenciji koja se odreduju pomocu testa CDT, s time da je genotip GT
rizican.

Analiza povezanosti broja bodova na testu ADAS-Cog pokazala je da nema znacajnog utjecaja
genotipova s obzirom na sve polimorfizme gena BDNF i TrkB na ukupan broj bodova na ovoj skali, a
negativni rezultat je potvrden i nakon usporedbe ispitanika podijeljenih u kategorije prema broju
bodova na skali ADAS-Cog (ADAS-Cog<18 i ADAS-Cog>18). Zanimljivo je da, kada se promatra
polimorfizam rs1439050 gena TrkB u skupini bolesnika s dijagnozom AB-a ili demencija drugog tipa,
ispitanici koji su homozigoti s obzirom na alel G imaju najnizi broj bodova na skali ADAS-Cog sto

upucuje i na slabije kognitivno osSteéenje, ali sam rezultat nije statisticki znacajan.

Povezanost ranga prema skali CDR i polimorfizama gena BDNF i TrkB analizirana je u svim skupinama
ispitanika zajedno te za svaku skupinu zasebno. Rezultati su pokazali da nema povezanosti izmedu
stupnja kognitivnog oSteéenja prema ovoj skali i istraZivanih polimorfizama. Nakon razvrstavanja
ispitanika u kombinirane skupine prema CDR rangu (CDR-0,5 + CDR-1, CDR-2 + CDR-3) pronadena je
znacajna razlika u distribuciji genotipova s obzirom na polimorfizam rs1519480 gena BDNF izmedu
svih usporedenih skupina zbog veéeg udjela nosioca alela G kod ispitanika s blazim oblikom
demencija drugog tipa. U slucaju polimorfizma rs1519480, iz rezultata je vidljivo da u skupini
ispitanika s demencijama drugog tipa postoji ve¢i udio ispitanika nosioca alela G u odnosu na ostale
skupine ispitanika, ali ta razlika nije statisticki znacajna. Dobiveni rezultat je velikim dijelom u skladu
s istrazivanjem koje je povezalo dva polimorfizma, rs1519480 i rs7124442, s oporavkom opce
kognitivne inteligencije nakon traumatske ozljede mozga (Rostami i sur., 2011), a haplotipska analiza
je potvrdila ovaj pozitivan rezultat. Smatra se da 3' regije, koje se nalaze izvan kodirajuée sekvence
gena, utjeCu na usmjeravanje mRNA, translaciju i/ili razgradnju mRNA, a mogli bi utjecati i na
transkript proBDNF. Regija u kojoj se nalazi rs1519480 izrazito je konzervirana, zbog cega bi ovaj SNP
mogao biti funkcionalan (Rostami i sur., 2011). Polimorfizam rs1519480 povezan je i s razvojem

bipolarnog poremedaja (Liu i sur., 2008).

Metodom visestruke linearne regresije analiziran je potencijalni utjecaj haplotipova gena BDNF na
kognitivne simptome demencije. Rezultati su pokazali da ne postoji znacajna razlika u broju bodova
na testu MMSE izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za moguci
utjecaj dijagnoze, spola i dobi. U slucaju bodova na testu CDT rezultat upudéuje na to da je zadani
model viSestruke linearne regresije u slucaju haplotipa H1 (AGTCA) zasluZan za 3,5% varijacije u
broju CDT bodova. U ovom slucaju nosioci halpotipa H1 imaju znacajno veci broj bodova na testu
CDT u odnosu na osobe koje nisu nosioci ovog haplotipa, nakon Sto se u obzir uzme korekcija s
obzirom na dijagnozu, spol i dob. Ovaj rezultat odgovara rezultatu koji pokazuje da osobe s
dijagnozom AB-a, koje su TT homozigoti s obzirom na polimorfizam rs1103014, imaju vedi broj

bodova na testu CDT.

156



Matea Nikolac Perkovi¢ RASPRAVA

Sli¢no je pokazano i za haplotip H6 gdje je model viSestruke linearne regresije zasluzan za 11,2%
varijacije na skali ADAS-Cog, ali tu treba uzeti u obzir i ¢injenicu da medu ispitanicima uklju¢enima u
istrazivanje ima vrlo malo nosioca haplotipa H6 Sto moZe utjecati na rezultat. Kod rezultata logisticke
regresije koji su analizirali utjecaj pojedinih haplotipova na rang na skali CDR vidljivo je da nema
znacajne razlike u stupnju demencije prema skali CDR izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih

haplotipova nakon korekcije za dijagnozu, spol i dob ispitanika.

Dobiveni rezultati nisu u skladu s rezultatima koje je objavio Honea sa suradnicima (2013), a koji se
odnose na utjecaj ukupno 13 SNP-ova gena BDNF (rs6265 (Val66Met), rs12273363, rs11030094,
rs925946, rs1050187, rs2203877, rs11030104, rs11030108, rs10835211, rs7934165, rs908867,
rs1491850, rs1157459) na kognitivhe sposobnosti, volumen hipokampusa i ukupni volumen mozga,
atrofiju hipokampusa i cijelog mozdanog tkiva te razinu promjene u bodovima na skali ADAS-Cog.
Medutim, od navedenih 13 SNP-ova u ovom radu su istraZivana 3 polimorfizma (rs6265 (Val66Met),
rs11030104 i rs7934165). Rezultati rada kojeg je objavio Honea sa suradnicima (2013) povezuju tri
polimorfizma (rs1157659, rs11030094, rs11030108) s kognitivnhim oStecenjem, a Sest polimorfizama
(rs908867, rs11030094, rs6265, rs10501087, rs1157659, rs1491850) pokazalo je znacdajnu
povezanost s atrofijom tkiva u hipokampusu i cijelom mozgu (Honea i sur., 2013). Takoder, uocena je

i interakcija rs6265 (Val66Met) i dobi s ukupnim volumenom mozga (Honea i sur., 2013).

