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COMT - katehol-O-metil transferaza

DA — dopamin

DAT — dopaminergicki transporter

GABA — gama-aminomasla¢na kiselina

LD — neravnoteza udruzivanja

L-DOPA — L-3,4-dihidroksifenilalanin

MAO — monoaminooksidaza

MB-COMT — protein COMT vezan za membranu

NR — ispitanici koji nisu imali dobar odgovor na terapiju

PANSS - ljestvica pozitivnih i negativnih sindroma u shizofreniji
PET — pozitronska emisijska tomografija

PFC — prefrontalni korteks

R — ispitanici koji su pokazali dobar odgovor na terapiju

RCLB — pufer za liziranje eritrocita

RT-PCR — metoda lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
S-COMT - topivi citosolni oblik proteina COMT

SDS — natrij dodecil-sulfat

SE — pufer za liziranje leukocita

SNP — polimorfizam jednog nukleotida

TE — pufer za cuvanje DNA



1. UvOD
1.1. Dopaminergic¢ki sustav

Dopamin (DA) je ekscitacijski neurotransmitor iz skupine kateholamina. Dopaminergicki
neuroni lokalizirani su u srednjem mozgu, medumozgu i olfaktornom bulbusu i zastupaju
manje od 1 % ukupnog broja neurona u mozgu (Chinta i Andersen 2005). Razlikuju se Cetiri
glavna puta dopaminergicke neurotransmisije; nigrostrijatalni put koji sudjeluje u kontroli
pokreta i unosa hrane, mezokortikalni put uklju¢en u kogniciju i procesuiranje emocija,
mezolimbicki put ukljuCen u sustav nagrade i1 uzitka te tuberoinfundibularni put koji
kontrolira sekreciju prolaktina iz hipofize (Marsden 2006). Prostorna distribucija tih puteva

prikazana je na Slici 1.

Frontalni korteks /-17_/
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Slika 1. Prostorna distribucija dopaminergi¢kih putova u mozgu.

Neuroni nigrostrijatalnog puta pruzaju se od crne jezgre (Substantia nigra) do strijatuma.
Mezokortikalni 1 mezolimbicki put zapocinju u ventralnom tegmentalnom podrucju, a
zavrsavaju u frontalnom korteksu i strijatumu. Tuberoinfundibularni put pruza se od
hipotalamusa do hipofize. Preuzeto i prilagodeno s https://www.neupsykey.com/functional-

neuroanatomy-of-the-basal-ganglia/.

S obzirom na to da dopamin sudjeluje u regulaciji mnogih vaznih funkcija u mozgu, vazno je
odrzavanje pravilne razine neurotransmisije i proizvodnje dopamina u neuronima. Istrazivanja
o fizioloskoj ulozi dopamina zapocela su otkricem da gubitak dopaminergickih neurona u

bazalnim ganglijima dovodi do gubitka kontrole nad pokretima u Parkinsonovoj bolesti



(Carlsson 1971). Danas se zna da je dopamin umijesan u niz zdravstvenih poremecaja, kao $to
su depresija, bipolarni poremecaj, diskinezija, shizofrenija, ovisnost itd. (Ashok i sur. 2017,
Berthet i Bezard 2009, Brown i Gershon 1993, Carlsson 1977, Diana 2011).

Prvi korak u sintezi dopamina je ujedno i limitiraju¢i korak, a odnosi se na hidroksilaciju
tirozina u L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) pomoéu enzima tirozin hidroksilaze u
citoplazmi. U drugom koraku dekarboksilacijom L-DOPA-g, pomoc¢u enzima dekarboksilaze
aromatskih L-aminokiselina, nastaje dopamin. Novosintetizirani dopamin pakira se u
sinapticke vezikule do priblizne koncentracije od 10 M (Elsworth i Roth 1997). Pojavom
akcijskog potencijala dolazi do otpustanja dopamina u sinapsu egzocitozom. Ondje se veze na
dopaminske receptore postsinaptickih neurona koji dalje prenose signal. Dopaminski receptori
su receptori koji vezu G-protein (Missale i sur. 1998). Mogu se podijeliti u dvije skupine
prema razlici u njihovoj genskoj strukturi i prema tome djeluju li ekscitirajué¢e (dopaminski
receptori D11 Ds) ili inhibicijski (dopaminski receptori D2, Dz i D4) na enzim adenilil ciklazu i
proizvodnju ciklickog adenozin monofosfata u postsinaptickom neuronu (Missale i sur. 1998).
Za prekid signala dopamin se iz sinapse uklanja dopaminergickim transporterima (DAT) Kkoji
ga prenose natrag u presinapticki neuron gdje se ponovno pakira u sinapticke vezikule ili
degradira. Degradacija dopamina u presinaptickom neuronu odvija se pomoéu enzima
monoaminooksidaze (MAQO), a u postsinaptickom pomocu enzima katehol-O-metil
transferaze (eng. catechol-o-methyltransferase, COMT). Dio dopamina metabolizira se i u

susjednim glija stanicana gdje su prisutna oba enzima (Meiser i sur. 2013).

1.2. Enzim katehol-O-metil transferaza (COMT)

Enzim COMT vazan je za postsinapticku inaktivaciju kateholaminergickih neurotransmitera,
kao S§to su dopamin, adrenalin i1 noradrenalin, 1 smatra se kljuénim regulatorom
dopaminergicke neurotransmisije u prefrontalnom korteksu (eng. prefrontal cortex, PFC).
Uloga enzima COMT izrazito je vazna u PFC-u zbog slabije zastupljenosti DAT-a u toj regiji
mozga (Sesack 1 sur. 1998). Moze se pronac¢i u neuronima i astrocitima, ali prevladava u
mikroglija stanicama. Enzim COMT djeluje tako da u prisutnosti Mg?* Kkatalizira prijenos
metilne skupine sa S-adenozil-metionina na 3'-hidroksilnu skupinu kateholaminske jezgre, u
procesu koji se jo§ naziva i O-metilacija. U slucaju razgradnje dopamina, kao produkt nastaje
3—metoksitiramin koji se dalje pomocu enzima MAO pretvara u homovanili¢nu kiselinu koja

se izluCuje u urei (Meiser 1 sur. 2013). Najvece koncentracije enzima nalaze se u jetri 1



bubrezima gdje sudjeluje u inaktivaciji kateholestrogena i kateholnih lijekova kojima se
tretiraju astma, hipertenzija i Parkinsonova bolest (Axelrod i Tomchick 1958).

1.2.1. Gen COMT i izoforme enzima COMT

Enzim COMT isklju¢ivo je unutarstani¢ni protein koji se pojavljuje u dva oblika: protein
vezan za membranu (eng. Membrane-Bound COMT, MB-COMT) i topivi citosolni oblik
(eng. Soluble COMT, S-COMT) (Jeffery i Roth 1984). Upute za sintezu obiju izoformi
enzima sadrzane su u jedinstvenom genu COMT, veli¢ine oko 28 kb koji se nalazi na 22.
kromosomu u regiji q11.2. Sastoji se od Sest eksona od kojih su prva dva na 5' kraju
nekodiraju¢a. Njegovu ekspresiju kontroliraju dvije zasebne promotorske regije. Distalni
promotor P2 regulira sintezu 1.5 kb duge mMRNA koja kodira MB-COMT, a proksimalni P1
promotor 1.3 kb duge mRNA koja kodira S-COMT. Start kodoni obaju transkripta nalaze se u
tre¢em eksonu dok se zajednicki stop kodon nalazi u $estom eksonu (Tenhunen i sur. 1994).
Struktura gena COMT prikazana je na Slici 2. S obzirom na to da se okviri Citanja preklapaju,
polipeptidne sekvence dviju izoformi su gotovo identi¢ne. Enzim MB-COMT ima hidrofobni
produzetak na N kraju koji mu omogucuje da se usidri u membranu hrapavog
endoplazmatskog retikuluma (Tenhunen i sur. 1994). MB-COMT ima ve¢i afinitet za supstrat,
ali nizu Kkataliticku aktivnost nego S-COMT (Lotta i sur. 1995). Stanice istodobno
eksprimiraju oba oblika enzima, ali u razli¢itim koli¢inama ovisno o tipu stanica i tkiva. MB-

COMT prevladava u mozgu, a S-COMT u vecini ostalih tkiva (Tenhunen i sur. 1994).

EKSON 1 EKSON 2 EKSON 3 EKSON4 EKSONS5  EKSON6
PROMOTOR MB PROMOTOR § | | I |
MB S TGA
ATG ATG
S mRNA
MB mRNA ~/ ~ ~

Slika 2. Struktura gena COMT. Preuzeto i prilagodeno prema Sasaki i sur. (2003).

1.2.2. Polimorfizmi gena COMT i promjena aktivnosti enzima COMT

Polimorfizam jednog nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) naj¢es¢i je
oblik geneticke varijacije u ljudi. Identificiran je niz SNP-ova vezanih uz gen COMT, ali



samo za nekolicinu je poznata funkcija. Smatra se da je varijabilnost gena COMT jedan od
razloga razliite podloznosti neuropsihijatrijskim poremecajima u ¢ijoj je podlozi
neuravnoteZzeno djelovanje kateholaminskih signala i puteva u mozgu (Gatt i sur. 2015). U
ovom radu istrazeni su polimorfizmi rs4680 i rs4818 gena COMT. Naziv rs4680 pripada
najpoznatijem i najbolje istrazenom funkcionalnom SNP-u gena COMT, Val*%%8\et.
Zamjena baze gvanin za adenin (G—A) u Cetvrtom eksonu rezultira zamjenom hidrofobne
aminokiseline valin (Val) s aminokiselinom metionin (Met) u kodonu 158 ili kodonu 108,
ovisno o tome radi li se o izoformi MB-COMT ili S-COMT. Val varijanta enzima COMT
stabilnija je pri fizioloskoj temperaturi i 3 do 4 puta aktivnija u odnosu na Met varijantu
(Lotta i sur. 1995). Aminokiselina na poziciji 158/108 ne nalazi se u aktivnom mjestu veé na
samoj povrSini enzima u blizini veznog mjesta za S-adenozil-metionin. Metionin na toj
poziciji dovodi do destabilizacije veznog mjesta i vece tendencije za agregaciju proteina
(Rutherford i sur. 2008). Takoder, na uzorcima biopsije jetre te stani¢nim linijama COS-1 i
HEK293 uocena je manja koncentracija enzima u homozigota za alel A (Met), sto takoder
moze biti razlog smanjene aktivnosti. Pretpostavlja se da je manja koli¢ina enzima rezultat
povecane razgradnje proteina ili promjena u transkripciji (Shield i sur. 2004). Prevalencija
alela A (Met) seze od oko 62 % u europskim i jugozapadnim azijskim populacijama do 1 % u
juznoameri¢kim populacijama (Palmatier i sur. 1999). Aleli su kodominantni, a G/A ili
Val/Met heterozigoti imaju intermedijarni fenotip. Istrazivanja na enzimu COMT vrlo brzo su
pokazala da jedan polimorfizam ne moze objasniti svu varijabilnost u aktivnosti enzima, ve¢
da ona vjerojatno ovisi o interakciji vise polimorfizama, to jest o haplotipovima. Nackley i
suradnici (2006) htjeli su otkriti poveznicu izmedu varijacija u genu COMT i osjetljivosti na
bol i tendenciji razvoja temporomandibularnog poremecaja zglobova. Pokazali su da
izrazenost ovih svojstava ovisi o tri razli¢ita haplotipa gena COMT, koji svaki na svoj nacin
mijenjaju sekundarnu strukturu mRNA transkripta i tako utjece na stopu degradacije molekule
mRNA, translaciju proteina i konacno enzimsku aktivnost (Nackley 1 sur. 2006). Haplotipove
su definirali kao razli¢ite kombinacije Cetri ucestala polimorfizma rs4680, rs6269, rs4633 i
rs4818. Polimorfizam rs4818 spada u sinonimne SNP-ove §to znaéi da, iako mijenja slijed
baza u genu, ne utjece na strukturu proteinske sekvence. Rije¢ je o zamjeni baze citozin za
gvanin (C—QG) u Cetvrtom eksonu, 64 bp nizvodno od polimorfizma rs4680 (Li 1 sur. 2012).
Medusobni polozaj polimorfizama prikazan je na Slici 3. Alel koji sadrzi gvanin uzrokuje
povecanu ekspresiju gena COMT 1 pojavljuje se u vise od 40 % europske populacije (Roussos
1 sur. 2008). Zanimljivo je Sto haplotip povezan s najslabijom i onaj s najve¢om aktivnosti, U

istrazivanju Nackleyja i sur. (2006), sadrzi isti alel s obzirom na polimorfizam rs4680, ali se

4



oni razlikuju u alelima s obzirom na polimorfizam rs4818. 1z toga bi se dalo zakljuciti da
polimorfizam rs4818 ima veci utjecaj na enzimsku aktivnost od polimorfizma rs4680, ali

detaljna istrazivanja te hipoteze jo$ nisu provedena.
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Slika 3. Pozicije nekih od najznacajnijih polimorfizama gena COMT.

Polimorfizmi rs4680 i rs4818 istaknuti su crvenim okvirom. Preuzeto i prilagodeno prema Li i
sur. (2011).

1.3. Shizofrenija

Shizofrenija je neurorazvojni poremecaj koji ozbiljno narusava zivote oboljelih i njihovih
najblizih, a pogada oko 1 % svjetske populacije (Jablensky i sur. 1992). Predstavlja izrazito
kompliciranu dijagnosti¢ku kategoriju zbog znacajnih razlika u klinickoj prezentaciji bolesti,
simptomima, odgovoru na lijekove i tijeku bolesti. Poremecaj je popracen suptilnim
strukturnim 1 funkcionalnim promjenama u specificnim populacijama Ziv€anih stanica,
imunoloskom sustavu, neurokemijskoj ravnotezi te naro€ito promjenama u serotonergickoyj,
dopaminergickoj, glutamatergickoj i neurotransmisiji posredovanoj gama-amino-maslacnom
kiselinom ili GABA-om (Howes i sur. 2015, Schmidt i Mirnics 2015). Dijagnoza se
uspostavlja klinickim psihijatrijskim pregledom i strukturiranim klini¢kim intervjuom
temeljenim na prisutnosti i trajanju pozitivnih, negativnih, kognitivnih i afektivnih simptoma
prema smjernicama Dijagnostickog i statistiCkog priru¢nika za mentalne poremecaje (DSM).
Ponekad je zbog sli¢nosti simptoma teSko razluditi radi li se o shizofreniji ili nekom drugom

psihoti¢kom ili mentalnom poremecaju (Patel i sur. 2014).

Precizna etiologija bolesti jo$ je uvijek nepoznata. Smatra se da ne postoji jedinstven uzrok
shizofrenije ve¢ da se radi o sloZenoj interakciji gena i okoliSnih ¢imbenika. Istrazivanja na
jednojajcanim i dvojajcanim blizancima potvrduju geneticki aspekt bolesti 1 predvidaju
nasljednost u 80 % slucajeva (Sullivan 1 sur. 2003). Psihijatrijski genomski konzorcij (eng.

