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1. UVOD

1.1. Neurokognitivni poremecaji

Neurokognitivni poremecaji (NCD, engl. Neurocognitive Disorder) jedan su od glavnih
zdravstvenih problema koji utje€u na sposobnost pojedinca da funkcionira samostalno i bitna su
odrednica kvalitete Zivota (Depp 1 sur., 2006). Kod odraslih osoba, kognitivna funkcija uvelike
varira sa starenjem. Dok su neke kognitivne funkcije u procesu starenja relativno stabilne,
ukljucujuéi fond rijeci i znanje o svjetskim dogadajima (Baltes, 1993), druge izvrsne funkcije,

poput brzine mentalne obrade, paznje i radne memorije, opadaju s dobi (Park i sur., 2002).

Trenutno viSe od 55 milijuna ljudi diljem svijeta boluje od nekog oblika demencije, a svake
godine dijagnosticira se gotovo 10 milijuna novih slu¢ajeva. Demencija je sedmi vode¢i uzrok
smrti i jedan od glavnih uzroka invaliditeta medu starijim osobama u svijetu (WHO, 2023), te bi

prepoznavanje i lijeCenje pacijenata s NCD-om trebao biti javnozdravstveni prioritet.

U petom izdanju ,,Dijagnosti¢kog 1 statistickog prirucnika za dusevne poremecaje* (DSM-5,
engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th Edition), objavljenom 2013. god.
u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), a 2014. god. u Hrvatskoj, definicija demencije
izmijenjena je te se naziva veliki neurokognitivni poremecaj (MNCD, engl. Major Neurocognitive
Disorder). Medutim, zbog uobicajene primjene pojma demencija u drustvu i medicinskoj literaturi,

u ovom ¢e se radu koristiti oba naziva.

Prema starijoj DSM-IV Kklasifikaciji, razlikovala su se Cetiri kognitivna poremecaja: delirij,
demencija, amnesticki poremecaji i drugi kognitivni poremecaji. Ove Cetiri kategorije zamijenjene
su s tri kategorije u novoj DSM-5 klasifikaciji, a to su delirij, blagi NCD (MiNCD, engl. Mild
Neurocognitive Disorder) i MNCD. Dijagnoza delirija sluzi kao kriterij za isklju€enje bolesnika s
nekim drugim NCD-om. Nadalje, dok je DSM-IV Kklasifikacija za definiranje demencija koristila
domene kognitivnih oStecenja, kao Sto su apraksija, agnozija, afazija, izvrSna disfunkcija i
ostecenje pamcenja, DSM-5 kriteriji koriste specificne kognitivne domene kao S§to su izvrSne
funkcije, jezik, slozena paznja, u€enje i pamcenje, druStvena kognicija (spoznaja) i perceptivno-

motoricke sposobnosti (Americka psihijatrijska udruga (APA), 2013).



Kriteriji koji se nalaze u DSM-5 klasifikaciji (Tablica 1.) pokrivaju Siri spektar kognitivnih
poremecaja, bez ograniavanja na poremecaje koji pogadaju iskljucivo starije osobe. Definicija
NCD-a u DSM-5 klasifikaciji, uklju¢uje NCD-ove koji se pojavljuju i kod mladih pacijenata, a

koje su uglavnom ne-neurodegenerativnog podrijetla (Emmady i sur., 2022).

Tablica 1. DSM-5 kriteriji za dijagnozu MNCD-a (ranije demencija). (Preuzeto i modificirano
prema APA: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th ed., 2013).

DSM-5 KRITERIJI ZA BLAGE I TESKE NEUROKOGNITIVNE POREMECAJE

Dokaz kognitivnog pada u odnosu na prethodnu razinu izvedbe u jednoj ili viSe
kognitivnih domena (izvrS$na funkcija, jezik, sloZena paznja, ucenje i pamcenje, drustvena
kognicija (spoznaja) 1 perceptivno-motoricke sposobnosti) na temelju:

1. Zabrinutosti pojedinca, upucenog informatora ili klini¢ara da je doSlo do znacajnog
pada kognitivnih funkcija i;

2. Ostecenje kognitivnih sposobnosti, po moguénosti dokumentirano standardiziranim
neuropsiholoskim testiranjem ili, u nedostatku, drugom kvantificiranom klini¢kom

procjenom.

Veliki neurokognitivni poreme¢aj — MNCD — Kognitivni nedostaci ometaju neovisnost
u svakodnevnim aktivnostima (u najmanju ruku, osobe zahtijevaju pomo¢ u slozenim
instrumentalnim aktivnostima svakodnevnog Zzivota kao $to je placanje racuna ili

upravljanje lijekovima).

Blagi neurokognitivni poremecaj — MildNCD — Kognitivni nedostaci ne ometaju
sposobnost neovisnosti u svakodnevnim aktivnostima (ocuvane su slozene
instrumentalne aktivnosti svakodnevnog Zivota kao $to su placanje racuna ili uzimanje

lijekova, ali moZe biti potreban ve¢i napor, kompenzacijske strategije ili prilagodavanje).

C | Kognitivni deficiti ne javljaju se iskljucivo u kontekstu delirija.

Kognitivni deficiti nisu bolje objas$njeni drugim mentalnim poremecajem (npr. veliki

depresivni poremecaj, shizofrenija).




1.1.1. Blagi neurokognitivni poremecaj (MiNCD)

Prema DSM-5 klasifikaciji, dijagnoza MiNCD-a definirana je smanjenjem kognitivnih
sposobnosti u odnosu na prethodnu razinu i zahtijeva od osobe da uklju¢i kompenzacijske strategije
i prilagodbe kako bi odrZzala neovisnost i obavljala aktivnosti u svakodnevnom zivotu. Dakle, radi
se o kognitivnim potesko¢ama koje nisu karakteristicne za normalno starenje, ali ne ogranicavaju
sposobnost osobe da Zivi samostalno. Blagi neurokognitivni pad moze prethoditi naknadnoj pojavi
ozbiljnijeg pada (MNCD), ali to nije nuzni slijed dogadaja (Stokin i sur., 2015). Uobicajena
dijagnoza blagog kognitivnog oStecenja (MCI, engl. Mild Cognitive Impairment) u klinickoj
praksi, vrlo je slicna DSM-5 definiciji MiNCD-a. Definicija MCIl-a prema smjernicama
Nacionalnog instituta za starenje i Udruge za Alzheimerovu bolest (NIA-AA) ukljucuje promjenu
kognitivnih funkcija koju su prijavili pacijent ili klini¢ar. MCI podrazumijeva oSte¢enja u jednoj
ili viSe domena, ali uz o¢uvanje funkcionalnih sposobnosti (Albert i sur., 2011). Dakle, MCI se
koristi kao opisni pojam klini¢kog stanja u grani¢noj zoni, izmedu normalne kognicije i demencije,
koji ne ometa svakodnevni Zivot i neovisnost pojedinca. Smatra se da otprilike 50 — 80 % pacijenata
s MCI-om, s vremenom razvije demenciju (Petersen i sur., 1999). Medutim, MCI moze biti
posljedica 1 drugih uzroka, primjerice vaskularnih lezija mozga ili depresije (Schmidtke i
Hermeneit 2008). MCI se za razliku od MiNCD-a, odnosi uglavnom na starije odrasle osobe, dok

MiNCD ukljucuje sve dobne skupine (Stokin i sur., 2015).
1.1.2. Veliki neurokognitivni poremecaj (MNCD)

Prema DSM-5 kriterijima, MNCD obiljezava ozbiljno oSteéenje pamcenja, orijentacije,
prosudivanja i kognicije koji su uglavnom steceni, a ne urodeni. Postoje dvije vazne znacajke koje
MNCD razlikuju od dijagnoze demencije prema DSM-IV kriterijima. Prvo, oStecenje pamcéenja
nije nuzan uvjet za dijagnozu MNCD-a, §to omogucuje dijagnosticiranje drugih oblika kognitivnog
ostec¢enja ili demencije koji ne ukljucuju poteskoce u pamcenju. Primjerice, takva su ostecenja
posljedica mozdanog wudara, frontotemporalne degeneracije, traumatske ozljede mozga,
cerebrovaskularne bolesti 1 Parkinsonove bolesti. Drugo, kod MNCD-a oSteéenje u jednoj
kognitivnoj domeni dovoljno je za dijagnozu, dok je prema prethodnoj klasifikaciji za dijagnozu
demencije bilo potrebno osStecenje pamcenja i barem jo$ jedne kognitivhe domene (Sherman i

Schnyer, 2016).



1.2.Podvrste demencije

Demencija je objedinjuju¢i pojam koji se koristi za opisivanje progresivnog kognitivnog
opadanja, ali se njezine podvrste klasificiraju prema uzroku demencije. Mogu se razlikovati dvije
glavne kategorije demencije: 1) neurodegenerativna (ireverzibilna); i 2) ne-neurodegenerativna
(potencijalno reverzibilna) (Slika 1). Prema DSM-5 klasifikaciji razlikujemo NCD izazvan
Alzheimerovom boles¢u (AB, eng. Alzheimer's disease), vaskularnom demencijom (VaD, engl.
Vascular Dementia), frontotemporalnom demencijom (FTD, engl. Frontotemporal Dementia),
demencijom s Lewyjevim tjeleScima (DLB, engl. Dementia with Lewy bodies), traumatskom
ozljedom mozga (TBI, engl. Traumatic Brain Injury), infekcijom virusom humane
imunodeficijencije (HIV, engl. Human Immunodeficiency Virus) i prionskom boles¢u. NCD moze
takoder biti uzrokovan Parkinsonovom (PB, engl. Parkinson's disease) i Huntingtonovom boles¢u
(HB, engl. Huntington's disease), kao i primjenom supstanci/lijekova, a postoji i NCD izazvan

drugim zdravstvenim stanjima, viSestrukim etiologijima, te nespecificirani NCD (Sadock, 2015).

DEMENCIJA
NEURODEGENERATIVNA NE - NEURODEGENERATIVNA
AB vaD Depresija i anksioznost Problemi s metabolizmom
FTLD DLB Nuspojave lijekova  Infekcije

Druge degenerativne demencije

Slika 1. Kategorizacija demencija. Neurodegeneracija se smatra primarnim uzrokom demencije
kod odraslih ljudi. Degenerativne demencije medu ostalim uklju¢uju AB, VaD, FTLD i DLB. S
druge strane, metabolicki problemi kao $to su nedovoljna aktivnost Stitnjace (hipotireoza), kroni¢na
konzumacija alkohola i lijekova, subduralni hematomi, tumori mozga, te psihijatrijske bolesti
poput depresije, mogu biti odgovorni za ne-neurodegenerativno kognitivno ostecenje (Preuzeto i

modificirano prema Malik i sur., 2022).



1.2.1. Alzheimerova bolest (AB)

AB je ireverzibilni i progresivni neurodegenerativni poremecaj srediSnjeg ziv€anog sustava
(SZS), koji rezultira kognitivnim o$teé¢enjem i gubitkom paméenja. AB predstavlja najéesci oblik
neurodegenerativne demencije, a njegova prevalencija raste s dobi (u vise od 40% osoba starijih
od 85 godina) (Beydoun i sur., 2014). Karakteriziran je neuropatoloskim obiljezjima poput
nakupljanja izvanstani¢nih plakova amiloid-f (AP) peptida i unutrastani¢nih neurofibrilarnih
snopica (NFT, engl. Neurofibrillary Tangles) gradenih od hiperfosforiliranog proteina tau, uslijed
cega dolazi do smrti neurona, i to najprije u podru¢jima mozga koji su ukljuceni u pamcenje i druge
kognitivne funkcije - entorinalnom korteksu i hipokampusu (Nacionalni institut za zdravlje (NIH),
2017), a zatim postepeno i u cijelom mozgu (Isacson i sur., 2002) (Slika 2). Progresivno propadanje
neurona dovodi do neravnoteze izmedu razli€itih neurotransmiterskih sustava (npr. acetilkolina,
dopamina i serotonina) i posljedi¢no do kognitivnih nedostataka (Yiannopoulou i Papageorgiou,

2013).

Mozdana kora

-

Entorinalni korteks

Hipokampus

Slika 2. Prikaz medijalnog temporalnog reznja, entorinalnog korteksa i hipokampusa, regija mozga
koje su najranije zahvacene promjenama uslijed AB-a (Preuzeto i modificirano prema Nacionalni

institut za zdravlje (NIH) - Nacionalni institut za starenje (NIA), 2017).

