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1. UvVOD

1.1. Post-traumatski stresni poremeéaj (PTSP)

Post-traumatski stresni poremecaj (PTSP) je stanje koje se razvija nakon izlaganja traumatskim
dogadajima koji su opasni po Zzivot. Klasi¢ni simptomi ukljuCuju ponovno prozivljavanje
traume preko no¢nih mora ili prisjeéanja, izbjegavanje podrazaja koji se povezuje s
traumatskim dogadajem i povecanu pobudenost. Kod ponovnog prozivljavanja traume (engl.
flashbacks) oboljeloj osobi ¢ini se kao da se traumati¢ni dogadaj dogada ispred nje, zbog Cega
se gubi na naéin da ne razlikuje zbivanja u sadas$njosti od onih u proslosti. Izbjegavanje
podrazaja se ocituje na nacin da oboljela osoba izbjegava sve one aktivnosti koje je mogu
podsjetiti na taj dogadaj, jer se boji da bi to moglo izazvati uznemirujuée osjecaje. Kako bi
blokirala sjecanja koja je vracaju u ponovno prozivljavanje traume, oboljela osoba cesto
prekomjerno upotrebljava ili zloupotrebljava alkohol i droge. Poveéana pobudenost oc€ituje se
kao poteSkoce u uspavljivanju ili spavanju. Javlja se razdrazljivo ponaSanje i bijesni ispadi
(nakon malo ili bez provokacije) obi¢no izrazeni kao verbalna ili fizicka agresija prema ljudima
ili objektima. Javlja se i strah od gubitka kontrole. Isto tako, bolesnici se otezano koncentriraju
1 pokazuju pojacan oprez (pretjeranu paznju na vanjske podrazaje izvan realistinog
oc¢ekivanog stupnja vanjske prijetnje). Kako bi se dijagnosticirao PTSP, trajanje ovih simptoma
mora biti duze od jednog mjeseca. Zbog simptoma se javljaju problemi u druStvenim,
profesionalnim i drugim vaznim podrué¢jima zivota (American Psychiatric Association, 2013).
PTSP se moze pojaviti u bilo kojoj dobi, pocevsi od prve godine Zivota. Simptomi se obi¢no
javljaju prva tri mjeseca nakon traume iako moze do¢i do odgode simptoma mjesecima, ¢ak i
godinama prije nego $to se zadovolje dobiveni kriteriji za dijagnozu. Trajanje simptoma PTSP-
a moze varirati od potpunog oporavka 3 mjeseca nakon pojavljivanja (kod otprilike polovine
odraslih), do zadrzavanja simptoma vise od 12 mjeseci, a ponekad ¢ak i vise od 50 godina.
Vracanje simptoma ili povecanje njegova intenziteta moze se javiti kao odgovor na Zivotne
stresove, dogadaje koji podsjecaju na originalnu traumu ili nove traumatske dogadaje. PTSP je
¢es¢i kod Zena nego kod muskaraca te one U opcoj populaciji doZivljavaju PTSP duZeg trajanja
nego muskarci. Barem dio povecanog rizika za PTSP u Zena javlja se zbog ¢eSc¢e izloZenosti
traumati¢nim dogadajima kao §to je silovanje i nasilje. Unutar populacija specifi¢no izloZenih
takvim stresorima, spolne razlike su smanjene ili nevazne. PTSP se Cesto udruzuje s drugim
poremecajima pa je tako kod pojedinaca s PTSP-om, 80 % veca ucestalost javljanja sSimptoma
koji ispunjavaju dijagnosti¢ki kriterij za bar jo§ jedan mentalni poremecaj (na primjer
depresivni, bipolarni i anksiozni poremec¢aj) (American Psychiatric Association, 2013).

1



Neurobioloska podloga PTSP-a nije potpuno jasna. Glavne endokrine karakteristike koje se
povezuju s PTSP-om su poremecena regulacija kortizola i tiroidnih hormona. Sredisnji
koordinator sustava neuroendokrinog stresnog odgovora je os hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlijezda (HHN) te se kao takva najvise proucava. U nastanak PTSP-a uklju¢ene
su i promjene neurotransmitorskih sustava. One ukljuc¢uju poremeéenu regulaciju serotonina,
kateholamina, aminokiselina, peptida i opioidnih neurotransmitora. Ti neurotransmitori su
nadeni u mozdanim krugovima koji reguliraju odgovore vezane za stres i strah (Sherin i
Nemeroff, 2011).

1.2. Spavanje

San je fizioloSka pojava koja se izmjenjuje sa stanjem budnosti u okviru ritma dana i no¢i, a
sluzi odmaranju i oporavku organizma. Ljudsko spavanje moze se podijeliti u NREM (eng.
non-rapid eye movement) i REM (eng. rapid eye movement) fazu. Normalno spavanje sastoji
se od organiziranog uzorka NREM-REM ciklusa, pri ¢emu svaki ciklus traje izmedu 70 i 120
minuta. NREM spavanje se moze podijeliti u Cetiri stupnja (stupnjevi 1, 2, 3 i 4) tijekom kojih
se san progresivno produbljuje. Stupnjevi 3 i 4 su najdublji stupnjevi spavanja te se u tom
razdoblju najteze probuditi. REM spavanje je karakterizirano brzim pokretima ociju. U toj fazi
je mozak najaktivniji, ali je tijelo paralizirano. Tada se relativno lako probuditi. Najvise se
snova javlja u REM fazi iako se mogu javiti i u drugim stupnjevima spavanja. U tipi¢nom
no¢nom spavanju normalne mlade odrasle osobe, stupnjevi 3 i 4 su naj¢e$¢i u prvoj trecini
no¢i, dok se REM epizode tijekom no¢i duzinom povecavaju. Prema tome, omjer REM
spavanja puno je vec¢i u zadnjoj trecini no¢i. Normalni uzorci spavanja mijenjaju se tijekom
zivotnog ciklusa. Prosje¢no vrijeme sna Smanjuje se od oko 16-18 sati u 24-satnom ciklusu u
ranom djetinjstvu, 10-11 sati u kasnijem djetinjstvu, 7-9 sati u srednjim dvadesetima godinama
do 6-8 sati u srednjim godinama. No¢no spavanje se dalje smanjuje u starijih odraslih, ali

postoji povecanje u dnevnom drijemanju (Harvey i sur., 2003).

1.2.1. Poremecaji spavanja u PTSP-u

Nema sumnje da nakon izlaganja traumati¢nom dogadaju dolazi do problema u spavanju. No,
dok su za ve¢inu ljudi poteskoce u spavanju nakon traume prolazne, za druge one postaju trajni
problem. Poremecaji spavanja su jedan od tipi¢nih simptoma PTSP-a. Nesanica ili insomnija i
noéne more su NEOVisnNo povezane s PTSP-om te ukljucuju specifiéne simptome u njegovom
dijagnostickom kriteriju. Insomnija se javlja u 60-90 % pacijenata s PTSP-om i najces¢i je

potvrden simptom PTSP-a, a no¢ne more javljaju se manje ¢esto (~50 %) (Pigeon i sur., 2013).



Nakon traumati¢nog dogadaja, cijeli spektar simptoma PTSP-a obi¢no zahtijeva nekoliko
mjeseci za razvoj. Tijekom tog vremena, poremecaji spavanja kao §to je insomnija, no¢ne more
i fragmentirani REM san predvidaju kasniji razvoj simptoma PTSP-a. Poremecaj sna mogao bi
rezultirati iz neuspjeha da se potisnuta memorija odrzava i generalizira (Pace-Schott i sur.,
2015). Poremecaji spavanja ¢esto se javljaju akutno nakon izlaganja traumati¢nom dogadaju
(Harvey i sur., 2003). Jednom prisutni, poremecaji spavanja ¢esto postaju dugoro¢ni, kao sto
je primjeéeno kod prezivjelih holokausta (Kuch i Cox, 1992).

1.3. Serotoninski sustav

Do tada neidentificirani serumski ¢imbenik sposoban izazvati vazokonstrikciju, 1948. godine
nazvan je serotoninom kako bi se ukazalo na njegovo podrijetlo iz krvnog seruma i njegov
utjecaj na vaskularni miSi¢ni ton. Daljne kemijske analize otkrile su da je molekula serotonina
zapravo 5-hidroksitriptamin (5-HT) i da je blisko povezana s esencijalnom aminokiselinom
triptofanom koja je prekursor 5-HT. Uskoro se otkrilo da je 5-HT prisutan i u mozgu.

Danas se smatra da se 90 % 5-HT u ljudskom tijelu nalazi u mukoznim membranama
gastrointestinalnog sustava, 8-10 % u trombocitima i 1-2 % u srediSnjem zivéanom sustavu
(SZS). Kako bi se aktivno transportirao u mozak, serotoninski prekursor L-triptofan natjece se
s ostalim velikim, neutralnim aminokiselinama razgranatih lanaca za proteinski nosac.
Serotonergi¢ni neuroni sadrze sve proteine potrebne za sintezu 5-HT npr. enzim triptofan-
hidroksilazu. Novoformirani 5-HT se akumulira u sinapti¢kim vezikulama gdje je zasti¢en od
metaboliziraju¢eg enzima monoaminooksidaze (MAQO). Depolarizacijom ziv€ane stanice
dolazi do oslobadanja 5-HT u sinapticku pukotinu gdje djeluje na postsinapticke serotoninske
receptore. Nakon prolaska ziv€anog signala otpusteni 5-HT se u¢inkovito uklanja iz sinapse
razgradnjom pomocu MAOQO, ali uglavnom se pomocu visoko afinitetnih presinaptickih 5-HT
prijenosnika (5-HTT) ovisnih o natriju unosi u presinapticki ziv¢ani zavrSetak (slika 1). Tijela
serotonergi¢nih neurona smjeStena su u dorzalnim i medijalnim jezgrama rafe u mozdanom
deblu te pruzaju svoje aksone u mnoge regije prednjeg mozga, ukljucuju¢i amigdalu,
intersticijske jezgre strije terminalis, hipokampus, hipotalamus i prefrontalni korteks. Serotonin
ima ulogu u reguliranju spavanja, apetita, spolnog ponasanja, agresije/impulzivnosti, motornih
funkcija, analgezije i neuroendokrinih funkcija (Sherin i Nemeroff, 2011). Siroki raspon
fizioloskih ucinaka serotonin ostvaruje putem razli¢itih podtipova serotoninskih receptora.
Istrazivanja su pokazala da su podtipovi 5-HT receptora kodirani razli¢itim genima te su

razli¢ito raspodijeljeni u SZS (Landolt i Wehrle, 2009). U obitelj serotoninskih receptora



pripada sedam glavnih podtipova receptora, nazvanih 5-HT1-7. 5-HT4, 5-HT6 i 5HT7 su
receptori koji imaju po jedan podtip dok se ostale klase receptora sastoje od pet (5-HT1A-B-
D-E-F), tri (5-HT2A-B-C) ili dva (5-HT3A-B i 5-HT5A-B) podtipa receptora. Svi 5-HT
receptori vezani su za G proteine s iznimkom 5-HT3 receptora koji je ligandom posredovan
ionski kanali¢. Nadalje, svi 5-HT receptori stvaraju ekscitacijske odgovore osim 5-HT1 i 5-
HT5 receptora koji stvaraju inhibicijske odgovore (Sangare i sur., 2016).
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Slika 1. Serotonin (5-HT) i njegovi putevi sinteze, pohrane, otpustanja, razgradnje i ponovnog
unosa. Novoformirani 5-HT se pohranjuje u sinaptickim vezikulama. Depolarizacijom Ziv¢ane
stanice dolazi do oslobadanja 5-HT u sinapticku pukotinu gdje djeluje na postsinapti¢ke
serotoninske receptore. Nakon prolaska zivéanog signala otpusteni 5-HT se uklanja iz sinapse
razgradnjom pomo¢u MAO, ali uglavnom se pomoc¢u presinaptickih 5-HT prijenosnika (5-
HTT) unosi u presinapticki zivéani zavrSetak. Kratice: triptofan (Trp), 5-hidroksitriptofan (5-
HTP), serotonin (5-HT), serotoninski prijenosnik (5-HTT), monoaminooksidaza A (MAO-A),
5-hidroksiindoloctena kiselina (5-HIAA) (preuzeto i prilagodeno iz Judas i Kostovi¢, 2001).



