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1. UVOD

1.1 Demencije

Demencija je sindrom, najces¢e kroni¢ne i progresivne prirode, koji se ocituje u
pogorsanju kognitivnih funkcija kakvo se ne oc¢ekuje pri normalnom starenju. Obiljezavaju je
poremecaji u pamcenju, razmisljanju, orijentaciji, razumijevanju, prosudbi i govoru, dok
svijest ostaje ocCuvana. Kako bolest napreduje, dolazi i do promjena u ponasanju,
nemogucnosti kontrole emocija i manjka motivacije. Procjenjuje se da trenutno u svijetu 47.5
milijuna ljudi boluje od demencije, a svake se godine pojavi 7.7 milijuna novih slucajeva
(WHO 2015). U Zapadnoj Europi broj ljudi oboljelih od nekog oblika demencije iznosi 7
milijuna, zatim slijedi Isto¢na Azija sa 5.5 milijuna, Juzna Azija sa 4.5 milijuna i Sjeverna
Amerika sa 4.4 milijuna (Prince i sur. 2013). U Hrvatskoj ne postoji sluzbeni registar
bolesnika s demencijama, ali smatra se da se broj oboljelih kre¢e izmedu 50 000 i 80 000
osoba. Ovi podaci upucuju na veliki socijalni i ekonomski teret koji pada na skrbnike, obitelji,
zdravstvo 1 u konacnici na cijelo drustvo kada oboljeli izgube sposobnost samostalnog zivota.
Zbog toga se razliiti aspekti demencija intenzivno istrazuju, od proucavanja geneticke
podloge, okolisnih ¢imbenika, tijeka patoloskih procesa do potencijalne prevencije nastanka
bolesti (WHO 2015). Prema patoloskim specificnostima i zahva¢enim mozdanim regijama
progresivne demencije se mogu podijeliti na Alzheimerovu bolest (AB, engl. Alzheimer's
disease), vaskularnu demenciju (VaD, engl. Vascular dementia), demenciju s Lewyjevim
tjelescima (DLB, engl. Dementia with Lewy bodies) i frontotemporalnu demenciju (FTD,
engl. Frontotemporal dementia) (Cunningham i sur. 2015). Granice izmedu ovih bolesti nisu
uvijek jasne, a postoje i kombinirani oblici demencija. Alzheimerova bolest je najrasireniji
oblik demencije, a obuhva¢a 60 do 70% slucajeva (WHO 2015). Prosjecna zastupljenost
pojedinih demencija prikazana je na slici 1.

Simptomi demencija variraju od osobe do osobe, a ovise o0 tipu demencije i stupnju
bolesti. Rani stupanj najce$¢e obiljezavaju zaboravnost i povremeni gubitak pojma o
vremenu, a budu¢i da se simptomi javljaju postupno, bolest u ovom stupnju cesto biva
zanemarena. U srednjem stupnju simptomi postaju o¢itiji, jer bolesnici po¢inju zaboravljati
nedavne dogadaje i imena ljudi, gube se u prostoru, imaju otezanu komunikaciju i veée
promjene u ponaSanju. U kasnom stupnju bolesnik postaje potpuno ovisan o tudoj brizi zbog

gubitka opéeg pojma o prostoru i vremenu, nemogucénosti komunikacije, hodanja i brige za

sebe (WHO 2015).
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Slika 1. Zastupljenost pojedinih demencija u svijetu (Cunningham i sur. 2015).

[ako su mnogi lijekovi u procesu klinickih istrazivanja, trenutno ne postoji uc¢inkovit
nacin izljeGenja demencije. Zbog toga se zdravstvena zajednica zasad fokusira na postavljanje
rane dijagnoze, uocCavanje 1 tretiranje bihevioralnih 1 psiholoSkih simptoma, pruzanje
psiholoske podrske obitelji/skrbnicima, te podizanje drustvene svijesti o demencijama (WHO
2015). Za ranu dijagnozu i to¢nu prognozu bolesti potrebno je pronaci pouzdane dijagnosticke
i prognosticke biljege $to jo$ uvijek predstavlja problem zbog razli¢itog razvoja bolesti u

pojedinaca (Cunningham i sur. 2015).

1.1.1 Alzheimerova bolest

Kao najzastupljenija demencija, Alzheimerova bolest jedan je od vodecih zdravstvenih
problema danasnjice. Prema posljednjim podacima, u Americi oko 5.3 milijuna ljudi u dobi
od 65 ili vise godina boluje od Alzheimerove bolesti, dok je broj oboljelih mladih od 65
godina procijenjen na 200 000 osoba (Alzheimer's Association 2015).

Alzheimerova bolest moze se podijeliti na dva oblika: familijjarni i sporadi¢ni.
Familijarni oblik ¢ini 5% slucajeva, a uzrokovan je mutacijama u pojedina¢nim genima i
nasljeduje se unutar obitelji u autosomno dominantnom obliku. Kod familijarnog oblika
bolest ¢esto ima raniji pocetak, §to zna¢i da se razvija prije 65 godine. Sporadi¢ni oblik
zastupljen je u najve¢em broju slucajeva, a uzrokovan je kombinacijom razli¢itih genetickih,

epigenetickih i okolisnih ¢imbenika (Edginton i sur. 2009).



Postoji nekoliko ¢imbenika za koje se zasad zna da povecavaju rizik za sporadi¢nu
Alzheimerovu bolest. Najvazniji ¢imbenik rizika je starenje, jer se nakon 65 godine
incidencija bolesti udvostrucuje svakih pet godina. Na 100 000 ljudi starijih od 65 godina,
svake se godine dijagnosticira 1275 novih slucajeva Alzheimerove bolesti (Querfurth i
LaFerla 2010). Drugi potencijalni okoli$ni ¢imbenici su diabetes mellitus, hipertenzija i
pretilost u srednjoj Zivotnoj dobi, pusenje, depresija, kognitivna neaktivnost i niska razina
obrazovanja, te fizicka neaktivnost (Barnes i Yaffe 2011). Ipak, to¢an mehanizam nastanka
jos uvijek nije poznat.

Glavne patoloske karakteristike Alzheimerove bolesti su izvanstani¢ni plakovi
amiloid-p peptida (AP) i unutarstani¢ni neurofibrilarni snopiéi hiperfosforiliranog tau proteina
koji ometaju normalno funkcioniranje neurona i sinapticku transmisiju (Slika 2). Propadanje
kolinergickih projekcija dokazano je povezano s nakupljanjem AP i tau proteina (Querfurth i
LaFerla 2010). Iako Alzheimerova bolest prvenstveno uzrokuje gubitak neurona u specifi¢nim
regijama kao Sto su piramidalni neuroni 2. sloja mozdane kore entorinalnog korteksa i CAl
regije hipokampusa, dolazi i do opéeg gubitka mozdanog volumena zbog nedostatka
neuronskih procesa (Huang i Mucke 2012).

AP peptid nastaje amiloidogeni¢nom preradom iz amiloidnog prekursorskog proteina
(APP) koji ima karakteristike membranskog receptora i eksprimiran je u raznim tkivima,
posebice u sinapsama neurona kao dio normalnog metabolizma. Smatra se da je APP ukljucen
u sinapti¢ku formaciju, popravak, signalizaciju i stani¢nu adheziju (Edginton i sur. 2009).
Proteolizom APP-a putem kompleksa BACE-1 (engl. beta-site amyloid precursor protein—
cleaving enzyme 1) i y-sekretaze, proteinskog kompleksa s katalitickom jezgrom gradenom od
presenilina 1, nastaju monomeri AB. Njihova normalna funkcija jo$ nije posve poznata, ali je
moguc¢e da AP ima ulogu u smanjenju ekscitacijske transmisije i sprjeGavanju neuronske
hiperaktivnosti. Poremecena ravnoteza u produkciji i eliminaciji AP peptida dovodi do
povecane agregacije i stvaranja patoloskih plakova (Querfurth i LaFerla 2010).

Mutacije u tri gena — amiloidnom prekursorskom proteinu, presenilinu 1 i presenilinu 2
uzrokuju promijenjenu i poveéanu produkciju AP, te su glavni uzrok familijarne
Alzheimerove bolesti (Huang 1 Mucke 2012), dok se za sporadi¢ni oblik ne zna to¢an uzrok
nastanka plakova. Zasad je dokazana geneticka povezanost s apolipoproteinom E4 Kkoji
povecava rizik od nastanka plakova i obolijevanja od Alzheimerove bolesti, ovisno o varijanti
gena. Nosioci jednog alela E4 imaju povecani ¢imbenik rizika 4, dok nosioci dva alela imaju
povecéani ¢imbenik rizika 19 (Querfurth i LaFerla 2010). Promjene vezane uz proces starenja

kao $to su povecani oksidacijski stres, narusena funkcija endoplazmatskog retikuluma u
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pravilnom smotavanju proteina, nedostatak proteosomske aktivnosti i autofagi¢nog uklanjanja
oste¢enih proteina takoder ubrzavaju nakupljanje AP i tau agregata (Querfurth i LaFerla
2010).

