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SAZETAK

Sindrom Down (DS) predstavlja jedan od vodedih uzroka intelektualne zaostalosti te usporenog
kognitivnhog razvoja u humanoj populaciji. Do cetrdesete godine, osobe s DS razvijaju
neuropatlogiju i demenciju karakteristicnu za Alzheimerovu bolest (AD). Brojna istrazivanja
povezala su metale, kao $to je Zeljezo, s patogenezom Alzheimerove bolesti. Jedan od mnogih
proteina ukljuéenih u odrzavanje homeostaze Zeljeza u stanicama je protein za hemokromatozu
(HFE). Promjene u ekspresiji HFE proteina su pronadene u mozgu oboljelih od AD. IstraZivanja
pokazuju da mutacije HFE gena, C282Y i H63D, doprinose neravnote?Zi zeljeza u organizmu. Cilj
ovog istrazivanja bio je ispitati je li mutacije C282Y i H63D HFE gena, zasebno ili u kombinaciji,

predstavljaju rizi¢ni ¢imbenik za razvijanje rano nastupajuée AD u osoba s DS.

Metode: Analiza HFE mutacija provedena je na uzorku od 180 osoba s DS i 200 zdravih kontrola

pomocu PCR — RFLP metode. Statisticka obrada podataka napravljena je koristedi xzi Fisherov.

Rezultati: Rezultati su pokazali da nema statisti¢ki znacajnih razlika u distribuciji i ucestalosti

ispitivanih alela i genotipova kao ni njihovh kombinacija izmedu grupe ispitanika s DS i kontrole

grupe.

Mutacije C282Y i H63D, HFE gena ne predstavljaju rizicni ¢imbenik za prekomjerno nakupaljanje

Zeljeza a time i razvoj ranonastupajuc¢e AD u osoba s DS.

KljuCne rijeci: Down sindrom, Alzheimerova bolest, HFE gen, SNP, Zeljezo



ABSTRACT

Down syndrome (DS) is caused by trisomy of chromosome 21, and is the one of major genetic
causes of intellectual disability. By the age of 40 all DS individuals develop neuropatology and
dementia seen in Alzheimer's disease (AD). Numerous studies have implicated metals such as
iron in the pathogenesis of AD. One of many proteins involved in maintaining iron homeostasis
is the hemochromatosis protein (HFE). Alterations in the expression pattern of HFE protein
were found in brains of AD patients. Mutations of HFE gene, C282Y and H63D, were shown to

affect body iron status.

The aim of the study: C282Y and H63D mutations of HFE gene, individually or in combination,

contribute to neurodegeneration and could be risk factors for early onset AD in DS individuals.

Genotyping was done in 180 DS individuals and 200 healthy controls using PCR-RFLP methods.
The frequencies of alleles and genotypes are compared between groups using the xz and
Fisher's exact tests. The results don’t show a statistically significant difference in distribution
and frequency of alleles and genotypes between DS group and control group. We can conclude
that H63D and C282Y mutation of HFE gene in our study group, were not associated with iron

accumulation and early onset AD in DS individuals.

Key words: Alzheimer disease, Down syndrome, , HFE gene, SNP, iron
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1. UVOD

1.1. Genetika sindroma Down

Down sindrom (DS) je jedna od najcesc¢ih aneuploidija u humanoj populaciji. Razlikujemo tri tipa
sindroma Down, regularni, translokacijski i mozai¢ni. Regularni tip ili trisomija 21 je posljedica
pogreske prilikom razdvajanja homolognih kromosoma tijekom mejoze. Regularna trisomija 21
posljedica je nerazdvajanja kromosoma tijekom gametogeneze. Najéesée do nerazdvajanja
dolazi tijekom oogeneze (90 - 95%), te rjede tijekom spermatogeneze (4 - 10%). Tijekom
oogeneze, pogreska u razdvajanju homologa ¢esée se javlja u prvoj mejotickoj diobi (76%) nego

u drugoj (24%) [1].

Translokacijski tip DS nastaje kao posljedica Robersonove translokacije koja ukljucuje
kromosom 21. Moze biti nasljedena od roditelja ili nastati de novo te se javlja u 4% slucajeva

DS-a. [2]

Mozaicni tip DS javlja se u 2 - 3% slucajeva i posljedica je mitotskog nerazdvajanja kromosoma
21 u ranom fetalnom razvoju. Ovisno o tome kada se nerazdvajanje dogodi individua moze
imati viSe stani¢nih linija od kojih je jedna trisomi¢na za kromosm 21. Klinicka slika ovisi o

postotku aberiranih stanica [3]. Svi oblici DS imaju prepoznatljivu klinicku sliku.