1.3.1. Serotoninski prijenosnik

Serotoninski prijenosnik (5-hidroksitriptaminski prijenosnik, 5-HTT) nalazi se na zavrsetcima
serotonergi¢nih aksona i na membrani trombocita. Transportira 5-HT iz sinapticke pukotine
natrag u presinapticke neurone (slika 2). Ovaj transport zaustavlja djelovanje serotonina u
sinaptickoj pukotini. Na membrani trombocita sluzi za unos 5-HT iz krvi u trombocite jer za
razliku od neurona, trombociti nemaju sposobnost sinteze 5-HT, ve¢ akumuliraju 5-HT

sintetiziran u enterokromafinim stanicama sluznice tankog crijeva.

Centralna pukotina za
vezanje

Citoplazma
Membrana neurona

29 000

Slika 2. Serotoninski prijenosnik (5-HTT) i prijenos serotonina preko membrane neurona
(preuzeto i prilagodeno iz Caron i Gether, 2016)

1.3.1.1. Gen za serotoninski prijenosnik i njegovi polimorfizmi

Gen za serotoninski prijenosnik (SLC6A4) smjesten je na 17. kromosomu (regija q11.1-q12).
Postoje dva cesta polimorfizma tog gena za koje se istovremeno smatra da su funkcionalni
(Lesch i Gutknecht, 2005). To su:

1) polimorfizam u 2. intronu: polimorfizam koji ukljucuje varijabilni broj ponavljaju¢ih
sljedova (engl. variable number of tandem repeats, VNTR) veli¢ine 17 parova baza (tzv.
polimorfizam VNTR-17 serotoninskog prijenosnika). Kod ovog polimorfizma javljaju se tri
alela i to alel s 9 ponavljanja (Stin 2.9), alel s 10 ponavljanja (Stin 2.10) te alel s 12 ponavljanja
(Stin 2.12).

2) polimorfizam u promotoru: polimorfna regija vezana za gen 5-HTT (engl. 5-HTT gene

linked polymorphic region, 5-HTTLPR).



1.3.1.2. 5-HTTLPR polimorfizam

5-HTTLPR je polimorfizam u promotorskoj regiji gena koji kodira za 5-HTT. Polimorfno
mjesto nalazi se oko 1 kb uzvodno od inicijacijskog mjesta transkripcije gena za 5-HTT.
Prisutno je 16 kopija ponavljajuceg elementa, a s obzirom na polimorfizam, najéesci su aleli s
14 ponavljajucih jedinica ili kratki (engl. short — S) alel te alel sa 16 ponavljajuéih jedinica ili
dugi (engl. long — L) alel (slika 3). Kod kratkog ili S alela prisutna je delecija od 44 bp, a kod
dugog L alela insercija istog slijeda. Znaju se javiti i aleli s 15, 18, 19, 20 ili 22 kopije
ponavljaju¢eg slijeda, kao i varijante s delecijama ili insercijama te supstitucijama jednog
nukleotida unutar ponavljaju¢e jedinice (Lesch i Gutknecht, 2005). lako su se prvotno
intenzivno istrazivale dvije originalne varijante (SiL) 5-HTTLPR polimorfizma, 2006. godine
otkrilo se da je 5-HTTLPR polimorfizam funkcionalno trialelan. Saznalo se da supstitucija
jedne baze u L alelu (A—G) donosi Lg alel koji je funkcionalno ekvivalentan S alelu (Hu i
sur., 2006).
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Slika 3. Prikaz dugackog/kratkog polimorfizma gena SLC6A4 te otpustanja, primanja i
recikliranja serotonina u neuronima (preuzeto i prilagodeno iz Canli i Lesch, 2007).



Ovaj polimorfizam utjece na regulaciju transkripcijske aktivnosti gena 5-HTT. Utvrdeno da je
prisutnost L alela polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik povezana s
ucinkovitijom ekspresijom tog gena nego u sluc¢aju kad je prisutan S alel polimorfizma 5-
HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik. Isto tako, pokazalo se da je bazalna aktivnost 5-
HTT kod osoba s L alelom polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik
dvostruko visa nego kod osoba s S alelom (Lesch i sur., 1996). Pronadeno je da su mnogi
psihijatrijski poremecaji, kao Sto su afektivni poremecaji (Furlong i sur., 1998) i anksiozne crte
licnosti (Lesch i sur., 1996), povezani s prisutnosc¢u S alela 5-HTTLPR polimorfizma u genu
razviti poremeéene odgovore na stresore. U vrijeme izlaganja podrazajima koji izazivaju strah,
SS homozigoti su pokazali pojatanu zivéanu aktivnost u amigdali u usporedbi s LL
homozigotima. Smatra se da SS homozigoti imaju snizenu 5-HTT funkciju i visu 5-HT
koncentraciju u sinapsi i radi toga pokazuju viSu razinu anksioznosti i straha te imaju vecéu
aktivaciju amigdale pri odgovoru na stresne podrazaje nego LL homozigoti, koji imaju nizu
koncentraciju 5-HT u sinapsi i radi toga pokazuju nizu razinu anksioznosti i straha. Osim
navedenog, SS homozigoti su pokazali zna¢ajno smanjeni volumen sive tvari u prednjem
cingulatnom korteksu i amigdali (Hariri i sur., 2002). Kako SS homozigoti pretjerano reagiraju
na negativne podrazaje i imaju hiperaktivnu amigdalu, mogli bi ¢es¢e razviti anksiozne
poremecaje, a tako i PTSP. Odnosno, imaju viSe anksioznih crta licnosti. Hipoteza je da
pojacana aktivnost amigdale moze dovesti do pojac¢ane osjetljivosti na stresne Zivotne dogadaje
i razvoja anksioznih poremecaja, poremecaja raspoloZenja, psihosomatskih poremecaja i/ili
alkoholizma (Serretti i sur., 2006). Istrazivanja su pokazala da je raspodjela genotipiva
polimorfizma 5-HTTLPR ovisna o rasi i etnicitetu. Naime, unutar pripadnika bijele rase
pokazane su znac¢ajne razlike u ucestalosti pojavljivanja S i L alela i SS, LS i LL genotipova
5-HTTLPR polimorfizma u genu za serotoninski prijenosnik izmedu razli¢itih etni¢kih skupina
(Noskova i sur., 2008). Osim etni¢kih, postoje i rasne razlike u raspodjeli alela. Tako je L alel
5-HTTLP polimorfizma u genu za serotoninski prijenosnik utvrden u oko 70 % Afrikanaca i
americkih Indijanaca, oko 50 % Europljana i oko 30 % Japanaca (Gelenter i sur., 1999).
Membrane trombocita, kao i neuroni u Zivéanom sustavu, takoder sadrze 5-HTT i oni se
kodiraju istom kopijom gena. Zajedno s vezikularnim prijenosnikom oni su odgovorni za unos
i nakupljanje serotonina otpusStenog iz gastrointestinalnih enterokromafinih stanica u krv.
Istrazivanjima se pokazalo da je unos 5-HT u trombocite i mozdane sinaptosome u znacajnoj
korelaciji. Zato se trombociti mogu Kkoristiti kao periferni pokazatelji 5-HT metabolizma
(Ehrlich i sur., 2010).



1.4. Serotoninski sustav i PTSP

Uloga serotoninskog sustava u patofiziologiji PTSP-a jos uvijek je nejasna, ali smatra se da 5-
HT ima ulogu u razvoju simptoma PTSP-a radi svoje uloge u nadzoru raspoloZenja,
pobudljivosti i spavanja (Jacobs, 1991), radi klinicke sli¢nosti PTSP-a i drugih psihijatrijskih
poremecaja i poremecéaja ponasanja koji su povezani s promjenama u 5-HT funkciji (Brady i
sur., 2000) te zbog klinicke djelotvornosti lijekova koji povecavaju serotonergi¢nu
neurotransmisiju, kao $to su selektivni inhibitori ponovnog unosa serotonina (hrv. SIPUSI)
(engl. selective serotonin reuptake inhibitors — SSRIS) u lijeenju PTSP-a (Davis i sur., 1999).
Serotonin je ukljuc¢en u modulaciju afektivnih i stresnih odgovora, a time ima ulogu i u PTSP-
u. lako mehanizmi nisu posve jasni, utjecaj 5-HT na afektivne i stresne odgovore varira ovisno
0 intenzitetu stresora, regiji mozga i tipu receptora. Vjeruje se da 5-HT neuroni dorzalne rafe
upravljaju anksioznim uc¢incima preko 5-HT> receptora i njihovim projekcijama u amigdalu i
hipokampus. S druge strane, za 5-HT neurone iz medijalnih rafa smatra se da upravljaju
anksiolitickim ucincima, poti¢u uniStenje i inhibiraju kodiranja zapamc¢enih asocijacija preko
5-HT1a receptora. U Zivotinjskim modelima, kroni¢na izloZenost stresorima potic¢e ekspresiju

5-HT: receptora, a inhibira ekspresiju 5-HT1a receptora (Sherin i Nemeroff, 2011).

1.5. Serotoninski sustav i spavanje

Uloga serotonina u regulaciji spavanja kompleksna je tema rasprave preko 60 godina, posebno
zbog toga Sto ovaj neurotransmitor igra veliku ulogu u vise fizioloskih funkcija ukljucujuci
apetit, gastrointestinalnu pokretljivost, termoregulaciju, nocicepciju, emocije i kogniciju
(Sangare i sur., 2016). Kao neurotransmitor koji djeluje na mnoge razli¢ite receptore, serotonin
bi mogao biti uklju¢en u mnoge procese vazne za kontrolu spavanja i budenja, ovisno o
lokalizaciji u mozgu, tipu receptora na koji djeluje i 0 samom stanju pojedinca (Ursin, 2002).
Povezanost izmedu 5-HT i spavanja prvi put je zabiljezena 1950-ih, kada se nakon injekcije
rezerpina koji reverzibilno blokira vezikularni prijenosnik serotonina u mozgu javio sedativni
ucinak paralelelno sa smanjenjem serotonina u mozgu. U narednom desetljecu, pokazalo se da
uniStenje serotonergi¢ne jezgre i inhibicija sinteze serotonina pomocu p-klorofenilalanina
poti¢u insomniju, podupiruci povezanost 5-HT i indukcije spavanja. Ipak, in vivo istraZivanja
neurona rafe tijekom ciklusa spavanja i budenja opovrgnula su ulogu serotonergi¢nih neurona
u regulaciji NREM faze s obzirom na to da se elektri¢na aktivnost 5-HT neurona u jezgri rafe
smanjuje u frekvenciji tijekom NREM faze u usporedbi s budnim stanjem (Sangare i sur.,
2016). Poslije se pokazalo da ne smanjuju svi neuroni rafe svoju aktivnost tijekom spavanja.