Na temelju dobivenih rezultata moZe se na kraju zakljuciti da nema znacajnog utjecaja genotipova s
obzirom na sve ispitivane polimorfizme na ukupan broj bodova na testu MMSE u sve tri skupine
ispitanika, osim u slucaju polimorfizma rs1439050 gena TrkB gdje postoji znacajna razlika u raspodjeli
genotipova izmedu ispitanika podijeljenih u kategorije prema broju MMSE bodova. Takoder,
rezultati potvrduju da nema znacajne povezanosti istrazivanih polimorfizama gena BDNF s
kognitivnim ostecenjem procijenjenim pomocu testa CDT u svim istraZivanim skupinama. Medutim,
pronadena je znacdajna razlika u broju bodova na testu CDT kod osoba s dijagnozom AB-a nakon
podijele prema genotipu s obzirom na polimorfizam rs1103014 gena BDNF. Polimorfizam rs1439050
gena TrkB doveden je u korelaciju s brojem bodova na testu CDT kod osoba s dijagnozom ostalih
oblika demencija. Rezultati su potvrdili i nedostatak povezanosti stupnja kognitivhog ostecenja
prema skali CDR te skali ADAS-Cog i istrazivanih polimorfizama. Nakon razvrstavanja ispitanika u
kombinirane skupine prema CDR rangu pronadena je znacajna razlika u distribuciji genotipova s
obzirom na polimorfizam rs1519480 gena BDNF izmedu svih usporedenih skupina. U slucaju analize
haplotipova gena BDNF, nije pronadena znacajna razlika u broju bodova na testu MMSE i skali CDR
izmedu nosioca i ne-nosioca odredenih haplotipova nakon korekcije za moguéi utjecaj dijagnoze,
spola i dobi. Medutim, u sluc¢aju bodova na testu CDT, zadani model viSestruke linearne regresije za
haplotip H1 zasluZan je za 3,5% varijacije u broju CDT bodova. Znac¢ajan model visestruke linearne
regresije upucuje i na to da je haplotip H6 zasluzan za 11,2% varijacije koja je vidljiva na skali ADAS-

Cog.
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5.3.3. Polimorfizmi gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i tropomiozin-
receptor-kinazu B u bihevioralnim i psiholoskim simptomima

demencije

Kao Sto je ve¢ ranije spomenuto, izrazito je zanimljiva, ne samo uloga BDNF-a u kogniciji, tj. u
kognitivnim simptomima demencije, ve¢ i njegova potencijalna uloga u razvoju BPSD-a, ali jos uvijek

ima vrlo malo istraZivanja koja se bave upravo tom ulogom BDNF-a.

Za sada nema veliki broj studija koje su istrazivale ulogu BDNF-a u bihevioralnim simptomima
demencije. Borroni je sa suradnicima (Borroni i sur., 2009a; Borroni i sur., 2010; Borroni i sur.,
2009b) pokazao da postoji povezanost funkcionalnog polimorfizma rs6265 (Val66Met) koji se nalazi
u genu za BDNF i simptoma depresije kod osoba kojima je dijagnosticirana demencija. U navedenoj
studiji je pokazano da postoji korelacija izmedu broja alela Met kod pojedinaca s AB-om i rizika od
pojave komorbidne depresije kod tih pojedinaca (Borroni i sur., 2009a; Borroni i sur., 2010). Nasi
rezultati su takoder pokazali da se spomenuti polimorfizam gena za BDNF moZe povezati i s razvojem
psihoti¢nih simptoma kod muskih ispitanika s AB-om (Pivac i sur., 2011). Nase istraZivanje upucuje
na to da muski pacijenti, koji boluju od AB-a i koji su nosioci jednog ili dva Met alela, imaju poveéani
rizik da razviju psihoti¢ne simptome u demenciji. Vrlo visoka incidencija depresije (23-51%) kod
osoba s AB-om upuduje na potencijalnu vezu izmedu kognitivnih funkcija i depresije. Uocena
smanjena koncentracija BDNF-a kod pacijenata s AB-om, ali i kod pacijenata koji boluju od depresije,
upucuje da bi BDNF mogao povezivati ova dva poremecaja objasnjavajuci tako depresivne simptome

u AB-u te kognitivna oStecenja kod depresije.

Rezultati viSestruke linearne regresije, u kojoj su svi ispitanici podijeljeni prema genotipu s obzirom
na ispitivane polimorfizme, pokazuju da u slu¢aju polimorfizma rs1519480 postoji znacajan utjecaj na
broj bodova vezanih za domenu koja se odnosi na simptome depresije/distrofije, ali sam model
viSestruke linearne regresije nije znacajan nakon korekcije za utjecaj dobi i spola tako da se ne moze
govoriti o znacajnom rezultatu. U slucaju simptoma halucinacija te poremecaja spavanja i no¢nog
nemira vidljiv je odredeni trend, ali ne moze se zakljuciti da postoji znacajan ucinak polimorfizma

rs1519480 na razvoj ovih simptoma kod osoba s demencijom.