1.1.1. Klinic¢ka slika sindroma Down

Osobe s DS imaju karakteristican izgled koji je posljedica kraniofacijalnog dismorfizma, smanjen

tonus misiéa (hipotonija), smanjene intelektualne mogucénosti te usporeni kognitivni razvoj. DS



karakteriziraju i mnoge prirodene mane kao i sklonosti prema nekim bolestima. Prosjecni
Zivotni vijek je 60 godina, no prirodene mane i mnoge bolesti, ¢esto imaju negativan utjecaj na
Zivotni vijek tih osoba. Najceséa prirodena greSka u osoba s DS je prirodena sr€ana mana koja
uklju€uje razlicite septalne defekte. Pojedinci razvijaju celijakiju (bolest intolerancije na gluten),
gastroezofagealni refluks, smanjenje aktivnosti Stitnjace (hipotiroizam). Nadalje, osobe s DS
Cesto imaju problema sa vidom i/ili sluhom [1,4]. Kod djece s DS se govor sporije razvija te, kada
se razvije, moze biti teze razumljiv. Usporeni kognitivni i intelektualni razvoj je cesto pracen
bihevioristickim poteSkocama. Problemi u ponaSanju se odnose na poremedéaj painje,
tvrdoglavost, oslabljenu koncentraciju te pojavu opsesivno - kompulzivhog poremecaja. Manji
postotak osoba s DS boluje od autizma koji dodatno utjece na komunikaciju i socijalne vjestine.
[2] Znakovi demencije pracene patogenezom Alzheimerove bolesti, pojavljuju se vec¢ oko

Cetrdesete godine Zivota u gotovo svih osoba sa sindromom Down. [5]

1.1.2. Nerodegeneracija kod osoba sa sindromom Down

Neurodegeneracija podrazumijeva bilo koji patoloski proces koji primarno zahvac¢a neurone
uzrokujuéi gubitak funkcije i/ili strukture neurona. Neurodegenerativne bolesti Cine veliku
grupu neuroloskih poremecaja s razli¢itim simptomima, a u fokusu mnogih istrazivackih studija
su Alzheimerova bolest (Alzheimer's disease - AD), Parkinsonova bolest (engl. Parkinson's
disease - PD), Huntingtonova bolest (engl. Huntington's disease - HD) i amiotrofna lateralna
skleroza (engl. amyotrophic lateral sclerosis — ALS). U zdravoj populaciji rizéni faktor za razvoj

neurodegenereativnih bolesti je starija Zivotna dob. [7]



Ocekivani Zivotni vijek osoba sa sindromom Down je Cetrdesetih godina 20. stolje¢a bio 12
godina, no razvojem medicine on je produZen na ¢ak 60 godina. ProduZenjem Zivotnog vijeka
osoba sa DS primjeceno je da gotovo sve osobe razvijaju neuropatoloske procese, odnosno
demenciju koja se pojavljuje i u AD. Karakteristicne neuropatoloske promijene su povecanje
ranog endosoma u odredenim neuronima, beta-amiloidni plakovi, neurofibrilarni ¢vorovi koji
sadrZe tau protein te degeneracija neurona. Patologija AD u osoba sa DS je slicna, ali se
simptomi pojavljuju izmedu 35. i 45. godine te bolest puno brze napreduje. Endosomalno
povecanje u neuronima je kod osoba s DS otkriveno ve¢ u 28. tjednu trudnode, u 12 godini
zapocinje formacija difuznih plakova u mozdanom tkivu koji tijekom tridesetih godina Zivota
napreduju do beta-amiloidnih plakova. Brojne studije ukazuju da metali kao Sto je Zeljezo,
bakar, cink i aluminj doprinose patogenezi neurodegenerativinih bolesti zbog njihove

akumulacije u mozgu [5].

1.1.3. Uloga Zeljeza u neurodegeneraciji

RavnotezZa Zeljeza u mozgu je vrlo osjetljiva, manjak Zeljeza moze sprijeciti stvaranje veza medu
neuronima kao i sintezu neurotransmitera te moze dovesti do manjka energije Sto je posebno
opasno za mozak u razvoju. S druge strane, visak Zeljeza potice stvaranje vrlo toksi¢nih kisikovih
radikala odnosno dovodi do pojave oksidativnog stresa. Oksidativni stres je stanje do kojeg
dolazi radi prekomjerne produkcije reaktivnih spojeva kisika i dusika ili radi smanjene reakcije
antioksidansa. Nakupljanje navedenih toksi¢nih spojeva uzrokuje oksidaciju proteina i lipida te
ostecuje DNA $to tada vodi ka programiranoj stani¢noj smrti. Sve ove promjene karakteristicne

su u neurodegenerativinim procesima [8].