Protein tau je u topivom obliku ina¢e normalno prisutan u aksonima neurona gdje
potic¢e okupljanje tubulina i stabilizaciju mikrotubula i transportnih vezikula. U
hiperfosforiliranom obliku on postaje netopiv, gubi afinitet za mikrotubule i medusobno
agregira u zavojite filamentozne strukture koje se u Alzheimerovoj bolesti najéesée uocavaju
u piramidalnim neuronima. Broj neurofibrilarnih snopova je patoloski biljeg tezine
Alzheimerove bolesti (Querfurth i LaFerla 2010).
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Slika 2. Glavne patoloske karakteristike Alzheimerove bolesti su izvanstani¢ni plakovi
amiloid-p peptida (AB) i unutarstani¢ni neurofibrilarni snopié¢i hiperfosforiliranog tau proteina

(preuzeto sa http://sierram.web.unc.edu/2011/04/22/caffeine-and-alzheimers-disease/)

Proteinske agregate prepoznaju i fagocitiraju stanice mikroglije i aktivirani astrociti, no
uslijed Alzheimerove bolesti dolazi do njihove prekomjerne i kroni¢ne aktivacije koja u
konacnici rezultira dodatnim oSteCenjem tkiva. Aktivirana mikroglija otpusta kemokine
kojima privlace monocite iz krvi i razli¢ite upalne citokine kojima pridonose stvaranju upale i

otpustanju slobodnih radikala u podruc¢jima plakova.



Ovaj zacarani krug pridonosi napredovanju bolesti i zato upucuje na potrebu pristupa
lijeCenja iz viSe razli¢itih smjerova (Querfurth i LaFerla 2010). Iako jo$§ ne postoji ué¢inkovit
nacin lijeCenja Alzheimerove bolesti, zasad se provode klini¢ka istrazivanja za inhibitor y-
sekretaze (LY450139), ¢imbenike koji blokiraju agregaciju AP, potencijalne vakcine s AP i
monoklonalna protutijela protiv razli¢itih AP epitopa (Querfurth i LaFerla 2010).

1.1.2 Demencija s Lewyjevim tjelescima

Demencija s Lewyjevim tjelescima (DLB), nakon Alzheimerove bolesti, predstavlja
jedan od najces¢ih uzroka neurodegenerativnih demencija u starijih ljudi (McKeith i sur.
2004) s prevalencijom do 5% i incidencijom od 0.1% u op¢oj populaciji (Zaccai i sur. 2005).
Glavni klinicki simptomi DLB su fluktuirajuc¢i kognitivni poremecaji (mogu varirati iz sata
u sat, dana u dan), povremene vizualne halucinacije i parkinsonizam. Kako bolest napreduje
simptomi postaju sve gori, a u nekim slucajevima javljaju se i druge karakteristike koje
upucuju na DLB, kao $to su poremecaji u REM fazi sna, ozbiljna neurolepticka osjetljivost,
povremeni gubitak svijesti, depresija ili anksioznost (Bogaerts i sur. 2007).

Lewyjeva tjeleSca su nakupine unutar neurona gradene od abnormalno fosforiliranih,
neurofilamentoznih proteina agregiranih s ubikvitinom i a-sinukleinom (Slika 3). Do
nakupljanja Lewyjevih tjeleSaca i1 gubitka neurona u podru¢ju mozdanog debla dolazi i u
Parkinsonovoj bolesti, te u tom slu¢aju nastaje poremecaj pokretanja. U slu¢aju demencije
Lewyjeva tjeleSca se stvaraju u paralimbickim 1 neokortikalnim strukturama. Bolest
obiljezava nedostatak kolinergi¢ke transmisije u neokorteksu zbog degeneracije neuronskih
projekcija iz mozdanog debla Sto dovodi do poremecaja u percepciji, razmisljanju i

ponasanju (McKeith 2002).
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Slika 3. Lewyjeva tjelesca u mozgu oboljelih od demencije s Lewyjevim tjeleScima
(preuzeto sa http://alzheimers-review.blogspot.hr/2015/09/frontotemporal-dementia-ftd-or-

picks.html)



Demencija koju karakterizira stvaranje Lewyjevih tjeleSaca moZe postojati u zasebnom
obliku (DLB) ili se moze nac¢i u kombinaciji s Parkinsonovom ili znakovima Alzheimerove
bolesti. DLB dijeli mnoge klinicke i patoloske karakteristike s demencijom koja se razvija
uslijed Parkinsonove bolesti (PDD, engl. Parkinson's disease dementia). Zasad postoji tzv.
,pravilo od jedne godine“ koje sluzi za razlikovanje DLB i PDD. DLB obiljezava nastanak
demencije unutar 12 mjeseci od nastanka obiljezja parkinsonizma, dok se bolest svrstava u
PDD ako do demencije dode nakon vise od 12 mjeseci od pojave parkinsonizma (McKeith i
sur. 2004). Uz patoloske znacajke DLB, u ve¢em broju pacijenata mogu Se javiti i promjene
tipi¢ne za Alzheimerovu bolest poput difuznih i neuriti¢nih senilnih plakova, ali je u tom
slucaju koli¢ina neurofibrilarnih nakupina tau proteina znatno manja (McKeith 2002).

DLB se uglavnom smatra sporadi¢nim kompleksnim poremecajem koji nastaje uslijed
kombiniranog djelovanja genetickih i okolisnih ¢imbenika, iako postoje i rijetki slucajevi
familijarnog nasljedivanja. Molekularna geneticka istraZivanja identificirala su nekoliko
genetiCkih mutacija povezanih s DLB, sugeriraju¢i veliku genetiC¢ku heterogenost u razvoju

ove bolesti (Bogaerts i sur. 2007).

1.1.3 Vaskularna demencija

Vaskularna demencija (VaD) je poremecaj pamcenja i kognitivnih funkcija koji proizlazi
iz cerebrovaskularnih bolesti kao $to je mozdani udar, gdje zbog nedostatne opskrbe krvlju

dolazi do odumiranja neurona, a pretpostavlja se da ¢ini 20 do 40% svih demencija (Slika 4).

Podrucje mozga s blokiranim
protokom krvi

Krvni
ugrusak

Nemogucnost prolaska krvi

Slika 4. Vaskularna demencija
(preuzeto sa http://alzheimers-review.blogspot.hr/2013/11/vascular-dementia-or-alzheimers-

disease.html)



Budu¢i da se 75% slucajeva mozdanog udara dogodi kod ljudi starijih od 65 godina,
moze se reci da godine predstavljaju najveéi ¢imbenik rizika za obolijevanje od VaD. U druge
rizike ubrajaju se hipertenzija, diabetes mellitus, metabolicki sindrom, mikrovaskularna
retinopatija, hiperlipidemija i pusenje (Lee 2011).

Ovisno o podru¢ju mozga zahvacenom mozdanim udarom i tezini ozlijede, simptomi
mogu biti raznoliki, od naglog gubitka paméenja, poremecaja u razmisljanju i percepciji u
slu¢aju jaceg mozdanog udara, do postepenih promjena u slucaju visestrukih malih mozdanih

udara.

1.1.4 Frontotemporalna demencija

Frontotemporalna demencija (FTD) je progresivni poremecaj koji nastaje zbog atrofije
frontotemporalnog podru¢ja mozga (Slika 5) i ¢ini 10% ukupnih slucajeva demencija
(National institute on aging 2014). Ova se demencija, za razliku od veéine slucajeva
Alzheimerove bolesti, javlja izmedu 35 i 75 godine Zivota. Pretpostavlja se da 20 do 40%
bolesnika ima familijarni oblik, dok se kod ostalih radi o sporadiénom obliku bolesti
(McKhann i sur. 2001).

Poremecaj moze zapoceti u frontalnom, temporalnom reznju ili u oba istovremeno.
Karakterizira ga progresija tijekom vremena, dok ostali dijelovi mozga ostaju ocuvani,
ukljucujuci 1 one odgovorne za kratkotrajno pamcéenje. Glavne patoloske promjene su gubitak
neurona, abnormalne koli¢ine proteina tau i TDP-4. Ovisno o zahva¢enom podrudju, javljaju
se razliite kognitivne i bihevioralne poteskoce poput problema s planiranjem, impulzivnoscu,

ponavljanjem radnji ili rijeci.