Psychiatric Genomics Consortium, PGC) proveo je u periodu od 2014. do sada najopseZniju



asocijacijsku studiju koja obuhvaca ¢itav genom (eng. Genome-Wide Association Studies,
GWAS) kojom je identificirano 108 lokusa za koje se smatra da pridonose riziku za razvoj
bolesti (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium 2014). Za
vecinu njih nepoznat je patoloski mehanizam djelovanja, a ¢ak 83 od 108 lokusa po prvi put
su spomenuti u razvoju shizofrenije (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium 2014). Metodologija proucavanja utjecaja okoliSa na razvoj bolesti
puno je kompliciranija utoliko Sto takvi ¢imbenici po svojoj prirodni nisu egzaktni kao geni 1
teSko ih je mjeriti. Ipak, do sada je otkriven niz ¢imbenika za koje se smatra da su izrazito
vazni U razvoju shizofrenije, kao $to su virusne infekcije i pothranjenost u fetalnoj dobi,
problemi prilikom poroda, traume u ranoj djecjoj dobi, stresovi u odrasloj dobi, itd. (Brown
2011).

Simptomi shizofrenije mogu se podijeliti na pozitivne, negativne, kognitivne i afektivne.
Vizualne i auditorne halucinacije, sumanutosti, ekscesivno ponaSanje, agresija, i psihoti¢ne
epizode rezultat su pretjeranih ili promijenjenih funkcija i svrstavaju se u pozitivne simptome.
Suprotno tome, negativni ili deficitarni simptomi kao $to su socijalna otudenost, smanjena
ekspresija emocija, nedostatak motivacije te poteSkoce u govoru i formiranju misli odnose se
na smanjenje ili gubitak normalnih funkcija (Xavier i Vorderstrasse 2017). Smanjenoj
kvaliteti zivota oboljelih od shizofrenije najvise pridonose poremecaji u kogniciji u koje se
ubrajaju poremecaji paznje, radnog pamcenja, apstraktnog razmisljanja, rjeSavanja zadataka i
razumijevanja drustvenih medudjelovanja (Bowie i Harvey 2006). Afektivni simptomi
ukljucuju depresivne 1 anksiozne simptome, koji povecavaju rizik suicidalnom ponaSanju 1
smanjuju kvalitetu zivota. Terapija antipsihoticima pokazala se uspjesnom u lijeenju
pozitivnih simptoma, ali ima umjeren ili slab utjecaj na negativne simptome i poremecaje u
kogniciji. Smatra se da neki lijekovi s antikolinergi¢nim djelovanjem koji se apliciraju s
ciljem suzbijanja nuspojava odredenih antipsihotika mogu dovesti do pogorSanja kognicije
(Ogino i sur. 2014). No o¢ekuje se da ¢e noviji antipsihotici (antipsihotici druge generacije ili
atipi¢ni antipsihotici) i oni koji ciljaju dopaminske receptore tipa 4, psihostimulanse,
inhibitore COMT-a, i molekularni ciljevi koji ukljucuju glutamat, inhibitore kolinesteraza,
nikotinske i muskarinske agoniste, i parcijalne agoniste serotonina, pokazati umjerene ili ¢ak

povoljne u¢inke na kogniciju i negativne simptome (Penedis i sur. 2016).



1.3.1 Uloga dopamina u shizofreniji

Jedna od vodecih hipoteza o uzroku pojave shizofrenije jesu promjene u dopaminergickom
sustavu neurotransmisije, odnosno stanje povecane koli¢ine dopamina u subkortikalnim
regijama (hiperdopaminergija) i smanjene koli¢ine dopamina u kortikalnim regijama
(hipodopaminergija). Kvantifikacijom radioaktivno oznacene L-DOPA-e, koja je prekursor u
sintezi dopamina, metodom pozitronske emisijske tomografije (PET) (Lyon i sur. 2011) i
enzima tirozin hidroksilaze, koji sudjeluje u sintezi L-DOPA-e iz tirozina, metodom
imunohistokemije (Howes i sur. 2013), pokazana je povecana stopa sinteze i dostupnost
dopamina u presinaptickim neuronima strijatalnog puta subkortikalne regije. Smatra se da
povecana koli¢ina dopamina dovodi do njegovog otpusStanja i prijenosa signala ¢ak 1 u
odsutnosti vanjskog podrazaja §to moze rezultirati halucinacijama i sumanutostima (Winton-
Brown i sur. 2014). Inhibicija dopaminskog receptora D>, specifi¢nog za tu regiju, pokazala
se kao uspjesna metoda suzbijanja pozitivnih simptoma i vodeci je mehanizam djelovanja
antipsihotika (Jafari i sur. 2012). Podru¢je PFC-a u mozgu zaduZeno za radnu memoriju, vise
kognitivne funkcije i svjesne motoricke radnje. Smatra se da smanjena transmisija dopamina
preko dopaminskih receptora D1 u toj regiji moze rezultirati pojavom negativnih i kognitivnih
simptoma shizofrenije (Abi-Dargham 2003). Neki od mogucih razloga su smanjeno
otpustanje dopamina, §to je potvrdeno uporabom metode PET kao i kod hiperdopaminergije u
subkorteksu (Slifstein i sur. 2015), ali i smanjena ekspresija samog dopaminskog receptora D1
Sto pokazuje kvantifikacija mRNA transkripata metodom lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (eng. Real-time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) (Kaalund i sur.
2014). Dva navedena puta dopaminergicke neurotransmisije nisu medusobno neovisna.
Dopaminergicki neuroni u PFC-u tvore sinapse s piramidalnim neuronima koji preko
inhibiraju¢ih GABA neurona reguliraju dopaminergi¢ke neurone koji se iz crne jezgre pruzaju
u strijatum. Na taj nadin kortikalna dopaminergi¢ka aktivnost regulira subkortikalnu
dopaminergicku aktivnost. Prema tome, u slucaju shizofrenije, Smanjena transmisija
dopamina u PFC-u direktno rezultira njenim povecanjem u subkortikalnim regijama (Howes i
Kapur 2009).

1.2.2. Uloga enzima COMT u shizofreniji

Jedno od svakih 3000 — 4000 djece rada se s delecijom regije 22q11.2, a otprilike Cetvrtina
njih kasnije u Zzivotu razvije shizofreniju. Delecijski sindrom 22ql11.2 do danas je

najznacajniji poznati geneticki faktor rizika za razvoj shizofrenije (Van i sur. 2017). Unato¢



tako velikoj povezanosti, delecijski sindrom 22ql11.2 objasnjava tek oko 1 % poznatih
slucajeva shizofrenije. Smatra se da bi preostala ve¢ina mogla biti posljedica raznih varijacija
gena unutar te regije. Jedan od obecavaju¢ih gena kandidata je i gen COMT zbog svojih
brojnih polimorfizama i uloge enzima COMT u regulaciji dopaminergicke neurotransmisije.
Tonicko-fazna hipoteza postulira da postoje dvije vrste transmisije dopamina. Fazi¢ni
dopamin je dopamin kojeg u velikim koli¢inama otpustaju dopaminergi¢ki neuroni u sinapsu
nakon stimulacije akcijskim potencijalom (Miller i sur. 1981). Takav visoko koncentrirani
dopamin preferencijalno se veze za dopaminske receptore D, (Trantham-Davidson i sur.
2004). Tonicki dopamin je dopamin koji se u maloj koli¢ini nalazi u ekstrasinaptickoj tekucini
(Grace 1994) i veZze se za dopaminske receptore D; (Trantham-Davidson i sur. 2004).
Ispustanje tonickog dopamina regulira ispuStanje fazicnog dopamina kroz stimulaciju
autorecepora D2 u sinapsi (Bilder i sur. 2004). Enzim COMT odgovoran je za razgradnju
tonickog dopamina. Smanjena aktivnost COMT-a dovodi do povecane razine tonickog
dopamina i smanjene razine fazi¢nog dopamina u sinapsi izmedu dopaminergickih i
piramidalnih neurona u PFC-u, $to smanjuje inhibiciju i povecava ekspresiju gena za tirozin
hidroksilazu u subkortikalnim dopaminergi¢kim neuronima (Akil i sur. 2003, Bilder i sur.
2004). Na taj nacin aktivnost enzima COMT utjeCe na razinu dopamina u kortikalnim, ali

indirektno i subkortikalnim regijama. Shematski prikaz ove interakcije nalazi se na Slici 4.
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Slika 4. Shematski prikaz utjecaja genotipa gena COMT na razinu dopamina u PFC-u i
subkortikalnim regijama.
Upitnik oznacava da neke projekcije GABA neurona jo$ uvijek nisu potvrdene. Preuzeto i

prilagodeno prema Akil i sur. (2003).



Polimorfizmi gena COMT kao S$to su rs4860, koji rezultira povecanom enzimatskom
aktivno$c¢u, 1 rs4818, koji rezultira povecanom ekspresijom, izravno utjeCu na stopu
transmisije preko dopaminskog receptora Di: koji modulira kognitivne funkcije PFC-a.
Socijalna kognicija, odnosno tumacenje socijalnih informacija, njihova primjena na vlastito
ponasanje te empatija, jedna je od takvih funkcija. Disfunkcija socijalne kognicije jedno je od
obiljezja shizofrenije i ¢ini se da je posebno izrazena u homozigota GG (Val/Val) s obzirom
na polimorfizam rs4680 gena COMT (Tylec i sur. 2017). Homozigoti GG (Val/Val) takoder
imaju smanjenu radnu memoriju (Matsuzaka 1 sur. 2017) te probleme u izvr$nim funkcijama,
koje usmjeravaju i organiziraju ponasanje (Joober i sur. 2002). Polimorfizam rs4818 nesto je
slabije istrazen, ali uocena je poveznica izmedu alela G i manje uspje$nosti u planiranju i
rjeSavanju problema, ali zato boljoj integraciji emocija kod donosenja odluka (Roussos i sur.
2008). Osim na kogniciju, povecana aktivnost enzima COMT utjec¢e i na jacu izraZenost
negativnih simptoma (Mao i sur. 2016). S druge strane, mnoga istrazivanja poput istrazivanja
na kineskoj, hrvatskoj, slovenskoj i1 meksi¢koj populaciji nisu pronasla razliku u
frekvencijama genotipova gena COMT izmedu zdrave populacije i oboljelih od shizofrenije
(Li i sur. 2012, Nikolac i sur. 2013, Terzi¢ i sur. 2016, Tovilla-Zarate i sur. 2013). Smatra se
da ovakvi oprecni rezultati proizlaze iz nedostatka standardizirane definicije fenotipa bolesti,
slabog statistickog znacenja i razlika u etnickim skupinama kod pojedinih istrazivanja ili
premalog broja ukljucenih ispitanika u studiju. Takoder, veéina istraZivanja nije uzela u obzir

moguce interakcije gena COMT s drugim genima ili pak okoliSnim ¢imbenicima.

1.3.3. Terapija antipsihoticima

Kako se simptomi shizofrenije mogu znatno razlikovati od bolesnika do bolesnika, u smislu
izrazenosti simptoma te u njihovim kombinacijama, ne postoji jedinstven lijek koji je
uéinkovit u svih bolesnika. Odgovor na terapiju antipsihoticima izrazito varira izmedu
pojedinih pacijenata, a stopa odgovora na terapiju u prosjeku iznosi do 50 % (Lieberman i sur.
2005). Antipsihotici prve generacije ili konvencionalni antipsihotici (neuroleptici) bili su
djelotvorni i blokirali su pozitivne simptome, ali nisu bili djelotvorni u lije¢enju negativnih i
kognitivnih simptoma. Regulirali su dopaminergi¢ku neurotransmisiju vezanjem i blokadom
dopaminskih receptora D2 (Seeman i sur. 1976). Njihov afinitet za receptore D: bio je toliko
visok da su Cesto izazivali teske ekstrapiramidalne nuspojave i tardivnu diskineziju (Conley i

Kelly 2005). Razvoj antipsihotika druge generacije ili atipi¢nih antipsihotika zapoceo je



otkricem klozapina. Klozapin je prvi antipsihotik koji je, osim na dopaminske receptore,
djelovao i na serotoninske 5-HT muskarinske, histaminske i a-adrenergic¢ke receptore (Igbal i
sur. 2003). Njegova efektivnost znatno je veca naspram konvencionalnih antipsihotika,
medutim on je djelotvoran i kod onih bolesnika otpornih na terapiju atipi¢énim antipsihoticima
(Kane i sur. 1988, Raguraman i sur. 2005). U ovo sadasSnje istrazivanje ukljuceni su bolesnici
koji su primali monoterapiju olanzapinom, klozapinom, risperidonom i u manjem broju
haloperidolom, flufenazinom i kvetiapinom. Po kemijskoj strukturi olanzapin spada u
tienobenzodiazepine, klozapin u dibenzodiazepin, a risperidon u benzisoksazole (Jafari i sur.
2012). Olanzapin i risperidon su dizajnirani na principu klozapina. lako im se omjeri afiniteta
vezanja (5-HT2a/D>) razlikuju, sva tri antipsihotika imaju ve¢i afinitet prema serotoninskim 5-
HT2a nego dopaminskim D receptorima (Jafari i sur. 2012). Na Stakorima je pokazano da
blokada receptora 5-HT2a dovodi do povecanja razine ekstracelularnog dopamina i
transmisiije preko D1 receptora u PFC-u (Kuroki i sur. 1999). Stoga se smatra da bi omjer 5-
HT.4/D> mogao biti jedan od faktora djelotvornosti antipsihotika u lijeCenju negativnih
simptoma (Meltzer i sur. 1989). Atipi¢ni antipsihotici imaju i svoje nedostatke: oni mogu
prouzro¢iti razne metabolicke nuspojave koje ukljucuju netoleranciju na glukozu, znacajan

dobitak na tezini i dislipidemiju (Jeon i Kim 2017).

1.2.4. Farmakogenetika i COMT

Farmakogenetika je podrucje istraZivanja koje pokuSava temeljem genetickih varijacija
predvidjeti u kojih ¢e bolesnika do¢i do poboljsanja klinic¢kog stanja i simptoma nakon
primjene odredenih lijekova, a sve s ciljem individualiziranog pristupa terapiji kako bi se
maksimalno smanjili simptomi kod bolesnika, a da se pri tome izbjegnu i odredene nuspojave.
S obzirom na to da vecéina antipsihotika djeluje na nacin da modulira centralnu
dopaminergicku funkciju, u farmakogenetickim istrazivanjima zanimljivi su geni Kkoji
kodiraju za pojedine sastavnice dopaminergickog sustava, kao $to su dopaminski receptori D2
I D3 te enzim COMT, ali i geni za enzime ukljuene u metabolizam lijekova na primjer
CYP2D6 enzim u jetri (Eum i sur. 2016).

