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SAZETAK

Povezanost polimorfizma 13. introna gena za monoamin-oksidazu tipa B i njezine aktivnosti u
trombocitima sa simptomima shizofrenije

Lea Pasali¢

Neurobioloska podloga shizofrenije ukljucuje promjene dopaminergickog sustava za Ciju
normalnu funkciju je odgovoran i enzim monoamin-oksidaza B (MAO-B). Cilj rada bio je
istraziti postojanje povezanosti jacine simptoma shizofrenije s polimorfizmom 13. introna gena
za MAO-B te s njezinom aktivno$¢u u trombocitima. Studija je ukljucila 399 ispitanika oba
spola oboljelih od shizofrenije ¢iji simptomi su procijenjeni ljestvicom pozitivnih i negativnih
simptoma (PANSS). Genotipizacija je provedena lan¢éanom reakcijom polimeraze u stvarnom
vremenu, a aktivnost trombocitne MAO-B mjerena je spektroflourimetrijski. Pronadena je
poviSena aktivnost trombocitne MAO-B u muskaraca s izrazenijim ukupnim i negativnim te
simptomima koji se odnose na kogniciju. Ja¢ina pozitivnih, op¢ih i psihoti¢kih simptoma je
povezana s poviSenom aktivno$¢u trombocitne MAO-B samo u muskaraca pusaa. Nema
povezanosti intenziteta simptoma s aktivno$¢u trombocitne MAO-B kod Zena, kao ni s
polimorfizmom 13. introna gena MAO-B kod muskaraca i zena. Aktivnost trombocitne MAO-
B odrazava intenzitet pojedinih PANSS simptoma kod musSkaraca oboljelih od shizofrenije.
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ABSTRACT

Association of monoamineoxidase type B intron 13 polymorphism and its activity in
platelets with symptoms of schizophrenia

Lea Pasali¢

The neurobiological background of schizophrenia involves changes in the dopaminergic system
whose normal function also depends on the enzyme monoamine oxidase B (MAO-B). The aim
of this study was to investigate the relationship between the severity of schizophrenia symptoms
with the MAO-B intron 13 polymorphism and platelet MAO-B activity. The study included 399
schizophrenia subjects evaluated by the Positive and Negative Syndrom Scale (PANSS).
Genotyping was performed by real-time polymerase chain reaction, while platelet MAO-B
activity was measured spectrofluorimetrically. Increased platelet MAO-B activity was found in
men with more pronounced total, negative and cognitive symptoms. The severity of positive,
general and psychotic symptoms is associated with increased platelet MAO-B activity only in
male smokers. There is no association of symptoms' intensities with platelet MAO-B activity
in women, nor with the MAO-B intron 13 polymorphism in men and women. Platelet MAO-B
activity reflects the intensity of specific PANSS symptoms in men with schizophrenia.

(45 pages, 18 figures, 11 tables, 108 references, original in: Croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb

Keywords: monoamine oxidase B, Positive and Negative Syndrome Scale, MAO-B intron 13
polymorphism, schizophrenia

Mentor: Dr. Gordana Nedi¢ Erjavec, Research Associate
Supervisor (appointed by the Department of Chemistry): Dr. Aleksandra MarSavelski, Assistant
Professor

Reviewers:
1. Dr. Aleksandra MarSavelski, Assistant Professor
2. Dr. Iva Juranovi¢ Cindri¢, Professor
3. Dr. Biserka Prugovecki, Professor
Substitute: Dr. Morana Dulié, Assistant Professor

Date of exam: 30.september.2019.






1. Uvod

1. Uvod

Pojam 'shizofrenija’ je prvi puta predlozio Svicarski psihijatar Eugen Bleuler, 1911. godine.
1

2 X

Pojam potjece od grckih rijeci “schizo” §to znaci “rascjep” 1 “phren” sa znaenjem “razum”.
Shizofrenija se definira kao kroni¢ni mentalni poremecaj karakteriziran razli¢itim kognitivnim,
emocionalnim i bihevioralnim disfunkcijama.? Neurobioloska podloga shizofrenije ukljucuje
promjene dopaminergickog sustava za ¢iju normalnu funkciju je, izmedu ostalog, odgovaran i

enzim monoamin-oksidaza (MAO).3

U perifernoj krvi ¢ovjeka, to¢nije u trombocitima, nalazimo MAO tipa B (MAO-B), koja je
po aminokiselinskom sastavu identi¢na enzimu MAO-B iz mozga.* Aktivnost trombocitne
MAO-B se u literaturi navodi kao moguci bioloski pokazatelj razli¢itih neuropsihijatrijskih
poremeéaja ukljuéujuéi depresiju, alkoholizam, psihoti¢ke te neurodegenerativne bolesti.>®
Brojni ¢imbenici utjeu na aktivnost MAO-B, a jedan od moguc¢ih je i polimorfizam gena MAO-
B. Za polimorfizam zamjene jedne baze (adenin/gvanin) u 13. intronu gena MAO-B (rs1799836)
se navodi da bi, kroz utjecaj na ekspresiju samog gena, mogao posredno utjecati i na aktivnost
enzima MAO-B.’