Frontalni reznjevi

Temporalni reznjevi

Slika 5. Frontotemporalna demencija
(preuzeto sa http://hudsonvalleynewsnetwork.com/2015/08/07/dementia-part-4-
frontotemporal-ftd/)



U proslosti je ova bolest nazvana Pickovom bolesti, prema njemackom znanstveniku
Arnoldu Picku koji ju je prvi opisao 1892. godine, a danas se naziv ,,Pickova tjelesca“ koristi
za abnormalne nakupine tau proteina u mozgu. Kod nekih se pacijenata sa FTD mogu pronaéi
Pickova tjelesca, ali to nije opce pravilo (National institute on aging 2014).

Nekoliko je gena dosad dovedeno u vezu s razvojem FTD. Pokazano je da odredene
mutacije u genu MAPT uzrokuju stvaranje abnormalnih agregata tau proteina i posljedi¢no
razaranje neurona, a nasljedivanje ove mutacije najces¢i je uzrok familijarnog oblika FTD.
Mutacije gena PGRN, VCP, CHMP2B, TARDBP, FUS uzrokuju vrlo rijetke oblike

frontotemporalnih poremecaja (National institute on aging 2014).
1.1.5 Blagi kognitivni poremecaj

Blagi kognitivni poremec¢aj (MCI, engl. Mild cognitive impairment) je definiran kao
sindrom smanjena kognitivnih sposobnosti koje nije oc¢ekivano za godine i edukacijsku razinu
pojedinca, ali ne ometa znatno aktivnosti u svakodnevnom zivotu (Gauthier 1 sur. 2006).

Prevalencija MCI u populaciji starijoj od 65 godina iznosi 3 do 19% i predstavlja rizik
za kasnije razvijanje Alzheimerove bolesti ili drugih demencija u viSe od polovice pacijenata,
najéesc¢e unutar pet godina (Slika 6). To¢ni uzroci MCI nisu poznati, ali kao i kod demencija
¢imbenici rizika su starija dob, slucajevi u obitelji 1 kardiovaskularne bolesti. Od patoloskih
promjena u MCI utvrdene su kolinergicka disfunkcija, lezije bijele tvari i mali mozdani udari,
odlaganje izvanstani¢nih amiloidnih agregata i unutarstani¢nih neurofibrilarnin nakupina.
Ipak, u odnosu na pacijente s demencijom i zdrave ljude, pojedinci s blagim kognitivnim
poremecajem imaju srednje koli¢ine amiloidnih 1 tau agregata u srediStima temporalnih

reznjeva (Gauthier i sur. 2006).
Poremecaj ne utjece na Poremecaj utjece na
svakodnevne aktivnosti svakodnevne aktivnosti #

) Blaga Osrednja Teska

demencija demencija demencija

Slika 6. Progresija iz blagog kognitivnog poremecaja u demenciju

(preuzeto sa https://www.mccare.com/education/mcidementia.html)



1.2 Uloga serotonina u demenciji

Serotonin ili 5-hidroksitriptamin (5-HT) je monoamin koji nastaje hidroksilacijom i
dekarboksilacijom aminokiseline triptofana. Kao neurotransmitor u srediSnjem Ziv€anom
sustavu nastaje u neuronima medijalne i dorzalne jezgre rafe koji svojim projekcijama

inerviraju prednji mozak (korteks, bazalne ganglije, hipokampus, hipotalamus) (Slika 7).
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Slika 7. Serotoninski putovi u mozgu (preuzeto sa

https://www.cnsforum.com/educationalresources/imagebank/normal_brain/neuro_path_sn)

Neuroanatomska istrazivanja na animalnim modelima neurodegeneracije potvrdila su da
sve ove regije koje inerviraju serotonergicki neuroni imaju znacajnu ulogu u koncentraciji te
stjecanju i prizivanju pamcenja, stoga se postavlja pitanje o ulozi serotonina i njegovih
receptora u patologiji Alzheimerove bolesti i drugih demencija (Trillo i sur. 2013). Sve vise
istrazivanja upucuje na mogucu ulogu serotonina i serotoninskih receptora u razli¢itim
kognitivnim funkcijama, kao 1 u kognitivnim nedostatcima, te u opadanju ucenja i pamcenja

(Roth i sur., 2004; Xu i sur., 2012; Garcia-Alloza i sur. 2004; Lorke i sur. 2006).



Serotonin regulira razli¢ite funkcije kao Sto su raspolozenje, agresivnost, hranjenje i
spavanje, a preko modulacije kolinergickih neurona utjece i na kognitivne procese kao $to su
paméenje i ucenje. Post-mortem istrazivanja mozgova bolesnika s Alzheimerovom bolesti
pokazala su smanjenu razinu serotonina i njegovih metabolita (Meltzer i sur. 1998). Palmer i
sur. zakljucili su kako degeneracija serotonergickih neurona pocinje u temporalnom i
parijetalnom korteksu te hipokampusu, a zatim se Siri na uzlazne serotonergi¢ke putove
(Palmer i sur. 1987).

Zasad se ne moze sa sigurnoS¢u reéi jesu li ove promjene uzrok ili posljedica
neurodegeneracije u Alzheimerovoj bolesti, ali je dokazano kako serotonin smanjuje
produkciju A. Cirrito i sur. tretirali su miSeve sa SSRI (engl. selective serotonin reuptake
inhibitor) , te su uspjeli smanjiti AP plakove za ¢ak 50%. Pretpostavlja se da serotonin preko
pojedinih receptora aktivira signalnu kaskadu koja mijenja procesiranje APP u ne-amiloidni
put (Cirrito i sur. 2011).

Djelovanje serotonina odredeno je interakcijama sa 16 razli¢itih serotoninskih receptora
koji su podijeljeni u 7 pod-obitelji prema primarnom fizioloskom mehanizmu, od 5-HT1 do 5-
HT7 (Hoyer i Martin 1997). Svi, osim ionotropnog receptora 5-HT3, pripadaju metabotropnoj
GPCR (engl. G protein-coupled receptors) obitelji receptora, te aktivacijom G proteina
moduliraju unutarstani¢ni prijenos signala poput inhibicije ili aktivacije adenilat
ciklaze/protein kinaze A te stimulacije fosfolipaze C/protein kinaze C (Xu i sur. 2012).
Receptori 5-HT1 i 5-HT5 smanjuju stvaranje cCAMP i djeluju inhibicijski, a receptori 5-HT?2
koji povecavaju stvaranje inozitol-3-fosfata (IP-3) i diacil-glicerola (DAG), kao i receptori 5-
HT4, 5-HT6 i 5-HT7 koji povecavaju stvaranje cCAMP, djeluju ekscitacijski. Poremecaji u
ovim receptorima i1 njihovoj zastupljenosti u mozgu mogu negativno utjecati na prenosenje

signala i kognitivne procese u neurodegenerativnim bolestima (Xu i sur. 2012).

1.3 Receptori 5-HT6

Receptori 5-HT6 otkriveni su 1993. godine kao najnoviji ¢lan 5-HT receptorske super-
obitelji. Gradeni su od sedam transmembranskih domena, a specifi¢ni su zbog kratke trece
citoplazmatske petlje, i dugackog C-terminalnog repa. Eksprimirani su isklju¢ivo u
sredi$njem ziv€anom sustavu kao postsinapticki membranski receptori (Ramirez 2013). Kod
Stakora je najveca gustoca ovih receptora zamijecena u olfaktornom tuberkulu, frontalnom i
entorinalnom korteksu, dorzalnom hipokampusu, nukleusu akumbensu, te strijatumu, dok su
nize razine zastupljene u hipotalamusu, amigdali, substanciji nigri i u nekoliko diencefalickih

jezgara (Gerard i sur. 1997).
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Dokazano je kako ovi receptori mogu djelovati na nekoliko razli¢itih unutarstani¢nih
signalnih putova. Preko G proteina mogu aktivirati adenilat ciklazu te uzrokovati poveéanje
produkcije CAMP, a ako se pak ukljue u Ca®" signalizacijski put mogu poveéati razinu
unutarstani¢nog kalcija. Karboksi-terminalna regija receptora 5-HT6 moze medudjelovati s
Fyn tirozin kinazom (¢lan Src ne-receptorskih protein tirozin kinaza) te preko nje aktivirati
ERK1/2 (Slika 8.). Ve¢ otprije se zna da je kinaza pERKI uklju¢ena u fosforilaciju tau
proteina, a nedavna istrazivanja su pokazala kako i Fyn kinaza moze fosforilirati tau
tirozinske ostatke. Prema navedenim saznanjima moze se zakljuciti kako bi pojacana
aktivacija receptora 5-HT6 mogla uzrokovati prekomjernu fosforilaciju tau proteina i

posljedi¢no stvaranje njegovih agregata (Ramirez 2013).

funkdije koje aktivira
receptor 5-HT6

Slika 8. Signalni putovi koje aktiviraju receptori 5-HT6. Uz aktivaciju cCAMP signalizacije, 5-
HT6 receptori aktiviraju i Ca®* signalni put, te kinazu ERK1/2 preko Fyn-ovisnog puta
(Ramirez 2013).