Djelatnost enzima COMT utjeCe na koli¢inu dopamina u kortikalnim i subkortikalnim
regijama u mozgu. Smanjena aktivnost enzima COMT ne mora nuzno imati povoljan ucinak
na djelovanje antipsihotika. Illi i sur. (2007) pokazali su da su nosioci genotipa Met/Met

(AA), koji je povezan sa najnizom aktivnosti enzima COMT, morali primati vec¢e dnevne
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doze konvencionalnih antipsihotika od nosioca genotipova Met/Val (AG) i Val/Val (GG). Taj
se rezultat moze objasniti hipotezom tonicko-faznog dopaminskog signaliziranja. Nosioci
genotipa Met/Met (AA) u istrazivanju Illi i sur. (2007) imali su poveéanu razinu toni¢kog i
smanjenu razinu fazi¢nog dopamina zbog smanjene aktivnosti COMT-a. Rjeda stopa vezanja
fazi¢kog dopamina na receptore D2, zajedno s inhibicijskim djelovanjem konvencionalnih
antipsihotika na D> receptore, razlog je zasto su nosioci genotipa Met/Met (AA) imali losiji
odgovor na terapiju od nosioca ostalih genotipova (Bilder i sur. 2004). Atipi¢ni antipsihotici
slabije se vezu na D2 receptore od konvencionalnih antipsihotika te poti¢u transmisiju preko
D1 receptora zbog ¢ega nosioci genotipa Met/Met (AA) opcenito imaju bolji odgovor na
terapiju od nosioca ostalih genotipova (Huang i sur. 2006). Postoji mnogo oprecnih rezultata
u literaturi glede utjecaja polimorfizama gena COMT na odgovor na terapiju antipsihoticima:
neka suistrazivanja pokazala da polimorfizam rs4680 gena COMT moze pozitivno utjecati na
odgovor na terapiju atipi¢énim antipsihoticima (Bertolino i sur. 2004, Gao i sur. 2012, Han i
sur. 2017, Woodward i sur. 2006), a drugi da nema povezanosti izmedu COMT polimorfizma
i odgovora na terapiju (Illi i sur. 2007, Pelayo-Teran i sur. 2011, Yamanouchi i sur. 2003).
Jedno od predlozenih objasnjenja jest da aktivost COMT-a ovisi o interakciji svih
polimorfizama prisutnih u genu COMT. Razli¢ite osobe imaju razli¢iti odgovor na terapiju
antipsihoticima jer nemaju isti set polimorfizama u genu COMT (Tunbridge i sur. 2006). Za
takve osobe kaze se da zauzimaju razli¢ita mjesta na invertnoj U-krivulji, prikazanoj na Slici
5, koja opisuje ovisnost kortikalne razine dopamina i funkcije PFC-a (Gupta i sur. 2011).
Problem je u tome je $to se za vecinu polimorfizama ne zna njihov ucinak, ako on uopce
postoji, na aktivnost enzima COMT. Polimorfizmi gena COMT obi¢no se odreduju metodom
RT-PCR (Reuter i sur. 2005).
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Funkcija PFC-a —>

Razina kortikalnog dopamina ——

Slika 5. Invertna U-krivulja koja prikazuje ovisnost funkcije PFC-a o razini kortikalnog
dopamina.

Preuzeto i prilagodeno prema Gupta i sur. (2011).



2. CILJ RADA

Zbog nedostatka pouzdanih i uskladenih podataka u literaturi, povezanost terapijskog
odgovora na antipsihotike s genetickom podlogom, i to gena COMT, u shizofreniji nije
dovoljno razjasnjena. Cilj ovog istrazivanja je pokazati postoji li povezanost izmedu dva
polimorfizma (rs4680 i rs4818) gena COMT i odgovora na terapiju antipsihoticima u
pacijenata sa shizofrenijom. Oba navedena polimorfizma smjeStena su unutar istog eksona
gena COMT, a odabrani su pretrazivanjem literature te baze podataka ,,SZgene*
(http://www.szgene.org) i baze SNP-ova (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) u sklopu
baze podataka ,,NCBI“.

Hipoteza ove studije jest da ¢e kombinacija navedenih polimorfizama, tj. kombinacija
odredenih alela oba polimorfizma dodatno pridonijeti modulaciji aktivnosti enzima COMT u

PFC-u (Nackley i sur. 2006), a time i odgovoru na antipsihotike u pacijenata sa shizofrenijom.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni pacijenti oba spola s dijagnosticiranom shizofrenijom (N = 521)
prema kriterijima navedenima u Dijagnostickom 1 statistickom priru¢niku za mentalne
poremecaje, 4. izdanje (DSM-1V) (First i sur. 1995). Ukljuceni su punoljetni ispitanici u dobi
od 19 — 82 godine. Dijagnozu su postavili psihijatri pomocu dijagnosti¢kog klinickog
intervjua. Svim ispitanicima u detalje je objaSnjena svrha i postupak istrazivanja te su Svi
ispitanici dobrovoljno potpisali informirani pristanak. Svi pacijenti lijeceni su u Psihijatrijskoj
bolnici Vrapce ili u Klinici za psihijatriju Klinickog bolnickog centra Zagreb gdje su primili
terapije atipi¢nim antipsihoticima u trajanju od osam tjedana. Sva istrazivanja su provedena
uz odobrenje Etickog povjerenstva Psihijatrijske bolnice Vrapce i KBC-a Zagreb te uz
potpunu suradnju i primjereno razumijevanje sudionika. Istrazivanja su bila potpuno
uskladena s etickim standardima postavljenim HelsinsSkom deklaracijom iz 1964. godine.
Klini¢ka procjena tezine simptoma napravljena je prije i nakon 8 tjedana terapije na temelju
ukupnih bodova na ocjenskoj ljestvici za pozitivne i negativne sindrome (eng. Positive And
Negative Syndrome Scale for Schizophrenia, PANSS). Ljestvicom PANSS procjenjuje se
ukupno 30 stavki od kojih se 7 odnosi na pozitivne simptome, 7 na negativne i 16 na opcée
psihopatoloske simptome. Svaki simptom boduje se po svojoj izrazenosti od 1 do 7
(1=simptom nije prisutan, 7=ekstremna izrazenost), ali u ovoj je studiji prema prijedlogu
Leucht i sur. (2007), pomaknuta skala i bodovanje na raspon od 0 do 6 (O=simptom nije
prisutan, 6=ekstremna izrazenost) (Leucht i sur. 2007). Odgovor na terapiju definiran je kao
50 % pad u broju ukupnih bodova na ljestvici PANSS nakon osam tjedana primanja terapije u
odnosu na pocetni broj bodova na ljestvici PANSS. Odabran je 50 % pad kao prijelomna
vrijednost, jer on reflektira znacajno bolji odgovor na terapiju i kao takav ima vecu vaznost s
klinickog aspekta od, na primjer, 25 % pada koji reflektira minimalno poboljsanje (Leucht i
sur. 2007). Svi sudionici prije ovog istrazivanja nisu primali kroz nekoliko tjedana do mjeseci
nikakve druge oblike terapije. U sklopu klini¢nog intervjua prikupljeni su i podaci o pusenju

na temelju kojih su pacijenti podijeljeni na pusce i nepusace.
3.1.1. Terapije

Svi ispitanici primili su monoterapiju s atipicnim antipsihoticima u trajanju od 8 tjedana:
ukupno je 190 ispitanika (36,5 %) primalo olanzapin (10 — 20 mg dnevno), 99 ispitanika (19,0
%) risperidon (3 — 6 mg dnevno) i 102 ispitanika (19,6 %) klozapin (100 — 500 mg dnevno).
Ispitanici koji su primali neke od drugih antipsihotika, kao Sto su haloperidol (3 — 115 mg
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dnevno), flufenazin (4 — 25 mg dnevno) ili kvetiapin (50 — 800 mg dnevno), grupirani su u

zajednic¢ku skupinu pod nazivom “ostali antipsihotici“ (130 ispitanika, 25 %).

3.2 Izolacija genomske DNA iz krvi

Uzorci krvi svih ispitanika prikupljeni su od osoba koje su bile nataste, pri prvom pregledu u
prijepodnevnim satima tijekom uobicajenih laboratorijskih testova, koriste¢i staklene epruvete
za hematoloske analize (BD Vacutainer®) s 2 ml antikoagulansa ACD koji sadrzi limunsku
kiselinu, natrij citrat i dekstrozu (eng. Acid Citrat Dextrose). Iz svakog uzorka pune Krvi
napravljena je izolacija genomske DNA metodom isoljavanja ili koriste¢i komercijalni
komplet PureLink® Genomic DNA Mini (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). lzolacija
DNA iz krvi isoljavanjem bazira se na metodi koju je uspostavio Miller sa suradnicima
(Miller i sur. 1988). Prednost ove metode, pri obradi velikog broja uzoraka, je u njenoj
jednostavnosti, ekonomicnosti i lako dostupnim kemikalijama te izbjegavanju koristenja
Stetnih organskih otapala poput fenola i izokloroforma. Takoder, metodom isoljavanja
moguce je iz istog volumena pune krvi (200 — 300 ul) dobiti znacajnije ve¢u koncentraciju
genomske DNA u odnosu na koncentraciju genomske DNA koja se dobiva izolacijom iz pune
krvi koristenjem komercijalnih kompleta. Klju¢éni korak u svakoj izolaciji DNA jest
uklanjanje proteina iz uzorka. U ovoj metodi to se postiZe razgradnjom proteina proteinazom
K nakon ¢ega slijedi isoljavanje tj. pove¢avanje koncentracije soli u vodenoj otopini ¢ime se
Smanjuju interakcije izmedu proteina i molekula otapala, a povecavaju protein-protein
interakcije koje dovode do agregacije proteina i njihova taloZenja. Nakon toga DNA se
percipitira pomoc¢u izopropanola. Kod komercijalnog kompleta PureLink® primjenjuje se
tehnika spin kolona. Pri odredenim vrijednostima pH i koncentracije soli DNA ostaje vezana
za silikonsku gel membranu spin kolone 1 tako se uspjesno odvaja od ostatka stani¢nog lizata
koji kroz nju prolazi. Ova metoda puno je brza od metode isoljavanja, ali daje nizu
koncentraciju DNA. Kvantiteta i kvaliteta izolirane genomske DNA provjerena je uporabom
Nanodrop aparata (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA) slijede¢i upute proizvodaca. Prinos
metode isoljavanja je 40,8 + 4,3 ug DNA / mL krvi, a komercijalnog kompleta PureLink® 3 —
10 pg DNA /200 pL Krvi.
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3.2.1. 1zolacija genomske DNA metodom isoljavanja

Epruvete s odmrznutim uzorcima krvi stavljene su na valjkastu mijesalicu 15 min dok se krv
nije u potpunosti homogenizirala. Otpipetirano je 300 ul krvi u oznacene Eppendorf epruvete
od 1,5 ml i dodano je 900 ul hladnog pufera za liziranje eritrocita (RCLB, eng. Red Cell Lysis
Buffer)(10 mM Tris, Trizma® base, Sigma Aldrich; 5 mM MgCl,, Kemika; 10 mM NacCl,
Kemika; pH = 7,6). Uzorci su izmijeSani na vorteks mijesalici 20 s, a potom ostavljeni na ledu
10 min i centrifugirani (13000 x g, 2 min, 4 °C). Nakon $to se uklonio supernatant s liziranim
eritrocitima od taloga s netaknutim leukocitima, postupak ispiranja ponovljen je jo$ tri puta.
Nakon ispiranja, na talog je dodano 300 ul pufera za liziranje leukocita (SE pufer, eng.
Sodium EDTA buffer)(75 mM NaCl, Kemika; 25 mM EDTA, pH = 7,6, Sigma Aldrich; pH =
8,0), uzorci su kratko izmijeSani na vorteks mijesalici te je dodano 30 pl 10-postotnog
natrijevog dodecil-sulfata (SDS, eng. Sodium Dodecyl Sulfate) (Sigma Aldrich) i 1,5 pl
proteinaze K (TaKaRa, 20 mgml™?). Uzorci su lagano promijesani okretanjem Eppendorf
epruvete te stavljeni na inkubaciju 2 sata u termobloku na 56 °C uz konstantno mijesanje (500
rpm), pri ¢emu je doslo do liziranja leukocita. Na uzorke ohladene na sobnu temperturu
dodana je 1/3 volumena (200 pl) 5 M otopine NaCl-a (Kemika) nakon Cega je uslijedilo
mijeSanje na vorteks mijeSalici 10 s 1 centrifugiranje (13000 x g, 5 min, sobna temperatura).
Supernatant s otopljenom genomskom DNA prebacen je u nove oznaene Eppendorf epruvete
I na njega su dodana 2 volumena (800 ul) hladnog izopropanola (Gram—Mol, min. 99,5 %,
p.a.). Eppendorf epruvete okrenute su nekoliko puta gore-dolje dok nije nastao pelet
istalozene DNA. Centrifugiranjem (12000 x g, 2 min, sobna temperatura) uklonjen je
Supernatant, a na talog je dodano 400 ul 75-postotnog etanola (Gram—Mol, min. 99,5 %, p.a.).
Uzorci su ponovno centrifugirani (12000 x g, 2 min, sobna temperatura), uklonjen je
supernatant i otvorene epruvete stavljene u termoblok na 37 °C dok se nije posusio talog.
Osusenom talogu dodano je 100 ul pufera za ¢uvanje DNA (eng. Tris-EDTA buffer, TE)( 10
mM Tris, Trizma® base, Sigma Aldrich; 1 mM EDTA, pH = 7,6, Sigma Aldrich; pH = 8,0) te
su uzorci ostavljeni preko noci na sobnoj temperaturi kako bi se DNA u potpunosti otopila.

Nakon toga uzorci su pohranjeni na +4 °C.
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3.2.2. Izolacija genomske DNA Kkoriste¢i komercijalni komplet PureLink® Genomic
DNA Mini Kit

Sve koriStene kemikalije, osim etanola, pribavljene su od proizvoda¢a komercijalnog
kompleta (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Prvi korak bio je priprema lizata iz uzoraka
krvi. U sterilnu Eppendorf epruvetu dodano je 200 ul odmrznute krvi, 20 pl proteinaze K i
20 ul RNaze A nakon Cega su uzorci promijesani na vorteks mijesalici i ostavljeni 2 min na
sobnoj temperaturi. U uzorke je potom dodano 200 ul PureLink® Genomic pufera za lizu i
dobro promijeSano na vorteks mijesalici. Eppendorf epruvete stavljene su u termoblok 10
min. na 55°C kako bi se potaknula digestija proteina. Nakon inkubacije dodano je 200 pul 96-
postotnog etanola (Gram-Mol, min. 99,5 %, p.a.) i sve je jo§ jednom promijesano na vorteks
mijesalici. Iduéi korak je izolacija DNA. Ukupni lizat prebacen je u sterilne spin kolone i na
njega je dodano 500 pl pufera za ispiranje 1 nakon ¢ega je uslijedilo centrifugiranje (10000 x
g, 1 min, sobna temperatura). Spin kolone prebacene su u nove kolekcijske mikrotubice, a
stare su bacene. Dodano je 500 pl pufera za ispiranje 2 i ponovljeno centrifugiranje
(maksimalna brzina, 3 min, sobna temperatura). Ovime je zavrSeno ispiranje DNA. Spin
kolone prebacene su u sterilne Eppendorf epruvete od 1,5 ml, dodano je 75 ul pufera za
eluciju PureLink® Genomic i uzorci su ostavljeni 1 min na sobnoj temperaturi. Nakon
centrifuge (maksimalna brzina, 1 min, sobna temperatura) bacene su spin kolone, a izolirana
genomska DNA ostala je otopljena u puferu za eluciju u Eppendorf epruvetama koje su

pohranjene na +4° C.

