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SAZETAK

Memorija predstavlja sposobnost privremenog ili trajnog skladiStenja i
prizivanja informacija steCenih iskustvom ili aktivhim ucfenjem 1 ima
multifaktorsku osnovu. Procenjuje se da heritabilnost memorijskih sposobnosti
iznosi oko 50% $to ukazuje na znacajan uticaj genetske osnove na individualnu
varijabilnost u memorijskim sposobnostima. U ovom radu analizirali smo
polimorfizme: rs6265 u genu za mozdani faktor rasta (BDNF), rs7412/rs429358
u genu za apolipoprotein E (APOE), rs1803274 u genu za butirilholin esterazu
(BCHE) i rs17070145 u genu za protein KIBRA. Cillj istrazivanja bio je da
utvrdimo ucestalost odgovarajuéih genotipova i alela, analiziramo da li postoji
statisticki znacajna povezanost utvrdenih genotipova sa podacima dobijenim iz
upitnika (demografski i socioekonomski podaci, uspeh tokom skolovanja) i
analiziramo da 1i postoji statisticki znafajna povezanost genotipova sa
rezultatima testova opStih kognitivnih sposobnosti, paznje, radne 1 epizodicke
memorije. Studija je obuhvatila ukupno 560 studenata Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Za detekciju genskih polimorfizama u APOE, BDNF i
BCHE genu primenili smo PCR-RFLPs metodu. Detekcija genotipova
polimorfizma u genu za protein KIBRA izvrSena je primenom standardizovanog
TagMan SNP Genotyping eseja. Baterija neuropsiholoskih testova obuhvatila je
Raven-ove standardne progresivne matrice, test ponavljanja cifara, Rey-ov test
auditivno-verbalnog ucenja, i Vekslerovu revidiranu skalu pamcenja-subtest
logicke memorije. Dobijeni rezultati pokazali su da nosioci A alela (. K
varijante) BCHE rs1803274 polimorfizma postizu znacajno bolje rezultate na
testu paznje/radne memorije (p=0.019). Takode, uoceno je i da nosioci A alela
(tj. Met alela na nivou proteina) BDNF polimorfizma rs6265 postizu zna¢ajno
bolje rezultate na subtestu logicke memorije (p=0.039). Nije uocena asocijacija
BCHE i BDNF polimorfizma sa drugim tipovima memorije kao ni sa podacima
dobijenim iz upitnika. Analiza polimorfizama u KIBRA i APOE genu nije
pokazala statisticki znaCajnu povezanost sa  rezultatima ostvarenim na

testovima memorijskih sposobnosti, niti uspehom ostvarenim tokom $kolovanja.
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memorija, paznja, radna memorija, opste kognitivne sposobnosti
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Analysis of polymorphisms in APOE, BDNF, BCHE and KIBRA genes and

their correlation with memory performance in the population of students

ABSTRACT

Human memory represents the capability of temporary or permanent storage
and retrieval of informations. Memory is multifactorial trait with heritabilty
around 50%. High heritability shows the improtance of genetic basis of
individual differences in memory performance. In our research we analysed
rs6265 polymorphism in gene encoding brain derived neuritrophic factor
(BDNF), rs7412/rs1803274 in gene coding for apolipoprotein E (APOE),
rs1803274 in butyrylcholineseterase (BCHE) gene and rs17070145 in the gene
coding for KIBRA protein. The aim of our research was to detect the frequency
of genotypes and alleles of analysed polymorphisms, to analyse the association
between genotypes and demografic and socioeconomic data obtained from the
questionary and to analyse the association between genotypes and results of
battery of neuropsychological tests. Our study included population of 560
students of Faculty of Medicine, University of Belgrade. For detection of
APOE, BDNF and BCHE polymorphism genotypes we used PCR/RFLPs
method and for KIBRA polymorphism TagMan SNP Genotyping assay. Battery
of neuropsychological test included Raven standard progressive matrices, Digit
ordering test, Rey auditory verbal learning test and Wechsler revised subtest of
logical memory. Our results showed that there was no correlation between
genotypes of analysed polymorphisms and demografic and socioeconomic data.
Carriers of A alelle (or K variant) of BCHE rs1803274 polymorphism achieved
significantly better results on Digit ordering test (p=0.019) while carriers of A
allele (or Met allele on protein level) of BDNF rs6265 polymorphism had
significantly better results on Wechslers subtest of logical memory (p=0.039).
We found no association between APOE and KIBRA polymorphism and

memory performance or results obtained from the questionary.
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uvoD

1. MEMORIJA

Memorija je osnovni dinami¢ni kognitivni sistem koji predstavlja sposobnost
privremenog ili trajnog skladiStenja i prizivanja informacija steCenih iskustvom ili
aktivnim ucenjem. To je fundamentalna kognitivna sposobnost koja ljudskom zivotu
daje smisao, kontinuitet i kontekst (1). Vazno je napomenuti da se u srpskom jeziku
pored pojma memorija koristi i pojam pamcenje. Neki autori prave razliku izmedu ova
dva pojma. Po njima, pojam pamcéenja obuhvata proces zapamcivanja-ucenja,
prise¢anja-izvlacenja sadrzaja memorije, proces autobiografskog secanja itd., dok se
terminom memorija oznacavaju strukturni aspekti funkcije pamcenja. Ova pojmovna
dihotomija nije nacelna jer je razmatranje procesa pamcenja odvojeno od strukture
memorije praktiéno nemoguce pa stoga koriS¢enje ovih termina na predlozeni nacin

nije uvek dosledno (2).

Medu istraziva¢ima je postignut koncenzus da memoriju ne treba posmatrati
kao jedan entitet ve¢ kao grupu odvojenih memorijskih sistema koji medusobno
interaguju. Stiven Rous (Steven Rous) ukazuje da je nemoguce ispitati koji deo mozga
je odgovoran za memoriju, jer je pamcenje vlasniStvo mozga kao celine, a ne nekog
odredenog podruéja (3). Danasnja saznanja o neuroanatomskim osnovama memorije
zasnivaju se na rezultatima neuropsiholoskih studija na pacijentima sa fokalnim
lezijama mozga, neuroanatomskih studija na ljudima i Zivotinjama, eksperimenata na
zivotinjama, rezultata dobijenih primenom pozitronske emisione tomografije,
funkcionalne magnetne rezonance i evociranih potencijala. Analiza dobijenih rezultata
pokazala je da funkcionisanje razli¢itth memorijskih sistema zavisi od razlicitih

neuroanatomskih struktura.

DuzZina trajanja informacije uskladiStene u memorijskim sistemima varira u
rasponu od delova sekunde do Zzivotnog veka a kapacitet, kako se ¢ini moze
prevazilaziti 1 najmo¢nije danas napravljene racunare. Savremena psihologija pravi
razliku izmedu psiholoski i neurofizioloSki razli¢itih tipova pamcenja u odnosu na

duzinu ¢uvanja informacija u pojedinim memorijskim sistemima (grafikon 1.):



> Senzorno pamcéenje - traje samo onoliko koliko i senzorni procesi prilikom

dozivljavanja sadrzaja, sastavni je deo procesa opazanja

> Kratkotrajno paméenje - traje nesto duze - do nekoliko minuta, sluzi za brzo

kodiranje 1 selekciju informacija, ograni¢enog je kapaciteta i

> Dugotrajno pamdenje - trajno ili bar relativno trajno, neograni¢enog
kapaciteta, predstavlja skladiste informacija povezanih u sistem uglavnom po smislu ili

znacenju.

Senzorno pamcenje

Informacije iz spoljasnje sredine najpre stizu u skladi§ta senzornog pamdéenja
(vidnog - ikonic¢kog, slusnog — ehoickog, taktilnog - haptickog pamcenja), gde se
zadrZzavaju svega nekoliko milisekundi. U vizuelnom modalitetu informacija se
zadrzava oko 250 msec., a u akustickom oko 2 sec. pa se ova komponenta pamcenja
naziva jo§ i ultrakratkoro¢nim pamcenjem (4). Ispoljava se kao postojanje kratke
naknadne slike, zvuka ili nekog drugog osecaja (ukus, miris, dodir) nakon $to je draz
ve¢ prestala da deluje na odgovarajuce ¢ulo (2). Senzorna memorija predstavlja jednu
od raskrsnica, buduci da se informacija ili gubi ili u zavisnosti od vaznosti prenosi u
kratkoro¢no pamcenje. S obzirom na to da se senzorno pamcenje brzo gasi, interval u
kome se informacija mora prepoznati, klasifikovati i odrediti joj smisao da ne bi zauvek
bila izgubljena je izuzetno kratak. Ovaj vid pamcenja najbrZe i najlakSe prelazi u

zaboravljanje i samo mali deo memorisanog sadrZaja prelazi u kratkotrajno pamcenje.

Kratkoro¢no (kratkotrajno) pamcenje

U kratkoro¢nom pamcéenju informacija se zadrzava 30-45 sekundi, nakon Cega
se ili gubi ili prenosi u dugorono pamcenje i tamo pretvara u trajni memorijski zapis.
Od narocite je vaznosti istaci ¢injenicu da od ponavljanja primljenih informacija zavisi
da li ¢e se sadrzaj izgubiti (zaboraviti) ili trajno zadrzati u pamc¢enju. Ponavljanje mora
biti na "dubinski" i smislen nacin jer pasivno ponavljanje ne dovodi do dugoro¢nog

upaméivanja. Sto su sloZenije intelektualne operacije kojima se informacije U



kratkorocnom pamcenju obraduju, to ¢e te informacije biti bolje zapamcene u

dugoro¢nom pamcenju.

Kratkorocno pamcenje izvrsava sledece funkcije:

1. Kratko zadrzava sadrzaje koji su nam potrebni u nepromenjenom obliku;
2. Omogucava kodiranje sadrzaja za uspesno ¢uvanje na duzi rok;
3. Omogucava vracanje sadrzaja iz dugoro¢nog paméenja sacuvanog na duzi rok,

pomocu pronalaZzenja i prisecanja (5).

Radna memorija

Jo$ uvek nema opste saglasnosti medu autorima kada je u pitanju definicija
radne memorije. Jedni je poistovecuju sa kratkoroénom memorijom (6,7) dok drugi
autori odvajaju ova dva pojma (8). Radna memorija predstavlja sistem za privremeno
zadrzavanje 1 manipulaciju informacijom, koji ucestvuje u izvodenju niza razlicitih,
vrlo vaznih kognitivnih zadataka, poput ufenja, rezonovanja i razumevanja. Radna
memorija ima ograni¢en kapacitet 1 kratko trajanje (nekoliko minuta) i odnosi se na
odrZavanje 1 manipulisanje informacijama koje se nalaze u fokusu pazZnje, kao i na
sadrzaje za koje je neophodno da se zna njihov trenutni status radi donoSenja odluke
(9). Brojne studije su pokazale da radna memorija koristi mrezu kortikalnih i
subkortikalnih regiona u zavisnosti od tipa zadatka (10). Tako fonoloski zadaci
ukljucuju vise regione leve strane mozga dok prostorna radna memorija u ve¢oj meri
ukljucuje regione desne strane mozga (11). Takode, pokazano je da tezi zadaci
zahtevaju bilateralnu aktivaciju mozga bez obzira na prirodu materijala kojim se
manipulide (12). Sta viSe, sa povecanjem sloZenosti zadatka povecava se i broj

aktiviranih regiona u prefrontalnom korteksu (13).

Dugorocno (dugotrajno) paméenje

Dugoro¢no pamcenje, ¢esto nazvano sekundarnom memorijom (14) obuhvata

kodiranje, konsolidaciju, skladiStenje i prizivanje sadrzaja i traje od 45 sec. pa nadalje,



godinama, decenijama odnosno ceo Zivot. U dugoro¢nom paméenju sadrzaji se trajno
zadrZzavaju u ovom sistemu koji je neogranicenog kapaciteta (3). Najsira podela
dugoro¢nog pamcdenja izvrSena je na skorasnje, u kome se informacije zadrzavaju
nekoliko minuta i davnasnje dugotrajno pamcenje, koje obuhvata steCena iskustva i

znanja tokom ¢itavog zivota.
Proces dugotrajnog pamcenja se odvija kroz tri stadijuma:

> upamcivanje koji se odnosi na unoSenje u skladiSte, odnosno, sticanje,
kodiranje, stvaranje zapisa (tragovi paméenja, engram=memorijski zapis)

> pamcenje, Cuvanje u skladistu, odnosno retencija.

> prisecanje, odnosno, aktivacija tj. dekodiranje engrama (15). Prizivanje
informacija moZze biti putem prepoznavanja (rekognicije) upamcenih sadrzaja u
trenutku njegovog ponovnog izlaganja i putem slobodnog prisecanja prethodno
nauéenog materijala (3). Ovi procesi se nadovezuju, odnosno odvijaju se paralelno i u

meduzavisnosti su sa kratkoro¢nim pam¢enjem (16).

Grafikon 1. Podela memorijskih sistema
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Druga podela zasniva se na tome da li se mi svesno se¢amo informacija-

¢injenica 1 dogadaja ili pak paméenje nije dostupno nasoj svesti.

Eksplicitno paméenje stice se svesnim naporom i nazvano je deklarativnim jer
se steCena znanja mogu iskazati re¢ju, pismom ili nekim drugim simbolickim
sredstvom i odnosi se na sve informacije koje su dostupne naSem svesnom prisecanju.
(17). Eksplicitno pamcenje u kome su sacuvani zivotni dogadaji i za njih vezane

Zivotne uspomene nazvano je paméenjem epizoda, odnosno, epizodi¢ko pamcenje (18).

Epizodi¢ko paméenje je znaCajan neurokognitivni sistem koji omogucéava
svesno prisec¢anje proslih dogadaja (autobiografskih dogadaja, nau¢enog materijala) u
kontekstu prostora i vremena. Epizodicka memorija je pod kontrolom Siroke mreze
kortikalnih i subkortikalnih regiona mozga, jedinstvena u odnosu na druge tipove
memorije 1 najverovatnije specificna samo za ljudski rod. Utvrdeno je da
funkcionisanje epizodi¢ke memorije zavisi od medijalnog temporalnog reznja (19).
Strukture medijalnog temporalnog reznja bitne su za uspostavnjanje dugorocnog
eksplicitnog pamcenja, ali nisu skladiste tog pamcéenja. Ove strukture potrebne su za
ucenje 1 postupno upamcivanje naucenog, ali jednom ucvrS¢eno trajno pamcenje
sacuvano je najverovatnije u neokortikalnim podru¢jima mozdane kore. Hipokampusna
formacija, po mnogim istrazivanjima, predstavlja deo medijalnog temporalnog lobusa
koji je najvazniji za memorijske procese. Corpus amigdaliodeum tj. amigdala
(amigdaloidni kompleks) zauzima slede¢e mesto po vaznosti naro¢ito kada su u pitanju
asocijativna i emocionalna memorija. Najnovija istrazivanja ukazuju na €injenicu da
vaznu ulogu u identifikaciji stimulusa i memoriji ima i rinalni korteks. Studije su
pokazale da sistem epizodi¢ke memorije ukljucuje i frontalne lobuse (20,21) koji imaju
ulogu u primanju, obradi i kodiranju informacija (22), secanju na izvor informacija,
prise¢anju bez navodenja (23) i prisecanju vremenskog sleda dogadaja (24). Takode,
pokazano je da su levi medijalni temporalni i levi frontalni lobus aktivni prilikom
ucenja reci dok je desni medijalni temporalni 1 desni frontalni lobus aktivan prilikom
pamcenja vizuelnih scena. Znacaj frontalnih lobusa poti¢e od cCinjenice da oni
omogucavaju osobi da se fokusira na informaciju koju treba da zapamti i da aktivira

temporalne lobuse.



Semanticko pamcdenje (znaCenjsko pamcenje) je kao i epizodicko pamcenje
deklarativni, eksplicitni memorijski sistem ¢iji je centar u inferolateralnim temporalnim
lobusima. Predstavlja onaj deo eksplicitnog pamcenja koji se ti¢e pojmova i simbola i
odnosi na osnovne informacije, Cinjenice 1 pravila koja su neophodna za njihovu
upotrebu. To su gramaticka pravila, matematicke formule, iskazi koji oznacCavaju
razli¢ite zakonitosti i sli¢no. Naj¢eS¢e, poremecaj semanticke memorije posledica je
Alchajmerove bolesti usled promena u inferolateralnim temporalnim lobusima i
frontalnom korteksu Sto dovodi do slabe aktivacije ovih regiona mozga i1 slabog
prise¢anja semantickih informacija (25). Vazno je istaci da se u Alchajmerovoj bolesti
propadanje epizodicke i semantiCke memorije odvija nezavisno $to ukazuje da su u

pitanju dva odvojena memorijska sistema (26). U tabeli 1. prikazani su i drugi

poremecaji koji se odlikuju promenama u razli¢itim memorijskim sistemima.

Implicitno paméenje obuhvata mnoga znanja i vestine steCene tokom Zivota
kojih nismo svesni, odnosno ne znamo kako je do tih znanja doslo. Ovaj vid paméenja
sastoji se u paméenju postupaka ili procedura, nacina kako se neka radnja obavlja da bi
se postigao odredeni cilj. Proceduralna memorija odnosi se na ucenje i sticanje
senzormotornih vestina, kao Sto su hodanje, skijanje, vozenje automobila ali sadrzi i
kognitivne vestine: poznavanje pravila igranja Saha, izvodenje racunskih operacija i dr.
Primenom metoda funkcionalnog imidzinga zapazeno je da se prilikom ucenja novog
zadatka aktiviraju bazalne ganglije i cerebellum (27). Dokazi koji podrzavaju ovo
otkri¢e su da lezije bazalnih ganglija i cerebeluma dovode do narusavanja sposobnosti

ucenja proceduralnih vestina (28).

Na grafikonima 2. i 3. prikazane su anatomske strukture neokorteksa i

subkortikalnih regiona odgovorne za funkcije razli¢itih tipova memorijskih sistema.

Grafikon 2. Strukture neokorteksa znacajne za memorijske funkcije
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Grafikon 3. Subkortikalne strukture znac¢ajne za memorijske funkcije
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Podela na senzorno i motorno pamdenje izvrSena je prema mnestickom
materijalu, a u odnosu na senzorni kanal pamcenje moze biti: vizuelno (slike, boje,
oblici), auditivno (govor, tonovi, zvukovi...), olfaktorno (mirisi), gustativno (ukusi) i
taktilno (dodir, bol).

U odnosu na vrstu informacija koje se pamte pamcenje se deli na: verbalno —
re¢i, imena, informacije zableZene re¢ima i neverbalno — slike, prostorni rasporedi,

geografske lokacije, melodije.

Takode postoji i podela pamcenja na anterogradno-sposobnost u¢enja novih

informacija i retrogradno koje se odnosi na prizivanje ranije uskladistenih informacija.



Tabela 1. Poremecaji koji se odlikuju 1 promenama u memorijskim sposobnostima

Epizodicka memorija

Semanticka
memorija

Proceduralna memorija

Radna memorija

Alchajmerova bolest

Alchajmerova

Parkinsonova bolest

Vaskularna demencija

bolest
. S . Frontalna varijanta
Blagi kognitivni Semanticka . :
. . " Hantingtonova bolest frontotemporalnih
poremecaj demencija .
demencija
Demencija sa Luijevim Traumatske Progresivna Alchaimerova bolest
telima povrede mozga supranuklearna paraliza J
Encefalitis (herpes Evn(i?fa“tls Olivopontocerebelarna Demencija sa Luijevim
: (najcesce herpes . .
simplex) . degeneracija telima
simplex)
Frontalna varijanta
frontotemporalnih Depresija Multipla skleroza

demencija

Korsakovljev sindrom

Opsesivno-kompulsivni
poremecaj

Traumatske povrede
mozga

Privremena globalna
amnezija

Nezeljeni efekti lekova

Kontuzija mozga

ADHD

Traumatske povrede
mozga

Opsesivno-kompulsivni
poremecaj

Epi napadi

Shizofrenija

Hipoksi¢na-ishemijska
povreda

Parkinsonova bolest

Nezeljeni efekti lekova

Progresivna
supranuklearna paraliza

Deficijencija vitamina
BlZ

Kardiopulmonarni bajpas

Hipoglikemija

Deficijencija vitamina
B

Anksioznost

Hirurgija temporalnih
lobusa

Vaskularna demencija

Multipla skleroza




1.1. Faktori koji uticu na memorijske sposobnosti

Brojne bihevioralne, geneticke 1 eksperimentalne studije ukazuju na
kompleksnost memorijskih sistema koja potice od sadejstva razlic¢itih faktora. Do
danas, identifikovani su brojni demografski, socioekonomski i psiholoski faktori koji
dovode do individualnih razlika u memorijskim sposobnostima ljudi. Ipak, njihov uticaj

je jo§ uvek nedovoljno razjasnjen.

Demografski faktori koji uticu na individualne razlike u memorijskim sposobnostima

Su:

Starenje —Napredak u medicini, farmakologiji, genetici, javnhom zdravlju, promovisanju
zdravih stilova zivota ukazuje da ¢e se Zivotni vek produZzavati, a populacija starih se
povecavati. Tako projekcije za 2050. predvidaju da ¢e u svetu udeo starijih od 65
godina biti 16,2%, a u razvijenim zemljama 25,7% (29). Populacija starih se u svetu
sve viSe deli na tri podgrupe: "mlado staro" stanovni$tvo (young old) od 65 do 74
godine, staro stanovnis$tvo od 75 do 84 godine, i "najstarije staro" stanovniStvo (oldest
old) preko 85 godina (30). Iako vecina starih osoba ne razvije demenciju, u odmaklim
godinama dolazi do odredenog stepena kognitivnog propadanja. Na osnovu studija
sprovedenih na starijim osobama koje nemaju demenciju doSlo se do zakljuc¢ka da
razli¢ite komponente memorijskog sistema ne stare istom brzinom tj. da pokazuju
razliCitu osetljivost na procese starenja. Mnoge starije osobe Zale se na poteSkoce u
prise¢anju li¢nih imena, imena predmeta i1 dr. Uprkos subjektivnim zalbama semanticka
memorija je medu stabilnijim komponentama memorijskog sistema. Semanticka
memorija pokazuje vrlo slab pad, ¢ak je pokazano da semanticko znanje i memorija
rastu do Seste-sedme decenije zivota nakon Cega sledi postepeno slabo opadanje u
njihovoj funkciji.

Uticaj starenja na proceduralnu memoriju je znatno manje izuc¢avan ali postoji
konsenzus medu naucnicima da starije osobe imaju trajno ocCuvanu proceduralnu
memoriju. Ono $to se menja sa godinama jeste brzina kojom mogu da izvrSe odredene

radnje.

Za razliku od semanti¢ke memorije epizodicka memorija znacajno slabi sa
godinama. Takode, sve je viSe dokaza da i radna memorija znacajno opada sa

godinama. Smatra se da je upravo pad u funkcionisanju radne memorije uzrok



propadanja drugih kognitivnih sposobnosti. Uoceno je da se performanse radne i
epizodicke memorije smanjuju linearno jo$ od dvadesetih godina i blagi pad se
nastavlja tokom celog zivota. Brojne studije ukazuju na znacajan pad u memorijskim

sposobnostima epizodi¢ke i radne memorije nakon Sezdesete godine Zivota (31).

Pol — Utvrdeno je da postoji razlika medu polovima u epizodi¢koj memoriji i da zene
postizu bolje rezultate na neuropsiholoskim testovima (32). Razlike medu polovima u

drugim tipovima memorije nisu uocene ili su pak dobijeni rezultati kontradiktorni.

Socioekonomski faktori za koje je poznato da uti¢u na memorijske sposobnosti Su:

Nivo obrazovanja — Ovaj parametar obi¢no je izrazen kroz godine formalnog
obrazovanja. Pokazano je da nivo obrazovanja utice na memorijske sposobnosti i u
mladem i u starijem Zivotnom dobu (33). Nekoliko studija je pokazalo da nivo
obrazovanja utiCe na rezultate testova semanticke memorije ali da ima vrlo malo uticaja
na epizodicku memoriju (34). Uslovi zivota su pokazali znacajnu korelaciju sa

memorijskim sposobnostima samo u kombinaciji sa nivoom obrazovanja.

Zivotni stil - Uodena je pozitivna asocijacija memorijskih sposobnosti sa socijalnim
angazovanjem, kognitivnim i fizickim aktivnostima kao i  sa intelektualno

stimulativnim aktivnostima i na svim uzrastima (35).

Psiholoski faktori za koje je potvrdeno da uti¢u na memorijske sposobnosti su:

PaZnja — PaZnja oznaCava usmeravanje psihicke 1 psihomotoricke aktivnosti prema
odredenim sadrZajima. Kroz modernu istoriju psihologije 1 neuronauka, paZnja 1
memorija zauzimaju centralno mesto kao fundamentalni procesi u kognitivnim
(intelektualnim) funkcijama. Ipak, najveci broj istrazivanja je usmeren na ove procese
kao zasebne jedinice. Studije memorije nisu ispitivale ulogu paznje u modulaciji i
kodiranju memorije, dok su studije paZnje zanemarivale proslo iskustvo i znanje (36).
Paznja 1 memorija ne mogu funkcionisati jedna bez druge. Kratkotrajna memorija ima
ograni¢en kapacitet i paznja vrsi selekciju materijala koji ¢e biti upamcen (37). Podela
paznje tokom procesa kodiranja sprecava formiranje svesne memorije. Informacije

mogu biti upamcene i kada postoji konkurentni zadatak ali tada stimulus koji treba da
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bude kodiran (zapamc¢en) mora biti izabran medu ostalim stimulusima. Iako se obi¢no
smatra da paznja uti¢e na memoriju, sve vise je dokaza da prisecanje proslih dozivljaja
utice na to na koje od postojecih stimulusa treba obratiti paznju (36). Regioni mozga
koji su znacajni za memoriju, kao S$to su hipokampus i1 medijalni temporalni rezanj su
takode aktivni u procesu paznje Sto govori u prilog tome da se memorija 1 paznja

moraju zajedno proucavati.

Motivacija — Ovaj faktor uti¢e na memorijske sposobnosti prilikom procesa kodiranja
tj. utice na aktivnu fazu pamcenja ali ne utiCe na proces prisecanja. Razlikujemo
spoljasnju (ekstrinzicku) i unutrasnju (intrinzicku) motivaciju. Spoljasnja motivacija se
odnosi na sve one motive koji nisu vezani direktno za sadrzaj koji se pamti. Tu
ubrajamo licne motive koji imaju za cilj da povecaju ili istaknu vrednosti sopstvene
liénosti kako u o¢ima drugih tako i u sopstvenim o¢ima, kao §to su: zelja za uspehom,
strah od neuspeha, podsticaji (takmicenja, nagrade, kazne, pohvale i1 pokude), motiv
postignu¢a. Sa druge strane unutrasnja (intrinzicka) motivacija se zasniva na
interesovanju za materiju koja se pamti. Pokazano je da motivacija znatno utie na
uspeh prilikom reSavanja neurokognitivnih testova na osnovu kojih sudimo o necijim

memorijskim sposobnostima (38).

Emocionalno stanje - Do skora emocije nisu uzimane u obzir prilikom analize i
razumevanja kognitivnih sposobnosti kao $to je memorija. Ipak, postalo je jasno da ne
mozemo iskljuciti uticaj emocija koje su retko kada odsutne iz naSih svakodnevnih
aktivnosti. Primeceno je da se dogadaji koji su praceni jakim emocijama bolje pamte.
Interakcija emocija 1 pamcenja potiCe od uticaja amigdale na procese obrade
informacija koji zavise od funkcije hipokampusa i prefrontalnog korteksa, od kodiranja

i skladistenja informacija pa do prisecanja (39).
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2. GENETICKI FAKTORI KOJI UTICU NA MEMORIJSKE SPOSOBNOSTI

2.1 Poligenska osnova memorijskih sposobnosti

Kao s$to je ve¢ spomenuto, memorijske sposobnosti ljudi imaju poligensku, tj.
multifaktorsku osnovu. To znaci da na njihovo ispoljavanje uti¢u kako geneticki faktori
tako 1 faktori sredine. Relativni udeo genetickih faktora u ispoljavanju odredene
osobine naziva se heritabilnost. Na osnovu dosadasnjih studija procenjeno je da
heritabilnost memorijskih sposobnosti iznosi oko 50% $to ukazuje na znacajan uticaj
genetske osnove na individualnu varijabilnost u memorijskim sposobnostima (40).
Heritabilnost kompleksnih osobina kao $to je memorija zavisi od varijacija u velikom
broju gena sa relativno malim pojedinaénim aditivnim uticajem. Pitanje koje se
postavlja je kako i1 koje varijacije u naSim genima uticu na individualne razlike u
memorijskim sposobnostima. Uprkos velikom broju sprovedenih istraZivanja i primeni
savremenih metoda molekularne genetike veliki deo heritabilnosti multifaktorskih
osobina ostaje i1 dalje neobjasnjen. Ovaj fenomen oznacava se kao ,,missing
heritability” (41). U najve¢em broju studija varijacije u genima analiziraju se
pojedina¢no, pa se u analizi ne uzimaju u obzir interakcije medu genima kao $to je npr.
epistaza. Smatra se da bi istovremenom analizom veceg broja gena 1 uzimanjem u obzir
interakcije medu genima bio objaSnjen veci procenat heritabilnosti multifaktorskih

osobina pa medu njima i memorije (41).
2.1.1. Polimorfizmi DNK-genski polimorfizmi

U genetici, polimorfizam je pojava dve ili vise geneticki odredene forme (alela,
varijanti, sekvenci) u populaciji s takvom ucestalo$¢u da se ni najreda medu njima ne bi
mogla objasniti samo novim mutacijama. Dogovoreno je da je polimorfni DNK lokus
mesto na kome postoje najmanje dva alela, pri ¢emu najredi ima frekvenciju veéu od
1%. Aleli s frekvencijama manjim od 1 % oznaceni Su kao retke varijante. Genom
Goveka se sastoji od 3,2x10° nukleotidnih (baznih) parova a smatra se da je u proseku
bar svaki 1000. nukleotid polimorfan, tj. da se ili razlikuje izmedu dva lokusa ili dve
osobe u opstoj populaciji. Prouc¢avanja varijabilnosti enzima i proteina pokazala su da
je kod ljudi najmanje 30 % strukturnih gena (tj. gena za polipeptide) polimorfno, a da je

svaka osoba heterozigotna za 10 % do 20 % svih strukturnih gena (42).
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2.1.2. Tipovi polimorfizama i mehanizam njihovog nastanka

DNK polimorfizam je posledica mutacija koje se kre¢u u rasponu od zamene
samo jedne baze do variranja u segmentu od nekoliko stotina pa i hiljada baza. Postoje
tri osnovna tipa polimorfizama: polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (SNP - single
nucleotide polymorphism), polimorfizam broja uzastopnih ponovaka (VNTR - variable
number tandem repeats i STRPs - short tandem repeat polymorphism) i inserciono-

delecioni polimorfizam.

Polimorfizam pojedinacnih nukleotida (SNP) najces¢i je izvor geneticke
varijabilnosti u humanom genomu i obuhvata oko 80% svih polimorfizama (43).
Nastaje usled mutacija tipa supstitucije. Supstitucije jedne baze bazom istog tipa

(purinska baza purinskom G — A ili A — G, pirimidinska baza pirimidinskom:
C — Tili T — C) nazivaju se tranzicije, dok transverzije predstavljaju zamenu baze
bazom drugog tipa (purin u pirimidin ili obrnuto).

Obilje podataka koji su prikupljeni poslednjih godina dovelo je do potrebe za
sistematizacijom obelezavanja (nomenklature) samih polimorfizama kao i njihovih
fenotipskih — funkcionalnih efekata. Za SNP-ove je uveden univerzalan nacin
obelezavanja, u vidu takozvanog rs broja. Skracenica ,,rs* potice od ,,reference SNP
number®, a broj koji se dodeljuje datom polimorfizmu je jedinstven i kao takav se
registruje u bazama podataka. Pored toga, zadrzalo se i obelezavanje prema poloZaju
polimorfnog — varijabilnog nukleotida u genu. Takode, oznake koje se odnose na
fenotipski efekat SNP-a, tj. njegov uticaj na strukturu proteina, se vrlo ¢esto koriste,
budué¢i da imaju veliki praktiéni znacaj. U literaturi se sve ceS€e upravo
aminokiselinske varijante pominju kao ,aleli“, $to (po nama) mozda nije do kraja
ispravno, na primer polimorfizam rs6265 u genu za mozdani faktor rasta (BDNF) vrlo
Cesto se oznaCava kao Val66Met iako je obelezavanje G196A prema polozaju
varijabilnog nukleotida u genu pravilnije. Kao $to je pomenuto, fenotipski efekat datog
SNP-a je uvek vrlo interesantan, jer on omoguéava procenu njegovog funkcionalnog
efekta. Raznolikost polozaja i vrste SNP-ova (unutargenski, vangenski, u kodiraju¢em

regionu, u nekodiraju¢em delu gena) ¢ini da jednostavna sistematizacija nije moguca.
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Ako bazna supstitucija dovede do zamene kodona za jednu aminokiselinu
kodonom za drugu u pitanju je misens ("missense") mutacija koja rezultuje sintezom
izmenjenog proteina. Ukoliko se usled bazne supstitucije kodon za jednu aminokiselinu
zameni stop kodonom onda je to besmislena mutacija ("nonsense” mutacija), koja za
posledicu ima prekid sinteze polipeptidnog lanca. Unutar samog kodona mnogo ¢eSc¢e
se javljaju sinonimne ili tihe ("silent”) mutacije koje ne dovode do promene
aminokiseline. To je prevashodno zbog toga Sto promena aminokiseline moze uticati na
funkciju proteina pa je polimorfizam koji ovo uslovljava pod pojacanim selekcionim
pritiskom. Sa druge strane ne znaci da su "silent" mesta u kodiraju¢im sekvencama u
potpunosti bez efekta. Alternativni tripleti koji kodiraju iste aminokiseline mogu imati
razli¢itu brzinu transkripcije, a iRNK moze imati razli¢itu brzinu translacije zbog
limitiranog pula dostupnih tRNK (44). Ukoliko se polimorfizam nalazi u promotoru,
intronu, 5' regulatornom regionu ili 3' regionu koji se ne prevodi (5'UTR odnosho
3'UTR) on nece direktno uticati na strukturu proteina ali moze imati regulatornu ulogu.
U promotorskom regionu funkcionalna posledica bilo koje tackaste mutacije
(supstitucije ili insercije/delecije) zavisi od njene lokacije i od toga da li ona ometa
interakciju odgovaraju¢e DNK sekvence sa odredenim proteinom (transkripcionim
faktorom ili RNK polimerazom). Mutacije koje ometaju ove veze imaju potencijal za
menjanje ekspresionog obrasca gena §to moze dovesti do smanjene koli¢ine
odgovarajuceg proteinskog produkta ili pak do njegove prekomerne sinteze, sto takode
moze imati znaajne posledice. Pored toga ovaj tip mutacija moze da dovede do

aktiviranja gena u pogresno vreme ili u pogresnom tkivu.