Sve viSe istrazivanja upucuje na mogucu ulogu receptora 5-HT6 u kognitivnim
funkcijama (Mitchell i Neumaier, 2005). Budu¢i da su receptori 5-HT6 lokalizirani u
dijelovima mozga bitnim za ucenje i pamcenje, istrazivana je njihova uloga u tim procesima i
povezanost s kolinergi¢kim 1 glutamanergickim neuronima. Riemer 1 sur. pokazali su kako
antagonist receptora 5-HT6 povecéava otpustanje acetilkolina u korteksu (Riemer i sur. 2003),
ali Marcos i sur. nisu uspjeli dokazati postojanje receptora 5-HT6 na kolinergickim neuronima
(Marcos i sur. 2006). Tretman s 5-HT6 antagonistom povecao je razine glutamata u
frontalnom korteksu i hipokampusu Stakora (Dawson i sur. 2001), dok je agonist uzrokovao
smanjenje razine glutamata (Schechter i sur. 2008). Postojanje receptora 5-HT6 dokazano je

na GABA-ergickim neuronima u podrucju hipokampusa (West i sur. 2009), stoga se smatra
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da se modulacija otpustanja acetilkolina 1 glutamata odvija posredno putem
aktivacije/inhibicije GABA-ergickih neurona (Ramirez 2013).

Na temelju odredenih predklini¢kih studija (Bourson i sur. 1995; Meneses 2001)
razvijeni su odredeni ligandi serotoninskih receptora sa sposobnos¢u promjene ili poboljsanja
pamcenja/kognicije (Upton i sur. 2008; Ramirez i sur. 2014). Prilikom istrazivanja utjecaja
liganada receptora 5-HT6 na kogniciju u zivotinjskim modelima, i agonisti i antagonisti su
pokazali pro-kognitivne rezultate. Ovi sli¢ni uéinci aktivacije i inhibicije receptora mogu se
objasniti razli¢itim signalnim putovima koje aktivira vezanje na receptor 5-HT6. Ipak, najvise
se istrazuje mogucée terapeutsko djelovanje antagonista receptora 5-HT6 na kognitivne
poremecaje. Tretman s antagonistima receptora 5-HT6 prvenstveno djeluje simptomatski, i
vjerojatno najvecéi ucinak postize modulacijom otpusStanja neurotransmitora koja je u bolesti
poremecena. U klinickoj fazi Il istrazivanja trenutno se nalaze SB-742457, koji je pokazao
poboljsanje u kognitivnim i globalnim funkcijama u Alzheimerovoj bolesti, te Lu-AE-58054.

Zbog uloge receptora 5-HT6 u kogniciji, on se moze smatrati genom kandidatom
uklju¢enim u razvoj Alzheimerove bolesti i drugih demencija (Liu i sur. 2001). Nedavno je
otkriven polimorfizam C267T gena HTR6, koji spada u tihe polimorfizme, jer ne uzrokuje
promjenu aminokiseline tirozina. Ipak, ¢ak i tihi polimorfizmi mogu utjecati na ekspresiju
gena djelujuci na izrezivanje ili stabilnost mMRNA (Orlacchio i sur. 2002). Tsai i sur. u svojem
su istrazivanju pronasli povezanost izmedu C alela ovog polimorfizma i Alzheimerove
bolesti, §to je uputilo na daljnja istrazivanja (Tsai i sur. 1999). Kan i sur. su potvrdili
povezanost C alela s Alzheimerovom bolesti s kasnim pocetkom (engl. Late-onset
Alzheimer’s disease) (Kan i sur. 2004). Osim ovih, druga provedena istrazivanja zasad nisu
uspjela pronai povezanost pa se postavlja pitanje veli¢ine uzorka i raspodjele alela u

razli¢itim etnickim grupama (Thome i sur. 2001, Orlacchio i sur. 2002).

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istraZzivanja je utvrditi moguéu povezanost polimorfizma C267T
(rs1805054), u genu za serotoninski receptor 5-HT6 (HTR6), s razvojem demencije u
bolesnika s blagim kognitivnim poremecajem, Alzheimerovom bolesti i ostalim oblicima
demencija poput vaskularne demencije, frontotemporalne demencije i demencije s Lewyjevim
tieleScima. Ovo istrazivanje trebalo bi dati bolji uvid u ulogu serotoninskih receptora u
demenciji, to¢nije u ulogu receptora 5-HT6 u razvoju kognitivnih simptoma navedenih

progresivnih demencija.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 lIspitanici

3.1.1 Klini¢ka obrada ispitanika

U istrazivanje je ukljueno ukupno 214 ispitanika (101 muskarac i 113 Zena).
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 1 Klinici za psihijatriju
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb. Odgovarajué¢a dijagnoza ispitanika postavljena je od
strane suradnika na projektu, neurologa 1 psihijatara, temeljem dijagnostickih (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, opdi,
neuroloSki 1 neurokognitivni statusi, a simptomi su evaluirani pomoc¢u neuroloSkih i
psihijatrijskih klini¢kih instrumenata, strukturiranog klinickog intervjua i1 neuropsihijatrijskih 1
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 neuropsiholo$kim testiranjem, a kod ispitanika mora biti
prisutan deficit, koji prati 1 progresivno pogorSanje, u dvije ili viSe kognitivnih domena (koje
ukljucuju 1 pamcenje). Osoba ne smije imati poremecaj stanja svijesti, sistemsku bolest ili
bolesti mozga koje bi mogle utjecati na progresivni deficit paméenja i kognicije. Takoder,
prvi simptomi bolesti moraju se pojaviti u razdoblju od 40. do 90. godine Zivota (najcesce

nakon 65. godine).

3.1.2 Psihometrijski testovi u dijagnozi demencije

U sklopu neurokognitivnog ispitivanja bolesnika, za procjenu kognitivnih ostecenja u

demenciji, koriSteni su testovi:

* Test procjene mentalnog stanja (MMSE, engl. Mini—-mental state examination)

« Test crtanja sata (CDT, engl. Clock drawing test)

« skala procjene Alzheimerove bolesti (ADAS, engl. Alzheimer's Disease Assessment
Scale) - kognitivna podskala (ADAS-Cog)
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3.1.2.1 Test procjene mentalnog stanja

MMSE je psihometrijski test (Cockrell i Folstein 1988; Folstein i sur. 1975) koji se
naj¢esce koristi za procjenu kognitivnih sposobnosti u dijagnozi demencije. MMSE se Kkoristi
za detekciju razine kognitivnih oSteéenja, 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. Najve¢i zbroj bodova koji osoba moze ostvariti na testu MMSE je
30, a veci broj bodova povezuje se s boljim kognitivnim sposobnostima. Prema broju bodova

na MMSE-u osobe mozemo podijeliti na:

. osobe s normalnim kognitivnim sposobnostima (broj bodova od 27 do 30),
. osobe s blagom demencijom (broj bodova od 21 do 26),

. osobe s umjerenom demencijom (broj bodova od 10 do 20),

. osobe s teSkim oblikom demencije (broj bodova < 10).

3.1.2.2 Test crtanja sata

Test crtanja sata (CDT) je test koji se koristi kao jo$§ jedna mjera ozbiljnosti simptoma
demencije (Lee i sur. 1996; Sunderland i sur. 1989). Postoji vise varijacija u samom nacinu
primjene testa, ali u pravilu naj¢esc¢e 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 ¢esto zadaje pacijentu da ga naznaci na satu je 10 minuta nakon 11
sati. Ovim testom se zapravo procjenjuje funkcioniranje frontalnih i temporo-parijetalnih
regija mozga. Prednost ovog testa je $to 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 8).
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Test crtanja sata

Slika 9. Primjer bodovanja testa crtanja sata metodom koju je predlozio Sunderland sa sur.
(1989): a) broj ostvarenih bodova je 10 (kazaljke sata su u pravilnom poloZzaju); 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).

3.1.2.3 Skala procjene Alzheimerove bolesti - kognitivna podskala (ADAS-Cog)

ADAS-Cog je Cesto koriSten psihometrijski test za procjenu razine kognitivnog
ostecenja 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 oste¢enja (0 oznacava da
nema oStecenja, a 5 najveci stupanj osStecenja). Ukupni broj bodova na podskali ADAS-Cog
krece se u rasponu od 0 do 70 gdje, suprotno nego u slucaju testa MMSE, ve¢i broj bodova (>

18) ukazuje na znacajnije kognitivno ostecenje. Test ukupno traje oko 30 minuta.
Stavke podskale ADAS-Cog koje se testiraju su:

. prisjecanje rijec¢i (0-10 bodova),

. imenovanje (0-5 bodova),
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. izvrSavanje naredbi (0-5 bodova),

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

. orijentacija (0-8 bodova),

. prepoznavanje rije¢i (0-12 bodova),

. govor (0-5 bodova),

. razumijevanje govora (0-5 bodova),
. problem u nalazenju rijec¢i (0-5 bodova),
. pamcenje uputa testa (0-5 bodova).