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti postoji li povezanost simptoma shizofrenije s
polimorfizmom zamjene jedne baze u 13. intronu gena za MAO-B te s njezinom aktivno$¢u u

trombocitima.
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2. Literaturni pregled

2. Literaturni pregled

2.1. Shizofrenija

Shizofrenija je slozeni, heterogeni, bihevioralni i kognitivni poremecaj, uzrokovan
poremecajima u razvoju mozga do kojih dolazi utjecajem genetskih ili okolisnih ¢imbenika ili
kombinacijom oba.® Osobe s dijagnozom shizofrenije imaju isprekidane, ali dugoroéne psihicke
probleme te varirajuée stope funkcionalnih oste¢enja i socijalne invalidnosti.® Stopa
nezaposlenosti oboljelih od shizofrenije zapanjujuce je visoka te iznosi od 60 do 90% u
razli¢itim dijelovima svijeta.’® Dva najteza izazova su razumjeti uzrok i patogenezu poremecaja
te razviti nove, uéinkovite i prihvatljive terapije.® Terapija obuhvaéa uzimanje antipsihotika u
kombinaciji s psiholoskim terapijama, drustvenom podrskom i rehabilitacijom.® Napredak u
genomici, epidemiologiji i neuroznanosti doveo je do velikog pomaka u razumijevanju

shizofrenije te su moguénosti za daljnji napredak velike, ali isto tako i vrlo izazovne.®

2.1.1. Epidemiologija shizofrenije

Stopa prevalencije shizofrenije u Hrvatskoj iznosi 3,94, a u svijetu 0,6 do 17,0 na 1000
stanovnika.! Prosjecan Zivotni rizik za obolijevanje od shizofrenije iznosi 1%.! Takav podatak
ukazuje na znacCajnu zastupljenost osoba oboljelih od shizofrenije u opcoj populaciji.
Podjednako se pojavljuje kod muskaraca i kod Zena,! a uocena je razlika u Zivotnoj dobi
javljanja bolesti kod zena 1 muSkaraca. Prema dosadas$njim istrazivanjima, viSe od polovice
oboljelih muskaraca obolijeva prije dvadeset i pete godine Zivota, dok se u toj dobnoj skupini
nalazi samo treéina oboljelih Zena.!! Devedeset posto oboljelih od shizofrenije u dobi je izmedu
Sesnaeste i pedeset pete godine Zivota.'* Oboljelima od shizofrenije Zivotni vijek je kraéi u
odnosu na op¢u populaciju. Pritom kod muskaraca govorimo o 10, a kod Zena o 9 godina
kraéem Zivotnom vijeku.! Rizik od suicida u osoba oboljelih od shizofrenije je veéi do 12 puta
u odnosu na zdravu populaciju te prosje¢na stopa suicida iznosi 6,5%.? Istrazivanja pokazuju

da se shizofrenija ¢e$cée javlja u osoba koje su u srodstvu sa shizofrenim bolesnicima.3

Lea Pasali¢ Diplomski rad



2. Literaturni pregled

2.1.2. Etiologija shizofrenije

Etiologija shizofrenije jos uvijek nije dovoljno razjasnjena. Dosadas$nja istrazivanja ukazuju na
to da je predispozicija pojedinca za razvoj ove bolesti odredena genetskim i okolisnim
gimbenicima koji utjeéu na rani razvoj mozga.'* Genetskoj komponenti u prilog ide povecana
ucestalost shizofrenije u nekim obiteljima.'® Istrazivanja na jednojajéanim blizancima upucuju
na postojanje konkordantnosti u rasponu od 40 do 50%," &to je puno vise nego u dvojajéanih
blizanaca kod kojih konkordantnost iznosi 10-19%.%° S obzirom da je konkordantnost kod
jednojajcanih blizanaca manja od 100%, namece se zakljucak da su, osim genetike, vazni 1 drugi
etioloSki ¢imbenici. Neki aspekti poremecaja povezani su sa specificnom neurobioloskom
podlogom, §to je objaSnjeno u neurobioloskim teorijama u koje spadaju neurorazvojna,
neurodegenerativna i neurotransmiterska teorija.