3.3. Odredivanje genotipa s obzirom na polimorfizme gena COMT

Odredivanje genotipa ispitanika s obzirom na polimorfizme zamjene jedne baze rs4680 i
rs4818 gena COMT provedeno je metodom RT-PCR. Pritom su koriSteni komercijalno
dostupni kompleti za odredivanje polimorfizama jedne baze (ID: C 25746809 50 za rs4680 i
ID: C_2538750 10 za rs4818) tvrtke Applied Biosystems (SAD). Genotipiziranje je
napravljeno na uredaju ,,ABI Prism 7300 Real time PCR System® istog proizvodaca. Za
razliku od tradicionalne PCR reakcije, detekcija amplifikacije odvija se u stvarnom vremenu
pomoc¢u interkaliraju¢ih boja (npr. SYBR Green), fluorescentnog rezonantnog prijenosa
energije (eng. Fluorescent Resonant Energy Transfer) ili kao u ovom sluc¢aju, TagMan®
proba. U svrhu genotipizacije probe su dizajnirane tako da se vezu na kalup izmedu pocetnica,

na poziciji koja sadrzi polimorfizam od interesa. Na 5' kraju oligonukleotidne sekvence probe
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vezana je fluorescentna boja, a na 3' kraju utiSivac koji blokira fluorescenciju dok je proba
¢itava. Ukoliko je doslo do vezanja, proba se prilikom sinteze novog lanca razgraduje 5'—3’
egzonukleaznom aktivnos¢u DNA polimeraze Sto efektivho razdvaja utiSiva¢ 1 boju te
omogucuje detekciju fluorescencije. Fluorescenciju uredaj biljezi kao signal, a jacina i vrsta
signala omogucuju odredivanje genotipa za pojedini uzorak. U reakcijsku smjesu dodaju se
dvije probe oznacene razli¢itim bojama (VIC ili FAM) koje se vezu na istu lokaciju ovisno o
slijedu nukleotida. Uzorak u kojem se biljezi signal samo jedne boje je homozigot za

odgovarajuci alel. Ako su prisutna oba signala, uzorak je heterozigot.
Sadrzaj reakcijskih smjesa prikazan je u Tablici 1, a protokol odvijanja reakcije u Tablici 2.

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za genotipizaciju metodom PCR-a u stvarnom vremenu.

SASTOJAK VOLUMEN

TagMan univerzalna mati¢na mjesavina (2*) 12,5 ul
TagMan mjeSavina proba i pocetnica (20*) 1,25 pl
genomska DNA (1-20 ng) 11,25 pl

ukupni volumen: 25 pl

Tablica 2. Protokol za genotipizaciju metodom PCR-a u stvarnom vremenu.

KORACI TEMPERATURA VRIJEME
pocetni korak 95°C 10 min.
1 ciklus
denaturacija 92 °C 15s
vezanje 1 produljenje pocetnica 60 °C 90s
50 ciklusa

3.4. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada podataka napravljena je u programu Sigma Stat 3.5 (Jandell Scientific
Corp. San Raphael, California, USA). Kolmogorov-Smirnov test koristen je za utvrdivanje
normalnosti razdiobe pojedinih parametara. S obzirom na to da usporedivani podaci (dob,

PANSS bodovi) nisu imali normalnu razdiobu, koristeni su odgovarajuc¢i neparametrijski



testovi Mann-Whitney (pri usporedbi dvije skupine) i Kruskal-Wallisova ANOVA rangova
(pri usporedbi tri ili viSe skupina). Klinicki i demografski parametri (bodovi na ljestvici
PANSS, dob bolesnika) prikazani su kao medijan, raspon i interkvartilni raspon izmedu 25. i
75. percentile. U slucaju kada je Kruskal-Wallisova ANOVA rangova pokazala da postoji
znacajna razlika u odredenom promatranom parametru izmedu pojedinih skupina, napravljena
je odgovarajuca post-hoc analiza kako bi se medusobno usporedile zasebne skupine (Conover,
1999). Za analize u kojima je bilo potrebno provijeriti utjecaj veéeg broja neovisnih varijabli
na jednu ovisnu varijablu koriStena je metoda viSestruke linearne regresije ili metoda
logisticke regresije. Za odredivanje distribucije kategorickih podataka te za provjeru postoji li
odstupanje distribucije genotipova s obziroma na polimorfizme rs4680 i rs4818 gena COMT,
koriSten je Pearsonov y2-test. S obzirom na to da su oba istraZivana polimorfizma smjeStena
unutar cetvrtog eksona gena COMT, pomocu programa Haploview, verzija 4.2 (Broad
Institute of Harvard and MIT, USA) odredena je neravnoteza udruzivanja (LD, eng. Linkage
Disequilibrium) koja je prikazana standardiziranim koeficijentom D'. Vrijednosti D' iznad
0,80 oznacava da su dva istraZivana polimorfizma u LD-u. Procjena parova haplotipova za
svakog pojedinog ispitanika napravljena je pomocu programa PHASE, verzija 2.1.1
(University of Washington, USA). Razina znacajnosti o za sve analize postavljena je na 0,05,

a svi koristeni testovi bili su dvosmjerni.
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4, REZULTATI

4.1. Demografski podaci

Od 521 pacijenata sa shizofrenijom koji su bili ukljuceni u istrazivanje, 352 (67,6 %) su bili
muskog, a 169 (32,4 %) zenskog spola. Dob pacijenata kolebala je od 19 do 82 godine (40,3 +
12,0). Zbog moguceg utjecaja na odgovor na terapiju, pacijenti su dodatno podijeljeni prema

pusenju cigareta na pusace (322 ispitanika, 61,8 %) i nepusace (199 ispitanika, 38,2 %).

Medijan ukupnog broja bodova na ljestvici PANSSo. prije terapije iznosio je 86,0 (raspon od
43 — 144, interkvartilni raspon od 72 — 100), a nakon 8 tjedana terapijepao je na 39,0 (raspon
od 4 — 116, interkvartilni raspon od 24 — 55). Broj bodova i dob ispitanika, podijeljenih prema
skupini antipsihotika koje su primali tijekom 8 tjedana, prikazani su u Tablici 3. Pacijenti
tretirani olanzapinom bili su znac¢ajno mladi od ostalih skupina ispitanika (H = 12,81; p =
0,005; Tablica 3). U vecini podljestvica PANSS-a postojala je znacajna razlika izmedu broja
bodova kod ispitanika tretiranih drugim antipsihoticima u usporedbi sa skupinom ispitanika
koja je primala monoterapiju klozapinom (Tablica 3). I1znimka su broj bodova koji se odnose
na PANSSoe pozitivne i opce psihopatoloske simptome prije terapije olanzapinom i
risperidonom te ukupni PANSSo.s bodovi prije terapije ostalim antipsihoticima. U Tablici 4
prikazana je podjela ispitanika na temelju odgovora na terapiju odredenim antipsihotikom.
Odgovor na terapiju definiran je kao pad u bodovima PANSSos ljestvice i pojedinih
podljestvica za 50 % ili vise prema pocetnom broju bodova na istoj ljestvici koje su bolesnici
ostvarili prije pocetka terapije. Moze se uociti znaCajna razlika u udjelu ispitanika koji su
imali dobar odgovor na terapiju, u odnosu na one koji nisu dobro reagirali na terapiju
odredenim antipsihotikom, kada se usporeduje pad bodova PANSSe.s negativnih simptoma
(> = 29,95; p < 0,001; df = 3). Najmanji postotak pacijenata s odgovorom na terapiju u
pogledu poboljsanja negativnih simptoma (14,7 %) bio je u skupini koji su primali klozapin.
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Tablica 3. Dob i broj bodova na ljestvici za pozitivne i negativne sindrome u shizofreniji (PANSSo.6) u shizofrenih pacijenata na terapiji
olanzapinom, risperidonom, klozapinom ili ostalim antipsihoticima, prije terapije i nakon 8 tjedana terapije.

Dob (godine) 37.0 40,0%* 42,0%* 41 5% 1281 | 0,005
Ukupni PANSSo.s 855% 50 142 830%* 43 144 940 47 141 805 47 141 1443 | 0002
bodovi (tjedan 0)
Ukupni PANSSo.
bodovi (tjedan 8)

39,0* 4 116 36,0* 5 | 89 47,0 15 | 93 32,0* 4 92 14,56 0,002

PANSSo pozitivni 235 | 11 39 22,0 6 39 250 9 38 210~ 6 | 35 1066 | 0014
simptomi (tjedan 0)

PANSSg¢ pozitivni - 8,0* *

simptom (tiedan 8) 9,0 0 25 0 25 115 0 25 65 0 23 1232 | 0,006
PANSSy.s negativni 20,0*

20,0* 3 | 35 7 | 35 23,0 11 36 18,5* 5 36 21,57 < 0,001

simptomi (tjedan 0)
PANSSy ¢ negativni
simptomi (tjedan 8)

12,0*%* 2 31 11,0* 2 | 28 14,0 3 | 29 9,0* 1 29 17,86 < 0,001

PANSSo.e Opéi

psihopatoloski 41,0 20 73 40,0 17 | 73 44,0 16 8 38,5* 15 72 8,05 0,045
simptomi (tjedan 0)

PANSSo.e Opéi

psihopatoloski 18,0* 2 60 17,0* 2 44 21,0 8 46 15,5* 0 48 10,85 0,013

simptomi (tjedan 8)
n, broj ispitanika; min, minimum; max, maksimum

*p < 0,05 vs. klozapin; #p < 0,05 vs. ostali antipsihotici; **p < 0,05 vs. olanzapin (post-hoc test prema Conoveru (1999)).
W. J. Conover. “Practical Nonparametric Statistics.” Third Edition, John Wiley & Sons, New York, 1999
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Tablica 4. Broj i udio shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom, risperidonom,

klozapinom ili ostalim antipsihoticima podijeljenih na ispitanike koji su pokazali dobar

odgovor na terapiju (R) i one koji nisu imali dobar odgovor na terapiju (NR) odredenim

antipsihotikom. Odgovor na terapiju definiran je kao 50 % pad broja bodova na PANSSo.

ljestvici prema pocetnom broju bodova na istoj ljestvici.

Pad ukupnih
PANSSo.6
bodova nakon 8
tjedana terapije

Pad PANSSo.e
bodova
pozitivnih
simptoma nakon
8 tjedana
terapije
Pad PANSSo.e
bodova
negativnih
simptoma nakon
8 tjedana
terapije
Pad bodova
PANSS.¢ opéih
psihopatoloskih
simptoma nakon
8 tjedana
terapije

NR 76 (40,0)
R 114 (60,0)
NR 52 (27,4)
R  138(726)

NR 123 (64,7)

R 67(3523)
NR  83(437)
R 107 (56,3)

38 (38,4)
61 (61,6)

28 (28,3)

71 (71,7)

55 (55,6)

44 (44,4)

42 (42,4)

57 (57,6)

54 (52,9)
48 (47,1)

36 (35,3)

66 (64,7)

87 (85,3)

15 (14,7)

57 (55,9)

45 (44,1)

n, broj ispitanika. Frekvencije su prikazane u zagradama (%).

48 (36,9)
82 (63,1)

39 (30,0)

91 (70,0)

69 (53,1)

61 (46,9)

59 (45,4)

71 (54,6)

7,20 0,066
2,12 0,548
29,95 <0,001
4,93 0,177
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4.2. Polimorfizam rs4680

Raspodjela genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT u promatranom
uzorku nalazila se u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (y> = 0,05; p = 0,830; df = 1). y*>—testom
utvrdeno je da nema znacajne razlike u frekvenciji pojedinih genotipova izmedu muskaraca i
zena (y> = 1,65; p = 0,437; df = 2). Rezultati su pokazali da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u udjelu pojedinih genotipova Met/Met (AA) Met/Val (AG) i Val/Val (GG) s obzirom
na polimorfizam rs4680 gena COMT izmedu skupina ispitanika koji su bili na terapiji
razli¢itim antipsihoticima (y* = 1,43; p = 0,964; df = 6).

Nisu pronadene znacajne razlike u raspodjeli genotipova Met/Met (AA) Met/Val (AG) i
Val/Val (GG) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT u pacijenata podijeljenih na one
koji su imali dobar odgovor na terapiju odredenim antipsihotikom i onih kod kojih nije doslo
do odgovaraju¢eg poboljsanja simptoma nakon 8 tjedana primanja terapije risperidonom,
klozapinom ili ostalim antipsihoticima (Tablica 5). U pacijenata tretiranih olanzapinom,
takoder, nisu utvrdene znacajne razlike u raspodjeli genotipova s obzirom na polimorfizam
rs4680 gena COMT. Medutim, uocen je trend koji upucuje na razliku udjela pojedinih
genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT nakon podjele ispitanika na one
kod kojih je doslo da znacajnijeg pobolj$anja negativnih (5% = 4,97; p = 0,083), pozitivnih (4
=5,72; p = 0,057) te opéih psihopatoloskih (4* = 5,06; p = 0,080) simptoma nakon 8 tjedana
terapije, u odnosu na one koji nisu pokazali dobar odgovor na terapiju, odnosno one Kkoji nisu

pokazali 50 % poboljsanje spomenutih simptoma bolesti (Tablica 5).
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Tablica 5. Broj i udio genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT u shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom, risperidonom,
klozapinom ili ostalim antipsihoticima podijeljenih na one koji su pokazali dobar odgovor na terapiju (R) i one koji nisu imali dobar odgovor na

terapiju (NR) odredenim antipsihotikom. Odgovor na terapiju definiran je kao 50 % pad broja bodova na PANSSo.s ljestvici.

pad ukupnih PANSSoe N 17 35 24 13 15 10 13 26 15 13 21 14
bodova nakon 8 R (22,4) (46,1) (31,6) (342 (395 (26,3) (24,1) (48,1) (27,80 (27,1) (438) (29,2
tjedana terapije R 29 64 21 13 31 17 13 22 13 17 44 21

(25,4) (56,1) (18,4) (21,3) (50,8) (27,9 (27,1) (458) (27,5) (20,70 @ (53,7) (25,6)
. x*=440;p=0,111 x*=2,15,p=0,341 ¥*=0,12; p=0,940 7=127,p=0,753
Pad PANSSos bodova = N 12 22 18 9 12 7 8 16 12 10 17 12
pozitivnih simptoma R (23,1) (42,3) (34,6) (32,1) (42,9) (250 (22,2) (444) (33,3) (25,6) (43,6) (30,8
nakon 8 tjedana R 34 77 27 17 34 20 18 32 16 20 48 23
terapije (34,6) (55,8) (19,6) (239) (479) (28,2) (27,3) (48,55 (24,2) (22,00 (52,7) (25)33)
=497, p=0,083 ¥*=0,70; p = 0,706 ¥*=1,02; p=0,602 7/=0,92; p=0,630
Pad PANSSo.s bodova = N 31 57 35 17 23 15 22 41 24 16 33 20
negativnih simptoma R (25,2) (46,3) (285) (30,90 (41,8) (27,3) (253) (47,1) (27,6) (232) (47,8) (29,0
nakon 8 tjedana 15 42 10 9 23 12 4 7 4 14 32 15
terapije (22,4)  (62,7) (1490 (20,5) (52,3) (27,3) (26,7) (46,7) (26,7) (23,00 (52,5 (24,6)
¥*=5,72; p = 0,057 ¥*=1,59; p=0,451 ¥*=0,01; p=0,993 ¥=0,37;,p=0,830

Pad PANSSosbodova N 22 36 25 13 17 12 11 29 17 17 25 17

op¢ih psihopatoloskih =~ R (26,5) (43,4 (30,1) (31,0) (40,5 (28,6) (19,3) (50,90 (29,8) (28,8) (42,4) (28,8)

simptoma nakon 8 24 63 20 13 29 15 15 19 11 13 40 18
tjedana terapije (22,4)  (58,9) (18,7) (22,8) (50,9) (26,3) (33,3) (42,2) (244) (18,3) (56,3) (254
%*=5,06; p =0,080 ¥*=1,22; p = 0,544 ¥=261,p=0,271 ¥=2,94,p=0,230

Frekvencije (%) su prikazane u zagradama.