Studije atipi¢nih serotonergi¢nih neurona u jezgri dorzalne rafe pokazale su da neki od njih
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imaju neprekidnu aktivnost tijekom REM faze, dok su neki pokazali najvisu frekvenciju
okidanja tijekom NREM faze, a supresiju aktivnosti u budnom stanju i REM fazi (Sakai i
Crochet, 2001). Ventrolateralna preopti¢ka jezgra glavna je neuroloSka struktura koja potice
NREM spavanje, a smjestena je u preoptickom podrué¢ju hipotalamusa. Ova struktura stvara
inhibicijske veze sa strukturama koje poti¢u budenje. U njoj se nalaze neuroni odgovorni za
pocetak spavanja koji predstavljaju homogenu populaciju stanica. One se inhibiraju
neurotransmitorima koji poticu budenje kao $to su noradrenalin i acetilkolin (Gallopin i sur.,
2000). Za razliku od ostalih neurotransmitora koji poticu budenje, za serotonin se pokazalo da
potiCe suprotne odgovore U toj regiji. Ventrolateralna preopticka jezgra sastoji se od dva
podtipa neurona koji poti¢u spavanje, a koji se razlikuju prema odgovoru na serotonin pa tako
unosom serotonina ex vivo postaju ili inhibirani (tip 1) ili ekscitirani (tip 2). Vjeruje se da bi
neuroni tipa 2 mogli imati ulogu u inicijaciji, a tipa 1 u odrzavanju NREM spavanja (Gallopin
i sur., 2005). Neuroni tipa 2, koji se mogu viSe ekscitirati, vjerojatno prvi odgovaraju na
serotonergi¢ni ekscitacijski signal. Zatim bi njihova aktivacija mogla smanjiti ucestalost
serotoninske inhibicije neurona tipa 1. Neuroni tipa 1 tada bi mogli inhibirati sustav budenja i
omoguciti odrzavanje NREM spavanja (slika 4). Primjenom metode RT-PCR pokazalo se da
neuroni koji poti¢u spavanje imaju mRNA ekspresiju specifi¢nih podtipova 5-HT receptora.
Neuroni tipa 1 eksprimiraju 5-HT1a, B, b, F podtpove receptora, a oba neuralna tipa eksprimiraju
5-HT2ac, 4, 7 podtipove receptora. Pokazano je da je za ekscitacijski odgovor na 5-HT
djelomi¢no odgovorna aktivacija 5-HT.c receptora u neuronima tipa 2, a za inhibicijski
odgovor na 5-HT u neuronima tipa 1 odgovorna je aktivacija 5-HT1a receptora (Sangare i sur.,
2016).



Jezgra dorzalne Centri koji potitu Jezgra dorzalne Centri koji poti¢u
rafe budnost rafe budnost

5-HT GABA

)
e

5-HT
SHTe | 1A

Neuroni tipa 2 koji Neuroni tipa 1 koji Tip 2 Tip 1
poticu spavanje poticu spavanje Inicijacijski neuroni IzvrSni neuroni
—— Ekscitacijski put BUDNOST NREM

—@ Inhibicijski put

Slika 4. Model povezanosti izmedu centara koji poticu budnost, serotoninskih jezgara rafe i
neurona koji poti¢u budenje u ventrolateralnoj preoptickoj jezgri. Kratice: acetilkolin (ACh),
gama-aminomaslac¢na kiselina (GABA), noradrenalin (NA), serotonin (5-HT) (preuzeto i
prilagodeno iz https://atlasofscience.org/serotonin-and-sleep-regulation-cellular-and-
molecular-mechanisms/).

1.6. Istrazivanja povezanosti polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski

prijenosnik i koncentracije trombocitnog serotonina s PTSP-om i spavanjem

Pokazano je da su pojedine varijante gena za serotoninski prijenosnik s obziromna5-HTTLPR
polimorfizam povezane s razvojem PTSP-a, ali su rezultati vrlo kontradiktorni. Za S alel se je
utvrdilo da povecava rizik za PTSP u istrazivanju provedenom na izbjeglicama koje su
prezivjele genocid u Ruandi (Kolassa i sur., 2010) i kod borbenih veterana (Wang i sur., 2011).
S druge strane, u istrazivanju na opcoj populaciji, nadena je znacajna korelacija izmedu
pojavljivanja L alela i PTSP-a (Grabe i sur., 2009). U meta-analizi iz 2013. godine nije
utvrdena znacajna povezanost izmedu polimorfizma 5-HTTLPR i PTSP-a (Navarro-Mateu i
sur., 2013). Za S alel 5-HTTLPR polimorfizma se pokazalo da je povezan s losijom kvalitetom
sna kod ljudi koji su izloZeni kroni¢nom stresu zbog njegovanja partnera ili roditelja s
demencijom (Brummett i sur., 2007). Kod zdravih radnika Kineskog podrijetla, S alel je uz
stres na poslu bio rizi¢ni ¢imbenik za razvoj insomnije (Huang i sur., 2014). Takoder, S alel
bio je ¢esce zastupljen u pacijenata koji imaju dijagnozu primarne insomnije (Deuschle i sur.,

2010). S druge strane, u istrazivanju na opcoj populaciji, LL homozigoti imali su zna¢ajno
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losiju kvalitetu sna nego nositelji barem jednog S alela. Rezultati tog istrazivanja mogli bi se
objasniti time da je S alel vise povezan sa poremecajima spavanja kod populacija s mentalnim
poremecajima (Barclay i sur., 2011). Kod muskaraca u kineskoj Han populaciji, nasla se
povezanost izmedu L alela i apneje u snu (Yue i sur., 2008). Razina stresa utjece na insomniju
te je kod zdravih kineskih radnika s niskim, ali ne i visokim razinama stresa na poslu, S alel
pokazivao protektivan u¢inak na insomniju (Huang i sur., 2014). Znacajno niza koncentracija
5-HT u trombocitima nadena je kod radnika koji rotiraju smjene u odnosu na radnike koji rade
samo po danu (Sookoian i sur., 2007). Takoder, smanjena koncentracija 5-HT u trombocitima
utvrdena je kod alkoholi¢ara s insomnijom u odnosu na alkoholiare bez insomnije (Nenadic
Sviglinisur., 2011). Visa koncentracija 5-HT u trombocitima nadena je i kod veterana s PTSP-
om sa psihoti¢nim karakteristikama (Pivac i sur., 2006), a takoder je nadena i kod agresivnih

nasilnih prijestupnika u Kini (Zhou i sur., 2006).
1.7. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je utvrditi povezanost poremecaja spavanja s polimorfizmom 5-
HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik i koncentracijom trombocitnog serotonina u 393
hrvatskih ratnih muskih veterana s post-traumatskim stresnim poremecajem (PTSP). Koliko
mi je poznato ovo je prvo istrazivanje povezanosti 5-HTTLPR polimorfizma u genu koji kodira
za serotoninski prijenosik s poremecajima spavanja potaknutim PTSP-om, a dobiveni rezultati
trebali bi pridonijeti boljem razumijevanju uloge serotoninskog sustava u neurobioloskoj
podlozi PTSP-a.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 393 ratnih veterana muskog spola lije¢enih u Klinici za psihijatriju
,Vrapce“, Zagreb, Hrvatska. Ispitanicima je od strane iskusnog psihijatra dijagnosticiran
kroni¢ni posttraumatski stresni poremecéaj (PTSP) uzrokovan borbenim iskustvom. Lijekove
nisu koristili. Svi ispitanici su pripadnici bijele rase, hrvatskog podrijetla s aktivnom vojnom
duznosti, a bili su u hrvatskoj vojsci izmedu 1991. i 1995. godine. Svi ispitanici imali su sli¢na
traumatska borbena iskustva (3.0 + 1.0 godina) i sli¢no trajanje vremena koje je proslo nakon
traumatskog iskustva (6.1 + 2.7 godina). Dijagnoze PTSP-a, komobidnih psihijatrijskih
poremecaja i razli¢itih poremecaja spavanja procijenjene su od strane iskusnog psihijatra
koristenjem Strukturiranog klinickog intervjua (SCID) za DSM-1V prema DSM-1V Kriterijima,
Hamiltonove ljestvice za anksioznost (HAMA), Hamiltonove ljestvice za depresiju (HDRS) i
Klini¢ke ljestvice za posttraumatski stresni poremecaj (CAPS). Svi sudionici su ispunili upitnik
koji ukljucuje: temeljne demografske karakteristike, pusenje, konzumiranje alkohola, fizi¢ku
aktivnost, prisutnost akutnih i kroni¢nih fizi¢kih bolesti, povijest dijabetesa, hipertenzije,
kardiovaskularnih bolesti i koristenje lijekova. Kriterij za isklju¢ivanje: pozitivna obiteljska
povijest psihijatrijskog poremecaja, ranija povijest akutne psihoze, demencija, kognitivna
disfunkcija, mentalna retardacija, shizofrenija, poremecaji raspolozenja, poremecaji osobnosti,
zloupotreba tvari, prijasnja ili sadasnja zloupotreba alkohola ili drugih tvari tijekom 3 mjeseca,
klinicki znacajni poremecaji u elektrokardiogramu ili laboratorijskim nalazima i pozitivni
urinski nalaz za nedopustene droge i alkohol, simptomi akutne ili kroni¢ne fizikalne bolesti,
povijest kardiovaskularnih ili neuroloSkih poremecaja, hipertenzija, dijabetes ili drugi
istrazivanja, dobiven je pisani informirani pristanak. Sva istrazivanja je odobrio Eticki odbor
Klinike za psihijatriju ,,Vrapce* te su ona provedena u skladu s Helsinskom deklaracijom iz
1989. godine. Ispitanici sa PTSP-om su podijeljeni na one sa i bez komorbidne depresije.
Nadalje veterani s PTSP-om su prema poremecajima spavanja podijeljeni na one sa i bez
insomnije i drugih poremecaja spavanja (no¢ne more, isprekidani san) koristenjem HAMA,
HDRS i CAPS skale. Prema HAMA tocki 4, svi sudionici su imali blagu (1 bod), umjerenu (2
boda), jaku (3 boda) ili vrlo jaku (4 boda) insomniju. Simptomi insomnije uklju¢ivali su teskoce
usnivanja, isprekidani san, nezadovoljavajuci san i umor pri budenju, snove, no¢ne more i

no¢ne strahove.
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Tablica 1. Ljestvice i bodovi prema kojima su veterani s PTSP-om podijeljeni u podskupine

LJESTVICA BODOVI

0 — nema teskoca

Tocka 4 1 — Zali se na povremene teskoc¢e u uspavljivanju koje

(rana insomnija) traju viSe od sat vremena

2 — zali se da ne moze zaspati tokom veceg dijela noci

0 — nema teskoca

Tocka 5 1 — Zali se na nemir i uznemirenost tijekom no¢i

(srednja insomnija) 2 — ustaje tokom no¢i barem jednom, ali ne zbog

mokrenja

Kriterij B2

0 — nema teskoca

(uznemirujuci

snovi) 3,4,5, 6,7, 8 - stupanj teskoca

HAMA - Hamiltonova skala za anksioznost, HDRS - Hamiltonova skala za depresiju, CAPS -
Klinicka skala za posttraumatski stresni poremecaj

13



Kako bi se procijenilo imaju li ranu, srednju ili kasnu insomniju, svi sudionici podijeljeni su
prema HDRS tockama 4, 5 i 6. Ispitanici su prema simptomima rane insomnije podijeljeni u
one bez rane insomnije (0 bodova), one s povremenima teSko¢ama uspavljivanja koje traju vise
od sat vremena (1 bod), i u one s teSko¢ama uspavljivanja svake noc¢i (2 boda). Veterani su
prema HDRS tocki 5 kategorizirani u one bez srednje insomnije (0 bodova), one uznemirene i
bez odmora tijekom no¢i (1 bod) ili one koji se bude tijekom noéi i izlaze iz kreveta, ali ne
zbog mokrenja (2 boda). Sudionici su prema simptomima kasne insomnije podijeljeni u one
bez kasne insomnije (O bodova), one koji se bude u ranim jutarnjim satima, ali se vracaju
spavanju (1 bod) i veterane koji ne mogu ponovo zaspati nakon $to su izasli iz kreveta (2 boda).
Kako je PTSP karakteriziran uznemiruju¢im snovima vezanim uz traumati¢ni dogadaj 1
teSkocama u uspavljivanju 1 spavanju, sudionici su takoder podijeljeni prema CAPS kriterijima
B2 i D1 u veterane bez (0 bodova) ili sa (3, 4, 5, 6, 7 ili 8 bodova) uznemiruju¢im snovima
(kriterij B2) 1 veterane bez (0 bodova) ili sa (3, 4, 5, 6 ili 7 bodova) teSko¢ama uspavljivanja 1

spavanja (kriterij D1) (tablica 1).