Manjak Zeljeza kod novorodencadi povezuje se s razli¢itim neuroloskim bolestima i klinickim
manifestacijama u kognitivnom, motorickom i socijalnom zaostajanju. Nadalje, postepeno
nakupljanje Zeljeza u mozgu je primjeceno kao normalna pojava kod starenja te je povezano ali
je isto tako povezano i s ranijom progresijom Alzheimerove bolesti. Obzirom na klini¢ku sliku
osoba s DS uloga Zeljeza nije u potpunosti razjasnjena. Veliki nedostatak informacija odnosi se
na stanje Zeljeza u mozgu tih osoba. Analize Zeljeza i proteina povezanih sa Zeljezom u krvi
ukazuju da osobe sa DS imaju promjene u metabolizmu Zeljeza. Naime, utvrdene su povisene
koncentracije feritina u serumu, ali i smanjenje razine transferina. Nadalje, povedane
koncentracije slobodnog redoks aktivnog Zeljeza, i u plazmi i u eritrocitima, govore u prilog
poremedaja u metabolizmu Zeljeza kod DS [9]. Takoder, pogorsanje kognitivnih funkcija u DS
povezuje sa upravo s povisenim razinama Zeljeza. Uspredba DS osoba koje imaju simptome AD
i onih bez simptoma AD, ukazuju da bi rana pojava AD u DS mogla biti povezana s povecanim
unosom i depozitima Zeljeza koji su posljedica promjena u transportu Zeljeza [5]. Povecane
koncentracije trasferina evidentirane su i u plodovoj vodi trudnica kojima je detektirana

trisomija 21 u ploda, Sto sugerira takoder na promjene u metabolizmu Zeljeza u ranoj trudnodi.

[6]
1.2. Metabolizam Zeljeza

Mnogi metabolicki procesi u ljudskom organizmu koriste Zeljezo. Ono se nalazi u sastavu
eritrocita kao hem u hemoglobinu te je zasluzno za vezanje kisika. Uz to, Zeljezo daje crveni
pigment eritrocitima pa i krvi. Zeljezo nosi bitnu ulogu kao kofaktor enzimima te je esencijalan u
sintezi DNA, RNA i proteina. Nadalje, izuzetno je vazano pri formiranju i odrzavanju mijelinske

ovojnice i neurotransmitera kao i za odrzavanje normalne neuroloske funkcije. [8]
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Zeljezo u organizam ulazi hranom, a apsorbira se u duodenumu. Kako bi iz duodenuma pomocu
dvovalentnog metal transportera preSlo u enterocite, trovaletno Zeljezo mora prijec¢i u
dvovalentno uz vitamin C ili duodenalni citokrom b kao katalizatore. U enterocitima se viSak
Zeljeza skladisti u obliku feritina, a ostatak se pomocu feroportina, koji je reguliran hepcidinom,
vezuje za transferin te prenosi krvlju po tijelu. Transferin je molekula koja vezuje dva atoma
Zeljeza te se onda naziva holo-transferin. Stanice na svojoj membrani, uz mnostvo drugih, imaju
receptore za transferin. Kada se holo-transferin veze na receptore biva unesen u stanicu
endocitozom. U nastalim vezikulama dolazi do sniZavanja pH vrijednosti te se atomi Zeljeza
ispustaju u citoplazmu. Receptor sa molekulom transferina se vraca na stani¢cnu membranu.
Molekula transferina bez Zeljeza se naziva apo-transferin te se kao takva vraéa u krvotok.
Zeljezo koje je oslobodeno u citoplazmi stanice je pod daljnom kontrolom Zeljezo regulatornih
proteina 1i 2 (IRP 1i 2). IRP 1i 2 kontroliraju ekspresiju razli¢itih gena metabolizma Zeljeza te

na taj nacin optimiziraju raspodjelu Zeljeza u stanici. [8]

Poremedaj u metabolizmu Zeljeza moZe dovesti do razvoja anemije, odnosno manjka Zeljeza ili
do stanja prekomjernog nakupljanja Zeljeza, hemokromatoze. Do anemije kao posljedice
nedostatka Zeljeza moze dodi radi nedovoljnog unosa Zeljeza, povecane potrebe organizma
(geneticki faktor), povecanog gubitka krvi ili smanjene apsorpcije Zeljeza. Anemiju moze
uzrokovati i upalni proces. Citokini koji se luce prilikom upalnog procesa dovode do
prekomjerne ekspresije hepcidina koji ima ulogu inhibitora feroportina te se tako snizuje

koncentracija Zeljeza plazme i transferina. [8]

Nasljedna hemokromatoza (HH) je autosomalni recesivni poremedaj prilikom kojeg dolazi do

prekomjerne apsorpcije Zeljeza iz tankog crijeva. [10] Visak Zeljeza se nakuplja u organima i