Inserciono-delecioni polimorfizmi predstavljaju prisustvo (inserciju) ili
odsustvo (deleciju) odredene sekvence nukleotida u molekulu DNK. Najcesce,
nukleotidna sekvenca je duzine od nekoliko do nekoliko stotina nukleotida ali su
zabelezene 1 duplikacije od nekoliko stotina kilobaza. Inserciono-delecioni
polimorfizmi su kao i SNP-ovi dialelni polimorfizmi a kroz generacije se stabilno

prenose s obzirom na to da su nastali nakon jednog mutacionog dogadaja u evoluciji
(45).
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Polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka (STRP i VNTR)

STRP oznacavaju varijaciju u broju ponovaka duzine 1-10bp (najéesce 2-4bp)
koji se ponavljaju 10-50 puta. Ovaj tip polimorfizama identifikovan je uglavnom van
gena ili u okviru introna a njihova uloga za sada nije poznata. Zbog velike raznolikosti
u broju ponovaka danas se Siroko koriste u identifikaciji osoba putem DNK otiska tj.
DNK profila .

VNTR oznacavaju varijaciju u broju ponovaka duzine 9-64bp, dok je ukupna
duzina niza 100 do 20000bp. Predstavljaju takode znacajne markere u forenzici i

utvrdivanju o€instva.

Polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka u odnosu na SNP-ove i inserciono-
delecione polimorfizme imaju znacajno vecu stopu mutacija i najée$ée je nemoguce

utvrditi izvorni, ancestralni alel.

Zastupljenost i rasprostranjenost genskih alela u populaciji moze da varira kako
u prostoru tako i u vremenu. Decenijama evolucioni biolozi pokuSavaju da razumeju
evolucione sile koje utiCu na geneticku varijabilnost. Smatra se da je kada je
polimorfizam neutralan, bez uticaja na reproduktivni fitnes, ucestalost alela odredena
genetickim driftom odnosno, sluc¢ajnoséu. Ucestalost neutralnih polimorfizama je
relativno visoka kada je populacija velika a stopa mutacija visoka. Nasuprot tome,
smatra se da aleli koji prouzrokuju smanjeni reproduktivni fitnes u populaciji opstaju
usled de novo mutacija ili imigracijom iz susednih populacija a bivaju eliminisani
prirodnom selekcijom. Ipak, neophodno je jo§ istrazivanja kako bi se razumeli svi

mehanizmi koji dovode do geneticke varijabilnosti humanih populacija (46).

2.1.3. Primena DNK polimorfizama u identifikaciji gena odgovornih za poligenska

svojstva kod ¢oveka

Tradicionalno, dve osnovne strategije u istraZivanjima koja imaju za cilj
identifikaciju gena asociranih sa poligenskim tj. multifaktorskim osobinama su: studije
analize vezanosti 1 studije asocijacije. Preduslov za uspes$no sprovodenje ovakvih
studija jeste postojanje visokog stepena heritabilnosti osobine koja se prati. Takode,

potrebni su i pouzdani i validni instrumenti za procenu fenotipa, kontrola drugih faktora
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koji mogu uticati na fenotip (u sluaju memorije: paznja, koncentracija, motivacija i

radna memorija) i moguénost nezavisne replikacije dobijenih rezultata.
Analiza vezanosti

U studijama analize vezanosti, analizira se vezanost genetickih markera-
polimorfnih DNK sekvenci (naj¢es¢e STRP ili VNTP) poznate lokacije na hromozomu,
sa posmatranim svojstvom, obi¢no u porodicama sa velikim brojem ¢lanova. Kao mera
vezanosti posmatranog svojstva i markera koristi se LOD skor (logarithm of the odds),
koji se izraCunava na bazi rezultata genetiCke analize, prema odredenoj formuli. LOD
skor jednak +3 ili ve¢i ukazuje na visoku verovatno¢u vezanosti markera i posmatranog
svojstva (>1:1000), dok LOD skor manji od -2 ukazuje da analizirani marker i svojstvo
najverovatnije nisu vezani (<100:1) (42). Ako se uo¢i da postoji vezanost markera sa
osobinom koja se ispituje primenjuju se metode kao Sto su poziciono kloniranje, fino
mapiranje i dubinsko resekvenciranje kako bi se otkrio odgovorni gen i njegove
varijante. Ova strategija je bila, i jo§ uvek je posebno pogodna za monogenske osobine
i bolesti ali je takode primenljiva i u izu¢avanju kompleksnih osobina. Kada je u pitanju
memorija, studije analize vezanosti markera omogucile su identifikaciju varijanti gena
odgovornih za poremecaje u epizodi¢koj memoriji kod Alchajmerove bolesti i drugih

neurodegenerativnih oboljenja (47).
Studije asocijacije

U studijama asocijacije ispituje se udruzenost genskih polimorfizama sa nekim
od poligenskih svojstava tako $to se analizira ucestalost datog polimorfizma u grupi
obolelih (osoba sa odredenim svojstvom) 1 uporeduje sa podacima u zdravoj populaciji
(osoba koje nemaju ispoljenu tu osobinu). Takvo istrazivanje Cesto se naziva i

proucavanje ,slucaj — kontrola®. Ako se uclestalost u tim dvema grupama bitno

razlikuje, potvrduje se pozitivna ili negativna asocijacija.

Dve osnovne strategije koje se primenjuju u studijama asocijacije jesu analiza

asocijaciije gena kandidata i studije asocijacije ¢itavog genoma.
Studije gena kandidata

Studije gena kandidata mogu se primeniti u sluc¢aju da postoji dovoljno znanja o

bioloskim mehanizmima koji su u osnovi fiziologije (u slucaju da je u pitanju oboljenje
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- patofiziologije) odredene osobine. Geni kandidati biraju se na oshovu saznanja
dobijenih istrazivanja na animalnim modelima, rezultata analize vezanosti ili na osnovu
saznanja o biohemijskim procesima koji leze u osnovi osobine ili bolesti koja se
ispituje. Brojne studije na zivotinjama, kako beskicmenjacima tako i ki¢menjacima,
tokom prethodne tri decenije otkrile su gene i1 signalne molekule znacajne za
memorijske procese u mozgu, ukljucujuéi protein kinaze, fosfataze, transkripcione
faktore, faktore rasta i komplekse ligand-receptor (48-52). Ove studije ukazuju da su
mnogi molekularni mehanizmi koji su u osnovi memorijskih sposobnosti konzervirani
medu vrstama. Molekuli ukljuceni u sinapticku plasti¢nost, dugotrajnu potencijaciju,
dugotrajnu depresiju i aktivnost struktura mozga kao S$to su hipokampus,
parahipokampalni girus i amigdala mogu predstavljati idealne bioloske kandidate za
studije asocijacije. lako rezultati vecine studija tek treba da budu nezavisno potvrdeni,
podaci ukazuju da fokusiranje na postojece, dobro proucene bioloSke mehanizme vode
identifikaciji gena znacajnih za memorijske sposobnosti ljudi (41). Tako naprimer,
pokazalo se da su za memorijske sposobnosti od znacaja geni za: serotoninski receptor
2A (HTR2A), prionski protein (PRNP), prodinorfin (PDYN), dopaminski receptor
(DRD2), kateholamin-0-metil transferazu (COMT) i drugi (53).

Studije asocijacije celokupnog genoma (GWAS)

Postojea saznanja o bioloSkim mehanizmima znafajnim za memorijske
procese jasno ukazuju na gene kandidate, ali sa druge strane ograni¢avaju potencijal
studija da identifikuju nove gene i molekularne puteve. Skorija dostignuca u razvoju
metoda molekularne genetike omogucila su analizu asocijacije osobine ili bolesti sa
stotinama hiljada genskih varijanti rasporedenih po celom genomu. Takve studije su
poznate kao studije asocijacije celokupnog genoma (engl. Genome wide association
studies, GWAS). Kompanije kao Sto su Affimetrix i I[llumina razvile su tehnologiju
mikro€ipova (microarray) na kojima se moZe analizirati po jedan SNP na svakih 5kb do
cak 1kb genoma coveka, ¢ime se ispitivanjem obuhvata 600 000 do 3 000 000 SNP-
ova. Ovakve studije sprovode se na velikom broju ispitanika a do rezultata se dolazi
primenom visoko specifi¢nih statistickih metoda. U prvoj publikovanoj GWA studiji
epizodicke memorije analizirano je 500 000 polimorfnih markera i identifikovani su
polimorfizmi u dva gena, KIBRA (kidney and brain expressed protein) i CLSTN2

(calsyntenin2) koji su asocirani sa epizodickom memorijom (54). U narednim
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studijama identifikovani su jo§ i geni za calmodulin-binding transcription activator 1
(CAMTAL) (55) 1 neurexinl (NRXN1) (56). Vazno je naglasiti da su geni otkriveni
ovim studijama uklju¢eni u molekularne puteve znacajne za memorijske procese kao
Sto su fosforilacija proteina, aktivacija transkripcije zavisna od kalcijuma i sinapticka
plasti¢nost. Ipak, malo je verovatno da bi ovi geni bili izabrani a priori kao geni
kandidati jer se vrlo malo znalo o njihovoj bioloSkoj relevantnosti pre studija
asocijacije celokupnog genoma. To ukazuje na mocan potencijal ovog pristupa u

identifikaciji novih gena i molekularnih puteva znacajnih za memorijske sposobnosti.
Imidzing genetika

U asocijativnim studijama mogucnost reprodukcije dobijenih rezultata je od
izuzetnog znacaja. Reproducibilnost studije podrazumeva njeno ponavljanje primenom
istih metoda ali od strane drugih istrazivaca i/ili na razli¢itim uzorcima. Osnovni cilj
replikacije jeste potvrda rezultata i zakljucaka prvobitne studije pa se ovakav pristup
smatra zlatnim standardom u nauci uop$te. Kada se jednom ustanovi asocijacija
genskog polimorfizma sa posmatranim svojstvom, neophodno je sprovesti funkcionalna
ispitivanja koja ¢e potvrditi ovu vezu i objasniti njenu (pato)fiziolosku osnovu. Sto se
tiCe ispitivanja geneticke osnove memorije, U poslednjih nekoliko godina brain-imaging
tehnike tj. metode za vizuelizaciju mozga, kao $to su pozitronska emisiona tomografija
(PET) i funkcionalna magnetna rezonanca (fMRI) postale su izuzetno popularne (54).
Ove metode pruzaju uvid u razlike aktivnosti odredenih regiona mozga tokom
razli¢itih faza memorijskih procesa. Aktivnost regiona se meri prac¢enjem regionalnog
krvotoka u mozgu. Primenom i molekularno geneti¢kih i imaging metoda nastala je
hibridna disciplina koja se naziva ,,imaging genetics* tj. imidzing genetika. Kada se
uoCi statisticki znacajna razlika u memorijskim sposobnostima u zavisnosti od
genotipa, postavlja se hipoteza da ¢e u grupi ispitanika sa boljim memorijskim
sposobnostima i “povoljnim* genotipom biti registrovana ve¢a mozdana aktivnost (57).
Ukoliko se pak, suprotno oc¢ekivanju, ve¢a mozdana aktivnost registruje kod ispitanika
sa rizinim genotipom, smatra se da to ukazuje na postojanje kompenzatorne aktivnosti
u mozgu (54). Interpretacija rezultata je slozenija kada uprkos tome $to medu osobama
razli¢itih genotipova nema razlike u memorijskim sposobnostima fMRI pokazuje
razliku u mozdanoj aktivnosti. Moguce je da je neuronska aktivnost podloznija

direktnom uticaju funkcionalnih varijanti gena pa samim tim osetljivija na efekat
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razli¢itih genotipova u poredenju sa testovima memorijskih sposobnosti. Ipak, jos uvek
takve rezultate treba uzimati sa rezervom (53). Potrebna su dodatna istraZivanja na
veéem broju pacijenata kako bi sa sigurnos¢u tumacili dobijene rezultate. Do sada,
veéina ,,imaging genetic* studija ispitivalo je asocijaciju pojedina¢nih genskih markera
sa mozdanom aktivnos¢u. Uzimajuéi u obzir genetsku i1 fenotipsku kompleksnost

memorije bi¢e potrebno istovremeno analizirati markere u ve¢em broju gena.

Pored izu€avanja polimorfizama u razumevanju geneticke osnove kompleksnih
svojstava vaznu ulogu imaju i jasno definisani monogenski poremecaji koji svojim
fenotipskim odlikama i molekularnim mehanizmima takode ukazuju na moguce gene
kandidate. Kada se govori o genetici memorijskih sposobnosti, dobri modeli su poznate
monogenske bolesti koje ukljuc¢uju i opadanje memorijskih sposobnosti. Ovde spadaju
fenilketonurija (gen PHA) (58, 59, 60), sindrom fragilnog X (geni FRAX) (61),
DiGeorge-ov sindrom (gen COMT) (62) i dr.
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MOLEKULARNE OSNOVE PAMCENJA

Kao §to je ve¢ navedeno, poslednjih godina su prikupljeni brojni podaci o
molekularnim mehanizmima pamcenja 1 genetickoj kontroli memorijskih sposobnosti.
Ipak, dobijeni rezultati u mnogim slu¢ajevima nisu konzistentni i zahtevaju kriticko
preispitivanje. U naSoj studiji odabrali smo da analiziramo Cetiri gena koji reprezentuju
razlic¢ite aspekte i modele geneticke kontrole pamcéenja: BDNF, KIBRA, APOE i
BCHE.

3. MOZDANI FAKTOR RASTA (BDNF)

3.1. Struktura BDNF gena i proteina

U naslednoj osnovi ¢oveka gen za BDNF (engl. Brain derived neurotrophic
factor) lokalizovan je na kratkom kraku hromozoma 11, u regionu 11p.14. Gen je
duzine ~70kb 1 sastoji se od 11 egzona od kojih je samo egzon IX (koji se nalazi na 3'
kraju gena) kodirajuci egzon. Egzon IX pokazuje izuzetnu kompleksnost, sastoji se od
4 regiona: a, b, ¢, d i podleze unutargenskom splajsovanju ¢ime nastaju transkripti koji
sadrze razliCite regione egzona. Do sada je otkriveno 9 razli¢itth promotora,
alternativna donorska i akceptorska mesta splajsovanja u egzonima I, V i VI i dva
alternativna mesta poliadenilacije u okviru egzona IX. Alternativnho splajsovanje
omogucava izuzetnu heterogenost ekspresije BDNF-a u razli¢itim tkivima i1 regionima
mozga. Devet razli¢itih promotora inicira transkripciju brojnih razlicitih transkripata
1IRNK. Svaki transkript se sastoji od jednog od alternativnih 5’ egzona 1 zajedni¢kog 3’
kodiraju¢eg egzona 1X koji sadrzi ceo otvoreni okvir Citanja za BDNF protein (63).
Upotrebom alternativnih promotora, mesta splajsovanja i poliadenilacije sintetiSe se bar
34 razlicitih zrelih transkripata koji kodiraju cetiri razlicita proteinska produkta BDNF
(Slikal.).
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Slika 1. Struktura BDNF gena i transkripata (64)

Iako je znacaj ove slozene transkripcione organizacije i dalje zagonetka, jedna
od hipoteza je da se kroz upotrebu alternativnih promotora, razli¢itu stabilnost iRNK ili
razli¢itu subcelularnu lokalizaciju iRNK 1 proteina obezbeduje viSe nivoa regulacije
sinteze i funkcije BDNF-a. U korteksu promotor IV-zavisna transkripcija ¢ini najveéi
deo ekspresije BDNF indukovane neuronskom aktivnoscéu (65). Uvodenjem knock-in
mutacije u promotor IV i pracenjem ekspresije BDNF-a pokazano je da neuroni
zivotinja formiraju manje inhibitornih sinapsi i da Zzivoitnje imaju poremecaj u
ekspresiji BDNF-a indukovanoj senzornim iskustvom. Takode, uocena je smanjena
ekspresija inhibitornih postsinaptickih markera u korteksu. To ukazuje na znacaj
kontrole BDNF ekspresije zavisne od aktivnosti neurona u razvoju kortikalne inhibicije
(65). Poliadenilacija BDNF transkripata se odvija na dva razli¢ita mesta. Time nastaju
dve populacije iRNK: iRNK sa kratkim 3* UTR regionom i iRNK sa dugim 3° UTR
regionom (66). Ova dva tipa iRNK se javljaju u razli¢itim subcelijskim odeljcima
neurona. Duge 3’ UTR iRNK su viSe zastupljene u dendritima kortikalnih neurona dok
su kratke 3’UTR iRNK viSe zastupljene u somi. MiSevi bez dugih 3’UTR iRNK
proizvode normalne koli¢ine iRNK i BDNF proteina u mozgu ali su dendritski trnovi
njihovih CA1 piramidalnih neurona gus¢i i tanji a hipokampalna dugotrajna
potencijacija redukovana (67). To ukazuje na znacaj lokalne translacije BDNF u

dendritima. Studije su pokazale da specificni UTR regioni BDNF gena sluze za
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usmeravanje transkripata ka dendritima gde nakon stimulacije aktivno$¢u neurona
dolazi do lokalne translacije koja stimuliSe remodelovanje dendritskih trnova u

postnatalnom razvoju.

Kao i drugi ¢lanovi familije neurotrofina BDNF se sintetiSe u formi proBDNF
od 32 kDa koja podleze N-glikozilaciji i glikosulfataciji. Pro domen duzine je 112

aminokiselina a zreli BDNF priblizno149 aminokiselina.

Uprkos izuzetnoj kompleksnosti gena za BDNF do sada su otkrivene samo
Cetiri proteinske varijante. NajviSe je zastupljena proBDNF1 varijanta proteina. U
odnosu na proBDNF1, proBDNF2 varijanta ima 8 aminokiselina vi$e na N-terminusu a
proBDNEF3 jo$ sedam aminokiselina vise. ProBDNF4 u odnosu na ostale varijante ima
deleciju 48 aminokiselina (od 154. aminokiseline do 201.) koja je posledica
alternativnog splajsovanja (Slika 2.) (68). Jos uvek nije poznato da li postoji razlika u

lokalizaciji i funkciji ovih proteinskih varijanti.

PRO REGION
NH2 [T | | proBDNF1

NH2| | ‘ ‘ ‘proBDNF2

{ex 1)

NH2| | | | | |proBDNF3

(ex VIIB)

NH2 | | | ________ | pro-BDNF4
f/l;lﬁna]

Slika 2. Varijante BDNF proteina (68)

3.2. Polimorfizmi gena za BDNF

U genu za BDNF otkriveno je viSe polimorfnih mesta ali je do sada najvise
izuCavan polimorfizam rs6265 koji nastaje supstitucijom guanina (G) adeninom (A) na
196-om nukleotidu i dovodi do zamene aminokiseline valina metioninom na poziciji 66
(Val66Met). Supstitucija se javlja u prodomenu, u regionu Kkoji se kasnije iseca ali se

smatra da je od velikog znaCaja za transport BDNF-a. Zamena valina metioninom
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narusava celijsku obradu, transport i sekreciju BDNF-a. Studije na neurosekretornim
¢elijama i primarnim neuronima u kulturi pokazale su da Met supstitucija dovodi do tri
poremecaja u transportu: (1) smanjene distribucije u dendrite, (2) smanjenog pakovanja
u sekretorne granule, i (3) promene u sekreciji BDNF-a (69). Primecéeno je takode da
kada se u celiji eksprimiraju obe varijante BDNFyt utice na transport BDNF\y
formiranjem heterodimera Kkoji se sa manjom efikasno$c¢u transportuju sekretornim
vezikulama. Ovaj polimorfizam je prva varijacija u genu za bilo koji neurotrofin koji je
asociran sa odredenom klinickom patologijom. Do sada nije potvrdeno postojanje ovog
polimorfizma kod drugih ki¢menjaka. Jedna od osnovnih posledica zapazenih kod
nosilaca Met alela jeste razlika u morfologiji korteksa i hipokampusa. Magnetna
razonanca je pokazala da nosioci Met alela imaju manju zapreminu hipokampusa u
odnosu na Val/Val homozigote (70). Smatra se da ova razlika moze poticati od uloge
BDNF-a u razvoju i odrzavanju plasti¢nosti mozga (71, 72, 73). Kod heterozigotnih
nosilaca Met alela zapaZzena je i smanjena zapremina dorzolateralnog prefrontalnog
korteksa, regiona znacajnog za planiranje i viSe kognitivne funkcije kao i smanjena
zapremina subkortikalnih regiona kao $to su jedra kaudatuma. (74). Takode, primeceno
je da su nosioci Met alela postizali lo$ije rezultate na memorijskim testovima koji
zavise od funkcija hipokampusa. Pozitivne i negativne asocijacije uocene su sa
testovima inteligencije, drugim kognitivnim funkcijama, karakterom i memorijom,
Parkinsonovom boles¢u, bolestima zavisnosti, Sizofrenijom, Alchajmerovom bolescu,
bipolarnim poremecajem, depresijom, opsesivno-kompulsivnim poremecajem i

anoreksijom.

C270T je drugi Cest polimorfizam je u 5' nekodiraju¢em regionu introna 1 &iji
efekat na ekspresiju BDNF-a jo§ uvek nije poznat. Do sada najviSe je ispitivana
njegova asocijacija sa Parkinsonovom boles¢u, Alchajmerovom boleséu i shizofrenijom
ali potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se objasnila njegova uloga u ovim

bolestima (75,76).

Polimorfizam broja ponovaka (GT)n lociran u intronu 10, 1040bp uzvodno od
mesta pocetka transkripcije. Novije studije su pokazale da je ovaj region visoko
polimorfan i1 da ne obuhvata samo od GT ponovke ve¢ i od inserciono/delecione

segmente 1 supstitucije nukleotida koji zajedno daju 23 razli¢ite alelne varijante. Na
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neuronima pacova u kulturi pokazano je da su u pitanju funkcionalni polimorfizmi. Do

sada uticaj ovih polimorfizama na kognitivne sposobnosti nije ispitivan (77).

3.3. Funkcija BDNF-a

BDNF pripada familiji neurotrofina koja obuhvata jo§ i1 nervni faktor rasta
(NGF), neurotrofin 3 (NT3) i neurotrofin 4/5 (NT4/5). Tokom razvica, BDNF
omogucava prezivljavanje 1 diferencijaciju neurona u perifernom i centralnom nervnom
sistemu, utiCe na izrastanje aksona i usmeravanje njihovog rasta kao i na izrastanje i
morfologiju dendrita. BDNF ima znacajnu ulogu i u kasnijim fazama razvoja nervnog
sistema 1 regulaciji sinapticke transmisije i plasti¢nosti (78). Sinapticka plasti¢nost
predstavlja selektivno jacanje i slabljenje pojedina¢nih sinapsi, U zavisnosti od
aktivnosti neurona $to omogucava da odredena informacija bude predstavljena,

obradena i sacuvana u kompleksnim neuronskim mrezama.

BDNF se eksprimira i u tkivima izvan centralnog nervnog sistema: timusu, jetri,
slezini, srcu i plu¢ima (79). Tokom razviéa, ekspresija BDNF proteina je mnogo
izrazenija u nervnom sistemu u poredenju sa drugim tkivima i koncentracija BDNF-a u
mozgu znacajno raste tokom postnatalnog razvic¢a. U nervnom sistemu adultne osobe,
BDNF ima Siroku ekspresiju a najvec¢a koncentracija iRNK 1 proteina uo€ena je u
neuronima hipokampusa, amigdale, cerebralnog korteksa i hipotalamusa (80).
Aktivnost neurona uti¢e na transkripciju BDNF-a, transport iRNK i proteina u dendrite

i sekreciju proteina.

BDNF se inicijalno sintetiSe na endoplazmati¢nom retikulumu kao prekursorni
protein (preproBDNF). Nakon secenja signalnog peptida, proBDNF se transportuje u
Goldzijev kompleks gde se rasporeduje u konstitutivne ili regulisane sekretorne
vezikule. ProBDNF se konvertuje u zreli BDNF intracelijski u trans-GoldZi kompleksu
pripadnicima subtilisin-keksin familije endoproteaza kao §to je furin ili u nezrelim
sekretornim granulama proprotein konvertazama (81). Dugo vremena se smatralo da je
samo zreli sekretovani BDNF bioloski aktivan a da je proBDNF iskljucivo lokalizovan
unutar ¢elija i da sluzi kao neaktivni prekursor. Ipak, skorija zapaZanja proBDNF
sekrecije 1 konverzije u zreli BDNF ukazuje da proBDNF moze biti bioloski aktivan

(75). U periodu detinjstva ekspresija BDNF-a i njegovog receptora u hipokampusu
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raste paralelno sa sposobno$c¢u ovog dela regiona mozga da podleze LTP-u istovremeno
sa napredovanjem sposobnosti ucenja i pamcenja. Produkti BDNF gena se pakuju u
vezikule, oslobadaju depolarizacijom neurona (82) I vezuju se za receptore visokog

afiniteta-tirozin kinaze (posebno trkB) i receptore niskog afiniteta p75 (Slika3.) (83).

A 4 p75NTE kB
o id N
ProBDNF 3> [ zreli BDNF

\ (plazmin, MMP-7) /
p75"m! TrkB

Slika 3. Obrada BDNF preproproteina (68)

Ovo vezivanje stimuliSe dimerizaciju i1 autofosforilaciju receptora, promene u
unutarcelijskim signalima kao $to je MAP kinazni put i promene u osobinama neurona
od amplitude postsinapticke struje do mehanizama koji ukljucuju povecéanje aktivnosti
NMDA receptora (84). Pored uloga sli¢nih neuropeptidima-neurotransmiterima, BDNF
ima 1 znacajnu troficku aktivnost. Omogucava prezivljavanje neurona i otpornost na
stres npr. kod dopaminergi¢kih neurona koji eksprimiraju i BDNF i trkB receptore.
Ekspresija BDNF-a je redukovana u supstantia nigri pacijenata sa Parkinsonovom
boles¢u i u zahvacenim kortikalnim regionima pacijenata sa Alchajmerovom boles¢u
(85,86).
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Pokazano je da se u zavisnosti od aktivnosti neurona, BDNF oslobada i sa
presinapticke i sa postsinapticke membrane (87) kao i da je njegov receptor TrkB
lokalizovan na obe ove membrane (88). Nekoliko unutarcelijskih proteina Saperona,
ukljucujuéi karboksipeptidazu E (89) koji se vezuju za domene zrele BDNF i sortilin
koji se vezuje za prodomen BDNF-a (90) identifikovani su kao proteini kandidati koji
reguliSu unutaréelijsku lokalizaciju BDNF-a u neuronima. Interakcija sortilina sa
BDNF je od znacaja u usmeravanju unutaréeljskog transporta jer je uoceno da
ekspresija dominantno negativne forme sortilina dovodi do preusmeravanja BDNF-a sa

regulisanog sekretornog puta na konstitutivni put (90).

Pokazano je da BDNF moduliSe proces sinaptogeneze in vivo i ima ulogu u
ekspresiji dugotrajne potencijacije (LTP-a) u hipokampusu. Dugotrajna potencijacija
(LTP) odnosi se na jaCanje sinapsi $to znaci da svaki naredni stimulus brze izaziva
postsinapticki odgovor. Najvise je izucavan NMDAR zavisni LTP na sinapsama izmedu
Saferovih kolaterala i komisuralnih neurona u CA1 regionu hipokampusa i predstavlja
osnovni eksperimentalni model za izu¢avanje ucenja i pam¢enja kod kicmenjaka. LTP
se deli na dve uzastopne faze: rani LTP (E-LTP) i kasni LTP (L-LTP). Rana faza traje 1-
2 h i zavisi od modifikacije i translokacije ve¢ postojecih proteina (91) dok L-LTP traje
danima i mesecima (92) i zavisi od de novo sinteze proteina i promena u genskoj
ekspresiji (93). Analiza sinapticke transmisije pre i posle LTP-a navela je na zakljucak
da je povecanje sinapticke snage koje nastaje po indukciji LTP-a rezultat pove¢anog
oslobadanja neurotransmitera. To znaCi da se dugotrajna potencijacija indukuje u
postsinaptickim neuronima ali se ispoljava presinapticki. Po ovoj hipotezi,
presinapti¢ka celija prima signal iz postsinapticke celije (retrogradni signal) koji
ukazuje da se deSava indukcija LTP-a i dovodi do povecanog oslobadanja transmitera

sa presinapticke celije.

BDNF regulise E-LTP i L-LTP razli¢itim mehanizmima. Indukciju E-LTP-a
olaksava tako S$to pojacava sinapticki odgovor na tetani¢ku stimulaciju najverovatnije
tako $to uti¢e na mobilizaciju i vezivanje sinapti¢kih vezikula regulisanjem distribucije
i fosforilacije sinaptickih proteina. BDNF takode ima i vaznu ulogu u odrZavanju
(ekspresiji) E-LTP-a aktiviranjem tihih (silent) sinapsi. Pokazano je da je sekrecija
BDNF-a zavisna od aktivnosti neurona klju¢na za kratkotrajnu hipokampus zavisnu

epizodicku memoriju.
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Sa druge strane saznanja o ulozi BDNF-a u indukciji i ekspresiji dugotrajne
memorije odnosno L-LTP-a su jo$ uvek nedovoljna. Uoceno je da BDNF uti¢e na E-
LTP oslobadanjm postojecih presinaptickih BDNF pulova i modifikacijom postojecih
pre- i postinaptickih proteina preko TrkB receptora (94). Nasuprot tome, postoje dokazi
da indukcija L-LTP-a =zahteva sintezu i oslobadanje proBDNF-a i njegovu
ekstracelularnu konverziju u BDNF (82) a zatim BDNF stimulise de novo sintezu
proteina znacajnih za odrzavanje L-LTP-a (95). BDNF osloboden tokom L-LTP je
najverovatnije nastao pojatanom translacijom ve¢ postoje¢ih iRNK kao 1 novih iRNK.
Pokazano je da se BDNF transkripti trasnportuju u dendrite neurona hipokampusa u
kulturi kao odgovor na KCI-indukovanu depolarizaciju (96). Translacija IRNK
lokalizovanih u dendritima sluzi kao izvor BDNF-a potrebnog za ekspresiju L-LTP-a.
Funkcije BDNF-a mogu takode biti izmenjene i na proteinskom nivou. BDNF i
aktivator tkivnog plazminogena (tPA, serin proteaza) ucestvuju u mehanizmima
odgovornim za kasnu fazu dugotrajne potencijacije (L-LTP) i dugotrajnu memoriju. In
vitro, proBDNF moze biti konvertovan u zreli BDNF plazminom kroz tPA zavisnu
aktivaciju plazminogena. U elektrofizioloSkim studijama, zreli BDNF, ali ne i
proBDNF, omoguc¢ava L-LTP kod tPA i plazminogen knock-out miseva (82). Ove
studije pokazuju da konverzija proBDNF u zreli BDNF omogucéava L-LTP ekspresiju u
hipokampusu i obezbeduje mehanisticku vezu izmedu tPA i BDNF, dva proteina

ukljuéena u dugotrajnu memoriju (Slika 4.).
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Slika4. Ekstracelijska konverzija proBDNF u BDNF (72)

Proneurotrofini, ukljudujuéi i proBDNF, vezuju se i aktiviraju p75"

(97). Studija Woo i sar., 2005 pokazala je da proBDNF i zreli BDNF imaju suprotne

receptor
sinapti¢ke efekte kroz aktivaciju dva razligita receptora; p75~ ~ i Trk receptor tirozin
kinase (73). Da bi se bolje razumeo mehanizam koji kontrolis§e konverziju proBDNF u
BDNF dizajnirani su eksperimenti sa ciljem da otkriju koji su to fizioloski relevantni
uslovi koji dovode do sekrecije specificnih izoformi endogenog BDNF. Pokazalo se da
je u uslovima stimulacije niskom frekvencijom koja indukuje pojavu dugotrajne
depresije (LTD-a), najve¢im delom sekretovan proBDNF (98). Nasuprot tome, kada su
neuroni izloZeni stimulaciji visoke frekvencije (HFS) koja dovodi do LTP-a
detektovane su znacajne koli¢ine sekretovanog BDNF-a. Interesantno je da je tPA
sekretovana samo u slu¢aju HFS. Dakle, aktivnosti i niske i visoke frekvencije
povecavaju proBDNF u ekstracelijskoj sredini ali samo sekrecija tPA indukovana
visokom frekvencijom dovodi do ekstracelijske konverzije proBDNF u BDNF. Ovi
rezultati pokazuju kako HSF aktivnost neurona moze regulisati suprotne funkcije
izoformi BDNF-a. Primena razli¢itih promotorskihh elemenata, selektivna upotreba 3’
UTR regiona da bi se usmerio transport, regulacija sazrevanja proBNDF-a isecanjem i
koris¢enje razli¢itih unutarcelijskih Saperona da usmeravaju unutarcelijski transport
pruza raznovrsni repertoar mogucnosti centralnom nervnom sistemu da brzo i precizno

moduliSe ekspresiju, lokalizaciju i sinapticu isporuku BDNF-a.
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4. KIBRA

4.1. Struktura gena i proteina

Joachim Kremerscothen otkrio je 2003.god. citoplazmatski protein KIBRA (
engl. Kidney brain protein) kao jedan od molekula koji interaguje sa humanim
postsinapti¢ckim proteinom dendrinom. KIBR-u kodira gen WWCL1 lociran na dugom
kraku hromozoma broj 5 (5035.1) (99). Gen ¢ini 4 promotora, 23 egzona, 5
alternativnih krajnjih egzona i 4 alternativna mesta poliadenilacije. Transkripcijom
nastaje 16 razlicitih zrelih iRNK koje se medu sobom razlikuju po 5’ kraju, 3’ kraju i 3
preklapaju¢a egzona. Njih 14 nastaje alternativnim splajsovanjem dok dve varijante
nisu obradene splajsovanjem. Gen se predominantno eksprimira u bubrezima i mozgu i
kodira citoplazmatski protein od 125kDa, duzine 1113 aminokiselina koji sadrzi dva
amino-terminalna WW domena, unutra$nji motiv slican C2 domenu sinaptotagmina,
karboksi-terminalni nastavak bogat glutaminskim ostacima i PDZ vezuju¢i motiv (99).
Analize su pokazale da prvi WW domen ucestvuje u interakciji KIBRA-e sa PPXY
motivima ciljnih polipeptida. WW domen je najmanji globularni domen koji ostvaruje
interakcije sa ciljnim proteinima tako §to se vezuje za sekvence bogate prolinima.
(Slika 5.) WW domeni su pronadeni kod citoplazmatskih i nuklearnih proteina koji
ucestvuju u brojnim celijskim funkcijama kao $to su: degradacija proteina, regulacija
transkripcije, splajsovanje RNK i clustering (grupisanje) proteina. U mozgu sisara WW
domene sadrzi 1 familija membranskih guanilat kinaza za koje se predpostavlja da
funkcioniSu kao regulatori neurotransmisije 1 sinapticke plasti¢nosti. Prisustvo
unutrainjeg C2 nalik domena ukazuje da je KIBRA i Ca®* vezujuéi protein (99).