Analiza metodom visestruke linearne regresije pokazala je da postoji znacajna razlika u broju bodova
vezanih za domenu koje se odnosi na apatiju/ravnodusnost izmedu ispitanika s razli¢itim
genotipovima (AA, AG, GG) s obzirom na polimorfizam rs7934165, a navedeni model, nakon
korekcije za spol i dob, zasluZan je za 8,6% varijacije u broju bodova na domeni NPI-G. Ako se
usporedi razlika u broju bodova na domeni NPI-G izmedu pojedinih genotipova s obzirom na
navedeni polimorfizam, tada je ocito da je znacajna razlika posljedica veceg broja bodova kod
homozigota GG u odnosu na druga dva genotipa (F=4,13; df=2, 161; p=0,018). U slucaju simptoma
poremecaja spavanja i noénog nemira ponovo je vidljiv odredeni trend, ali se ne moZze zakljuciti da

postoji znacajan ucinak polimorfizma rs7934165 na razvoj ovih simptoma kod osoba s demencijom.
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Ucinak ostalih polimorfizama na ukupan broj bodova na skali NPl te na broj bodova vezan za
pojedine domene NPI-a nije bio znacajan. Pojedini modeli viSestruke linearne regresije su znacajni,

ali samo zbog utjecaja drugih varijabli za koje je model korigiran (prvenstveno zbog utjecaja dobi).

Metodom viSestruke linearne regresije analiziran je i potencijalni utjecaj haplotipova gena BDNF na
BPSD. Rezultati su pokazali da postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-A
(deluzije) i domenu NPI-G (apatija/ravnodusnost) izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H1, nakon
korekcije za moguci utjecaj spola i dobi. Rezultat upucuje na to da je zadani model odgovoran za
9,4% varijacija u broju bodova na domeni NPI-A i 9,3% varijacija na domeni NPI-G. Ako se usporedi
samo razlika u broju bodova na domeni NPI-A izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H1 tada je
vidljivo da nosioci ovog haplotipa imaju veéi broj bodova na domeni NPI-A, tj. izraZenije simptome
deluzija (F=5,01; df=1,114; p=0,027), a rezultat ostaje znacajan i nakon korekcije za utjecaj spola i
dobi. U slucaju domene NPI-G, nosioci haplotipa H1 imaju znadajno slabije izrazene simptome
apatije/ravnodusnosti (F=8,33; df=1,162; p=0,004). Ovaj rezultat je u skladu s rezultatom koji
potvrduje da je zapravo genotip GG polimorfizma rs7934165 taj koji se povezuje s izraZzenijim
simptomima apatije/ravnodusnosti, dok bi alel T trebao biti povezan s manjim brojem bodova na
domeni NPI-G kao $to je i slucaj s haplotipom H1. U sluc¢aju haplotipa H3 pronadena je znacajna
razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-K (poremecaji spavanja i noéni nemir), a rezultat
upucuje da je zadani model odgovoran za 7,4% varijacije u broju bodova vezanih za ovu domenu. U
ovom slucaju nosioci halpotipa H3 imaju manji broj bodova na domeni NPI-K u odnosu na druge
ispitanike i ta je razlika znacajna kada se u obzir uzme ucinak spola i dobi. U sluc¢aju broja bodova na
domeni NPI-L, koja se odnosi na simptome poremeéaja prehrane i apetita, takoder postoji znacajan
utjecaj navedenog polimorfizma na broj bodova vezanih za ovu domenu, ali model visestruke
linearne regresije nije znacajan nakon korekcije za utjecaj dobi i spola. Usporedba nosioca i ne-
nosioca haplotipa H6, nakon korekcije za utjecaj spola i dobi, s obzirom na broj bodova na skali NPI i
njezinim domenama pokazala je da postoji znacajna razlika izmedu ovih skupina u broju bodova na
domeni NPI-G (apatija/ravnodusnost) koja je posljedica znacajno veceg broja bodova na navedenoj
domeni kod nosioca haplotipa H6 u odnosu na druge ispitanike (F=5,99; df=1, 162; p=0,015), a razlika

je znacajna i nakon korekcije za utjecaj spola i dobi.

Temeljem dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da postoji znacajan utjecaj polimorfizma rs1519480
na broj bodova vezanih za domenu NPI-a koja se odnosi na simptome depresije/distrofije, ali sam
model viSestruke linearne regresije nije znacajan nakon korekcije za utjecaj dobi i spola. Takoder,
postoji i znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu NPl-a koje se odnosi na
apatiju/ravnodusnost izmedu ispitanika s razli¢itim genotipovima s obzirom na polimorfizam
rs7934165, a navedeni model, nakon korekcije za spol i dob, zasluZan je za 8,6% varijacije u broju
bodova na domeni NPI-G. U slucaju utjecaja pojedinih polimorfizama gena BDNF i TrkB na ukupan
broj bodova na skali BEHAVE-AD, rezultati viSestruke linearne regresije potvrdili su da ispitivani
polimorfizmi nemaju znacdajan utjecaj na promatranu ovisnu varijablu nakon $to je model korigiran

za ucinak spola i dobi.
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Niti u slucaju analize haplotipova gena BDNF nije pronadena znacajna razlika u broju bodova na skali
BEHAVE-AD. Iz dobivenih rezultata vezanih za analizu haplotipova, na kraju moZe se zakljuditi da je
prisutna znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-A (deluzije) i domenu NPI-G
(apatija/ravnodusnost) izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H1, nakon korekcije za mogudi utjecaj
spola i dobi, a zadani model odgovoran je za 9,4% varijacije u broju bodova na domeni NPI-A i 9,3%
varijacije na domeni NPI-G. Takoder, potvrdena znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu
NPI-K (poremecaji spavanja i no¢ni nemir), izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H3, upucuje da je
zadani model odgovoran za 7,4% varijacije u broju bodova vezanih za ovu domenu. U slucaju broja
bodova na domeni NPI-G (apatija/ravnodusnost) pronadena je znacajna razlika izmedu nosioca i ne-

nosioca haplotipa H6, nakon korekcije za utjecaj spola i dobi.
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5.4. Polimorfizmi gena za moZdani neurotrofni cimbenik te
tropomiozin-receptor-kinazu B i koncentracija mozdanog