2.2. Odredivanje koncentracije serotonina u trombocitima

U psihijatrijskoj bolnici Vrap¢e, uzorci krvi (8 ml) sakupljeni su u plasti¢ne Strcaljke s 2 ml
antikoagulansa ACD (engl. Acid Citrate Dextrose - ACD) u 8 sati ujutro nakon no¢nog posta.
Transportirani su u Laboratorij za molekularnu neuropsihijatriju Zavoda za molekularnu
medicinu Instituta Ruder BoSkovi¢. Tamo sam krv centrifugirala na 1831 x g, 3 min na sobnoj
temperaturi kako bih dobila plazmu bogatu trombocitima (engl. platelet-rich-plasma — PRP).
Daljnjim centrifugiranjem plazme bogate trombocitima u ohladenoj (4 °C) centrifugi na 5087
X g, tijekom 15 min sedimentirani su trombociti. Talog sam isprala fizioloskom otopinom i
ponovno centrifugirala. Istalozene trombocite pohranila sam u zamrzivaéu na 20 °C.
Koncentraciju trombocitnog serotonina odredila sam pomoc¢u spektrofluorimetrijske metode.
Talogu trombocita dodala sam 1.5 ml deionizirane vode (re H20), talog podigla pipetom te
vorteksirala, a nakon toga sam trombocite razbijala ultrazvukom (20 kHz, amplituda 8 x 10-3
mm kroz 60 s). Razbijene trombocite, uzorke standarda i slijepe probe (re H20) analizirala
sam u duplikatima. Pocetnu otopinu 5-HT pripremila sam otapanjem 23.5 mg 5-HT u 50 ml
0,1 M HCI te sam iz nje napravila 5 standarda razli¢itih koncentracija (2000 ng/ml, 500 ng/ml,
250 ng/ml, 125 ng/ml i 63 ng/ml). U plastiéne epruvete dodala sam 1.2 ml suspenzije
trombocita, a zatim redom u sve epruvete, ukljucujuci i standarde i slijepe probe, dodala po 1
ml 5 % otopine ZnSO4. Odmah po dodatku ZnSO4 svaki sam uzorak resuspendirala vorteks

mjesalicom i brzo dodavala 0,5 ml 1 M NaOH (na sobnoj temperaturi). Sadrzaj sam dobro
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izmijeSala na vorteks mijesalici, ostavila stajati 5 minuta, nakon ¢ega sam centrifugirala 15
minuta na 5087 x g na 4 °C. Pipetom sam prebacila 2 ml supernatanta u set staklenih
vatrostalnih epruveta te sam za pripremu fluorofora u deproteinizirane uzorke redom u sve
epruvete dodavala po 0.2 ml otopine L-cisteina (0,1 %) i1 ml 0.05 % otopine ortoftalaldehida
(OPT). Epruvete sam uronila u kipuéu vodu i kuhala 10 minuta. Tim postupkom pojacava se
prirodna fluorescencija 5-HT koju sam mjerila na Varian Cary Eclipse spektrofluorimetru pri
valnim duljinama od 345 nm (ekscitacija) i 485 nm (emisija). Pri zagrijavanju uzoraka,
odnosno pri kuhanju u kipucoj vodi, dolazi do reakcije 5-HT i OPT-a pri ¢emu nastaje Stabilni
fluorofor. L-cistein sam dodala kako bi sprije¢io oksidaciju 5-HT. Koncentraciju 5-HT u
uzorcima izracunavala sam prema standardima poznate koncentracije 5-HT nakon oduzimanja
vrijednosti fluorescencije slijepe probe i izrazila u nmol po mg trombocitnih proteina koja se

odreduje metodom po Lowryju.

Kemikalije za odredivanje koncentracije trombocitnog serotonina:

e HCI (Kemika, 37 %, p.a.): 0.1 M otopina u re H20 i 1 M otopina u re H20
e ZnSO4 (Gram-Mol): 5 %-tna otopina u re H20

e NaOH (Kemika): 1 M otopina u re H20

e L-cistein (Sigma Aldrich): 0.1 %-tna otopina u 0.1 M HCI

e ortoftalaldehid (OPT; Sigma Aldrich): 0.05 %-tna otopina u 1 M HCI

e 5-HT (Sigma Aldrich)

2.3. Odredivanje koncentracije proteina

Prije samog postupka odredivanja koncentracije proteina metodom prema Lowryu, pripremila
sam tzv. ABC smjesu te standarde razli¢itih koncentracija. Kao standard koristi se otopina
govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin -BSA) koja sam dobila otapanjem
5mg BSA u 1 ml0.1 M HCI iz koje sam pripremila 3 standarda razli¢itih koncentracija (2.50
mg/ml, 1.25 mg/ml i 0.63 mg/ml). U praznu probu dodala sam 10 u1 0.1 M HCI. ABC otopinu
pripremila sam mijesanjem 140 ml 2 % otopine Na>COs, 1.4 ml 2 % otopine K-Na tartarata i
1.4 ml 1 % otopine CuSQs. Sve uzorke, standarde i prazne probe, priredila sam u triplikatima.
Kao uzorke koristila sam trombocite koje sam razbijala ultrazvukom (20 kHz, amplituda 8 x
10-3 mm kroz 60 s). U svaku epruvetu stavila sam 10 pl uzorka, standarda ili 0.1 M HCI, i na
to sam dodala 2 ml ABC smjese. Smjesu sam ostavila stajati 10 minuta, a zatim sam dodala
0.2 ml Folin-Ciocalteau reagensa kojeg sam razrijedila vodom u omjeru 1:1. Nakon 30 minuta

spektofotometrijski sam mjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od 700 nm.
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Kemikalije za odredivanje koncentracije proteina:

e HCI (Kemika, 37 %, p.a.): 0.1 M otopina u re H20
e govedi serumski albumin (BSA; Sigma Aldrich)
e ABC smjesa:
- NaCOs3 (Kemika): 2 %-tna otopina u re H20
- CuSOs (Kemika): 1 %-tna otopina u re H20
- K-Na tartarat (Kemika): 2 %-tna otopina u reH20

e Folin-Ciocalteau reagens (Sigma Aldrich)

2.4. 1zolacija DNA iz krvi

Genomsku DNA izolirala sam iz periferne krvi pomo¢u metode isoljavanja (Miller i sur.,
1988). Nakon odmrzavanja, krv sam stavila na mijeSanje na roleru 16 minuta, a za to vrijeme
sam oznacila po dva seta Eppendorf epruveta (1.5 ml). U Eppendorf epruvete sam otpipetirala
300 I krvi i dodala 900 ul pufera za lizu eritrocita (eng. red cell lysis buffer — RCLB). Dobro
sam izmjeSala na vorteks mjesalici (20 sekundi) i ostavila 10 minuta stajati na ledu. Nakon toga
sam centrifugirala 2 minute na 13 400 x g. Supernatant sam odlila, a talog po potrebi
procisc¢avala resuspendiranjem u puferu za lizu eritrocita i centrifugiranjem (2 minute na 13
400 x g). Na proc¢isceni talog sam dodala 300 pl SE pufera, 30 ul 10 % SDS i 1.5 ul proteinaze
K. Nakon toga je slijedila inkubacija uzoraka u vodenoj kupelji (1.5 do 2 sata na 56 °C) pri
¢emu su se lizirali leukociti. Nakon inkubacije, dodala sam 1/3 volumena (oko 120 ul) 5 M
NaCl i sve skupa promijesala vorteks mjesalicom 10 sekundi. Slijedilo je centrifugiranje 5 min
na 12 000 x g kojom se DNA dobije u supernatantu, a ostali stanicni dijelovi ostaju u talogu.
Supernatant sam prelila u nove oznac¢ene Eppendorf epruvete te mu dodala 2 volumena (oko
800 pl) hladnog izopropanola. Pritom je doslo do zgus$njavanja DNA koja je postala vidljiva u
obliku netopivog spleta. Centrifugirala sam 2 minute na 12 000 X g, odlila supernatant i posusila
Eppendorf epruvete na papiru, a na talog sam dodala 250 pl 75 % etanola. Opet sam
centrifugirala 2 min na 12 000 x g. Odlila sam supernatant, lagano ocijedila Eppendorf
ampulice na papiru te ih ostavila 15-30 min u termobloku na 37 °C kako bi se talog osusio. Na
talog sam dodala 100 pl TE pufera pH 8.0. Uzorke sam ostavila oko sat vremena na 37 °C uz
laganu tre$nju kako bi se DNA dobro otopila, a nakon toga sam je pohranila na 4 °C.
Koncentraciju i ¢istocu dobivene DNA odredivala sam spektrofotometrijski pomocu uredaja

NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific) na valnim duljinama 280 nm
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odnosno 260 nm. Koncentracija DNA izolirane metodom isoljavanja iz 300 pl pune krviu TE
puferu, iznosila je u prosjeku oko 100 ng/pl.

Kemikalije za izolaciju DNA:

e pufer za lizu eritrocita (engl. Red Cell Lysis Buffer -RCLB), pH 7.6:
- 10 mM Tris (Sigma Aldrich)
- 5 mM MgCl; (Kemika)
- 10 mM NaCl (Kemika)
e SE pufer (sodium EDTA), pH 8.0:
- 75 mM NaCl (Kemika)
- 25 mM Na;EDTA (Fluka)
e NaCl (Kemika): 5 M otopina u re H20
e proteinaza K (TaKaRa, 20 mg/ml)
e natrij dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate-SDS; Sigma Aldrich): 10 % otopina
e etanol (Gram-Mol, min. 99.5 %, p.a.): 75 % otopina u re H20
e izopropanol (Gram-Mol, min. 99.5 %, p.a.)
e TE pufer (Tris-EDTA), pH 7.6:
- 10 mM Tris (Sigma Aldrich)
-1 mM EDTA (Fluka)

2.5. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction-PCR) koriStena je kako bi se
uspje$no umnozili fragmenti genomske DNA koji sadrZe gen za serotoninski prijenosnik (5-
HTT). Izoliranu DNA sam odmrznula te pripremila DNA razrjedenja u destiliranoj vodi kako
bih u konacnici dobila 1-20 ng DNA po uzorku. Odpipetirala sam po 1.4 uL pripremljenog
uzorka DNA u PCR reakcijske ampulice i dodala 13.6 pL reakcijske smjese. Reakcijska smjesa
za PCR sastoji se od DNA kalupa, oligonukleotidnih pocetnica koje odgovaraju 3' i 5’
krajevima regije koja se zeli umnoziti na oba polinukleotidna lanca, INTP-ova, uz dodatak
termostabilne DNA-polimeraze. Za uspje$no umnazanje potrebno je da je smjesa otopljena u
puferu koji pogoduje koristenoj polimerazi, ali i da sadrzi potrebnu koli¢inu dvovalentnih
kationa (obi¢no Mg?*) potrebnih za povezivanje DNA kalupa s pocetnicama i polimerazom
(tablica 2). Sekvenca pocetnica je prikazana u Tablici 3. Reakcijske ampulice sam zatvorila i
kratko centrifugirala te stavila u PCR uredaj (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems) i

pokrenula proces umnazanja DNA prema uvjetima navedenim u tablici 4. Metoda se temelji
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na ponavljanju ciklusa od 3 koraka. U prvom koraku dolazi do denaturacije DNA kalupa na

temperaturi od 95 °C, odnosno odvajanja polinukleotidnih lanaca. U idu¢em koraku slijedi

vezanje pocetnica na komplementarne dijelove DNA na 55 °C, nakon ¢ega se temperatura dize

na 72 °C kako bi se omogucilo termostabilnoj DN A-polimerazi da replicira DNA lance na koje

su se vezale pocetnice dovoljno brzo i efikasno, a bez preuranjenog odvajanja pocetnica S

kalupa. Cijeli se postupak ponavlja 40 puta. Na kraju zadanog broja ciklusa, smjesa se ostavi

jo$ odredeni broj minuta na 72 °C kako bi se popunili svi potencijalno nedovr§eni DNA lanci.

Rezultat je eksponencijalno umnozena koli¢ina DNA.