Molekuli KIBRA-e organizovani su kao antiparalelni homodimeri.
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Slika 5. Struktura KIBRA proteina (114)

4.2. Polimorfizam u genu za KIBRA protein

Papasotiropulos i saradnici su po prvi put primenili pristup studije asocijacije
Citavog genoma i ispitivali asocijaciju 500000 SNP-ova sa memorijskim
sposobnostima. Najjaca asocijacija uo¢ena je za polimorfizam rs17070145 koji nastaje
supstitucijom timina (T) citozinom (C) u devetom intronu gena za KIBRA protein. U tri
nezavisna uzorka osoba mlade i srednje Zivotne dobi uoceno je da nosioci CC genotipa
imaju loSije rezultate u testovima verbalne i vizuelne epizodicke memorije u poredenju
sa nosiocima T alela (54). Uocena je i asocijacija T alela sa povecanim rizikom od
Alchajmerove bolesti kod osoba starijih od 86 godina (100).Za sada, koliko je nama
poznato, nema podataka o tome da li 1 na koji nacin analizirani polimorfizam uti¢e na

ekspresiju gena, strukturu ili funkciju KIBRA proteina.

4.3. Funkcija KIBRA proteina

Imunohistohemijskim metodama pokazano je da se KIBRA eksprimira
prevashodno u neuronima telencefalona, posebno u hipokampusu i korteksu (101). Ova
otkri¢a podrzavaju studije koje ukazuju na specifi¢nu funkciju KIBRA-e u neuronima
bitnu za odvijanje memorijskih procesa. Znacajna ekspresija KIBRA-e otkrivena je u

Purkinje ¢elijama odgovornim za kontrolu implicitnog i asocijativnog ucenja. Takode,
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uofeno je da distribucija KIBRA-pozitivnih neurona odgovara distribuciji
magnocelularnih hipotalamickih neurona koji eksprimiraju vazopresin i oksitocin §to
ukazuje da funkcija KIBRA-e nije ograni¢ena samo na procese formiranja memorije i
uCenje ve¢ je bitna i za funkcionisanje neuroendokrinog sistema (101). Na
subcelularnom nivou lokalizacija KIBRA proteina odgovara lokalizaciji dendrina i
sinaptotagmina i smatra se da ih KIBRA regrutuje zajedno sa drugim postsinaptickim
molekulima u postsinapticku gustinu time reguliSuéi arhitekturu postsinaptickog
citoskeleta (101). Dok se ekspresija KIBRA-¢ povec¢ava u ranim fazama sinaptogeneze
u adultnom mozgu je pronaden nizak nivo ovog proteina. Ova saznanja ukazuju da
KIBRA ima ulogu ne samo u morfoloskim promenama postojecih sinapsi ve¢ je 1 od

klju¢nog znacaja u pocetnim fazama neuro- i Sinapto-geneze.

Dosadasnji rezultati ukazuju da KIBRA direktno interaguje sa protein kinazom
CC (PKCY) koja vrsi fosforilaciju njegovog WW domena (99). U perinuklearnim
regionima ¢elija uocena je jasna kolokalizacija KIBRA-e i PKC(C. PKC( je ¢lan familije
atipi¢nih protein kinaza C koje se po svojoj strukturi izdvajaju prisustvom samo jednog
zinc finger modula (102, 103, 104). Brojne studije su pokazale da je ova PKC
uklju€ena u procese signalne transdukcije koji reguliSu razlicite ¢elijske procese kao §to
su rast i diferencijacija ¢elija (105). Glavni put aktivacije PKC zavisi od fosfatidil
inozitol-3,4,5-trifosfata (P1P3) koji proizvodi PI-3 kinaza (102, 103). Nakon aktivacije
PKC interaguje se drugim signalnim molekulima i povezuju¢im proteinima i formira
velike komplekse. Novije studije pokazale su da je aktivnost PKC kriticna za

konsolidaciju dugotrajne potencijacije i formiranje memorije (106,107).

Takode je primecena i interakcija KIBRA-e sa PKM(, konstitutivno aktivnom
kinazom koja se eksprimira samo u mozgu. Biohemijska posledica fosforilacije
KIBRA-e za sada je nepoznata. Za sada se zna samo da fosforilacija ne utie na
lokalizaciju proteina. Fragment od 44kDa koji sadrzi mesto fosforilacije je deo domena
za dimerizaciju pa se pretpostavlja da fosforilacija regulise formiranje dimera KIBRA-
e. Fosforilacija KIBRA-e moze uticati na kapacitet za vezivanje ili na specificnost WW

domena pa time i na asocijaciju KIBRA-e sa drugim signalnim molekulima (105).

Interakcija sa postsinaptickim proteinom dendrinom ukazuje na mogucu

strukturnu ulogu KIBRA-e. Dendrin se sintetiSe sa iRNK lokalizovanih u dendritima i
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interaguje sa o-aktininom i sinaptickim povezuju¢im molekulom S-SCAM (108).
Pretpostavlja se da KIBRA ucestvuje u procesima koji se odvijaju u postsinaptickoj
gustini (PSD), sto je potvrdeno identifikacijom druga dva proteina koji interaguju sa
KIBRA a to su sinaptopodin i PKC{ (105, 109-135). Kao i dendrin i sinaptopodin se
vezuje za PPxY motiv u okviru WW domena KIBRA-e. Oba proteina su lokalizovana u
dendritima 1 imaju vaznu ulogu u organizaciji citoskeleta (99, 109). Uloga
sinaptopodina u dendriticnim trnovima uocena je kod knock-out miSeva kod kojih
odsustvo sinaptopodina dovodi do poremecaja u dugotrajnoj sinaptickoj plasti¢nosti
gradi dendritskih trnova (110, 111). Na subcelijskom nivou gust sloj citoskeletnih
proteina, povezujuc¢ih molekula, jonskih kanala i transmembranskih receptora formira
postsinapticku gustinu neurona. Smatra se da PSD ostvaruje brojne funkcije u
formiranju memorije. Najbitnije je da deluje kao organizator maSinerije za
postsinapticku transdukciju signala koji povezuju regulatorne molekule sa njihovim
metama, koordiniSe promene tokom razvoja i kontroliSe remodelovanje postsinapti¢kih
struktura u zavisnosti od njihove aktivnosti. Najnovija otkri¢a ukazuju da su posebno
povezujuéi proteini, u koje se ubraja i KIBRA, bitne komponente PSD jer interaguju i
povezuju razliCite proteine bitne za formiranje memorije na vremenski i prostorno

regulisan nacin (112).

Jo§ jedan od proteina koji interaguje sa KIBRA-om a od =znacaja je za
kognitivne procese je KIAAO0513. Ekspresija KIAA0513 je pove¢ana u mozgu
pacijenata sa Sizofrenijom, ali ¢elijska funkcija ovog proteina je nepoznata (113). Moze

u objasnjenju kognitivnog deficita u ovoj bolesti (114).

KIBRA direktno interaguje sa PICK1 kao i sa GIuAl, GIuA2 i drugim
sinaptickim proteinima formirajuc¢i proteinski kompleks. Pokazano je da odsustvo
KIBRA-e znacajno ubrzava stepen recikliranja GluA2. Na osnovu toga mozemo
zakljuciti da KIBRA ima vaznu ulogu u regulaciji transporta AMPA receptora u procesu

ucenja i sinapticke plasti¢nosti (115).

Otkricem proteina sa kojima KIBRA interaguje pokazano je da KIBRA
ucestvuje u i u drugim vaznim cCelijskim funkcijama kao Sto su celijska polarnost i

migracija, transport vezikula, regulacija transkripcije i sinaptogeneza (109).
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Identifikacija proteina PATJ (PALS1-associated tight junction protein) kao molekula
koji interaguje sa PDZ-vezuju¢im regionima KIBRA ukazuje na mogucu ulogu
KIBRA u c¢elijskoj polarnosti. PATJ pripada kompleksu evolutivno ocuvanih
multiproteinskih kompleksa koji reguliSu ¢elijsku polarnost u podocitima i neuronima
kao i subcelijsku lokalizaciju atipiénih PKC i Par3 u epitelnim ¢elijama (116, 117).
Uzevsi sve u obzir ove sli¢nosti ukazuju na preklapajuce funkcije KIBRA i PATJ u
modulaciji Celijske plasti¢nosti 1 migracije ¢elija koje su ektodermalnog porekla.
Identifikacija KIBRA-e u PSD, interakcija sa proteinima celijske polarnosti i uloga u
migraciji Celija ukazuje na centralnu ulogu KIBRA-e u rearanzmanu celijskog
citoskeleta. Druga veza KIBRA-¢ sa celijskim citoskeletom potice od njegove
interakcije sa dineinskim kompleksom. Pokazano je da sorting nexin 4 (SNX4)
interaguje sa kompleksom dineina, motora mikrotubula i KIBRA-om i da ovaj
kompleks reguliSe usmeravanje transferinskog receptora (TfnR) ne ka degradaciji, ve¢
ka putu za recikliranje. Nishodna regulacija SNX4, KIBRA ili dineinskih proteina
naruSava transport TfnR i povecava lizozomima posredovanu degradaciju receptora
(118). Opisana je i istovremena interakcija KIBRA-e sa histonom H3 i lakim lancem
dineina 1 (DLC1). Vezivanje KIBRA-e za histon 3 ostvaruje se preko regiona bogatog
glutaminima u blizini C terminusa (Slika 6.). Delecija histon vezujuéeg regiona
KIBRA-e dovodi do inhibicije transaktivacije estrogenskog receptora o u ¢elijama
humanog karcinoma dojke (119). Iako se KIBRA vezuje za histon i zadrzava u jedru
mehanizam transaktivacije ostaje nejasan. Da KIBRA wucestvuje u regulaciji
transkripcije potvrdeno je 1 u studiji koja pokazuje da postoji ushodna regulacija
KIBRA-e primenom progesterona i da se KIBRA vezuje za diskoidni domen receptora
1 (DDRI1) tirozin kinaze vazne za razvoj mle¢nih Zlezdi (120). KIBRA i DDR1
interaguju zajedno sa PKC{ u kompleksu uklju¢enom u kolagenom regulisani MAP

signalni put.
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Slika 6. Proteini koji interaguju sa KIBRA-om (114)

Postoje eksperimentalni dokazi koji povezuju KIBRA-u sa Alchajmerovom
boles¢u. Ekspresija KIBRA-e je znatno izmenjena u neuronima Koji sadrze
neurofibrilarnu klubad u kljuénim regionima mozga pacijenata sa AB. U neuronima
disekovanim laserom iz hipokampusa, srednjeg temporalnog girusa i zadnjeg
cinguluma koncentracija IRNK KIBRA-e povecana je 2.4-3 puta dok je iRNK PKC u
istim regionima mozga smanjena 2.3-3.3 puta. Znacajne razlike nisu primecene u

primarnom vizuelnom korteksu, regionu koji nije pogoden sa AB (121).
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5. APOLIPOPROTEIN E (APOE)

5.1. Struktura gena i proteina

Gen za APOE (apolipoprotein E) nalazi se na dugom kraku hromozoma 19
(19913.2) i obrazuje klaster zajedno sa APOC1, pseudo APOC1, APOC2 i APOC4
genima (122,123). Gen sadrzi 3597 nukleotida i sastoji se od 4 egzona duzine 44,
66,193 i 860 bp (124). Zreo transkript je duzine 1163 nukleotida. APOE se sintetise kao
polipeptid od 317 aminokiselina koji podleze post-translacionoj obradi i isecanju
signalnog peptida od 18 aminokiselina pa zreli protein sadrzi 299 aminokiselina.
Eksprimira se u razli¢itim organima uklju¢ujuéi jetru, mozak, bubrege i Srz
nadbubrezne Zlezde (125). Tkivno specificna ekspresija pod kontrolom je elemenata
rasporedenih po celom genskom C1-C1-C2-C4 klasteru (126-127).

APOE je jednolancani glikoprotein od priblizno 34.2 kDa. Nakon in vitro
digestije trombinom razdvaja se na dva domena: amino-terminalni, globularni, domen
od 22kDa od 1. do 191. aminokiseline i C-terminalni, fibrilarni, domen od 10 kDa koji
se pruza od 216-te do 299-te aminokiseline (128,129). Ova dva domena su rezistentna
na proteolizu i razdvojena su regionom koji je podlozan proteolizi. C-terminalni deo
proteina je organizovan u vidu 4 a-heliksa i sadrzi heparin-vezuju¢e mesto izmedu
aminokiselina 214 i 223 (130) i mesto za vezivanje lipida izmedu aminokiselina 245 i
266 (131). NH2-terminalni deo proteina sadrzi domen za vezivanje receptora od 130-te
do 150-te aminokiseline (132). Pozitivno naelektrisani aminokiselinski ostaci receptor-
vezuju¢eg domena interaguju sa negativno naelektrisanim ostacima prisutnim na

ligand-vezuju¢em domenu receptora. (Slika 7.)

35



Domen za Domen za
vezivanje vezivanje
receptora lipida

B850 x5 M2 g

T

Helix1  Helix2  Helix Helix 4

Slika 7. Struktura APOE proteina (148)

5.2. Polimorfizmi APOEgena

APOE gen javlja se u vidu tri glavne alelne forme: E2, E3 i E4 koje obrazuju 6
razli¢itih genotipova (E3/E3, E3/E4, E3/E2, E2/E2, E2/E4, E4/E4). Aleli E2, E3 i E4 su
definisani haplotipom na pozicijama 7903 i 8041 u cetvrtom egzonu gena. Ovaj
haplotip odreduje aminokiselinski sastav na polozaju 112 i 158 u proteinu. Supstitucija
timina (T) u citozin (C) u kodonu 112 dovodi do zamene Cys sa Arg (rs429358) dok
supstitucija C u T u kodonu 158 dovodi do zamene Arg sa Cys (rs7412). E3 varijanta na
poziciji 112 ima Cys, a na poziciji 158 Arg. E2 varijanta na obe pozicije ima Cys, a E4
na obe pozicije Arg. (122,133,134) (Slika 8.) Takode, detektovana je i izuzetno retka
varijanta E1 (samo 4 zabelezena slucaja) kod koje se na poziciji 112 nalazi Arg a na
poziciji 158 Cys. Smatra se da je E4 divlji, ancestralni alel u humanim populacijama ali
je tokom evolucije postojala jaka negativna selekcija protiv E4 i favorizovan je E3. Tri
glavne izoforme proteina oznacene kao ApoE2, ApoE3 i ApoE4 razlikuju se po
poloZaju nakon izoelektriénog fokusiranja: E2 je najbaznija dok je E4 najkiselija

izoforma.
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Slika 8. Struktura APOE gena, sekvenca u donjem redu definise E3 alel

Ukljucujuéi i najcescu varijantu APOE3 do sada je opisano 30 razli¢itih
varijjanti APOE proteina. Razli¢ite APOE varijante dele se na: uobicajene (Ceste)
varijante u koje spadaju APOE3, APOE4 i APOE2; APOE varijante povezane sa
familijarnom disbetalipoproteinemijom (FD); APOE varijante povezane sa drugim
hiperlipidemijama i retke varijante koje nisu povezane sa hiperlipidemijama (132).
Cetiri varijante APOE daju protein ¢&ija se veli¢ina razlikuje od APOE3 najéesée usled
pojave mutacija koje dovode do prerane pojave stop kodona i to su: APOE3-Leiden,
APOE3 Washington, APOEO (AG2919/2920/2921-stop60), APOEO (A3592G)
(135,136).

5.3 Funkcija APOE proteina

APOE je apolipoprotein ¢ija kljuéna uloga u mozgu je transport holesterola
medu celijama. U mozgu APOE se sintetiSe prevashodno u astrocitima i deo je
lipoproteinskih Cestica koje sadrZe holesterol 1 fosfolipide. Holesterol spada u molekule
klju¢ne za razvoj i normalno funkcionisanje centralnog nervnog sistema (CNS-a) (137).
Holesterol igra vaznu ulogu u razvoju i odrzavanju plalsticnosti nervnog sistema
(138,139,140), transportu sinapti¢kih vezikula duz mikrotubula (141) i oslobadanju
neurotransmitera (140). Membrana sinaptickih vezikula sadrzi veliku koli¢inu

holesterola i proteina koji interaguju sa holesterolom pa je on neophodan za nihovu
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biogenezu. Nedostatak holesterola onemoguéava neurotransmisiju i naruSava
sinapti¢ku plasti¢nost. Krvno-mozdana barijera sprecava import lipoproteina plazme u
mozak. Usled toga mozak ima svoj nezavisan transportni sistem u okviru kojeg glijalne
¢elije proizvode lipoproteine koji neuronima dostavljaju holesterol neophodan za

izrastanje neurita i popravljanje oSte¢enja na neuronima (142) (Slika 9.).
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Slika 9. Transport holesterola od astrocita do neurona (145)

U neuronima se pod odredenim uslovima takode odvija sinteza holesterola 1 to u
telu neurona odakle se zatim transportuje do aksona anterogradnim transportom. lako
se holesterol sintetiSe i u neuronima postoji dovoljno dokaza o tome da rast neurona i
efikasno formiranje sinapsi zavisi od holesterola poreklom iz astrocita. Kako neuroni
sazrevaju 1 smanjuju endogenu sintezu holesterola sve viSe zavise od egzogenog

holesterola (143).

APOE ulazi u sastav VLDL (lipoproteini vrlo male gustine) Cestica Sintetisanih
u jetri a prisutan je i u hilomikronima, hilomikronskim ostacima i HDL (lipoproteini
velike gustine) Cesticama. U cerebrospinalnoj te¢nosti APOE-lipoproteinske Cestice su

veli¢ine i gustine HDL cestica plazme, sferi¢ne su i sadrze esterifikovani holesterol
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(144). APOE-lipoproteinske Cestice se vezuju za familiju lipoproteinskih receptora
male gustine (LDLR) (145). Identifikovano je vise od 10 ¢lanova ove receptorske
familije. Za sve je karakteristi¢no prisustvo ligand-vezuju¢ih ponovaka, EGF- nalik
ponovaka, b-propeler nalik strukture sa YWDT motivom (Slika 10.). Glavni receptori
za APOE u mozgu su LDLR i LRP1. lako oba receptora imaju ulogu u metabolizmu
lipoproteina njihove uloge su razli¢ite. LRP1 se eksprimira u ve¢oj meri na neuronima
a manje na c¢elijama glije dok se LDLR eksprimira u vecoj meri na ¢elijama glije a
manje u neuronima (146,147). Pokazano je da delecija LRP1 gena dovodi do redukcije
nivoa holesterola u mozgu dok delecija LDLR gena nema takav efekat (148,149). Na
kraju, pokazano je da se APOE lipoproteinske Cestice vezuju za LDLR sa veéim
afinitetom (149). lako receptor vezuju¢i domen (136-150 ak.) ne obuhvata
aminokiseline na 112-0j i 158-0j poziciji vezivanje za LDL receptor zavisi od izoformi
APOE. Afinitet E2 za LDLR je 100 puta manji nego afinitet E3 i E4 §to narusava

metabolizam lipida i vodi aterosklerozi (150).

Ligand vezuiudi
EGF nonovak
YWTD B-oropeler

0-vezani Secer

Transmembranski domen

« G © o @

NPxY motiv
LDLR ApoER2 VLDLR

Slika 10. Receptori sa kojima APOE interaguje (146)
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5.4. Uloga APOE u memorijskim procesima

NajviSe informacija o ulozi APOE u memorijskim procesima poti¢e iz
eksperimenata na miSevima koji eksprimiraju humane varijante APOE. Ovi
eksperimenti pokazalii su da postoji razlika u uticaju APOE izoformi na dugotrajnu
potencijaciju (LTP) i prostornu memoriju (151). MiSevi koji su eksprimirali E3
izoformu imali su iste rezultate i podjednaku indukciju LTP-a kao i WT miSevi. Za
razliku od njih, kod miseva koji su eksprimirali E4 izoformu doslo je do narusavanja
indukcije LTP-a i prostornog uéenja. Defekt u memoriji bio je izrazeniji kod Zenki §to
odgovara rezultatima studija na ljudima koje pokazuju da su Stetni efekti E4 forme
izrazeniji kod zena (152). Skorija istrazivanja William-a, Rebeck-a i kolega pokazala su
da je APOE ukljuen u najmanje tri puta signalne transdukcije: ERK, c-jun N-
terminalna kinaza (JNK) i Disabled-1 (Dab-1). Svaki od ovih puteva znacajno uti¢e na
sinapti¢ko pojacavanje indukovano aktivno$¢u neurona. U kulturi primarnih neurona
aplikacija APOE pune duzine ili samo peptida koji sadrzi receptor vezuju¢i domen
povecava stepen aktivacije ERK 1 Dab-1 a snizava aktivaciju JNK. Takode, prime¢eno
je da su APOE indukovana fosforilacija ERK1/2 i regulacija Dab-1 puta zavisnhe od
funkcije NMDA receptora. Interesantno je da APOE zavisna regulacija JNK ukljucuje i
aktivnost y-sekretaze koja seCe odredene transmembranske proteine ukljucujuéi i
amiloidni prekursorni protein (APP) i LDLR (153). Na osnovu navedenih rezultata vidi

se da je APOE vazan modulator sinapticke plasti¢nosti i formiranja memorije.

lako se smatra da je APOE prevashodno molekul ¢ija je uloga transport lipida,
skorija otkrica ukazuju na dodatne uloge APOE u mozgu ukljucujuéi regulaciju
funkcije astrocita i neurona. U nekoliko studija pokazano je da APOE ima vaznu ulogu
u regulaciji homeostaze Ca** &ime mozZe uticati na regulaciju funkcije razli¢itih jon-
zavisnih receptora ukljuéujuéi i K antiportere (154, 155). Brojne studije su pokazale i
ulogu APOE u modulaciji oslobadanja neurotransmitera  povecanjem stepena
uklanjanja glutamata ¢ime se spreava njegova ekscitotoksi¢nost (156). APOE takode
povecava efekat nekih faktora rasta kao Sto je cilijarni troficki faktor (CNTF) koji
stimuliSe prezivljavanje i grananje neurona (157). Takode, stiti neurone od oksidativnog
stresa, redukcijom toksi¢nosti hidrogen peroksida Sto je pokazano na ¢elijskim linijama
glijalnih celija. Pokazano je da E3 pruza bolju zaStitu od oksidativnog stresa u

poredenju sa E2 1 E4. APOE ima ulogu 1 u regulaciji urodenog 1 ste€enog imunog
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odgovora tako Sto inhibira proliferaciju neutrofila i limfocita kao i aktivaciju T-
limfocita (158). Sinteza APOE je regulisana citokinima pa je moguc¢e da APOE putem
mehanizama negativne ili pozitivne povratne sprege reguliSe transdukciju signala
citokina. Pokazano je da makrofagi i astrociti menjaju sekreciju APOE nakon primene
razli¢itih inflamatornih stimulusa §to potvrduje ulogu APOE u imunoloskim reakcijama

(159).

5.5. Uloga APOE u Alchajmerovoj bolesti

Zapazanje da se APOE vezuje za amiloid B (AB) u cerebrospinalnoj te¢nosti
ucinilo je APOE glavnim kandidatom za studije asocijacije sa Alchajmerovom boles¢u
(AB). E4 alel kao faktor koji uti¢e na vreme i brzinu progresije AB otkrili su 1993.
Strittmatter, Roses i saradnici. Nakon prvobitnog otkri¢a njegova uloga je potvrdena u
brojnim asocijativnim studijama. Efekat E4 alela najizraZeniji je u periodu izmedu 60 1
70 god. zivota kada je prevalenca E4 alela medu obolelima veéa od 50% (145).
Pokazano je da ovaj alel povecava rizik i od ishemijskih cerebrovaskularnih bolesti §to
takode moze doprineti kognitivnom deficitu povezanom sa godinama starosti. Razlicite
studije su pokazale da E4 alel predstavlja i faktor rizika za aterosklerozu, progresiju
HIV-a, cerebralnu amiloidnu angiopatiju, demenciju sa Luijevim telima, Parkinsonovu
bolest i multiplu sklerozu (160). Ova zapazanja ukazuju da E4 alel moZe biti asociran

sa ubrzanom neurodegeneracijom.

Akumulacija, oligomerizacija i skladiStenje Af u mozgu je centralni dogadaj u
patogenezi AB. Akumulacija AP posledica je njegove prekomerne produkcije i
nedovoljnog uklanjanja iz mozga. Sve vise je dokaza da APOE 1 njegovi receptori
imaju vaznu ulogu u oba ova procesa (145). Nekoliko tipova APOE receptora moze se
direktno vezati za APP i modulisati njegov transport i obradu do Ap (161). Pokazano je
da APOE izoforme razli¢ito reguliSu obradu APP-a do AP preko mehanizama Koji
zavise od funkcije LRP1. Na osnovu dosadasnjih saznanja smatra se da APOE4
povecava produkciju AP za razliku od APOE3 alela (162). Postoje dva glavna puta
kojima se AP uklanja iz mozga: receptorima posredovano uklanjanje u celijama
mozdanog parenhima (mikroglija, astrociti, neuroni) i uklanjanje kroz krvno-mozdanu

barijeru. Receptorima posredovano uklanjanje se odvija preko APOE receptora: LDLR,
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LRP1 i VLDLR koji se eksprimiraju u neuronima, astrocitima i mikrogliji mozdanog
parenhima kao i endotelijalnim ¢elijama, astrocitima i glatkim miSi¢énim ¢elijama u
nivou kKrvno-mozdane barijere i cerebralnih arterija. APOE receptori mogu vezivati Ap
direktno ili indirektno preko AP Saperona. APOE je najbolje okarakterisan Saperon za
AP do sada (145). Region za vezivanje Ap je u C-terminalnom domenu APOE i
preklapa se sa regionom za vezivanje lipida. Zaista, vezivanje AP za APOE
kompromituje njegovu ulogu u transportu lipida. Ovi rezultati pokazuju da Ap peptidi
onemogucavaju normalno funkcionisanje APOE u metabolizmu lipida u mozgu i time
doprinose patogenezi AB. APOE3 cCestica vezuje se za AP sa veCim afinitetom u
poredenju sa APOE4. Shodno tome E3 uklanja AB preko APOE receptora efikasnije
nego APOE4 (163). Post.mortem studije pokazale su da nosioci E4 alela i kod
sporadi¢nih (164) i kod naslednih formi bolesti imaju viSe amiloidnih plakova (165).
Uoceno je da vezivanje Ap za APOE4 preusmerava uklanjanje sa LRP1 na VLDLR
koji internalizuje AB-APOE4 komplekse na krvno-mozdanoj barijeri sporije od LRP1
(166). Sa druge strane AB-APOE2 i AB-APOE3 kompleksi se ukanjaju preko oba tipa
receptora znatno brze. Receptorima posredovano uklanjanje je efikasan mehanizam za
redukciju AB jer se AP internalizovan APOE receptorima Salje u lizozome gde se
razgraduje. Ipak, moguce je da receptorima posredovano uklanjanje u neuronima moze
dovesti do intraneuronalne akumulacije $to je toksi¢no za Celije (167).Ap se u Celijama
uklanja proteolitickom degradacijom. AR proteaze koje se eksprimiraju u neuronima i
vaskularnim ¢elijama su neprilisin (membranska metaloendopeptidaza) i insulin-
degraduju¢i enzim (IDE). Pokazano je da aktivnost oba ova enzima redukovana kod

nosilaca APOE4 alela (145).

Postavljena je hipoteza o asocijaciji metabolizma holesterola i rizika od AB.
Nivo holesterola u mozgu osoba obolelih od AB je niZi nego u mozgu zdravih osoba
(168). Pokazalo se da APOE4 miSevi imaju nizi nivo holesterola u mozgu ¢ak iako su
vrednosti perifernog holesterola poviSene (169). Postoje i dokazi da je APOE4 manje
efikasan od APOE3 u transportu holesterola. Pokazano je da je potrebno manje E3 nego
E4 molekula za formiranje lipidnih ¢estica. Astrociti koji eksprimiraju APOE3 mogu da
snabdeju neurone sa viSe holesterola nego $to je to slucaj sa onima koji eksprimiraju
APOE4. Uprkos ovim interesantnim zapazanjima potrebna su dodatna istrazivanja o

uticaju razli¢itih izoformi APOE na metabolizam holesterola u mozgu. Pored
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holesterola APOE vrsi transport i drugih lipida u mozgu od kojih se neki ne sintetiSu u
astrocitima. Na primer sulfatid koji se sintetiSe u oligodendrocitima a koji je kljucan za
integritet neuronskih trnova i mijelinskog omotaca. Sulfatid je i potencijalni biomarker

za AB jer se njegova koncentracija smanjuje u mozgu osoba sa AB.

Propadanje sinapsi je rana patoloska promena u AB. APOE- i APOE
receptorima- posredovana redistribucija lipida i signaling imaju vaznu ulogu u
integritetu sinapsi i plasticnosti nervnog sistema. Sve je viSe dokaza da razlicite
izoforme razli¢ito reguliSu sinapticku plasti¢nost i popravku oste¢enih sinapsi (Slika
11.). Primarna uloga APOE prilikom njegove traumom indukovane ekspresije je
redistribucija lipida i jacanje APOE posredovane transmisije signala za popravku
neurona i sinapsi. Pokazano je da APOES3 stimuliSe izrastanje neurita dok E4 smanjuje
ili pak nema efekta (170). Sli¢no tome, APOE3 lipoproteinske Cestice su efikasnije u
zaStiti neurona od apoptoze (171). Ove studije ukazuju da je APOE4 manje efikasan u
odrzavanju i popravljanju sinapsi i neurona S$to moze da objasni zaSto u slucaju

ostecenja neurona prilikom povreda mozga ili §loga osobe sa APOE4 imaju losiji ishod.

Sinaptitka plasticnost

Reparacija Transport
sinapsi holestrola
E3>E4 E3>E4
E3>E4
.. E4>E3 LRP1i LDLR-
AgregacijaAp E3>Ed posredovano
uklanjanje AR
E4>E3
E4>E3
E4>E3
Formiranje Neurotoksitnost
neurofibrilarnih
Klubadi Obrada amiloidnog prekursornog
proteina (APP)

Slika 11. Razlike u funkcijama APOE4 i APOE3 (145)
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Moguce je da je AB posledica kumulacije oStecenja od AB i drugih stresora kao
Sto je oksidacija i inflamacija. APOE izoforme razliCito regulisu i izrastanje dendritskih
trnova. Kod AB pacijenata i kontrola APOE4 je u obrnutoj korelaciji sa gustinom
dendritskih trnova. Razlike u funkcionisanju APOE3 i APOE4 varijante prikazane su na
slici 11,
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6. BUTIRILHOLIN ESTERAZA (BCHE)

6.1. Struktura gena i proteina

Gen za butirilholin esterazu nalazi se na dugom kraku hromozoma broj 3
(3926.1-3926.2), (172) duzine je oko 70kb i sastoji se od Cetiri egzona i tri velika

izrazito dugacka introna (173).

Humana butirilholin esteraza (BChE) je enzim, glikoprotein, koji pripada
familiji serin esteraza. Kao i AChE, BChE pripada klasi o/p fold proteina koji sadrze
centralnu B plocu okruzenu o heliksima (174). Ova struktura je pronadena i kod drugih
proteina, ukljucujuci prekursore hormona kao Sto je tireoglobulin i ¢elijske adhezione
molekule (npr. neuroligin). Kompleksni ugljeni hidrati su u molekulu AChE kovalentno
vezani za tri, dok su u molekulu BChE vezani za devet aminokiselinskih ostataka.
Smatra se da glikozilacija utie na savijanje, sekreciju, stabilnost i funkciju proteina
(174). Veci broj mesta glikozilacije produzava poluzivot BChE u odnosu na AChE.
BChE se javlja u vidu razli¢itih molekularnih formi - monomera i oligomera izgradenih
od identi¢nih subjedinica. Simetricna monomerna forma naziva se G1 globularna
forma. Dimerna forma - G2, sastoji se od dva monomera povezana disulfidnim
mostom. Dve dimerne forme povezane hidrofobnim interakcijama formiraju tetramer -
G4 globularnu formu. Ove tri simetri¢ne, hidrofobne 1 globularne molekularne forme
javljaju se uglavnom u solubilnom obliku. Postoje i1 asimetri¢ne tetramerne forme
vezane za membranu kolagenskim sidrom ili membranskim sidrom bogatim prolinom-
PRIMA (Slika 12) (175).
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Slika 12. Molekularne forme BCHE proteina (175)

6.2. Polimorfizmi BCHE gena

U okviru gena nalazi se ¢ak 40 polimorfnih mesta. Naj¢e$¢i polimorfizam u
BCHE genu je K varijanta (rs1803274) koja nastaje baznom supstitucijom A u G na
1699-om nukleotidu i dovodi do zamene alanina treoninom u 539-om kodonu, 36
aminokiselina uzvodno od C terminusa (176) (Slika 13.). BChE K varijanta ima
smanjenu aktivnost za oko 30 % u poredenju sa wt varijantom enzima (176). Polozaj
polimorfizma daleko od hidrolitickog mesta ukazuje da supstitucija dovodi do
smanjene stabilnosti enzima S$to za posledicu ima i njegovu smanjenu aktivnost. Smatra
se da ¢e nosioci K varijante imati i zadrzati bolju holinergi¢ku transmisiju tokom
godina u poredenju sa nosiocima normalnog alela Sto korelira sa boljom paZnjom i
manjim kognitivnim propadanjem sa godinama (177). Sa druge strane nosioci K
varijante su refraktorni na terapiju inhibitorima holinesteraze, trenutno vodecom
terapijom AB. To povladi pitanje da 1i BChE K varijanta predstavlja faktor rizika ili
protektivni faktor za AB (178). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da moze biti

protektivni faktor ali i faktor rizika u zavisnosti od uticaja ostalih varijabli.
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Slika 13.Struktura i polimorfne varijante BCHE gena (175)

Atipi¢na varijanta BChE A — nastaje supstitucijom A u G u 209 nukleotidu $to dovodi
do zamene aminokiseline asparagina treoninom na poziciji 70 (Slika 13.). Ova varijanta
dovodi do smanjene aktivnosti enzima usled smanjenog afiniteta za estre holina.
Ucestalost homozigota za ovu varijantu je 1:3000. Nosioci ove varijante imaju
problema nakon ingestije inhibitora holinesteraze-rostigmina. Efekti ukljucuju
depresiju, nesanicu, gubitak tezine promene u centralnom i perifernom nervnom

sistemu.