neurotrofnog ¢imbenika u plazmi

Kako bi provjerili postoji li znacajan utjecaj istrazivanih polimorfizama na razinu proteina BDNF u
plazmi, napravljena je analiza metodom dvosmjerne ANOVA-e u koju su kao kofaktori uvrsteni
dijagnoza ispitanika (MCl vs AB vs demencije drugog tipa), genotipovi svakog od polimorfizama te
dobiveni haplotipovi. Rezultati su pokazali da je skoro kod svih analiza prisutan znacajan utjecaj
dijagnoze na koncentraciju proteina BDNF u plazmi, $to odgovara prethodno dobivenim rezultatima
u ovom istrazZivanju. Analiza je takoder pokazala da unutar ispitivanih skupina nije bilo znacajnog
utjecaja istrazivanih polimorfizama i haplotipova na vrijednosti koncentracije proteina BDNF u
plazmi, kada su polimorfizmi promatrani kao zaseban faktor ili u kombinaciji s dijagnozom. Iz ovog
rezultata moZe se zakljuciti da niti jedan od analiziranih polimorfizama, ¢ak i nakon kombinacije u
haplotipove, ne mijenja koncentraciju proteina BDNF u plazmi. Ovaj rezultat u pravilu odgovara
podacima u literaturi (Chen i sur., 2014; Jiang i sur., 2009; Terracciano i sur., 2010; Trajkovska i sur.,
2007) i upucduje na to da dobivene rezultate vezane za ulogu koncentracije BDNF-a u razvoju
demencije i simptoma ove bolesti ne treba dodatno korigirati i za utjecaj istraZivanih polimorfizama
gena BDNF i TrkB.

Dobiveni rezultati su oprecni rezultatima istrazivanja koje su proveli Lang i suradnici (Lang i sur.,
2009). Navedeno istraZivanje predlaZe da polimorfizam rs6265 (Val66Met) utjeCe na koncentraciju
BDNF-a u serumu zdravih osoba na nacin da nosioci alela Met imaju vec¢u razinu BDNF-a Sto je
suprotno ocekivanjima. Studija napravljena na ispitanicima s dijagnozom depresije ponudila je
suprotan rezultat, tj. pokazala je niZu koncentraciju BDNF-a u serumu osoba koje su nosioci alela Met
(Ozan i sur., 2010). Postoje i veliki broj drugih studija koje su pokazale da ne postoji geneticki utjecaj
na koncentraciju BDNF-a na periferiji kod zdravih ispitanika (Jiang i sur., 2009; Trajkovska i sur.,
2007), ispitanika s dijagnozom bipolarnog poremedaja i shizofrenije (Chen i sur., 2014) te u slucaju

osobina licnosti koje se povezuju s depresijom (Terracciano i sur., 2010).

Odnos ostalih analiziranih polimorfizama (rs1519480, rs11030104, rs56164415, rs7934165,
rs1439050) i koncentracije BDNF-a u plazmi do sada nije istraZzivan, a u slucaju dobivenih rezultata
ovog istraZivanja te rezultata drugih studija, treba uzeti u obzir i Cinjenicu da je vedina istrazivanja

provedena na odredenim dijagnostickim kategorijama sto sigurno utjece na dobivene rezultate.
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5.5. Ekspresija gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik i sortirajudi

receptor prekursora peptida amiloid-f

Istrazivanja su pokazala da postoji smanjena ekspresija gena BDNF na razini mRNA i na proteinskoj
razini u razli¢itim regijama mozga kod osoba s AB-om te u podrucju substancije nigre kod pacijenata
s PB-om (Murer i sur., 2001; Peng i sur., 2005). U slucaju drugih tipova demencije pronadena je
smanjena razina BDNF-a kod pacijenata s dijagnozom FTD-a i DLB-a (Ferrer i sur., 2000; Imamura i
sur., 2005). Poremedaji u sintezi BDNF-a povezani su i s glavnim karakteristikama patogeneze
neurodegenerativnih poremecaja (Mattson, 2008) kao Sto je nedostatak BDNF-a u neuronima u
kojima su detektirani neurofibrilarni snopiéi (Murer i sur., 1999). Nedostatak sinteze i sekrecije
BDNF-a povezan je i s mutacijama a-sinukleina kod pacijenata s nasljednim oblikom PB-a (Kohno i
sur., 2004).

BDNF regulira ekspresiju gena SORL1 (Rohe i sur., 2009) kontrolirajuci na taj nacin prijenos proteina
APP izmedu GA i ranih endosoma (Andersen i sur., 2005). Produkt gena SORL1, receptor SORLA,
blokira prijenos proteina APP u unutarstani¢ne odjeljke koji sadrze B-sekretazu i tako sprjecava
nastanak AB. Inducirajuci ekspresiju gena koji kodira za receptor SORLA, BDNF smanjuje nastanak AB
te u sludaju AB-a najvjerojatnije pokusava kompenzirati povecanu akumulaciju ovog peptida.
Pokazano je da je uz protein SORLA u regulaciju cijepanja i prijenosa APP-a uklju¢en i sortilin koji
potice cijepanje APP-a a-sekretazom u normalnim uvjetima (Gustafsen i sur., 2013). Sortilin je vazan
za sekreciju proteina BDNF (Chen i sur., 2005), a zanimljivo je da je upravo sortilin klju¢an koreceptor
za proapoptoticko signaliziranje proBDNF-a putem p75NTR (Nykjaer i sur., 2004; Teng i sur., 2005) i
da AB, djelujuci preko p75NTR, moze povecati ekspresiju sortilina (Saadipour i sur., 2013). Smatra se
da u AB-u zbog pretjerane akumulacije AB i ekspresije proBDNF-a dolazi do poveéane interakcije
sortilina i p75NTR Sto sprjecava njihovu funkciju u pravilnom procesiranju APP-a (Coulson i Nykjaer,
2013). Sve navedeno pokazuje viSestruku interakciju izmedu neurotrofinskih signalnih puteva i
metabolizma APP-a i APB.