S obzirom na to da je medu ispitanicima Koji su pokazali slabiji odgovor na terapiju
olanzapinom uocen veéi udio homozigota Val/VVal (GG) s obzirom na polimorfizam rs4680
gena COMT u odnosu na druga dva genotipa, pacijenti su dodatno podijeljeni na nosioce alela
Met ili A (homozigoti Met/Met (AA) i heterozigoti Met/Val (AG)) i homozigote Val/Val
(GG). Frekvencija nosioca alela Met (A) bila je znac¢ajno veca u pacijenata koji su imali dobar
odgovor na terapiju olanzapinom naspram onih koji nisu pokazali odgovaraju¢e poboljsanje
simptoma s obzirom na ukupne PANSSq.¢ bodove (y* = 4,37; p = 0,037; df = 1) te PANSSo-6
pozitivne (y* = 4,73; p = 0,030; df = 1) i negativne (* = 4,39; p = 0,036; df = 1) simptome
(Slika 6). Kod PANSSo.s bodova koji se odnose na opce psihopatoloske simptome nije bilo
znacajne razlike u poboljSanju simptoma izmedu ispitanika koji su bili nosioci alela Met (A) |
homozigota Val/Val (GG) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT (i = 3,38; p =
0,066; df = 1).
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Slika 6. Frekvencija nosioca alela Met (A) i homozigota Val/Val (GG) s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT izmedu pacijenata koji su pokazali dobar odgovor i onih

koji nisu dobro reagirali na terapiju olanzapinom. (Nastavlja se na iducoj strani.)
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Slika 6. (Nastavak.) Frekvencija nosioca alela Met (A) i homozigota Val/Val (GG) s obzirom

na polimorfizam rs4680 gena COMT izmedu pacijenata koji su pokazali dobar odgovor i onih

koji nisu dobro reagirali na terapiju olanzapinom. a) ukupni PANSSo.6 bodovi (4* = 4,37; p =
0,037; df = 1); b) PANSSe. pozitivni simptomi (,* = 4,73; p = 0,030; df = 1); ¢) PANSSo-6
negativni simptomi (% = 4,39; p = 0,036; df = 1); d) PANSSo.6 opéi psihopataloski simptomi
(> = 3,38; p = 0,066; df = 1).



Kako bi se iskljuCio potencijalni utjecaj spola, dobi ili puSenja na dobivene rezultate,
napravljena je dodatna analiza povezanosti odgovora na terapiju olanzapinom s
polimorfizmom rs4680 gena COMT, nakon podijele ispitanika na nosioce alela Met (A) i
homozigote Val/Val (GG), koriste¢i metodu logisticke regresije. Za analizu su svi ispitanici
podijeljeni s obzirom na odgovor na terapiju olanzapinom na one koji su pokazali dobar
odgovor na terapiju i one kod kojih nije doSlo do odgovarajuéeg poboljSanja simptoma
bolesti, a model je korigiran za utjecaj spola, dobi i pusenja. Rezultati logisti¢ke regresije
pokazuju da jedino genotip s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT ima znacajan
utjecaj na odgovor na terapiju olanzapinom kada se usporeduje pad ukupnih bodova na
ljestvici PANSSo.s (koeficijent = -0,721; SE = 0,347; p = 0,038), ali sam model (y*=5,45; p =
0,245; df = 4) nije znacajan nakon korekcije za utjecaj spola, dobi i pusenja. Sli¢na je situacija
utvrdena i u slucaju kada se promatra utjecaj spomenutog polimorfizma na pad bodova
podljestvice PANSSo.6 koja se odnosi na pozitivne (% = 5,49; p = 0,240; df = 4; koeficijent = -
0,794; SE = 0,364; p = 0,029), negativne (x> = 8,92; p = 0,063; df = 4; koeficijent = -0,846;
SE = 0,402; p = 0,035) te opée psihopatoloske ()(2 = 9,85; p = 0,043; df = 4; koeficijent = -
0,668; SE = 0,351; p = 0,057) simptome, nakon §to je model korigiran za utjecaj spola, dobi i

pusenja.

Kruskal-Wallis ANOVA-om su dodatno usporedeni padovi PANSSge bodova izmedu
ispitanika koji su podijeljeni s obzirom na terapiju koju su primali, te s obzirom na genotip
gena COMT, a rezultati su prikazani u Tablici 6. Znacajna razlika pada bodova izmedu
nosioca razli¢itih genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT pronadena je
jedino kod ukupnih PANSSe.s bodova (H = 7,93; p = 0,019) i PANSSos bodova koji se
odnose na pozitivne simptome (H = 7,26; p = 0,027) kod pacijenata koji su primali olanzapin
(Tablica 6). Razlika proizlazi iz znaajnijeg pada broja bodova na PANSSe.s ljestvici i
pojedinim podljestvicama kod ispitanika koji su nosioci Met/Val (AG) genotipa u odnosu na
homozigote Val/Val (GG). Imaju¢i na umu prethodne rezultate, pacijenti na terapiji
olanzapinom dodatno su podijeljeni na nosioce alela Met (A) i homozigote Val/Val (GG).
Ponovna usporedba pada PANSSos bodova, putem Mann-Whitney testa jer su usporedene
dvije skupine, pokazala je znacajnu razliku kod ukupnih PANSSe.s bodova (p = 0,006),
PANSSo.s bodova koji se odnose na PANSSos pozitivne (p = 0,007) i PANSSos opce
psihopatoloske (p = 0,043) simptome izmedu ispitanika nosioca alela Met (A) u odnosu na
homozigote Val/Val (GG). Znacajna razlika nije pronadena u slu¢aju PANSSo.s negativnih (p

= 0,064) simptoma bolesti (Slika 7). Ovi rezultati potvrduju ve¢ uocen bolji odgovor na
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terapiju olanzapinom kod osoba koje su nosioci alela Met (A) s obzirom na polimorfizam
rs4680 gena COMT u odnosu na nosioce genotipa Val/Val (GG).

Kako bi se provjerio utjecaj polimorfizma rs4680 na izrazenost simptoma procijenjenih
pomocu ljestvice PANSSo.6 1 njezinih podljestvica, koriStena je metoda visestruke linearne
regresije. Za navedenu analizu svi ispitanici su podijeljeni prema genotipu s obzirom na
istrazivani polimorfizam (nezavisna varijabla) na nosioce alela Met (A) te homozigote
Val/Val (GG), a model je korigiran za utjecaj spola, dobi i pusenja. Kao zavisna varijabla u
viSestrukoj regresijskoj analizi koriSten je broj bodova na ljestvici PANSSo.s 1 pojedinim

podljestvicama.

Rezultati visestruke linearne regresije u slucaju polimorfizma rs4680 gena COMT pokazali su
da postoji znacajna razlika (koeficijent = -0,195; t = -2,72; p = 0,007) u ukupnom broju
bodova ljestvice PANSSo.s izmedu pacijenata podijeljenih na homozigote Val/Val (GG) te
nosioce alela Met (A). Rezultat upucuje na to da je zadani model odgovoran za 3,3 %
(korigirani R? = 0,033; F= 7,40; p = 0,007) varijacije koja je vidljiva u broju bodova na
ljestvici PANSSoe. U slucaju pozitivnih simptoma, rezultati viSestruke linearne regresije
pokazali su da postoji znacajna razlika (koeficijent = -0,204; t = -2,86; p = 0,005) u broju
bodova podljestvice PANSSo.s koja se odnosi na pozitivne simptome bolesti izmedu
pacijenata podijeljenih na homozigote Val/Val (GG) te nosioce alela Met (A). Rezultat
upucuje na to da je zadani model, korigiran za utjecaj spola, dobi i puSenja, odgovoran za 3,7
% (korigirani R?> = 0,037; F= 8,19; p = 0,005) varijacije koja je vidljiva u broju bodova na
pozitivnoj podljestvici PANSSo.6. U slucaju negativnih simptoma, rezultati visestruke linearne
regresije pokazali su da ne postoji znacajna razlika (koeficijent = -0,142; t = -1,96; p = 0,051)
u broju bodova podljestvice PANSSo.6 koja se odnosi na negativne simptome bolesti izmedu
pacijenata podijeljenih na homozigote Val/Val (GG) te nosioce alela Met (A). Rezultat
upucuje na to da zadani model, korigiran za utjecaj spola, dobi i puSenja, nije znacajan
(korigirani R? = 0,008; F= 1,39; p = 0,240). U slu¢aju opé¢ih psihopatoloskih simptoma,
rezultati viSestruke linearne regresije pokazali su da ne postoji znacajna razlika (koeficijent =
-0,137; t = -1,90; p = 0,059) u broju bodova podljestvice PANSSo.¢ koja se odnosi na opce
psihopatoloske simptome bolesti izmedu pacijenata podijeljenin na homozigote Val/Val (GG)
te nosioce alela Met (A). Rezultat upucuje na to da zadani model, korigiran za utjecaj spola,

dobi i pusenja, nije znadajan (korigirani R? = 0,018; F= 1,87; p = 0,118).
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Tablica 6. Pad pocetnih PANSSos bodova (ukupnih i na podljestvicama) izrazen u postocima nakon 8 tjedana terapije olanzapinom,
risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima u shizofrenih pacijenata podijeljenih prema genotipu s obzirom na polimorfizam rs4680 gena
COMT.

Pad ukupnih PANSS,.¢ bodova nakon 8 tjedana terapije

COMT genotip
AA 56,0 83 33 52,4 83 32 50,1 55 23 54,3 83 40
AG 58,2 81 24 58,0 70 28 49,2 66 22 60,0 84 28
GG 49,5 71 23 63,2 76 37 45,5 53 27 54,2 79 33
Kruskal-Wallis test H=7,93;,p=0,019 H=0,37;p=0,832 H=0,04; p=0,981 H=1,37; p=0,505
Pad pozitivnih PANSS.s bodova nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
AA 64,5 81 34 62,2 82 30 52,9 75 21 67,6 88 47
AG 63,6 79 31 61,4 86 31 57,7 89 27 64,3 83 30
GG 52,9 84 26 68,8 84 27 53,3 74 28 60,9 90 40
Kruskal-Wallis test H=7,26; p=0,027 H=0,18; p=10,912 H=0,33; p=0,850 H=0,54; p=0,763
Pad negativnih PANSSy.¢ bodova nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
AA 37,7 80 33 37,2 89 47 28,9 73 13 37,9 88 55
AG 43,5 86 37 48,1 189 41 28,9 67 23 47,6 86 55
GG 36,4 96 29 44,0 92 42 28,2 72 22 44,4 80 47
Kruskal-Wallis test H=3,88;p=0,144 H=1,85; p=0,398 H=0,15, p=0,930 H=0,12, p=0,944
Pad op¢ih psihopatoloskih PANSS,.c bodova nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
AA 51,2 95 34 48,4 86 26 51,9 58 24 44.4 83 30
AG 55,9 93 25 56,8 86 30 45,4 74 23 56,3 87 28
GG 48,3 75 17 53,6 78 39 43,9 46 25 50,0 106 34
Kruskal-Wallis test H=5,22,p=0,074 H=0,22, p=0,897 H=1,60, p=0,449 H=3,61,p=0,164

Vrijednosti su prikazane kao medijan, raspon i interkvartilni raspon (IR).
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Slika 7. Pad PANSSy.6 bodova u shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom podijeljenih na nosioce alela A i homozigote GG s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT. a) ukupni PANSSe.s bodovi (p = 0,006); b) PANSSo.¢ bodovi koji se odnose na pozitivne simptome (p =
0,007); ¢) PANSSo.6 bodovi koji se odnose na negativne simptome (p = 0,064); d) PANSSq.¢ bodovi koji se odnose na opce psihopatoloske
simptome (p = 0,043).
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4.3. Polimorfizam rs4818

Raspodjela genotipova s obzirom na polimorfizam rs4818 gena COMT u promatranom
uzorku nalazila se u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (y> = 0,52; p = 0,470; df = 1). y*> —testom
utvrdeno je da nema znacajne razlike u frekvenciji pojedinih genotipova izmedu muskaraca i
zena (y> = 0,08; p = 0,963; df = 2). Rezultati su pokazali da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u udjelu pojedinih genotipova s obzirom na polimorfizam rs4818 gena COMT izmedu
skupina ispitanika koji su bili na terapiji razli¢itim antipsihoticima (y* = 5,55; p = 0,476; df =
6).

U Tablici 7 usporedene su frekvencije genotipova S obzirom na polimorfizam rs4818 gena
COMT (CC/CG/GG) izmedu pacijenata podijeljenih na one koji su imali dobar odgovor na
terapiju odredenim antipsihotikom i one kod kojih nije doslo do odgovarajuceg poboljsanja
simptoma nakon 8 tjedana primanja terapije olanzapinom, risperidonom, klozapinom ili
ostalim antipsihoticima. Rezultati su pokazali da niti u jednoj istrazivanoj skupini nije bilo
znacajne razlike u distribuciji nosioca pojedinih genotipova s obzirom na spomenuti rs4818
polimorfizam izmedu skupina pacijenata koje su pokazale dobar odgovor na terapiju
odredenim antipsihotikom u odnosu na pacijente koji nisu pokazali Zeljeno poboljSanje
simptoma bolesti kada su se promatrali ukupni bodovi na ljestvici PANSSo.6 te bodovi na
podljestvicama PANSSo.s koji se odnose na pozitivne, negativne i opce psihopatoloske
simptome (Tablica 7). S obzirom na dobivene neznacajne rezultate, nije bilo potrebe

ispitanike dalje dijeliti na nosioce specifi¢nih alela te pojedine homozigote.