Fluorid rezistentne varijante: Thr247Met i Gly390Val dovode do produzene apnee

prilikom primene sukcinilholina. Homozigoti za ove varijente javljaju se sa ucestalo$¢u

od 1:150000.

BChE J varijanta- dovodi do zamene glutamina valinom na poziciji 497. Posledica je
snizena koncentracija a samim tim 1 sniZena aktivnost enzima za 66%. Ucestalost
homozigota za ovu varijantu je 1:150000. Osobe sa ovom varijantom podlozne su

prolongiranoj apnei prilikom primene sukcinilholina.
BChE H varijanta - dovodi do smanjene aktivnosti enzima za 90%.
Cynthiana varijanta - dovodi do pove¢ane koncentracije BChE

Johannesburg varijanta - dovodi do povecane aktivnosti enzima dok njegova

koncentracija ostaje nepromenjena.

Postoji jos oko 20 opisanih varijanti koje dovode do smanjene aktivnosti enzima

na 0-2% od normalne aktivnosti.
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6.3. Funkcija BChE

Bioloska funkcija BChE nije u potpunosti razjasnjena. Za sada se zna da ovaj
enzim katalizuje hidrolizu endogenih estara holina kao §to su acetilholin, propionilholin
i butirilholin kao i sekretagoga hormona rasta-oktanoil grelin (179). Pokazano je da
BChE vrsi hidrolizu i drugih estara kao $to je kokain, acetilsalicilna kiselina i heroin. U
plazmi BChE deaktivira nekoliko klasa jedinjenja koja su potencijalno S$tetna za
normalne fizioloske funkcije. U ta jedinjenja spadaju estri, karbamati i glukoalkaloidi
otkriveni u biljkama kao §to su krompir, paradajz i plavi patlidzan (175). Takode,
detoksifikuje izuzetno otrovna sinteticka jedinjenja kao Sto su razli¢iti organofosfati.
BChE je uklju¢ena i u metabolizam razli¢itih lekova i vr$i deaktivaciju sukcinilholina i
konverziju bambutenola u aktivnhu formu. BChE takode ima i aril acilamidaznu

aktivnost i katalizuje hidrolizu acil amida i aromati¢nih amina (175).

Mnogo godina interesovanje za BChE poticalo je iz oblasti anestezije, nakon
uvodenja miSi¢nog relaksanta sukcinilholina tokom hirurskih intervencija. Otkriveno je
da je BchE klju¢ni enzim koji u€estvuje u metabolizmu sukcinilholina i da osobe koje

dozivljavaju prolongiranu apneu imaju varijante ovog enzima sa snizenom katalitiCkom

aktivnoscu (180).

Postojanje "silent” formi enzima kod kojih BChE nema svoju tipi¢nu enzimsku
aktivnost bez ociglednih Stetnih efekata nije Cinilo ovaj enzim interesantnim za
detaljnija istraZivanja. Termin "silent" opisuje nesposobnost te varijante da katalizuje
hidrolizu estara holina. Ni jedna od studija nije ispitivala da li takvim enzimima

nedostaju i druge funkcije kao §to je aril acilamidazna aktivnost(175).

BChE se eksprimira u hipokampalnim, talamickim 1 kortikalnim regionima za
koje je poznato da imaju holinergi¢ku inervaciju i vaznu ulogu u kognitivhim
funkcijama. Unutarcelijska distribucija je razlic¢ita u odnosu na acetilholin esterazu.
BChE se predominantno eksprimira u telu neurona i proksimalnim dendritima dok je
ekspresija AChE otkrivena u jedru i aksonima. Ekspresija BChE koja se odvija na
jedinstven i precizan na¢in u odredenim strukturama mozga ukazuje da bi ovaj enzim

mogao imati vaznu ulogu u mozdanim funkcijama (179).

Pokazano je da BChE ima vise specificnih funkcija nego Sto se ranije verovalo.

Smatra se da je BChE uklju¢en u neke aspekte razvoja nervnog sistema i da deluje kao
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koregulator holinergi¢ke neurotransmisije (181). Strukturna sli¢nost izmedu AChE i
BChE sa molekulima koji ucestvuju u ¢elijskoj adheziji ukazuje da ovi proteini mozda
mogu imati i neku ne enzimsku aktivnost §to bi moglo da objasni njihovu ulogu u
razvoju nervnog sistema (179). Takode, biohemijske osobine BChE se menjaju u
bolestima kao §to je AB. Moguc¢a uloga u normalnim fizioloSkim procesima kao i u

neurodegenerativnim bolestima sve vise privlac¢i paznju.

Primecena je ekspresija BChE u aksonima, nervnim zavrSecima, rastu¢im
konusima i ¢elijama koje okruzuju aksone $to ukazuje na mogucu ulogu ovog enzima u
izrastanju neurita. BChE se eksprimira u velikim populacijama neurona tokom
ograni¢enog perioda postnatalnog razvoja mozga kod nekoliko vrsta ukljucujuéi ptice,
glodare, majmune i ljude. Ova privremena ekspresija u nervnim i potpornim ¢elijama
smatra se dokazom za ulogu ovog enzima u razvoju nervnog sistema kako svojim
katalitickim aktivnostima tako i preko sposobnosti da reguliSu funkcije drugih proteina.
Smatra se da AChE ucestvuje u razvoju nervnog sistema i tako S$to povecava

holinergi¢ku transmisiju. Tek treba potvrditi da li je to slucaj i sa BChE (175).

Tradicionalna istraZivanja sinapticke plasti€nosti usumerena su na promene u
glutamatergickoj transmisiji. Ipak, interakcije sa drugim tipovima neurotransmiterskih
sistema kao S§to su holinergicki, dopaminergi¢ki i GABA-ergicki mogu modulirati
razlicite aspekte plasti¢nosti, kao S$to su njen smer, trajanje 1 magnituda. Holinergicki
sistem ima kljuénu ulogu u regulaciji sinapticke transmisije i plasti¢nosti. Transmisija
signala preko razli¢itih subtipova muskarinskih i1 nikotinskih receptora, svakog sa
razli¢itim osobinama i nishodnim signalnim putevima, postavljenih na pre- i post-
sinaptiCkim regionima kao 1 van sinapsi na razli¢itim tipovima neurona dozvoljava
Sirok spektar modulacija. Acetilholin (Ach) je esencijalni ekscitatorni neurotransmiter u
centralnom nervnom sistemu koji ima vaznu ulogu u kognitivnim funkcijama. U
hipokampusu Ach pojacava i inhibira sinapticku transmisiju, olakSava i pojacava LTP i
LDP i indukuje plasti¢nost u zavisnosti od regiona u okviru hipokampusa i uslova
aktivacije receptora. Postoji nekoliko dokaza koji potvrduju da BchE moze biti
koregulator aktivnosti neurotransmitera acetilholina. Regulatorna uloga BchE u
hidrolizi acetilholina se primecuje kada usled inhibicije BChE dolazi do dozno
zavisnog povecanja koncentracije acetilholina u mozgu (182). U slucaju odsustva

AChE, BChE moze da kompenzuje neke od njenih funkcija. Npr. AChE null miSevi
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mogu da prezive uz posebnu negu i da zadrze svoje holinergicke neurone u sluc¢aju da
imaju normalnu aktivnost BChE (183). Uzevsi u obzir ¢injenicu da je inhibicija i BChE
1 AChE letalna usled holinergicke prekomerne aktivnosti smatra se da Bche ima klju¢nu
ulogu u hidrolizi acetilholina kod AChE null zivotinja (183). Pokazalo se da postoji
asocijacija BchE sa drugim proteinima kao Sto je albumin, transferin 1 peptidaze. Noviji
rezultati ukazuju da postoji asocijacija izmedu BChE i tripsina i da BChE znacajno
povecéava proteoliticku aktivnost tripsina. na dozno-zavisan na¢in. Ova zapazanja su od
znacaja za razumevanje funkcionisanja nervnog sistema jer tripsin ima vaznu ulogu u
normalnim mozdanim funkcijama a smatra se da moze biti ukljucen i u patologiju AB

(184).

Na osnovu neuroanatomskih i neurohemijskih saznanja mozemo pretpostaviti
da izmedu osoba sa normalnom i osoba sa smanjenom aktivno$¢u ovog enzima moze
postojati razlika u kognitivnim sposobnostima.(179) Inhibicija BChE rivastigminom
asocirana je sa poboljSanjem paznje i epizodicke memorije. Izmenjen nivo aktivnosti
BChE inhibitorima ili usled postojanja odredenih polimorfizama mogu uticati na

kognitivne funkcije kod AB ili demencije sa Lewy-evim telima.

6.4. Uloga BChE u Alchajmerovoj bolesti

Vazna uloga Ach u memorijskim funkcijama je najbolje ilustrovana kod AB,
gde je deficit u paznji, u€enju i radnoj memoriji pracen redukcijom holinergickih
projekcija i receptora u korteksu i hipokampusu. Za razliku od AChE, aktivnost BChE
raste sa godinama kao i kod pacijenata sa AB. Visoka koncentracija ovog enzima
uocena je u neurofibrilarnim klubadima i amiloidnim plakovima (185). Interesantno je
zapazanje da molekularna forma BChE koja se javlja u AB odgovara onoj koja postoji
tokom embrionalnog razvi¢a. Predominantna forma tokom razvi¢a mozga je G1 dok je
u adulthom mozgu zastupljena forma G4. Nivo G1 forme se znafajno povecava u
cerebralnom korteksu osoba sa AB 1 uo€ena je pozitivna korelacija sa brojem plakova u
korteksu. Moguce je da reverzija u G1 formu sa izmenjenim biohemijskim osobinama
moze imati ulogu u ovom neurodegenerativnom poremecaju (186). BChe istih osobina
kao enzim prisutan u neurofibrilarnim klubadima i plakovima prisutan je u glijalnim

¢elijama (187) sto ukazuje da je ovaj tip celija znacajno ukljuéen u procese koji su
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karakteristi¢ni za ovo neurodegenerativno stanje i mogu biti izvor ovog enzima. U
korteksu osoba obolelih od AB broj BChE pozitivnih plakova znac¢ajno je veci nego u
korteksu zdravih starijih osoba koje imaju mali broj difuzno rasporedenih plakova.
Aktivnost BChE uocena je samo u zrelim plakovima. To je navelo na pretpostavku da
BChE ima znacajnu ulogu u sazrevanju plakova od difuznih, benignih formi do
kompaktnih, patoloskih formi (188). Polimorfizmi u BChE su takode istrazivani u AB.
Inicijalni izvestaji ukazuju da osobe koje nose K varijantu BChE gena i imaju ApoE4
alel imaju veci rizik da obole od AB i1 imaju znacajno ve¢i broj plakova u korteksu
(189). Nekoliko studija je potvrdilo ove rezultate kod AB starije Zivotne dobi dok su
druge studije dobile opre¢ne rezultate u kojima BChE K varijanta predstavlja

protektivan faktor zbog njene smanjene hidroliticke aktivnosti (190).
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CILJEVI RADA

Ispitivanje je sprovedeno sa ciljem da se u populaciji studenata:

> utvrdi ucestalost alela i odgovarajuc¢ih genotipova odabranih polimorfizama
gena za: APOE (rs7412/rs429358), BDNF (rs6265), KIBRA (rs17070145) i BCHE
(rs1803274)

> analizira da 1i postoji statisticki znaCajna povezanost utvrdenih genotipova
(APOE, BDNF, KIBRA, BCHE) sa podacima dobijenim putem upitnika (uspeh u

srednjoj skoli i na fakultetu, li¢na procena o brzini paméenja)

> analizira da 1i postoji statisticki znacajna povezanost utvrdenih genotipova
(APOE, BDNF, KIBRA, BCHE) sa rezultatima testova opstih kognitivnih sposobnosti,

paznje, radne memorije i epizodi¢ke memorije.
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ISPITANICI | METODE

1. ISPITANICI

U ispitivanje je uklju¢eno 560 studenata Medicinskog fakuteta, Univerziteta u
Beogradu. Za sprovedeno ispitivanje dobijena je saglasnost Eti¢kog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, br. 29/V1-14.

Za sve studente putem upitnika su prikupljeni podaci o godinama, polu,
obrazovanju, akademskim dostignu¢ima, obrazovanju roditelja 1 uslovima Zzivota.
Studenti su takode testirani primenom baterije neuropsiholoskih testova koja obuhvata
test opstih kognitivnih sposobnosti-Ravenove progresivne matrice (RavenPM), testove
epizodicke memorije-Rejov auditivno verbalni test (RAVLT) i Wekslerova skala
pamcenja, subtest logicke memorije (WMS-R) i test paZnje i radne memorije-Test

ponavljanja cifara (TRC).

Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su:

-postojanje neuroloskih ili psihijatrijskih stanja koja utiCu na strukturu ili funkciju
mozga,

-traume glave,

-anamnesticki podatak o gubitku svesti duzem od 5 min,

-koris¢enje antidepresiva, anksiolitika, sedativa, antikonvulzanata, opijatnih analgetika

u prethodnih 6 meseci,
-dijabetes,
-hipertenzija i

-zloupotreba psihoaktivnih supstanci.
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8. METODE MOLEKULARNO-GENETICKE ANALIZE

U ovom radu molekularno-geneti¢ko ispitivanje obuhvata izolaciju ukupne
genomske DNK, analizu polimorfizama gena za APOE, BDNF i BCHE primenom
reakcije lancane polimerizacije (PCR) i restrikcione digestije PCR produkata (PCR —
RFLPs metoda) dok je polimorfizam u genu za KIBRA protein analiziran primenom

PCR-a u realnom vremenu standardizovanim TagMan SNP esejom za genotipizaciju.

8.1. Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi

Pri radu je upotrebljena DNK izolovana iz limfocita periferne krvi studenata. Za
izolaciju je primenjena metoda isoljavanja (“salting out™) po Milleru (191). Uzorak od
5-10 ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat, EDTA) se pomeSa sa istom
koli¢inom pufera za lizu i 15 do 20 minuta drZi na + 4 °C. Potom se centrifugira 15 min
na 2000 obrtaja, supernatant se odbaci, a talog se resuspenduje u 5-10 ml fiziolo§kog
pufera. Uzorak se potom centrifugira 15 min na 2000 obrtaja, a postupak ponavlja 2-3
puta dok talog ne pobeli. Nakon poslednjeg "ispiranja” supernatant se odbaci, a talogu
doda 3 ml pufera A, 50 ul 10% proteinaze K i 200 pl 10% SDS (Na- dodecisulfat).
Uzorak se dobro resuspenduje i inkubira preko no¢i na 37 oC, Sledec¢eg dana se doda
Iml 6M NaCl, dobro promucka i centrifugira 15 minuta na 3000 obrtaja. Supernatant se
prenosi u Cistu epruvetu i centrifugira 15 minuta na 4000 obrtaja. Supernatant se
pazjivo preliva u ¢istu graduisanu epruvetu, a zatim se doda isti volumen izopropanola.
Pazljivim muckanjem izdvaja se belicasti kon¢i¢ DNK. Konc¢i¢ se paZljivo pokupi
staklenim Stapi¢em 1 potopi 30 sekundi u 70 % etanolu. DNK se osusi na vazduhu, a

zatim se rastvori u 300 ul redestilovane vode.

Tabela 2. Sastav navedenih pufera

Pufer za lizu* Fizioloski pufer Pufer A TE pufer
0.32M SAHAROZA 0,075 M NaCl 10 mM TRIS HCI # 10 mM TRIS HCI#
10 mM TRIS HCI # 0,025 M EDTApH 8 400 ml NaCl 1mM EDTA
1% TRITON x 100 2mM EDTA
5 mM MgCl,

*Autoklavirati i ¢uvati na +4°C, #pH 7.5
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Koncentracija DNK u uzorku merena je spektrofotometrom na 260 nm, a

¢istoca DNK odredivana ja na osnovu apsorbance uzorka na 260 i 280 nm.

8.2. PCR metoda i restrikciona digestija PCR produkata (PCR-RFLPs metoda)

PCR je jednostavna, brza i prilagodljiva metoda za amplifikaciju definisane
ciljne DNK sekvence u uzorku ukupne genomske DNK ili heterogene cDNK. Da bi se
ostvarila selektivna amplifikacija neophodno je poznavati nukleotidni redosled ciljnog
segmenta, radi sinteze specificnih jednolancanih oligonukleotidnih grani¢nika-
prajmera. Prajmeri su nizovi nukleotida veli¢ine 20-30 nukleotida, komplementarni
terminalnim delovima analiziranog regiona. Nakon denaturacije DNK, posto se ostvare
uslovi za hibridizaciju, prajmeri se specificno vezuju za komplementarne sekvence i
ograniCavaju ciljni region (ponasaju se kao RNK pocetnica). Prajmeri su tako
konstruisani da u uslovima neophodnim za sintezu DNK i u prisustvu termostabilne
DNK polimeraze i slobodnih dNTPs, iniciraju sintezu novih DNK lanaca. PCR je
lan¢ana reakcija jer novo sintetisani lanci postaju matrice za sintezu DNK u narednim

ciklusima denaturacije, hibridizacije prajmera i sinteze DNK.

Reakciona smesa za PCR sadrzi H,0, dezoksinukleotid trifosfate (dNTP), pufer
10X, jone Mg++, prajmer 1 i 2, DNK i Taq polimerazu.

Pri analizi svih polimorfizama u ovom radu 25 pl reakcione smese za svaki

uzorak sadrzi:
-2,5 ul 10 x PCR pufera
-1,5 ul 25 mM MgCl,
-0,5 pl 10 mM dNTP (smesa, 10mM svaki)
-0,5 pl prim 1 (300 ng / pl )
-0,5 ul prim 2 (300 ng / ul)
-2 ul DNK (100 ng / ul )
-0, 2 ul Taq polimeraze (5U/ ul)

-H,0 (REDE ampulirane) ad 25 pl
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Reakcija se odvija kroz cikluse:

a) Denaturacije (95°C)

b) Hibridizacije prajmera (aniling od 52-70 °C)
C) Sinteze novih lanaca (elongacija 72°C)

Nakon 35-40 ciklusa sinteze dobija se 10° ciljne sekvence, koli¢ina koja se lako

vizuelizuje kao jedna traka definisane duzine nakon gel-elektroforeze.

PCR reakcije su izvrsene u aparatu Applied Biosystems Thermal Cycler 2720.
Provera ispitivanin  PCR produkata vrsena je nakon elektroforeze na 8%
poliakrilamidnom gelu (PAA) ili 2% agaroznom gelu. Za bojenje DNK je koriS¢en

etidijum-bromid, a gelovi su prosvetljavani na UV- transiluminatoru.

8.2.1. Analiza polimorfizma G196A (rs6265) gena za BDNF

U PCR reakciji pri ovom ispitivanju kori$¢eni su prajmeri koji ograni¢avaju

region od 171bp. Sekvenca prajmera je:
Fw prajmer 5’-ACT CTG GAG AGC GTG AAT GG-3’
Rev-prajmer 5’-ACT ACT GAG CAT CAC CCT GGA-3’
Uslovi amplifikacije su:
e pocetna denaturacija 5 min na 95 °c
e 35 ciklusa od tri koraka

-denaturacija 1 min na 94 °C

- vezivanje prajmera 30 sec na 55 °C

- ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min na 72 °C.
e zavrS$na ekstenzija 7 min na 72 °c.

Digestija PCR produkata vrSena je restrikcionim enzimom EcoRI koji prepoznaje
restrikciono mesto 5°...C T T A A|G ...3° a dobijen je iz bakterije Escherichia coli

RY13. Restrikcija enzimom EcoRI se odvijala u smesi koja sadrzi:
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-5 ul PCR produkta

-5 U enzima (0.5 pl)

- 1,5 ul 10 X pufera EcoRI

-8 ul H,0.

Inkubacija je trajala 3 sata na 37 °C u termostatu.

U okviru amplifikovanog dela gena za BDNF duzine 171 bp prisutno je jedno
restrikciono mesto za enzim EcoRI, koje se kreira u slucaju varijante G, pa se nakon

restrikcije i elektroforeze mogu uociti fragmenti slede¢ih duzina: 171bp, 99 bp i 72 bp.

Vizuelizacija restrikcionih fragmenata vrSena je vertikalnom elektroforezom na

8 % nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu. Za 25 ml ovog gela neophodno je:
-6 ml H,0

-2 ml TBE pufera

-2 ml 40% akrilamida

-70 pl APS-a (amonium persulfat)

-13 ul TEMED-a

Vertikalna elektroforeza odvija se pri konstantnoj jacini struje (45 mA) i traje oko 45

minuta.
AA AG GG
171bp [ ] [ ]
99bp [ ] [
72bp [ ] [ ]

Slika 14. Raspored traka PCR produkta nakon digestije restrikcionim enzimom na 8%
PAA gelu
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Na slici 14. je prikazan raspored elektroforetski razdvojenih restrikcionih
fragmenata PCR produkata dela gena za BDNF nakon digestije restrikcionom
endonukleazom EcoRl.

8.2.2. Analiza polimorfizama 128/158 (rs7412/rs429358) gena za APOE

Pri PCR reakciji u ovom ispitivanju koriS¢eni su prajmeri koji ogranicavaju
region od 247 bp u kome se nalaze dva polimorfna mesta, u okviru tripleta za 112. i

158. aminokiselinu. Sekvenca prajmera je:
Fw prajmer 5’-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCAAGG A-3°
Rev prajmer 5’-ACA GAATTC GCC CCG GCC TGG TACAC-3’
Uslovi amplifikacije su:
e podetna denaturacija 5 min na 94 °C
e 35 ciklusa od tri koraka
-denaturacija 1 min na 94 °C
- vezivanje prajmera 1 min na 65 °C
- ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min na 72 °C.
e zavrS$na ekstenzija 7 min na 72 °c.

Digestija PCR produkata je vrSena restrikcionim enzimom Hha I (Hin 61), koji
je izolovan je iz Haemophilus influenzae. Enzim prepoznaje niz nukleotida 5°...G|C G
C...3, i vrsi presecanje lanca na nazna¢enom mestu. Restrikcija enzimom Hha | se

odvijala u restrikcionoj smesi koja sadrzi:

-20 ul PCR produkta

-5 U enzima (0.5 pl)

- 2 ul 10 X pufera Tango i vode 7.5 pl.
Inkubacija je trajala 16 sati na 37 °C u termostatu.

U okviru 247 bp amlifikovanog dela gena za apoE nalazi se veéi broj

restrikcionih mesta, ali su samo dva polimorfna. Nakon restrikcije i elektroforeze mogu
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se uociti fragmenti slede¢ih duzina: 91 bp, 83 bp, 72 bp 1 48 bp. Fragmenti duzine 19
bp i 16 bp ¢e izadi sa gela tokom elektroforeze, a fragment duzine 35 bp se moze uociti

ali nije znacajan za detekciju analiziranih alela.

Alel APOE2 91 bp, 83 bp (38,191 16 bp)
Alel APOE3 91 bp, 48bp, 35 bp (38,191 16 bp)
Alel APOE4 72 bp, 48bp 35 bp (38,19 16 bp)

Vizuelizacija fragmenata dobijenih digestijom vrsi se elektroforezom na 10%

nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu. Za 35 ml ovog gela neophodno je:
-19.25 ml H,0

-7 ml TBE pufera

-8.75 ml 40% akrilamida

Vertikalna elektroforeza odvija se pri konstantnoj jacini struje (45 mA) i traje oko 3

sata.

olpp HENN EEEN N . —
g3pp NN —
72bp I S
48bp I I S S .
212 2/3 3/3 3/4 4/4 2/4

Slika 15. Raspored traka nakon digestije restrikcionim enzimom na 10% PAA gelu

Na slici 15. je prikazan raspored elektroforetski razdvojenih PCR produkata
dela gena za apo E nakon digestije restrikcionom endonukleazom Hha 1.
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8.2.3. Analiza polimorfizma rs1803274 gena za BCHE

U ovom ispitivanju za PCR reakciju upotreljeni su prajmeri koji ogranic¢avaju
region od 381 bp u kome se nalaze dva restrikciona mesta (jedno polimorfno).

Sekvenca prajmera je:
Fw-prajmer 5°’-AAG TGG GTC AAG AAAAGA GCA-3’
Rev-prajmer 5’-TGC TTT CCACTC CCATTC AG-3’
Uslovi amplifikacije su:
e podetna denaturacija 3 min na 95 °C
e 35 ciklusa od tri koraka
-denaturacija 1 min na 94 °C
- vezivanje prajmera 1 min na 55 °C
- ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min na 72 °C.
e zavrS$na ekstenzija 7 min na 72 °C.

Digestija PCR produkata je vrSena restrikcionim enzimom Alul, izolovanim iz
bakterije Arthrobacter luteus. Ovaj enzim prepoznaje restrikciono mesto koje sadrzi

5’..AG.|CT..3 redosled nukleotida. Reakciona smesa za digestiju se sastoji od:
-10 pl PCR produkta

-5 U enzima (0.5ul)

- 1.5 pl 10X pufera Tango 1 8 pl vode.

Inkubacija je trajala 3 sata na 37 °C u termostatu.

U okviru 381 bp amplifikovanog dela gena za BCHE nalazi se polimorfno
restrikciono mesto. Nakon restrikcije 1 elektroforeze mogu se uociti fragmenti slede¢ih

duzina: 202 bp, 179 bp, 159 bp i 20 bp.

Analiza produkata digestije usledila je nakon elektroforeze u 8% PAA gelu,
imajuci u vidu da: Homozigoti genotipa GG poseduju tri fragmenta - 202 bp, 159 bp i
20 bp;
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heterozigoti genotipa GA, poseduju Cetiri fragmenta- 202 bp, 179 bp, 159 bp i 20 bp;

homozigoti za BCHE K varjantu, genotipa AA, poseduju dva fragmenta-202bp i 179
bp.

GG AG AA
202bp I I I
179bp I I
159bp [ ] I I
20bp I I

Slika 16. Raspored traka nakon digestije restrikcionim enzimom na 8% PAA gelu

8.3.  PCRu realnom vremenu (Real Time PCR)

Jedna od metoda za detekciju SNP-ova jeste i PCR u realnom vremenu sa
primenom TagMan eseja. PCR u realnom vremenu (kvantitativni PCR) predstavlja
modifikaciju konvencionalnog PCR-a u gde se dinamika amplifikacije meri u realnom
vremenu nakon svakog PCR ciklusa. U PCR reakciji koriste se, pored prajmera, i alel
specificne oligonukleotidne probe koje su na 5° kraju obelezene razliitim
fluorescentnim bojama (reporter boje npr. VIC, FAM) dok se na njihovom 3 kraju
nalazi prigusiva¢ (quencher) koji blokira emisiju fluorescencije. Tokom PCR reakcije u
fazi vezivanja prajmera po principu komplementarnosti se za ciljnu sekvencu DNK
vezuje i jedna od proba. Nakon toga, u fazi kada Taq polimeraza dodaje nove
nukleotide dolazi do uklanjanja probe 5°-3 egzonukleaznom aktivnos$¢u enzima. Kako
se najpre odvaja 5’ nukleotid sa reporterom, usled njegovog udaljavanja od prigusivaca
boja pocinje da fluorescira, Sto aparat registruje. Iz ciklusa u ciklus raste intenzitet
fluorescencije, $to omogucava da se u realnom vremenu prati dinamika PCR reakcije.
Na kraju PCR reakcije detektovano znacajno povecanje fluorescencije samo jedne od

boja ukazuje na homozigotno stanje za dati alel, dok poveéanje fluorescencije obe boje
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ukazuje na heterozigotno stanje. Prednost ove metode leZi u ¢injenici da se celokupna

analiza obavlja u jednoj tubi tokom jedne PCR reakcije bez potrebe za daljom obradom

uzorka. Istovremeno se moze vrSiti analiza 96 ili 384 uzorka u zavisnosti od tipa

nosaca. Rezultate obraduje softver i prikazuje ih u vidu tabele.

1. Komponente eseja i DNK matrica

et pu -
= v P",I:. [+ [ P")bP L+ Antisens prajmer
Sens prajmer Cc T L)
¥  DNKMATRICA fcm ¥
i [Ti1111111 iii i I 3
= [G/A] s
2. Denaturacija DNK i hibridi ija k P i eseja s 3>
3 L] Anti ji
o e, isens prajmer
Proba )'\ Proba ’
R AL’ 4 ®
Sens prajmer \ c \ / T
-~ " 2 2 %
¥ [G/A] s
3. Polimerizacija i stvaranje signala . s >
‘Reverse Primer
9
Proba /ﬂ -

v T

Sens prajmer o« —

—— ;’ . qk .
G

Legenda
v wict

Q/ FAM™

“ kvencer

LNvCe

Taq polimeraza

proba
. » prajmer
- matrica

produzeni
prajmer

Slika 17. Komponente TagMan eseja i ciklusi RT-PCR-a (192)

62



Allelic Discrimination Plot
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Slika 18. Rezultati SNP analize primenom TagMan eseja

8.3.1. Analiza polimorfizma rs 17070145 gena za KIBRA protein
Za analizu ovog polimorfizma 25 pl reakcione smese za svaki uzorak sadrzi:
-12,5 ul TagMan Universal PCR Master mix (2X) No AmpErase UNG
-1,25 ul 20X SNP Genotyping Assay
-1 ul DNK (1-20 ng / pl)
-H,0 (REDE ampulirane) do 25 pl
Uslovi amplifikacije su:
e aktivacija AmpliTag Gold enzima 10 min na 95 °C
e 40 ciklusa od dva koraka

-denaturacija 15sec na 92 °C

- vezivanje prajmera, ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min na 60 °C
e zavrs$na ekstenzija 7 min na 72 °c.

Real-Time PCR reakcije su izvrsene u aparatu 7300 Applied Biosystems.
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9. NEUROPSIHOLOSKA BATERIJA TESTOVA
Testovi epizodi¢ke memorije

Rey-ov test audio-verbalnog uc¢enja (Rey AVLT) (193) je mera neposrednog
pamcenja verbalnog nepovezanog materijala. Sastoji se od liste od 15 re¢i koja se
ispitaniku cita 5 puta. Nakon svakog Citanja ispitanik treba da ponovi §to veci broj reci
sa liste. Rezultat u svakom pokusaju je broj ta¢no reprodukovanih re¢i na osnovu ¢ega
se izraCunava ukupan broj ponovljenih reci kroz 5 pokusaja (Reycum). Na ovaj nacin
dobija se skor neposrednog upamcivanja. Nakon 30 min ispitanici jo§ jednom

ponavljaju re¢i. Broj ponovljenih reéi predstavlja skor odlozenog slobodnog prise¢anja

(Reydel).

Wechslerova skala paméenja, revidirana forma (WMS-R) subtest logicke
memorije — Standardizaciju za naSu populaciju izvrsili su 1991. god. Berger, Mirkovié¢
1 Mati¢. Subtest se sastoji od dve kratke price (A 1 B) koje ispitiva¢ ita ispitaniku a
kojima se meri neposredno pamdenje logicki povezanog materijala. Nakon citanja
jedne pri¢e ispitanik ponavlja sve pojmove kojih se moze setiti. Izracunava se
zajednicki skor za obe price neposredno nakon citanja (A&Bimm) i zajednicki skor

odloZenog prise¢anja pojmova nakon 30 min (A&Bdel) (194).
Test paZnje/radne memorije

Test merenja raspona cifara (TRC)- Ispitaniku se prezentuju nizovi cifara
koje on treba da poreda po rastu¢em redosledu. Nizovi cifara koji treba da se zapamte
povecavaju se za jednu cifru od 2 do 8. Za svaku duzinu niza cifara postoje dva
pokusaja. Ispitivanje se prekida kada ispitanik ne reprodukuje ispravno niz iz dva
pokusaja iz bilo koje serije. Pokus$aj pri odredenoj duZzini niza ocenjen je sa 1 za jedan
uspesno ponovljen niz odnosno sa 2 za dva ponovljena niza odredene duzine. Broj
poena koje ispitanik postigne tretira se kao njegova mera raspona za cifre (Digit span-
OT).Takode izracunava se maksimalni raspon kao duzina poslednjeg reprodukovanog

niza umanjena za 0.5 ukoliko je samo jedan pokusaj bio uspesan (Digitmax-OT) (195).
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Test za procenu opStih kognitivnih sposobnosti

Ravenove progresivne matrice (RavenPM) su neverbalni test za ispitivanje
inteligencije. Autor testa je J. C. Raven, a test je konstruisan 1936. godine. Sastoji od
60 zadataka koji su podijeljeni u pet serija (A, B, C, D i E) sa po dvanaest zadataka,
koji unutar svake serije idu od laksih ka tezim. Ukupno ima 60 zadataka s maksimalnim
brojem bodova 60. Moze se primjenjivati individualno ili grupno, a namijenjen je

populaciji od 10 godina na dalje (196).
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10. STATISTICKE METODE

Atributivne varijable prikazane su brojevima i procentima a kontinualne
varijable srednjim vrednostima i standardnim devijacijama. X? test koris¢en je za
procenu razlika u polu, obrazovanju roditelja, uslovima Zivota i sposobnosti u¢enja u
zavisnosti od genotipa. Studentov t-test ili Mann-Withney U test; one-way ANOVA ili
Kruskal-Wallis test kori§¢eni su za procenu razlike u godinama, rezultatima testova
kognitivnih sposobnosti i prosecne ocene u srednjoj Skoli i na fakultetu u zavisnosti od

genotipova.