Kemikalije za lananu reakciju polimerazom:

Dream Taq polimeraza (5 U/ul, Applied Biosystems)

Dream Tag pufer (10 x, sa 25 mM MgCl, Applied Biosystems)
Q otopina (5 x, Qiagen)

dNTP (100 mM, Roche)

Oligonukleotidne pocetnice (25 uM, Sigma)

miliQ H20

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za PCR (ukupni volumen 15 pl)

SASTAV V
MiliQ H20 5.90 pl
10 x PCR pufer (Dream Taq polimeraza) 1.50 pl
(sadrzava 25 mM MgCl>) (Applied Biosystems, SAD)

5 x Q otopina (Qiagen, Njemacka) 3.00 pl
dNTP mjesavina: 10 uM dATP, dCTP, dTTP i dGTP 1.50 pl

(Applied Biosystems, SAD), 10 uM 7-deaza-dGTP

(Roche, Njemacka)

Oligonukleotidne podcetnice za 5-HTT (MWG Biotech, 0.75 pl
Njemacka): uzvodne (forward)

Oligonukleotidne pocetnice za 5-HTT (MWG Biotech, | 0.75 pl
Njemacka): nizvodne (reversed)

Dream Taq polimeraza, 5 U/ul (Applied Biosystems, SAD)  0.20 pl

+ 1.4l
DNA kalupa
ispitanika
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Tablica 3. Sekvence pocetnica za 5-HTT

POCETNICA SEKVENCA (5' - 3")
Uzvodna pocetnica (F) GGCGTTGCCGCTCTGAATGC
Nizvodna pocetnica (R) GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC

Tablica 4. Uvjeti lanCane reakcije polimerazom

KORAK TEMPERATURA VRIJEME

Pocetna denaturacija 95 °C 3 min

Denaturacija 95 °C 30 sec

Vezivanje pocetnica 55 °C 30 sec 40 ciklusa
Produljenje pocetnica 72 °C 1 min

Zavr$no produljenje 72 °C 5 min

Cuvanje 4°C 00

2.6. Elektroforeza na gelu agaroze

Za detekciju specificno umnozenih fragmenata DNA nakon PCR reakcije koristila sam
elektroforezu na 2.5 % agaroznom gelu pripremljenom s tris-acetat-EDTA (TAE) puferom. Da
bi se vizualizirali odsjecci DNA, u gel sam prilikom izrade dodala boju SYBR® Safe prema
uputama proizvodaca. Za pracenje tijeka elektroforeze uzorke DNA pomijesala sam s puferom
za nano$enje te nanijela u jazice pripremljenog gela. U jednu jazicu nanijela sam biljeg-100 pb
DNA standard koji mi je posluzio za odredivanje veli¢ine fragmenata DNA (S alel -484 bp, a
L alel 528 bp), dok sam u jednu jazicu nanijela negativnu kontrolu koja je sadrzavala sve
komponente reakcijske smjese osim uzorka DNA te koja je prosla isti postupak umnaZanja
lan¢anom reakcijom polimeraze. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 90 V u trajanju od 45
minuta. Nakon elektroforeze razdvojene fragmente DNA na gelu vizualizirala sam pomoc¢u UV
transiluminatora (Uvitec BXT-20-M). Na slici 5 prikazana je tipi¢na fotografija agaroznog gela
na kojoj se mogu vidjeti razdvojeni fragmenti DNA standarda, uzoraka i negativne kontrole te
kod uzoraka razlikovati homozigotni nositelji kratkog (S) alela, homozigotni nositelji dugog
(L) alela i heterozigotni nositelji (nositelji S i L alela) polimorfizma 5-HTLLPR u genu za

serotoninski prijenosnik.
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Slika 5. Tipi¢na fotografija agaroznog gela na kojoj se mogu vidjeti razdvojeni fragmenti i
razlikovati homozigotni nositelji kratkog alela (SS), homozigotni nositelji dugog alela (LL) i
heterozigotni nositelji (nositelji S i L alela) polimorfizma 5-HTLLPR u genu za serotoninski
prijenosnik; B-DNA biljeg, NK-negativna kontrola

Kemikalije za elektroforezu na gelu agaroze:

e agaroza (Type I-A: Low, SIGMA)
e Diljeg-100 pb DNA standard (1 pg/ul, Invitrogen)
e pufer za nanoSenje (eng. Loading Buffer) (6 x, sastav: 36 % glicerol, 0.05 %
bromfenolno modrilo, 0.05 % ksilen glikol, 30 mM EDTA)
e Tris-acetat-EDTA (TAE) pufer (1 x):
- 10 mM Tris-HCI (Sigma Aldrich)
- 5 mM natrij-acetat (Fluka)
- 0.5mM EDTA (Fluka)
e Dboja SYBR® Safe (Invitrogen)
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2.7. Statisticka analiza podataka

Rezultate sam prikazala kao brojeve i postotke ili kao srednju vrijednost * standardna devijacija
(SD). Razlike u dobi, bodovima na HDRS, HAMA i CAPS ljestvicama te koncentraciji
trombocitnog serotonina izmedu dvije skupine analizirala sam Student t-testom u slucaju
normalne raspodjele podataka ili primjenom Mann-Whitney U testa u slu¢aju kada podaci nisu
bili normalno rasporedeni. Razlike izmedu vise skupina istrazila sam pomoc¢u jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) nakon koje je slijedio Tukeyev test multiple komparacije.
Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine prema tome jesu li LL homozigoti ili nositelji S alela
(osobe s genotipom SS i SL) 5-HTTLPR polimorfizma u genu za serotoninski prijenosnik.
Ucestalost pojedinih alela ili genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u uzorku odredila sam
pomocu y2-testa. y2-test sam takoder koristila za procjenu odstupanja raspodjele promatranih
genotipova od Hardy-Weinbergerove ravnoteze. Standardizirane reziduale (R) izraGunala sam
kako bi odredila koja kategorija je najvise doprinijela odbacivanju nulte hipoteze (Field i sur.,
2012). Kriterij za znacajnost u svim testovima bio je p< 0.05. Sve statisticke analize
napravljene su pomocu programskog rac¢unalnog programa Sigmastat 2.0 (Jandell Scientific
Corp. San Raphael, California, USA) i Microsoft Excel.
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3. REZULTATI
3.1. Demografski i klini¢ki podaci ispitanika

Od 393 veterana, njih 188 (47.8 %) imalo je PTSP, a 205 (52.2 %) imalo je PTSP s
komorbidnom depresijom. Veterani s PTSP-om bez komorbidne depresije imali su znatno veci
ukupan broj bodova na CAPS i HAMA ljestvicama, kao i broj bodova u tocki 4 HAMA
ljestvice te na tockama B2, D1 i D2 na ljestvici CAPS, od veterana s PTSP-om i depresijom.
Veterani s PTSP-om i depresijom bili su znatno stariji i imali su znacajno veéi ukupni broj
bodova na HDRS ljestvici i u tocki 6 HDRS ljestvice od veterana s PTSP-om bez komorbidne
depresije (Tablica 5).

Tablica 5. Demografske i klini¢ke osobine ispitanika s PTSP-om

PTSP sa komorbidnom depresijom

Dob (godine) 41. 0 (38.0-48.0) 43.5 (39.0-50.0)
U=22643.50; P=0.020

HDRS ukupni bodovi 20.0 (16.0-26.0) 26.0 (23.0-30.0)
U=28236.50; P<0.001

HDRS-3 bodovi 2.0 (1.0-3.0) 2.0 (1.0-2.0)
U=19465.50; P=0.656

HDRS-4 bodovi 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0)
U=21872.50; P=0.054

HDRS-5 bodovi 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0)
U=19757.00; P=0.836

HDRS-6 bodovi 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0)
U=23209.50; P=0.001

HAMA ukupni bodovi  28.0 (22.0 -34.5) 28.0 (23.0-29.0)
U=17045.00; P=0.009

HAMA-4 bodovi 2.0 (2.0-3.0) 2.0 (2.0-3.0)
U=17338.50; P=0.010

CAPS ukupni bodovi 79.0 (69.0-100.0) 70.0 (61.0-73.0)
U=11435.00; P<0.001

CAPS-B2 bodovi 6.0 (5.0-7.0) 5.0 (4.0-6.0)

U=12440.50; P<0.001
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CAPS-D1 bodovi 6.0 (5.0-6.0) 5.0 (4.0-6.0)
U=16479.00; P=0.001

CAPS-D2 bodovi 5.0 (4.0-6.0) 4.0 (4.0-5.0)
U=14818.50; P<0.001

Podaci su prikazani kao medijan i 25. i 75. percentila u zagradama; Mann-Whitney U test;
HDRS - Hamiltonova skala za depresiju; HAMA - Hamiltonova skala za anksioznost; CAPS
- Klinicka skala za posttraumatski stresni poremecaj

3.2. Ucestalost pojavljivanja genotipova 5-HTTLPR polimorfizma u genu za serotoninski

prijenosnik u ratnih veterana s PTSP-om

Kao $to je prikazano u tablici 6., ucestalosti pojavljivanja opazenih genotipova polimorfizma
5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik u ispitanika oboljelih od PTSP-a bile su u skladu
s Hardy-Weinbergovom ravnotezom (x2=0.354, p=0.552).

Tablica 6. Dobivena i ocekivana raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu
za serotoninski prijenosnik u ratnih veterana s PTSP-om

Genotipovi LL LS SS
p =0.552 Dobiveno 120 (36.6 %) 161 (49.1 %) 47 (14.3 %)
Ocekivano 122.6 (31.2%) = 155.9 (39.7 %) 49.6 (12.6 %)

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

Kako bi se procijenilo jesu li 5-HTTLPR varijante gena za serotoninski prijenosnik povezane
s PTSP-om, raspodjela genotipova u 393 veterana s PTSP-om usporedila se najprije s
raspodjelom genotipova u 433 zdravih kontrolnih ispitanika muskog spola hrvatskog podrijetla
bez dijagnoze PTSP-a ukljucenih u prijasnjim istrazivanjima (Pivac i sur., 2009; Pivac i sur.,
2010). Rezultati su utvrdili da je ucestalost pojavljivanja genotipova 5-HTTLPR polimorfizma
u kontrolnih ispitanika bila LL (170, 39.3 %), LS (202, 46.6 %) i SS (61, 14.1 %) te se nije
znacajno razlikovala (y2=0.59, df=2, p=0.745) od raspodjele genotipova polimorfizma 5-
HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik u ispitanika oboljelih od PTSP-a (slika 6).
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Slika 6. Raspodjela genotipova 5-HTTLPR polimorfizma u genu za serotoninski prijenosnik
u ispitanika s PTSP-om i zdravih kontrolnih ispitanika. Nisu pronadene znacajne razlike
(x2=0.59, df=2, p=0.745).

Kada su veterani s PTSP-om podijeljeni na one bez i sa komorbidnom depresijom, dobivena
raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om, a bez komorbidne
depresije, nije se znacajno razlikovala od ocekivane (y32=0.0185, p=0.892), odnosno bila je u

skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom (tablica 7).

Tablica 7. Dobivena i o¢ekivana raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu
za serotoninski prijenosnik u ratnih veterana s PTSP-om bez komorbidne depresije

Genotipovi LL LS SS
p =0.892 Dobiveno 73 (38.8 %) 89 (47.3 %) 26 (13.8 %)
‘ Ocekivano 73.4 (39.0%) 88.1 (46.9 %) 26.4 (14.0 %)

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

Kao $to je prikazano u tablici 8, to je utvrdeno i za veterane s PTSP-om i komorbidnom
depresijom, odnosno dobivena raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s
PTSP-om sa komorbidnom depresijom takoder se nije znacajno razlikovala od oc¢ekivane (2=

0.664, p=0.415), odnosno takoder je bila u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.
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Tablica 8. Dobivena i oekivana raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu
za serotoninski prijenosnik u ratnih veterana s PTSP-om i komorbidnom depresijom

Genotipovi LL LS SS
p =0.415 Dobiveno 71 (34.6 %) 104 (50.7 %) 30 (14.6 %)
Ocekivano 73.8 (36.0%) 98.4 (48.0 %) 32.8 (16.0 %)

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

Raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om nije se znatno
razlikovala (y2=0.77, df=2, p=0.680) od raspodjele genotipova u veterana s PTSP-om i
komorbidnom depresijom. Nadalje, ucestalost nositelja S (kombinirani genotip SS i SL) u
odnosu na homozigotni LL genotip (%2=0.58, df=1, p=0.445) nije bila znacajno razliita

izmedu veterana s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije.