Kruskal-Wallis ANOVA-om usporeden je pad bodova na ljestvici PANSSoe i pojedinim
podljestvicama izmedu nosioca odredenih genotipova s obzirom na polimorfizam rs4818 gena
COMT za svaku skupinu ispitanika, no ni tu nije uofena znacajna razlika. Rezultati su

prikazani u Tablici 8.
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Tablica 7. Broj i udio genotipova s obzirom na polimorfizam rs4818 gena COMT kod shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom,
risperidonom, klozapinom ili ostalim antipsihoticima podijeljenih na one koji su pokazali dobar odgovor na terapiju (R) i one koji nisu imali

dobar odgovor na terapiju (NR) odredenim antipsihotikom. Odgovor na terapiju definiran je kao 50 % pad broja bodova na PANSSo.¢ ljestvici.

pad ukupnih PANSSoe N 29 29 18 18 14 6 16 29 9 22 17 9

b R (382 (382 (23,70 (474) (36,8) (158) (29,6) (53,70 (16,70 (458) (354) (18,8)
odova nakon 8

tjedana terapije R 36 62 16 22 30 9 15 25 8 34 36 12
(31,6) (54,4 (140 (36,1 (49,2 (14,8) (313) (52,1) (16,7) (415) (43,9 (14,6)

.~ x*=5,46;p=0,065 ¥*=1,56; p = 0,459 7*=0,04; p=0,983 7=097;p=0,611

Pad PANSSosbodova N 19 21 12 12 11 5 8 20 8 18 16 5
pozitivnin simptoma = R (36,5 (40,4) (23,1) (42,9) (39,3) (17,9 (22,2) (55,6) (22,2) (46,2) (41,00 (12,8

nakon 8 tjedana R 46 70 22 28 33 10 23 34 9 38 37 16
terapije (33,3) (50,7) (15,9 (39,4 (46,5) (14,1) (34,8) (51,5 (13,6) (41,8) (40,7) (17,6)

¥*=2,03; p=0,362 ¥*=0,48; p=0,786 7=2732;p=0,313 7=051;p=0,776

Pad PANSSo.s bodova = N 43 54 26 24 23 8 27 46 14 33 26 10
negativnih simptoma R (35,00 (43,9 (21,1) (436) (41,8) (14,5 (31,0) (52,9 (16,1) (47,8) (37,7) (14,5

nakon 8 tjedana 22 37 8 16 21 7 4 8 3 23 27 11
terapije (32,8) (55,2) (11,9 (36,4 (47,7) (159 (26,7) (53,3) (20,00 (37,7) (44,3) (18,0

¥*=3,27,p=0,195 7*=0,54;p=0,763 7*=0,20; p = 0,906 7*=1,37; p=0,505

Pad PANSSosbodova N 32 32 19 19 15 8 13 34 10 27 21 11
op¢ih psihopatoloskih = R (38,6) (38,6) (22,9) (452) (357) (19,0) (22,8) (59,6) (17,5 (458) (356) (18,6)

simptoma nakon 8 33 59 15 21 29 7 18 20 7 29 32 10
tjedana terapije (30,8) (55,1) (14,00 (36,8) (50,9 (12,3) (40,0) (44,4) (156) (40,8) (451) (141

¥*=5,55; p = 0,062 7*=2,40; p=0,301 ¥*=3,60; p=0,165 7=131;p=0,521

Frekvencije (%) su prikazane u zagradama.
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Tablica 8. Pad pocetnih PANSSos bodova (ukupnih i na podljestvicama) izrazen u postocima nakon 8 tjedana terapije olanzapinom,
risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima kod shizofrenih pacijenata podijeljenih prema genotipu s obzirom na polimorfizam rs4818
gena COMT.

Pad ukupnih PANSS,.¢ bodova nakon 8 tjedana terapije

COMT genotip
CC 53,9 83 32 56,5 79 32 49,5 59 27 55,5 84 32
CG 59,0 81 23 58,1 72 22 48,3 61 23 58,4 78 30
GG 49,5 60 16 62,3 76 47 45-1 53 26 63,9 71 37
Kruskal-Wallis test H=5,32; p=0,070 H=0,07; p= 0,965 H=0,01; p=0,994 H=194;p=0,378
Pad PANSSg.s bodova pozitivnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
CcC 62,1 82 33 61,9 84 30 52,2 75 25 64,6 90 35
CG 66,7 88 32 65,4 81 25 59,7 79 28 63,0 86 33
GG 53,4 79 25 68,8 84 40 51,6 74 27 77,8 85 41
Kruskal-Wallis test H=4,44;p=0,108 H=0,03; p=0,984 H=1,27;p=0,531 H=2,25; p=0,325
Pad PANSSo.s bodova negativnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
cC 38,9 86 34 39,4 89 43 28,6 73 12 42,1 88 49
CG 42,3 104 37 45,5 189 49 28,6 67 24 50,0 85 47
GG 36,1 79 28 47,1 92 48 34,8 72 24 50,0 72 52
Kruskal-Wallis test H=1,93;p=0,381 H=0,62;p=0,734 H =1,56; p = 0,460 H=1,37; p=0,504
Pad PANSSo.s bodova opéih psihopatoloskih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT genotip
CcC 51,2 91 30 51,0 84 29 52,3 68 23 50,0 83 31
CG 55,9 93 26 57,7 86 26 43,7 66 25 53,7 87 28
GG 48,7 70 11 48,7 78 46 44,7 46 25 47,6 106 41
Kruskal-Wallis test H=4,53; p=0,104 H =0,09; p = 0,957 H = 3,20; p = 0,202 H=2,08; p=0,354

Vrijednosti su prikazane kao medijan, raspon i interkvartilni raspon (IR).
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4.4. Haplotipska analiza

Polimorfizmi gena COMT, rs4680 i rs4818, nalaze se u Cetvrtom eksonu i medusobno su
udaljeni samo 64 bp. 1z toga se moZe pretpostaviti da se polimorfizmi u vecini slucajeva
nasljeduju zajedno. Da izmedu polimorfizama postoji neravnoteza udruzivanja (LD, engl.
Linkage disequilibrium) potvrdeno je programom Haploview v.4.2 (D’= 0,96; LOD>2), a
rezultati su prikazani na Slici 8. Istim programom izracunate su i frekvencije Cetiri moguca
haplotipa (Tablica 9).

rs4818
rs4680

Block 1 (0 kb)
1 2

Slika 8. Prikaz analize neravnoteze udruzivanja izmedu polimorfizama gena COMT, rs4680 i
rs4818, u shizofrenih pacijenata. Blokovi neravnoteZze udruzivanja (LD) oznaeni su
trokutom. Vrijednosti u kvadratima predstavljaju vrijednosti LD-a izmedu parova
polimorfizama, a pojedini kvadrati su obojani prema standardnoj Haploview shemi: crvena
boja, LOD >2i D'=1 (LOD se odnosi na logaritamsku vrijednost omjera izgleda).Vrijednost
LD (D’ x 100) izracunata je pomocu pravila o 4 gamete. Vrijednost D' koeficijenta (0,96)

upucuje na visoku povezanost dvaju polimorfizama.

Tablica 9. Frekvencije haplotipova gena COMT u shizofrenih pacijenata, identificiranih
programom Haploview.

C-A 0,499
G-G 0,369
C-G 0,124
G-A 0,008
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Kako bi potvrdili znacajnu povezanost izmedu alela Met (A) polimorfizma rs4680 gena
COMT i boljeg odgovora na terapiju u pacijenata koji su primali olanzapin, usporedena je
frekvencija nosioca C-A haplotipa naspram nosioca ostalih haplotipova u pacijenata
podijeljenih na one koji su imali dobar odgovor na terapiju pojedinim antipsihotikom u
odnosu na ispitanike kod kojih nije utvrden zeljeni ucinak terapije. Haplotip G-A se moze
zanemariti jer mu je ucestalost manja od 1 % (0,8 %). Iz Tablice 10 moze se iscCitati da zaista
postoji znacajna razlika u odgovoru na terapiju olanzapinom kod pacijenata koji su bili
nosioci haplotipa C-A naspram nosioca ostalih haplotipova kada se promatra 50 % pad na
ukupnom broju bodova ljestvice PANSSo.s kao dobar odgovor na terapiju (> = 4,53; p =
0,033) te kada se zasebno gleda pobolj$anje na pojedinim podljestvicama PANSSo.¢ koje se
odnose na pozitivne (y? = 5,36; p = 0,021) i negativne (y* = 3,85; p = 0,050) simptome bolesti.
Razlike nisu utvrdene obzirom na poboljsanje opéih psihopatoloskih simptoma (y* = 3,44; p =
0,064). Medutim, znacajne razlike ponovo su utvrdene samo kod skupine ispitanika koja je
primala terapiju olanzapinom, ali ne i kod skupina koje su primale monoterapiju

risperidonom, klozapinom ili ostalim antipsihoticima (Tablica 10).

Usporedujuci frekvencije ispitanika nakon podjele na ispitanike koji su nosioci isklju¢ivo
haplotipova C-A (C-A/C-A), ispitanike koji su nosioci haplotipa C-A u kombinaciji s nekim
drugim haplotipom (C-A/*) te ispitanike koji nisu nosioci C-A haplotipa (*/*), znaéajna
razlika pronadena je kod ispitanika podijeljenih na one kod kojih je doslo do znacajnog
poboljsanja PANSSo. pozitivnih (* = 6,07; p = 0,048) i op¢ih psihopatoloskih (y? = 6,28; p =
0,043) simptoma nakon terapije olanzapinom te PANSS.¢ pozitivnih (¥ = 7,01; p = 0,030) i
op¢ih psihopatologkih (2 = 9,75; p = 0,008) simptoma nakon terapije klozapinom (Tablica
11).
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Tablica 10. Broj i udio haplotipova (nosioci C-A haplotipa napsram nosioca ostalin haplotipova) s obzirom na polimorfizme rs4680 i rs4818
gena COMT kod shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom, risperidonom, klozapinom ili ostalim antipsihoticima podijeljenih na one koji su
pokazali dobar odgovor na terapiju (R) i one koji nisu imali dobar odgovor na terapiju (NR) odredenim antipsihotikom. Odgovor na terapiju

definiran je kao 50 % pad broja bodova na PANSSy ljestvici.

Pad ukupnih N 25 28 10 39 15 32 16
PANSSos bodova R (61,7) (32,9) (73,7) (26,3) (72,2) (27,8) (66,7) (33,3)
nakon 8 tjedana R 92 22 44 17 35 13 60 22
terapije (80,7) (19,3) (72,1) (27,9) (72,9) (27,1) (73,2) (26,8)
#=453;p=0,033 #=0,03;p=0866 4*°=0,01;p=0937 »*=0,62;p=0,431
Pad PANSSo. N 33 19 21 7 (25,0) 24 12 26 13
bodova pozitivnih = R (63,5) (36,5) (75,0) ’ (66,7) (33,3) (66,7) (33,3)
simptoma nakon 8 R 110 28 51 20 50 16 66 25
tjedana terapije (79,7) (20,3) (71,8) (28,2) (75,8) (24,2) (72,5) (27,5)
7=536;p=0021 4*=0,11;p=0,750 ,*=097;p=0,326 »*°=0,45;p=0,501
Pad PANSS..6 N 87 36 40 15 63 24 47 22
bodova negativnih =~ R (70,7) (29,3) (72,7) (27,3) (72,4) (27,6) (68,1) (31,9)
simptoma nakon 8 56 11 32 12 11 4 45 16
tjedana terapije (83,6) (16,4) (72,7) (27,3) (73,3) (26,7) (73,8) (26,2)
7$=3,85p=0,050 »*=0,00;p=1,000 »*=0,01;p=0,941 ,*=0,50;p=0,479
Pad PANSSo. N 57 26 30 12 40 17 40 19
bodova opéih R (68,7) (31,3) (71,4) (28,6) (70,2) (29,8) (67,8) (32,2)
psihopatoloskih
simptoma nakon 8 |8 (8%64) (1%16) (7227) (2%353) (7%46) (23114) (7%22) (21698)
tjedana terapije ' ' ' ' ’ ' ' ’

7*=3,44;p=0,064

Frekvencije su prikazane u zagradama (%b).

2=0,06;p=0,803 »*=0,37;p=0,545 »*=0,46; p = 0,497
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Tablica 11. Broj i frekvencija genotipova COMT (rs4818-rs4680) kod shizofrenih pacijenata na terapiji olanzapinom, risperidonom, klozapinom

ili ostalim antipsihoticima podijeljenih na one koji odgovaraju i ne odgovaraju na terapiju. Odgovor na terapiju definiran je 50 % padom bodova

na PANSSg ljestvici.

Pad ukupnih PANSSo6
bodova nakon 8 tjedana
terapije

Pad PANSSo.6 bodova
pozitivnih simptoma
nakon 8 tjedana terapije

Pad PANSSq.6 bodova
negativnih simptoma
nakon 8 tjedana terapije

Pad PANSS.s bodova
op¢ih psihopatoloskih
simptoma nakon 8
tjedana terapije

NR

R

NR

NR

R

15 36 25
(29,7 47,4) | (32,9
24 68 22
211)  (59,6) (19,3)
¥*=4,70; p = 0,095
11 22 19
(212)  (423)  (36,5)
28 82 28
(203)  (59.4) (20,3)
2= 6,07 p = 0,048
25 62 36
(203)  (50,4)  (29,3)
14 42 11
(20,9)  (627) (16,4)
¥2=4,10; p= 0,129
20 37 26
(24)  (446) (313)
19 67 21
(17.8)  (62,6) (19,6)

¥=6,28,p=0,043

Frekvencije su prikazane u zagradama (%).