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 §to 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.

3.2 lzolacija DNA iz krvi

U bolnici je ispitanicima uzeto 8 ml uzorka krvi u plastine Sprice s 2 ml
antikoagulantne otopine ACD (engl. acid citrate dextrose), a svi uzorci su se potom prebacili
u plasticne epruvete i pohranili u hladnjak na -20°C. Millerovom metodom isoljavanja
(Miller i sur. 1998) izolirana je genomska DNA iz leukocita. Popis koriStenih kemikalija
prikazan je u tablici 1.

Uzorci krvi se odmrznu te se stave mijesati na valjkastu mijesalicu tijekom 20 minuta.
U sterilnu Eppendorf epruvetu izdvoji se 300 ul uzorka uz dodatak 900 pl hladnog pufera za
lizu eritrocita (RCLB, engl. Red cell lysis buffer), te se sadrzaj potom promijesa na rotacijskoj
mijeSalici i ostavi stajati na ledu 10 minuta. Lizirani eritrociti se uklanjaju centrifugiranjem (2
min. na 13 400 x g, pri 4°C) prilikom kojeg oni ostaju u supernatantu koji se baca. U talogu
se nalaze leukociti koji se procis¢avaju 3 puta ponavljanjem postupka resuspendiranja u
RCLB, te centrifugiranja uz odvajanje supernatanta. Nakon toga, na talog se dodaje 300 ul
natrij-EDTA pufera, 30 ul 10% SDS-a kako bi se destabilizirale membrane leukocita i 1.5 pl
proteinaze K kako bi se razgradili proteini. Sve se lagano promijesa 1 ostavi inkubirati 2 sata
na 56°C, uz mijeSanje na mijesalici.
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Nakon inkubacije uzorci se ohlade na sobnu temperaturu (25°C), te im se doda 160 pul 5
mM NaCl, promije$a na rotacijskoj mijesalici i potom centrifugira (5 min. na 13 400 x g, pri
20°C). Supernatant koji sadrzi DNA se prelije u novu mikroeptruvetu, te mu se doda 800 pl
hladnog izopropanola koji uz lagano mijesanje uzrokuje precipitaciju DNA, pa ona postaje
vidljiva u obliku bjelkastih niti. Uzorak se centrifugira (2 min. na 12 000 x g, pri 20°C),
supernatant se odlije, a u talog se doda 250 ul 75% etanola. Slijedi posljednje centrifugiranje
(2 min. na 12 000 x g, pri 20°C) nakon kojeg se supernatant odlije, a talog se ostavi susiti na
zraku 30 minuta, kako bi sav alkohol ishlapio. Kona¢no se talogu dodaje 100 ul Tris-EDTA
pufera, koji uz protresanje tijekom jednog sata na 37°C otapa izoliranu DNA. Uzorci se
potom pohranjuju u hladnjak na -4°C.

Tablica 1. Kemikalije za izolaciju DNA metodom isoljavanja

Kemikalije Volumen po
1 epruveti

Pufer za lizu eritrocita (RCLB, engl. Red cell lysis buffer), 900 ul
10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl, pH=7.6
Natrij-EDTA pufer (SE-buffer, engl. Sodium EDTA), 300 ul
75 mM NaCl, 25 mM Na;EDTA, pH=8.0
Natrij dodecil sulfat (SDS, engl. Sodium dodecil sulphate), 30 ul
10%, pH=7.2
Proteinaza K (20 mg/kg) 1.5u
NaCl, 5 mM 160 ul
Izopropanol 800 ul
Etanol, 75% 250 pl
Tris-EDTA pufer (TE-buffer), 100 pl
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=8.0

3.3 Odredivanje genotipova

Uredaj ,,ABI Prism 7000 Sequencing detection System apparatus® (ABI, Foster City,
SAD) koristen je prema protokolu proizvodaca Applied Biosystems za detekciju C ili T baze u
polimorfizmu C267T (rs1805054) u genu HTR6, koji kodira za serotoninski receptor 5-HT®6,
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smjeStenom na kromosomu 1p35-p36. Prema protokolu proizvodaca koristile su se
predizajnirane Taqman pocetnice i probe (engl. Tagman SNP genotyping assay).

Ciljana sekvenca DNA koja se umnazala bila je:
CGCCGGCCATGCTGAACGCGCTGTAIC/TIGGGCGCTGGGTGCTGGCGCGCGGCC.

Metoda alelne diskriminacije posredstvom 5' nukleazne reakcije (Slika 10.) koristena
je za detekciju polimorfizama s jednom promijenjenom bazom (SNP, engl. Single nucleotide
polymorphism) (Holland i sur. 1991). Metoda se zasniva na primjeni posebno dizajniranih
fluorogenih proba koje se vezu uz odredeni alel i mogu se detektirati prilikom umnazanja
DNA u lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR, engl. Polymerase chain reaction). Proba se sastoji
od jednolan¢anog oligonukleotida na ¢ijem se 5' kraju nalazi vezana fluorescentna boja (engl.
reporter), a na 3' kraju prigusavajuca boja (engl. quencher) koja smanjuje florescencijski
signal energetskim transferom Forster-tipa (FRET, engl. Forster-type energy transfer).
Ukoliko je proba komplementarna DNA sekvenci, dolazi do njhove hibridizacije pa tijekom
PCR reakcije Taq DNA polimeraza svojom 5' nukleaznom aktivno$¢u oslobada fluorescentnu
boju sa probe sto ABI Prism uredaj detektira kao povecanje u intenzitetu fluorescencije. Tako
se nastajanje PCR produkta u realnom vremenu (engl. Real-time PCR) prati mjereci

povecanje fluorescencije u svakom ciklusu umnazanja.

ALEL
//.;? VIC boja
m) uﬂlllll@ W u.u,;unn ©
Podudaranje Nepodudaranje @ FAM boja

UtiSavajuca
© i

'm0 e Qe Sk

polimeraza

Podudaranje Nepodudaranje

Slika 10. Alelna diskriminacija putem 5 ‘nukleazne reakcije uz koristenje dviju proba oznacenih

fluorescentnim bojama VIC i FAM (slika preuzeta sa Nemoursresearch.org/cores/bcl/techniques.html)

Osnovni sastojci potrebni za PCR reakciju i genotipizaciju su uzorak izolirane DNA,
kombinacija dviju pocetnica za umnaZanje ciljane sekvence DNA, slobodni
deoksiribonukleotid trifosfati, AmpliTaq Gold DNA polimeraza 1 dvije razli¢ito obiljeZene
Tagman MGB (engl. minor groove binding) probe za razlikovanje dva alela. DNA probe s
konjugiranim MGB grupama stvaraju iznimno stabilne duplekse s jednolancanim uzorkom

DNA, imaju viSu temperaturu taljenja (Tm) i povecanu specifi¢nost za komplementarnu
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sekvencu $to omogucéuje koriStenje krac¢ih proba i sprjeCavanje nespecificnog vezanja
(Kutyavin i sur. 2000). U ovom istrazivanju koristene su dvije probe specificne za C ili T alel
rs1805054 polimofizma u genu za serotoninski receptor 5-HT6, obiljezene razliCitim
fluorescentnim bojama VIC i FAM, gdje znacajno povecanje fluorescencije u jednoj boji
upucuje na homozigotnost, a poveéanje u obje boje na heterozigotnost genotipizirane osobe .
Postupak genotipizacije: Uzorak izolirane DNA se odmrzne i pripreme se razrjedenja
sa destiliranom vodom kako bi se u konacnici dobilo 1-20 ng DNA nakon reakcije. U PCR
reakcijske plocice odpipetira se 4.5 ul razrijedenog uzorka DNA 1 5.5 pl reakcijske otopine
koja se sastoji od Tagman univerzalne mjeSavine i Tagman mjeSavine za genotipizaciju SNP-
a (Tablica 2). Reakcijske plocice se potom zatvore folijom, centrifugiraju 2 min. na 5000 rpm
i stave u Real-time PCR uredaj “ABI Prism 7000 Sequencing Detection System apparatus”.
Uredaj u poc¢etnom koraku zagrijava plocice 10 minuta na 95°C, zatim 15 sekundi na 92°C
kako bi doSlo do denaturacije DNA, te potom spusta temperaturu na 60°C kroz 1 minutu, radi
vezivanja pocetnica i elongacije AmpliTaq Gold polimerazom. Ciklusi od denaturacije do

umnazanja DNA se ponavljaju 40 puta.