3.3. Koncentracija trombocitnog serotonina i ucestalost pojavljivanja genotipova

polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om sa ili bez te§koé¢a spavanja

Veterani s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije podijeljeni su u grupe sa ili bez teSkoca
spavanja prema tockama 4, 5 i1 6 HDRS ljestvice, to¢ki 4 HAMA ljestvice, i to¢kama B2 i D1
CAPS ljestvice.

3.3.1. Veterani s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije podijeljeni u grupe sa ili bez

teSkoc¢a spavanja prema to¢kama 4, 51 6 HDRS ljestvice

Prema toc¢ki 4 HDRS ljestvice (rana insomnija), postojala je znacajna razlika (y2=7.33, df=2,
p=0.026) u ucestalosti LL homozigota i nositelja S alela izmedu veterana s PTSP-om sa ili bez
rane nesanice (tablica 9, slika 7). Ova je razlika bila posljedica vece ucestalosti LL
homozigotnog genotipa u skupini s ocjenom 2 na tocki 4 HDRS ljestvice (R = 1.76). U skupini
ratnih veterana s PTSP-om i komorbidnom depresijom, ucestalost LL homozigotnog genotipa
i nositelja S alela nije se znacajno razlikovala (x2=0.86, df=2, p=0.650) kada su branitelji

podijeljeni prema rezultatima 0, 1 i 2 na tocki 4 (rana nesanica) HDRS ljestvice (tablica 9).
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Tablica 9. Raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om sa ili
bez komorbidne depresije podijeljenih u one bez rane insomnije (0) i one s bodovima 1 ili
2 rane insomnije prema to¢ki 4 HDRS ljestvice

Bodovi to¢ke 4 HDRS ljestvice

LL homozigoti, n (%) 4 (6.5 %) 32 (51.6) 26 (41.9)

5-HTTLPR S nositelji, n (%) 7 (7.3 %) 68 (70.8) 21 (21.9)

x% =7.33, df=2, p=0.026

LL homozigoti, n (%) 3(5.2) 34 (58.6) 12 (36.2)

5-HTTLPR S nositelji, n (%) 3(2.7) 63 (56.8) 45 (40.5)

x* =0.86, df=2, p=0.650

0 - nema poteskoca u uspavljivanju, 1 - povremene teSkoc¢e u uspavljivanju koje traju vise od
pola sata, 2 - ne moze zaspati tijekom veceg dijela noéi
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40 | M LL homozigoti
B S nositelji

30

20

10

;| N
0 1 2

Slika 7. Ucestalost genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om bez depresije
prema bodovima tocke 4 HDRS ljestvice. 0 - nema teSkoca, 1 - povremene teskoce u
uspavljivanju koje traju vise od sat vremena, 2 - ne moZe zaspati tijekom veceg dijela noci;
Znacajno (x2=7.33, df=2, p=0.026) razli¢ita raspodjela LL homozigota i S nositelja
(kombinirani SL i SS genotipovi) izmedu veterana s PTSP-om sa ili bez rane nesanice.

Frekvencija genotipova 5-HTT gena (%)
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Veterani s PTSP-om i komorbidnom depresijom imali su znacajno (t=2.35, df=396, p=0.019)
nizu (0.91 + 0.47) koncentraciju trombocitnog serotonina u usporedbi s veteranima s PTSP-om
bez komorbidne depresije (1.03 £ 0.55). ANOVA (F=11.69, df=2,185, p=0.001) je utvrdila
znacajne razlike u koncentraciji trombocitnog serotonina u veterana s PTSP-om koji su
podijeljeni prema tocki 4 HDRS ljestvice. Naime, kao $to je prikazano na slici 8, Tukeyjev
post-hoc test pokazao je da su veterani s ranom insomnijom (2 boda) imali znac¢ajno visu
koncentraciju trombocitnog serotonina od veterana bez rane insomnije (0 bodova) (p=0.015) i
od veterana s ranom insomnijom (1 bod) (p<0.001). U grupi veterana sa PTSP-om i
komorbidnom depresijom nije utvrdena znacajna povezanost (F=0.55, df=2,202, p=0.581)
izmedu koncentracije trombocitnog serotonina i rane insomnije odredene prema tocki 4 HDRS

ljestvice (slika 8).
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Slika 8. Koncentracija trombocitnog serotonina u veterana s PTSP-om i veterana s PTSP-om i
komorbidnom depresijom podijeljenih prema vrijednostima rane insomnije (tocka 4 HDRS
ljestvice). 0 - nema poteskoca u uspavljivanju, 1 - povremene teskoce u uspavljivanju koje traju
vi$e od pola sata, 2 - ne moze zaspati tijekom veéeg dijela no¢i; * p=0.015 vs. veterani s PTSP-
om s 0 bodova prema tocki 4 HDRS ljestvice (Tukeyjev test); ** p<0.001 vs. veterani s PTSP-
om s 1 bodom prema to¢ki 4 HDRS ljestvice (Tukeyjev test)
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Prema toc¢ki 5 HDRS ljestvice (srednja insomnija) nisu nadene znacajne razlike u koncentraciji
trombocitnog serotonina niti u ucestalosti pojavljivanja genotipova polimorfizma 5-HTTLPR

izmedu veterana s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije (tablica 10).

Tablica 10. Koncentracija trombocitnog serotonina i ucestalost pojavljivanja genotipova
polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om, sa ili bez komorbidne depresije,
podijeljenih u one bez srednje insomnije (0 bodova) i one sa srednjom insomijom (1 ili 2
boda) prema to¢ki 5 HDRS ljestvice (srednja insomnija)

Bodovi to¢ke 5 HDRS ljestvice

Koncentracija trombocitnog 5-HT,

o 1.06 (0.30) 0.98 (0.48) 1.09 (0.65)
srednja vrijednost (SD)

F=0.91; df=2, 185; p=0.405

LL homozigoti, n (%) 0 (0.0) 43 (69.4) 19 (30.6)

5-HTTLPR S nositelji, n (%) 1(1.0) 56 (58.3) 39 (40.7)

x? =2.40, df=2, p=0.301

Koncentracija trombocitnog 5-HT,

L / 0.94 (0.47) 0.85 (0.46)
srednja vrijednost (SD)

F=2.16; df=1,203; p=0.143

LL homozigoti, n (%) / 36 (62.1) 22 (37.9)

5-HTTLPR S nositelji, n (%) / 67 (60.4) 44 (39.6)

x2=0.00, df=1, p=0.960

0 - nema poteskoca, 1 - nemir i uznemirenost tijekom no¢i, 2 - ustaje tijekom noc¢i bar jednom
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Takoder nisu nadene znacajne razlike u koncentraciji trombocitnog serotonina i u ucestalosti

genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije

kada su podijeljeni prema bodovima tocke 6 (kasna insomnija) HDRS ljestvice (tablica 11).

Tablica 11. Koncentracija trombocitnog serotonina i ucestalost pojavljivanja genotipova
polimofizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om, sa ili bez komorbidne depresije,
podijeljenih u one bez kasne insomnije (0 bodova) i one s kasnom insomnijom (1 ili 2
boda) prema tocki 6 HDRS ljestvice (kasna insomnija)

Bodovi to¢ke 6 HDRS ljestvice

Koncentracija trombocitnog 5-HT,

srednja vrijednost (SD) 0.92 (0.44) 0.98 (0.47) 1.15 (0.69)
F=2.18; df=2,186; p=0.116
LL homozigoti, n (%) 3(4.8) 35 (56.5) 24 (38.7)
5-HTTLPR S nositelji, n (%) 7(7.3) 63 (65.6) 26 (27.1)

x% =2.48, df=2, p=0.290

Koncentracija trombocitnog 5-HT,

srednja vrijednost (SD) 0.77 (0.14) 0.92 (0.47) 0.90 (0.47)
F=0.19; df=2,202; p=0.827
LL homozigoti, n (%) 1(1.7) 33 (56.9) 24 (41.4)
5-HTTLPR S nositelji, n (%) 2 (1.8) 53 (47.7) 56 (50.5)

x2=1.29, df=2, p=0.525

0 - nema poteskoca, 1 - budi se u ranim satima, ali se vraca na spavanje, 2 - nakon ranog

budenja ne moZe ponovo zaspati
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3.3.2. Veterani s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije podijeljeni u grupe sa ili bez

teSkoc¢a spavanja prema tocki 4 HAMA ljestvice

Prema bodovima tocke 4 HAMA ljestvice (insomnija) nisu utvrdene znaajne razlike u
koncentraciji trombocitnog serotonina i u ucestalosti genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u

veterana s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije (tablica 12).

Tablica 12. Koncentracija trombocitnog serotonina i u¢estalost pojavljivanja genotipova
polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om, sa ili bez komorbidne depresije,
podijeljenih prema bodovima (1, 2, 3 i 4) tocke 4 HAMA ljestvice (insomnija)

Bodovi to¢ke 4 HAMA ljestvice

Koncentracija trombocitnog 5-

o 0.99 (0.48) 1.05(0.48) 1.02(0.63) 0.99 (0.65)
HT, srednja vrijednost (SD)

F=0.09, df=3,185; p=0.965

LL homozigoti, n (%) 6 (9.7) 28 (45.2) 26 (41.9) 2 (3.2

5-HTTLPR S nositelji, n (%) 9(9.3)  37(38.1) 47(485)  4(4.1)

x? =0.89, df=3, p=0.827

Koncentracija trombocitnog 5-HT,

o 0.84 (0.53) 0.91(0.45) 0.87 (0.50) 1.07 (0.54)
srednja vrijednost (SD)

F=0.50, df=3,202; p=0.680

LL homozigoti, n (%) 2 (3.4) 41 (70.7) 12 (20.7) 3(5.2)

5-HTTLPR S nositelji, n (%) 2(1.8)  82(73.9) 23(20.7)  4(3.6)

x2=0.72, df=3, p=0.869

1 - blaga insomnija, 2 - srednja insomnija, 3 - jaka insomnija, 4 - vrlo jaka insomnija
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3.3.3. Veterani s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije podijeljeni u grupe sa ili bez
teSkoc¢a spavanja prema Kriteriju B2 i D1 CAPS ljestvice

Kao $to je prikazano u tablici 13, nisu nadene znacajne razlike u koncentraciji trombocitnog
serotonina i u ucestalosti pojavljivanja genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s
PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije, podijeljenim prema bodovima kriterija B2 CAPS
ljestvice (ponavljajuci uznemirujuéi snovi).

Tablica 13. Koncentracija trombocitnog 5-HT i 5-HTTLPR genotipovi u veterana s
PTSP-om, sa ili bez komorbidne depresije, podijeljenih u one bez uznemirujucih snova

(0 bodova) i one s uznemirujuc¢im snovima (bodovi 3, 4, 5, 6, 7 ili 8) prema kriteriju B2
CAPS ljestvice (ponavljajuéi uznemirujuéi snovi)

Bodovi kriterija B2 CAPS

ljestvice (uznemirujuéi snovi)

Koncentracija trombocitnog 5- 1.11 098 191 103 1.01 1.15 0.49
HT, srednja vrijednost (SD)  (0.57) (0.45) (0.32) (0.48) (0.54) (0.72) (0.18)

F=1.10; df=6,183; p=0.363

LL homozigoti, 2 2 10 12 18 18 0
n (%) (3.2) (3.2) (16.1) (19.4) (29.0) (29.0) (0.0

5-HTTLPR S nositelji, 0 1 11 28 30 25 2
n (%) (0.0) (1.00 (11.3) (28.9) (30.9) (25.8) (2.1)

x? =7.58, df=6, p=0.270

' Koncentracija trombocitnog 5- 1.01 071 097 098 080 0.88 /
HT, srednja vrijednost (SD)  (0.70) (0.42) (0.43) (0.44) (0.50) (0.28
F=1.90; df=5,199; p=0.096
LL homozigoti, 0 3 11 28 13 3 /
n (%) (0.0) (5.2) (18.9) (48.3) (22.4) (5.2)
5-HTTLPR S nositelji, 6 13 28 38 22 6 /
n (%) (5.3) (11.5) (24.8) (33.6) (19.5) (5.3)

x% =7.58, df=5, p=0.181
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Nadalje, nisu utvrdene znacajne razlike u koncentraciji trombocitnog serotonina i u ucestalosti
pojavljivanja genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u veterana s PTSP-om sa ili bez
komorbidne depresije, podijeljenim prema bodovima kriterija D1 CAPS ljestvice (teskoce
uspavljivanja i spavanja).