Za izbor jedne varijable (predstavnika) kognitivnog testa koristili smo faktorsku
analizu sa metodom glavnih komponenata kao metodom ekstrakcije i Pirsonove
koeficijente linearne korelacije. Kriterijumi su bili jaka korelacija i distribucija u jednoj

klju¢noj komponenti.

Za predvidanje rezultata testova u zavisnosti od genotipa sa i bez prilagodavanja
na osnovne demografske i socioekonomske varijable koris¢ena je linearna analiza.
Multipla linearna regresiona analiza je koriS¢ena za ispitivanje linearne asocijacije
izmedu rezultata testova memorijskih sposobnosti kao zavisnih varijabli i genotipa kao
nezavisnih varijabli sa prilagodavanjem na pol, obrazovanje roditelja 1 uslova
zivota.Odnos izmedu prosecne ocene u srednjoj Skoli 1 na fakultetu kao zavisne
varijable i rezultata testova memorijskih sposobnosti kao i genotipa kao nezavisnih
varijabli procenjena je multiplim linearnim regresionim modelom. Multipla logisticka
regresija koriS¢ena je za procenu odnosa izmedu sposobnosti ucenja kao zavisne
varijable i rezultata testova memorijskih sposobnosti i genotipova kao nezavisnih
varijabli.Primenjena su dva modela regresije, "genotipski” i "alelski". Genotipski
omogucava procenu efekata genotipa, a alelski procenu efekata pojedinacnih alela na

variranje u rezultatima testova memorijskih sposobnosti.

Za sve statistiCke analize koriS¢en je SPSS softver, verzija 17.0 (SPSS, Chicago,

IL, USA, 2009). P vrednosti <0.05 smatrane su statisticki znacajnim.
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REZULTATI

Ispitivanje je obuhvatilo 560 studenata Medicinskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu. Na osnovu kriterijuma za iskljucivanje 12 studenata je iskljuceno iz studije.
Medu 548 studenata 366 (66.8%) je devojaka i 182 (33.2%) mladiéa, prosecne
starosti 20+0.86 god. Za sve studente putem upitnika prikupljeni su podaci o uslovima
Zivota, obrazovanju oca i majke, uspehu u srednjoj Skoli 1 na fakultetu, o tome koliko
puta ponavljaju gradivo pre izlaska na ispit kao i o li¢noj proceni brzine kojom pamte
gradivo. Takode, analizirani su i rezultati koje su studenti postigli na testu Ravenovih
progresivnin matrica za procenu opstih kognitivnih sposobnosti 1 testovima
memorijskih sposobnosti: TRC za procenu paznje/radne memorije i Rey-AVLT i
WMS-R subtest logi¢ke memorije za procenu epizodicke memorije. Dobijeni rezultati

analizirani su ukupno za sve studente i po polovima.

Testovi memorijskih sposobnosti: TRC, Rey-AVLT i WMS-R subtest logicke
memorije podrazumevaju veéi broj merenja. U cilju dobijanja odgovarajuc¢e vrednosti
koja najbolje predstavlja sva izvrSena merenja primenjena je faktorska analiza sa
metodom glavnih komponenata i koeficijenti Pirsonove linearne korelacije. Za sve
subtestove odredena je jedna komponenta koja objasnjava 92.2% varijanse u slucaju
TRC testa, 62.9% za Rey-AVLT test i 91.5% varijacije u WCH-R subtestu logicke
memorije. Pirsonovi koeficijenti korelacije kre¢u se izmedu 0.601-0.841 za Rey-
AVLT, 0.96 za TRC i 0.83 za subtest logicke memorije. Na osnovu dobijenih rezultata,
merenja koja reprezentuju svaki od primenjenih testova su: TRCmax (r=0.960),
REYcumm (r=0.986) i WMS-R ABimm (r=0.956) i ukljucena su u dalju analizu.

11. ANALIZA PODATAKA DOBIJENIH IZ UPITNIKA

Podaci dobijeni putem upitnika pokazuju da je najveci broj studenata svoje
uslove zZivota procenio kao vrlo dobre (42.8%). Najveci broj majki studenata ima
zavrSenu srednju Skolu (42.5%) dok je najve¢i broj oceva fakultetski obrazovan
(46.7%). 60.9% studenata je svoju sposobnost ucenja procenilo kao brzu. Prosec¢na
ocena studenata ostvarena u srednjoj Skoli je izuzetno visoka 1 iznosi 4.81 + 0.41 dok
proseCna ocena postignuta na fakultetu iznosi 8.49+1.06. Studenti su procenili da

materijal za ispit u proseku prelaze 2.88+1.04 puta. Dobijeni podaci o obrazovanju

67



roditelja 1 uslovima zivota studenata na osnovu njihove licne procene ukupno i

grupisani po polovima prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Obrazovanje roditelja i uslovi zivota studenata ukupno i po polovima

devojke mladiéi ukupno Zn::;’;ﬁg“
obrazovanje majke
osnovna Skola | 15(4.2%) | 3 (1.7%) 18 (3.3%) | X*=8.032
srednja §kola | 164 (45.6%) | 66 (36.5%) | 230 (42.5%) |df=3
visa §kola 53 (14.7%) | 29 (16.0) | 82 (15.2%) |P=0.045
fakultet 128 (35.6%) | 83 (45.9%) | 211 (39.0%)
obrazovanje oca
osnovna §kola | 9 (2.5%) 2 (1.1%) 11 (2.0%) | X°=2.132
srednja §kola | 134 (37.3%) | 60 (33.5%) | 194 (36.1%) |df=3
vi$a Skola 53 (14.8%) | 29 (16.2%) | 82 (15.2%) | P=0.546
fakultet 163 (45.4%) | 88 (49.2%) | 251 (46.7%)
uslovi Zivota
losi 15 (4.2%) | 7(3.9%) 22 (4.1%) | X*=0.751
dobri 91 (25.3%) | 47 (26.4%) | 138 (25.7%) | df=3
vrlo dobri 158 (44.0%) | 72 (40.4%) | 230 (42.8%) | P=0.861
odli¢ni 95 (26.5%) | 52 (29.2%) | 147 (27.4%)

Statisti¢ka analiza podataka primenom X*testa pokazala je da:

-postoji statisticki znaajna razlika izmedu analiziranih grupa mladi¢a 1 devojaka u
obrazovanju njihovih majki (p=0.045). Statisticki znacajno viSe obrazovanje imaju

majke mladi¢a u odnosu na majke devojaka.

-nema statistiCki znaCajne razlike izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u

obrazovanju njihovih oc¢eva

- nema statisticki znacajne razlike izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u

uslovima Zivota

U tabeli 4. prikazani su podaci o uspehu studenata u srednjoj $koli i na fakultetu
izrazeni u vidu proseCne ocenetSD Kao I proseCan broj ponavljanja gradivatSD

prilikom priremanja ispita.
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Tabela 4. Prose¢na ocena£SD studenata postignuta u srednjoj Skoli i na fakultetu i

prosecan broj ponavljanja materijala za ispit£SD ukupno i po polovima

. znacajnost
brOj p0| razlike
uspeh u srednjoj 543 U | 4812041
skoli
180 M 4702050 | P=0.000
363 7z 4.86+0.35
uspeh na fakultetu 548 U 8.49+1.06
182 M 8.53+0.99 p=0.816
366 7z 8.49+1.06
broj ponavljanja 531 U 2.88+£1.04
176 M 2.85+1.04 p=0.801
355 7z 2.90+1.04

Analiza uspeha postignutog u srednjoj $koli i na fakultetu primenom Mann-Whitney
testa pokazala je da:

-postoji statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa devojaka i mladi¢a u
prose¢noj oceni postignutoj tokom srednje Skole (p=0.000). Prose¢na ocena u srednjoj

Skoli bila je statisti¢ki znacajno visa kod devojaka nego kod mladica.

- nema statistiCki zna€ajne razlike izmedu analiziranih grupa mladi¢a 1 devojaka u
prosecnoj oceni postignutoj na fakultetu niti u broju ponavljanja materijala prilikom

pripremanja ispita.
U tabeli 5. prikazana je licna procena studenata o brzini njihovog ucenja.

Tabela 5. Li¢na procena studenata o brzini pamcenja gradiva

devojke mladiéi ukupno Zn:‘:;’; EZSt
Udenje
brzo 216 (60.0%) | 111 (62.4%) | 327 (60.8%) 0=0.508
sporo 144 (40.0%) | 67 (37.6%) | 211 (39.2%)
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StatistiCka analiza je pokazala da:

- nema statisticki znacajne razlike izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u

njihovoj proceni brzine ucenja.

12. ANALIZA REZULTATA TESTOVA OPSTIH KOGNITIVNIH |
MEMORIJSKIH SPOSOBNOSTI

U tabeli 6. prikazani su rezultati koje su studenti postigli na testovima
memorijskih sposobnosti TRCmax, Reycumm, ABimm i testu opS$tih kognitivnih
sposobnosti RavenPM. Razultati su prikazani za celu populaciju studenata i po

polovima.

Tabela 6. Prose¢ne vrednosti = SD rezultata postignutih na testovima opstih

kognitivnih i memorijskih sposobnosti ukupno i po polovima

broj | pol e
TRCmax 545 U 7.35+0.77
181 M 7.42+0.76 p=0.034
364 Z 7.31+0.78
Reycumm 543 U 61.27+6.17
180 M 59.73+6.63 | P=0.000
363 Z 62.05+5.66
RavenPM 548 U 49.67+5.36
182 M 50.47+534 | P=0.018
366 Z 49.28+5.34
ABimm 545 U 36.25+5.53
180 M 36.0645.77 | P=0.347
365 Z 36.41+5.40

Analiza rezultata postignutih na testovima memorijskih sposobnosti prikazanih u tabeli
6. primenom Mann-Whitney testa pokazala je da:

- postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u
prose¢nim rezultatima postignutim na testu TRCmax (p=0.034). Mladi¢i su postigli

statistiCki znaCajno bolje rezultate na TRCmax testu u poredenju sa devojkama.
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- postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa mladi¢a 1 devojaka u
prose¢nim rezultatima postignutim na REYcum testu (p=0.000). Devojke su postigle

statisticki znacajno bolje rezultate.

- postoji statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u
prosecnim rezultatima postignutim na testu opstih kognitivnih sposobnosti (p=0.018).

Mladi¢i su postigli statisticki znacajno bolje rezultate na RavenPM testu.

- nema statisticki znacajne razlike izmedu analiziranih grupa mladi¢a i devojaka u

rezultatima postignutim na testu epizodi¢ke memorije WMS-R ABimmed

12.1. Rezultati molekularno-genetic¢kih analiza — BDNF rs6265 genotip
Ucestalost BDNF (Val66Met) genotipova

Analizom je obuhvaceno 530 studenata. Utvrdeno je da je 370 studenata t;.
69.8% homozigot za Ces¢i alel G (genotip GG), 143-oro tj. 27.0% su heterozigoti
(genotip GA) a svega njih 17 (3.2%) je homozigot za redi alel A (genotip AA).
Dobijeni rezultati prikazani su na grafikonu 4.

Grafikon 4. Ucestalost BDNF genotipova u populaciji studenata

AA
3%

Na slici 19. je prikazana fotografija gela nakon digestije PCR produkata
restrikcionim enzimom.
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Slika 19. Polimorfizam BDNF (Val66Met)-izgled traka na gelu nakon digestije

restrikcionim enzimom

Na osnovu ucestalosti genotipova izraunate su ucestalosti alela G 1 A.

Ucestalost alela G je 83.3%, a alela A 16.7%.

Kod mladi¢a ucestalost GG genotipa je 70.0%, GA genotipa 28.3% a AA
genotipa 1.7%. Ucestalost GG genotipa kod devojaka je 69.7%, GA genotipa 26.3% a
AA genotipa 4%. Razlika ucestalosti genotipova izmedu devojaka i mladica nije
statisticki znacajna (p=0.543). Ucestalost genotipova prema polu prikazana je na

grafikonu 5.

Grafikon 5. Ucestalost BDNF genotipova po polu

80.00%

70.00% -

60.00% -

50.00% -

B mladici

40.00%
B devojke

30.00% -

20.00% -

10.00%

0.00% -
GG GA AA

72




Tabela 7. Demografske, socioekonomske i memorijske karakteristike u populaciji

studenata u zavisnosti od njihovog BDNF genotipa.

GG GA AA Ukupno p
N 370 143 17 530
Starost (godine) 20.2+083 [204x+082 |202+£066 |20.3+0.82
Zene / Muskarci 246/124 93/50 14/3 353/177 0.543
Obrazovanje majke (%)
osnovna $kola 12 (3.2) 4(2.8) 1(5.9) 17 (3.2)
srednja Skola 164 (44.3) 53 (37.1) 9 (52.9) 226 (42.6)
visa Skola 53 (14.3) 28 (19.6) 1(5.9) 82 (15.5)
fakultet 140 (37.8) 58 (40.6) 6 (35.3) 204 (38.5)
Obrazovanje oca (%)
osnovna $kola 8(2.2) 3(21) 1(5.9) 12 (2.3)
srednja $kola 132 (35.7) 51 (35.7) 7(41.2) 190 (35.8)
visa Skola 54 (14.6) 24 (16.8) 2 (11.8) 80 (15.1)
fakultet 173 (46.8) 64 (44.8) 7(41.2) 244 (46.0)
Uslovi Zivota
losi 15 (4.1) 7(4.9) 0 (0.0 22 (4.2)
dobri 84 (22.7) 50 (35.0) 3(13.7) 137 (25.8)
vrlo dobri 157 (42.4) 57 (39.9) 8 (47.1) 222 (41.9)
odli¢ni 110 (29.7) 29 (20.3) 6 (35.3) 145 (27.3)
Prosecna ocena u srednjoj 4.79+0.43 4.83+0.37 5.00+0.00 4.81+0.41 0.108
skoli
Prosecna ocena na fakultetu 8.50+1.06 8.47+1.04 8.25+1.09 8.49+1.05 0.823
Broj ponavljanja gradiva 2.93+1.08 2.80+1.00 2.76x0.90 2.89+1.05 0.556
Sposobnost u¢enja
brza 226 (61.1) 86 (61.0) 10 (58.8) 321 (60.9) | 0.744
spora 144 (38.9) 55 (39.0) 7(41.2) 206 (39.1)
Opste kognitivne sposobnosti
RavenPM 49.53+5.52 | 49.85+5.88 | 49.47+459 | 49.61+5.58 | 0.488
PaZnja/radna memorija
TRC 9.99+184 |9.94+1.92 10.05+£1.29 [ 9.98+1.84 | 0.661
Epizodicka memorija
Reycumm 61.05+6.02 | 61.61+6.65 | 62.82+6.37 | 61.26%6.20 | 0.125
WMS-R ABimm 35.97+556 | 36.96+5.39 | 36.47+5.88 | 36.26%5.53 | 0.092
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U Tabeli 7. prikazani su demografske, socioekonomske i memorijske karakteristike

studenata u zavisnosti od BDNF genotipa.
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-nema statisticki znaCajne razlike u demografskim, socioekonomskim varijablama,
brzini ucenja kao 1 rezultatima postignutim na testovima opsStih kognitivnih 1

memorijskih sposobnosti

Nakon ove analize rezultate opstih kognitivnih i memorijskih sposobnosti grupisali smo

po polovima i u zavisnosti od prisustva alela A (Tabela 8.).

Tabela 8. Rezultati testova opstih kognitivnih i memorijskih sposobnostiu zavisnosti od

prisustva A alela grupisani po polovima

genotip | broj mladiéi p broj | devojke p
TRCmax | GG 125 | 7.43£0.74 249 | 7.29+0.80

GA 52 7.38+0.82 [ 0.311 103 | 7.34+0.78 | 0.557
RavenPM | GG 125 |50.3845.18 149 | 49.22+5.23

GA 52 50.65+5.90 | 0.474 104 | 49.37+5.73 | 0.719
REYcumm | GG 125 | 60.11+6.39 248 | 61.63+5.59

GA 52 59.19+7.46 | 0.561 103 | 63.14+5.68 | 0.022
ABimm GG 125 | 35.8945.62 249 | 36.13+5.39

GA 52 36.47+5.67 | 0.589 104 | 37.21+5.18 | 0.102

Analiza dobijenih rezultata primenom Mann-Whitney testa je pokazala da:

-postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na Reycumm testu u grupi
devojaka (p=0.022). Devojke nosioci A alela (GA genotipa) postigle su bolje rezultate

u poredenju sa nosiocima GG genotipa.

-ne postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na drugim testovima ni

u grupi mladica ni u grupi devojaka.

Multipla linearna regresiona analiza

Multipla linearna regresiona analiza primenjena je u cilju ispitivanja uticaja
BDNF genotipa kao nezavisne varijable na rezultate koje studenti postizu na testovima

memorijskih sposobnosti i opstih kognitivnih sposobnosti, kao zavisnih varijabli.
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Analiza je izvrSena bez prilagodavanja (tabela 9.) i nakon prilagodavanja na pol,

obrazovanje roditelja i uslove Zivota studenata (tabela 10).

Tabela 9. Rezultati regresione analize uticaja BDNF genotipa kao nezavisne varijable

na rezultate postignutih na testovima kao zavisnih varijabli

BDNF val/val vs val/met
Zavisne varijable | constant b beta p 95% ClI
TRCmax 7.26 0.002 | 0.001 0.973 -0.08 - 0.09
REYcumm 70.38 -0.28 -0.04 0.356 -0.88 -0.32
RAVENPM 54.79 -0.16 -0.02 0.562 -0.70-0.38
ABimm 52.27 -0.49 -0.08 0.070 -1.03-0.04

Analiza je pokazala da:

-postoji trend po kome studenti nosioci A tj. Met alela (GA genotipa) postizu bolje

rezultate na Abimmed testu u odnosu na studente GG tj. Val/Val genotipa.

-ne postoji statisticki znacajna povezanost Met alela i rezultata koje su studenti postigli

na TRCmax, REYcumm i RavenPM testovima

Tabela 10. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja BDNF genotipa kao
nezavisne varijable prilagodene na pol, uslove Zivota i obrazovanje roditelja na

rezultate postignutih na testovima kao zavisnih varijabli.

BDNF val/val vs val/met prilagodeno na pol, uslove Zivota i
Zavisne varijable | obrazovanje roditelja
constant b beta p 95% ClI
TRCmax 7.30 -0.008 -0.008 0.862 | -0.098 —0.082
REYcumm 68.10 -0.38 -0.05 0.203 -0.98-0.21
RAVENPM 54.20 -0.18 -0.03 0.527 -0.72-0.37
ABimm 53.64 -0.57 -0.09 0.039 -1.11--0.03

Analiza dobijenih rezultata pokazala je da:

- postoji statisticki znacajna povezanost Met alela sa boljim rezultatima na ABimmed

testu kada su rezultati prilagodeni na pol, uslove Zivota 1 obrazovanje roditelja
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-ne postoji statisticki znaCajna povezanost Met alela sa postignutim rezultatima

studenata na ostalim testovima.

Tabela 11. Rezultati analize uticaja BDNF genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa TRCmax kao zavisne varijable

Nezavisne varijable b beta p 95% ClI

constant 7.043 .000 6.592-7.494
BDNF GG/GA 0.022 0.013 0.775 -.127-0.170
pol -0.097 -0.058 0.184 -.241-0.046
uslovi Zivota 0.090 0.094 0.039 .004-0.175
obrazovanje majke 0.022 0.027 0.616 -.065-0.109
obrazovanje oca 0.037 0.045 0.412 -.051-0.125

Analiza je pokazala da samo uslovi zivota studenata statisticki znacajno uticu na
rezultate postignute na TRCmax testu. Uticaj BDNF genotipa i drugih nezavisnih
varijabli nije statisticki znacajan.

Tabela 12. Rezultati analize uticaja BDNF genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa REYcumm kao zavisne varijable

Nezavisne varijable b beta p 95% ClI
constant 54.117 0.000 50.647-57.586
BDNF GG/GA 1.029 0.078 0.076 -.109-2.167
pol 2.151 0.167 0.000 1.051-3.252
uslovi Zivota 0.798 0.109 0.017 .146-1.450
obrazovanje majke 0.002 0.000 0.995 -.663-0.667
obrazovanje oca -0.019 -0.003 0.956 -.696-0.658

Analiza je pokazala da samo pol i uslovi Zivota studenata statisti¢ki znacajno uticu na
rezultate postignute na Reycumm testu. Uticaj BDNF genotipa i drugih nezavisnhih

varijabli nije statisticki znacajan.
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Tabela 13. Rezultati analize uticaja BDNF genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa RavenPM kao zavisne varijable

Nezavisne varijable b beta p 95% ClI
constant 48.639 0.000 45.533-51.744
BDNF GG/GA 0.353 0.030 0.497 -0.668-1.374
pol -1.154 -0.101 0.022 -2.141-(-0.167)
uslovi Zivota 0.397 0.061 0.183 -0.189-0.983
obrazovanje majke 0.254 0.045 0.403 -0.342-0.850
obrazovanje oca 0.180 0.032 0.559 -0.426-0.787

Analiza je pokazala da samo pol statisticki znacajno uti¢e na rezultate postignute na
RavenPM testu. Uticaj BDNF genotipa i drugih nezavisnih varijabli nije statisticki
znacajan.

Tabela 14. Rezultati analize uticaja BDNF genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa ABimmed kao zavisne varijable

Nezavisne varijable b beta p 95% ClI
constant 35.215 0.000 30.951-37.241
BDNF GG/GA -0.57 -0.09 0.039 -1.11--0.03
pol 0.266 0.023 0.601 -.733-1.265
uslovi Zivota 0.466 0 .071 0.123 -.126-1.058
obrazovanje majke -0.224 -0.040 0.466 -.828-0.380
obrazovanje oca -0.116 -0.020 0.709 -.729-0.497

Analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna povezanost BDNF genotipa i
rezultata postignutih na Abimmed testu. Nosioci GA genotipa postizu statisticki
znacajno bolje rezultate na ovom testu. Nije uocen statisticki znacajan uticaj ostalih

varijabli.
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12.2. Rezultati molekularno-geneti¢kih analiza-KIBRA rs17070145 genotip

Analizom je obuhvac¢eno 538 studenta. Utvrdeno je da je 260 studenata t;.
48.3% homozigot za ¢esci alel C (genotip CC), 231-oro tj. 42.9% su heterozigoti
(genotip CT) a njih 47 (8.7%) je homozigot za redi alel T (genotip TT). Dobijeni

rezultati prikazani su na grafikonu 6. i na slici 20.

Grafikon 6. Ucestalost KIBRA genotipova u populaciji studenata
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Slika 20. Rezultati genotipizacije primenom TagMan eseja

Ucestalost genotipova prema polu prikazana je na grafikonu 7. Na osnovu ucestalosti

genotipova izraunate su ucestalosti alela C i T. Ucestalost alela C je 69.8%, a alela T

30.2%.

Grafikon 7. Ucestalost KIBRA genotipova po polu

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

cC

CT

B mladici

M devojke

79



Kod mladi¢a ucestalost CC genotipa je 44.1%, CT genotipa 45.3% a TT genotipa
10.6%. Ucestalost CC genotipa kod devojaka je 50.4%, CT genotipa 41.8% a TT
genotipa 7.8%. Razlika ucestalosti genotipova izmedu devojaka i1 mladi¢a nije

statisti¢ki znacajna (p=0.907).
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Tabela 15. Demografske, socioekonomske i kognitivne karakteristike u populaciji

studenata u zavisnosti od njihovog KIBRA genotipa

CcC CT TT Ukupno p
N 260 231 47 538
Starost (godinex£SD) 20.25+£0.81 | 20.28+0.83 | 20.25+0.89 | 20.26 +0.83 | 0.907
Zene / Muskarci 181/79 150/81 28/19 359/179
Obrazovanje majke (%)
osnovna $kola 11 (4.2) 6 (2.6) 1(2.1) 18 (3.4)
srednja Skola 112 (43.2) 101 (43.7) 18 (38.3) 231 (43.0)
viSa Skola 33(12.7) 39 (16.9) 8 (17.0) 80 (14.9)
fakultet 103 (39.8) 85 (36.8) 20 (42.6) 208 (38.7)
Obrazovanje oca (%)
osnovna Skola 7(2.7) 4 (1.7) 1(2.2) 12 (2.2)
srednja $kola 92 (35.7) 86 (37.4) 7(37.0) 195 (36.5)
viSa Skola 40 (15.6) 34 (14.8) 2 (13.0) 80 (15.0)
fakultet 119 (46.1) 106 (46.1) 7(47.8) 247 (46.31)
Uslovi Zivota (%6)
loSi 24 (9.4) 30(13.2) 8 (17.4) 62 (11.7)
dobri 75 (29.4) 59 (25.9) 7(15.2) 137 (26.7)
vrlo dobri 62 (24.3) 59 (25.9) 15 (32.6) 222 (25.7)
odli¢ni 94 (36.9) 80 (35.1) 16 (34.8) 145 (35.9)
Prosefna ocena u srednjoj 0.378
Skoli 4.82+0.38 4.77+0.45 4.80+0.41 4.80+0.41
Prosefna ocena na fakultetu | 8.52+1.08 8.52+1.06 8.49+0.94 8.52+1.06 0.240
Sposobnost ucenja (%)
brza 164 (63.3) 134 (58.5) 28 (60.9) 326 (61.0) 0.554
spora 95 (36.7) 95 (41.5) 18 (39.1) 208 (39.0)
Ponavljanje gradiva 2.92+1.05 |2.82£0.98 |291+0.73 |2.88+0.99 | 0.383
Opste kognitivne sposobnosti
RavenPM 49.36x5.55 | 49.92+#5.20 | 49.66+5.08 | 49.63%5.36 0.669
Paznja/radna memorija
TRCmax 7.35+0.80 7.35+0.73 7.32+0.93 7.35+0.78 0.649
Epizodicka memorija
Reycumm 61.68+6.07 60.78+6.16 61.83+6.00 | 61.31+6.11 0.092
WMS-R ABimm 36.48+5.34 | 36.22+5.50 | 35.94%6.09 | 36.32+5.47 0.597
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Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-nema statisticki znaCajne razlike u demografskim, socioekonomskim
varijablama, brzini uenja kao i rezultatima postignutim na testovima opstih

kognitivnih i memorijskih sposobnosti

U tabeli 16. Prikazani su rezultati dobijeni putem upitnika kao i rezultati testova

memorijskih sposobnosti grupisani u zavisnosti od prisustva T alela.

Tabela 16. Demografske, socioekonomske i kognitivne karakteristike u populaciji

studenata u zavisnosti od prisustva T alela

CcC CT+TT P
N 260 278
Starost (godine+SD) 20.25+0.81 |20.28+0.84 [ 0.696
Zene / Muskarci 181/79 178/100 0.169
Prosec¢na ocena u 0.420
srednjoj Skoli+SD 4.82+0.38 4.79+0.44
Prosecna ocena na 8.52¢1.06 | 8.51+1.06 | 0.925
fakultetu
Sposobnost u¢enja (%0)
brza 164 (63.3) 162 (58.5) | 0.296
spora 95 (36.7) 113 (41.5)
Ponavljanje gradiva 2.92+1.05 2.84+0.94 | 0.739
Opste kognitivne
sposobnosti
Raven- SPM 49.3615.55 49.8745.17 | 0.471
PaZnja/radna memorija
TRCmax 7.35+0.80 7.35+0.76 | 0.988
Epizodi¢ka memorija
Reycumm 61.68+6.07 60.78+6.16 | 0.092
WMS-R ABimm 36.4845.34 36.17+5.59 [ 0.918

Zatim smo analizirali rezultate dobijene na testu opstih kognitivnih i memorijskih

sposobnosti u zavisnosti od KIBRA genotipa odvojeno po polovima (Tabela 17.).
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Tabela 17. Srednje vrednosti rezultata testova opstih kognitivnih i memorijskih

sposobnosti+SD u zavisnosti od KIBRA genotipa grupisani po polovima

genotip | broj | mladi¢i znacajnost | broj | devojke znacajnost
razlike razlike
TRCmax | CC 78 | 7.42+0.78 1.914 180 | 7.32+.81 0.540
CT 81 | 7.44+0.78 0.384 149 | 7.30+0.74 0.763
1T 19 | 7.32+0.96 28 | 7.32+0.92
Raven PM | CC 79 |49.1846.25 | 4.517 181 | 49.45+5.22 | 0.423
CT 81 |51.42+4.42 |0.105 150 |49.11+5.41 | 0.809
1T 19 |50.63£3.23 28 | 49.274£5.35
Reycumm | CC 78 |59.24+6.64 | 1.069 179 | 62.74£5.50 | 8.822
CT 80 |60.06+6.84 | 0.586 149 | 61.16+5.76 | 0.012
1T 19 | 60.74+6.57 28 | 62.57£5.58
ABimm CcC 78 | 35.73£5.70 | 0.437 180 | 36.80+5.15 | 1.165
CT 80 | 36.30£5.54 | 0.804 150 | 36.18+5.49 | 0.558
TT 19 | 36.27£5.55 28 | 35.7816.42

Analiza dobijenih rezultata primenom Kruskall-Wallis testa pokazala je da:

-postoji statisti¢ki znacajna razlika u rezultatima postignutim na testu Reycumm

u grupi devojaka.

-ne postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na drugim

testovima memorijskih sposobnosti kao ni na testu opstih kognitivnih sposobnosti ni u

grupi mladi¢a ni u grupi devojaka.

Takode, izvrSena je i analiza rezultata po polovima u zavisnosti od prisustva

alela T. Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 18.
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Tabela 18. Rezultati testova opstih kognitivnih i memorijskih sposobnosti u zavisnosti

od prisustva T alela grupisani po polovima

genotip | broj | mladi¢i p broj [ devojke p
TRCmax CcC 78 7.42+0.78 180 | 7.32+0.81

CT+TT [ 100 7.41+0.75 0.456 | 177 | 7.31+0.77 | 0.659
RavenPM | CC 79 49.18+6.25 181 | 49.45+5.22

CT+TT [ 100 |[51.27+4.22 | 0.053 | 178 | 49.09+5.49 | 0.522
Reycumm | CC 78 59.24+6.64 179 | 62.74+5.50

CT+TT |99 60.19+6.76 | 0.363 | 177 | 61.38+5.74 | 0.009
ABimm CcC 78 35.7315.70 180 | 36.80+5.15

CT+TT |99 36.27+5.55 [ 0.567 | 178 | 36.12+5.63 | 0.357

Analiza dobijenih rezultata primenom Mann-Whitney testa pokazala je da:

-postoji statisticki znaCajna razlika u rezultatima postignutim na testu Reycumm
u grupi devojaka. Devojke nosioci CC genotipa postigle su bolje rezultate na Reycumm

testu u poredenju sa devojkama nosiocima T alela (CT + TT genotipa).

-postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na testu RavenPM
u grupi mladi¢a. Mladié¢i nosioci T alela (CT i TT genotipa) postigli su statistic¢ki

znacajno bolje rezultate na RavenPM testu u poredenju sa nosiocima CC genotipa.

-ne postoji statistiCki znacajna razlika u rezultatima postignutim na drugim
testovima memorijskih sposobnosti kao ni na testu opstih kognitivnih sposobnosti ni u

grupi mladic¢a ni u grupi devojaka.

Multipla linearna regresiona analiza

Multipla linearna regresiona analiza primenjena je u cilju ispitivanja uticaja
KIBRA genotipa ili alela kao nezavisne varijable na rezultate koje studenti postizu na
testovima memorijskih sposobnosti kao zavisnih varijabli. Analiza je izvrSena bez
prilagodavanja (tabela 19.) i nakon prilagodavanja na pol, obrazovanje roditelja i

uslove Zivota studenata (tabela 20.).
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Tabela 19. Rezultati multiple linearne regresione analize povezanosti rezultata

postignutih na testovima kao zavisnih varijabli i KIBRA genotipa kao nezavisne

varijable
KIBRA genotip
Zavisne varijable | constant | b beta p 95% ClI
TRCMax 7.36 -0.01 -0.05 0.909 -0.11-0.10
REYcumm 61.83 -0.32 -0.03 0.430 -1.13-0.48
RAVENPM 49.13 0.31 0.04 0.387 -0.39-1.02
ABimm 36.75 -0.26 -0.03 0.470 -0.99 - 0.46

Analiza rezultata je pokazala da:

-ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu KIBRA genotipa i rezultata

postignutih na primenjenim testovima

Tabela 20. Rezultati multiple linearne regresione analize povezanosti rezultata
postignutih na testovima kao zavisnih varijabli i BCHE genotipa kao nezavisne

varijable prilagodeno na pol, obrazovanje roditelja i uslove zivota

KIBRA genotip, prilagodeno na pol, uslove Zivota i
Zavisne varijable obrazovanje roditelja

constant b beta p 95% ClI
TRCmax 7.06 0.01 0.00 0.920 -0.99-0.11
REYcumm 56.10 -0.14 -0.01 0.733 -0.94 - 0.66
RAVENPM 48.75 0.30 0.03 0.417 -042-1.01
ABimm 36.43 -0.17 -0.02 0.650 -0.90-0.56

Analiza rezultata dobijenih nakon prilagodavanja na pol, uslove Zivota i obrazovanje

roditelja pokazala je da:

-ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu KIBRA genotipa i rezultata
postignutih na ostalim testovima

Takode, izvrSena je i analiza uticaja T alela na rezultate postignute na testovima.