Tablica 2. Kemikalije koristene za genotipizaciju polimorfizma

Kemikalije Volumen po 1 jazici
Genomska DNA razrijedena u dH20 (1-20 ng DNA) 4.5 ul
Tagman univerzalna mjesavina Sul
40x Tagman mjeSavina za genotipizaciju SNP-a 0.5 ul
Ukupni volumen 10 ul

3.4 Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka koriSten je racunalni program «GraphPad Prism
version 4.00 for Windows» (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Skupine ispitanika
usporedivane su prema dobi i bodovima ocjenskih ljestvica (izrazenih kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka) primjenom jednostruke analize varijance (ANOVA) popracene
Tukey-evim testom multiple komparacije. Znacajnost odstupanja dobivene raspodjele
genotipova od ocekivane (Hardy-Weinbergova raspodjela) kao i razlike u raspodieli
genotipova 1 alela istraZivanog polimorfizma izmedu razli€itih skupina odredivale su se
primjenom 2 test-a. Statisti¢ki znacajnim smatrane su one razlike kod kojih je vjerojatnost p

bila manja od 0.05.
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4. REZULTATI

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 214 ispitanika (101 muskaraca i 113 Zena). Kod
115 ispitanika postavljena je dijagnoza Alzheimerove bolesti (AB), kod 55 dijagnoza blagog
kognitivnog poremecaja (MCI), a 44 ispitanika imalo je dijagnozu ostalih tipova demencije:
11 vaskularne demencije (VaD), 26 frontotemporalne demencije (FTD) i 7 demencije s
Lewyjevim tjelescima (DLB) (Tablica 3). Zbog malog broja oboljelih od ostalih demencija,
ispitanici oboljeli od vaskularne demencije, frontotemporalne demencije i demencije s
Lewyjevim tjelescima svrstani su zajedno u skupinu ostale demencije. Srednja vrijednost +
pogreska dobi ispitanika oboljelih od AB bila je 71,83 + 0,79, ispitanika oboljelih od MCI
bila je 67,63 + 1,68, a ispitanika oboljelih od ostalih demencija bila je 65,72 + 1,46, pri ¢emu
su ispitanici oboljeli od AB bili znacajno stariji od ispitanika sa ostalim demencijama (p <

0.05 prema MCI; p < 0.01 prema ostalim demencijama) (Tablica 3).

Tablica 3. Broj i postotak ispitanika sa razli¢itim dijagnozama demencije uklju¢enih u
istrazivanje, te njihova dob

N 115 55 11 26 7
(%) (53.74%) | (25.70%) | (5.11%) | (12.15%) | (3.27%)
Dob | 71,83 +0,79% | 67,63 + 1,68 65,72 + 1,46

*p < 0.05 prema MCI; p < 0.01 prema ostalim demencijama

U ispitanika oboljelih od demencije kognitivna oSteCenja procjenjivana su testom
procjene mentalnog stanja (MMSE, engl. Mini—mental state examination), testom crtanja sata
(CDT, engl. Clock drawing test) i skalom procjene Alzheimerove bolesti (ADAS, engl.
Alzheimer's Disease Assessment Scale) - kognitivna podskala (ADAS-Cog). Broj bodova na
navedenim ocjenskim skalama usporeden je izmedu ispitanika podijeljenih prema tipu
demencije.

Kao $to je i ocekivano 3 skupine osoba s demencijama (Alzheimerovom boles¢u,
blagim kognitivnim poremecajem i ostalim demencijama), znacajno su se razlikovale u broju
bodova na MMSE ocjenskoj ljestvici (F(2,179) = 28,70, p < 0.0001, ANOVA), pri ¢emu je
skupina osoba s blagim kognitivnim poremec¢ajem imala znacajno veci broj bodova na MMSE
ocjenskoj ljestvici od osoba sa Alzheimerovom bolesc¢u i ostalim demencijama (p < 0.001,

Tukey-ev test visestruke komparacije) (Tablica 4, Slika 11A).
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Nadalje, spomenute 3 skupine osoba s demencijama, znacajno su se razlikovale i u
broju bodova na CDT ocjenskoj ljestvici (F(2,180) = 20,49, p < 0.0001, ANOVA), pri ¢emu
je ponovno skupina osoba s blagim kognitivnim poremecajem imala znacajno veci broj
bodova (p < 0.001, Tukey-ev test viSestruke komparacije) od osoba sa Alzheimerovom
bolescu i ostalim demencijama (Tablica 4, Slika 11B).
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Slika 11. Broj bodova na MMSE, CDT i ADAS-Cog ocjenskim ljestvicama u

ispitanika s razli¢itim tipovima demencije
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(AB-Alzheimerova bolest, MCI-blagi kognitivni poremecaj, Ostale demencije: vaskularna

demencija, frontotemporalna demencija i demencija s Lewyjevim tjelescima)

Kao $to je prikazano u tablici 4 i na slici 11C, u slucaju ADAS-Cog ocjenske skale,
postojale su znacajne razlike u broju bodova izmedu skupine osoba s Alzheimerovom
bolesc¢u, blagim kognitivnim poremecajem i ostalim demencijama (F(2,149) = 19,34, p <
0.0001, ANOVA). Medutim, kako na ADAS-Cog ocjenskoj ljestvici veéi broj bodova ukazuje
na znacajnije kognitivno oStecenje, nije iznenadujuce da je u ovom slucaju skupina osoba s
blagim kognitivnim poremecajem imala znac¢ajno manji broj bodova (p < 0.001, Tukey-ev test

viSestruke komparacije) od osoba sa Alzheimerovom boles¢u i ostalim demencijama.

Tablica 4. Broj bodova na MMSE, CDT i ADAS-Cog ocjenskim ljestvicama u

ispitanika s razli¢itim tipovima demencije

MMSE bodovi 18,83 +£0,53 | 24,92 + 0,42* 18,38 + 0.99
CDT bodovi 6,14 £0,26 | 8,45+ 0,26* 5,74 + 0,39
ADAS-Cog bodovi | 31,11 +1,70 | 12,30 + 1,42* 28,59 + 3,40

*p < 0.001 prema ostalim skupinama, Tukey-ev test visestruke komparacije
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Uzorci DNA izolirani iz krvi svih ispitanika podvrgnuti su genotipizaciji polimorfizma
C267T (rs1805054) u genu za serotoninski receptor 5-HT6 putem real-time PCR metode.
Reprezentativni primjer PCR amplifikacijskih krivulja prikazan je na slici 12, a primjer
genotipizacije (alelne diskriminacije) na slici 13. Kao $to je prikazano u tablici 5, frekvencije
opazenih genotipova polimorfizma rs1805054 u bolesnika oboljelih od demencije bile su
skladu s Hardy-Weinbergovom (HW) ravnotezom.

Amplifikacijska krivulja

1.000 B+

1.000
Ct

1.000 B1

d
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1.000 B3

1.000 B4

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Slika 12. Primjer prikaza amplifikacijskih krivulja (izvorna slika)
Prilikom svakog ciklusa umnazanja DNA, ABI Prism uredaj o¢itava povecanje u intenzitetu
emitirane fluorescencije koja nastaje otpusStanjem fluorescentnih boja sa vezanih proba.
Ocitana fluorescencija graficki se prikazuje u obliku amplifikacijske krivulje te ukoliko
prelazi odredeni prag detekcije, predstavlja dokaz uspjeSnog umnazanja odredene sekvence
DNA. Znacajno povecanje fluorescencije u jednoj boji upucuje na homozigotnost, a

povecanje u obje boje na heterozigotnost uzorka.
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Odredivanje alela
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Slika 13. Primjer prikaza rezultata genotipizacije SNP-ova (izvorna slika)
Analizom aplifikacijskih krivulja, posebni program ABI Prism uredaja grupira uzorke u
koordinatnom sustavu uz os X, y ili na sredini izmedu te dvije osi, upucujuci da se radi o

homozigotnom odnosno heterzogitnom uzorku.