BDNF nije samo prisutan u SZS-u veé je prisutan u velikim koli¢inama i u trombocitima (Fujimura i
sur., 2002), ali i u epitelnim i vaskularnim stanicama, misi¢énim stanicama, makrofazima i leukocitima
(Cattaneo i sur., 2010; Gielen i sur., 2003; Nakahashi i sur., 2000). Istrazivanje BDNF-a u perifernim
tkivima zanimljivim cine i dokazi o mogucnosti prelaska krvno-moZzdane barijere u slucaju ovog
neurotrofina (Pan i sur., 1998a; Pan i sur., 1998b; Poduslo i Curran, 1996). Periferne stanice, kao sto
su npr. limfociti, predloZzeni su veé¢ davno kao model za proucavanje biokemije i molekularne
biologije vezano za SZS, a time i za istraZivanje razli¢itih psihijatrijskih poremecaja (Dolman, 1984).
Postoje dokazi da bijele krvne stanice eksprimiraju BDNF (Braun i sur., 1999; Gielen i sur., 2003;
Kerschensteiner i sur., 1999), sto sve ide u prilog istraZivanju promjena u ekspresiji i koncentraciji
BDNF-a na perifernim modelima u svrhu potrage za novim biomarkerima za pracenje psihijatrijskih i

neurodegenerativnih poremedaja.
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Upravo iz navedenih razloga u ovom istraZivanju je analizirana ekspresija gena BDNF i SORL1 u
perifernim mononuklearnim stanicama krvi kod ispitanika s dijagnozom AB-a i onih s dijagnozom
MCl-a. Analiza mRNA ekspresije napravljena je na manjem broju ispitanika, a rezultati su pokazali da
nema znacajne razlike u ekspresiji gena BDNF i gena SORL1 izmedu ispitanika s AB-om i ispitanika s
dijagnozom MCl-a. Medutim, u sluc¢aju gena BDNF vidljiv je trend koji upuéuje na smanjenu razinu
ekspresije u perifernim mononuklearnim stanicama krvi ispitanika s AB-om u donosu na osobe s
dijagnozom MCl-a. Rezultati pokazuju da je relativna ekspresija mRNA gena BDNF u odnosu na gen
ACTB smanjena oko 3 puta kod pacijenata s dijagnozom AB-a u odnosu na ispitanike kojima je

dijagnosticiran MCI.

Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima iz literature koji upuéuju na smanjenu razinu BDNF-a u
mozgu oboljelih od AB-a (Connor i sur., 1997; Narisawa-Saito i sur., 1996; Siegel i Chauhan, 2000), ali
ne i s rezultatima ovog rada koji se odnose na koncentraciju proteina BDNF u plazmi. Oprec¢nost
rezultata vezanih za ekspresiju mRNA gena BDNF i rezultata koji se odnose na koncentraciju proteina
BDNF najvjerojatnije su posljedica Cinjenice da su osobe s dijagnozom AB-a, koje su uklju¢ene u
analizu ekspresije gena, bile ve¢ u uznapredovanoj fazi bolesti (imale su prosje¢an broj bodova na
testu MMSE 6,6 + 4,7; raspon od 2 do 13). U navedenoj fazi bolesti dolazi do smanjene ekspresije
gena BDNF (Angelucci i sur., 2010; Laske i sur., 2006). Takoder, osobe s dijagnozom MCl-a koje su
ukljuéene u ovaj dio istraZzivanja imale su puno bolje kognitivne sposobnosti (imale su prosjecan broj
bodova na testu MMSE 28,0 £ 0,9; raspon od 27 do 29) u donosu na skupinu s dijagnozom MCl-a
koja je koristena u analizama vezanima za koncentraciju BDNF-a u plazmi. U slucaju koncentracije
proteina BDNF u plazmi, glavna razlika je bila u vecoj koncentraciji ovog neurotrofina kod osoba u
srednjoj fazi AB-a u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCI-a. U slucaju analiziranja koncentracije
BDNF-a u plazmi ispitanika ukljuCenih u istraZivanje, osobe u kasnoj fazi AB-a imale su manju
koncentraciju BDNF-a u odnosu na osobe u srednjoj fazi bolesti, tj. imale su sliécnu koncentraciju
BDNF-a kao i ispitanici s dijagnozom MCl-a. Kod usporedbe ekspresije gena BDNF i gena SORL1
odabrani su pacijenti koji su pokazivali vrlo malo kognitivnih oStecenja te pacijenti kod kojih je
demencija uznapredovala, kako bi se pokusala uhvatiti razlika u ekspresiji istrazivanih gena. Dodatna

analiza ekspresije gena BDNF na veéem broju ispitanika mogla bi dati pouzdaniji rezultat.