Tablica 14. Koncentracija trombocitnog 5-HT i genotipovi polimorfizma 5-HTTLPR u
veterana s PTSP-om, sa ili bez komorbidne depresije, podijeljenih u one bez teskoca
uspavljivanja i spavanja (0 bodova) i one s teSko¢ama uspavljivanja i spavanja (bodovi
3,4,5,6 ili 7) prema Kkriteriju D1 CAPS ljestvice (teSkoée uspavljivanja i spavanja)

Bodovi kriterija D1 CAPS

ljestvice (teskoce spavanja i

uspavljivanja)

x?=7.67, df=5, p=0.175

x?=6.03, df=4, p=0.197

Koncentracija trombocitnog 5- 1.30 1.20 0.88 0.98 1.11 1.03
HT, srednja vrijednost (SD) (0.00) (0.57) (0.37) (0.45) (0.56) (0.90)
F=1.04; df=4,184; p=0.388
LL homozigoti, 0 2 8 22 27 3
5 HTTLPR n (%) (0.0) (32 (12.9) (35.5) (43.6) (4.8
S nositelji, 1 0 11 24 50 11
n (%) (1.0) (0.0)0 (11.3) (24.7) (51.6) (119

Koncentracija trombocitnog 5- 0.90 0.88 0.94 0.87 1.02

HT, srednja vrijednost (SD) (0.75) (0.45) (0.43) (0.50) (0.40)
F=0.50; df=4,200; p=0.735

LL homozigoti, 0 13 19 21 5

n (% 0.0 22.4 32.8 36.2 8.6
& HTTLPR (%) (0.0) (224) (328) (36.2) (8.6)

S nositelji, 29 31 10

/ 7 (6.3)

n (%) (30.6) (26.1) (28.0) (9.0
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4. RASPRAVA

Glavni nalaz ovog istrazivanja je utvrdena znaCajna povezanost varijanti polimorfizma 5-
HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik i koncentracije trombocitnog serotonina s ranom
nesanicom, ali ne i s ostalim poremecajima spavanja kod muskih branitelja s PTSP-om bez
komorbidne depresije. Raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR bila je sli¢na u
veterana s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije, dok je koncentracija trombocitnog
serotonina bila znacajno niza u veterana s PTSP-om i komorbidnom depresijom u usporedbi s
onima bez komorbidne depresije. Znafajno veca koncentracija trombocitnog serotonina i
znacajno veca ucestalost LL genotipa polimorfizma 5-HTTLPR u usporedbi s nositeljima S
alela utvrdena je u veterana s PTSP-om sa simptomima rane nesanice u usporedbi s veteranima
bez rane nesanice. S druge strane, za razliku od hipoteze ove studije, razliciti poremecaji
spavanja uklju¢ujuci ranu nesanicu nisu bili zna¢ajno povezani s genotipovima polimorfizma
5-HTTLPR ili s promijenjenom koncentracijom trombocitnog serotonina u veterana s PTSP-
om i komorbidnom depresijom. Osim toga, genotipovi polimorfizma 5-HTTLPR bili su sli¢no
rasporedeni U veterana s PTSP-om i u kontrolnim ispitanicima. Ovaj rezultat potvrduje
prethodna otkri¢a iz meta-analize koja nije utvrdila znacajnu povezanost izmedu PTSP-a i
razli¢itih varijanti polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik izmedu 2.501
ispitanika s PTSP-om i 11.309 kontrolnih ispitanika (Navarro-Mateu i sur., 2013).

Prema mom saznanju ovo je prvo istrazivanje koje paralelno istrazuje povezanost genotipova
polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik i koncentracije trombocitnog
serotonina s poremecajima spavanja u ispitanika s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije.
Dosadasnji rezultati su potvrdili uklju¢enost sredi$njeg serotoninskog sustava u regulaciji sna,
i iako temeljni mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni, smatra se da serotonin u dorzalnim
rafama regulira druga podru¢ja koja sudjeluju u procesu spavanja i budenja, kao §to su
retikularna jezgra talamusa i ventro-lateralno preopti¢no podrucje i tako modulira normalnu
fiziologiju sna te se poveéana serotonergi¢na aktivnost povezuje s budnos¢u (Gottesmann,
2004; Hornung, 2003; Ursin, 2002). Sredi$nja serotonergi¢na aktivnost je zna¢ajno povezana
s 5-HTTLPR funkcionalnim 44-bp insercijsko/delecijskim polimorfizmom smjestenim u
promotorskoj regiji gena za serotoninski prijenosnik. Varijanta S alela povezuje se sa zna¢ajno
nizim razinama ekspresije serotoninskog prijenosnika, sto rezultira u smanjenoj u¢inkovitosti
transkripcije gena serotoninskog prijenosnika i smanjenom in vitro unosu serotonina u

usporedbi s L alelom (Lesch i sur., 1996).
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Poremecaji spavanja su istaknuti i ¢esti simptomi u PTSP-u (van Liempt, 2012) i depresiji
(Franzen i Buysse, 2008). U ovoj studiji pokazalo se da LL genotip, koji je odgovoran za visu
razinu ponovnog unosa serotonina u presinapticki zavrSetak, odnosno smanjenu razinu
serotonina u sinapsi, u usporedbi s genotipom SS, predstavlja cimbenik rizika za ranu nesanicu
kod veterana s PTSP-om. Naime, znac¢ajno vise LL homozigota nego nositelja S alela utvrdeno
je u ispitanika s PTSP-om s ranom nesanicom. Ovi rezultati se slazu s podacima 0 visoj
ucestalosti L alela u usporedbi s S alelom u opéoj populaciji s loSom kvalitetom sna (Barclay i
sur., 2011). Koliko mi je poznato, do sada nije istrazivana povezanost polimorfizma 5-
HTTLPR s PTSP-om induciranim poremecajima spavanja. LL genotip, odgovoran za viSu
razinu ponovnog unosa serotonina i smanjenu dostupnost serotonina u sinaptickoj pukotini,
mogao bi biti povezan s poremec¢enom prefrontalnom kontrolom u PTSP-u (Grabe i sur., 2009)

ili s viSe simptoma prekomjerne pobudenosti u PTSP-u.

Medutim, S alel polimorfizma 5-HTTLPR bio je povezan s lo§ijom kvalitetom sna u drugim
dijagnostickim kategorijama, kao $to je kroni¢ni stres kod odraslih primarnih skrbnika za
supruznika ili roditelja s demencijom (Brummett i sur., 2007). S alel bio je takoder znatno vise
zastupljen u rotirajucih radnika koji su radili u smjenama viSe od 60 mjeseci i koji su imali
desinkronizirani cirkadijski ritam i poremeéene obrasce sna i budnosti koji su rezultirali u
poremecajima spavanja (Sookoian i sur., 2007). Takoder, S alel je bio ¢es$¢i u skupini zdravih
kineskih radnika s nesanicom (Huang i sur., 2014) ili je bio prekomjerno zastupljen u bolesnika
sa dijagnozom kroni¢ne primarne nesanice i psihofizioloSke nesanice, prema DSM-IV i

Medunarodnoj klasifikaciji poremecaja spavanja (Deuschle i sur., 2010).

Objasnjenje neuskladenih rezultata moglo bi se traziti u razli¢itim dijagnostickim skupinama,
razlikama u procjeni kvalitete spavanja i faza spavanja, etni¢kim i spolnim razlikama te
razli¢itim razinama izlozenosti stresu. Buduci da je SS genotip polimorfizma 5-HTTLPR bio
znacajno povezan s nesanicom iagitacijom izazvanom fluoksetinom kod depresivnih bolesnika
(Perlis i sur., 2003), razlike u podacima iz literature mogu biti posljedica uklju¢ivanja ne-
lijeCenih ispitanika (ova studija) naspram ispitanika koji su primali antidepresivnu terapiju.
Takoder, jedno je moguce objasnjenje da su neki veterani s ranom nesanicom razvili apneju za
vrijeme spavanja za koju je pokazano da je povezana s L-alelom polimorfizma 5-HTTLPR u

kineskoj Han populaciji (Yue i sur., 2008).

Osim toga, predisponirajuci cimbenik za nesanicu je prekomjerna pobudenost, dok je povecana
reaktivnost na stres takoder predisponiraju¢i ¢imbenik za nesanicu i prekomjernu pobudenost

(Harvey i sur., 2014). U ovom istrazivanju veterani s PTSP-om imali su znacajno povecane
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simptome uzbudenja (tj. bodove na ¢lancima D1 i B2 CAPS ljestvice) u usporedbi s veteranima
koji su razvili PTSP kompliciran s komorbidnom depresijom, a ti su simptomi povezani s viSom
razinom stresa. Razina stresa utjece na nesanicu te je pokazano da je S alel kod zdravih kineskih
radnika s niskom, ali ne i visokom razinom stresa, stitio od nesanice (Huang i sur., 2014).
Buduc¢i da u ovom istrazivanju nisu procijenjene razine stresa vezanih uz posao, trenutacno Se
ne mogu potvrditi ovi rezultati. Povezanost polimorfizma 5-HTTLPR sa spavanjem moze biti
ovisna o spolu (Huang i sur., 2014), ali moguéi utjecaj spola iskljucen je u ovom istrazivanju
jer su u studiju ukljuceni samo muski vojnici Hrvatske vojske, dok su druga istrazivanja
ukljuc¢ivala sudionike oba spola (Brummett i sur., 2007; Deuschle i sur., 2010). Varijante
polimorfizma 5-HTTLPR bile su povezane sa simptomima akutnog stresnog poremecaja i
simptomima prekomjerne pobudenosti i izbjegavanja u civilnih zrtava pucanja (Mercer i sur.,
2012) i sa simptomima prekomjerne podrazljivosti u op¢oj populaciji izlozenoj traumatskim
dogadajima s ve¢im rizikom razvoja PTSP-a (Grabe i sur., 2009). Povezanost L alela i slabe
kvalitete sna u opcoj populaciji objasnjava se hipotezom da se S alel snaznije povezuje s

poremecajima spavanja kod populacije s mentalnim poremecajima (Barclay i sur., 2011).