Tablica 5. Dobivena i o¢ekivana raspodjela genotipova polimorfizma rs1805054

Dobiveno | 138 (64.49%) | 69 (32.24%) 7 (3.27%)

p=0.647

Occkivano | 139.0 (64.95%) | 66.9 (31.26%) | 8.0 (3.74%)

*ukoliko je p < 0.05 rezultat nije u skladu sa HW ravnotezom

Kao $to je prikazano u tablici 6 i na slici 14, u ispitanika podijeljenin prema vrsti
demencije, na bolesnike sa Alzheimerovom bolesti (AB), blagim kognitivnim poremecajem
(MCI) i sa ostalim tipovima demencije (vaskularnom demencijom, frontotemporalnom
demencijom i demencijom s Lewyjevim tjeleScima (DLB)) nisu utvrdene znacajne razlike u
raspodjeli genotipova (%2 = 2.800, df = 4, p = 0,592) (Slika 14A) i alela (32 = 0.869, df = 2, p
= 0,648) (Slika 14B) polimorfizma rs1805054 gena HTR®.
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Tablica 6. Raspodjela genotipova i alela u ispitanika oboljelih od demencije podijeljenih

prema tipu demencije

Alzheimerova bolest 72 39 183 47
Blagi kognitivni poremecaj 34 20 88 22
Ostale demencije 32 10 74 14
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Slika 14. A) Raspodjela genotipova i B) alela u ispitanika oboljelih od demencije podijeljenih

prema tipu demencije (AB-Alzheimerova bolest, MCl-blagi kognitivni poremecaj, Ostale

demencije- vaskularna demencija, frontotemporalna demencija i demencija s Lewyjevim

tjeleScima)
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Izmedu ispitanika sa Alzheimerovom boles¢u (AB), blagim kognitivnim poremecajem

(MCI) i ostalim tipovima demencije, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u frekvenciji

nosioca homozigotnog genotipa CC naspram nosioca alela T (CT+TT) (2 = 1.653,df =2, p

= 0,438), kao niti u ucestalosti nosioca homozigotnog genotipa TT naspram nosioca alela C
(CT+CC) (32 = 0.608, df = 2, p = 0,738) (Tablica 7, Slika 15).
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Slika 15. Ispitanici oboljeli od razli¢itih tipova demencije podijeljeni na A) nosioce genotipa

CC naspram nosioca alela T, odnosno B) na nosioce genotipa TT naspram nosioca alela C
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Tablica 7. Ispitanici oboljeli od razli¢itih tipova demencije podijeljeni na nosioce genotipa

CC naspram nosioca alela T, odnosno na nosioce genotipa TT naspram nosioca alela C

Alzheimerova bolest 72 43 4 111
Blagi kognitivni poremecaj 34 21 1 53
Ostale demencije 32 12 2 42

Broj bodova na MMSE, CDT i ADAS-Cog ocjenskim skalama usporeden je u svih
ispitanika podijeljenih prema genotipu polimorfizma rs1805054 u genu HTR6, koji kodira za
serotoninski receptor 5-HT6. Kao $to je prikazano u tablici 8 i na slici 16, analiza varijance
(ANOVA) nije utvrdila nikakve znacajne razlike izmedu ispitanika oboljelih od demencije
podijeljenih prema genotipu, u broju bodova na MMSE ocjenskoj ljestvici (F(2,179) =
0,1918, p = 0,826), CDT ocjenskoj ljestvici (F(2,180) = 0,348, p = 0,707) i ADAS-Cog
ocjenskoj ljestvici (F(2,149) = 0,125, p = 0,882).

Tablica 8. Broj bodova na MMSE, CDT i ADAS-Cog ocjenskim skalama u svih ispitanika

podijeljenih prema genotipu

MMSE bodovi 20,55 + 0,50 20,00 + 0,80 20,50+ 1,18

CDT bodovi 6,63 +0,25 6,74 +£0,32 7,50 £ 0,56

ADAS-Cog bodovi 25,97 +1,75 26,77+ 2,35 29,51+ 7,01
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Slika 16. Broj bodova na ocjenskoj ljestvici A) MMSE, B) CDT i C) ADAS-Cog u svih
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5. RASPRAVA

Demencija je sindrom globalnog i1 progresivnog oStecenja stecenih kognitivnih
sposobnosti pri o¢uvanoj svijesti koja u kona¢nici dovodi do nesposobnosti bolesnika da brine
sam o sebi, te stavlja veliki emocionalni i ekonomski pritisak na obitelj i zdravstveni sustav.
Zbog rastuceg broja progresivnih demencija u svijetu te nemoguénosti njihovog izljecenja ili
znacajnog usporavanja tijeka bolesti, provode se brojna istrazivanja koja pokuSavaju
obuhvatiti ovu bolest iz razli¢itih znanstvenih aspekata, od utvrdivanja rizika i ranog
otkrivanja, do pronalazenja novih potencijalnih meta za lijekove. lako postoje obiteljski
slucajevi gdje su to¢no poznate mutacije u genima koje uzrokuju demenciju, vecina slucajeva
je sporadi¢na i pretpostavlja se da nastaju kao posljedica medudjelovanja okoliSnih ¢imbenika
i genetske predispozicije. Genetske predispozicije za sporadi¢nu demenciju jo$ uvijek nisu
posve poznate, ali se pretpostavlja da se temelje na prisutnosti odredenih alela polimorfnih
gena ukljucenih u kognitivne procese (WHO 2015).

Otkako je otkriveno da se razlicite vrste serotoninskih receptora nalaze u podruc¢jima
mozga kljuénim za kogniciju (Hoyer 1986), provela su se brojna istrazivanja kojima je
pokusana dokazati njihova konkretna uloga u ucenju i prizivanju paméenja. Istrazivanja nisu
dala jednoznacne rezultate zbog razli¢itih odgovora serotoninskih receptora na agoniste i
antagoniste, ali su ipak potvrdila kompleksnu fiziolosku, patofiziolosku i terapeutsku ulogu
5-HT sustava u kognitivnim procesima (Meneses 1998).

Posljednji otkriveni tip serotoninskih receptora je receptor 5-HT6 zbog Cega je
trenutno jedan od najatraktivnijih predmeta istrazivanja. Specificna raspodjela ovog receptora,
kao 1 njegov visoki afinitet za antipsihotike uputili su na istraZzivanje njegove uloge u
psihijatrijskim slu¢ajevima. Shinkai i suradnici su 1999. godine pokus$ali povezati bialelni
polimorfizam C267T ggena za receptor 5-HT6 sa shizofrenijom u populaciji Japanaca, no u
ucestalosti alela izmedu zdrave kontrole i pacijenata sa shizofrenijom nije bilo znacajne
razlike (Shinkai i sur. 1999). Ovakav rezultat uputio je na zakljucak kako ovaj polimorfizam
nema ulogu u nastanku shizofrenije. Yu i suradnici su nakon toga pristupili novom
istrazivanju uloge polimorfizma C267T, ali iz drugog kuta gdje su proucavali povezanost
polimorfizma i klini¢kog odgovora pacijenata s shizofreniijom koji su bili otporni na tipi¢ne
antipsihotike. Grupa od 99 pacijenata kineskog porijekla bila je genotipizirana za
polimorfizam C267T, te joj je kroz osam tjedana pracen odgovor na atipicni antipsihotik

klozapin. Raspodjela sva tri moguca genotipa odgovarala je Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi.
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Utvrdeno je da su pacijenti sa 267T/T genotipom imali znacajno bolji odgovor na klozapin po
BPRS testu, a i pozitivne promjene ove grupe u opéim simptomima bile su blizu statisticki
znacajnoj vrijednosti (Yu 1 sur. 1999). Tim rezultatima dokazana je vaznost ovog
polimorfizma u kogitivnim simptomima shizofrenije sto je stvorilo poticaj za istrazivanje
njegove uloge u drugim kognitivnim poremecajima.

Buduc¢i da je serotonergicka disfunkcija povezana s patogenezom demencija, Tsai i
suradnici su 1999. godine zapoceli s istrazivanjem uloge polimorfizma C267T gena HTR6 u
razvoju Alzheimerove bolesti. Ispitivali su uzorke krvi 92 pacijenta s Alzheimerovom bolesti i
104 zdrave kontrole. Svi ispitanici su bili kineskog porijekla s Tajvana, te stariji od 65 godina.
Rezultati su pokazali statisti¢ki znacajnu razliku u raspodjeli genotipova i alela pacijenata s
AB u odnosu na zdrave kontrole. Kod pacijenata s AB prevladavao je genotip C/C (57.6%), a
kod kontrolne grupe C/T (58.7%) cime je dokazano da homozigoti s alelom 267C imaju
povecan rizik od AB. Budu¢i da je C267T tiha mutacija koja se nalazi u intronu glasnicke
RNA (mRNA) i koja ne mijenja aminokiseline u kona¢nom proteinu, utjecaj ovog
polimorfizma na AB mogao bi se objasniti promjenom sekundarne strukture i stabilnosti
mRNA ili neravnotezom vezanja (engl. linkage disequilibrium) s nekim drugim genom ¢iji se
utjecaj zapravo ocituje U nastanku bolesti (Tsai i sur. 1999).