Rezultati ovog istraZzivanja nisu u skladu s rezultatima koji pokazuju da postoji smanjena ekspresija
gena SORL1 u mozgu pacijenata s dijagnozom AB-a (Dodson i sur., 2006). U prilog navedenim
istrazivanjima ide i ¢injenica da su geneticke varijante gena SORL1 povezane s poveéanim rizikom za
razvoj AB-a (Bettens i sur., 2008; Lee i sur., 2007; Rogaeva i sur., 2007). Rohe i suradnici (2009)
pokazali su da BDNF inhibira procesiranje APP-a na taj nacin da potice ekspresiju gena SORL1
aktivacijom signalnih puteva kinaze MAP. Takoder, potpunom inaktivacijom gena SORL1, BDNF gubi
svoj negativni ucinak na nastanak peptida AB (Rohe i sur., 2009). Upravo iz ovog razloga bilo je
zanimljivo provjeriti da li postoji razlika u ekspresiji gena BDNF i gena SORL1 izmedu ispitanika s AB-
om i onih s dijagnozom MCIl-a. Ocekivana je smanjena ekspresija gena BDNF kod ispitanika s AB-om

koja korelira sa smanjenom ekspresijom gena SORL1.
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Rezultati su pokazali smanjenu relativnu ekspresiju gena BDNF kod ispitanika s dijagnozom AB-a, ali i
nepromijenjenu razliku relativne ekspresije gena SORL1. Odstupanje od ocekivanih rezultata moze
biti posljedica razli¢itih procesa koji zahvacaju periferne mononuklearne stanice krvi, a koji ne prate

stanje u SZS-u.
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Rezultati istraZivanja potvrdili su hipoteze da su promjene u koncentraciji BDNF-a povezane s
razvojem demencije te da su, uz koncentraciju BDNF-a u plazmi, razli¢ite geneticke varijante gena za
BDNF i TrkB povezane s pojavom i ozbiljnosti kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih simptoma
demencije. Analiza ekspresije gena BDNF i SORL1 nije potvrdila ocekivanu znacajnu razlika u
ekspresiji ovih gena izmedu pojedinaca s dijagnozom AB-a i onih s dijagnozom MCl-a, unato¢ tome
$to je u slucaju gena BDNF vidljiv trend koji upucuje na smanjenu razinu ekspresije ovog gena kod
ispitanika u kasnoj fazi AB-a. Na temelju dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da je istraZivanje
ponudilo odredene lako dostupne biokemijske i geneticke pokazatelje koji bi u buduc¢nosti mogli
doprinijeti pravovremenoj dijagnostici demencije, ublaZzavanju simptoma bolesti te boljem praéenju

progresije bolesti i odgovora na terapiju.

Zakljucci:
1. Koncentracija proteina BDNF povisena je u plazmi osoba s dijagnozom AB-a u odnosu na
skupinu bolesnika kojima je dijagnosticiran MCI ili FTD te u odnosu na ispitanike unutar

kombinirane skupine demencija drugog tipa.

2. S obzirom na ozbiljnost kognitivnih simptoma demencije, odredenih prema broju MMSE
bodova, pronadena je znacajno visa koncentracija proteina BDNF u plazmi ispitanika u srednjoj
fazi AB-a u odnosu na pacijente u ranoj i kasnoj fazi AB-a te u odnosu na ispitanike s MCl-em i
ispitanike s dijagnozom demencija drugog tipa. Postoji pozitivha korelacija izmedu
koncentracije proteina BDNF i broja bodova na testu CDT kod skupine ispitanika s dijagnozom
demencija drugog tipa.

3. S obzirom na bihevioralne i psiholoske simptome, postoji pozitivha korelacija izmedu
koncentracije proteina BDNF u plazmi te simptoma anksioznosti, poremedaja spavanja i
no¢nog nemira te poremecaja prehrane i apetita.

4, Kod svih 5 istrazivanih polimorfizama (rs6264, rs11030104, rs7934165, rs1519480,
rs56164415) gena BDNF i polimorfizma rs1439050 gena TrkB, nema znacajne razlike u
raspodjeli genotipova i alela izmedu skupina ispitanika s dijagnozom AB-a, ispitanika s
dijagnozom demencija drugog tipa te skupine s dijaghnozom MCl-a.

5. Postoji znacajna razlika u raspodjeli genotipova polimorfizma rs1439050 gena TrkB izmedu
ispitanika podijeljenih u kategorije prema broju MMSE bodova. Kod osoba s dijagnozom AB-a
postoji razlika u broju bodova na testu CDT nakon podijele prema genotipu s obzirom na
polimorfizam rs1103014 gena BDNF. Polimorfizam rs1439050 gena TrkB u korelaciji je s
brojem bodova na testu CDT kod osoba s dijagnozom ostalih oblika demencija. Nakon
razvrstavanja ispitanika u kombinirane skupine prema CDR rangu, postoji znacajna razlika u
distribuciji genotipova s obzirom na polimorfizam rs1519480 gena BDNF izmedu svih
usporedenih skupina.

6. Postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu skale NPI koje se odnosi na

apatiju/ravnodusnost (NPI-G) izmedu ispitanika s razli¢itim genotipovima s obzirom na
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10.

polimorfizam rs7934165, a navedeni model, nakon korekcije za spol i dob, zasluzan je za 8,6%
varijacije u broju bodova na domeni NPI-G.

U slucaju raspodjele haplotipova gena BDNF, zadani model viSestruke linearne regresije, koji
se odnosi na povezanost broja bodova na testu CDT i haplotipa H1, zasluzan je za 3,5%
varijacije u broju CDT bodova. Znacajan model visestruke linearne regresije upucuje na to da je
haplotip H6 zasluZan za 11,2% varijacije koja je vidljiva na skali ADAS-Cog.

Postoji znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu NPI-A (deluzije) i domenu NPI-G
(apatija/ravnodusnost) izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H1, nakon korekcije za moguci
utjecaj spola i dobi, a zadani model odgovoran je za 9,4% varijacije u broju bodova na domeni
NPI-A i 9,3% varijacije na domeni NPI-G. Znacajna razlika u broju bodova vezanih za domenu
NPI-K (poremecdaji spavanja i no¢ni nemir) izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H3 upucuje
da je zadani model odgovoran za 7,4% varijacije u broju bodova vezanih za ovu domenu.
Postoji i znacajna razlika izmedu nosioca i ne-nosioca haplotipa H6, nakon korekcije za utjecaj
spola i dobi, s obzirom na broj bodova na domeni NPI-G (apatija/ravnodusnost).