12 16 10
3L6)  (421) (263)
13 31 17
213)  (508) (27.9)
2*=1,37;p=0,503

13 7
8(288) (464 (250
17 34 20
(239)  (479) (282)
=025 p = 0,881
16 24 15
(201)  (436) (27.3)
23 12
9(05) (523 (27,3

¥=1,11;p=0575

12 18 12
(28,6)  (42,9) (28,6)
13 29 15
(22,8)  (50,9) (26,3)

»#=0,69; p =0,708

7 32 15
(130)  (593) (27.8)
13 22 13
271)  (458) (27.)
7 =3,45,p=0,178
2 22 1
56) (6L,1) (333)
18 32 16
273)  (485) (242)
2= 1701 p=0,030
16 a7
(184)  (540) (27.6)
7 4
4687 we7)  (267)

¥ =053; p=0,748

5 35 17
(8,8) (61,4) (29,8)
15 19 11
(333) (422) (244

+#=9,75; p=0,008

10 22 16
(208) (458) (33.3)
17 43 22
207)  (524) (26.8)
7$=0,70; p = 0,704

19 13
1A g7y (333
20 46 25
220)  (505) (27.5)
2= 055: p = 0,759
13 34 22
(188)  (493) (31.9)
14 31 16
230)  (50.8) (26,2)
=063 p=0729
14 26 19
237)  (441) (322)
13 39 19
(183)  (549) (26.8)

¥ =1,54; p = 0,462
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Nosioci C-A haplotipa takoder su imali ve¢i pad ukupnih PANSSo. bodova (U = 2463,5; p =
0,006) te PANSSos bodova koji se odnose na pozitivne (U = 2474,0; p = 0,007) i opce
psihopatoloske (U = 2679,0; p = 0,037) simptome naspram nosioca ostalih haplotipova kod
pacijenata koji su primali terapiju olanzapinom. Razultati su takoder pokazali da nema
znacajne razlike u padu broja bodova na ljestvici PANSSo.¢ i njezinim podljestvicama kod
skupina pacijenata koji su bili na terapiji drugim antipsihoticima (Tablica 12). Kada su
nosioci C-A haplotipa kombinirani kao nosioci genotipova C-A/C-A i C-A/* i usporedeni S
preostalim kombinacijama haplotipova (*/*), utvrdena je znaCajna povezanost genotipa C-A/*
s boljim odgovorom na terapiju olanzapinom s obzirom na pad ukupnih PANSSo.¢ bodova (H
= 7,81; p = 0,020) te PANSSo.¢ bodova koji se odnose na pozitivne (H = 7,47; p = 0,024) i
op¢e psihopatoloske (H = 5,70; p = 0,058) simptome (Tablica 13). S druge strane, kod
ispitanika na terapiji klozapinom moze se uociti da bolesnici s genotipom C-A/C-A imaju
znacajno najveci pad PANSSo.s bodova koji se odnose na opce psihopatoloske simptome (H =
8,13; p = 0,017). U preostalim skupinama nisu potvrdene znacajne razlike u padu bodova s

obzirom na genotip, odnosno kombinacije haplotipova (Tablica 13).
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Tablica 12. Pad pocetnih PANSSos bodova (ukupnih i na podljestvicama) izrazen u postocima nakon 8 tjedana terapije olanzapinom,
risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima kod shizofrenih pacijenata podijeljenih na nosioce C-A haplotipa naspram nosioca ostalih

haplotipova.

Pad ukupnih PANSS,.¢ bodova nakon 8 tjedana terapije

COMT haplotip
Nosioci C-A 57,7 86 26 57,3 83 30 49,5 66 23 57,9 85 32
Ostali 49,5 71 23 63,2 76 37 45,5 53 27 53,6 79 34
Mann-Whitney U test U = 2463,5; p = 0,006 U=9275;p=0,727 U =1016,5; p = 0,884 U=1701,0; p=0,810
Pad PANSS.s bodova pozitivnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip
Nosioci C-A 64,0 81 31 61,4 86 30 54,6 90 27 65,9 86 33
Ostali 52,9 84 26 68,8 84 27 53,3 74 28 58,3 90 40
Mann-Whitney U test U =2474,0; p = 0,007 U=943,0; p=0,820 U =984,5; p=0,699 U=1736,5; p =0,953

Pad PANSS.s bodova negativnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip

Nosioci C-A 42,9 86 37 43,35 198 48 28,9 73 19 47,4 88 56
Ostali 36,4 96 31 44,0 92 42 28,2 72 22 44,2 80 46
Mann-Whitney U test U =2747,0; p = 0,061 U =900,0; p=0,571 U =988,0; p=0,719 U =1714,0; p = 0,862
Pad PANSS.s bodova opc¢ih psihopatoloskih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip
Nosioci C-A 55,0 95 25 54,2 95 28 47,3 74 21 53,8 92 27
Ostali 48,3 75 19 53,6 78 39 43,9 46 25 49,5 106 35
Mann-Whitney U test U =2679,0; p = 0,037 U =950,0; p=10,863 U =1014,5;p=0,872 U =1621,0; p=0,516

Vrijednosti su prikazane kao medijan, raspon i interkvartilni raspon (IR).
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Tablica 13. Pad pocetnih PANSSos bodova (ukupnih i na podljestvicama) izrazen u postocima nakon 8 tjedana terapije olanzapinom,
risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima kod shizofrenih pacijenata podijeljenih na one koji su nosioci samo haplotipa C-A (C-A/C-

A), ispitanike koji su nosioci haplotipa C-A u kombinaciji s nekim drugim haplotipom (C-A/*) te ispitanike koji nisu nosioci haplotipa C-A

- Medijan

Pad ukupnih PANSSo.s bodova nakon 8 tjedana terapije

COMT haplotip
C-A/C-A 55,4 83 33 56,1 79 31 52,5 55 17 55,6 83 32
C-A/* 58,2 81 23 58,0 72 29 46,7 66 24 58,2 84 33
*[* 49,5 71 23 63,2 76 37 45,5 53 27 53,6 79 34
Kruskal-Wallis test H=7,81; p=0,020 H=0,13; p = 0,937 H=3,08; p=0,214 H=0,23; p=0,891
Pad PANSSy.s bodova pozitivnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip
C-A/C-A 64,0 81 36 63,2 80 30 56,4 75 24 68,8 79 45
C-A/* 65,4 79 31 61,3 86 31 52,0 89 28 63,2 86 31
*[* 52,9 84 26 68,8 84 27 53,3 74 28 58,3 90 40
Kruskal-Wallis test H=7,47;,p=0,024 H=0,05;p=0,974 H=1,02; p=0,600 H=0,14; p=0,932
Pad PANSSo.6 bodova negativnih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip
C-A/C-A 43,5 80 34 38,7 89 45 28,9 73 14 50,0 88 56
C-A/* 42,6 86 37 46,2 189 41 28,9 67 22 47,1 86 55
*[* 36,4 96 31 44,0 92 42 28,2 72 22 44,2 80 46
Kruskal-Wallis test H = 3,55; p=0,169 H=1,09; p=0,581 H =0,35; p=0,840 H =0,08; p = 0,960
Pad PANSSy.s bodova opéih psihopatoloskih simptoma nakon 8 tjedana terapije
COMT haplotip
C-A/C-A 48,7 91 37 50,0 84 26 55,8 58 17 48,1 83 31
C-Al* 55,6 93 25 56,0 86 31 43,7 74 24 55,6 87 28
*[* 48,3 75 19 53,6 78 39 43,9 46 25 49,5 106 35
Kruskal-Wallis test H =5,70; p = 0,058 H=0,03; p=0,984 H=28,13; p=0,017 H=1,85; p=0,396

Vrijednosti su prikazane kao medijan, raspon i interkvartilni raspon (IR).
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5. RASPRAVA

Ispitanici koji su primali terapiju klozapinom imali su pretezno veci broj bodova na PANSS.6
ljestvici i podljestvicama od ispitanika koji su primali terapiju olanzapinom, risperidonom i
ostalim antipsihoticima. Razlog tomu mogao bi biti u tome Sto se klozapin, zbog svoje
uc¢inkovitosti, obi¢no prepisuje pacijentima s tezim oblicima shizofrenije koji su otporni na
terapiju drugim antipsihoticima (Warnez i Alessi-Severini 2014). Takoder, ispitanici koji su
primali Klozapin imali su znacajno slabije poboljsanje negativnih simptoma, §to zacuduje s
obzirom da je procijenjena efikasnost klozapina protiv negativnih simptoma jednaka drugim
atipicnim antipsihoticima (Asenjo Lobos 1 sur. 2010), te se klozapin vrlo Cesto propisuje

rezistentnim bolesnicima.
5.1. Polimorfizam rs4680 gena COMT i odgovor na terapiju antipsihoticima

Polimorfizam rs4680 gena COMT podrazumijeva zamjenu baze gvanin za adenin odnosno
aminokiseline valin za metionin u kodonu 158 ili kodonu 108, ovisno o tome radi li se o
izoformi MB-COMT ili S-COMT. Ova zamjena, uslijed smanjene termostabilnosti, rezultira
3-4 puta slabijom aktivnosti enzima COMT zbog Cega se polimorfizam opisuje kao visoko
funkcionalan (Lotta i sur. 1995). U naSem uzorku, od 521 pacijenta s dijagnosticiranom
shizofrenijom, genotipovi s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT (AA/CG/GG) bili
su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi te nije utvrdena razlika u raspodjeli s obzirom na spol i
skupine ispitanika koje su primale terapiju razli¢itim antipsihoticima. Taj je nalaz omogucio
da se bolesnici oba spola mogu usporedivati kao jedna skupina bez podjele na muske i1 zenske

ispitanike sa shizofrenijom.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na znac¢ajnu povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT
I odgovora na terapiju olanzapinom, ali ne i na terapiju risperidonom, klozapinom i ostalim
antispihoticima (haloperidol, flufenazin i kvetiapin) nakon primjene u trajanju od 8 tjedana.
Nosioci alela Met (A) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT bolje su reagirali na
terapiju olanzapinom. Taj je nalaz potvrden jer je pronaden veci udio nosioca alela Met (A) s
obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT u skupini koja je imala bolji terapijski odgovor,
a nosioci alela Met (A) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT imali su znacajno veci
postotak pada bodova na PANSSoe ljestvici naspram homozigota Val/Val (GG). Iste analize
koriStene su i1 za procjenu poboljSanja simptoma nakon 8 tjedana terapije. Nosioci alela Met
(A) pokazali su znacajno poboljSanje pozitivnih i negativnih simptoma nakon 8 tjedana

tijekom kojih su primili terapiju olanzapinom s obzirom na podjelu ispitanika prema
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odgovoru na terapiju, te znacajno poboljSanje pozitivnih simptoma s obzirom na postotak
pada bodova odgovarajuée PANSSo.s podljestvice, naspram homozigota Val/Val (GG) s
obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT. Logistickom regresijom i viSestrukom
linearnom regresijom potvrdeno je da spol, dob i pusSenje nisu utjecali na dobivene rezultate.
Kod op¢ih psihopatoloskih simptoma bio je vidljiv trend koji upucuje na bolji odgovor kod
nosioca alela Met (A) nakon 8 tjedana terapije olanzapinom, no rezultat nije bio znacajan. S
druge strane, nosioci alela Met (A) imali su znacajno veéi pad PANSSo.s bodova koji se
odnose opc¢e psihopatoloSke simptome od homozigota Val/Val (GG) nakon 8 tjedana tijekom
kojih su primali olanzapin, no znacajnost se izgubila nakon korekcije za dob, spol i pusenje.
Unato¢ nedostatku znacajnosti, smatramo da je polimorfizam rs4680 ipak povezan s
poboljsanjem opc¢ih psihopatoloskih simptoma, a ucinak bi mozda bio uo€ljiviji da smo
koristili specijaliziraniji test za procjenu promjena kognitivnih sposobnosti. Usporeden je i
pad broja bodova na PANSSo¢ ljestvici izmedu ispitanika podijeljenih prema terapiji i prema
genotipu s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT bez grupacije razli¢itih genotipova.
Pronadena je znacajna razlika u padu ukupnih PANSSo.s bodova te PANSSo.¢ bodova koji se
odnose na pozitivne simptome izmedu nosioca pojedinih genotipova, a ona proizlazi iz
znacajnijeg pada broja bodova na PANSSe.s ljestvici i pojedinim podljestvicama kod
ispitanika koji su nosioci genotipa Met/VVal (AG) u odnosu na homozigote Val/Val (GG) s
obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT u pacijenata koji su primali olanzapin. To bi
znacilo da intermedijarna aktivnost enzima COMT 1 stopa razgradnje dopamina pogoduju
boljem odgovoru na terapiju olanzapinom s obzirom da je efekt alela na fenotip aditivan.
Takvi rezultati donekle se razlikuju od prijasnjih istrazivanja koja pokazuju da genotip
Met/Met (AA) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT ima znacajno veée poboljsanje
simptoma naspram ostalih genotipova (Bertolino i sur. 2004, Huang i sur. 2016), ali sve
upucuje na to da je alel Met (A) povezan s boljim odgovorom na terapiju. Vazno je istaknuti
da primarna analiza nije pokazala znacajnu razliku u raspodjeli genotipova s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT u ispitanika podijeljenih na one koji su imali dobar odgovor
na terapiju odredenim antipsihotikom i onih kod kojih nije doSlo do odgovarajuceg
poboljSanja simptoma nakon 8 tjedana primanja terapije olanzapinom, risperidonom,
klozapinom ili ostalim antipsihoticima. Jedino kod skupine koja je primala terapiju
olanzapinom bio je uocljiv trend koji je upuéivao na to da ipak postoji razlika u udjelima
genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT nakon podjele ispitanika prema
odgovoru na terapiju. S obzirom na veci udio genotipova Met/Met (AA) i Met/VVal (AG) u

skupini ispitanika s boljim odgovorom na terapiju, u odnosu na homozigote Val/Val (GG),
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odlucili smo podijeliti ispitanike na nosioce alela Met (A) i homozigote Val/Val (GG) s

obzirom na spomenuti polimorfizam.

U sli¢nom istrazivanju, Bertolino 1 sur. (2004) ispitali su u¢inak polimorfizma rs4680 na
odgovor na terapiju olanzapinom kod 30 pacijenata s dijagnosticiranom shizofrenijom. Sli¢no
nasim rezultatima, uocili su da nosioci alela Met (A) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena
COMT imaju znacajno poboljsanje negativnih 1 op¢ih psihopatoloskih simptoma naspram
homozigota GG. Dodatnim testovima ustanovili su da je poboljSanje op¢ih psihopatoloskih
simptoma rezultat poboljSanja procesa radne memorije (Bertolino i sur. 2004). Unato¢
razlikama u znaCajnosti rezultata pojedinih analiza, smatramo da ukupni rezultati naseg
istrazivanja i onog provedenog od strane Bertolina i sur. (2004) upucuju na to da bi
polimorfizam rs4680 gena COMT mogao biti prediktivni marker boljeg odgovora pacijenata s
dijagnosticiranom shizofrenijom u sluc¢aju terapije olanzapinom. S druge strane, Pelayo-Teran
i sur. (2011) nisu pronasli znacajnu povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i odgovora
na terapiju olanzapinom. Glavne razlike izmedu naseg i njihovog istrazivanja su u velicini
uzorka (55 ispitnika kod Pelayo-Teran i sur. naspram 190 ispitanika u naSem istrazivanju),
trajanju terapije (6 tjedana kod Pelayo-Teran i sur. naspram 8 tjedana u naSem istrazivanju) i
bodovnim ljestvicamaza pozitive ili negativne simptome koristenim za procjenu simptoma
(SANS i SAPS ljestvice kod Pelayo-Teran i sur. naspram PANSS ljestvice u naSem

istrazivanju). Smatramo da su to vjerojatni razlozi nepodudarnosti rezultata.