Neurorazvojna teorija prvi puta se spominje osamdesetih godina dvadesetog stoljeca,'’® a
nastoji objasniti neuralne abnormalnosti pronadene u shizofreniji kroz nenormalan rani neuralni
razvoj i neurogenezu.

Neurodegenerativna teorija shizofrenije temelji se na uocenoj konstantnoj progresiji i
mentalnom padu tijekom bolesti'® §to je glavna karakteristika neurodegenerativnih bolesti.

U podlozi neurotransmiterske teorije nalaze se disfunkcije neurotransmiterskih sustava u
mozgu kao dio klinicke slike shizofrenije. Neurotransmiteri su molekule koje imaju ulogu
kemijskih glasnika, prenose signal od jednog neurona do drugog i na taj nacin obavljaju prijenos
zivéanog impulsa. Disfunkcija i disregulacija moze nastupiti na razli¢itim razinama, od sinteze,
pohranjivanja, oslobadanja, inaktivacije ili metabolizma.! U shizofreniji se dogadaju promjene
gotovo svih neurotransmiterskih sustava, a najistrazenija je uloga dopaminergickog i
glutamatergickog,?® pri ¢emu se glutamat navodi i kao potencijalna karika koja povezuje

neurorazvojnu i neurodegenerativnu teoriju.?

Lea Pasali¢ Diplomski rad



2. Literaturni pregled

Dopaminergicka teorija povezuje shizofreniju s pove¢anom aktivnoséu dopaminergickog
sustava.?? Dopamin je glavni kateholaminski neurotransmiter u sredi$njem Zivéanom sustavu.
Ukljuéen je u regulaciju raznih funkcija uklju¢ujuéi lokomotorne aktivnosti, emocije i afekt.?®
Dopamin se sintetizira iz aminokiseline tirozina, a dopaminergi¢ke projekcije u srediSnjem
zivéanom sustavu su podijeljene u 4 glavna sustava: nigrostrijatalni, mezolimbicki,

mezokortikalni i tuberoinfundibularni 2* (Slika 1).

Endogeni dopamin

Prednji reZan) Jezgra kaudatus

-~

Endogeni dopamin

Previse dopamina uzrokuje
pozitivne simptome.

o
()
Mezokortikalni put —
Manjak dopamina uzrokuje
negativoe 1 kognitivne simptodic. Nigrostritijalni put =~ weevenss >
Mezolimbitki put _—>
Tuberoinfudibulami put - >

Slika 1. Dopaminergi¢ke projekcije i uloga dopaminergickog sustava u shizofreniji?®
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2. Literaturni pregled

Postoji 5 podtipova dopaminskih receptora koje dijelimo u dvije skupine - tip D1 koji ukljucuje
receptore D1 i D5 te tip D2 koji obuhvaca receptore D2, D3 i D4. Nenormalna aktivnost
dopaminskih receptora povezuje se s brojnim simptomima shizofrenije.?® Poveéana aktivnost
dopamina u mezolimbi¢kom putu mozga (dio srednjeg mozga koji ukljucuje mezencefalon i
limbicke strukture) povezuje se s pozitivnim simptomima shizofrenije.?® Smanjena aktivnost
dopamina u mezokortikalnom podru¢ju (uklju¢uje mezencefalon i1 kortikalne strukture)
povezuje se s negativnim simptomima i kogntivnim deficitima kod osoba oboljelih od
shizofrenije.®® Nigrostritijalni i tuberoinfundibularni put nisu izravno ukljudeni u
patofiziologiju shizofrenije.?® Niska razina dopamina u nigrostrijatalnom putu dovodi do
motoric¢kih smetnji, a u tuberoinfundibularnom putu do poveéanih razina prolaktina te rezultira