Prema hipotezi amiloidne kaskade nakupljanje izvanstani¢nih plakova AP peptida u mozgu

glavni je uzrok AB-a (Slika 3). Amiloidni prekursorski protein (APP, eng. Amyloid precursor



protein) je transmembranski protein koji je sastavni dio membrane Ziv&anih stanica. U SZS, APP
se moze cijepati u dva razli€ita puta. U prvom, tzv. neamiloidnom putu, APP se prvo cijepa
enzimom a-sekretazom, S$to rezultira stvaranjem izvanstani¢nog proteina sAPPa 1 C83,
membranskog C-terminalnog fragmenta od 83 aminokiseline. Daljnjim cijepanjem C83 fragmenta
enzimom Yy-sekretazom nastaje fragment p3 (peptid od 24 ili 26 aminokiselina) i membranski
vezana APP unutarstanicna domena (AICD, eng. Amyloid Precursor Protein Intracellular
Domain). U drugom, tzv. amiloidnom putu, cijepanjem APP-a -sekretazom nastaje izvanstani¢ni
produkt sAPPB i C99, membranski C-terminalni fragment od 99 aminokiselina. Daljnjim

cijepanjem C99 y-sekretazom nastaje izvanstani¢ni A peptid i AICD (Querfurth i Laferla, 2010).

APP

a-sekretaza B-sekretaza

C83 C99

sAPPa y-sekretaza 1 sAPPB

AICD

p3

Neurofibrilarni évorovi (tau) Upala  Oksidacijski stres

Ekscitotoksi¢nost

Slika 3. Hipoteza amiloidne kaskade. APP se cijepa ili a-sekretazom $to rezultira stvaranjem
sAPPa i C83 (neamiloidni put, zelene strelice) ili B-sekretazom $to rezultira nastankom sAPPp i
C99 (amiloidni put, crvene strelice). Naknadno cijepanje C99 fragmenta y-sekretazom rezultira
stvaranjem i izvanstani¢nim sekrecijom A peptida. Smatra se da je AP peptid toksi¢an za stanice

(Preuzeto i modificirano prema Léger i Massoud, 2013).

Vjeruje se da povecano stvaranje AP peptida, uzrokuje njegovo agregiranje u oligomere 1
amiloidne fibrile, koji tvore plakove. Duljina proizvedenog A peptida je promjenjiva, od 37 do
42 aminokiseline. Primjecena je ve¢a mogucnost formiranja agregata, odnosno veca toksi¢nost
dulje izoforme AP42. Smatra se da agregacija AP peptida potic¢e hiperfosforilaciju proteina tau, Sto

dovodi do nastanka NFT-ova, upale, oksidativnog stresa i ekscitotoksi¢nosti (Cummings, 2004), a



posljedi¢no do stani¢ne smrti i poremecaja u neurotransmisiji posebice acetilkolina, kao jednog od

ranih simptoma AB-a (Francis i sur., 1999).

Tau je topljivi protein, koji se uglavnom eksprimira u neuronima, veze se na mikrotubule,
stabilizira mikrotubularni sklop i tako utjece na rast i razvoj aksona. U normalnim uvjetima postoji
ravnoteza izmedu fosfataza i kinaza povezanih s mikrotubulima, odgovornih za fosforilaciju i
defosforilaciju tau proteina. No, u patoloskim uvjetima, dolazi do smanjene aktivnosti fosfataza i
pojacane aktivnosti kinaza, §to uzrokuje hiperfosforilaciju tau proteina i njegovo nakupljanje u
spiralne, netopljive filamente, NFT (Slika 4), a posljedicno dovodi do degeneracije neurona i

sinapticke disfunkcije (Dolan i Johnson, 2010).

Mikrotubuli

A Kinaze |, Fosfataze

Mikrotubuli

Hiperfosforilirani

tau
Hiperfosforilirani

tau

Destabilizacija topljivih
mikrotubula i tau

NFT

Slika 4. Stvaranje NFT-a tijekom AB-a (Preuzeto i modificirano prema Kumar i sur., 2018).

NFT-ovi nastaju u tijelu neurona, ali tijekom progresije AB-a nakon smrti neurona
oslobadaju se u medustani¢ni prostor, gdje ih ,hvataju astrociti i stanice mikroglije (Mawal-
Dewan i sur., 1996). Tijekom AB-a, NFT-ovi se mogu detektirati u hipokampusu, entorinalnom
korteksu, amigdali, dorzalnim jezgrama raphe i Meynertovoj bazalnoj jezgri (D’ Amelio 1 Rossini,
2012). Osim u AB-u, nakupljanje NFT-ova takoder ima ulogu u patogenezi drugih neuroloskih i
neurodegenerativnih poremecaja, kao $to su Downov sindrom (DS, engl. Down Syndrome),

Creutzfeldt-Jakobova bolest (CJB, engl. Creutzfeldt-Jakob Disease) 1 FTD.



Kao 1 u slucaju drugih neurodegenerativnih ostecenja koja se javljaju u odrasloj dobi, AB
se smatra multifaktorijalnom boles¢u, koju mozemo podijeliti na obiteljski/nasljedni i sporadi¢ni
oblik. Identificirana su Cetiri gena povezana s razvojem AB-a: geni za presenilin 1 (PSEN1),
presenilin 2 (PSEN2), amiolidni prekursorski protein (APP) i apolipoprotein E (ApoE), Cije se
mutacije povezuju s poremeéenom obradom APP-a (St George-Hyslop i Petit, 2004). Mutacije u
genima koji kodiraju APP, PSEN1 i PSEN2 odgovorne su za rani pocetak autosomno-dominantnog
oblika bolesti i ¢ine ~1 % slucajeva AB-a. Za ¢es$¢i i sloZeniji oblik AB-a, s kasnim poc¢etkom, alel

e-4 gena koji kodira ApoE prepoznat je kao glavni genetski rizi¢ni ¢cimbenik (Vilatela i sur., 2012).

Za lijeCenje AB-a odobreni su inhibitori acetilokolinesteraze (AChEI): donepezil,
galantamin i rivastigmin, koji poveéavaju koncentraciju acetilkolina u sinapsama, a koji su klinicki
korisni kao simptomatski tretman u odgadanju kognitivnog pada osoba s AB-om (Cummings i sur.,
2019). Jo§ jedan terapijski agens odobren za simptomatski tretman umjerene do teSke AB je
nekompetitivni antagonist N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora - memantin. Memantin sprjecava
prekomjernu aktivaciju glutamatnih receptora i omogucuje njihovu normalnu aktivnost. Na taj
nacin ublazavaju se opasni ucinci poviSenih razina glutamata, koji mogu dovesti do neuralne
disfunkcije (Kuns i sur., 2023). Dva anti-amiloidna monoklonska antitijela, lecanemab 1
aducanumab nedavno su odobrena za lijeCenje AB-a u SAD-u i prvi su lijekovi koji usporavaju
napredovanje AB-a, no imaju niz negativnih nuspojava te najbolju u¢inkovitost pokazuju u ranom
ili srednjem stadiju AB-a (Cummings, 2023). Stoga, jos uvijek ne postoji primjerena terapija koja

bi lijecila bolest ili sprijecila njezin nastanak.
1.2.2. Vaskularna demencija (VaD)

Vaskularne bolesti drugi su najées¢i uzrok demencije (Schneider i sur., 2007). Vaskularno
kognitivno ostecenje (VCI, engl. Vascular Cognitive Impairment) je sindrom u kojem se
kognitivno ostecenje, koje obuhvaca i demenciju i blaze oblike oStecenja, pripisuje vaskularnoj
bolesti (Moorhouse i Rockwood, 2008). Razlikuju se dva klini¢ka oblika: (1) VCI uzrokovan
simptomatskim mozdanim udarom; i (2) VCI uzrokovan prikrivenom vaskularnom ozljedom
mozga (primjerice tihi infarkt mozga ili krvarenje 1 lezije bijele tvari) koja se moze utvrditi samo
snimanjem mozga ili autopsijom (Smith, 2016). U klinickoj praksi slikovne tehnike prikaza mozga
(kompjutorizirana tomografija - CT i magnetska rezonanca - MRI) imaju klju¢nu ulogu u dijagnozi

VCI (Slika 5) (Wardlaw i sur., 2013).



Slika 5. MRI mozga, aksijalni presjek. Prisutne su teSke i opseZne promjene bijele tvari u bolesnika

s VaD (oznaceno bijelom strelicom) (Preuzeto i modificirano prema Van Straaten i sur., 2004).

Kognitivni deficiti u VCI-u, mogu se podijeliti prema ozbiljnosti na MCI ili demenciju
(VaD), odnosno MiNCD i MNCD prema DSM-5 klasifikaciji (Sachdev i sur., 2014). Cimbenici
rizika za nastanak VaD-a su starija dob, hipertenzija, pusenje, bolesti srca, dijabetes,
hiperlipidemija i psiholoski stres. To su ujedno i ¢imbenici rizika za mozdani udar, koji je glavni,

ali ne 1 jedini nacin koji povezuje cerebrovaskularnu bolest s VaD-om (Hebert i sur., 2000).

VaD je drugi najces¢i tip demencije, koji obuhvaca 15% do 20% slu€ajeva demencije u
Sjevernoj Americi i Europi (Wolters i Ikram, 2019). Podtipovi su definirani prirodom vaskularne
patologije, brojem zahvacenih intrakranijalnih Zila, anatomskim mjestom i vremenom pocetnog
vaskularnog dogadaja. Podtipovi VaD-a ukljucuju: (1) demenciju nakon mozdanog udara; (2)
multiinfarktnu demenciju; (3) supkortikalnu demenciju; (4) mjeSovitu demenciju; i (5) CADASIL
(cerebralna  autosomno dominantna arteriopatija sa  subkortikalnim infarktima i

leukoencefalopatijom) (Kalaria, 2018).

Trenutno ne postoje posebni lijekovi odobreni za lijeCenje VaD-a (Sun 2018). Klini¢ka
ispitivanja donepezila, trenutno koriStenog kod pacijenata s AB, nisu bila obecavajuca u VaD-u,

jer se pokazao kao puno manje ucinkovit (Roman i sur., 2010).



1.2.3. Ostale neurodegenerativne demencije

Frontotemporalna demencija (FTD) ocituje se neuronskom degeneracijom frontalnog i
prednjeg temporalnog reznja mozga (Slika 6). U bolesnika starijih od 65 godina, FTD je tre¢i
najcesci uzrok demencije, te drugi najc¢esci uzrok rane demencije (dob <65). Obi¢no pogada osobe
izmedu 45 1 65 godina starosti (Kurz i sur., 2014). FTD je povezan s ventromedijalnim i
dorzolateralnim frontalnim 1 anteriornim temporalnim gubitkom sive tvari (Schroeter i sur., 2008),
odnosno zahvaca podru¢ja mozga koja su odgovorna za ponaSanje, ucenje jezika, osobnost,
motivaciju, izvr$nu funkciju i apstraktno misljanje. Najprije nastupaju promjene u ponasanju i
jezicne poteskoce (sintaksa i fluentnost), nakon kojih slijedi gubitak izvr$nih funkcija i kognitivnih

sposobnosti (Chan i sur., 2011).

Slika 6. Vanjski prikaz desne mozdane hemisfere pacijenta s dijagnosticiranim FTD-om. Vidljivo
je skupljanje vijuga u frontalnom (crvene strelice) i temporalnom (zuta strelica) reznju. Gornji
temporalni girus pokazuje izrazenu atrofiju prednje jedne tre¢ine mozga, dok su straznje dvije

tre¢ine normalnog izgleda (Preuzeto i modificirano prema Lawrence i sur., 2003).