Niti jedan od analiziranih polimorfizama, ¢ak i nakon kombinacije u haplotipove, ne utjece na
koncentraciju proteina BDNF u plazmi.

Nema znacajne razlike u ekspresiji gena BDNF i SORL1 izmedu ispitanika s AB-om i ispitanika s
dijagnozom MClI-a, ali je u slucaju gena BDNF vidljiv trend koji upuéuje na smanjenu razinu

ekspresije u perifernim mononuklearni stanicama krvi ispitanika u kasnoj fazi AB-a.
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Ovo istrazivanje daje bolji uvid u ulogu mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u demenciji,
tocnije u ulogu ovog neurotrofina u razvoju kognitivnih te bihevioralnih i psiholoskih simptoma
demencije (BPSD), sa svrhom da ponudi nove lako dostupne biokemijske i geneticke pokazatelje
spomenutih simptoma demencije i dodatno doprinese novim spoznajama u razumijevanju i lije¢enju
istih. U ovoj studiji istraZivana je uloga pet polimorfizama gena BDNF (rs6264, rs11030104,
rs7934165, rs1519480, rs56164415) i jednog polimorfizma, rs1439050, gena za tropomiozin-
receptor-kinazu B (TrkB) te uloga koncentracije proteina BDNF u plazmi u razvoju demencije i
pojedinih simptomima ove bolesti. Takoder, analizirana je i razlika u ekspresiji gena BDNF i gena za
unutarstanicni sortirajuci receptor prekursora proteina amiloid-B (SORL1) izmedu pacijenata kojima
je dijagnosticirana Alzheimerova bolest (AB) i onih koji imaju dijagnozu blagog kognitivnog
(spoznajnog) poremecaja (MCI). Rezultati ovog rada upucuju na povecanu koncentraciju proteina
BDNF u plazmi osoba s dijagnozom AB-a u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCl-a i u odnosu na
pacijente s dijagnozom ostalih tipova demencije. IstraZivanje upucuje i na pozitivhu korelaciju
izmedu koncentracije proteina BDNF i broja bodova na testu crtanja sata (CDT) kod skupine
ispitanika s dijagnozom demencija drugog tipa. Rezultati su potvrdili ulogu BDNF-a u razvoju BPSD-a,
tocnije, potvrdili su pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije proteina BDNF u plazmi i simptoma
anksioznosti, poremecaja spavanja i noénog nemira te poremecaja prehrane i apetita. U slucaju
polimorfizma rs1439050 pronadena je znacdajna razlika u raspodjeli genotipova izmedu ispitanika
podijeljenih u kategorije prema broju bodova na testu procjene mentalnog stanja i testu CDT.
Znacajna razlika u broju bodova na testu CDT pronadena je kod osoba s dijagnozom AB-a nakon
podijele prema genotipu s obzirom na polimorfizam rs1103014 gena BDNF. Pronadena je znacajna
razlika u distribuciji genotipova s obzirom na polimorfizam rs1519480 gena BDNF izmedu svih
usporedenih skupina, podijeljenih prema broju bodova na skali za rangiranje demencije. U sluc¢aju
bodova na testu CDT, rezultat upucéuje na to da je zadani model viSestruke linearne regresije u
sluéaju haplotipa H1 (AGTCA) zasluZan za 3,5% varijacije u broju CDT bodova. Sli¢no je pokazano i za
haplotip H6 (AGTCG) gdje je model visestruke linearne regresije zasluzan za 11,2% varijacije koja je
vidljiva na skali procjene Alzheimerove bolesti - kognitivha podskala. Rezultati su pokazali da postoji
znacajna razlika u broju bodova vezanih za simptome deluzija i apatije/ravnodusnosti izmedu
nosioca i ne-nosioca haplotipa H1, nakon korekcije za moguéi utjecaj spola i dobi. U slu¢aju haplotipa
H3 (GGTCG) pronadena je znacdajna razlika u broju bodova vezanih za simptome poremecaja
spavanja i no¢ni nemir. Usporedba nosioca i ne-nosioca haplotipa H6 pokazala je da postoji znacajna
razlika izmedu ovih skupina u broju bodova na domeni koja se odnosi na apatiju/ravnodusnost. U
sklopu istrazivanja pokazano je da nema znacajnog utjecaja istrazivanih polimorfizama i haplotipova
na vrijednosti koncentracije proteina BDNF u plazmi. Analiza mRNA ekspresije napravljena je na
manjem broju ispitanika, a rezultati su pokazali da nema znacajne razlike u ekspresiji gena BDNF i
gena SORL1 izmedu ispitanika s AB-om i ispitanika s dijagnozom MCI-a, ali je u slu¢aju gena BDNF
vidljiv trend koji upucuje na smanjenu razinu ekspresije u perifernim mononuklearnim stanicama krvi