5



tkivima, te dovodi do ostecenja. Nakupljanje Zeljeza moZe uzrokovati dijabetes, artritis, rak,
impotenciju i sterilitet. Razlikujemo hemokromatozu tipa 1 odnosno hemokromatozu tipa 2.
Tip 1 je povezan s mutacijom u HFE genu dok tip 2 nije. Dijagnoza HH vrsi se utvrdivanjem
zasi¢enosti transferina te ocitanjem koncentracije feritina u serumu. Navedeni testovi

nadopunjuju se genetickim testiranjem. [8]

1.3. Gen za hereditarnu hemokromatozu

Gen za hereditarnu hemokromatozu (HFE) je homeostatski regulator Zeljeza te njegova
ekspresija dovodi do sinteze membranskog proteina za kontrolu apsorpcije Zeljeza. Nalazi se na
kratkom kraku kromosoma 6 (6p22). Sastoji se od 7 egzona u duljini od 12kb. [11] Pojacana
ekspresija HFE gena je primjec¢ena u Zuénom i mokra¢cnom mjehuru, nadbubreznoj Zlijedi i
Stitnja¢i. Humani HFE protein regulira interakciju transferina s receptorom za transferin.
Interakcija s receptorom za transferin je selektivna i nekovalentna. [10] Ukoliko dode do
mutacije u HFE genu te posljedicno do promijenjene strukture HFE proteina, on ne moze
obnasati svoju ulogu te se Zeljezo nakuplja izvan stanica. Takva pojava dovodi do razvitka

nasljedne hemokromatoze (HH). [12]

1.3.1. Mutacije HFE gena

Mutacije HFE gena koji se povezuju s razvitkom HH su C282Y i H63D. Mutacija C282Y nastaje
tranzicijom gvanina u adenin na 845. nukleotidu, $to dovodi to zamijene cisteina s tirozinom na
282. mjestu u HFE proteinu. Druga znacajnija mutacija HFE gena je H63D kod koje dolazi do
zamijene histidina s asparaginom na aminokiselini 63 $to je posljedica transverzije citozina u

gvanin na nukleotidu 187. HH je najucestalija u populaciji sjeverne Europe. Dokazano je da su u



Ujedinjenom Kraljevstvu, 90% oboljelih od HH, homozigoti za mutaciju C282Y.
Rasprostranjenost mutacija u Europi je podjednaka uz manje razlike izmedu slavenske
populacije i populacije sjeverne Europe. [12, 13] Mutacija H63D je prepoznata u populacijama
sjeverne Afrike, Bliskog Istoka i Azije. Obje mutacije se zbog migracija u posljednjih 500 godina
sporadic¢no pojavljuju i u Americi, Novom Zelandu i Australiji. [13] Iz tablica 1 i 2 vidljivo je da je
mutacija H63D ipak ucestalija od C282Y no jo$ uvijek je nepoznata direktna veza s nastankom
HH. Pretpostavlja se da je mutacija H63D odgovorna za nastanak jednostavnijih oblika bolesti te

se njen doprinos prepoznaje kod heterozigota C282Y/H63D. [12, 13]

lako je C282Y mutacija manje zastupljena u opdoj populaciji od H63D studije pokazuju da
predstavlja faktor rizika za tumore prostate, dojke, kolorektalnog i mozga (14 - 17). Takoder,
uocen je protektivan ucinak C282Y mutacija za neurodegenerativne bolesti (19, 20). Suprotno
tome, mutacija H63D predstavlja faktor rizika za nekoliko bolesti kao Sto je AD [21-25] i ALS
[26, 27] i moZdani udar [28]. Mutacija H63D pet puta je ¢eS¢a u bolesnika s AD-om mladim od
70 godina u usporedbi s bolesnicima starijim od 80 godina [22]. Studije koje su ukljucivale
analize slika magnetne rezonancije otkrile su povec¢anu akumulaciju Zeljeza u heterozigota za

HFE mutacije [29, 30].



Tablica 1. Prevalencija mutacije C282Y u razli¢itim populacijama’

Ukupan broj

Broj Frekvencija
Populacija Broj alelea ispitivanih
homozigota alela
alelea
Europa ukupno 7435 128950 243 0.05766
(bez Sjeverozapadna 3845 50616 143 0.07596
Finske) JuZzna 259 11600 4 0.02233
Finska 879 25108 17 0.03501
Latinska 494 35430 5 0.01394
Africka 260 24962 1 0.01042
Isto¢na Azija 3 19952 0 0.0001504
JuZna Azija 68 30616 0 0.002221

! Tablica preuzeta sa: https://gnomad.broadinstitute.org/variant/6-26093141-G-A
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https://gnomad.broadinstitute.org/variant/6-26093141-G-A