galaktorejom, amenorejom i smanjenim libidom.%

2.1.3. Simptomi shizofrenije

Shizofreniju karakterizira raznolika psihopatologija. Glavne znacajke su pozitivni simptomi
(sumanutost i halucinacije, takozvani psihoti¢ki simptomi u kojima je izgubljen kontakt s
realnoscu), negativni simptomi (oslabljena motivacija, redukcija spontanog govora, socijalno
povlagenje) i kognitivna oste¢enja.® Kognitivna osteéenja su relativno stabilna i djelomiéno
neovisna o drugim simptomima shizofrenije.?” Pozitivni simptomi imaju tendenciju povlacenja
i vracanja, iako su kod nekih bolesnika prisutni i dugoroéno.® Negativni i kognitivni simptomi
uglavnom su kroni¢ni i povezuju se s dugotrajnim utjecajem na socijalnu funkciju.t Uobi¢ajeno
koriStena ljestvica za procjenu simptoma shizofrenije je ljestvica pozitivnih i negativnih
simptoma (PANSS). Njezinih 30 stavki izvorno je podijeljeno u podljestvice: pozitivna
ljestvica (P1-P7), negativna ljestvica (N1-N7) i opca psihopatoloska ljestvica (G1-G16). Prva
epizoda psihoze obi¢no se javlja u adolescentskoj dobi ili u ranoj odrasloj dobi, ali ¢esto joj
prethodi prodromalna faza.?® U nekim slu¢ajevima, premorbidna oste¢enja u kogniciji ili
socijalnom funkcioniranju mogu se manifestirati mnogo ranije prije prve psihoticke epizode,?®
dok je u drugim slu¢ajevima prva pojava iznenadna kod do tada funkcionalnog pojedinca.?
Dijagnoza se provodi klinicki na temelju anamneze i procjenom mentalnog stanja od strane

lije¢nika psihijatra.®
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2. Literaturni pregled
2.2. Monoamin-oksidaza

Monoamin-oksidaza (MAO) je flavoenzim sisavaca vezan na vanjsku mitohondrijsku
membranu.®® Enzim MAO Kkatalizira oksidativnu deaminaciju brojnih neurologki vaznih amina
uklju¢uju¢i dopamin, noradrenalin, adrenalin, serotonin, benzilamin i feniletilamin.3® Takoder,
MAO katalizira oksidaciju sekundarnih, dok oksidaciju tercijarnih amina katalizira malo ili ne
katalizira uopée.*® Monoamin-oksidaza katalizira oksidativnu deaminaciju amina u njihove
odgovarajuce imine koji se tada neenzimatski hidroliziraju do kona¢nih karbonilnih spojeva i
amonijaka.’! Enzim se sam regenerira u svoj aktivni oblik pomo¢u molekularnog kisika, O3,

koji se reducira u vodikov peroksid, H202, prema jednadzbi:

H O
R—’—N‘lz+"b0+02m* RJ‘LH+NI'|3+*‘L702
H
Postoje dva izoenzima monoamin-oksidaze, tip A (MAO-A) i tip B (MAO-B) (Slika 2). Zbog
svoje srediSnje uloge u metabolizmu neurotransmitera, predmet su brojnih biokemijskih 1

farmakoloskih istrazivanja.®

Monoamin-oksidaza A Monoamin-oksidaza B

Slika 2. 1zoenzimi monoamin-oksidaze®
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2. Literaturni pregled

2.2.1. Monoamin-oksidaza A i Monomain-oksidaza-B

lako izoenzimi MAO-A i MAO-B imaju oko 70% sli¢nosti u sekvencama, konzerviranu
pentapeptidnu sekvencu (Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr) koja veze identi¢ni kofaktor flavin adenin
dinukleotid (FAD) i slican mehanizam djelovanja, ipak postoje odredene razlike medu njima.3?
Navedeni izoenzimi medusobno se razlikuju u tkivnoj raspodjeli, specifi¢nosti prema
supstratima, osjetljivosti na inhibitore, ekspresiji tijekom rasta i razvoja i imunoloskim
osobinama.” Oba enzima prisutna su u razli¢itim tkivima u tijelu s najvisim razinama ekspresije
u jetri i mozgu.” Neke vrste stanica pretezno eksprimiraju jedan tip MAO enzima pa tako u
placenti dominira enzim MAO-A, a u trombocitima i limfocitima isklju¢ivo enzim MAQ-B 3%
U mozgu je izoenzim MAO-A prisutan u kateholaminergickim neuronima i degradira steric¢ki
zaklonjene amine kao §to su serotonin, adrenalin i noradrenalin (slika 3).3® Monoamin-oksidaza
tipa B uglavnom je zastupljena u periventrikularnoj regiji hipotalamusa i u podrucju substantia

nigra gdje metabolizira male amine kao §to su feniletilamin i benzilamin (slika 3).%” Dopamin

i tiramin su supstrati oba izoenzima monoamin-oksidaze.®

A)
Nz OH OH
HO HO N\ HO NH,
N
H HO HO
Serotonin Adrenalin Noradrenalin
B)

©/\/NH2 NH-

Feniletilamin Benzilamin
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2. Literaturni pregled