FTD se moze manifestirati u dva klinicka podtipa, zasnovano na promjenama u ponasanju
1 osobnosti ili jezicnim poremecajima. Bihevioralni tip FTD-a (bvFTD, engl. Behavioural-variant
Frontotemporal Dementia) pogada vise od 50% pacijenata s FTD-om a karakteriziraju ga promjene
u ponasanju i osobnosti kao $to su apatija, gubitak empatije ili stereotipno ponasanje (Josephs i
sur., 2011). Ako pacijent ima jezi¢nih poteskoca, postavlja se dijagnoza primarne progresivne

afazije (PPA, engl. Primary Progressive Aphasia). Posljednjih godina PPA se dijeli u tri varijante:
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1) progresivna nefluentna afazija (PNFA, engl. Progressive Nonfluent Aphasia); 2) semanticka
demencija (SD, engl. Semantic Dementia); 1 3) logopeni¢na progresivna afazija (LPA, engl.
Logopenic Progressive Aphasia). PNFA je druga najzastupljenija prezentacija FTD-a, koju ima 25
% pacijenata (Johnson i sur., 2005). Agramatizam koji se sastoji od kratkih, jednostavnih fraza i
izostavljanja gramati¢kih morfema, kao i naporan (spor) govor, klju¢ni su kriteriji za uspostavljanje
dijagnoze PNFA. Za postavljanje dijagnoze SD-a, bitne su pojava anomije te oStecenje
razumijevanja i pojmovnog znanja, pri ¢emu govorna produkcija nije oSte¢ena (Gorno-Tempini i

sur., 2011).

U osoba s FTD-om utvrdene su abnormalnosti serotoninskog (Franceschi i sur., 2005) i
dopaminskog sustava u mozgu (Rinne i sur., 2002), dok se ¢ini da je funkcija kolinergickog sustava
relativno sacuvana. Identificirano je pet gena Cije mutacije se povezuju s FTD-om: gen za fau
protein vezan s mikrotubulima (MAPT, engl. Microtubule Associated Protein Tau), C9orf72 (engl.
Chromosome 9 Open Reading Frame 72), granulin (GRN), gen koji kodira protein koji sadrzi
valozin (VCP, engl. Valosin Containing Protein) i CHMP2B (engl. Charged Multivesicular Body
Protein 2B) gen (Cruts i sur., 2012). Lijecenje je uglavnom simptomatsko. Dok za kognitivna
oSte¢enja u FTD-u nije utvrdena ucinkovita terapija, za bihevioralne simptome mogu biti u¢inkoviti
selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (SSRI, engl. Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors), a za motori¢ke simptome (parkinsonizam ili bolest motoric¢kih neurona), indicirana je

terapija riluzolom (benztiazol) (Tsai i Boxer, 2014).

Demencija s Lewyjevim tjeleScima (DLB) je neurodegenerativni poremecaj kojeg, kao i
ostale a-sinukleinopatije, karakterizira nakupljanje proteina o-sinkuleina (a-syn, engl. Alpha-
Synuclein) u sferi¢ne, citoplazmatske inkluzije u neuronima, tzv. Lewyjeva tjeleSca (Outeiro i sur.,
2019). Izvorno su se Lewyjeva tjeleSca smatrala obiljezjem PB-a i nisu bila povezana s demencijom
u kasnoj zivotnoj dobi. Kasnije se pokazalo da se Lewyjeva tjeleSca pojavljuju u mozdanom deblu
1 korteksu 15-25% pacijenata s demencijom (McKeith i sur., 1996) i da patologiju DLB-a
karakterizira progresivna akumulacija Lewyjevih tjeleSaca i neurita u mozdanom deblu, limbickim
1 neokortikalnim regijama (Ferman i sur., 2011). Mehanizmi agregacije i toksi¢nosti a-sinukleina
nisu u potpunosti razjasnjeni, ali je pokazano da ovaj protein prolazi kroz post-translacijske
modifikacije i medudjeluje s drugim brojnim proteinima, hormonima, neurotransmiterima i

metalima koji mogu modulirati njegovu sklonost agregaciji (Paleologou i El-Agnaf, 2012).
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U osoba s DLB-om c¢esto su prisutni problemi s paznjom i vizualno-prostornom
sposobnoscu, Sto moze rezultirati poteSkoama u crtanju oblika predmeta ili u kopiranju figura.
Dijagnoza DLB-a zahtijeva simptome demencije i najmanje dvije od Cetiri klini¢ke znacajke (dobro
oblikovane 1 detaljne vizualne halucinacije, fluktuirajuu kognitivhu sposobnost s izrazenim
varijacijama u paznji 1 budnosti, motoricke znacajke karakteristicne za parkinsonizam poput
akinezije, rigidnosti 1 tremora, te poremec¢aj ponasanja u REM fazi sna (RBD, eng. REM sleep
behaviour disorder)) (Ferman i sur., 2011). Dok je u bolesnika s DLB-om klini¢ka slika demencije
pra¢ena parkinsonizmom, u oboljelih od PB s demencijom (PBD), prvo su prisutni znakovi
parkinsonizma, nakon kojeg slijedi demencija (McKeith 1 sur., 2005) (Slika 7). U DSM-5
klasifikaciji, DLB i PBD nazivaju se veliki i blagi neurokognitivni poremecaj s Lewyjevim

tjeleScima, odnosno uzrokovan Parkinsonovom bolescu (APA, 2013).

Bolest Lewyjevih tjelesaca
* Parkinsonova
2y bolest (PB)

<
. =
Blago kognitivno 3
ostecenje (MCI) ‘ o
PB s demencijom Demencija s Lewyjevim
(PBD) tjelescima (DLB)

L J
T

»Demencije s Lewyjevim tjelescima“

Slika 7. Podjela bolesti Lewyjevih tjeleSaca. PBD se dijagnosticira kada se kognitivno oStecenje
razvije najmanje godinu dana nakon pojave parkinsonizma. DLB se dijagnosticira kada se
kognitivni simptomi pojave bez parkinsonizma ili manje od 1 godine nakon pojave parkinsonizma

(Preuzeto i modificirano prema Donaghy i McKeith, 2014).

Istrazivanja koja pokuSavaju usporiti napredovanje neurodegeneracije kod a-
sinukleinopatija prvenstveno upucuju na u€inke primjene donepezila i rivastigmina (Taylor i sur.,
2020), no ona su usredotocena prvenstveno na osobe s PBD-om, dok za DLB nema odgovarajuce

terapije.
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1.3. Dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfatni ester (DHEAS)

Steroidi su vazan dio endogene signalizacije u organizmu. Steroidogeneza se odvija
uglavnom u perifernim organima, kao §to su nadbubrezne zlijezde, gonade i placenta. No, 1 druga
tkiva 1 organi, primjerice mozak, takoder mogu sintetizirati steroide i djelovati autokrino i
parakrino (Giatti i sur., 2020). Steroidi koji ostvaruju svoje udinke u SZS-u nazivaju se
neuroaktivni steroidi, dok se neurosteroidima nazivaju oni koji se tamo i sintetiziraju (Corpéchot i
sur., 1981, Baulieu, 1998). Dehidroepiandrosteron (DHEA) najzastupljeniji je steroidni hormon u
ljudskoj krvi koji se pretezno sintetizira u nadbubreznim zlijezdama. Enzim sulfotransferaza 2A1
(SULT2AT1) pretvara DHEA u sulfatni ester, poznat kao dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
(Maninger i sur., 2009). Nadbubrezna zlijezda proizvodi velike koli¢ine DHEA i DHEAS-a
(zajedno u daljnjem tekstu DHEA(S)) tijekom fetalnog razvoja, koje naglo opadaju nakon rodenja
1 ostaju niske tijekom prvih 5-7 godina Zivota. Koncentracije DHEA(S)-a tada rastu i dosezu
vrhunac tijekom drugog desetljeca zivota, nakon Cega slijedi postepeni pad ovisan o dobi, da bi u
starijoj zivotnoj dobi (65-70 godina) pala samo na 20% maksimalne koncentracije. Postoje i jasne
spolne razlike u cirkuliraju¢im razinama DHEA(S)-a, pri ¢emu muskarci imaju vise razine od Zena
(Slika 8) (Rainey i sur., 2002). DHEA je prekursor androgenih i estrogenih hormona i sintetizira
se u manjoj mjeri i u spolnim zlijezdama, testisima i jajnicima (Nieschlag i sur., 1973). Osim toga,
DHEAC(S) se sintetizira de novo u mozgu, gdje su njegove koncentracije ¢ak 6 puta veée nego u

plazmi (Guazzo i sur., 1996), te je stoga nazvan neurosteroidom.
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Slika 8. Varijacije u razinama cirkulirajuéeg DHEAS-a tijekom ljudskog Zivota (Preuzeto i

modificirano prema Seely i sur., 2005).
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1.3.1. Biosinteza DHEA(S)-a

DHEA je steroid koji se sintetizira iz kolesterola u zoni reticularis kore nabubrezne zlijezde,
jajnicima ili testisima, te u glijalnim i ziv€éanim stanicama mozga. Prvi i odlucuju¢i korak u sintezi
steroidnih hormona je pretvorba kolesterola u pregnenolon uz pomo¢ CYP11A1 enzima unutarnje
mitohondrijske membrane, poznatog kao dezmolaza (citokrom P450scc). DHEA se sintetizira iz
pregnenolona u dva koraka, a oba su posredovana enzimom CYP17A1 (citokrom P450c17), koji
se natjeCe za pregnenolon s 3B-hidroksisteroid dehidrogenazom (HSD3B2), enzimom potrebnim
za proizvodnju mineralokortikoida i glukokortikoida. Sposobnost steroidogenog tkiva da sintetizira
DHEA-u ovisi o ekspresiji i aktivnosti CYP17A 1 HSD3B2. Slika 9 prikazuje puteve sinteze i
metabolizma DHEA(S)-a. U primata, DHEA cirkulira u krvi uglavnom u svom sulfatnom obliku
(DHEAS) u mikromolarnim razinama, pri ¢emu je koncentracija DHEAS-a posebno visoka u ljudi
i ¢impanza (Rege i sur., 2019). Pretvorbu DHEA-e u DHEAS prvenstveno katalizira enzim
sulfotranferaza SULT2A1 (Gabai i sur., 2020), iako to mogu i SULTIE1 i SULT2B. Budu¢i da
zona reticularis nadbubreznih zlijezda covjeka i drugih primata eksprimira SULT2A1 u velikoj

koncentraciji, anema HSD3B2, odgovorna je za ogromnu sintezu DHEAS-a (Mueller i sur., 2015).

DHEAS
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Slika 9. Sinteza DHEA(S)-a. DHEA se sintetizira iz pregnenolona putem A5 puta (crvene strelice).
CYPI1A1 — dezmolaza, HSD3B2 — 3f-hidroksisteroid dehidrogenaza, CYP17Al- 17a-
hidroksilaza/c17,20-lijaza, SULT2A1 — sulfotransferaza 2A1 pretvara DHEA-u u DHEAS

(Preuzeto i modificirano prema Gabai i sur., 2020).
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1.3.2. Mehanizmi djelovanja DHEA(S)-a

DHEA-u su u mozgu identificirali Baulieu i sur. i definirali ga kao glavni neuroaktivni
steroid koji ima $irok raspon bioloskih u¢inaka (Baulieu i Robel, 1996). Izraz "neuroaktivni
steroidi" odnosi se na steroidne hormone koji djeluju u SZS-u. Osim 3to je prekursor spolnih
steroida, DHEA(S) se veze na androgene i estrogene receptore, nuklearne i razne receptore u
plazmatskoj membrani i naponske kalcijeve kanaliCe, te aktivira brojne signalne putove (Prough i
sur., 2016) (Slika 10). Pokazano je DHEA i DHEAS u plazmatskoj membrani aktiviraju specifi¢ne
receptore povezane s G-proteinima (Charalampopoulos i sur., 2006), dok su Liang i sur. (2016)
pokazali da DHEA povecava broj receptora za IGF-1 (eng. Insulin Like Growth Factor). Razlicite
studije utvrdile su da DHEA(S) moze izravno modulirati brojne membranske receptore, kao Sto su
NMDA receptori, GABAAa receptori za [ ]-aminomasla¢nu kiselinu (GABA, engl. [1-Amino-Butiric
Acid), sigma receptori tipa 1 (c1).), kao i Ca®" kanale (Lapchak i sur., 2000; Compagnone i Mellon,
1998). DHEA i DHEAS uglavnom djeluju kao nekompetitivni antagonisti GABA receptora, s tim
da je antagonisticko djelovanje DHEAS jace od djelovanja DHEA (Majewska, 1990). S obzirom
da GABA u hipokampusu ima inhibicijski uc¢inak na stvaranje dugoroc¢ne potencijacije (LTP, od
eng. Long Term Potentiation), odnosno konsolidacije pam¢enja, smatra se da antagonisti GABAA
receptora, poput DHEA(S)-a imaju pozitivan u€inak na paméenje i kogniciju (Foeller i sur., 2005.).
Oba neurosteroda djeluju i kao pozitivni alostericki modulatori glutamatnih NMDA receptora,
vjerojatnije posredstvom ol receptora €iji su agonisti (Baulieu, 1998). NMDA receptori imaju
znacajnu ulogu u plasti¢nosti sinapsi i ucenju a njihovom aktivacijom u hipokampusu pospjesuje

se stvaranje sinapsi i LTP (Kostakis i sur., 2013.).