Tablica 2. Prevalencija mutacije H63D u razli¢itim populacijama *

Ukupan broj

Broj Frekvencija
Populacija Broj alelea ispitivanih
homozigota alela
alelea
Europa ukupno 18635 129168 1432 0.1443
(bez | Sjeverozapadna 7652 50814 601 0.1506
Finske) JuZzna 1822 11610 166 0.1569
Finska 2598 25118 137 0.1034
Latinska 3556 35438 203 0.1003
Africka 681 24960 10 0.02728
Isto¢na Azija 680 19952 11 0.03408
JuZna Azija 2457 30616 115 0.08025

% Tablica preuzeta sa: https://gnomad.broadinstitute.org/variant/6-26091179-C-G
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https://gnomad.broadinstitute.org/variant/6-26091179-C-G

2. CIU RADA

HFE gen kodira membranski protein zasluzan za kontrolu apsorpcije Zeljeza u stanice
interakcijom s transferinom i s receptorom za transferin. Prisustvo mutacija u HFE genu dovodi
do nemoguénosti odrzavanja pravilne homeostaze Zeljeza. Poznato je da su C282Y i H63D
mutacije HFE gena povezane s razvojem nasljedne hemokromatoze koju karakterizirana
nakupljanje Zeljeza u tkivima te opéom neravnoteZzom Zeljeza u stanicama. Promjene u
homeostazi Zeljeza u stanicama mozga mogu dovesti do pojave oksidativhog stresa koji
predstavlja rizicni ¢imbenik za razvoj neurodegenerativnih bolesti. Mutacija H63D posebno se
istice kao mogudi rizicni ¢imbenik za razvoj neurodegenerativnih bolesti, a utvrdena je u
znacajno vecoj frekvenciji kod oboljelih od AD u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje,
postmortem analize oboljelih od AD utvrdile su depozite Zeljeza u razli¢itim djelovima mozga
Sto ukazuje na promjene u homeostazi Zeljeza. Obzirom da se u osoba s DS, mnogo ranije nego
u opcoj populaciji, razvijaju neurodegenerativhe promjene slicne u AD bolesnika kao i
demencija cilj ovog rada je utvrditi predstavljaju li C282Y i H63D mutacije HFE gena rizi¢ne
¢imbenike za nakupljanje Zeljeza a time i u pojavi rano-nastupajuce Alzheimerove bolesti kod

osoba s DS.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Ispitanici su (N=180) osobe sa sindromom Down koji su prikupljeni u suradnji s udrugama za
sindrom Down koje djeluju na podrucju Republike Hrvatske (Rijeka, Split, Pula, Osijek, Zadar,
Karlovac, Cakovec i Zagreb) i Klinike za ginekologiju i porodnistvo, Klinickog bolni¢kog centra
Rijeka. Medu ispitanicima bilo je 94 muskaraca i 46 Zena s potvrdenim aberiranim kariotipom

trisomije 21, svih tipova.

Konrolnu skupinu ¢ini 200 zdravih osoba (100 Zena i 100 muskaraca) ciji su uzorci uzeti iz baze
dobrovoljnih darivatelja krvi koja je pohranjena na Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku

Medicinskog fakulteta, Sveucilista u Rijeci.

IstraZivanjem je osigurano posStivanje temeljnih eti¢kih i bioetickih principa u skladu s
Nurnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. Medicinski podaci i
humani materijal prikupljen je u skladu s eti¢kim i bioeti¢kim principima, pri ¢emu je osigurana
privatnost ispitanika uklju¢enih u istraZivanje i zastita tajnosti podataka. Svi su ispitanici bili
upoznati sa svrhom i metodologijom istrazivanja te su dali pismeni pristanak. Istrazivanje je
odobrilo Eticko povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Rijeci.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Izolacija DNA

Genomska DNA izolirana je iz periferne krvi (3 - 5 ml) dobivene venepunkcijom ili iz sline
uzimanjem brisa bukalne sluznice ovisno o Zelji svakog ispitanika. Izolacija DNA izvedena je
pomocu kitova za izolaciju, a prema protokolu koji navodi proizvoda¢ (FlexiGene DNA Kit
[uzorak: krv] i QlAamp DNA Micro Kit [uzorak: bukalna sluznica]; QIAGEN GmbH, Hilden,
Njemacka). Koncentracija i Cistoéa izolirane genomske DNA odredivana je spektrofotometrom
prema uputama proizvodaca (BioMate™3, Thermo electron corporation, SAD). Uzorci DNA bili

su pohranjeni na -20 °C sve do analize.

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR metoda koristi se za umnozavanje ciljnog fragmenta DNA molekule. Replikaciju DNA in vitro
uvijetima omogucuje enzim DNA polimeraza. Spomenuta polimeraza je izolirana iz bakterije
Thermus aquaticus, Taq polimeraza. Ona je termostabilna Sto je bitno zato Sto PCR metoda
podrazumijeva oscilacije u temperaturama. Taq polimeraza, kako bi produzila lanac DNA treba
slobodne nukleotide, DNA pocetnice (eng. primeri) i magnezijeve ione. PoCetnice se koriste za
oznaCavenje pocetka i kraja DNA fragmenta koji je potrebno umnoZiti, to su kratki

oligonukleotidi komplementarni sa pocetkom i krajem osnovnog lanca.