Kan i suradnici su u svojem istrazivanju 2004. godine potvrdili ulogu polimorfizma
C267T gena HTR6 u razvoju kasne sporadi¢ne Alzheimerove bolesti u populaciji iz kopnenog
dijela Kine. Istrazivanje je provedeno na grupi od 105 pacijenata s AB i grupi od 130 zdravih
kontrola. U njihovom slucaju je kod obje grupe prevladavao genotip C/C, ali je grupa
pacijenata s AB imala statisticki znacajno ve¢i udio genotipa C/T u odnosu na kontrolu.
Budu¢i da su ovi rezultati vrlo razli¢iti od rezultata koje su dobili Tsai 1 suradnici, Kan i
suradnici su primijetili da se rezultati istrazivanja iz 1999. godine ne poklapaju s HW
ravnotezom kako su autori tvrdili. Zbog takve nedosljednosti, potrebna su dodatna
razamtranja Tsaievih rezultata (Kan i sur. 2004).

IstraZivanja uloge polimorfizma C267T u nastanku Alzheimerove bolesti provedena su
i U nekim europskim zemljama: Njemackoj (Thome i sur. 2001), Italiji (Orlacchio i sur. 2002)
i Spanjolskoj (Alvarez-Alvarez i sur. 2003). Nijedno od ovih istrazivanja nije dalo statisticki
znacajne rezultate u raspodjeli genotipova i alela u pacijenata s AB, a zamijecena je i razli¢ita
ucestalost genotipova u kontrolnim grupama izmedu Njemacke, Kine i Italije. To upucuje na

moguce znac¢ajno variranje ucestalosti polimorfizma C267T u etnicki razli¢itim grupama.
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Nedostatak povezanosti polimorfizma C267T s AB moze biti posljedica prikrivanja
povezanosti zbog heterogenosti uzorka ili se zbog etnickih razlika u bijeloj europskoj rasi
doista ne moze pronacdi povezanost.

Kako bi vidjeli slijedi li i Hrvatska trend europskih istrazivanja, ispitanike s AB, MCI,
FTD, VaD i DLB podijelili smo na tri grupe AB, MCI i ostale demencije, te smo analizirali
polimorfizam C267T gena HTR6. U nasem istrazivanju pacijenti s AB bili su statisticki
znacajno stariji od ispitanika s ostalim demencijama kao §to je bilo i o¢ekivano. Pacijenti s
MCI imali su znaéajno veéi broj bodova na MMSE i CDT testovima, dok su na ADAS-Cog
testu imali znacajno manji broj bodova §to je takoder bilo ocekivano s obzirom na njihovu
klini¢ku dijagnozu s boljim kognitivnim stanjem od ostalih grupa.

Raspodjela sva tri moguca genotipa bila je u skladu s Hardy-Weinbergovom
ravnotezom. Statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike u raspodjeli genotipova 1 alela
izmedu AB, MCI i1 ostalh demencija, Sto je skladu s rezultatima ostalih europskih istrazivanja
polimorfiza C267T. Takoder nije bilo znacajne razlike u ucestalosti nosioca homozigotnog
genotipa CC naspram nosioca alela T (CT+TT), niti u ucestalosti nosioca homozigotnog
genotipa TT naspram nosioca alela C (CT+CC). Usporedba genotipa s rezultatima na MMSE,
CDT, ADAS-Cog testovima takoder nije dala statisticki znacajne rezultate.

Nasi rezultati upucuju na zakljuc¢ak kako u hrvatskoj populaciji polimorfizam C267T u
genu HTR6 nema znacajan utjecaj na nastanak AB, MCI i drugih demencija, niti na
uspjes$nost rjeSavanja kognitivnih testova za uspostavljanje klinicke dijagnoze demencija.
Razlog mozda lezi u relativno malom broju pacijenata sa demencijom, Cije uzorke i detaljne
analize kognitivnih testova je vrlo teSko prikupiti. Medutim, takoder postoji mogucnost da
ovaj polimorfizam ne predstavlja geneti¢ki ¢imbenik rizika za nastanak bolesti, ali utjee na
druge aspekte demencije i poremecaje raspoloZenja poput trajanja bolesti i ucinkovitosti
tretmana lijekovima, $to se takoder treba ispitati. Osim ovog, pozeljne su i analize drugih
polimorfizama i mutacija gena HTR6 i njegovog promotora kako bi se u potpunosti istrazila
njegova uloga u AB i drugim demencijama.

Nadalje, razli¢iti rezultati azijskih i europskih istrazivanja upucuju na veliku etni¢ku
raznolikost u ucestalosti ovog polimorfizma i u njegovoj povezanosti s AB. Kako bi se
potvrdila teorija da povezanost polimorfizma C267T s AB postoji, ali samo u nekim etni¢kim
grupama, potrebno je ponoviti dosadasnju studiju s ve¢im brojem pacijenata i usporediti je s

rezultatima drugih azijskih populacija poput Japanaca.
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6. ZAKLJUCAK

U 53.74% ispitanika ukljucenih u istrazivanje postavljena je dijagnoza Alzheimerove
bolesti (AB), u 25.70% ispitanika dijagnoza blagog kognitivnog poremecaja (MCI), u
5.11% ispitanika dijagnoza vaskularne demencije (VaD), u 12.15% ispitanika
dijagnoza frontotemporalne demencije (FTD), te u 3.27% ispitanika dijagnoza
demencije s Lewyjevim tjelescima (DLB)

1. Skupine osoba s Alzheimerovom boles¢u, blagim kognitivnim poremecajem i ostalim
demencijama, znacajno su se razlikovale u broju bodova na MMSE ocjenskoj ljestvici,
pri ¢emu je skupina osoba s blagim kognitivnim poremecajem imala znacajno veci
broj bodova na MMSE ocjenskoj ljestvici od osoba sa Alzheimerovom boles¢u i
ostalim demencijama.

2. Skupine osoba s demencijama (AB, MCI i ostale demencije), znacajno su se
razlikovale 1 u broju bodova na CDT ocjenskoj ljestvici, pri ¢emu je ponovno skupina
osoba s blagim kognitivnim poremec¢ajem imala zna€ajno vec¢i broj bodova od osoba
sa Alzheimerovom boleS¢u 1 ostalim demencijama.

3. U slucaju ADAS-Cog ocjenske skale, postojale su znacajne razlike u broju bodova
izmedu skupine osoba s Alzheimerovom boles¢u, blagim kognitivnim poremecajem i
ostalim demencijama. Medutim, kako na ADAS-Cog ocjenskoj ljestvici ve¢i broj
bodova ukazuje na zna¢ajnije kognitivno ostecenje, U ovom je slu¢aju skupina osoba s
blagim kognitivnim poremecajem imala znacajno manji broj bodova od osoba sa
Alzheimerovom bole$c¢u 1 ostalim demencijama.

4. Ucestalosti utvrdenih genotipova polimorfizma rs1805054 gena HTR6, koji kodira za
serotoninski receptor 5-HT6, u bolesnika oboljelih od demencije bile su skladu s
Hardy-Weinbergovom ravnotezom.

5. U ispitanika podijeljenih prema vrsti demencije, na bolesnike sa Alzheimerovom
bolesti, blagim kognitivnim poremecajem i sa ostalim tipovima demencije
(vaskularnom demencijom, frontotemporalnom demencijom i demencijom sa

Lewyjevim tjeleScima) nisu utvrdene znacajne razlike u raspodjeli genotipova i alela
polimorfizma rs1805054 gena HTR6.

6. Izmedu ispitanika sa AB, MCI 1 ostalim tipovima demencije, nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u ucestalosti nosioca homozigotnog genotipa CC naspram nosioca
alela T (CT+TT), kao niti u ucestalosti nosioca homozigotnog genotipa TT naspram
nosioca alela C (CT+CC).
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7. Statisticka analiza nije utvrdila nikakve znacajne razlike izmedu svih ispitanika
oboljelih od demencije podijeljenih prema genotipu, u broju bodova na MMSE
ocjenskoj ljestvici, CDT ocjenskoj ljestvici i ADAS-Cog ocjenskoj ljestvici.

8. Rezultati naseg istrazivanja nisu uputili na povezanost polimorfizma rs1805054 gena
HTR6, koji kodira za serotoninski receptor 5-HT6, sa razvojem demencije u bolesnika
sa blagim kognitivnim poremecéajem, Alzheimerovom bolesti i ostalim oblicima
demencija poput vaskularne demencije, frontotemporalne demencije i demencije sa
Lewyjevim tjelescima.

9. U svrhu razjas$njavanja uloge gena HTR6, koji kodira za serotoninski 5-HT6 receptor,

u razvoju demencije, potrebna su daljnja opSirnija istrazivanja koje ¢e ukljuéiti
razli¢ite populacije, razli¢ite tipove demencija 1 veci broj ispitanika.
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