85



Tabela 21. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja T alela kao nezavisne

varijable na rezultate postignute na testovima koji predstavljaju zavisne varijable

Zavisne varijable KIBRA CC/CT+TT
constant b beta p 95% CI
TRCMax 7.35 -0.00 -0.00 0996 |-0.13-0.13
REYcumm 62.41 -0.72 -0.06 0.172 | -1.76 -0.32
RAVENPM 48.86 0.50 0.05 0.275 |-0.40-1.41
ABimmed 36.78 -0.30 -0.03 0519 |-1.23-0.62

Tabela 22. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja A alela kao nezavisne
varijable, prilagodene na pol, uslove Zivota i obrazovanje roditelja, na rezultate

postignute na testovima koji predstavljaju zavisne varijable

KIBRA CC/CT+TT, prilagodeno na pol, uslove Zivota i
Zavisne varijable | obrazovanje roditelja
constant b beta p 95% CI
TRCMax 7.05 0.01 0.01 0.859 |-0.12-0.15
REYcumm 56.82 -0.57 -0.05 0.275 | -1.60-0.46
RAVENPM 48.45 0.49 0.05 0291 |-042-141
ABimmed 36.17 -0.21 -0.02 0.664 |-1.15-0.73

Analiza rezultata dobijenih nakon prilagodavanja na pol, uslove Zivota i

obrazovanje roditelja pokazala je da:

-ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu KIBRA genotipa 1 rezultata

postignutih na ostalim testovima

IzvrSena je i1 analiza uticaja modifikujucih varijabli na postignute rezultate na

testovima memorijskih i opStih kognitivnih sposobnosti.
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Tabela 23. Rezultati multiple linearne regresione analize u kojoj su rezultati testa
TRCmax zavisne varijable a KIBRA genotip, pol, uslovi Zivota, obrazovanje roditelja

nezavisne varijable

Nezavisne TRCmax zavisna varijabla

varijable b beta p 95% ClI
constant 7.064 0.000 6.620-7.507
KIBRA 0.005 0.004 0.920 -0.099-0.110
pol -0.095 -0.057 0.196 -0.238-0.049
uslovi Zivota 0.096 0.101 0.025 0.012-0.180
obrazovanje majke | 0.014 0.017 0.756 -0.072-0.099
obrazovanje oca 0.037 0.046 0.399 -0.049-0.124

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-postoji statistiCki znacajan uticaj uslova zivota na rezultate postignute na testu
TRCmax. Studenti koji imaju bolje uslove zivota ostvarili su bolje rezultate na testu

TRCmax.

-ne postoji statisticki znacajan uticaj pola i obrazovanja roditelja na rezultate postignute

na testu TRCmax

Tabela 24. Rezultati multiple linearne regresione analize u kojoj su rezultati testa

REYcumm zavisne varijable a pol, uslovi Zivota, obrazovanje roditelja nezavisne

varijable

Nezavisne REYcumm zavisna varijabla

varijable b beta p 95% ClI
constant 56.100 0.000 52.683-59.516
KIBRA -0.139 -0.015 0.733 -0.941-0.662
pol 2.174 0.169 0.000 1.073-3.275
uslovi Zivota 0.676 0.092 0.040 0.031-1.321
obrazovanje majke | 0.004 0.001 0.990 -0.654-0.662
obrazovanje oca -0.063 -0.10 0.854 -0.732-0.606
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Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-postoji statistiCki znacajna uticaj uslova zivota na rezultate postignute na testu
Reycumm. Studenti koji imaju bolje uslove Zivota ostvarili su bolje rezultate na testu

Reycumm.

-postoji statisti¢ki znaCajan uticaj pola na rezultate postignute na testu Reycumm.

Devojke su postigle statisti¢ki znacajno bolje rezultate u poredenju sa mladi¢ima.

-ne postoji statisticki znacajan uticaj obrazovanja roditelja sa rezultatima postignutim

na Reycumm testu.

Tabela 25. Rezultati multiple linearne regresione analize u kojoj su rezultati testa

RavenPM zavisne varijable a pol, uslovi zivota, obrazovanje roditelja nezavisne

varijable

Nezavisne RavenPM zavisna varijabla

varijable b beta p 95% CI
constant 48.749 0.000 45.717-51.781
KIBRA 0.296 0.035 0.417 -0.418-1.009
pol -1.047 -0.092 0.036 -2.026—0.068
uslovi Zivota 0.317 0.049 0.278 -0.257-0.891
obrazovanje majke | 0.244 0.044 0.412 -0.341-0.829
obrazovanje oca 0.163 0.029 0.590 -0.431-0.757

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-postoji statisticki zna€ajan uticaj pola na rezultate ostvarene na RavenPM testu.

Mladiéi su postigli statisti¢ki bolje rezultate na ovom testu u poredenju sa devojkama.

-ne postoji statisticki znacajan uticaj uslova Zivota studenata 1 obrazovanja roditelja sa

rezultatima ostvarenim na RavenPM testu.
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Tabela 26. Rezultati multiple linearne regresione analize u kojoj su rezultati testa

ABimmed zavisne varijable a pol, uslovi Zivota, obrazovanje roditelja nezavisne

varijable

Nezavisne ABimmed zavisna varijabla

varijable b beta p 95% ClI
constant 36.428 0.000 33.311-39.545
KIBRA -0.169 -0.020 0.576 -0.900-0562
pol 0.234 0.020 0.750 -0.772-1.240
uslovi Zivota 0.353 0.053 0.205 -0.236-0.942
obrazovanje majke | -0.258 -0.046 0.371 -0.859-0.343
obrazovanje oca -0.161 -0.028 0.705 -0.770-0.449

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da:

-ne postoji statisticki znaCajan uticaj pola, uslova zivota studenata i obrazovanja

njihovih roditelja sa rezultatima koje ostvaruju na ABimmed testu.
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12.3. Rezultati molekularno-geneti¢kih analiza APOE genotip rs7412/rs429358

Analizom je obuhvacéeno 548 studenata. U ispitivanoj populaciji detektovano je
5 razli¢itih genotipova. Utvrdeno je da su 426 (77.7%) studenta homozgoti za alel E3
(genotip 3/3), njih 55 (10.1%) su heterozigoti genotipa 2/3, 57-oro (10.4%) heterozigoti
genotipa 3/4 a svega 4 (0.7%) su homozigoti genotipa 4/4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

33 33 33 23 33 33 33 33 24 33 34 34 34 33 33 44 44 34 33

Slika 21. Polimorfizam APOE (112/158) genotipa-izgled traka nakon restrikcione
digestije.
Na slici 21. je prikazan poliakrilamidni gel nakon restrikcione analize na kome se
moze uociti svih pet detektovanih genotipova. Ucestalost genotipova ukupno i po

polovima prikazana je u tabeli 27. kao i na grafikonu 8. Razlika ucestalosti genotipova

po polovima nije statisti¢ki znac¢ajna (p=0.520).

Tabela 27. Ucestalost genotipova ApoE ukupno i po polovima

Genotipovi | Ukupno 0 mladici Devojke

. Yo . % . %

APOE ucestalost ucestalost ucestalost

3/3 426 7.7 148 81.3 278 76.0
3/4 57 10.4 20 11.1 37 10.0
2/3 55 10.1 13 7.1 42 11.5
2/4 6 1.1 1 0.5 5 14
4/4 4 0.7 0 0.0 4 1.1
ukupno 548 100.0 182 100.0 366 100.0
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Grafikon 8. Ucestalost genotipova u celoj populaciji studenata i po polovima izraZzena u

Ucestalost APOE genotipova
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Na osnovu ucestalosti genotipova izracunate su ucestalosti alela E2, E3 i E4. Ucestalost
E3 alela je 87.9%, E2 alela 5.6% a E4 alela 6.5%. Dobijene vrednosti prikazane su na
grafikonu 9.

Grafikon 9. Ucestalost APOE alela u populaciji studenata

Uéestalost alela

me3
He2

med

U daljem radu smo prema njihovom genotipu studente razvrstali u dve grupe. Prvu
grupu Cine studenti ¢iji je genotip E3/E4 ili E4/E4 i oznaceni su sa E4+. Drugu grupu
Cine studenti sa genotipom E3/E3 ili E3/E2 i oznaceni su sa E4-. Studenti sa genotipom
E2/E4 (6 ispitanika) iskljuceni su iz daljeg ispitivanja zbog suprotnog dejstva alela E2 i
E4.
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Tabela 28. Demografske, socioekonomske i memorijske Kkarakteristike u

populaciji studenata u zavisnosti od njihovog APOE genotipa.

E4+ E4- Ukupno p
N 61 481 542
Starost (godine) 20.16 £ 0.78 20.27 +0.83 | 20.26 +0.82 0.309
Zene / Muskareci 41/20 320/161 361/181 0.520
Obrazovanje majke
(%)
osnovna $kola 1(1.6) 17 (3.5) 18 (3.3)
srednja Skola 25 (41.0) 205 (42.7) 230 (42.5)
viSa §kola 12 (19.7) 70 (14.6) 82 (15.2)
fakultet 23 (37.7) 188 (39.2) 211(39.0)
Obrazovanje oca
(%)
osnovna $kola 0(0.0) 11 (2.3) 11 (2.0)
srednja Skola 24(39.3) 170 (35.6) 194 (36.1)
viSa Skola 10 (16.4) 72 (15.1) 82 (15.2)
fakultet 27 (44.3) 224 (47.0) 251 (46.7)
Uslovi Zivota
loSi 2 (3.3) 20 (4.2) 22 (4.1)
dobri 18 (30.0) 120 (25.2) 138 (25.7)
vrlo dobri 25(41.7) 205 (43.0) 230 (42.8)
odli¢ni 15 (25.0) 132 (27.7) 147 (27.4)
Prosecna ocena u 4.80+0.41 4.81+0.41 4.80+0.41 0.744
srednjoj Skoli
Prosecna ocena na 8.29+1.11 8.53+1.05 8.51+1.06 0.145
fakultetu
Sposobnost ucenja
brza 32 (52.5) 295 (61.8) 327 (60.8) 1.999
spora 29 (47.5) 182 (38.2) 211 (39.2) 0.102
Broj ponavljanja 3.0+£1.09 2.87£1.03 2.89+£1.04 0.430
Opste kognitivne
sposobnosti
RavenPM 48.75+5.90 49.86+5.26 49.67+5.37 0.368
PaZnja/radna
memorija
TRCmax 9.99+1.84 9.94 £1.92 10.02+ 1.70 0.150
Epizodicka
memorija
Rey cumm 60.03+6.72 61.57+6.09 61.27+6.17 0.092
WMS-R ABimm 35.76+5.51 36.39+5.53 36.25+5.53 0.630
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U Tabeli 28. prikazani su demografske, socioekonomske i memorijske karakteristike

studenata u zavisnosti od prisustva E4 alela.
Analiza dobijenih rezultata pokazala je da:
- nije uocena statisticki znacajna razlika ni u jednoj analiziranoj karakteristici

Nakon ove analize rezultate opstih kognitivnih 1 memorijskih sposobnosti grupisali smo

po polovima i u zavisnosti od prisustva E4 alela (tabela 29.).

Tabela 29. Rezultati testova opstih kognitivnih i memorijskih sposobnostiu zavisnosti

od prisustva E4 alela grupisani po polovima

genotip | broj mladiéi p broj devojke p
TRCmax E4+ 20 7.25+0.80 | p.289 |40 7.27+0.75 | 0.418
E4- 160 7.44+0.75 319 7.32+£0.79
Raven PM | E4+ 20 49.70+6.80 | pgo3 |41 49.19+5.90 | 0.354
E4- 161 | 51.53+5.15 320 | 49.41+5.26
Reycumm | E4+ 20 58.35£7.21 | 303 |41 60.80+6.41 | 0 157
E4- 160 | 59.90+6.79 317 62.21+5.55
ABIimm E4+ 20 35.00+5.75 | p453 |41 36.32+5.41 | 0934
E4- 160 | 36.05+5.78 319 36.42+5.41

Statisti¢ka analiza primenom Mann-Withney testa pokazala je da:

- Ne postoji statisticki znaCajna razlika u rezultatima testova u zavisnosti od prisustva
E4 alela ni u grupi mladi¢a ni u grupi devojaka. Ipak, iako nije dostignuta statisticki
znacajna razlika moze se uociti da i u grupi mladi¢a i u grupi devojaka nosioci E4 alela

postizu loSije rezultate na svim primenjenim testovima.

Multipla linearna regresiona analiza

Multipla linearna regresiona analiza primenjena je u cilju ispitivanja uticaja
APOE genotipa kao nezavisne varijable na rezultate koje studenti postiZu na testovima
memorijskih sposobnosti koji predstavljaju zavisne varijable. Analiza je izvrSena bez
prilagodavanja (tabela 30.) i nakon prilagodavanja na demografske i socioekonomske

karateristike: pol, obrazovanje roditelja i uslove zivota studenata (tabela 31.).
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Tabela 30. Rezultati linearne regresione analize uticaja APOE genotipa kao nezavisne

varijable na rezultate postignute na testovima kao zavisne varijable

APOE E4+ vs E4-

Zavisne varijable | constant B beta p 95% ClI
TRCMax 7.27 0.10 0.04 0.368 |-0.11-0.30
REYcumm 60.00 1.43 0.07 0.090 |-0.21-3.08
RAVENPM 48.69 1.10 0.06 0.131 |-0.33-253
ABimm 35.88 0.41 0.02 0.588 |-1.07-1.88

Linearna regresiona analiza rezultata testova opstih kognitivnih 1 memorijskih
sposobnosti pokazali su da APOE genotip studenata ne uti¢e na rezultate postignute na

testovima opstih kognitivnih i memorijskih sposobnosti.

Tabela 31. Rezultati multiple regresione analize u kojoj su testovi zavisne varijable a
APOE genotip nezavisna varijabla uz prilagodavanje na pol, uslove Zivota i

obrazovanje roditelja

APOE E4+ vs E4- prilagodeno na pol, uslove Zivota i
Zavisne varijable obrazovanje roditelja
constant b beta p 95% CI
TRCMax 6.99 0.10 0.04 0.336 -0.12-0.31
REYcumm 54.42 151 0.08 0.069 -0.12-3.13
RAVENPM 48.32 1.15 0.07 0.118 -0.29 - 2.58
ABimm 35.21 0.49 0.03 0.520 -1.00-1.98

Multipla linearna regresiona analiza je pokazala da uticaj APOE genotipa na
rezultate testova nije statisticki zna¢ajan ni nakon prilagodavanja na pol, uslove Zivota i
obrazovanje roditelja. Ipak, moZe se uociti trend po kome bolje rezultate na REYcumm

testu postizu studenti koji nisu nosioci APOE4 alela (p=0.069).

Iz prikazanih tabela (32, 33, 34, 35) vidi se i uticaj ostalih varijabli: pola,

obrazovanja roditelja i uslova zivota na rezultate postignute na testovima.
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Tabela 32. Rezultati analize uticaja APOE genotipa, pola, uslova zivota i obrazovanja
roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa TRCmax kao zavisne varijable

Nezz_i_wsne b beta p 95% CI

varijable
constant 6.992 0.000 6.559-7.426
APOE E4+/E4- 0.103 0.042 0.336 -0.107-0.312
pol -0.096 -0.058 0.182 -0.237-0.045
uslovi Zivota 0.086 0.092 0.042 -0.003-0.170
obrazovanje majke | 0.015 -0.019 0.727 -0.069-0.990
obrazovanje oca 0.044 0.053 0.321 -0.043-0.930

Analiza je pokazala da uslovi zivota studenata statisticki znacajno uticu na rezultate
testa TRCmax. Studenti koji imaju bolje uslove Zivota postigli su bolje rezultate na

primenjenom testu.

Tabela 33. Rezultati analize uticaja APOE genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa REYcumm kao zavisne varijable

Nezz_i_wsne b beta p 95% CI

varijable
constant 54.423 0.000 51.031-57.814
APOE E4+/E4- 1.508 0.078 0.069 -0.119-3.135
pol 2.255 -0.173 0.000 1.152-3.358
uslovi Zivota 0.567 0.076 0.087 -0.082-1.217
obrazovanje majke | -0.028 -0.004 0.934 -0.689-0.633
obrazovanje oca 0.054 0.008 0.876 -0.623-0.731

Analiza je potvrdila statisticki znaCajan uticaj pola na rezultate studenata
postignute na REY cumm testu. Studentkinje postizu statisti¢ki znacajno bolje rezultate

na ovom testu u poredenju sa kolegama muskog pola.
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Tabela 34. Rezultati analize uticaja APOE genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa RavenPM kao zavisne varijable

Nezz_i_wsne b beta p 95% CI

varijable
constant 48.317 0.000 45.327-51.306
APOE E4+/E4- 1.146 0.067 0.118 -0.292-2.584
pol -1.110 -0.097 0.025 -2.082-(-0.137)
uslovi Zivota 0.305 0.047 0.297 -0.268-0.878
obrazovanje majke | 0.263 0.047 0.375 -0.319-0.846
obrazovanje oca 0.161 0.028 0.596 -0.435-0.757

Analiza je potvrdila da pol statisticki znacajno uti¢e na rezultate postignute na
RavenPM testu. Studenti muskog pola postizu bolje rezultate u poredenju sa

studentkinjama.

Tabela 35. Rezultati analize uticaja APOE genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa ABimmed kao zavisne varijable

Nezg_wsne b beta p 95% CI

varijable
constant 35.215 0.000 32.115-38.315
APOE E4+/E4- 0.488 0.028 0.520 -1.000-1.976
pol 0.358 0.031 0.486 -0.651-1.368
uslovi Zivota 0.396 0.059 0.191 -0.198-0.990
obrazovanje majke | -0.207 -0.036 0.502 -0.812-0.398
obrazovanje oca -0.177 -0.031 0.574 -0.795-0.441

Analiza je pokazala da ni jedna od analiziranih varijabli ne uti¢e na rezultate

postignute na ABimmed testu.
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12.4. Rezultati geneti¢kih analiza-BCHE genotip

Analizom je obuhvac¢eno 543 studenta. Utvrdeno je da je 363 studenata tj.
66.8% homozigot za ¢es¢i alel G (genotip GG), 159-o0ro tj. 29.3% su heterozigoti
(genotip GA) a svega njih 21 (3.9%) je homozigot za redi alel A (genotip AA).

Dobijene vrednosti prikazane su i na grafikonu 10.

Grafikon 10. U¢estalost BCHE genotipova u populaciji studenata

m GG
HGA

AA GA AA GG GG GG GA GG GG

Slika 22. Polimorfizam BCHE (rs1803274) - izgled traka na gelu nakon restrikcione
digestije.
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Na slici 22 je prikazana fotografija gela nakon digestije PCR produkata

restrikcionim enzimom. Na osnovu ucestalosti genotipova izraCunate su ucestalosti

alela G i A. Ucestalost alela G je 81.5%, a alela A 18.5%.

Kod mladi¢a ucestalost GG genotipa je 73.3%, GA genotipa 23.9% a AA
genotipa 2.8%. Ucestalost GG genotipa kod devojaka je 63.6%, GA genotipa 31.9% a

AA genotipa 4.5%. Razlika ucestalosti genotipova izmedu devojaka i mladi¢a je

statisticki znacajna (p=0.013).

Grafikon 11. Ucestalost BCHE genotipova u zavisnosti od pola
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U tabeli 36. prikazani su demografske, socioekonomske i memorijske karakteristike

studenata u zavisnosti od BDNF genotipa.
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Tabela 36. Demografske, socioekonomske i kognitivne karakteristike u populaciji

studenata u zavisnosti od njihovog BCHE genotipa

G/G G/IA A/A Ukupno p
N 363 159 21 543
Starost (godine+SD) 20.26+0.86 20.20+0.68 20.76+£0.94 |20.26%0.82
Zene / Mugkarci 231/132 116/43 16/5 363/180 0.013
Obrazovanje majke (%)
osnovna Skola 13 (3.6) 3(1.9) 2(9.5) 18 (3.3)
srednja Skola 162 (44.6) 64 (40.5) 7(33.3) 233 (43.0)
visa §kola 48 (13.2) 28 (17.7) 5 (23.8) 81 (14.9)
fakultet 140 (38.6) 63 (39.9) 7(33.3) 210 (38.7)
Obrazovanje oca (%)
osnovna $kola 10 (2.8) 1(0.6) 0(0.0) 11 (2.0)
srednja Skola 135 (37.5) 48 (30.4) 13 (61.9) 196 (36.4)
visa §kola 57 (15.8) 23 (14.6) 2 (9.5) 82 (15.2)
fakultet 158 (43.9) 86 (54.4) 6 (28.6) 250 (46.40)
Uslovi Zivota (%)
losi 12 (3.3) 8 (5.0) 2 (9.5) 22 (4.1)
dobri 96 (26.7) 38 (23.9) 5 (23.8) 139 (25.8)
vrlo dobri 151 (42.1) 65 (40.9) 13 (61.9) 229 (42.5)
odli¢ni 100 (27.9) 48 (30.2) 1(4.8) 149 (27.6)
Prose¢na ocena u 0.673
srednjoj Skoli+SD 4.79+0.42 4.83+0.41 4.81+0.40 |4.80+0.41
Prosetna ocena na 8574108 842104  |8.20:073 |851x1.06 |0
fakultetu
Sposobnost ucenja (%)
Brza 221 (61.2) 96 (60.8) 12 (60.9) 329 (61.0) 0.990
Spora 140 (38.8) 62 (39.2) 8 (39.1) 210 (39.0)
Ponavljanje gradiva 0.806
Opste kognitivne
sposobnosti
RavenPM 49.68+5.38 49.68+5.07 48.71+6.99 [49.64+5.36 |[0.920
Paznja/radna memorija
TRCmax 7.30+0.82 7.45+0.68 7.45+0.83 | 7.35%0.78 0.117
Epizodicka memorija
Reycumm 61.12+6.20 61.71+5.89 61.86+£6.43 |61.32+6.12 | 0.600
WMS-R ABimm 0.953
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Analiza rezultata prikazanih u tabeli 38. je pokazala da nema statisticki
znaCajne razlike u zavisnosti od BCHE genotipa ni u jednoj od analiziranih

karakteristika.

U tabeli 37. Prikazani su rezultati dobijeni putem u pitnika kao i rezultati

testova memorijskih sposobnosti grupisani u zavisnosti od prisustva A alela.

Tabela 37. Demografske i kognitivne karakteristike u populaciji studenata u
zavisnosti od prisustva K varijante (A alela)

GG GA +AA
N 363 180
Starost (godine+SD) 20.26+0.86 20.20+0.68
Zene / Muskarci 231/132 132/48 0.024
Prosec¢na ocena u 0.386
srednjoj Skoli=SD 4.79+0.42 4.83+0.41
Prosecna ocena na 8.57+1 08 8.39+1 01 0.130
fakultetu
Sposobnost ucenja
(%)
Brza 221 (61.2) 108 (60.7) 0.903
Spora 140 (38.8) 70 (39.3)
Ponavljanje gradiva [2.89+1.00 2.87+1.14 0.675
Opste kognitivne
sposobnosti
Raven- SPM 49.68+5.38 49.57+5.32 0.704
PaZnja/radna
memorija
TRCmax 7.30+0.82 7.45+£0.96 0.041
Epizodi¢ka memorija
Reycumm 61.12+6.20 61.73+5.94 0.313
WMS-R ABimm 36.20+5.69 36.42+5.00 0.762

Analiza rezultata je pokazala da:

- je ucestalost K varijante (A alela) statisticki znac¢ajno veca u populaciji devojaka u

poredenju sa populacijom mladi¢a
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- postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na TRCmax testu u

zavisnosti od prisustva A alela (p=0.041). Nosioci K varijante (A alela) postizu

statisticki znacajno bolje rezultate na TRCmax testu u odnosu na studente GG genotipa.

-ne postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na drugim testovima

memorijski sposobnosti i testu opstih kognitivnih sposobnosti.

Zatim smo analizirali rezultate dobijene na testu opS$tih kognitivnih i memorijskih

sposobnosti u zavisnosti od BCHE genotipova odvojeno po polovima (tabela 38.).

Tabela 38. Srednje vrednosti rezultati testova opstih kognitivnih i memorijskih

sposobnosti+SD u zavisnosti od BCHE genotipa grupisani po polovima

genotip | broj | mladiéi p broj | devojke p

TRCmax | GG 131 [ 7.39+0.79 | F=0.848 | 230 | 7.25+0.83 | F=4.632
GA 43 7.46+0.71 | p=0.655 | 115 | 7.44+0.67 | p=0.099
AA 5 7.70£0.27 16 7.37£0.94

RavenPM | GG 132 [ 50.61£5.40 | F=1.923 | 231 | 49.14+5.31 | F=0.548
GA 43 | 49.93+4.65 | p=0.382 | 116 | 49.59+6.85 | p=0.760
AA 5 48.00+8.21 16 | 48.9446.85

REYcumm | GG 131 [ 59.42+6.65 | F=1.542 | 229 | 62.09+5.72 | F=0.031
GA 42 160.71+6.69 | p=0.462 | 115 | 62.08+5.56 | p=0.985
AA 5 60.60+8.44 16 | 62.09+5.66

Abimm GG 131 [ 35.96+5.81 | F=0.161 | 230 | 36.43+4.95 | F=0.071
GA 42 |36.28+4.94 | p=0.923 [ 116 | 36.94+5.71 | p=0.965
AA 5 35.60+5.81 16 | 36.94+5.70

Analiza rezultata primenom Kruskal-Wallis testa pokazala je da nema statisticki

znaCajne razlike u rezultatima postignutim na testovima memorijskih i opstih

kognitivnih sposobnosti u zavisnosti od BCHE genotipa ni u grupi mladi¢a ni u grupi

devojaka.

Takode, izvrSena je i analiza rezultata po polovima u zavisnosti od prisustva A alela.

Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 39.
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Tabela 39. Rezultati testova opstih kognitivnih i memorijskih sposobnosti u zavisnosti

od prisustva K varijante (A alela) grupisani po polovima

genotip | broj mladiéi p broj | devojke p
TRCmax GG 131 7.3920.79 0.899 | 230 | 7.25£0.83 | (034
GA+AA | 48 7.49+0.68 131 | 7.43£0.70
RavenPM | GG 132 50.61+5.40 | 9171 | 231 |49.1445.31 | 9459
GA+AA | 48 49.73+5.04 132 | 49.51+5.43
REYcumm | GG 131 59.42+6.65 | 9218 [ 229 |62.09+5.72 | 5 929
GA+AA | 47 60.70+6.79 131 | 62.09+5.58
Abimm GG 131 35.96+5.81 | ggos | 230 | 36.43+4.95 | 0 893
GA+AA | 47 36.21+4.98 132 | 36.49+5.03

Analiza dobijenih rezultata pokazala je da:

-postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na testu TRCmax u grupi
devojaka. Devojke nosioci A alela postigle su bolje rezultate na testu u odnosu na
devojke nosioce GG genotipa. U grupi mladi¢a uocen je isti trend ali statisticka

znacajnost nije dostignuta.

-ne postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na drugim testovima
memorijskih sposobnosti kao ni na testu opsStih kognitivnih sposobnosti ni u grupi

mladica ni u grupi devojaka.

Multipla linearna regresiona analiza

Multipla linearna regresiona analiza primenjena je u cilju ispitivanja uticaja
BCHE genotipa ili alela kao nezavisne varijable na rezultate koje studenti postizu na
testovima memorijskih sposobnosti kao zavisnih varijabli. Analiza je izvrSena bez
prilagodavanja (tabela 40.) i nakon prilagodavanja na pol, obrazovanje roditelja 1

uslove Zivota studenata (tabela 41.).
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Tabela 40. Rezultati multiple linearne regresione analize povezanosti rezultata

postignutih na testovima kao zavisnih varijabli i BCHE genotipa kao nezavisne

varijable
. .. BCHE genotip
Zavisne varijable constant b beta p 95% CI
TRCMax 7.19 0.12 0.08 0.05 -0.00-0.24
REYcumm 60.63 0.50 -0.05 0.289 -0.43-1.43
RavenPM 49.91 -0.20 -0.02 0.637 -1.01-0.62
ABimm 36.01 0.20 0.02 0.642 -0.63 - 1.03

Analiza rezultata je pokazala da:

-postoji statisticki znacajan uticaj (grani¢na znacajnost) BCHE genotipa na rezultate

postignute na TRCmax testu (p=0.05).

-ne postoji statisticki znacajan uticaj BCHE genotipa na rezultate postignute na ostalim

primenjenim testovima

Tabela 41. Rezultati multiple linearne regresione analize povezanosti rezultata
postignutih na testovima kao zavisnih varijabli i BCHE genotipa kao nezavisne

varijable prilagodeno na pol, obrazovanje roditelja i uslove zivota

BCHE genotip, prilagodeno na pol, uslove Zivota i
Zavisne varijable obrazovanje roditelja
constant b beta p 95% CI
TRCMax 6.90 0.14 0.10 0.019 [0.02-0.26
REYcumm 55.38 0.38 0.03 0.419 |[-0.54-1.30
RavenPM 49.38 -0.07 -0.01 0.865 |-0.89-0.75
ABIimm 35.75 0.24 0.02 0.576 | -0.60-1.08

Analiza rezultata dobijenih nakon prilagodavanja na pol, uslove Zivota i obrazovanje

roditelja (tabela 41.) pokazala je da:

-postoji statisticki znacajna povezanost BCHE genotipa i rezultata postignutih na TRC

max testu.
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-ne postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu BCHE genotipa 1 rezultata

postignutih na ostalim testovima.

Tabela 42. Rezultati analize uticaja BCHE genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa TRCmax kao zavisne varijable

Nezavisne b beta D 95% ClI

varijable
Constant 6.895 0.000 6.477-7.313
BCHE 0.142 0.101 0.019 0.023-0.260
Pol -0.113 -0.068 0.118 -0.255-0.029
uslovi Zivota 0.100 0.106 0.018 -0.018-0.183
obrazovanje majke | 0.012 0.015 0.781 -0.073-0.097
obrazovanje oca 0.040 0.048 0.368 -0.047-0.126

Analiza rezultata prikazanih u tabeli 42. je pokazala da:

-BCHE genotip statisticki znacajno utice na rezultate koje studenti postizu na testu

TRCmax (p=0.019).

-postoji statisticki znacajan uticaj uslova zivota studenata na rezultate testa TRCmax.
Studenti koji imaju bolje uslove zivota postigli su bolje rezultate na primenjenom testu
(p=0.018).

- ne postoji statisticki znacajan uticaj ostalih analiziranih varijabli na postignute

rezultate.

Tabela 43. Rezultati analize uticaja BCHE genotipa, pola, uslova zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa REYcumm kao zavisne varijable

Nezavisne b beta P 95% CI

varijable
Constant 55.383 0.000 52.133-58.632
BCHE 0.379 0.035 0.419 -0.541-1.299
Pol 2.189 0.170 0.000 1.088-3.290
uslovi Zivota 0.685 0.093 0.036 0.044-1.325
obrazovanje majke | 0.031 -0.005 0.926 -0.626-0.689
obrazovanje oca -0.108 -0.017 0.752 -0.781-0.564

104



Analiza rezultata prikazanih u tabeli 43. je potvrdila statisticki znacajan uticaj pola na
rezultate studenata postignute na REY cumm testu (p=0.000). Studentkinje postizu

statistiCki znacajno bolje rezultate na ovom testu u poredenju sa studentima.

Takode, pokazano je da i uslovi zZivota studenata statisticki znacajno uticu na rezultate

postignute na REYcumm testu (p=0.036).

Tabela 44. Rezultati analize uticaja BCHE genotipa, pola, uslova zivota i obrazovanja
roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa RavenPM kao zavisne varijable

Nezg_v ISNe b beta p 95% ClI

varijable
Constant 49.385 0.000 46.499-52.271
BCHE -0.071 -0.007 0.865 -0.890-0.747
Pol -1.091 -0.096 0.029 -2.070-(-0.112)
uslovi Zivota 0.318 0.049 0.274 -0.252-0.889
obrazovanje majke | 0.229 0.041 0.441 -0.355-0.814
obrazovanje oca 0.183 0.032 0.547 -0.414-0.781

Analiza rezultata (tabela 44.) je potvrdila uticaj pola na rezultate postignute na

RavenPM testu. Studenti postiZu bolje rezultate u poredenju sa studentkinjama.

Tabela 45. Rezultati analize uticaja BCHE genotipa, pola, uslova Zivota i obrazovanja

roditelja kao nezavisnih varijabli na rezultate testa ABimmed kao zavisne varijable

Nezavisne b beta D 95% ClI

varijable
Constant 35.754 0.000 32.781-38.711
BCHE 0.239 0.025 0.576 -0.600-1.078
Pol 0.164 0.014 0.750 -0.843-1.170
uslovi Zivota 0.378 0.057 0.205 -0.208-0.963
obrazovanje majke | -0.274 -0.049 0.371 -0.875-0.327
obrazovanje oca -0.118 -0.021 0.705 -0.731-0.495
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Analiza rezultata prikazanih u tabeli 45. je pokazala da ni jedna od analiziranih

varijabli ne utice na rezultate postignute na ABimmed testu.

Takode, izvrSena je i analiza po alelskom modelu koja ispituje uticaj K varijante (A

alela) na rezultate primenjenih testova.

Tabela 46. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja A alela kao nezavisne

varijable na rezultate postignute na testovima koji predstavljaju zavisne varijable

BCHE GG/GA+AA
Zavisne varijable | constant b beta p 95% ClI
TRCMax 7.15 0.15 0.09 0.038 | -0.00-0.29
REYcumm 60.51 0.61 0.05 0.276 |-049-171
RavenPM 49.79 -0.11 -0.01 0.820 | -1.07-0.85
ABimm 35.99 0.21 0.02 0.667 | -0.77-1.20

Tabela 47. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja A alela kao nezavisne
varijable, prilagodene na pol, uslove Zivota i obrazovanje roditelja, na rezultate

postignute na testovima koji predstavljaju zavisne varijable

BCHE GG/GA+AA prilagodeno na pol, uslove
Zavisne varijable Zivota i obrazovanje roditelja
constant b beta p 95% CI
TRCMax 6.87 0.17 0.10 0.017 [ 0.03-0.31
REYcumm 55.34 0.44 0.03 0.425 | -0.65-1.54
RavenPM 49.29 -0.01 -0.01 0.983 | -0.96 — 0.98
ABimm 35.73 0.24 0.02 0.588 | -0.72 - 1.27

Analiza dobijenih rezultata bez prilagodavanja i nakon prilagodavanja na pol,

uslove Zivota i obrazovanje roditelja (tabele 46, 47) je pokazala da:

-postoji statisticki znacajna povezanost BCHE genotipova kao i prisustva A alela (K
varijante) i rezultata postignutih na testu paznje/radne memorije. Povezanost je
statisti¢ki znacajna i nakon prilagodavanja na pol, uslove Zivota i obrazovanje roditelja.

Studenti nosioci K varijante postigli su bolje rezultate na testu TRCmax.