PCR se prvodi kroz tri koraka:

1. DENATURACIJA je faza u kojoj se temperatura podize na 95° C kako bi se

komplementarni lanaci DNA razvojili.
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2. SLIEPLJIVANJE POCETNICA podrazumijeva vezanje pocetnica na kalup odvojenih
lanaca. Odvija se na temperaturi izmedu 40 i 65°C ovisno o temperaturi taljenja
pojedine pocetnice.

3. ELONGACIJA je faza produljivanja lanaca Taq polimerazom pri 72°C. Polimeraza

prepoznaje pocetnice te nadograduje Zeljeni ulomak DNA lanca.

Tablica 3: Reakcijska smjesa za PCR (konacni volumen 10 pL)

Koli¢ina/ pL
10 x PCR pufer 1,5
50 mM MgCl 0,6
10 mM dNTP 0,2
10 x primer HFE-F 0,5
10 x primer HFE-R 0,5
Bidestilirana voda 6,57
Taq polimeraza 0,13
DNA 0,5

3.2.3. Restrikcija

Metoda restrikcije podrazumijeva cijepanje DNA lanca na to¢no odredenim mjestima. Za
cijepanje koriste se restrikcijske endonukleaze, enzimi koji prepoznaju specifiéne slijedove

nukleotida. Enzim mozZe prepoznati mutirano mjesto na lancu ili mutacija moze biti odgovorna
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za uklanjanje restrikcijskog mjesta. Za restrikciju se koristi 10ul PCR produkta, 2ul pufera, 0,2ul
enzima i 7,8 pl vode. Za detekciju C282Y mutacije koristi se Rasl enzim, a za detekciju H63D

mutacije Mbol enzim.

U tablicama 4 i 5 prikazane su veli¢ine PCR produkta i restrikcijskih fragmenata koji odgovaraju

genotipovima za C282Y i H63D mutacije u HFE genu.

Tablica 4: Identifikacija C282Y mutacije u HFE genu.

Restrikcijski ~ fragment
Genotip PCR produkt (bp)
(bp)
Wt/wt 203, 140, 29
343 bp
C282Y/wt 203, 140, 111, 29
C282Y/C282Y 203,111, 29

Tablica 5: Identifikacija H63D mutacije u HFE genu

Restrikcijski fragment
Genotip PCR produkt (bp)
(bp)
Wt/wt 57,99, 138
294 bp
H63D/wt 57,99, 138, 237
H63D/H63D 57, 237
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3.2.4. Elektroforeza

Elektroforeza se koristi za razdvajanje fragmenata DNA ovisno o veli¢ini. Razdvajanje se odvija
na agaroznom gelu kroz koji fragmenti prolaze pod djelovanjem elektri¢éne struje. U gel se prije
elektroforeze dodaje etidij bromid/Syber Red koji omogucuje vizualizaciju fragmenata nakon
razdvajanja. Etidij bromid se ugraduje u molekulu DNA te postaje vidljiv nakon obasjavanja
ultraljubicastim svjetlom transiluminatora. To¢nu veli¢inu fragmenta moguée je odrediti

pomocu sintetickih DNA markera poznatih veli¢ina.

Agarozni gel priprema se zagrijavanjem 50 mL TAE pufera i 0.5 g, te se u smijesu dodaje 2.5ul
etidij bromida. Nakon hladenja, gel se izlije u kadicu za elektroforezu. Uzorak DNA mjesa se s
brom fenol plavom bojom (eng. Brom — phenol — blue - BPB) prije stavljanja na gel, kako bi se

vizualiziro tok elektroforeze. Elektroforeza se provodi pod naponom struje od 80 V i jakosti 2 A.
3.2.5. Statisti¢ka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka izvedena je pomodu racunalnih programa Statistika 12.0 (StatSoft,
Inc. 2018. STATISTICA, data analysis software system, version 8.0) i MedCalc (Copyrights

11.3.0.0. 2003-2010).

Za usporedbu ucestalosti alela i genotipova u grupi ispitanika i kontrole koristio se Xz test i
Fisherov egzaktni test. Procjena rizika genotipova i njihovih kombinacija temeljila se na omjeru
izgleda (engl. odds ratios - OR) i pripadajueg 95-postotnog raspona pouzdanosti (engl.

confidence interval - Cl).
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Za izraCunavanje ocekivane frekvencije homozigota i heterozigota koristla se Hardy-
Weinbergova jednadzba: (p+q)2=p2+2pg+q2; gdje p predstavlja frekvenciju alela divljeg tipa, a
g frekvenciju mutiranog alela. Odstupanja od utvrdenih distribucija genotipova od onih

predvidenih Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom ispitala su se xz testom.
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4. REZULTATI

Analiza mutacija C282Y i H63D izvedena je na uzorku od 180 osoba sa sindromom Down te 200
zdravih kontrola.  Analizirane distribucije genotipova podudarale su se s ocekivanim
vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi za H63D mutaciju (P=0.3745) kao i za

mutaciju C282Y (P=0.093).