Nadalje, otkrivena je interakcija DHEA i DHEAS s dopaminskim i serotoninskim sustavom
(Pérez-Neri i sur., 2008), te ovi neurosterodi potenciraju oslobadanje noradrenalina (Monnet i sur.,
1995). Pokazano je takoder da DHEAS pojacava otpustanje hipokampalnog acetilkolina in vivo za
gotovo tri puta (Rhodes i sur., 1997) i time pojacava kolinergicku funkciju, Sto takoder objasnjava
njegovu ulogu u poboljsavanju paméenja (George i sur., 2006). Ostali potencijalni receptori za
DHEA(S) ukljucuju protein povezan s mikrotubulima 2 (MAP2, engl. Microtubule Associated
Protein 2) (Laurine i sur., 2003), membransko vezno mjesto za DHEA-u (mDBS, engl. Membrane
DHEA Binding Site) (Charalampopoulos 1 sur., 2008), te receptore u plazmatskoj membrani

tropomiozin receptor kinazu (Trk)-A 1 p75 neurotrofinski receptor (p75NTR) (Lazaridis i sur.
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2011). Uocena je i interakcija DHEA(S)-a s biosintezom dusikovog oksida i ionskim kanali¢ima
(Chakraborti i sur., 2011), naponskim Ca?" kanalima T-tipa (Chevalier i sur., 2012) i funkcijom
mitohondrija (Grimm i sur., 2014). Djelovanje DHEA(S) povezuje se sa modulacijom signalne
kaskade serin-treoninske kinaze i Akt signalnog puta (Zhang i sur., 2002), kao i sa aktivacijom
NF B koja potice transkripciju anti-apoptotskih proteina Bcl-2 porodice, aktivaciju imunoloskog
sustava i zaStitu stanica od toksina (Mao i Barger, 1998; Suzuki i sur., 2004), smanjujuci
oksidacijski stres i ROS (Iwasaki i sur., 2004). Jedan od mogué¢ih mehanizama poticanja
neurogeneze 1 prezivljavanja neurona DHEA(S)-om (Karishma i Herbert, 2002; Suzuki i sur.,
2004; Compagnone i sur., 1998; Ulmann i sur. 2009) je promjena koncentracije BDNF u razli¢itim
regijama mozga (Naert i sur., 2007; Pluchino i sur. 2013; Rahmani i sur. 2013; Sakr i sur. 2014).
Neuroprotektivno djelovanje DHEA(S) mozda je posredovano PI3K signalnim putem (Li i sur.,

2010) koji je u mozgu moduliran tirozin kinaznim receptorima (Trk) za BDNF (Gupta i sur., 2013).

GABA-AR \
DHEA(S)
‘ DHEA-specific / -
GPCR

MITOHONDRIJ

Slika 10. Djelovanje DHEA(S) putem razlicitih receptora u plazmatskoj membrani. DHEA(S)
aktiviraj razlicite receptore u plazma membrani, uklju¢uju¢i NMDA i GABAAx receptore, srediSnje
ol receptore, IGF-1 receptore, Trk-A receptore, kao i razne specificne receptore spregnute s G-
proteinima, koji utjecu na ekspresiju gena i mitohondrijsku funkciju stanice (Preuzeto i

modificirano prema Svob Strac i sur., 2020).
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1.3.3. Neurobiolosko djelovanje DHEA(S)-a

DHEA i DHEAS imaju brojne fizioloske funkcije u razli¢itim sustavima, ukljuujuéi SZS (Perez
Neri 1 sur., 2008), imunoloski sustav (Chen i1 Parker, 2004), kao i u tjelesnom rastu i razvoju
(Arquitt 1 sur., 1991). Djelovanja DHEA(S)-a ukljucuju pozitivne ucinke protiv demencije,
starenja, upale, dijabetesa, pretilosti, raka, ateroskleroze, osteoporoze i brojne druge (Nawata i sur.,
2002; Leowattana, 2004). Pretpostavlja se da DHEA(S) poboljSava neuralnu plasti¢nost i
podrazljivost, te da ima neuroprotektivna svojstva (Wolf i Kirschbaum, 1999), odnosno da
modulira smrt i prezivljavanje neurona (Zhang i sur., 2002, Kurata i sur., 2004; Taylor i sur., 2014),
osobito tijekom razvoja mozga (Mellon, 2007). Mnoge studije su, osim o neuroprotektivnim
(Kurata 1 sur., 2004; Kaasik i sur., 2001; Li i sur., 2001; Fiore i sur., 2004), izvjestile i o
antioksidativnim i protuupalnim u¢incima DHEA(S)-a (Boccuzzi i sur., 1997; Iwasaki i sur., 2004).
Neurodegenerativne bolesti uklju¢uju¢i AB i PB opcenito su popracene neuroinflamacijom, pri
¢emu su povecana upala i poviSene razine upalnih citokina povezani s kognitivnim padom.
Pokazano je da neuroupala moZze utjecati na sintezu DHEA(S)-a i obrnuto da DHEA(S) moze
modulirati proupalne molekule i imunoloski odgovor u demencijama (Yilmaz i sur., 2019, Dillon,
2005). Osim toga, pokazalo se da DHEA(S) igra znacajnu ulogu u modulaciji raspolozenja, emocija
i ponasanja (Fedotova i Sapronov, 2004; Maayan i sur., 2006; Nicolas i sur., 2001), kao i pamcenja
1 kognitivnih funkcija (Millman i sur., 2008, de Bruin i sur., 2002). Ovi podaci upu¢uju na DHEA
1 DHEAS kao potencijalne mete za prevenciju i lijeCenje raznih neuropsihijatrijskih i kognitivnih
poremecaja, ukljucujuc¢i demenciju (Wolf i Kirschbaum, 1999, Pérez-Neri i sur., 2008; Ben Dor i

sur., 2015; Sondergaard i sur., 2002; Strous i sur., 2003; Hillen i sur., 2000).

1.3.4. Terapijski potencijal DHEA(S)-a u demenciji

Pokazano ja de DHEA(S) ostvaruje neuroprotektivan i pozitivan ucinak na pamcéenje i
kogniciju (Foeller i sur., 2005; Vallee i sur., 2001; Flood i sur. 1992; Meunier i Maurice, 2004;
Kaasik i sur., 2001; 2003; Kurata i sur., 2004). Protektivni u¢inci DHEA(S)-a utvrdeni su in vitro
kod Ap-toksi¢nosti u B104 stanica, kultiviranih hipokampalnih neurona Stakora i miSjih
hipokampalnih HT-22 stanica (El Bitar i sur., 2014; Kato-Negishi i Kawahara, 2008; Cardounel i
sur., 1999), kao 1 in vivo u miSeva (Maurice i sur., 2000; Farr i sur., 2004). U NT2 neuronima
izlozenim oksidacijskom stresu, DHEA smanjuje ekspresiju i aktivnost BACE, enzima uklju¢enog

u stvaranje Al (Bastianetto i sur., 1999; Tamagno i sur., 2003).U APP/PS1 transgeni¢nih miSeva
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DHEA je imala povoljan u¢inak na rast i prezivljenje neurona (Xu i sur., 2012), dok je u AB modelu
Stakora tretiranih AICI(3) ostvarila neuroprotektivan u¢inak smanjenjem apopotoze i oksidacijskog
stresa, te poticanjem ekspresije BDNF-a i kolinergi¢ne transmisije u mozgu (Aly i sur., 2011).
Pokazano je i da primjena DHEA(S) poboljSava pamcenje u miseva (Roberts i sur., 1987) i Stakora

(Yoo i sur., 1996).

Iako se razina cirkulirajuéeg DHEA(S)-a smanjuje u ljudi staro$¢u, vecina je istrazivanja
pokazala da su razine DHEA(S)-a u plazmi, serumu i likvoru osoba s AB-om nize, nego u zdravih
kontrolnih osoba iste dobi (Sunderland i sur. 1989; Yanase i sur. 1996; Genedani i sur., 2004; Cho
isur., 2006; Aldred i Mecocci, 2010; Armanini i sur., 2003). Hillen i sur. (2000) sugerirali su da je
snizena koncentracija DHEA(S) u plazmi rizi¢ni ¢imbenik za razvoj AB-a. Sugerirano je da su nize
razine DHEA(S)-a u mozgu pacijenata s AB-om, obrnuto povezane s prisutnos¢u fosforiliranog
tau i f-amiloida, Sto upucéuje na mogucu neuroprotektivnu ulogu ovih neurosteroida u AB-u (Weill-
Engerer i sur., 2002). Pretpostavlja se da neravnoteza DHEA(S)-a ima ulogu u napredovanju
poremecaja neurotransmisije, te na taj nacin potie stvaranje izvanstani¢nih AP plakova i
unutarstanicnih NFT-ova (Arbo i sur., 2018). Medutim, Yanase i suradnici (1996) takoder su
pronasli nize vrijednosti DHEAS-a i omjera DHEAS/DHEA u ispitanika s AB-om i VaD-om, $to
ukazuje da smanjene koncentracije DHEAS-a u serumu predstavljaju uobicajeni fenomen u

demencija.

Medutim, pojedine studije utvrdile su i poviSene koncentracije DHEA(S)-a u cirkulaciji
(Rammouz i sur., 2011; Rasmuson i sur., 2011; Brown i sur., 2003; Naylor i sur., 2008; Kim i sur.,
2003), kao i1 u nekoliko mozdanih regija oboljelih od AB-a (Brown i sur., 2003; Marx i sur., 2006).
Kognitivne disfunkcije bile su povezane i sa snizenim i sa poviSenim razinama DHEA(S)-a, dok
neke studije nisu utvrdile promjene (Carlson i sur. 1999; Vallee i sur., 2001; Bo i sur. 2006;
Wolkowitz 1 sur., 2003; De Bruin i sur., 2002). Usprkos pozitivnim rezultatima u osoba s
demencijom (Wolf i sur., 1998), malo je dokaza da DHEA(S) poveéava mentalne sposobnosti i
pamcenje u zdravih osoba (Morales i sur.,1994; Alhaj i sur., 2006; Grimley Evans i sur., 2006).
Pozitivan u¢inak DHEA(S)-a na kognitivne funkcije ucenja i paméenja utvrden je u osoba s niskim
koncentracijama DHEAS-a, iako to druge studije nisu utvrdile (Vallee i sur., 2001; Wolkowitz i
sur., 2003). Kako povecava koncentraciju serotonina u hipotalamusu (Abadie i sur., 1993, Svec i

Porter, 1997), DHEA(S), putem metabolizma neurotransmitora (serotonina, dopamina), moze
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smanjiti 1 simptome depresije (Schmidt i sur., 2005), Ceste u osoba sa demencijama i povezane sa

snizenom razinom DHEA(S) u mozgu (Strous i sur., 2003).
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Slika 11. Potencijalno djelovanje DHEA(S)-a u Alzheimerovoj bolesti. Preko receptora u
plazmatskoj membrani, DHEA(S) pokazuje neuroprotektivna svojstva moduliraju¢i PI3K-Akt-
mTOR-p70S6k signaliziranje, te utjece na nakupljanje AP plakova, hiperfosforilaciju tau proteina
1 stvaranje neurofibrilarnih snopi¢a. DHEA(S) takoder djeluje antioksidativno, sprjecavajuci
stvaranje ROS-ova, smanjuju¢i lipidnu peroksidaciju i Stite¢i funkcije mitohondrija. DHEA(S)
takoder inhibira apoptozu povecavajuci ekspresiju anti-apoptotskog Bcl-2 gena i drugih gena za
prezivljavanje, kao i smanjuju¢i mRNA razine Bax-a, kaspaze-9 i kaspaze-3. Osim toga, DHEA(S)
pokazuje povoljne u¢inke na neuroinflamaciju tako $to smanjuje izlucivanje razlicitih proupalnih

citokina (Preuzeto i modificirano prema Svob Strac i sur., 2020).