-ne postoji statisticki znacajna povezanost BCHE K alela sa rezultatima postignutim na

testovima opstih kognitivnih sposobnosti 1 epizodicke memorije
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Multiplom linearnom regresionom analizom analizirali smo da li i kako rezultati

koje su studenti postigli na testovima TRCmax, REYcumm, RavenPM i ABimmed

predvidaju njihov uspeh tokom skolovanja.

Tabela 48. Rezultati multiple linearne regresione analize u kojoj je uspeh u uéenju

zavisna varijabla a rezultati testova kognitivnih sposobnosti nezavisne varijable

Zavisne varijable

Prosecna ocena u

Prose¢na ocena na

Koliko puta se ponavlja

Nezziwsne srednjoj Skoli fakultetu gradivo
varijable
B Beta P B Beta p B Beta p
Konstanta | 4.754 0.000 | 4.907 0.007 | 0.075 0.968
TRCMAX [ 0.003 | 0.006 | 0.887 | 0.012 | 0.011 | 0.809 | 0.092 0.082 0.072
REYcumm | 0.007 | 0.102 | 0.040 | 0.008 [ 0.046 | 0.355 | -0.008 -0.047 0.355
RAVENPM | -0.003 | -0.045 | 0.338 | 0.027 | 0.143 | 0.003 | 0.000 -0.001 0.978
A+Bimmed | 0.000 | 0.000 | 0.998 | 0.014 | 0.072 | 0.115 | 0.004 0.021 0.647

Analiza rezultata prikazanih u tabeli 48. je pokazala da:

- Prose¢na ocena u srednjoj Skoli je statisticki znacajno povezana sa rezultatima

postignutim na REYcumm testu. Studenti koji su postizali bolje rezultate na REYcumm

testu imali su i veéu prosecnu ocenu u srednjoj Skoli.

- Prose¢na ocena na fakultetu statistiCki znacajno je povezana sa rezultatima

postignutim na testu RavenPM. Studenti koji su postizali bolje rezultate na testu opstih

kognitivnih sposobnosti RavenPM imaju vecu prose¢nu ocenu na fakutetu.

- Uocava se trend da viSe puta materijale za ispit prelaze studenti koji su postigli bolje

rezultate na TRCmax testu ali statisticka znacajnost nije dostignuta.

Takode smo primenom logistiCke regresione analize analizirali da li rezultati testova

kognitivnih sposobnosti kao nazavisne varijable predvidaju brzinu ucenja studenata.
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Tabela 49. Rezultati logisti¢ke regresione analize u kojoj je brzina uéenja zavisna

varijabla a rezultati testova kognitivnih sposobnosti nezavisne varijable

Nezavishe Brzina ucenja

varijable B P OR 95% CI
Konstanta 3.126 0.415 22.78
TRCmax -0.001 0.993 | 0.99 0.85-1.22
REYcumm 0.014 0.447 | 1.01 0.98 -1.05
RavenPM -0.056 0.004 | 0.94 0.91-0.98
ABimmed -0.009 0.636 | 0.99 0.95-1.03

Analiza rezultata (tabela 49) je pokazala da:

- Postoji statisticki zana¢ajana povezanost brzine u¢enja sa rezultatima postignutim na

testu RAVENPM. Brze, po sopstvenom iskazu, uce oni sa postignutim boljim

rezultatima na testu RAVENPM.

Ispitivan je i uticaj svih analiziranih polimorfizama na rezultate postignute u srednjoj

Skoli i na fakultetu kao i na broj ponavljanja gradiva pre izlaska na ispit. Ispitivanje je

vr$eno po genotipskom i alelskom modelu. Rezultati su prikazani u tabeli 50.

Tabela 50. Rezultati multiple linearne regresione analize uticaja analiziranih

genotipova na postignut uspeh tokom skolovanja

Zavisne varijable
Nezavisne Prose¢na ocena u Prose¢na ocena na Broj ponavljanja
varijable srednjoj Skoli fakultetu
B Beta p B Beta p B Beta p

Konstanta 4.754 0.000 | 4.907 0.007 | 0.075 0.968
APOE 0.009 | 0.007 | 0.870 | -0.245 | 0.073 | 0.091 |-0.131 | -0.040 | 0.361
E4+/E4-
BNDF -0.024 | -0.053 | 0.220 | 0.043 | 0.036 | 0.404 | 0.062 | 0.053 | 0.234
GG/GA
BCHE 0.011 |0.015 |0.729 | -0.161 | 0.085 | 0.051 | -0.001 | -0.001 | 0.987
BCHE 0.014 | 0.016 |0.719 | -0.181 | -0.081 | 0.064 | -0.014 | -0.007 | 0.884
GG/GA+AA
KIBRA -0.003 | -0.005 | 0.903 | -0.017 | -0.010 | 0.815 | -0.036 | -0.023 | 0.599
KIBRA -0.022 | -0.026 | 0.540 | -0.010 | -0.005 | 0.916 | -0.075 | -0.037 | 0.401
CCICT+TT
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Analiza je pokazala da analizirani genotipovi ne uticu statisticki znacajano na prosek

ocena u srednjoj Skoli 1 na fakultetu kao i licnu procenu studenata o brzini ucenja.

Primenom logisticke regresione analize ispitan je uticaj analiziranih genotipova
i alela na brzinu savladavanja gradiva studenata. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli
51.

Tabela 51. Rezultati logisticke regresione analize uticaja analiziranih genotipova na

brzinu ucenja prilagodeno na pol, uslove zivota i obrazovanje roditelja

Nezavisne varijable Brzina ucenja zavisna varijabla
B p OR 95% CI

Konstanta 3.126 0.415 22.78

APOE -0.325 0.242 1.37 0.42-1.25
BNDF GG/GA 0.014 0.901 1.01 0.89-1.25
BCHE 0.022 0.891 1.02 0.75-1.40
BCHE GG/GA+AA 0.023 0.903 1.02 0.71-1.48
KIBRA 0.114 0.410 1.12 0.85-1.47
KIBRA CC/CT+TT 0.186 0.296 1.20 0.85-1.71

Analiza je pokazala da ne postoji statisticki znaCajan uticaj analiziranih genotipova 1

alela na procenu studenata o brzini ucenja.

109



DISKUSIJA

Memorija predstavlja sposobnost privremenog ili trajnog skladistenja i
prizivanja informacija steCenih iskustvom ili aktivnim ucenjem. Memorijske
sposobnosti ljudi imaju poligensku, tj. multifaktorsku osnovu koja ukljucuje geneticke
faktore predispozicije i1 €inioce iz spoljne sredine. Heritabilnost kompleksnih osobina
kao $to je memorija zavisi od varijacija u velikom broju gena sa relativno malim
pojedina¢nim efektom. Osnovno pitanje koje se postavlja je kako i koje varijacije u
naSim genima uticu na individualne razlike u memorijskim sposobnostima. U
ispitivanju udela nasledne komponente kod poligenih svojstava aktuelne su analize
genskih polimorfizama. Da bi se utvrdilo da li neki polimorfizam predstavlja
predispoziciju za ispoljavanje datog svojstva primenjuju se studije asocijacije u kojima
se analizira udruzenost ispitivanog svojstva sa odredenim genskim varijantama.
Geneticka ispitivanja tog tipa omogucavaju nam otkrivanje gena odgovornih za

individualne varijacije u na§im memorijskim sposobnostima.

Dosadasnja istrazivanja (142, 189) odnosila su se pretezno na ispitivanja uticaja
genskih polimorfizama kod starijih osoba sa ili bez kognitivnih poremecaja. U svetu
kao i kod nas, mali broj istrazivanja usmeren je na ispitivanje asocijacije polimorfizama
sa memorijskim sposobnostima zdravih osoba mlade zivotne dobi. Prakti¢ni cilj
prouCavanja gena koji uti¢u na nase memorijske sposobnosti jeste otkrivanje novih
strategija za terapiju razliitih kognitivnih poremecaja kako tokom normalnog procesa
starenja tako 1 kod bolesti kao S$to su Alchajmerova bolest 1 drugi tipovi demencija.
Rano otkrivanje genotipa sa predispozicijom za neki od kognitivih poremecaja
omogucava blagovremenu primenu preventivnih mera kojima se uti¢e na promenljive
faktore rizika. Ovakav pristup je od velikog znaCaja jer se sa starenjem svetske

populacije sve vise uvecava broj dementnih osoba.

NaSa studija predstavlja populaciono geneticko ispitivanje sprovedeno na
populaciji studenata. Kvalitet populaciono geneticke studije u mnogome zavisi od
veli¢ine uzorka 1 nacina njegove selekcije. Ispitivanjem smo obuhvatili 548 studenata

Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Vec¢ina studenata pripada istoj
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generaciji i ima isti nivo obrazovanja (12 godina skolovanja, zavrSena ¢etvorogodis$nja

srednja Skola) §to analiziranu populaciju €ini izuzetno homogenom.

Podaci dobijeni putem upitnika pokazuju da najveci broj studenata svoje uslove
zivota procenjuje kao vrlo dobre (42.8%). Studenti poti¢u iz porodica u kojima najveci
broj majki ima zavrSenu srednju Skolu (42.5%) dok su ocevi fakultetski obrazovani
(46.7%). Studenti su takode davali i licnu procenu brzine pamcenja pa je veéina
(60.9%) svoju sposobnost uc¢enja procenilo kao brzu. Prosecna ocena u srednjoj skoli je
izuzetno visoka i iznosi 4.81 + 0.41 dok prosecna ocena postignuta na fakultetu iznosi

8.49+1.06.

Rezultati testova memorijskih sposobnosti ukazuju na statisticki znacajne
razlike srednjih vrednosti pojedinih testova izmedu mladi¢a i devojaka. Mladi¢i imaju
statisticki zna€ajno bolje rezultate na testovima opstih kognitivnih sposobnosti i radne
memorije dok devojke pokazuju statisticki zna¢ajno bolje rezultate na testu epizodicke
memorije - Rey AVLT. Studentkinje su pokazale bolje rezultate i na Wechsler-ovom
subtestu logicke memorije ali ta razlika nije dostigla statisticku znacajnost. Nasi
rezultati koji ukazuju na razliku medu polovima u memorijskim sposobnostima u
saglasnosti su sa ranijim studijama. Meta analiza Lynna i Irwing iz 2004. godine koja je
obuhvatila 57 studija standardnih i naprednih progresivnih matrica na opstoj populaciji
pokazala je da kod dece starosti 6 do 14 godina ne postoji razlika medu polovima ali da
od 15. godine muskarci postizu bolje rezultate na ovim testovima. Ova razlika se
uvecava do perioda od 20. do 29. godine i zatim se odrzava sve do perioda izmedu 80. 1

89. godine kada se razlika medu polovima vise ne uocava (197).

Decenije istrazivanja, od empirijskih do bihevioralnih, ukazuju na snaznu
asocijaciju radne memorije i opstih kognitivnih sposobnosti. Rezultati brojnih studija
zasnovanih na Bedlijevom modelu radne memorije, ukazuju da postoje velike
individualne razlike u kapacitetu radne memorije. Smatra se da je upravo kapacitet
radne memorije u stvari faktor X koji se nalazi u osnovi individualnih razlika u nivou
intelektualnog funkcionisanja (198). Medutim, ovakvo videnje jo§ uvek nije
univerzalno prihvaceno. Smatra se da znafajna asocijacija radne memorije i
inteligencije poti¢e od mehanizama na kojima se ovi procesi zasnivaju a koji se

odvijaju u dorzolateralnim prefrontalnim regionima mozga. Otuda muskarci koji
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postizu bolje rezultate na testovima inteligencije postizu bolje rezutate i u testovima
radne memorije, $to je uoceno i u nasoj studiji. Istrazivanja Herlitz i sar. pokazala su da
razlika medu polovima postoji i u funkcionisanju epizodicke memorije i da zavisi
prevashodno od vrste materijala koji se pamti. Zene postizu bolje rezultate na testovima
verbalne epizodicke memorije kao $to su RAVLT i WCHR subtest logicke memorije
dok muskarci postizu bolje rezultate na testovima pamcenja prostorno-vizuelnog
materijala. U testovima koji obuhvataju oba tipa materijala i prepoznavanje lica
pokazano je da Zene postizu bolje rezultate (199). Ova zapazanja su takode u

saglasnosti sa nasim rezultatima.

Dobijeni rezultati su nam ukazali da dalju analizu ispitivanih polimorfizama
moramo vrSiti ne samo u celokupnom uzorku ve¢ i po polovima kako bi smo dosli do

adekvatnih zakljucaka.

13. ANALIZA BDNF VALG66MET POLIMORFIZMA U POPULACIJI
STUDENATA

BDNF pripada familiji neurotrofina ¢ija je osnovna uloga regulacija
diferencijacije, proliferacije i prezivljavanja neurona. BDNF je ukljucen u odrzavanje
dugotrajne potencijacije (LTP) modulacijom postsinaptickih receptora za glutamat a
kao retrogradni glasnik reguliSe oslobadanje transmitera sa presinapse (200).
Polimorfizam rs6265 u genu za BDNF dovodi do zamene valina metioninom u kodonu
66 u regionu proteina klju¢nom za njegov unutaréelijski transport. lako ova supstitucija
ne utice na samu aktivnost proteina narusava se njegova sekrecija odnosno pakovanje u
odgovarajuce transportne vezikule Sto za posledicu ima nakupljanje proteina u
perinuklearnom prostoru i njegovo nedovoljno prisustvo u dendritima. Usled toga,

smatra se da je BDNF Met alel manje efikasan u modulaciji nervne plasti¢nosti (201).
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Tabela 52. Ucestalost Val i Met alela u razli¢itim populacijama sveta (202)

Populacija Val (G) Met (A)
Srbija-studenti 0.833 0.167
Poljska 0.820 0.180
Nemacka 0.810 0.190
Rusija 0.900 0.100
Afrika 0.986 0.014
Kina 0.510 0.490
Japan 0.580 0.420
SAD 0.788 0.212

U tabeli 52. Prikazane su ucestalosti alela Val i Met u populacijama Evrope,
SAD, Azije i Afrike (202). U naSem ispitivanju ucestalost genotipova je Val/Val 69.8%,
Val/Met 27% a Met/Met 3.2%. a uCestalost polimorfnih alela: Val 83.3% a Met 16.7%.
Dobijene ucestalosti alela 1 genotipova u saglasnosti su sa rezultatima objavljenim za
druge evropske populacije. Populacione studije su pokazale da je priblizno 30-50%
ljudi u svetu heterozigot (Val/Met) ili homozigot za Met alel. (203). Vazno je
napomenuti da ucestalost Met alela znacajno varira u razliitim populacijama u
zavisnosti od porekla i etni¢ke pripadnosti 1 krece se izmedu 0 1 70 %. Nosioci Met
alela ¢ine priblizno 30% populacije SAD i najces¢e su indo-evropskog porekla. U
Japanu 1 Kini ucestalost Met alela je znatno veca 1 kre¢e se do skoro 60% u zavisnosti
od analizirane populacije. Kognitivni i bihevioralni efekti asocirani sa prisustvom Met
alela ispoljavaju se u vec¢oj meri kod kavkazoida. Stoga, vecina do danas sprovedenih
studija iskljucuje ispitanike koji nisu evropskog porekla. Moguce je da u ne-evropskim
populacijama postoje kompenzatorni mehanizmi koji neutraliSu Stetan efekat Met alela
Sto bi moglo da objasni tako veliku razliku u ucestalosti alela izmedu evropskih i

azijskih (drugih) populacija.
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Rezultati nase studije pokazuju da je efekat analiziranog polimorfizma
specifican samo za odredene memorijske sisteme, posebno epizodicku memoriju.
Uticaj na paznju, radnu memoriju i opste kognitivne sposobnosti nije uocen. Analiza
povezanosti rezultata testova memorijskih sposobnosti i BDNF polimorfizma
prilagodeno na pol, obrazovanje roditelja i uslove Zivota, pokazala je da, nasuprot
nasim ocekivanjima, nosioci Met alela postizu statisticki znacajno bolje rezultate na
Vekslerovom subtestu logicke memorije u poredenju sa ispitanicima Val/Val genotipa.
U drugom testu epizodicke memorije koji je primenjen- Rey AVLT uocena je statisticki
znacajna razlika u prose¢nim vrednostima rezultata testova ali samo kod devojaka.
Devojke nosioci Met alela postigle su bolje rezultate na testu dok kod mladi¢a nije
uocena statisticki znacajna razlika. Multipla linearna regresiona analiza u kojoj su kao
kovarijate kori$ceni pol, uslovi zivota i obrazovanje roditelja pokazala je da ta uocena

razlika zapravo ne potice od analiziranog genotipa ve¢ od uticaja drugih faktora.

Nije utvrdena statistiCki znacajna povezanost BDNF polimorfizma sa
sposobnoséu ucenja studenata kao i sa njihovim uspehom u srednjoj Skoli i na
fakultetu. Sve veci broj studija ukazuje na znacajnu ulogu BDNF-a na funkcionisanje
memorije, posebno epizodicke (80). Na osnovu rezultata razli¢itih memorijskih testova
studije Egan, Dempster i Goldberga ukazuju da nosioci jednog Met alela ili Met
homozigoti imaju losiju verbalnu memoriju u poredenju sa Val homozigotima (201,
204, 205). U prvoj objavljenoj studiji Egan i sar. 2003. godine pokazano je da osobe
Val/Val genotipa postizu bolje rezultate na subtestu logicke memorije ali dobijeni
rezultati nisu bili prilagodeni na pol i socioekonomski status ispitanika. Studija je
obuhvatila 203 osobe obolele od shizofrenije, 303 brata ili sestre obolelih i 133 zdravih
kontrola (starosti 18-60 godina). U kontrolnoj grupi pokazano je da su Met homozigoti
imali statisti¢ki znacajno loSije rezultate na Wechsler-ovom subtestu logicke memorije
dok na Kalifornijskom testu verbalnog ucenja (CVLT) nije uoCena znacajna razlika.
Takode, nije uoCena asocijacija sa semantickom ili radnom memorijom kao ni sa
rezultatima testova opstih kognitivnih sposobnosti. Ovi rezultati ukazuju da analizirani
polimorfizam najve¢i efekat ostvaruje na epizodicku memoriju. Rezultati rada Egan i
sar. potvrdeni su u studiji Dempster i sar. 2005. god. i Goldberg i sar. Ove tri grupe su
objavile asocijaciju izmedu Met alela i redukovane radne memorije (206). Znacajna

asocijacija uocena je i izmedu Met alela i sporije obrade informacija (207). U studiji na
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kohorti osoba starije Zivotne dobi primeceno je da je prisustvo Met alela asocirano sa
losijim rezultatima kognitivnih testova (208). Statisticka znacajnost je postignuta za
testove odlozene memorije, brzine procesovanja i opste inteligencije Sto potvrduje
rezultate vecine studija u kojima je pronadena asocijacija izmedu ovog gena i
kognitivnih sposobnosti. U studiji Tsai i sar. sprovedenoj na kineskoj populaciji uo¢eno
je da medu osobama sa nizim koeficijentom inteligencije (IQ) ima znacajno viSe

nosiolaca Met alela (209).

Studija Harris i sar. na zdravim starijim osobama nije uo¢ila navedenu razliku u
memorijskim sposobnostima dok su za fluidnu inteligenciju dobijeni rezultati suprotni
od ocekivanih: nosioci Met alela postigli su bolje rezultate od nosilaca Val alela (210).
Studija je sprovedena na 893 starije osobe Skotskog porekla i pokazala je da nosioci
Met alela imaju bolje sposobnosti rezonovanja asocirane sa godinama koje su u bliskoj

korelaciji sa op$tom inteligencijom (210).

Hansell u svojoj studiji sprovedenoj na velikom uzorku mladih adolescenata
nije nasao razliku u prostornoj memoriji. U jednom uzorku, Met homozigoti su imali
bolje rezultate u fluidnoj inteligenciji, verbalnom rezonovanju ali ne u verbalnoj
fluentnosti. Ipak, veli¢ina uzorka u ove tri studije bila je 54 do 233 ispitanika. Nasuprot
njima mnogo vecéa studija sa 785 ispitanika nije potvrdila ascocijaciju sa radnom

memorijom (211).

Autori su predlozili da je Val alel moZzda asociran sa boljim kognitivnim
sposobnostima rano tokom Zivota ali da u starijjem Zivotnom dobu doprinosi brZzem

kognitivnom propadanju.

Razlog za ovako oprecne rezultate joS uvek je nepoznat. Smatra se da su faktori
kao §to su starost analizirane populacije, pol, sociodemografski faktori, tip testova i

etnicka pripadnost znacajno razli¢iti u navedenim studijama.

Novije studije pokazale su i uticaj Val66Met polimorfizma na varijaciju u
morfologiji hipokampusa i parahipokampalnog girusa kod normalnih osoba i osoba
obolelih od shizofrenije. (212). Kod nosilaca Met alela primeéena je razlika u
morfologiji hipokampusa i korteksa. Pokazano je da kod se kod kod njih javlja
smanjena zapremina dorzolateralnog prefrontalnog korteksa, regiona odgovornog za

planiranje i viSe kognitivne funkcije kao i subkortikalnih regiona kao §to je jedro
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kaudatuma (74). Kod zdravih odraslih osoba, nosilaca Met alela, uoc¢ena je 4% do 11%
manja zapremina hipokampusa (208, 213). Rezultati funkiconalne magnetne rezonance
jos uvek su kontraverzni. U pomenutoj studiji Egan i sar. iz 2003. god. Met alel

asociran je sa abnormalnom aktivacijom hipokampusa (201).

Nasuprot njima studija Dennis i sar. je obuhvatila 22 osobe mlade Zivotne dobi
(prosecne starosti 22.5 god.) a ispitivana je neuralna aktivnost tokom procesa
epizodicke memorije u zavisnosti od BDNF genotipa (214). Nakon §to su iskljucene
razlike u kognitivnim sposobnostima i zapremini medijalnog temporalnog lobusa
dobijeni rezultati bili su opre¢ni rezultatima Hairiri i saradnika iz 2003. god (57). U
poredenju sa Val homozigotima nosioci Met alela su imali znacajno vecu aktivnost u
medijalnom temporalnom lobusu (MTL). Ovo je posebno izrazeno u levom
anteriornom parahipokampalnom girusu (PHG) i desnom hipokampusu/PHG tokom
procesa kodiranja i desnom posteriornom hipokampusu/PHG tokom procesa prisecanja
dogadaja. Odnos izmedu rezultata dobijenih primenom testova memorijskih
sposobnosti i unutras$njih kognitivnih procesa (neuronska aktivnost) jo$ uvek je tesko
interpretirati. Jedno od mogucih objasnjenja je da nosioci Met alela moraju da uloze
ve¢i napor kako bi postigli iste rezultate na testovima memorijskih sposobnosti kao i
Val/Val homozigoti. Nasuprot tome mogucée je da povecana aktivacija u MTL zapravo
predstavlja bolju epizodicku memoriju koja nije detektovana testovima memorijskih
sposobnosti. Na kraju, moguce je da je ova povecana aktivacija MTL posledica
nedovoljne efikasnosti neurona §to ne daje nikakvu prednost u epizodickoj memoriji
ve¢ dovodi do istih rezultata. Buduce studije treba da otkriju da li je povecana aktivnost
u MTL, posebno u hipokampusu, prednost ili kompenzatorni mehanizam i da razjasni
funkcionalnost ovog mehanizma tokom Zivota zdravih osoba i pacijenata koji pokazuju

kompromitovanu aktivnost MTL-a.

Za dalja razmatranja razlika u kognitivnim funkcijama potrebno je imati veci
broj osoba koje su homozigoti za Met alel a koje predstavljaju samo oko 4%

populacije.
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14. ANALIZA KIBRA POLIMORFIZMA U POPULACIJI STUDENATA

KIBRA protein se predominantno eksprimira u mozgu i bubrezima. U mozgu
njegova ekspresija je posebno izraZzena u regionima povezanim sa memorijskim
sposobnostima kao $to su hipokampus, korteks, cerebelum i hipotalamus. KIBRA
ucestvuje u brojnim celijskim funkcijama: migraciji ¢elija, vezikularnom transportu,
regulaciji transkripcije 1 sinaptogenezi (215). Pokazano je da interaguje sa
postsinaptickim proteinima dendrinom i sinaptopodinom koji ucestvuju u organizaciji
citoskeleta u dendritima (216). Najjac¢i dokaz o ulozi KIBRA u memorijskim procesima
potice od interakcije sa protein kinazom C{, molekulom klju¢nim u procesu dugotrajne
potencijacije. Takode, dokazana je i interakcija sa PKM{, koja se konstitutivno
eksprimira u hipokampusu (217). Pokazano je da su oba ova proteina prisutna u
hipokampusu i1 dentatnom girusu koji su od klju¢nog znacaja za procese ucenja i

pamcenja.

U nasem ispitivanju analizom je obuhvaéeno 538 studenta. Utvrdeno je da je
260 studenata tj. 48.3% homozigot za ¢es¢i alel C (genotip CC), 231-oro tj. 42.9% su
heterozigoti (genotip CT) a njih 47 (8.7%) je homozigot za redi alel T (genotip TT).
Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ucestalosti genotipova i alela u drugim
evropskim populacijama. Primeceno je da se ucestalost C i T alela znacajno razlikuju
medu svetskim populacijama. Ucestalost T alela je veca u africkim populacijama u

odnosu na evropske a znatno vecéa u japanskoj populaciji ( Tabela 53.).
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Tabela 53. Ucestalost C 1 T alela u populacijama sveta (202)

Populacija Alel C Alel T
Srbija-studenti 0.698 0.302
Evropa-ukupno 0.649 0.351
Italija-Toskana 0.648 0.352
Spanija 0.643 0.357
Japan 0.152 0.848
Afrika 0.400 0.600
SAD 0.494 0.506

U nasoj studiji nije uocena asocijacija KIBRA genotipa sa radnom memorijom,
paznjom, i opStim kognitivnim sposobnostima kao i testovima epizodicke memorije cak
i kada su rezultati prilagodeni na pol, obrazovanje roditelja i uslove Zivota. Primena
multiple linearne regresione analie pokazala je da statisticki znacajna razlika koja je
uocena u rezultatima RavenPM kod muskaraca i RAVLT kod Zena ne potice od
genotipa ve¢ od uticaja drugih kovarijata. Ispitivana je i asocijacija KIBRA genotipa sa
postignutim uspehom tokom Skolovanja (prosetna ocena u srednjoj Skoli 1 na
fakultetu), licnom procenom o brzini pamcenja i brojem ponavljanja gradiva prilikom

pripremanja ispita i nije uocena statisti¢ki znacajna povezanost.

U GWA studiji Papasotiropulosa i saradnika po prvi put je polimorfizam
rs17070145 koji predstavlja supstituciju T u C u devetom intronu gena za KIBRA
protein asociran sa epizodickom memorijom (54). Studija Papasotiropoulos-a i sar.
najpre je sprovedena na 351 osoba starosti 18-48 godina koji su deo $vajcarske kohorte
1 uocena je asocijacija T alela sa boljim rezultatima testova verbalne memorije. Drugu
grupu ispitanika ¢inilo je 256 odraslih osoba iz SAD 1 pokazano je da nosioci T alela
imaju bolje rezultate na RAVLT testu epizodicke memorije i Buschke testu selektivnog
prise¢anja. Treéi uzorak obuhvatio je novu grupu od 424 osobe iz Svajcarske, starosti
od 18 do 28 godina kod kojih je uoc¢eno da nosioci T alela pokazuju bolje rezultate na

testu semantic¢ki nepovezanih slika ali samo prilikom testiranja odloZenog pamcenja. Ni
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u jednoj kohorti nije uoCena asocijacija sa procesima paznje, radne memorije niti
neposrednog prise¢anja informacija. Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazali su da je
KIBRA specifican protein za koji je moguée da uti¢e na procese zadrzavanja
informacija ali koji ne uti¢e na kratkotrajno pamcenje. Sa KIBRA genotipom bilo je
asocirano ucenje i verbalnih i vizuelnih nepovezanih informacija. To je navelo na
zakljucak da funkcija KIBRA-e ne zavisi od prirode stimulusa. Rezultati funkcionalne
magnetne rezonance (fMRI) pokazali su da je mozdana aktivnost tokom testova
epizodicke memorije bila znacajno veca u regionima mozga klju¢nim za prizivanje

informacija kod CC homozigota u poredenju sa nosiocima T alela.

Nakon studije Papassotiropoulos-a i sar. objavljena je studija Schaper i
saradnika na malom uzorku od 64 osobe u kojoj je uocen trend ka boljim rezultatima
odlozenog prisecanja u nemackoj verziji AVLT kao i znaajna asocijacija KIBRA
genotipa sa neposrednim i odloZzenim pamcenjem (218). Sledile su brojne studije u
kojima je takode uocCena asocijacija sa odlozenim pamcenjem kao $to su studije

Almeida i sar., 2008., Preuschof i sar., 2010. i Vassos i sar., 2010 (219, 220, 221).

Studija Nacmias i sar. 2010. dobila je suprotne rezultate ali analiziranu grupu
Cinile su osobe sa subjektivnim Zzalbama na pamcéenje (222). To je ukazalo na
moguénost da KIBRA genotip moze na memoriju da utice razli¢ito kod osoba koji
imaju deficit u memorijskim sposobnostima u odnosu na osobe normalnih memorijskih

sposobnosti.

Sa druge strane, Need i saradnici su pokusali da reprodukuju studiju
Papassotiropulosa 1 sar. na dve kohorte ispitanika evropskog porekla koje je €inilo 319 1
365 osoba (223). U svojoj studiji primenili su regresioni model u kome su kovariate
bile rs17070145 genotip, pol, godine i obrazovanje i nisu potvrdili asocijaciju KIBRA
genotipa sa verbalnom memorijom u grupi od 319 ispitanika. Takode, isti rezultat su
dobili i podgrupi od 76 ispitanika koji su radili test neposrednog i odlozenog pamcenja
(prise¢anja) pri¢e nisu otkrili statisticki znaCajnu asocijaciju. Ispitivanja epizodicke
memorije sprovedena na prvoj kohorti nisu pokazala asocijaciju sa KIBRA genotipom
ali nisu bili egzaktna replikacija studije Papasotiropulosa i sar. Zbog toga je u drugoj
kohorti koju je Cinilo 365 osoba nemackog porekla primenjen AVLT. Ponovo nije

uocena asocijacija epizodicke memorije sa KIBRA genotipom. Analizirano je jo§ 39
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polimorfizma u KIBRA genu: samo jedan je dosegao nominalnu znac¢ajnost i nije u LD

(neravnoteza vezanosti, engl. linkage disequilibrium) sa rs17070145.

Bates i sar. 2009.god. su sproveli istrazivanje na dve grupe (224). Jednu je
¢inilo 2091 osoba opste populacije koja je ucestvovala u klinickoj studiji koja
predstavlja repliku studije Papassotiropoulos-a i sar. dok je drugu grupu ¢inilo 542
ispitanika, ucesnika studije o normalnom starenju koji su radili Wechslerov subtest
logicke memorije. Ovakav pristup omogucio je ispitivanje trenutne i1 odloZene
memorije za nepovezane i povezane informacije. Ispitanici su takode radili i RavenPM
test opstih kognitivnih sposobnosti. Njihovi rezultati nisu pokazali asocijaciju rezultata
subtesta logicke memorije sa KIBRA genotipom ni kada su rezultati prilagodeni na pol
I neposredno upamcivanje. Dobijene vrednosti prilagodene su i na COMT Val158Met
polimorfizam i KLOTHO, nicastrin (NCSTN) i APOE genotip i rezultati su ostali
nepromenjeni. Takode, nije uocena ni asocijacija izmedu KIBRA genotipa i rezultata
testa inteligencije §to je u saglasnosti sa nasim rezultatom. Ispitivanje asocijacije
genotipa sa rezultatima AVLT otkrilo je statisticku znacajnost asocijacije genotipa i
odloZenog prisecanja informacija nakon 30 minuta kada su rezultati prilagodeni na pol,
starost i neposredno upaméivanje. Dobijeni rezultati ukazuju da je efekat KIBRA-e na
memorijske sposobnosti skroman i specifican za odredene kognitivne komponente

memorije.

Milnik i sar. 2012. god. su u meta analizu ukljucili sve dostupne studije
asocijacije koje su ispitivale efekat rs17070145 polimorfizma na epizodi¢ku i radnu
memoriju (225). Obuhvaceno je sedamnaest studija sa ukupno 8909 ispitanika koje su
ispitivale efekat na epizodicku memoriju 1 9 studija sa ukupno 4696 ispitanika u kojima
je ispitivana radna memorija. Dobijeni rezultati pokazali su da postoji statisticki
znaCajna asocijacija analiziranog polimorfizma i sa epizodickom i sa radnom
memorijom. Rezultati ukazuju da rs17070145 polimorfizam objasnjava 0.5% varijanse
u zadacima epizodicke memorije i 0.1% varijanse U zadacima radne memorije kod

ispitanika prevashodno kavkazoidnog porekla.

Studija Burgess i sar. sprovedena je na 2571 pacijenata sa AB kasnog pocetka i
2842 kontrole koja je obuhvatila osobe evropskog i afro-ameri¢kog porekla (226). U

kontrolnom uzorku nije uocena asocijacija sa epizodickom memorijom primenom
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RAVLT i1 Wekslerovog subtesta logicke memorije. Takode meta analiza sa preko 8000
ispitanika pokazala je da T alelima protektivni efekat od AB. Pored toga, pokazano je
da postoji prekomerna ekspresija KIBRA-e u temporalnom korteksu pacijenata sa AB

ali ne i u cerebelumu.