Distribucija i ucestalost genotipova i alela za H63D mutciju u grupi ispitanika i kontrole

prikazana je u tablici broj 6, a za C282Y u tablici 7.

Kod 43 (23,88%) osobe sa sindromom Down utvrdena je H63D mutacija, od toga je 39-ero
ispitanika bilo heterozigota (21,67%) i samo ¢etvero njih homozigota (2,22%.). Mutacija C282Y
detektirana je u svega 8 (4,44%) ispitanika koji su svi heterozigoti, homozigoti nisu deketirani ni
u ispitanika ni u kontrolnoj skupini. Utvrden je jedan ispitanik koji je dvostruki heterozigot, sto
znaci da je heterozigot za obje mutacije, dok ih je u kontrolnoj grupi bilo 3. Razlike nisu
statisti¢ki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu. Frekvencije alela za H63D i C282Y mutaciju

nisu se statisticki razlikovale izmedu ispitanika i kontrolne skupine (P > 0,05).

17



Tablica 6: Ucestalost genotipova i alela H63D mutacija u osoba sa sindromom Down (N=180) i

kontrolnih ispitanika (N=200)

Ispitanici Kontrola
Genotip:
R %Cl P
H63D OR (95%Cl)
N % N (%)
0.7863 (0.4980 -
wt/wt 137 76,11 142 71 ( 0.3023
1.2416)
H63D/wt 39 21,67 51 25,5 0.8081(0.5019 - 0.3806
' ’ 1.3011) '
0.6266 (0.1804 -
H63D/H63D 4 2,22 7 462
63D/H63 , 3,5 2.1770) 0.4620
Alel
wt 313 86,94 386 96,5
’ ’ 0.8917 (0.5955 -
( 0.5780
H63D 47 13,06 | 65 16,25 | 1-3354)

OR - engl. odds ratio - omjer izgleda, Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablca 7: Ucestalost genotipova i alela C282Y mutacija u osoba sa sindromom Down (N=180) i

kontrolnih ispitanika (N=200)

Ispitanici Kontrola
Genotip OR (95%Cl) p
c282Y N % N %
wt/wt 172 95,5 194 97
1,5 (0,51-4,42) 0,458
C282Y/wt 8 4,44 6 3
C282Y/C282Y 0 0 - -
Aleli
wt 352/360 | 97,78 | 394/400 | 98,50 1.4924 (0.512 -
4.343) 0.4625
C282Y 8/360 2,22 6/400 1,5

Raspodjela i ucestalost kombinacije genotipova za mutcije C282Y i H63D prikazana je u tablici
broj 8. Nije utvrdena statisticka znacajna razlika u frekvenciji kombinacije genotipova izmedu

ispitivane i kontrolne grupe (P > 0,05).
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Tablica 8: Ucestalost kombinacije genotipova C282Y i H63D polimorfizama u osoba sa

sindromom Down (N=180) i kontrolnih ispitanika (N=200)

) Ispitanici Kontrola
Genotip:
OR (95%Cl) P

C282Y-H63D N % N %

wt/wt-wt/wt 130 | 72,2 | 139 | 69,5 0.3564
(0.0366- 0.3743
C282Y/wt-H63D/wt 1 0,5 3 16,6 3.4699)
C282Y/C282Y-H63D/H63D 0 0
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5. RASPRAVA

Prisutnost mutacija HFE gena predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za pojavu nasljedne hemokromatoze,
bolesti prekomjernog nakupljanja Zeljeza u organizmu koje ukoliko se nakuplja u neuronima
moze doprinjeti oStecenju istih. Prekomjerno nakupljanje Zeljeza u stanicama mozga moze
rezultirati ranom pojavom neuropataloskih stanja kao i demencije u osoba s DS. U ovom radu
po prvi puta je ispitana distribucija i ucestalost alela i genotipova za C282Y i H63D mutacije HFE
gena u osoba sa sindromom Down u Hrvatskoj populaciji. Nasa hipoteza temeljela se na teoriji
metala kojom se nastoji objasniti rana pojava neurodegenerativnih promjena u osoba s DS a
koje su vrlo slicne onima u AD bolesika.