19



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada je utvrditi razlike u raspodjeli genotipova i alela polimorfizma
152637125 gena SULT2A1, te u plazmatskoj koncentraciji DHEAS-a, izmedu osoba sa blagim i
velikim neurokognitivnim poremecéajem. Takoder ¢e se istraziti utjecu li varijacije u genu
SULT2A1 na koncentraciju DHEAS-a u plazmi te postoji li njihova povezanost s tezinom

neurokognitivnog poremecaja.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.Uzorci krvi

U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci krvi 304 ispitanika (135 Zena i 169 muskaraca), koji su
lijeceni u Klinici za psihijatriju Vrap€e u Zagrebu. Krv je uzeta ispitanicima hrvatskog porijekla,
kojima je dijagnosticiran veliki neurokognitivni poremecaj (demencija), uglavnom povezan s
moguc¢om AB-om, VaD-om, FTD-om te DLB-om ili blagi neurokognitivni poremecaj (MCI,
komparativna skupina). Dijagnozu su postavili iskusni psihijatri (N. Mimica, S. Uzun 1 O.
Kozumplik) iz Klinike za psihijatriju Vrapce u Zagrebu, prema kriterijima DSM-V (APA, 2013) i
NINCDS-ADRDA (Nacionalni institut za neuroloSke i komunikacijske poremecaje te mozdani

udar - Asocijacija za Alzheimerovu bolest i srodne poremecaje) (McKhann i sur., 1984).

Kognitivni simptomi ispitanika evaluirani su od strane psihijatara prvenstveno testom procjene
mentalnog stanja (MMSE, eng. Mini—-mental state examination) (Cockrell 1 Folstein, 1988;
Arevalo-Rodriguez i sur., 2013), prema kojoj broj bodova od 21 do 24 upucuje na blago, 10 do 20
na umjereno 1 9 ili manje na teSko kognitivno oStecenje, dok se vrijednost od 23 i manje bodova
preporuca za dijagnozu demencije (Folstein i sur., 1975). U evaluaciji kognitivnih simptoma
koriSteni su jo§ test crtanja sata (CDT, engl. Clock Drawing Test) (Lin i sur., 2013) i ljestvica
procjene Alzheimerove bolesti (ADAS, engl. Alzheimer's Disease Assessment Scale) - kognitivna

podskala (ADAS-Cog) (Rosen i sur., 1984).

U okviru projekta ,, Terapijski potencijal neurosteroida i neurotrofina u demenciji*“ (Hrzz IP-
04-2019), svim ispitanicima ili njihovim skrbnicima objasnjena je svrha i postupak istrazivanja te
su potpisali informirani pristanak. Za istraZivanje je dobiveno odobrenje Etickog povjerenstva
Klinike za psihijatriju Vrapce i Instituta Ruder Boskovi¢ i provelo se u skladu s Helsinskom
deklaracijom (1964). U Klinici za psihijatriju Vrapce, svim ispitanicima izvaden je uzorak od 8 ml
krvi koji je pohranjen u plastiéne Vacutainer epruvete s 2 ml otopine protiv zgrusavanja krvi (ACD,
engl. Acid Citrate Dextrose). Uzorkovanje krvi je provedeno ujutro, nataste. Svi uzorci su
dostavljeni na Institut Ruder Boskovi¢ u Laboratorij za molekularnu neuropsihijatriju, isti dan

nakon uzorkovanja.
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3.2.1zdvajanje plazme i genomske DNA

Uzorci krvi su se obradili u roku od 24 sata, te su iz njih uklonjeni plazma i trombociti, a zaostali
su eritrociti 1 leukociti. Serijom centrifugiranja iz pune krvi prvo sam izdvojio plazmu (3 min na
1100 x g), a zatim iz plazme trombocite (15 min na 5087 x g) kao bi se dobila plazma siromasna
trombocitima. Plazma, trombociti 1 preostali dio krvi s leukocitima za izolaciju
deoksiribonukleinske kiseline (DNA, engl. Deoxyribonucleic Acid) pohranjeni su na -20°C za
daljnje analize. Genomsku DNA izolirao sam iz leukocita metodom isoljavanja (engl. salting-out

DNA extraction) (Miller i sur. 1998). Popis koristenih kemikalija prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Kemikalije koriStene za izolaciju genomske DNA iz krvi.

VOLUMEN
KEMIKALIJE
(na 300 pl krvi)

Pufer za lizu eritrocita (RCLB, engl. Red Cell Lysis Buffer): 10 mM Tris, 5 900 il
mM MgClz, 10 mM NaCl, pH=7.6

SE (engl. Sodium EDTA) pufer: natrij-EDTA pufer; 75 mM NacCl, 25 mM, 300 ul
pH=8.0

Natrij dodecil sulfat (SDS, engl. Sodium Dodecil Sulphate), 10%, pH=7.2 30 Wl
Proteinaza K (20 mg/ml) L5yl
NaCl, 5 M otopina 160 ul
[zopropanol 800 pl
Etanol, 75% 250 pl
TE (engl. Tris-EDTA) pufer: 10 mM Tris, | mM EDTA, pH=8.0 100 pl

Uzorke krvi sam odmrznuo te stavio na valjkastu mijesalicu (engl. Roller Mixer) radi mijesanja
na 16-20 minuta. Dodao sam zatim, 300 pl uzorka i 900 ul hladnog RCLB-a (engl. Red Cell Lysis
Buffer), u sterilnu Eppendorf epruvetu. Sadrzaj sam tijekom 20 sekundi promijesao na rotacijskoj
mijesalici (vorteks), a potom pohranio na led 10 minuta. Sadrzaj s liziranim eritrocitima sam stavio

centrifugirati (2 min. na 13 400 x g, pri 4°C), a potom supernatant (u kojem se nalaze lizirani
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eritrociti) odvojio od taloga. Talog s leukocitima sam sacuvao i dodatno procistio trostrukim
ponavljanjem postupka resuspendiranja u RCLB-u i centrifugiranja. Zatim sam kako bi lizirao
stanice, na talog dodao 300 pl SE pufera i kratko promijeSao na rotacijskoj mijesalici, a potom
dodao 30 pl 10% SDS-a (engl. Sodium Dodecil Sulphate) i 1,5 pl proteinaze K. SDS otapa lipidne
membrane 1 djeluje kao aktivator proteinaze K, koja razgraduje proteine i enzime (primjerice
nukleaze), te tako omogucuje da DNA neoSte¢ena izade iz stanice. Lagano sam promijeSao sadrzaj
1 ostavio inkubirati pri 56°C, tijekom 2 sata na mijeSalici. Uzorcima sam zatim dodao 120 pl NaCl-
a (5 M), promijesao na rotacijskoj mijeSalici i centrifugirao (5 min. na 13 400 x g, pri 20°C).
Supernatant u kojem je otopljena DNA sam prebacio u novu mikroepruvetu i dodao 800 pl hladnog
izopropanola. Laganim mijeSanjem doslo je do precipitacije DNA, koja postaje vidljiva. Ponovo
sam centrifugirao (2 min. na 12 000 x g, pri 20°C), supernatant odlio, a u talog sam dodao 250 pl
75%-tnog etanola, koji otklanja ostatke NaCl-a i dodatno prociS¢ava talog. Nakon centrifugiranja
(2 min. na 12 000 x g, pri 20°C), supernatant sam odlio, a talog ostavio susiti na zraku 15 minuta,
kako bi sav alkohol ishlapio. Talogu sam dodao 100 pl tris-EDTA pufera (pH 8.0) i ostavio tijekom

jednog sata na 37°C da se otapa izolirana DNA. Uzorke sam potom pohranio na +4°C.

3.3. Odredivanje genotipova metodom lanc¢ane reakcije polimeraze u

stvarnom vremenu (real-time PCR)

Polimorfizmi jednog nukleotida (SNP, engl. Single-Nucleotide Polymorphism) oblik su
genetske varijacije koji se javlja s ucestalo$¢u od priblizno 1 na 1000 parova baza, a predstavljaju
zamjenu jednog nukleotida. SNP-ovi mogu utjecati na predispoziciju za neku bolest, promijeniti
opseg ili tezinu bolesti ili utjecati na odgovor na lijekove i ucinkovitost lije¢enja kao i pojavu
odredenih nuspojava. Prilikom genotipizacije koristili smo specijalno dizajnirane sonde tvrtke
Applied Biosystems® (SAD), koje se vezu na odredeni alel i mogu detektirati prilikom umnazanja
DNA u lancanoj reakciji polimeraze (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction), sto omogucuje
otkrivanje i analizu SNP-a. Tako dizajnirane sonde su komplementarne segmentu ciljne regije
DNA, a sama metoda se temelji na aktivnosti 7ag DNA polimeraze, odnosno njenoj 5' nukleaznoj
aktivnosti. Sonda je oligonukleotid koji na svom 5' kraju ima vezanu fluorescencijsku boju - VIC
ili FAM (engl. Reporter), a na 3' kraju utiSava¢ (engl. Quencher). Blizina utiSiva¢a smanjuje
fluorescencijski signal koji daje obiljezavajuca boja, kao rezultat prijenosa energije (FRET, engl.

Fluorescence Resonance FEnergy Transfer) 1 fluorescentni signal izostaje. Kada je
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komplementarna DNA sekvenci, dolazi do hibridizacije, te 7Tag DNA polimeraza svojom 5'

nukleaznom aktivnos¢u oslobada fluorescentnu boju sa sonde i opaza se fluorescencija (Dymond,

2013) (Slika 12).
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Slika 12. Shematski prikaz real-time PCR reakcije uz koristenje sonde oznacene fluorescencijskom

bojom VIC (Preuzeto i modificirano prema https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-

gpet/).

Stvaranje fluorescencijskog signala proporcionalno nakupljanju PCR produkta detektira se
uredajem ABI Prism 7000 Sequencing Detection System u stvarnom vremenu, a prisutnost

odredenog VIC i/ili FAM signala dokazuje prisutnost odgovarajucih alela (Slika 13).
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Slika 13. Jacanje flourescencijskog signala u ovisnosti o broju PCR ciklusa (A) i alelna

diskriminacija (B) (Preuzeto i modificirano prema https://www.gene-g.com/what-is-allelic-

discrimination-genotyping).
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Postupak genotipizacije:

Metodom real-time PCR u uzorcima DNA svih ispitanika genotipizirao sam polimorfizam
1s2637125 gena SULT2A1 primjenom TagMan SNP genotyping assay na uredaju ABI Prism7300
Real time PCR System (Applied Biosystems Inc., SAD), u skladu s uputama proizvodaca. Uzorke
izolirane DNA razrijedio sam destiliranom vodom (dH>O) do kona¢ne koncentracije 1,8 ng/ul. U
PCR plocicu (96 jazica) dodao sam u svaku jazicu po 4,5 pl razrijedenog uzorka DNA, 5 ul
TagMan univerzalne mjesavine za genotipizaciju (engl. Tagman Genotyping Mastermix) i 0,5 ul
TagMan mjesavine pocetnica i sondi obiljeZenih fluorescencijskim bojama VIC i FAM (Tablica
3). Za negativnu kontrolu, umjesto uzorka DNA, u prethodno opisanu smjesu, dodao sam dH>O.

Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 10 pl.

Tablica 3. Kemikalije koriStene za genotipizaciju polimorfizma 1s2637125 gena SULT2A41

metodom real-time PCR-a.

Kemikalije Volumen u jazici
Genomska DNA razrijedena u dH>O 4,5
2 x Tagman mjeSavina za genotipizaciju Sul

40 x Tagman mjeSavina pocetnica i sondi 0.5 ul

PCR plocicu sam stavio u uredaj ABI Prism7300 Real time PCR System (Applied
Biosystems Inc., SAD), i proveo umnaZzanje u skladu s uputama proizvodaca. Pocetna denaturacija
DNA provodila se kroz 10 minuta na temperaturi od 95°C, a nakon toga slijedilo je 40 ciklusa
denaturacije (15 sekundi pri 92°C). U toj fazi se spareni lanci DNA razdvajaju, i sluZe kao kalupi
za amplifikaciju. Kako bi se vezale pocetnice i omogucilo produljivanje komplementarnih dijelova
DNA, temperatura je snizena na 60°C u trajanju od 1 minute. Ciklusi od denaturacije do elongacije
DNA ponavljaju se 50 puta (Tablica 4). Detektiran je porast razine fluorescencije FAM i/ili VIC,
ovisno o odgovaraju¢em alelu, u stvarnom vremenu. Na homozigotnost jednog alela ukazuje

fluorescencija jedne boje, odnosno na heterozigotnost upucuje fluorescencija obje boje.
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Tablica 4. Uvjeti real-time PCR-a primjenjeni za genotipizaciju polimorfizma rs2637125 gena

SULT241.