15. ANALIZA APOE POLIMORFIZAMA U POPULACIJI STUDENATA

Apolipoprotein E (ApoE) je strukturni protein LDL €estica i sluzi kao ligand za
LDL receptor. U mozgu se sintetiSe primarno u astrocitima i ucestvuje u transportu
holesterola izmedu ¢elija glije 1 neurona pa ima znacajnu ulogu u odrzavanju sinapsi 1
nervnoj plasti¢nosti (227). Smatra se da se u gliji holesterol reciklira, kombinuje sa
ApoE i $alje neuronima gde se koristi u remodeliranju sinapsi i izrastanju dendrita. U
humanoj populaciji prisutna su tri uobiajena kodominantna alela: E2, E3, i E4 Kkoji
kodiraju glavne proteinske izoforme apoE (E2, E3 i E4). Opisane alelne varijante su
uslovljene baznim supstitucijama u kodonima 112 i 158 egzona 4 i njihovim
kombinacijama (122). APOE E4 je dobro poznat faktor rizika za Alchajmerovu bolest
kod koje je jedan od simptoma i memorijski deficit (229). Najveci broj studija uticaja
APOE E4 alela na memorijske sposobnosti sproveden je na populaciji dementnih osoba
1 zdravih osoba starije Zivotne dobi. U brojnim radovima kod osoba srednje ili starije
zivotne dobi APOE E4 je asociran sa slabijim memorijskim sposobnostima ¢iji je
moguéi uzrok izmenjeni metabolizam holesterola (230). Mnogo manje je podataka o

njegovom uticaju na zdrave mlade osobe.
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Tabela 54. Ucestalost E2, E3 i E4 alela u razli¢itim populacijama sveta (202)

Populacija E2 E3 E4
Srbija-studenti 0.056 0.879 0.065
Srbija-JUSAD 0.067 0.863 0.070
Srbija (228) 0.147 0.742 0.111
Hrvatska 0.069 0.787 0.144
Madarska 0.064 0.807 0.129
Finska 0.039 0.807 0.129
Francuska 0.087 0.782 0.131
Nemacka 0.082 0.782 0.136
Spanija 0.075 0.849 0.075
Turska 0.061 0.860 0.079
SAD (Framingam) 0.072 0.786 0.140
Japan 0.023 0.891 0.086
Kina 0.124 0.806 0.070

U tabeli 54. prikazane su ucestalosti alela €2, €3 i e4 u populacijama Evrope,
SAD 1 Azije. U naSem ispitivanju redosled ucestalosti polimorfnih alela je E3
(87.9%)>E4 (6.5%)>E2 (5.6%) dok je ucestalost genotipova je E3/E3 (77.7%)>
E3/E4+E4/E4 (11.1%)>E2/E3 (10.1%). Dobijeni redosled genotipova i alela u nasoj
studiji u saglasnosti je sa redosledom opisanim u populacijama belaca.

Ucestalost alela i genotipova takode je u skladu sa rezultatima JUSAD studije
(Jugoslovenska studija prekursora ateroskleroze kod skolske dece) sprovedene na 530
ucenika osmog razreda iz razli¢itih regiona Srbije (231). Dobijeni rezultati obe studije
najvise su u skladu sa rezultatima objavljenim za Tursku populaciju. Dobijena
ucestalost E4 alela je niza od ucestalosti u Mediteranskim zemljama i vrlo bliska

ucestalosti u azijskim populacijama.
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Rezultati naSe studije pokazali su da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
memorijskim i opStim kognitivnim sposobnostima studenata (ukupno i po polovima) u
zavisnosti od njihovog APOE genotipa. Medutim, mozemo uociti da su, iako nije
dostignuta statisticka znaCajnost, studenti nosioci e4 alela postigli loSije rezultate u
svim testovima memorijskih sposobnosti kao i testu opStih kognitivnih sposobnosti.
Takode, primenom multiple linearne regresije nije uocena asocijacija izmedu APOE
genotipa i memorijskih i opstih kognitivnih sposobnosti ni kada su rezultati prilagodeni

na pol, uslove zivota i obrazovanje roditelja.

U naSoj studiji primenom multiple linearne i logisticke regresione analize
ispitivali smo i uticaj APOE genotipa na uspeh u srednjoj skoli i fakultetu kao i na licnu
procenu brzine pamcenja i broj ponavljanja materijala pre izlaska na ispit i nismo uocili

statisticki znac¢ajnu asocijaciju sa APOE genotipom.

U studiji Mondadori i sar. uocena je asocijacija E4 alela sa boljim memorijskim
sposobnostima u mladem zivotnom dobu, posebno sa epizodickom memorijom (232).
Takode u studiji Hubachek i sar. uo¢eno je da osobe nosioci E4 alela postizu visi nivo
obrazovanja (233) dok rezultati Yu, Lin,2000 ukazuju da oni ¢ak imaju i bolje opste
kognitivne sposobnosti (234). U radu Han, Drake i saradnika ukazano da mlade osobe
koje su nosioci E4 alela imaju bolju paznju, egzekutivne funkcije i epizodicku
memoriju u poredenju sa osobama koje nemaju E4 alel. lako su ispitanici u okviru ove
studije imali blagu do umerenu traumu mozga rezultati su ostali neizmenjeni i kada je

uzeta u obzir tezina povrede (235).

Na osnovu navedenih rezultata u kojima nosioci APOE4 alela u mladoj zivotnoj
dobi imaju bolje memorijske sposobnosti Han i Bondi (236) su predlozili koncept
antagonisticke plejotropije. Ovaj koncept odnosi se na gene Kkoji pokazuju pozitivne
efekte rano tokom zivota ¢ime doprinose pozitivnoj selekceiji i prezivljavanju ali tokom
kasnijeg perioda zivota imaju negativan efekat. Han i Bondi smatraju da je APOE4 alel
u mladosti asociran sa boljim kognitivnim sposobnostima, u srednjem zivotnom dobu
varijacija izmedu nosilaca E4 alela i onih koji nemaju ovaj alel je minimalna dok je u
starijem Zzivotnom dobu asocijacija obrnuta i APOE4 alel postaje faktor rizika za
poremecaje u kognitivnim sposobnostima i pojavu demencije. Medu navedenim

studijama na kojima ovaj koncept pociva samo studija Mondadori i saradnika je
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ukljucila 340 ispitanika dok su ostale studije imale mali broj ispitanika, ukljuc¢ivale su
ispitanike sa nekom vrstom patologije a umesto direktne procene memorijskih
sposobnosti nekim od odgovaraju¢ih testova mnoge su koristile nivo obrazovanja ili

temperament za meru kognitivnih sposobnosti.

Danas su sve brojnije studije u kojima se doslo do opre¢nih rezultata. Jorm i sar.
nisu uocili razliku u asocijacije izmedu APOE genotipa i kognitivnih sposobnosti u
kohortama od 20-24, 40-44 60-64 godina starosti (237).

U studiji Liu i sar. 2010 analizirano je 2208 ispitanika koji su podeljeni u grupe
mladih i starijih od 50 godina (238). Rezultati ove studije pokazali su da je E4 alel
udruzen sa losSijim rezultatima AVLT testa u grupi osoba strarijih od 50 godina. Prvi,
rani efekti uoCeni su kod homozigota, genotipa E4/E4 starosti 40 godina. Prilikom
istrazivanja u obzir su uzeti 1 kardiovaskularni faktori i uo€ena je jaka asocijacija
izmedu APOE4 alela i vi$ih vrednosti ukupnog holesterola, triglicerida i HDL. Debljina
tunike intime i tunike medije karotidne arterije (intima media thickness, IMT) i sistolni
krvni pritisak su takode asocirani sa kognitivnim funkcijama. Ipak, prilagodavanje na
ove faktore u multiploj regresionoj analizi nije imalo uticaja na asocijaciju APOE4 sa
kognitivnim funkcijama Sto ukazuje da je uticaj APOE4 alela nezavisan od

kardiovaskularnih faktora.

Najveca do sada sprovedena studija je studija Bunce 1 saradnika iz 2011. godine
koja je obuhvatila 5445 ispitanika svrstanih u tri starosne kategorije 20-24, 40-44 i 60-
64 godine (239). U ovoj studiji nije uo¢ena asocijacija E4 alela sa boljim kognitivnim
funkcijama mladih i sredoveénih osoba i nakon §to su rezultati prilagodeni na pol i

godine obrazovanja.

Ihle i sar. su 2012 objavili rezultate meta analize koja je obuhvatila 20 studija u
kojima je ispitivan uticaj APOE4 alela na kognitivne sposobnosti dece, adolescenata i
mladih odraslih osoba (240). Analizom dobijenih rezultata nije uofeno postojanje
kognitivnog benefita kod mladih osoba adolescenata i dece koja su nosioci E4 alela i
zakljucuju da se hipoteza o antagonistickoj plejotropiji treba uzeti sa rezervom.

Rezultati obe studije su u saglasnosti sa naSim rezultatima.

Sprovedena je i opsezna studija na uzorku od 5995 dece (241). Opste kognitivne

sposobnosti odredivane su na uzrastu od 8 godina, memorijske sposobnosti u starosti od
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8 1 10 godina a takode je analiziran i lipidni status dece. Dok je lipidni status pokazivao
istu zavisnost od APOE genotipa kao i kod odraslih asocijacija sa opstim kognitivnhim

sposobnostima i rezultatima testova memorijskih sposobnosti nije uocena.

Mali broj istrazivanja sproveden je u cilju proucavanja uticaja APOE genotipa
na strukturu i funkciju mozga zdravih mladih osoba. Studije funkcionalnih, strukturnih
I bihevioralnih razlika asociranih sa APOE genotipom fokusirane su na proucavanje
medijanog temporalnog lobusa kao regiona mozga koji je znacajan za funkcionisanje
epizodicke memorije i koji je prvi zahvacen AB. Pokazano je da kod starijih osoba
dolazi do progresivnog smanjenja zapremine hipokampusa, s tim §to je ono najmanje
izrazeno kod osoba koje nemaju demenciju, nesto vise prisutno kod onih sa blagim
kognitivnim poremecajem, a najizrazenije je kod obolelih od AB. U svakoj od
analiziranih grupa ispitanici sa E4 alelom imali su statisti¢ki zna¢ajno manju zapreminu
hipokampusa u poredenju sa onima koji nemaju E4 alel. Ovi rezultati u saglasnosti su
sa radovima u kojima je uocena redukcija u zapremini hipokampusa i debljini korteksa
nosilaca E4 alela u populaciji zdravih sredoveénih i starijih osoba. Kod dece i
adolescenata uocena je povezanost E4 alela sa manjom debljinom entorinalnog
korteksa. lako nisu sve studije pokazale da postoji povezanost izmedu E4 alela i
redukcije zapremine hipokampusa meta analiza koja je obuhvatila 84 studije dosla je do
zapazanja da je kod zdravih odraslih osoba zapremina desne strane veca od zapremine
leve strane hipokampusa (243). Kod zdravih starijih nosilaca E4 alela uoéeno je da
dolazi do naruSavanja asimetrije hipokampusa (244) usled smanjenja zapremina desne
strane hipokampusa. (245) Predlozeno je da promene u normalnoj asimetriji mogu biti
potencijalni indikator rane patologije karakteristicne za AB. Dobijeni rezultati
istrazivanja sprovedenog na osobama mlade Zivotne dobi ukazuju da i kod mladih
nosilaca E4 alela postoji smanjenje zapremine hipokampusa i da je desna strana
podloznija atrofiji u poredenju sa levom. Razlika u zapremini uocena je 1 kod desne
amigdale ali nije dostigla statisticku znacajnost. U zapremini sive mase drugih struktura
mozga nije uocena razlika. Zajedno ovi rezultati ukazuju da prisustvo E4 alela nema
globalni uticaj ve¢ specifino deluje na strukture hipokampusa. Uprkos negativnim
efektima E4 alela na zapreminu hipokampusa E4 nosioci postizu iste rezultate na
testovima verbalnog ucéenja, vizuelne memorije, radne memorije i paznje kao i osobe

koje nemaju E4 alel. To znaci da iako je prisutna rana atrofija u strukturama za koje je
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poznato da su zahvadene u ranoj fazi AB memorijske sposobnosti jo§ uvek nisu
narusene odnosno, mozak ima dovoljno kapaciteta da sprec¢i kognitivni pad uprkos
razlikama u strukturi hipokampusa. Deficit asociran sa E4 alelom postaje uocljiv u
starijem zivotnom dobu kada je kod nosilaca E4 alela tanjenje korteksa primeceno u
AB izraZenije pa brze dolazi do pada ispod kriticne anatomske granice i disfunkcija
postaje klini¢ki uocljiva.

U studiji Dennis i sar. 2010. godine koja je obuhvatila 24 mlade odrasle osobe
(12 nosilaca E4 alela) ispitivana je aktivacija hipokampusa ESA (engl. encoding
success activity) (246). Dobijeni rezultati pokazali su da nosioci E4 alela imaju vecu
aktivnost u medijalnom temporalnom lobusu, posebno hipokampusu i
parahipokampalnom girusu (PGH) ali da se globalno uo¢ava redukovana konektivnost
sa drugim Kkortikalnim regionima mozga koji se aktiviraju prilikom izvodenja
odgovarajuc¢eg zadatka. Treba imati u vidu da nije postojala razlika u memorijskim
sposobnostima izmedu analiziranih grupa. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa
postavljenom hipotezom o antagonistickoj plejotropiji i ulozi APOE4 alela u
kognitivnim sposobnostima mladih zdravih osoba. Smatra se da pojacana aktivacija
kod nosilaca APOE4 alela (u odsustvu bihevioralnih i strukturnih razlika) zapravo
predstavlja kompenzatorni mehanizam. Dodatna aktivacija kod nosilaca e4 alela
reflektuje dodatni kognitivni napor prilikom izvrSenja memorijskih zadataka kako bi se
ostvario isti nivo funkcionisanja kao kod onih osoba koje nisu nosioci E4 alela.
Povecéana aktivacija u medijalnom temporalnom lobusu koja je detektovana u ovoj
studiji odraZzava urodenu razliku u funkcionisanju ovog regiona mozga izmedu onih
koji imaju E4 alel i onih koji ga nemaju ili se pak objasnjava kao predklinic¢ki stadijum
Alchajmerove bolesti (230). I dalje nema odgovora da li je u pitanju drugaciji
kognitivni fenotip kod mladih osoba nosilaca APOE E4 alela ili razlike u

memorijskim sposobnostima ukazuju na predklinicki stadijum AB.

U studiji Reiman i sar. 2003. godine primenom fluorodeoksiglukoza pozitronske
emisione tomografije ispitivan je metabolizam glukoze u mozgu u zavisnosti od ApoE
genotipa kod zdravih osoba starosti 20-39 godina (247). Kao i u prethodnim studijama
sprovedenim na ispitanicima srednjeg Zivotnog doba i pacijentima sa mogucom
dijagnozom AB pokazano je da i mlade osobe nosioci E4 alela imaju abnormalno nizak

nivo metabolizma glukoze bilateralno u zadnjem cingulumu, parietalnom, temporalnom
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i prefrontalnom korteksu. Kognitivno normalni nosioci E4 alela imaju funkcionalne
abnormalnosti u mladosti nekoliko decenija pre moguce pojave demencije. Ove
abnormalnosti su detektovane kod nosilaca samo jednog E4 alela kod kojih se AB
godiste ispitanika uklju¢enih u studiju. Moguce je da je redukcija u metabolizmu
glukoze kod mladih nosilaca APOE4 genotipa najranija promena u mozgu osoba koje
imaju rizik za oboljevanje od AB.

16. ANALIZA BCHE POLIMORFIZMA U POPULACIJI STUDENATA

BCHE pripada familiji serin proteaza i katalizuje hidrolizu endogenih estara
holina kao $to su acetilholin, propionilholin i butirilholin. U CNS-u se eksprimira u
korteksu, hipokampusu 1 talamusu, regionima mozga znacajnim za ostvarivanje
razlicitih kognitivnih funkcija za koje je poznato da imaju holinergicku inervaciju.
Brojna jedra talamusa, uklju¢ujuéi anteroventralno, mediodorzalno i pulvinarno sadrze
veliki broj neurona koji predominantno eksprimiraju BchE (175). Ova jedra deo su
talamokortikalnih kola koja su od znacaja za viSe kognitivne funkcije, ukljucujuéi
brzinu obrade informacija, memoriju i vizuospacijalne funkcije (248). Smatra se da
BCHE ucestvuje u koregulaciji holinergicke transmisije zajedno sa AchE ali 1 da ima
ulogu u regulaciji ne-holinergicke transmisije. U okviru gena za BCHE nalazi se ¢ak 40
polimorfnih mesta za koje je pokazano da dovode do smanjene aktivnosti enzima u
poredenju sa wt BCHE. Naj¢es¢a je BCHE-K varijanta (rs1803274) koja nastaje
baznom supstitucijom A u G na poziciji 1699 i dovodi do zamene alanina treoninom u
539-om kodonu. Posledica ove supstitucije je smanjena hidroliticka aktivnost enzima
za 30% usled naruSavanja njegove stabilnosti (249). Funkcionalni znacaj BCHE je dugo
godina bio potcenjen zbog njegove relativno niske ekspresije u poredenju sa ACHE. Od
svih polimorfizama u BCHE genu K varijanta privukla je najvise paznje kada su
Lehmann 1 sar. 2001. god. ukazali na mogucénost da ova varijanta predstavlja faktor
rizika za AB (180). Smatra se da smanjena hidroliticka aktivnost BchE vodi boljoj
holinergickoj transmisiji §to utice na bolje memorijske sposobnosti, paznju, manje
kognitivno propadanje tokom godina i odlaganja pocetka AB (250). Kod pacijenata sa

AB ekspresija BCHE znatno raste u hipokampusu i temporalnom korteksu u poredenju
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sa normalnim osobama (251). S druge strane BChE-K favorizuje stvaranje
neurofibrilarnih klubadi tokom rane faze AB i ukazuje na uticaj BChE-K jos tokom
rane, asimptomatske faze bolesti (252). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da BChE-K
moze imati i protektivnu ulogu ali i biti faktor rizika za AB u zavisnosti od delovanja
ostalih varijabli. Poznato je da Ach ucestvuje u sinapti¢koj plasti¢nosti hipokampusa,
ucenju i memorijskim procesima. Greig i saradnici su 2005. godine ispitivali efekat
inhibicije BChE na procese ucenja i kognicije na sinaptickom i bihevioralnom nivou
kao i uticaj na neuropatoloSske markere AB i nivo Ach (253). Njihovi rezultati su
pokazali da inhibicija BChE povecava nivo Ach u parijetalnom korteksu pacova,
pojacava LTP u hipokampusu, poboljsava nivo kognitivnih sposobnosti kod starijih
pacova i redukuje nivo APP i AP in vitro i in vivo. Promene u koncentraciji Ach uticu
na dugotrajnu potencijaciju modulacijom glutamatergicke neurotransmisije. lako je LTP
pojava koja se najceSce ostvaruje na glutamatergickim sinapsama savremene studije
ukazuju da na holinergi¢kim neuronima postoji sli¢na plasti¢nost (jacanje sinapsi
holinergickih neurona). Smatra se da uticaj holinergi¢kih neurona na procese ucenja i
pamcéenja moze biti 1 direktan 1 da se ne ostvaruje samo putem modulacije
glutamatergickih sinapsi. Za sada nije potpuno jasno da li uloga BChE u kognitivnim
sposobnostima poti¢e samo od njene holinergicke ili ne-holinergi¢ke funkcije. Novije
studije na ljudima podrzavaju mogucu ulogu BChE u kognitivnim funkcijama. Uo¢eno
je da pacijenti sa demencijom, nosioci K varijante, imaju bolju paznju i sporiju
progresiju bolesti. Takode, kod demencije sa Lewijevim telima uocena je visoko
znacajna asocijacija izmedu nize aktivnosti Bche u temporalnom korteksu i sporijeg
kognitivnog propadanja. BChe pozitivni neuroni koji se projektuju specificno na
frontalni korteks mogu imati vaznu ulogu u paZnji, egzekutivnim funkcijama,
emocionalnoj memoriji i ponaSanju. Uticaj BChE na memorijske sposobnosti osoba
mlade Zivotne dobi jo$ uvek nije ispitivan. Prema nasim saznanjima nasa studija je prva
koja se bavila ispitivanjem uticaja K varijante na memorijske sposobnosti mladih,

zdravih osoba.
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Tabela 55. Ucestalost G i A alela (K varijante) u razli¢itim populacijama sveta (202)

populacija G alel Aalel (K varijanta)
Srbija-studenti 0.815 0.185
Evropa-ukupno 0.813 0.187
Finska 0.855 0.145
Spanija 0.857 0.143
Velika Britanija 0.798 0.202
Afrika 0.860 0.140
Japan 0.792 0.208
Kina 0.840 0.160
SAD 0.870 0.130

U tabeli 55. prikazana je ucestalost alela ispitivanog BCHE polimorfizma.
Moze se primetiti da ne postoji znacajna razlika u ucestalosti K varijante u razli¢itim
populacijama u svetu. U naSoj studiji kojom je obuhvaceno 543 studenta utvrdeno je da
je 363 studenata tj. 66.8% homozigot za ¢e$éi alel G (genotip GG), 159-oro tj. 29.3%
su heterozigoti (genotip GA) a svega njih 21 (3.9%) je homozigot za redi alel A
(genotip AA). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima objavljenim za ostale

populacije u svetu.

Rezultati nase studije pokazali su da studenti nosioci K varijante postizu
statisticki znaCajno bolje rezultate na testu paznje/radne memorije u poredenju sa
homozigotima genotipa GG. U testovima opStih kognitivnih sposobnosti 1 epizodicke
memorije nije uocena asocijacija sa BCHE genotipom niti prisustvom K alela. Kada je
analizirana asocijacija BCHe genotipa sa uspehom postignutim u srednjoj Skoli 1 na
fakultetu pokazalo se da i kada je analiza vrSena po genotipskom 1 po alelskom
modelu, nosioci K varijante imaju viSu prose¢nu ocenu tokom studiranja. Takode,
ispitivali smo asocijaciju BCHE genotipa i sa licnom procenom studenata o brzini

ucenja kao 1 koliko puta prelaze gradivo za ispit i nismo uocili statisticku znacajnost.
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Znacajno je pomenuti i rezultate Manahoran i sar. koji su ispitivali uticaj silent
varijante enzima L307P na kognitivne sposobnosti (254). U studiji su primenili bateriju
testova ANAM (engl. Automated Neuropsychological Assesment matrices). Njihovi
rezultati pokazali su da su nosioci silent varijante bili bolji u testovima *’simple reaction
time” ali sporiji u visual perceptual matching task’. Potrebne su dodatne studije na

vecem broju ispitanika kako bi se rezultati nase studije i potvrdili.

Dosadasnji rezultati ukazuju da fokusiranje na postojece, dobro proucene bioloske
informacije vode identifikaciji gena zna¢ajnih za memorijske sposobnosti ljudi.
Postojece bioloske informacije znacajno olakSavaju potragu za genima kandidatima ali
sa druge strane ograni¢avaju potencijal studija da identifikuju nove gene i molekularne
puteve. Skorija dostignuca u tehnoloskom razvoju omoguéila su analizu asocijacija
izmedu odredenih osobina i miliona genetskih varijanti rasporedenih po celokupnom
genomu primenom studija asocijacije celokupnog genoma (GWAS). Pored izuzetnog
znacaja replikacije rezultata dobijenih asocijativnim studijama potrebno je uzeti u obzir
i dodatne metode koje bi dalje mogle potvrditi i omoguéiti bolje razumevanje dobijenih
rezultata. Jedna od tih metoda je i primena imidzing studija. Do sada, ve¢ina ovih
studija ispitivala je asocijaciju pojedina¢nih genskih markera sa mozdanom aktivno$cu.
Ipak, uzimajuci u obzir geneticku i fenotipsku kompleksnost memorije bic¢e potrebno
istovremeno analizirati markere u ve¢em broju gena. Takode, od velikog je znaCaja

uzeti u obzir i interakcije medu genima.

Pored molekularno-genetickih ispitivanja o wulozi gena u individualnim
razlikama u memorijskim sposobnostima ljudi vazno je 1 razumevanje efekta
demografskih i socioekonosmkih faktora na razvoj i funkciju memorijskih sposobnosti.
Poznato je da uslovi Zivota, obrazovanje ispitanika, zivotni stil bitno utiCu na nivo
memorijskih sposobnosti. Takode, vazno je imati u vidu i emocionalno stanje ispitanika
prilikom izvodenja testova memorijskih sposobnosti kao 1 stepen njihove motivacije jer

mogu bitno uticati na postignute rezultate.
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ZAKLJUCAK

U ispitivanom uzorku od 548 studenata, izmedu mladi¢a i devojaka su uocene
razlike u rezultatima koje su postigli prilikom reSavanja baterije neuropsiholoskih
testova. Mladi¢i su postigli statisticki znaCajno bolje rezultate na testu opstih
kognitivnih sposobnosti — RavenPM kao i na testu paznje/radne memorije TRCmax
dok su devojke postigle statisticki znacajno bolje rezultate na testu epizodicke

memorije REYcumm.

Ispitivanjem BDNF rs6265 polimorfizma pokazano je:

> da je ucestalost GG homozigota 69.8%, heterozigota GA 27.0 % i AA
homozigota 3.2%. Izmedu mladica i devojaka nije uocena statisticki znacajna razlika u
ucestalosti genotipova. Ucestalost alela G je 83.3%, a alela A 16.7%.

> da je wuocCena statistiCki znaCajna povezanost A alela sa boljim
rezultatima postignutim na ABimmed testu epizodi¢ke memorije nakon prilagodavanja
na pol, obrazovanje roditelja 1 uslove Zivota studenata.

> da izmedu nosilaca GG i GA genotipa nije uoc¢ena statisticki znacajna
razlika u rezultatima postignutim na testovima: RavenPM, TRCmax i REYcumm

> da izmedu nosilaca GG i GA genotipa nije uoc¢ena statisticki znacajna
razlika u prosec¢noj oceni postignutoj tokom srednje skole i prose¢noj oceni na fakultetu

> da izmedu nosilaca GG i GA genotipa nije uocena statisticki znacajna
razlika u licnoj proceni o brzini pamcenja i tome koliko puta student ponavljaju gradivo

pre izlaska na ispit.

Ispitivanjem KIBRA rs17070145 polimorfizma pokazano je:

> da je 48.3% steudenata homozigot za ¢es¢i alel C (genotip CC), 42.9%
su heterozigoti (genotip CT) a njih 8.7% je homozigot za redi alel T (genotip TT).
Izmedu mladi¢a 1 devojaka nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti

genotipova. Ucestalost alela C je 69.8%, a alela T 30.2%.
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> da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u zavisnosti od KIBRA genotipa
u rezultatima postignutim na testovima memorijski sposobnosti i testu opstih
kognitivnih sposobnosti: REYcumm, ABimmed TRCmax i RavenPM.

> da nema statisticki zna¢ajne razlike u zavisnosti od KIBRA genotipa u
prose¢noj oceni postignutoj tokom srednje skole i prose¢noj oceni na fakultetu

> da nema statisticki znacajne razlike u zavisnosti od KIBRA genotipa u
licnoj proceni o brzini pamcenja i tome koliko puta student ponavljaju gradivo pre

izlaska na ispit.

Ispitivanjem APOE rs7412/rs429358 polimorfizma pokazano je:

> da je 77.7% studenta homozgoti za alel €3 (genotip 3/3), 10.1% su
heterozigoti genotipa 2/3, 10.4% heterozigoti genotipa 3/4 a svega 0.7% su homozigoti
genotipa 4/4. Izmedu mladi¢a i devojaka nije uoCena statisti¢ki znacajna razlika u
ucestalosti genotipova. Ucestalost €3 alela je 87.9%, €2 alela 5.6% a e4 alela 6.5%.

> da ne postoji statisticki znacajna razlika u zavisnosti od prisustva
APOE4 alela u rezultatima postignutim na testovima memorijski sposobnosti i testu
opstih kognitivnih sposobnosti: REYcumm, ABimmed TRCmax i RavenPM.

> da nema statisticki znacajne razlike u zavisnosti od prisustva APOE4
alela u prosec¢noj oceni postignutoj tokom srednje skole i prosec¢noj oceni na fakultetu

> da nema statisticki znacajne razlike u zavisnosti od prisustva APOE4
alela u li¢noj proceni o brzini paméenja i tome koliko puta student ponavljaju gradivo

pre izlaska na ispit.

Ispitivanjem BCHE rs1803274 polimorfizma pokazano je:

> da je 66.8% studenata homozigot za alel G (genotip GG), 29.3% su
heterozigoti (genotip GA) a svega njih 3.9% je homozigot za redi alel A (genotip AA).
Izmedu mladi¢a i devojaka nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
genotipova. Ucestalost alela G je 81.5%, a alela A 18.5%.

> da postoji statisticki znacajna razlika u rezultatima postignutim na

TRCmax testu u zavisnosti od prisustva A alela (p=0.041). Nosioci K varijante (A alela)
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postizu statisticki znacajno bolje rezultate na TRCmax testu u odnosu na studente GG
genotipa.

> da ne postoji statisticki znacajna razlika u zavisnosti od BCHE genotipa
u rezultatima postignutim na drugim testovima memorijski sposobnosti i testu opStih
kognitivnih sposobnosti: REYcumm, ABimmed i RavenPM.

> da nema statisticki znacajne razlike u zavisnosti od BCHE genotipa u
prose¢noj oceni postignutoj tokom srednje skole i prosecnoj oceni na fakultetu

> da nema statisticki znacajne razlike u zavisnosti od BCHE genotipa u
licnoj proceni o brzini pamc¢enja i tome koliko puta student ponavljaju gradivo pre

izlaska na ispit.
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AB — Alchajmerova bolest

AP —amyloid beta

ACh — acetilholin

AChE — acetilholin esteraza

APOE — apolipoprotein E

APP — amiloidni prekursorni protein

BChE — butirilholin esteraza

BDNF (brain derived neurotrphic factor) — mozdani faktor rasta

CAVLT (Californian auditory verbal learning test) — Kalifornijski test

auditorno verbalnog uc¢enja
COMT — katehol O-metil transferaza

GWAS - (genome wide association study) - studija asocijacije celokupnog

genoma

KIBRA — kidney brain protein

LDLR — receptor za lipoprotein male gustine
LDP — dugotrajna depresija

LTP — dugotrajna potencijacija

MTL — medijalni temporalni lobus

PAA — poliakrilamid

PCR-RFLPs metoda — reakcija lan¢ane polimerizacije — polimorfizam duzine

restrikcionih fragmenata

PKC — protein kinaza C

PKMC — protein kinaza M(

RAVENPM - Ravenove progresivne matrice

RAVLT — Rey-ov auditivno verbalni test uenja
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» SNP — polimorfizam pojedina¢nih nukleotida
» TRC — test redanja cifara
» VNTR — polimorfizam broja uzastopnih ponovaka

» WCHR — Vekslerova revidirana skala pamc¢enja
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U okviru poslediplomskog usavrSavanja boravila maja 2007.god. u laboratoriji Sluzbe
za medicinsku genetiku Klinickog centra u Ljubljani. Takode, zavrSila poslediplomski
teCaj: Aspekti genetskog savjetovanja odrzan na Hrvatskom institutu za istraZivanje
mozga u Zagrebu jula 2007.god.

U periodu od 01.08.2009.god. do 30.01.2010.god bila na stru¢nom usavr$avanju na
Institutu za humanu genetiku, Univerzitetska klinika Ependorf, Hamburg, Nemacka.
2011- ucestvuje u projektima,, Analiza genetickih markera miSi¢ne distonije” ( ev. br.
175091, rukovodilac Prof dr Ivana Novakovié¢) i ,,Ispitivanje molekularno-genetskih,
patohistoloskih i biohemijskih karakteristika neuromisiénih bolesti” (ev. br. 175083,
rukovodilac Prof dr Vidosava Rakocevi¢ — Stojanovic).

Tecno govori engleski jezik, sluzi se francuskim 1 Spanskim.

160



Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnuncaHu-a MakcumoBuh Hena

6poj ynuca 06-4C-MM-5

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnoBoMm

"AHanusa nonumopdursama reHa 3a AlNOE, BOAH®, BLIXE n KUBPA n wmxoBa
Kopenauuja ca MEMOPUCKMM CNOCOBHOCTUMA Yy nonynauunju ctyaeHaTta"

e pe3yntat CONnCTBEeHOr UCTPpaxXnBadkor pana,

e [a npeanioxeHa pguceptauvja y UENMHUW HUM Yy [OenoBMMa Huje 6una
npeanoxeHa 3a gobujake GUNo Koje aunromMe npema CTyanjckuM nporpaMmmma
APYrnX BUCOKOLLKOJSICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPpeKTHO HaBeadeHU U

e [a HMcCaMm KpluMo/fnia ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y beorpagy, 05.01.2014.
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa ___Hena Makcumosuh

Bbpoj ynuca 06-0C-MM-05

Cryamjckn nporpam MoriekynapHa MeauumHa

Hacnoe paga _ "AHanusa nonumopdusama reHa 3a AlNOE, 6H®, BLUXE n KUEPA
M HUXOBa Kopenauuvja ca MeEMOPUjCKMM CocobHOCTMMA Y nonynauuju ctyaeHaTta"

MeHTOp Mpodb. ap MiBaHa HoBakoBumh

MoTnuncanu Hena MakcumoBuh

u3jasrbyjeM da je wramMmnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NEeKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/nma 3a objaBrbMBarkbe Ha noprtany AurutanHor
penosuTtopujyma YHuBep3uTeTa y beorpangy.

[os3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NUYHM nojaun Be3aHu 3a [oOujake akagemckor
3BaHba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO CYy UMe 1 npesumme, rogMHa u mecto pohera u gatym
oagbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaum Mory ce 006jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama JurutanHe
OmMbnuoTeke, y EnekTPOHCKOM KaTtamory u y nybnukauvjama YHuBepsuTeTa Yy
Beorpagy.

MoTnuc poktopaHaa

Y beorpagay, 05.01.2014.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y AurutanHu
peno3vuTopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece MoOjy AOKTOPCKY AucepTauumjy nog
HacrnoBoM:

"AHanusa nonumopdumnsama reHa 3a AlNOE, BOH®, BLIXE n KMBPA 1 nuxosa
Kopenauuja ca MEMOPUJCKMM CNOCOBHOCTUMA Yy nonynauuju ctyaeHaTta"

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTaunjy ca cBMM npwuro3uMa npegao/na caM Yy enekTPOHCKOM dopmaty
MoroAHOM 3a TPajHO apXMBUpaH-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTauumjy noxpaweHy y OurutanHui penosntopujym YHueepauTeTa
y beorpagy mory ga kopucte CBM Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom
TNy nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjarnHo
@AyTopCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — 4ennTn No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCTBO — AEnnUTK Nog UCTUM yCroBMMa

(Monumo [a 3aoKpyXuTe camo jedHy of, LWeCT MOHyheHuX nuueHun, KpaTak onuc
nuueHumn gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Bbeorpagay, 05.01.2014.

R s iRt KB
&L LVL»&_.‘/-L‘;‘;/'(/L.L.(,&‘}C ‘/‘é/" .’_,é ‘é(: 2 32]