Negativni i op¢i psihopatoloski simptomi vezani su uz slabiju dopaminergicka aktivnost u
PFC-u (Slifstein i sur. 2015). Neka istrazivanja su pokazala da gen COMT moze utjecati na
izrazenost spomenutih simptoma (Molero i sur. 2007, Wright i sur. 2012) dok drugi nisu
uspjeli ponoviti takve rezultate (Barnett i sur. 2008, Mata i sur. 2008, Tovilla-Zarate i sur.
2013). U slucaju polimorfizma rs4680 gena COMT, smatra se da nosioci alela Val (G),
naro¢ito homozigoti Val/Val (GG), mogu imati izraZenije negativne simptome (Mao i sur.
2016, Wang 1 sur. 2010) 1 ve¢i pad u kognitivnim funkcijama (Egan i sur. 2001, Mata 1 sur.
2006). U skladu s tim nalazima, pretpostavljeni farmakogeneticki utjecaj gena COMT mogao
bi biti rezultat kombiniranog utjecaja enzima COMT i antipsihotika na dopaminergicku
aktivnost. Smanjena stopa degradacije dopamina kod nosioca alela Met (A) s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT u PFC-u, zajedno sa antagonistickim djelovanjem
antipsihotika prema dopaminskim receptorima, vracaju dopamin blize optimalnoj razini
potrebnoj za normalno obavljanje funkcija PFC-a i tako dovode do ublazavanja ili potpunog

povlacenja simptoma (Gupta i sur. 2011). Smanjena aktivnost enzima COMT u PFC-u
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indirektno utjeCe i na smanjenje razine dopamina u subkortikalnim regijama (Howes i Kapur
2009) sto bi moglo objasniti zasto je doslo i do znacajnog poboljsanja pozitivnih simptoma
kod nosioca alela Met (A) s obzirom na polimorfizma rs4680 gena COMT kod pacijenata

nakon 8 tjedana primanja terapije olanzapinom.

Sukladno istrazivanjima koja nisu pronasla znac¢ajnu povezanost polimorfizama gena COMT i
odgovora na terapiju klozapinom (Illi i sur. 2007), risperidonom (Yamanouchi i sur. 2003,
Pelayo-Teran i sur. 2011) i haloperidolom (Pelayo-Teran i sur. 2011), niti naSe istrazivanje
nije ustanovilo znacajnu povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i odgovora na terapiju
risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima. Nije u potpunosti jasno zasto je u ovom
istrazivanju primije¢en farmakogeneticki utjecaj polimorfizma rs4680 u kombinaciji s
olanzapinom, ali ne i kod drugih antipsihotika, s obzirom na to da postoje istraZivanja koja
povezuju polimorfizam rs4680 gena COMT s boljim odgovorom na terapiju risperidonom,
klozapinom i kvetiapinom (Gao i sur. 2012, Han i sur. 2017, Woodward i sur. 2006). Nagada
se da bi se te razlike mogle objasniti s mladom dobi ispitanika koji su primali terapiju
olanzapinom, od ispitanika drugih skupina, te razlikama u brojnosti ispitanika izmedu skupina
koje su primale razlicite tipove antipsihotika. Velika koli¢ina opreénih rezultata u
istrazivanjima o farmakogenetiCkom djelovanju gena COMT mogla bi biti posljedica slabe
statisticke znacajnosti pojedinih istrazivanja zbog uklju¢enih malih uzoraka, razlika u
metodoloskom dizajnu, ali i velikih etnickih razlika izmedu ispitivanih skupina (Huang i sur.

2016).
5.2. Polimorfizam rs4818 gena COMT i odgovor na terapiju antipsihoticima

Sinonimni polimorfizam rs4818 gena COMT podrazumijeva zamjenu baze citozin za gvanin u
kodonu 136 (MB-COMT). lako ne dolazi do promjene u slijedu aminokiselina, smatra se da
polimorfizam rs4818 mijenja sekundarnu strukturu molekule mRNA te posljedicno ekspresiju
gena i aktivnost enzima COMT (Nackely i sur. 2006). U nasem su uzorku udijeli genotipova s
obzirom na polimorfizam rs4818 gena COMT (CC/CG/GG) bili u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi, te nije bilo razlike u raspodjeli s obzirom na spol i skupine ispitanika koji su bili na
terapiji razli¢itim antipsihoticima. Rezultati ovog rada upucuju na to da polimorfizam rs4818
gena COMT nije povezan s odgovorom na terapiju olanzapinom, risperidonom, klozapinom i
ostalim antipsihoticima u trajanju od 8 tjedana. Niti u jednoj ispitivanoj skupini nije utvrdena
znacajna razlika u distribuciji nosioca pojedinih genotipova s obzirom na spomenuti

polimorfizam izmedu skupina pacijenata koje su pokazale dobar odgovor na terapiju
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odredenim antipsihotikom u odnosu na pacijente koji nisu pokazali Zeljeno poboljSanje
simptoma bolesti, kada su se promatrali ukupni bodovi na ljestvici PANSSo¢ te bodovi na
podljestvicama PANSSo.s koji se odnose na pozitivne, negativne i opée psihopatoloske
simptome. Tome u prilog ide i ¢injenica da izmedu nosioca odredenih genotipova s obzirom
na polimorfizam rs4818 gena COMT za svaku skupinu ispitanika, nije bilo znacajne razlike u
padu ukupnih bodova PANSSo.s ljestvice te padu bodova na pojedinim podljestvicama. Prema
naSim saznanjima, ovo je prvo ovakvo istrazivanje koje ukljucuje polimorfizam rs4818 na
ispitanicima europskog podrijetla. Do danas je povezanost polimorfizma rs4818 gena COMT i
odgovora na terapiju antipsihoticima kod pacijenata s dijagnosticiranom shizofrenijom jo$
uvijek slabo istrazena. Pretrazivanjem literature pronadena su dva usporediva istrazivanja koja
su provedena na kineskoj Han populaciji. Xu 1 suradnici (2016) su, izmedu ostalog, proveli
istrazivanje o povezanosti polimorfizma rs4818 i odgovora na terapiju risperidonom,
klozapinom, kvetiapinom i klorpromazinom. Sli¢no naSim rezultatima, nije primijecena
povezanost spomenutog polimorfizma i odgovora na terapiju risperidonom i klozapinom. Kod
kineskih ispitanika koji su primali kvetiapin uocen je znacajno veci udio homozigota CC i
heterozigota CG s obzirom na polimorfizam rs4818 u skupini koja je imala dobar odgovor na
terapiju (Xu i sur. 2016). Broj ispitanika u nasem istrazivanju koji su primali kvetiapin bio je
premalen da bi ¢inio zasebnu skupinu s toga je nemoguce procijeniti da li je postojala
povezanost polimorfizma rs4818 gena COMT i odgovora na terapiju nakon 8 tjedana. Nase
istrazivanje i ono provedeno od strane Xu i suradnika (2016) razlikovalo se u veli¢ini uzorka i
dozama propisanih antipsihotika, ali vecina ostalih parametara bila je ista; dobar odgovor na
terapiju definiran padom bodova PANSSo.s ljestvice za 50 % ili viSe, trajanje terapije od 8
tjedana te kriteriji za ukljucivanje pacijenata u istrazivanje. Godinu dana kasnije, ista skupina
provela je istraZivanje o genetickim markerima dobrog odgovora na terapiju risperidonom na
vec¢em uzorku te su uodili da postoji znacajno ve¢i udio nosioca alela C s obzirom na
polimorfizam rs4818 gena COMT u skupini pacijenata koji su pokazali dobar odgovor na
terapiju (Shi i sur. 2017). Autori smatraju da je nepodudarnost u rezultatima barem dijelom
uzrokovana razlikom u veli€ini uzorka, smanjenjem terapije sa 8 na 4 tjedana te razliitim
kriterijima na temelju kojih se vrsio odabir terapije (Shi i sur. 2017). S obzirom na mali broj
provedenih istrazivanja i1 oprecne rezultate nemoguce je sa sigurnos¢u procijeniti povezanost
polimorfizma rs4818 gena COMT i odgovora na terapiju antipsihoticima kod pacijenata s
dijagnosticiranom shizofrenijom. Radi toga te rezultate treba potvrditi ili opovrgnuti s

buduém istraZivanjima koje ¢e ukljuciti ve¢i broj ispitanika.
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5.3. Haplotipska analiza

Programom Haploview potvrdeno je da se polimorfizmi rs4680 i rs4818 gena COMT nalaze u
LD-u, sukladno rezultatima istrazivanja Hoenicka i suradnika (2009) te Gupte i suradnika
(2009). Od dva moguca haplotipa koji sadrze alel od interesa (alel Met ili A s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT), samo je haplotip C-A zastupljen u vise od 1 % naseg
uzorka. Pokazano je da postoji znacajno vec¢i udio nosioca haplotipa C-A u skupini koja je
imala dobar odgovor na terapiju olanzapinom u trajanju od 8 tjedana, naspram nosioca ostalih
haplotipova, s obzirom na ukupan broj PANSSo.¢ bodova te PANSSo.¢ bodova koji se odnose
na pozitivne i1 negativne simptome. Daljnjom podjelom prema kombinaciji haplotipova
prisutnih kod ispitanika pokazalo se da su nosioci haplotipa C-A u kombinaciji s nekim
drugim haplotipom (C-A/*) ti koji imaju najveéu ucestalost boljeg odgovora na terapiju
olanzapinom, ali i klozapinom s obzirom na PANSSo.s bodove koji se odnose na pozitivne i
opce psihopatoloske simptome. Ovakvi rezultati u skladu su s prethodnim rezultatima naseg
istrazivanja koji pokazuju da nosioci genotipa Met/Val (AG) s obzirom na polimorfizam
rs4680 gena COMT imaju bolji odgovor na terapiju olanzapinom naspram nosioca ostalih
genotipova. Prema nasim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje koje se bavilo utjecajem
haplotipova s obzirom na polimorfizme rs4818 i rs4680 gena COMT na odgovor na terapiju
olanzapinom kod pacijenata s dijagnosticiranom shizofrenijom. Gupta i suradnici (2009) su na
skupini tretiranoj risperidonom isto pokazali da haplotipovi s obzirom na polimorfizme
rs4818 i rs4680 gena COMT mogu utjecati na odgovor na terapiju antipsihoticima. Sli¢no
nasim rezultatima s olanzapinom, identificirali su nosioce haplotipa C-A kao skupinu koja
ima najvecu ucestalost dobrog odgovora na terapiju risperidonom (Gupta i sur. 2009).
Medutim, u nasem istrazivanju nije bilo znacajne razlike u odgovoru nosioca haplotipa C-A
nakon 8 tjedana primanja terapije risperidonom, kao ni terapije klozapinom i ostalim
antipsihoticima, naspram nosioca ostalih haplotipova, kod ispitanika podijeljenih na one koji
su imali dobar odgovor na terapiju pojedinim antipsihotikom u odnosu na ispitanike kod kojih
nije utvrden zeljeni ucinak terapije. Prednost nosioca haplotipa C-A, naspram nosioca drugih
haplotipova u skupini koja je primala terapiju olanzapinom, vidljiva je i s obzirom na
znacajno veci pad ukupnih PANSSo.6 bodova te PANSSo.¢ bodova koji se odnose na pozitivne
i op¢e psihopatoloske simptome. Takoder, potvrdena je znacajna povezanost genotipa C-A/* s
boljim odgovorom na terapiju olanzapinom s obzirom na pad ukupnih PANSSo.s bodova te
PANSSo.s bodova koji se odnose na pozitivne i opée psihopatoloske simptome. U vecini

preostalih skupina nije bilo zna€ajne razlike u padu bodova s obzirom na genotip, odnosno
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kombinacije haplotipova, osim kod klozapina gdje je uoceno da bolesnici s genotipom C-
A/C-A imaju znacajno najveéi pad PANSSos bodova koji se odnose na opce psihopatoloske
simptome. Rezultati koji su dobiveni u skupini koja je primala terapiju klozapinom mogli bi
upucivati na to da interakcija polimorfizama rs4818 1 rs4680 gena COMT moze imati utjecaj
na odgovor na terapiju klozapinom, iako zasebne analize navedenih polimorfizama nisu
ponudile znacajne rezultate. Za donoSenje ovakvog zakljucka trebala bi se provesti dodatna

istrazivanja s ve¢im uzorkom pacijenata koji bi primali samo klozapin.

Rezultati dobiveni analizom haplotipova potvrduju da postoji povezanost polimorfizma
rs4680 gena COMT i odgovora na terapiju olanzapinom te da nosioci alela Met (A) imaju

znacajno bolji odgovor naspram homozigota Val/Val (GG).
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6. ZAKLJUCAK

e Nema znacajne razlike u raspodjeli genotipova s obzirom na polimorfizam rs4680 gena
COMT izmedu ispitanika koji su imali dobar odgovor na terapiju odredenim
antipsihotikom i onih kod kojih nije bilo odgovaraju¢eg poboljsanja simptoma nakon
terapije olanzapinom, risperidonom, klozapinom ili ostalim antipsihoticima. Nakon podjele
ispitanika na nosioce alela Met (A) i homozigote Val/Val (GG), uo¢eno je da nosioci alela
Met (A) ¢ine veci udio u skupini pacijenata koja je pokazala dobar odgovor na terapiju
olanzapinom kada se promatraju ukupni PANSSe.s bodovi te pozitivni i negativni
simptomi.

¢ Nosioci genotipa Met/Val (AG) s obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT imaju veci
pad bodova na ukupnoj PANSSo. ljestvici te podljestvici PANSSos koja se odnosi na
pozitivne simptome, naspram nosioca ostalih genotipova, nakon 8 tjedana terapije
olanzapinom. Nosioci alela Met (A) imaju vec¢i pad bodova na ukupnoj PANSSo.6 ljestvici
te PANSSo.6 podljestvicama koje se odnose na pozitivne i op¢e psihopatoloske simptome
nakon 8 tjedana terapije olanzapinom, naspram homozigota Val/Val (GG).

e Utvrdeno je da polimorfizam rs4818 gena COMT nije povezan s odgovorom na terapiju
olanzapinom, risperidonom, klozapinom i ostalim antipsihoticima s obzirom da nema
znacajne razlike u raspodjeli genotipova kod ispitanika podijeljenih na one koji imaju
dobar odgovor na terapiju odredenim antipsihotikom 1 onih kod kojih nema odgovarajuceg
poboljsanja simptoma. Takoder, nije potvrdena niti znacajna razlika u padu bodova na
PANSSo-s ljestvici i podljestvicama kod ispitanika podijeljenih prema rs4818 genotipu.

e Nosioci haplotipa C-A c¢ine vec¢i udio u skupini koja ima bolji odgovor na terapiju
olanzapinom, a rezultat je znacajan kada se gleda 50 % pad ukupnih PANSSe.6 bodova te
bodova koji se odnose na pozitivne i negativne simptome. U skupinama koje imaju bolji
odgovor na terapiju olanzapinom i klozapinom pronaden je znacajno veé¢i udio nosioca
genotipa C-A/* naspram nosioca ostalih genotipova, kada se gleda utjecaj terapije na
pozitivne i negativne simptome bolesti.

e Nosioci C-A haplotipa imaju veéi pad ukupnih PANSSo.¢ bodova te PANSSe.¢ bodova Kkoji
se odnose na pozitivne i negativne simptome bolesti u odnosu na nosioce ostalih
haplotipova. Nosioci genotipa C-A/* imaju znacajno veci pad ukupnih PANSSo6 bodova
te PANSSo.6 bodova koji se odnose na pozitivne i op¢e psihopatoloske simptome terapije

olanzapinom, dok nosioci genotipa C-A/C-A imaju znacajno veéi pad PANSSo.6 bodova
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koji se odnose na opce psihopatoloske simptome nakon terapije klozapinom, u usporedbi s

nosiocima ostalih genotipova.
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