Ciklusi | Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija 1 95°C 10 min
Denaturacija 92°C I5s
50 ‘
Vezanje i produljivanje podetnica 60°C I min

3.4. Odredivanje koncentracije DHEAS-a u plazmi

Za odredivanje koncentracije DHEAS-a u plazmi koristen je ELISA komplet (ELK8370) tvrtke
ELK Biotechnology, Inc. (SAD i Kanada). Ovaj test bazira se na tehnici imunoloSkog testa

kompetitivne inhibicije enzima (Slika 14).
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Slika 14. Shematski prikaz odredivanja koncentracije DHEAS-a u plazmi pomoc¢u komercijalnog
ELISA kompleta tvrtke ELK Biotechnology, Inc. (SAD i Kanada). 1. Vezanje DHEAS-a iz plazme
na monoklonalna protutijela koja su imobilizirana u mikroplo€ici; 2. Ispiranje puferom te dodatak
Streptavidin-HRP radne otopine (vezanje na postoje¢i kompleks imobiliziranog protutijela i
DHEAS-a); 3. Ispiranje puferom te dodatak TMB supstrata; 4. Dodatak reagensa za zaustavljanje
reakcije 1 biljeZenje opticke gustoce na 450 nm, te izracun rezultata (Preuzeto i modificirano prema

ELK Biotechnology, Inc.).
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Mikrotitarska plo¢ica u ovom kompletu oblozena je proteinom DHEAS. Tijekom reakcije,
DHEAS iz uzorka plazme veZe se na monoklonalno protutijelo kojim je mikroploc¢ica obloZena.
Nevezani uzorak (ili viSak konjugata) se ispire, a zatim se u svaku jazicu doda drugo monoklonalno
antitijelo koje sadrzi enzim — avidin konjugiran s peroksidazom iz hrena (HRP) i inkubira. Nakon
toga doda se otopina TMB (tetrametilbenzidin) supstrata. Reakcija enzim-supstrat prekida se
dodatkom stop otopine i boja se mijenja iz plave u zutu. Opticka gustoca (OD, engl. Optical
Density) mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 450 nm + 10 nm. Koncentracija
DHEAS-a u testiranim uzorcima plazme moZe se izraCunati usporedbom OD uzoraka sa

standardnom krivuljom.

Postupak odredivanja koncentracije DHEAS-a u plazmi:

Koncentraciju DHEAS-a u plazmi, odredio sam imunokemijskom metodom ELISA,
primjenom komercijalno dostupnoga seta reagenasa (ELK8370) tvrtke ELK Biotechnology, Inc.
(SAD i Kanada). JaZice mikrotitarske ploc¢ice, presvuc¢ene su monoklonalnim protutijelom koje na
sebe veze DHEAS iz plazme. Prema uputstvima proizvodaca pripremio sam razrjedenja standarda
kako bih dobio seriju razrjedenja razli¢itih koncentracija (Slika 15). U 7 jazica odredenih za
razrijedene standarde dodao sam 50 pL standardne radne otopine. U jazicu za slijepu probu dodao
sam 50 pL standardnog razrjedivaca, a u ostale po 50 pL uzorka plazme. Zatim sam odmah dodao
50 pL radne otopine biotiniliranog konjugata (1x) u svaku jazicu. Sve standarde, uzorke i slijepu
probu, dodao sam u duplikatima. Plo¢icu s dodanim sadrzajem dobro sam izmijesao, pokrio folijjom
te inkubirao 1 sat na 37°C. Nakon inkubacije, izlio sam tekuéinu iz svih jaZica te isprao svaku
jazicu, dodatkom 200 pL pufera za ispiranje (engl. Wash Buffer) (1x) i dekantirao teku¢inu. Kako
bih potpuno uklonio preostalu tekuéinu iz svih jazica plo¢icu sam lagano prislonio na upijajuci
papir. Ponovio sam postupak ispiranja tri puta. Nakon toga dodao sam 100 puL Streptavidin-HRP
radne otopine (1x) u svaku jazicu, pokrio folijom i inkubirao 1 sat pri 37°C . Zatim sam plo¢icu
ponovo ispirao pet puta, kao §to je provedeno nakon prve inkubacije. U svaku jazicu dodao sam 90
uL otopine TMB supstrata, pokrio novom, adhezivnom folijom te inkubirao 20 minuta na 37°C u
mraku. Tekuéina u jazicama postala je plava dodatkom TMB supstrata. Dodao sam potom u svaku
jazicu 50 pL reagensa za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution) i lagano protresao sadrzaj
ploc¢ice dok tekucina nije pozutjela. Zatim sam na ELISA ¢itacu mikroplocica (Biosan Hipo MPP

96 Microplate Photometer) proveo mjerenje OD na 450 nm. Prema uputama proizvodaca,
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usporedbom izmjerene OD wuzoraka i razrijedenja standardne radne otopine odredena je

koncentracija DHEAS-a u plazmi.

Kemikalije i materijal:

e Mikroplocica (96 jazica)

e Liofilizirana standardna radna otopina

¢ Biotinilirani konjugat (100x)

e Streptavidin-HRP (100x)

e Pufer za razrjedivanje standarda/uzorka

e Razrjedivac biotiniliranog konjugata

e HRP razrjedivac

e Pufer za ispiranje (engl. Wash buffer) (25%)
e TMB otopina supstrata

e Reagens za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution)
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Slika 15. Priprema standardne radne otopine DHEAS-a. Koncentracija standarda u osnovnoj

otopini je 10 000 pg/mL. Pripremi se Sest epruveta koje sadrze 0,5 mL pufera za razrjedivanje

standarda i1 naprave se serijska razrijedenja radne otopine u duplikatu (Preuzeto i modificirano

prema ELK Biotechnology, Inc.).
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3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci u tablicama pokazani su kao srednja vrijednost + standardna pogreska ili kao broj 1
postotak, dok su graficki podaci prikazani kao medijan i raspon izmedu minimuma i maksimuma.
Rezultati su obradeni raCunalnim programom GraphPad Prism verzija 4.00 za Windows
(GraphPad Software, San Diego, SAD). Normalnost raspodjele razli¢itih parametara procijenjena
je D'Agostino & Pearsonovim testom normalnosti. Za usporedbu dvije skupine, koristio se
neparametrijski test (Mann-Whitney U test), jer podaci nisu bili normalno rasporedeni. Za
usporedbu tri ili viSe skupina zbog nenormalne raspodjele podataka koristio se neparametrijski
Kruskal-Wallis test sa Dunnovim post-hoc testom. Frekvencije genotipova i alela, kao 1 Hardy-
Weinbergova ravnoteza (HWE), evaluirani su y2-testom i Fisherovim testom. Korelacije su
ispitane neparametrijskim Spearmanovim testom, zbog odstupanja od normalne razdiobe podataka.

Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti od 0,05.
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Dob (godine)

4. REZULTATI

4.1. Demografski i klini¢ki podaci ispitanika

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 304 ispitanika; od ¢ega 91 ispitanika sa dijagnozom
teSkog neurokognitivnog poremecaja (demencije) i 213 ispitanika sa dijagnozom blagog
neurokognitivnog poremecaja (MCI) kao kontrolne skupine. Srednje vrijednosti dobi oboljelih od
demencije 1 kontrolnih ispitanika nisu se statisticki znacajno razlikovale (p=0,079, U=8463; Mann-
Whitney test) (Slika 16A). Kada su ispitanici prema broju MMSE bodova, podijeljeni na osobe s
normalnom kognicijom, blagim, umjerenim i teSkim kognitivim oSte¢enjem, utvrdila se znacajna
razlika u dobi izmedu ispitanika s umjerenom demencijom u odnosu na ispitanike s normalnom

kognicijom (p=0,028; Dunnov post-hoc test nakon Kruskal-Wallisovog testa) (Slika 16B).
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Slika 16. Dob ispitanika s demencijom i blagim kognitivnim poreme¢ajem (MCI) (A), te ispitanika
podijeljenih na osobe s normalnom kognicijom, blagim i umjerenim kognitivnim oSte¢enjem (B)

*p<0,03 vs ispitanici s normalnom kognicijom.

U skupini ispitanika s demencijom bio je znacajno ve¢i udio Zena (p=0,0003, Fisherov test),
nego u skupini ispitanika s MCI (Slika 17A). Kada su ispitanici podijeljeni na osobe s normalnom
kognicijom, blagim i umjerenim kognitivnim oste¢enjem, primjeceno je vise Zena nego muskaraca
(p=0,003, ¥2=11,39; y2-test) u skupini ispitanika s blagim kognitivnim oste¢enjem u odnosu na

ostale skupine ispitanika u kojima su prevladavali muskarci (Slika 17B).
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Slika 17. Raspodjela ispitanika s demencijom i blagim kognitivnim poremecéajem (MCI) (A); te

ispitanika s normalnom kognicijom, blagim i umjerenim kognitivnim oste¢enjem (B) prema spolu.

Osobe s MCI-em imale su zna¢ajno ve¢i broj MMSE (p<0,0001, U=0,0; Mann-Whitneyev
test) i CDT (p<0,0001, U=3059; Mann-Whitneyev test) bodova od osoba s demencijom,, dok u
slucaju ADAS-Cog ljestvice, nisu utvrdene znacajne razlike (p=0,769, U= 9485; Mann-Whitneyev

test) u broju bodova izmedu skupine osoba s demencijom i MCI-em (Tablica 5).

Tablica 5. Bodovi na MMSE, CDT i ADAS-Cog ljestvicama u ispitanika s demencijom i MCI-em.

Dijagnoza - N (%) Demencija - 91 (29,93 %) | MCI - 213 (70,07 %)
Bodovi prema MMSE ljestvici 21,64 £ 0,18 27,00 £ 0,12*
Bodovi prema CDT ljestvici 4,27+ 0,05 2,66 +0,13*
Bodovi prema ADAS-Cog ljestvici 38,38 £ 0,38 38,62+ 0,67

Kao §to je prikazano na slici 18B i C, muskarci (p<0,0001) i zene (p< 0,0001) s demencijom
imali su znac¢ajno manji broj MMSE, odnosno CDT bodova u usporedbi s muskarcima i Zenama s
MCI-em (Dunnov post-hoc test nakon Kruskal-Wallisovog testa). Na ADAS-Cog ljestvici nije bilo
znacajne razlike u broju bodova izmedu ispitanika s demencijom i MCI-em podijeljenih po spolu
(Slika 18A). Nadalje, Dunnetov test nakon Kruskal-Wallis testa pokazao je znacajne razlike
(p<0,0001) u broju bodova na MMSE ljestvici izmedu ispitanika podijeljenih na osobe s

normalnom kognicijom, blagim i umjerenim kognitivnim oSte¢enjem (Slika 18D).
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Slika 18. Broj MMSE (A), CDT (B), ADAS-Cog (C) bodova u ispitanika s demencijom i blagim
kognitivnim poremecajem (MCI) podijeljenih prema spolu, te broj MMSE bodova u ispitanika s
normalnom kognicijom, blagim i umjerenim kognitivnim ostec¢enjem (D). * p<0,0001 vs osobe s

MCI-em, - p<0,0001 vs osobe s normalnom kognicijom.

4.2. Koncentracija DHEAS-a u plazmi

Izmedu ispitanika s demencijom i MCI-em nisu utvrdene znacajne razlike u vrijednosti
koncentracije DHEAS-a u plazmi (p=0,287, U=8438; Mann-Whitneyev test) (Tablica 6). Kada
smo ispitanike podijelili prema spolu, takoder nismo utvrdili znacajne razlike u koncentraciji
DHEAS-a u plazmi izmedu muSkaraca i Zena u skupini ispitanika s demencijom i MCIl-em

(p=0,315; Kruskal-Wallisov test) (Tablica 6).

Takoder nije utvrdena niti znacajna korelacija izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i

dobi ispitanika (rs=0,044; p=0,450).
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Tablica 6. Koncentracija DHEAS-a u plazmi ispitanika oboljelih od demencije ili MCl-a

podijeljenih prema spolu.