Nasi rezultati pokazuju da ucestalost H63D mutacije u ispitanika i kontrole iznosi 13,06% (,
odnosno 16,25% S$to ne predstavlja znacajniju statisticku razliku. Distribucija ove mutacije u
osoba s DS ispitana je prema nasim saznanjima samo u jednoj studiji u kojoj su uocili tendenciju
neznatno vece prisutnosti ove mutacije u muskih u odnosu na Zene i to u grupi mlade
pupulacije ( Moalem et al. 2000). Sto se ti¢e druge mutacije C282Y takoder nismo detektirali
znacajnije razlike u distribuciji i ucestalosti te mutacije izmedu ispitanika i kontrole. U nasem
ispitivanom uzorku nismo detektirali ni jednu osobu s mutacijom u homozigotnom obliku kako
u grupi ispitanika tako ni u kontroli. Dobiveni rezultati su u skladu s uéestalos¢u mutiranog alela
u juznoj Evropi koja je izrazito niska(referenca tablic iz uvoda). Nadalje, u ispitivanom uzorku
detektirani su samo heterozigoti za C282Y mutaciju. Obzirom da je ucestalost C282Y mutacije
relativno niska u skladu s tim je i ucestalost heterozigota od 2,22% u ispitanika Sto se ne
razlikuje odnosu na kontrolu (1,5%). Kombinirani genotip C282Y/ H63D, odnosno prisutnost

obiju mutacija pronasli smo u jednog ispitanika s DS te u tri ispitanika iz kontrolne skupine (0,5%
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/16,6%) sto takoder ne ukazuje na razlike izmedu ispitanika i kontrolne grupe. Dobiveni
rezultati ukazuju da se distribucija mutacija HFE gena ne razlikuje izmedu ispitanika i kontrole
Sto ukazuje da iste ne predstavljaju rizicne Cimbenike za prekomjerno nakupljanje Zeljeza u
osoba s DS. Sukladno teoriji metala moZe se zakljuciti da ove mutacije ne predstavljaju rizik ni za
raniju pojavu neurodegenerativnih promjena u osoba s DS koje dovode do ranije nastupajuée
demencije tipa AD. Neke studije pokazale su da je poveéana akumulacija Zeljeza u nosioca HFE
mutacije [29, 30]. Uocena je povecana ekspresija HFE gena u mozgu AD pacijenata Sto sugerira
da je HFE ekspresija mozda povecéana stanicama u blizini plakova i ukazuje da mozda te stanice
nastoje uspostaviti ravnotezu Zeljeza, Sto je onemoguceno ukoliko je protein mutiran (Connoe i
Lee, 2006). lako nasi rezultati ne ukazuju da postoji statisticka znacajnost u frekvenciji alela i
genotipova za H63D i C282Y mutaciju izmedu ispitanika i kontrola, nije isklju¢eno da postoji

promjena u ekspresiji mutiranog proteina u stanicama mozga kod osoba s DS.

Valja naglasiti da su u ovaj rad ukljuéeni ispitanici sa vrlo uskog zemljopisnog podrucja
(Hrvatska) te iste etni¢ke skupine. Moguce je da kada bi se istrazivanje ponovilo na vecoj skupini
ljudi s razli¢itog podrucja te etnicke pozadine da bi rezultati ipak bili drugaciji. Nadalje, na umu
treba imati da za ravnoteZu Zeljeza u stanicama nije odgovaran jednio HFE gen vec i niz drugih

kao i razliciti ostali cimbenici koji u kombinaciji doprinose homestazi istog.

Prikazani rezultati ukazuju da se ispitivane mutacije HFE gena na lokusu 6p21.3, mutacije H63D i
C282Y, ne razlikuju znacajno s obzirom na kontrolne ispitanike te se moze zakljuéiti da ne
pridonose promjenama u homeostazi Zeljeza koje mogu rezultirati ranijim neurodegenerativnim

promjenama u osoba s DS.
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6.ZAKUUCAK

Istrazivanjem HFE genskih mutacija H63D i C282Y provedonog u osoba s Down sindromom

doslo se do slijedecih zaklju¢aka:

1. Ucestalost H63D mutacije u osoba sa DS je 43/23,89%. Utvrdeno je 39 (21,67%) heterozigota

te su 4 (2,22%) osobe bile homozigoti za H63D mutaciju.

2. Ucestalost heterozigota za C282Y mutaciju u osoba s DS je 8/4,44%, homozigoti nisu

detektirani.

3. Nema statisticki znacajne razlike u distribuciji u¢estalosti alela i genotipova izmedu 180 osoba

s DS i 200 kontrolnih ispitanika.

4. Nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti dvostrukih heterozigota izmedu DS osoba

(0,5%) i kontrolne skupine (16,6%).

5. Mutacije H63D i C282Y, HFE gena ne predstavljaju rizicne ¢imbenike za akumulaciju Zeljeza u
osoba s DS, stoga ne pridonose ranoj pojavi AD sli¢nih neurodegenerativnih promjena kao ni

demenciji.
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