Buduc¢i da u ovoj studiji ni PTSP, a niti PTSP s komorbidnom depresijom nisu bili povezani s
poremecajima spavanja ili sa S alelom polimorfizma 5-HTTLPR, podaci ove studije nisu
podrzali tu hipotezu. Kod ucenika s trajnim uzorkom kratkog sna, otkrivena je prekomjerna
ucestalost SS genotipa polimorfizma 5-HTTLPR u skupinama koje su prijavljivale krace
spavanje i viSe depresivno raspolozenje (Carskadon i sur., 2012). Kako u ovoj studiji nisu
otkrivene nikakve znacajne razlike u ucestalosti genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u
veterana s PTSP-om i komorbidnom depresijom podijeljenim prema razli¢itim poremecajima
spavanja, rezultati ove studije nisu potvrdili da bi poremecaj spavanja izazvan nesanicom,
stresom ili na¢inom zivota mogao predstavljati okolisni ¢imbenik, koji medudjeluje s
genetskom ranjivos¢u i rezultira ve¢im rizikom depresivnih simptoma (Carskadon i sur., 2012).
U skladu s rezultatima ove studije, ucestalost genotipova polimorfizma 5-HTTLPR nije se
razlikovala u bolesnika s depresivnim poremecajem sa ili bez hiperinsomnije izazvane
paroksetinom (Murata i sur., 2013). Nadalje, podaci o S alelu polimorfizma 5-HTTLPR kao
¢imbeniku rizika za razvoj PTSP-a ili depresije nisu bili konzistentni (Goenjian i sur., 2012).
Svi ovi rezultati upucuju na to da su razli¢iti poremecaji spavanja unutar razli¢itih
dijagnostickih kategorija, zajedno s razli¢itim razinama izloZenosti stresu, povezani s razli¢itim

genotipovima polimorfizma 5-HTTLPR koji utje¢u na funkciju serotoninskog prijenosnika.
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Serotonergi¢na aktivnost povezana je s regulacijom cirkadijskoga ritma, a mreza
serotonergi¢nih ziv¢anih zavr§etaka u mozgu nalazi se u suprahijazmati¢noj jezgri koja regulira
cirkadijske ritmove (Ursin, 2002). U ovom istrazivanju utvrdena je periferna koncentracija
serotonina, koriStenjem trombocita kao ograni¢enog perifernog modela srediSnjeg
metabolizma serotonina (Camacho i Dimsdale, 2000; Ehrlich i sur., 2010; Yubero-Lahoz i sur.,
2013) u veteranima s PTSP-om sa ili bez komorbidne depresije i raznih poremecaja spavanja.
Znacajno visa koncentracija trombocitnog serotonina utvrdena je u ratnih veterana s PTSP-om
s najistaknutijim simptomima rane nesanice u usporedbi s veteranima bez rane nesanice. Ovo
otkriée suprotno je podacima o smanjenoj koncentraciji trombocitnog serotonina dobivenim u
istrazivanju na manjoj skupini veterana s PTSP-om i ranom nesanicom (Pivac i sur., 2010),
kao i podacima o sli¢noj koncentraciji trombocitnog serotonina u veterana s PTSP-om sa ili
bez depresije i poremecaja spavanja evaluiranih primjenom Montgomery-Asbergove ljestvice
za depresiju (MADRS), (Muck-Seler i sur., 2003). Ovi rezultati takoder su razli¢iti od podataka
koji pokazuju nizu koncentraciju trombocitnog serotonina u radnika koji rade u smjenama s
problemima spavanja (Sookoian i sur., 2007), kao i od podataka 0 smanjenoj koncentraciji
trombocitnog serotonina u ispitanika s ovisno$¢u o alkoholu i nesanicom (Nenadic Sviglin i
sur., 2011).

Rezultati ove studije upucuju na to da je rana nesanica u PTSP-u (bez komorbidne depresije)
povezana s ve¢om koncentracijom trombocitnog serotonina. Rana nesanica izaziva poremecaje
spavanja, povremene ili no¢ne potesko¢e u uspavljivanju te su stoga veterani s ranom
insomnijom bili viSe uznemireni, ljutiti, agresivniji ili su imali viSe simptoma prekomjerne
pobudenosti nego veterani bez rane nesanice. To je u skladu s viSom koncentracijom
trombocitnog serotonina utvrdenom u veteranima s PTSP-om s psihoti¢nim znac¢ajkama (Pivac
i sur., 2006) ili u agresivnim nasilnim prekrsiteljima (Zhou i sur., 2006). Neocekivano,
koncentracija trombocitnog serotonina nije bila povezana s poremecajima spavanja u skupini
ispitanika s PTSP-om i komorbidnom depresijom, i taj je rezultat potvrdio prethodne rezultate
dobivene na puno manjoj i razli¢itoj skupini veterana s PTSP-om i depresijom (Muck-Seler i
sur., 2003). Nepsihoti¢na depresija povezana je u ranijim studijama s nizom koncentracijom
trombocitnog serotonina (Maurer-Spurej i sur., 2007; Muck-Seler i sur., 1996; Pivac i sur.,
1997), a u ovom istrazivanju utvrdena je niza koncentracija trombocitnog serotonina u veterana

s PTSP-om s komorbidnom depresijom u usporedbi s veteranima s PTSP-om bez depresije.

Budu¢i da je rana nesanica bila povezana s povecanom koncentracijom trombocitnog

serotonina, sli¢na koncentracija trombocitnog serotonina u razli¢itim poremecajima spavanja
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mozda je rezultat normalizacije koncentracije serotonina zbog komorbidne depresije u
depresivnih veterana s PTSP-om i nesanicom. U ovom istrazivanju koncentracija trombocitnog
serotonina bila je povezana samo s komorbidnom depresijom, ali nije bila povezana s drugim
poremecajima spavanja osim rane nesanice. Ovi rezultati su u skladu s onima koji pokazuju
slicnu koncentraciju serotonina u punoj krvi u adolescenata sa ili bez poremecaja spavanja
uzrokovanih epizodnim migrenama, buduci da nije pronadena nikakva povezanost izmedu
koncentracije serotonina u cijeloj krvi i poremecaja spavanja ili ocjena na bilo kojoj psiholoskoj

ljestvici ili specifi¢noj ljestvici spavanja (Pakalnis i sur., 2009).

Ovi neusporedivi podaci mogu se objasniti znatno manjim brojem bolesnika koji su se koristili
U ranijim istraZivanjima, Cinjenicom da su Se u ovoj studiji veterani podijelili prema
komorbidnoj depresiji, primjenom razli¢itih mjernih instrumenata i razli¢itom osjetljivosti i
specificnosti HAMA, HDRS i MADRS ljestvica. Veca koncentracija trombocitnog serotonina
u ranoj nesanici kod veterana s PTSP-om slaze se s ve¢om ucestalos¢u LL genotipa u skupini
s ranom nesanicom. Buduc¢i da je LL genotip odgovoran za ve¢i ponovni Unos serotonina, vise

cirkuliraju¢eg serotonina se Unosi iz krvi u trombocite i tamo pohranjuje.

Koncentracija trombocitnog serotonina nije bila utjecana s genotipom polimorfizma 5-
HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik u veterana s PTSP-om podijeljenim prema
genotipovima polimorfizma 5-HTTLPR i bodovima rane insomije. Medutim, veterani s PTSP-
om s 2 boda na to¢ki 4 HDRS ljestvice imali su ve¢u koncentraciju trombocitnog serotonina u
usporedbi s onima bez rane nesanice, $to upucuje na to da su povecani bodovi nesanice, a ne
genotip 5-HTTLPR polimorfizma, povezani s pove¢anom koncentracijom serotonina. Ovaj
rezultat je u skladu s prethodnim podacima koji ne pokazuju znacajnu povezanost izmedu
koncentracije trombocitnog serotonina i genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u zdravih
kontrolnih ispitanika bijele rase (Pivac i sur., 2009), ali se ne slaze s podacima dobivenim na
mnogo manjoj skupini radnika u smjenama, gdje su nositelji genotipa SS imali niZe razine
trombocitnog serotonina nego nositelji LL ili LS genotipova (Sookoian i sur., 2007). Razlike
u dijagnozama, broju ukljucenih ispitanika, ali i u statistickoj snazi mogli su pridonijeti tim

razlikama.

Ogranicenja ovog istrazivanja ukljucuju ¢injenicu da je studija presjecna te da specificne
ljestvice za mjerenje spavanja nisu koriStene za procjenu poremecaja spavanja. Ispitanici su
etnicki bili Hrvati, pa se rezultati mozda ne mogu generalizirati na sve populacije, a veli¢ina
uzorka mozda nije bila dovoljna za otkrivanje malog uc¢inka polimorfizma 5-HTTLPR na

poremecaje spavanja. Istrazivanje je provedeno za bialelne, a ne za trialelne genotipove
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polimorfizma 5-HTTLPR gena za serotoninski prijenosik. Naime, A/G SNP (rs25531) utjece
na L alel (Lipsky i sur., 2009), a L alel ima transkripcijsku aktivnost slicnu ekspresiji S alela,
dok La alel povecava transkripcijski u¢inak (Lipsky i sur., 2009; Navarro-Mateu i sur., 2013).
Nedavna meta-analiza (Navarro-Mateu i sur., 2013) pokazala je da trialelni pristup, koji
ukljucuje 627 bolesnika s PTSP-om i 3.524 kontrolnih ispitanika, nije promijenio rezultate
dobivene bialelnim pristupom (na 1.874 bolesnika s PTSP-om i 7.785 kontrolnih ispitanika),
koji su evaluirani pomocu ucestalosti alela, i primjenom dominantnog i recesivnog modela.
Stoga razlike izmedu bi- i trialenih pristupa vjerojatno ne mijenjaju dobivene rezultate. S druge
strane, prednosti ovog istrazivanja obuhvacaju procjenu dviju komponenti serotoninskog
sustava u etnicki homogenom bijelom stanovnistvu hrvatskog podrijetla sa zajednickom
traumom te ukljucivanje ne-lije¢enih muskih ratnih veterana sa PTSP-om sa ili bez komorbidne
depresije. Kako su podaci ove studije dobiveni na etnicki homogenoj populaciji, oni se mogu
koristiti u daljnjim meta-analizama, ali dobiveni rezultati trebaju potvrdu na ve¢im skupinama
ispitanika. Budu¢i da nisu svi poremecaji spavanja bili povezani s odabranim komponentama
serotoninskog sustava, potrebne su daljnje studije kako bi se razjasnila povezanost
polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik s poremecajima spavanja u PTSP-

u.
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. ZAKLJUCAK

. Od 393 ispitanika ukljucenih u istrazivanje, 188 (47.8 %) imalo je PTSP, a 205 (52.2 %)
PTSP s komorbidnom depresijom. Ispitanici s PTSP-om bez depresije imali su ve¢i ukupni
broj bodova na CAPS i HAMA ljestvicama te broj bodova tocke 4 HAMA ljestvice i to¢aka
B2, D1 i D2 CAPS ljestvice, od veterana s PTSP-om i depresijom. Ispitanici s PTSP-om i
depresijom bili su stariji i imali su ve¢i ukupni broj bodova na HDRS ljestvici i broj bodova

u tocki 6 HDRS ljestvice od veterana s PTSP-om bez depresije.

. UCestalost pojavljivanja genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski
prijenosnik bila je u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom u svih ispitanika sa PTSP-

om, kao i kad su podijeljeni u veterane s PTSP-om s i bez komorbidne depresije.

. Raspodjela genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik nije se
znacajno razlikovala izmedu ispitanika sa PTSP-om i kontrolnih ispitanika, kao niti izmedu

veterana s PTSP-om s i bez komorbidne depresije.

. Postojala je znacajna razlika u ucestalosti LL homozigota i nositelja S alela polimorfizma
5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik izmedu veterana s PTSP-om sa i bez rane
nesanice (tocka 4 HDRS ljestvice), dok navedene razlike nisu utvrdene u veterana s PTSP-

om i komorbidnom depresijom.

. Veterani s PTSP-om i komorbidnom depresijom imali su nizu koncentraciju trombocitnog

serotonina od veterana s PTSP-om bez komorbidne depresije.

. Prema tocki 4 HDRS ljestvice, veterani s PTSP-om i s ranom insomnijom (2 boda) imali su
znacajno viSu koncentraciju trombocitnog serotonina od veterana bez rane insomnije (0
bodova) i od veterana s ranom insomnijom (1 bod), dok navedene razlike nisu utvrdene u

ispitanika s PTSP-om i komorbidnom depresijom.

. Nisu utvrdene znacajne razlike u koncentraciji trombocitnog serotonina i u ucestalosti
genotipova polimorfizma 5-HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik u veterana s PTSP-
om sa ili bez komorbidne depresije kada su podijeljeni prema bodovima tocke 5 (srednja
insomnija) i tocke 6 (kasna insomnija) HDRS ljestvice, prema bodovima tocke 4 (insomnija)
HAMA ljestvice, kao niti prema bodovima kriterija B2 (ponavljaju¢i uznemirujuci snovi) i

D1 (teskoce uspavljivanja i spavanja) CAPS ljestvice.

. Potrebne su daljnje studije na vise ispitanika da bi se razjasnila povezanost polimorfizma 5-

HTTLPR u genu za serotoninski prijenosnik s poremec¢ajima spavanja u PTSP-u.
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