Dijagnoza Demencija MCI
N (%) 86 (28,76 %) 213 (71,24 %)
Koncentracija DHEAS-a
253,9 + 15,05 239,4 £ 10,22
(ng/ml)
Spol Muskarci Zene Muskarci Zene
N (%) 32 (37,21 %) 54 (62,81 %) 133 (62,44 %) 80 (37,56 %)

Koncentracija DHEAS-a
226,5+21,57 | 270,1 £20,11 = 243,7+ 12,06 @ 232,4+ 18,46
(ng/ml)

Povezanost koncentracije DHEAS-a u plazmi i broja bodova na MMSE, CDT i ADAS-Cog
ljestvicama u ispitanika istrazena je Spearmanovim koeficijentom korelacije (rs), jer su podaci
odstupali od normalne razdiobe. Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu koncentracije DHEAS-
au plazmi i broja MMSE bodova u svih ispitanika (s=0,003; p=0,958), kao niti u skupini ispitanika
s demencijom (rs=0,100; p=0,358) i MCI-em (rs=0,094; p=0,171). Takoder, nije utvrdena znacajna
korelacija izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i broja CDT bodova u svih ispitanika (rs=
0,024; p=0,674), te ispitanika s demencijom (rs=0,019; p=0,864) i MCI-em (rs=0,128; p=0,063). I
u slucaju ADAS-Cog ljestvice nije bilo znacajne korelacije izmedu broja bodova i koncentracije
DHEAS-a u plazmi u svih ispitanika (7s=-0,097; p= 0,094) i ispitanika s MCI-em (rs= -0,042; p=

0,537), ali negativna korelacija utvrdena u ispitanika s demencijom (rs= -0,241; p=0,025).

Nadalje, u muskih (rs=0,038; p=0,627) i zenskih (rs=0,067; p=0,443) ispitanika nije bilo
znacajne korelacije izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i broja MMSE bodova. Nije utvrdena
znacajna korelacija izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i broja CDT bodova, niti kod
muskaraca (rs=0,047; p=0,548) niti kod Zena (rs=0,0008; p=0,992). Takoder, nije bilo znacajne
korelacije niti izmedu broja ADAS-Cog bodova i koncentracije DHEAS-a u plazmi musSkaraca
(rs=0,149; p=0,056) i zena (rs=-0,053; p=0,543). U ispitanika podijeljenih na osobe s normalnim
kognitivnim sposobnostima, blagim kognitivnim oSteenjem i umjerenim kognitivnim oStec¢enjem
nismo utvrdili znacajne razlike u koncentraciji DHEAS-a u plazmi (p=0,944; Kruskal-Wallisov
test) (Slika 19).
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kognitivnim oStecenjem i umjerenim kognitivnim oste¢enjem.

4.3. Polimorfizam rs2637125 gena SULT2A1

Raspodjela genotipova s obzirom na polimorfizam rs2637125 gena SULT2A1 u ispitanika
s dijagnozom demencije i MCI-om bila je u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom (Tablica
7). Utvrdeno je da nema znacajne razlike u raspodjeli genotipova (p=0,326, ¥2=2,241; y2-test) i
alela (p=0,813; Fisherov test ) (Tablica 8) izmedu ovih skupina ispitanika.

Tablica 7. Dobivene i ocekivane vrijednosti za genotipove polimorfizma rs2637125 gena SULT2A41

u ispitanika s demencijom i MCI-em

SULT2AI rs2637125 genotip | AA (N, %) | AG (N, %) | GG (N, %) Statistika
Dobiveno 53(64,63) | 27(32,93) 2(2,44) p=0,503;
Demencija )
Ocekivano 54 (65,85) | 25(30,49) 3(3,66) | x2=0,449;y>-test
c Dobiveno 147 (69,01) | 55(25,82) 11 (5,16) p=0,061;
MCI
Ocekivano 143 (67,14) | 63 (29,58) 7(3,29) 2=3,496;)2-test

ukoliko je P < 0,05 rezultat nije u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnoteZzom

Takoder, kada su s obzirom na polimorfizam rs2637125 gena SULT2A1, ispitanici
podijeljeni na homozigotne nosioce genotipa AA naspram nosioca alela G (p=0,527; Fisherov test)
(Tablica 9), odnosno na homozigotne nosioce genotipa GG naspram nosioca alela A (p=0,489;

Fisherov test) (Tablica 9), nije utvrdena znacajna razlika u njihovoj ucestalosti.
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Tablica 8. Raspodjela genotipova i alela polimorfizma rs2637125 gena SULT2A1 u ispitanika s

demencijom i MClI-em.

SULT2AI rs2637125 Demencija MCI
Statistika

Genotip/Alel N (%) N (%)

AA 2 (2,44 %) 11 (5,16 %)

p=0,326, y2=2,241
AG 27 (32,93 %) 55 (25, 82 %)
y2-test
GG 53 (64,63 %) 147 (69,02 %)
A 31 (18,90 %) 77 (18,08 %)
G 133 (81.10%) | 349 (81,029 | P=0-813:Fisherovtest

Tablica 9. Raspodjela nosioca genotipa AA naspram nosioca alela G, te nosioca genotipa GG

naspram nosioca alela A polimorfizma rs2637125 gena SULT2A1 u osoba s demencijom i MCI-em

SULT2AI rs2637125 nosioci Demencija N(%) MCI N(%) Statistika
AA 2 (2,44 %) 11 (5,16 %) p=0,527;

G 80 (97,56 %) 202 (94,84 %) Fisherov test
GG 53 (64,63 %) 147 (69,01 %) p=0,489;

A 29 (35,37 %) 66 (30,99 %) Fisherov test

Nisu utvrdene znacajne razlike u koncentraciji DHEAS-a u plazmi izmedu nosioca

razli¢itih genotipova polimorfizma rs2637125 gena SULT2AI u ispitanika s MCI-em (p=0,792;

Kruskal-Wallisov test) 1 ispitanika s demencijom (p=0,944; Kruskal-Wallisov test) (Tablica 10).

Tablica 10. Koncentracija DHEAS-a u plazmi kontrolnih i dementnih ispitanika raznih genotipova.

SULT2AI rs2637125 Genotipovi AA GA GG
.. Demencija 213,9+ 32,90 221,6 £ 18,65 | 245,1 £12,91
Koncentracija DHEAS-a
(ng/ml) MCI 2423 +183,0 | 246,1£2933 | 231,5+ 16,65
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5. RASPRAVA

DHEA 1 njegov sulfatni oblik DHEAS, zajednic¢ki nazvani DHEA(S), najzastupljeniji su
steroidni hormoni u ljudskoj cirkulaciji 1 ostvaruju brojne fizioloske u¢inke. DHEA(S) se sintetizira
u nadbubreznim zlijezdama, gonadama, ali i u ljudskom mozgu, gdje su njegove koncentracije ¢ak
6 puta vece od koncentracija u plazmi (Guazzo i sur., 1996), te je stoga nazvan neurosteroidom.
Razne studije pokazale su da DHEA(S) moze pro¢i krvno-mozdanu barijeru (Qaiser i sur., 2017,
Guazzo 1 sur., 1996; Kishimoto i Hoshi, 1972). Zahvaljuju¢i enzimatskoj aktivnosti
sulfotransferaze SULT2A1, DHEA se pretvara u DHEAS koji predstavlja glavni oblik ovog
neurosteroida u cirkulaciji. Razine DHEA(S)-a smanjuju se starenjem (oko 10 % po desetljecu),
dostizu¢i najnizu razinu nakon osamdesete godine (Havelock i sur. 2004). S obzirom da su pojedine
studije sugerirale da su snizene koncentracije DHEA(S)-a u plazmi rizi¢ni ¢imbenik za razvoj
demencije, te da DHEA(S) ostvaruje neuroprotektivan i pozitivan u¢inak na pamcenje i kogniciju,
jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi razlike u plazmatskoj koncentraciji DHEAS-a,
izmedu osoba s blagim i velikim neurokognitivnim poremec¢ajem, te njenu potencijalnu povezanost
s tezinom neurokognitivnog poremecaja. Razlog zasto je za istrazivanje odabran DHEAS, a ne
DHEA, leZi u ¢injenici da za razliku od DHEA-e, kojoj je vrijeme poluraspada ispod 1 sata i koja
pokazuje znacajne dnevne varijacije, koncentracije DHEAS-a su stabilne i imaju dulji poluzivotni

vijek, od 7 do 22 sati, zbog ¢ega ih je lakSe mjeriti.

U istrazivanje je ukljuceno ukupno 304 ispitanika; od ¢ega 91 ispitanik s dijagnozom teSkog
neurokognitivnog poremecaja (demencije) i 213 ispitanika s dijagnozom blagog neurokognitivnog
poremecaja (MCI) kao kontrolne skupine. U skupini ispitanika s demencijom bio je znacajno veci
udio Zena nego u skupini ispitanika s MCI-em, §to je u skladu s zna¢ajno viSom prevalencijom i
incidencijom demencija u Zena nego u muskaraca. Skupine ispitanika s demencijom i MCI-em nisu
se znacajno razlikovale po dobi, medutim kad su ispitanici prodijeljeni na osobe s normalnim
kognitivnim sposobnostima, blagim te umjerenim kognitivnim oStecenjem, utvrdeno je da su
ispitanici s dijagnozom umjerene demencije bili znacajno stariji od ispitanika s normalnom
kognicijom. Nadalje, viSe zena bilo je u skupini ispitanika s blagim kognitivnim oSte¢enjem u

odnosu na ostale skupine ispitanika u kojima su prevladavali muskarci.

U sklopu istrazivanja, kognitivni simptomi ispitanika evaluirani su testom procjene mentalnog

stanja (MMSE), testom crtanja sata (CDT), i skalom procjene Alzheimerove bolesti -kognitivna
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podskala (ADAS-Cog). U skladu s dijagnozom, skupina ispitanika s demencijom (i muskarci i
zene) imala je znacajno nizi broj bodova na MMSE i1 CDT ljestvicama u usporedbi s skupinom
ispitanika s MCI-em. Oc¢ekivano ispitanici s blagim i umjerenim kognitivnim oSteenjem imali su
nizi broj MMSE bodova od osoba s normalnom kognicijom. Medutim, u broju bodova na ADAS-
Cog ljestvici nije utvrdena znacajna razlika izmedu skupina ispitanika s demencijom i MCI-em.
Ovi rezultati upucuju da su MMSE i CDT testovi bolji u razlikovanju blagog od teskog
neurokognitivnog poremecaja od ADAS-Cog testa, koji je primarno razvijen za procjenu
kognitivnih funkcija u ispitanika s umjerenom do teSkom demencijom, pri ¢emu u ovom
istrazivanju nije bilo ispitanika s teSkim kognitivnim oSte¢enjem. Naime, iako je primjena ADAS-
Cog ljestvice prosirena na studije preddemencije odnosno MCI-a, Kueper i suradnici (2018)
pokazali su da ADAS-Cog test nije optimalan za kognitivno testiranje u takvih osoba, zbog
smanjene sposobnosti otkrivanja promjena u ranijim fazama progresije demencije kada su prisutni

blazi simptomi.

Suprotno ocekivanom, znacajne razlike u koncentraciji DHEAS-a u plazmi nisu utvrdene
izmedu ispitanika s demencijom i MCI-em, kao niti izmedu muskaraca i zena. lako su u nekim
istrazivanjima primijec¢ene nize razine DHEA(S)-a u plazmi, serumu i likvoru osoba s demencijom
(Sunderland i sur., 1989; Yanase i sur., 1996; Genedani i sur., 2004; Cho i sur., 2006; Armanini i
sur., 2003; Aldred i Mecocci, 2010; Hillen 1 sur. 2000; Kim i sur., 2003), u skladu s nasim
rezultatima drugi autori nisu uspjeli utvrditi znacajne razlike u cirkuliraju¢im koncentracijama
DHEA(S)-a izmedu bolesnika s demencijom i kontrolne skupine (Leblhuber i sur., 1990; Cuckle i
sur., 1990; Birkenhager-Gillesse i sur., 1994; Carlson i sur. 1999). Pojedine studije utvrdile su ¢ak
i poviSene koncentracije DHEA(S)-a u cirkulaciji (Rammouz i sur., 2011; Rasmuson i sur., 2011;
Brown 1 sur., 2003; Naylor 1 sur., 2008; Kim i sur., 2003), kao i u nekoliko mozdanih regija
oboljelih od AB-a (Brown i sur., 2003; Marx i sur., 2006), ukazuju¢i na vrlo oprecne rezultate u

literaturi.