ispitanika u kasnoj fazi AB-a u donosu na osobe s dijagnozom MCl-a.
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This research provides a better insight into the role of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in
dementia, particulary its role in the development of cognitive, behavioral and psychological
symptoms of dementia (BPSD), with the purpose to offer the new and easily accessible biochemical
and genetic indicators of such symptoms in dementia and to provide new insights that will help us to
better understand and treat these symptoms. This study investigated the role of the five BDNF gene
polymorphisms (rs6264, rs11030104, rs7934165, rs1519480, rs56164415) and one tropomyosin-
receptor-kinase B (TrkB) gene polymorphism (rs1439050), and the role of plasma BDNF
concentration in the development of dementia and certain symptoms of the disease. A comparison
of differences in the gene expression profiles of BDNF and sortilin-related receptor, L (DLR class) A
repeats containing (SORL1) among patients diagnosed with Alzheimer's disease (AD) and those with
diagnosis of mild cognitive impairment (MCI). The results of this study indicate increased BDNF
concentration in plasma from patients with AD compared to subjects with MCI or with other types of
dementia. The research also points to the positive correlation between plasma BDNF concentration
and the total score on the clock-drawing test (CDT) in a group of patients diagnosed with non-AD
dementia. The results confirmed the role of BDNF in the development of BPSD as they confirmed a
positive correlation between BDNF plasma levels and symptoms of anxiety, sleep disorders and
nocturnal restlessness, appetite distress and eating disorders. A significant difference in the
genotype distribution between subjects divided into categories according to the score on mini-
mental state examination and CDT was detected In the case of rs1439050 polymorphism. A
significant difference was found in the genotype distribution, according to the rs1103014
polymorphism, in the group of patients with AD, divided according to the CDT score. We found a
significant difference in the genotype distribution of the BDNF rs1519480 polymorphism among all
groups, divided according to the clinical dementia rating score. Multiple linear regression model,
that included the effect of BDNF H1 haplotype (AGTC), explained 3.5% of the variation in the CDT
score. A similar effect was found in the case of H6 haplotype (AGTCG) where multiple linear
regression model explained 11.2% of the variation in the score according to the Alzheimer's Disease
Assessment Scale - cognitive subscale. The results showed that there is a significant difference in the
severity of symptoms of delusions and apathy/indifference between H1 carriers and non-carriers,
after correcting for the possible influence of gender and age. A significant difference was detected in
the case of H3 haplotype (GGTCG) related to the severity of symptoms of sleep disorders and
nocturnal restlessness. Comparison of H6 carriers and non-carriers showed that there is a significant
difference between these groups according to the severity of symptomes of apathy/indifference.
The research showed that there was no significant effect of the investigated polymorphisms and
haplotypes on the BDNF plasma levels. Analysis of mRNA expression was done using a small group of
subjects, and the results showed no significant differences in gene expression of BDNF and SORL1
between subjects in the late stage of AD and patients with MCI. However, there was a non-
significant trend to the increased BDNF gene expression in peripheral blood mononuclear cells of

patients with AD compared to the individuals with MCI.
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POPIS KRATICA

5-HT

AB

Ach
ADAS-Cog
AICD
ANOVA
Apo

APP

AB

BDNF
mBDNF
proBDNF
BEHAVE-AD
BPSD
BSA

CDR

CDT
COMT
CREB
CST

CT

DA

DAT1
DLB

DNA
cDNA
DRD
DSM-IV
ELISA

ER

Serotonin

Alzheimerova bolest

Acetilkolin

Skala procjene Alzheimerove bolesti - kognitivna podskala
Unutarstani¢na domena proteina APP

Analiza varijance

Apolipoprotein

Prekursor proteina amiloid-

Amiloid-B

MozZdani neurotrofni ¢imbenik

Zreli BDNF

Nezreli oblik BDNF-a

Skala za procjenu bihevioralne patologije u Alzheimerovoj bolesti
Bihevioralni i psiholoski simptomi demencije

Govedi serumski albumin

Klini¢ka skala za rangiranje demencije

Test crtanja sata

Katehol-O-metiltransferaza

CRE-vezujuci protein

Cerebrospinalna tekucina

Racunalna tomografija

Dopamin

Dopaminski transporter

Bolest Lewyjevih tjelesaca

Deoksiribonukleinska kiselina

Komplementarna DNA

Dopaminski receptor

Dijagnosticki i statisticki priru¢nik mentalnih poremecaja, 4. izdanje
Enzimski povezana imunoapsorpcijska analiza

Endoplazmatski retikulum
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ERK
FTD
GA

GABA

LD

LTD

LTP
MAPK
MCI
Met
MKB-10
MMSE
MRI

NA

NGF

NINCDS-ADRDA

NMDA
NPI
NT
dNTP
p75NTR
PB
PET
PI3K
PLCy
PSEN
RCLB

PCR

Ekstracelularnim signalom regulirane kinaze
Frontotemporalna demencija

Golgijev aparat

Gama-aminomaslacna kiselina

Interleukin

NeravnoteZa udruzivanja alela

Proces dugorocne depresije

Proces dugoroc¢nog potenciranja
Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze
Blagi kognitivni (spoznajni) poremecaj
Metionin

Medunarodna klasifikacija bolesti, 10. revizija
Test procjene mentalnog stanja

Magnetska rezonancija

Noradrenalin

Cimbenik rasta Zivaca

Kriteriji Nacionalnog instituta za neuroloske i komunikacijske poremecaje

te moZdani udar - Asocijacija za Alzheimerovu bolest i srodne poremecaje

N-metil-D-aspartat
Neuropsihijatrijski inventar
Neurotrofin
Deoksiribonukleotidi

Pan neurotrofinski receptor
Parkinsonova bolest
Pozitronska emisijska tomografija
Fosfatidilinozitol 3-kinaza
Fosfolipaza C gama
Presenilin

Pufer za lizu eritrocita

Lancana reakcija polimeraze
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RT-PCR
RNA
mRNA
RNaza
SNP
SZs
p-tau
t-tau
TGN
Trk
VaD

Val

Reverzna transkripcija s lancanom reakcijom polimeraze
Ribonukleinska kiselina
Glasnicka RNA

Enzim ribonukleaza
Polimorfizam jednog nukleotida
Sredisnji Zivéani sustav
Fosforilirani tau

Ukupni tau

Trans-Golgijeva mreza
Tropomiozin-receptor-kinaza
Vaskularna demencija

Valin
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