Takoder nije utvrdena znacajna korelacija izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i broja
bodova na MMSE 1 CDT ljestvicama, u svih ispitanika oba spola, kao niti u ispitanika s
demencijom i MCI-em, upucujuci na izostanak povezanosti izmedu cirkulirajuée razine DHEAS-
a prac¢enih kognitivnih disfunkcija. U slu¢aju ADAS-Cog ljestvice nije bilo znacajne korelacije

izmedu broja bodova i koncentracije DHEAS-a u plazmi u svih ispitanika oba spola, kao i u
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ispitanika s MCI-em, ali je utvrdena njihova negativna korelacija u ispitanika s demencijom, §to
takoder ide u prilog boljoj prilagodenosti ADAS-Cog ljestvice za procjenu kognitivnih funkcija u

ispitanika s umjerenom do teSkom demencijom.

U ispitanika podijeljenih na osobe s normalnim kognitivnim sposobnostima, blagim i
umjerenim kognitivnim oSte¢enjem, takoder nismo utvrdili znacajne razlike u koncentraciji
DHEAS-a u plazmi. Moguce je da bi se znacajno niZe koncentracije DHEAS-a u plazmi utvrdile u
ispitanika s teSkim kognitivnim oSte¢enjem, odnosno kasnom fazom demencije, medutim takvih
ispitanika nije bilo u ovom istrazivanju. U ispitanika s blagim i umjerenim kognitivnim oSte¢enjem
zbog postepenog opadanja razina DHEA(S)-a, moguce je da dolazi do povecane sinteze DHEAS-
a kao kompenzacijskog mehanizma, koji u kasnoj fazi demencije nije dovoljan za odrzavanje
normalne razine DHEAS-a u cirkulaciji. Takoder, ¢imbenici koji mogu utjecati na koncentracije
DHEAS-a, kao S$to su indeks tjelesne mase, pusenje, pijenje alkohola i krvni tlak nisu istrazeni u

ovom istrazivanju.

Nije utvrdena niti znacajna korelacija izmedu koncentracije DHEAS-a u plazmi i dobi
ispitanika, Sto je suprotno istrazivanjima koja pokazuju znaajni pad cirkuliraju¢ih razina
DHEA(S)-a s starenjem. Medutim, treba naglasiti da su svi ispitanici ukljuceni u ovo istrazivanje
relativno stariji sa srednjom vrijednocu godina oko 68, te bi se znacajni pad u koncentraciji

DHEAS-a u plazmi mozda mogao utvrditi kod ispitanika veceg raspona godina.

Jo§ jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je istraziti razlike u raspodjeli genotipova i alela
polimorfizma rs2637125 gena SULT2AI izmedu osoba s blagim i velikim neurokognitivnim
poremecajem, kao i utjecu li varijacije u genu SULT2A41 na koncentraciju DHEAS-a u plazmi.
Enzim sulfotranferaza SULT2AI1, kodirana genom SULT2A1, katalizira prvenstveno pretvorbu
DHEA-e, kao 1 pregnanolona, u njihov sulfatni oblik u nadbubreznim Zlijezdama, dok je u jetri
ovaj enzim bitan za detoksifikaciju ksenobiotika (Falany i Rohn-Glowacki, 2013; Gabai i sur.,
2020). gen SULT2AI snazno je eksprimiran u zoni retikularis 1 zoni fasciculata nadbubrezne
zlijezde 1 jetri. U mozgu, SULT2A41 ekspresija je detektirana u talamusu i hipotalamusu, a ne i u
drugim regijama mozga (Shimizu i Tamura, 2002). U cjelogenomskoj asocijacijskoj studiji
(GWAS, engl. Genome-Wide Association Studs) provedenoj na 14846 pojedinaca, polimorfizam
152637125 gena SULT2AI identificiran je kao jedna od osam uobiCajenih genskih varijanti,

povezanih s varijacijama u serumskim razinama DHEAS-a (Zhai i sur., 2011). U svom istraZivanju,
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Garcia-Anguita i suradnici (2013) takoder su otkrili da je polimorfizam rs2637125 gena SULT2A41
SULT2A1I povezan sa smanjenim razinama DHEAS-a u djece stare 12-16 godina. Ove i sli¢ne
studije ukazale su da polimorfizmi SULT2A41 imaju vazne uloge u homeostazi DHEA-e i DHEAS-

a.

U ovom istrazivanju raspodjela genotipova s obzirom na polimorfizam rs2637125 gena
SULT2AI u ispitanika s demencijom i MCI-om bila je u skladu s Hardy-Weinbergovom
ravnotezom. Hardy-Weinbergova jednadzba koristi se za izraCunavanje genske varijacije u
populaciji koja je u ravnotezi. Frekvencije genotipova i alela ¢e ostati stalne i u ravnotezi ukoliko
je krizanje u populaciji nasumi¢no i bez ometajucih okolnosti, odnosno u odsutnosti uznemirujucih
¢imbenika, Sto je izgleda slucaj za ovo istrazivanje. Nisu utvrdene znacajne razlike u raspodjeli
genotipova, alela, nosioca genotipa AA naspram nosioca alela G, kao ni nosioca genotipa GG
naspram nosioca alela A, izmedu ovih skupina ispitanika. Ovi rezultati upucuju da polimorfizam

1s2637125 gena SULT2A1 nije povezan s razvojem demencije.

Takoder, nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji DHEAS-a u plazmi izmedu nosioca
razli¢itih genotipova polimorfizma rs2637125 gena SULT2A1 u ispitanika s demencijom i MCI-
em. Ovi rezultati upucuju da polimorfizam rs2637125 gena SULT2A1 ne utjeCe na koncentraciju
DHEAS-a u plazmi, te su u skladu s prethodnim studijama, u kojima takoder nije utvrden utjecaj
varijanti SULT2A1 alela na razinu DHEA(S)-a u serumu medu afroamerickim muskarcima
(Wilborn i sur. 2006), Zenama sa sindromom policisti¢nih jajnika (Goodarzi i sur. 2007) ili finskom
predpubertetskom djecom (Utriainen i sur., 2012). Haring i suradnici (2013) su zakljucili da
varijante SULT2A1 gena nemaju ucinak na pojedinacne koncentracije DHEA-e i DHEAS-a ili na
DHEA/DHEAS omjer kao biljeg kapaciteta sulfonacije DHEA-e. S druge strane, postoji
mogucénost da znaCajna povezanost ovog SULT2A Ipolimorfizma s koncentracijom DHEAS-a u
plazmi nije utvrdena zbog relativno malog broja ukljucenih ispitanika, s obzirom da genetska

istrazivanja povezanosti zahtjevaju velik broj ispitanika.

Osim genetskih ¢imbenika i pojedini okoli$ni ¢imbenici mogu utjecati na SULT2A41 ekspresiju.
Prethodne studije koje su istrazivale regulatorne mehanizme ekspresije SULT2A] mRNA,
identificirale su nekoliko mogucih inhibitora. Primjerice, otkriveno je da transformiraju¢i ¢cimbenik
rasta-p (TGF-B, engl. Transforming Growth Factor-f) i ¢imbenik nekroze tumora-a (TNF-a, engl.

Tumor Necrosis Factor- a) snizavaju razine SULT2A1 mRNA nadbubreznih stanica (Parker i sur.,
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1998), dok je smanjena razina SULT2A1 primijeena u pacijenata s akutnom sepsom (Arlt i sur.,
2006). Ovi podaci upucuju na znacajne inhibicijske u€inke pro-upalnih ¢imbenika na SULT241
ekspresiju i posljedicno razinu DHEAS-a. S obzirom da neuroupala predstavlja jedan od vaznih
¢imbenika u patofiziologiji demencije, pri ¢emu su povecana upala i poviSene razine upalnih
citokina povezane s kognitivnim padom, ne iznenaduje da su pojedini autori sugerirali smanjenu
aktivnost periferne sulfotransferaze u demenciji (Yanase i sur., 1996). U skladu sa smanjenom
aktivnoS¢u sulfotransferaze, Pan i suradnici (2019) u svojoj meta-analizi utvrdili su znacajno
snizenu koncentraciju DHEAS-a, ali ne i DHEA-e, u plazmi pacijenata s AB-om u usporedbi s
zdravim kontrolama. Osim $§to je pokazano da neuroupala moze utjecati na sintezu DHEA(S)-a i,
obrnuto, DHEA(S) moZe modulirati proupalne molekule i imunoloski odgovor u demencijama
(Yilmaz i sur., 2019, Dillon, 2005). Medutim, u ovom istrazivanju nije odredivana koncentracija
enzima SULT2AI, niti je istrazivan utjecaj odredenih upalnih ¢imbenika na razine SULT2AI i

DHEA(S)-a.

U svrhu podrobnijeg razumijevanja uloge DHEAS-a 1 SULT2A1 gena u razvoju demencije
potrebna su daljnja, opSirnija istrazivanja koja ¢e to¢no razlikovati tipove demencija, te ukljuciti
mnogo vedi broj ispitanika razli¢itog podrijetla, posebice osoba s tezim kognitivnim oSte¢enjima.
Uz dob i spol, takoder je potrebno kontrolirati i druge ¢imbenike koji mogu utjecati na
koncentracije DHEAS-a u plazmi, poput indeksa tjelesne mase, pusenja, konzumacije alkohola,
krvnog tlaka, itd. Osim spomenutog polimorfizma rs2637125, potrebne su i analize drugih
polimorfizama 1 mutacija gena SULT2A41 kako bi se podrobnije istrazila njegova uloga u
patofiziologiji demencija. U budu¢im istrazivanjima takoder je pozeljno istraziti koncentracije
enzima SULT2AI, kao i utjecaj odredenih upalnih ¢imbenika na razine SULT2A1 i DHEA(S)-a.
Nadalje, bilo bi dobro odrediti i koncentracije DHEA-e, s obzirom da DHEA i DHEAS
kontinuirano prelaze jedan u drugoga. Naime, iako DHEAS predstavlja glavni oblik ovog
neurosteroida u cirkulaciji, smatra se da DHEA zbog svoje lipofilne prirode lakSe prolazi kroz
krvno-mozdanu barijeru, te je moguce da koncentracija DHEA u plazmi bolje odrazava promjene

u mozgu.
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6. ZAKLJUCAK

1.

Skupine ispitanika s demencijom i MCI-em znacajno su se razlikovale po spolu, ali ne i po
dobi, iako su ispitanici s dijagnozom umjerene demencije bili znacajno stariji od ispitanika
s normalnom kognicijom. U usporedbi sa ispitanicima s MCI-em, skupina ispitanika s
demencijom (i muskarci i Zene) imala je znacajno nizi broj bodova na MMSE i CDT
ljestvicama, ali ne i na ADAS-Cog ljestvici, dok su ispitanici s blagim i umjerenim

kognitivnim oSte¢enjem imali nizi broj MMSE bodova od osoba s normalnom kognicijom.

Znacajne razlike u koncentraciji DHEAS-a u plazmi nisu utvrdene izmedu ispitanika s
demencijom i MCI-em, izmedu osoba s normalnim kognitivnim sposobnostima, blagim i
umjerenim kognitivnim oSteenjem, kao niti izmedu muskaraca i zena. U ispitanika s
demencijom i MCI-em oba spola, nije utvrdena znacajna korelacija koncentracije DHEAS-
au plazmi s dobi i bodovima na kognitivnim ljestvicama, osim s brojem bodova na ADAS-
Cog ljestvici u ispitanika s demencijom. Ovi rezultati upucuju da koncentracija DHEAS-a

u plazmi nije povezana sa dobi, spolom i tezinom kognitivnog oStecenja ispitanika.

Dobiveni rezultati koji pokazuju da u ispitanika s demencijom i MCI-em nije bilo zna¢ajnih
razlika u raspodjeli genotipova, alela i nosioca, kao ni u koncentraciji DHEAS-a u plazmi
izmedu nosioca razli¢itih genotipova, upucuju da polimorfizam rs2637125 gena SULT2A41

ne utjece na koncentraciju DHEAS-a u plazmi i da nije povezan s razvojem demencije.

U svrhu podrobnijeg razumijevanja uloge DHEAS-a i gena SULT2A1 u razvoju demencije
potrebna su daljnja, opSirnija istrazivanja koja ¢e ukljuciti mnogo veéi broj ispitanika
razli¢itog podrijetla, te kontrolirati brojne ¢imbenike koji mogu utjecati na koncentraciju
DHEAS-a u plazmi, ukljucujuéi i koncentraciju enzima SULT2AT1 i neurosteroida DHEA-

e, kao 1 druge polimorfizme i mutacije gena SULT2A1.
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