C)
HODA/NHZ
HO

Dopamin

HO

Tiramin

Slika 3. Specifi¢ni supstrati enzima MAO-A (A, C) i MAO-B (B, C)

Glavni inhibitori MAO-A su klorgilin i moklobemid, a L-deprenil i pargilin su inhibitori MAO-
B (Slika 4).%® Inhibitori MAO-A se koriste kao antidepresivi, a inhibitori MAO-B primjenjuju

se u lije¢enju Parkinsonove i Alzheimerove bolesti.®

A)
Cl |
O\/\/N\/
Cl
Klorgilin
B)
CHs;
SC il
H
CH,
L- deprenil

AN
HN /

Moklobemid

s

Pargilin

Slika 4. Strukture inhibitora izoenzima MAO-A (A) i MAO-B (B)

Lea Pasali¢

Diplomski rad



2. Literaturni pregled

Geni za MAO-A i MAO-B s identi¢cnom intronsko-egzonskom (15 egzona i 14 introna)
organizacijom smjesteni su na X kromosomu, regija Xp11.23- Xp 11.4. % (Slika 5). Smatra se
da su oba proteina nastala od zajedni¢kog pretka zbog preklapanja veza izmedu introna i egzona

oba gena.*®

o T T T B B T o O L T o T T o S S B o B, B T T o B i B S - Mo m @

I 4 A A« ++HA A ™m o Mm AA - ™o B woow -~ B
I T T T T B B B B I TR (R S S B I I B I | e I
GG T G T R - e B R - - = T T i s s
| A | PR B

- CH I TR OO
*

Slika 5. Polozaj gena za MAO-A i MAO-B na kromosomu X*°

2.2.2. Monoamin-oksidaza B

Prva kristalna struktura ljudskog enzima MAO-B dobivena je 2002. godine do rezolucije od 3.0
A %' Enzim se sastoji od 520 aminokiselina te kristalizira kao dimer.** Enzim MAO-B (Slika
6) po jedinici monomera sadrzi koenzim FAD, esencijalan za katalizu.** Koenzim FAD se
kovalentno veze na enzim preko tioeterske veze izmedu cisteinkog ostatka (Cys 397) 1 8a-
metilena izoaloksazinskog prstena.> Osim domene koja sadrzi kovalentno vezani kofaktor
FAD, svaka monomerna jedinica sadrZi jo§ i domenu na koju se veZe supstrat “® te C-terminalnu

domenu koja je transmembranska o uzvojnica od 39 aminokiselina.*®

Slika 6. Kristalna struktura ljudske MAO-B, prezentirana kao proteinski dimer umetnut u
fosfolipidni dvosloj °
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10
2. Literaturni pregled

Kao $to je veé ranije spomenuto, enzim MAO-B katalizira oksidativnu deaminaciju endogenih
i egzogenih amina te se moze koristiti kao bioloski pokazatelj odredenih psihijatrijskih
poremedaja i poremeéaja ponasanja.** Oksidativna deaminacija odvija se na nadin prikazan na
Slici 7. Amin se oksidira u imin uz istovremenu redukciju FAD-a. U sljede¢em koraku
reducirani FAD reoksidira se molekularnim kisikom te nastaje vodikov peroksid. U zadnjem
koraku imin je neenzimatski hidroliziran do stabilnog aldehidskog produkta.

Imin ——= Aldehid + NH4*
E.FADred

202 10y

E.FAD ks + S ==—== E.FAD os - s Lk FAD eq — IMin

Ks Ke[lmin] /@02]
Imin E.FAD - Imin H,0,

Hidroliza

Aldehid + NH,"

Slika 7. Op¢a formula reakcije koju katalizira MAO #°

2.2.3. Polimorfizam 13. introna gena MAO-B

Najcesci polimorfizam gena MAO-B (rs1799836) dogada se u polimorfnoj regiji njegovog 13.
introna i ukljucuje promjenu jedne baze, adenina (A) ili gvanina (G).*® Radi se o zamjeni baza
na polozaju 36 bp uzvodno od granice 13. introna i 14. egzona.*® Smatra se da bi to mogao biti
funkcionalni polimorfizam, odnosno da bi mogao utjecati na aktivnost enzima MAO-B.*"7
Genetski polimorfizam povezan s promijenjenom aktivno$¢u enzima mogao bi igrati znacajnu
ulogu u etiologiji shizofrenije.*® Polimorfizam ne mijenja proteinsku sekvencu, ali bi, zbog svog
polozaja, mogao utjecati na stabilnost i/ili translaciju mRNA MAO-B.*” Prema nekim
istrazivanjima se alel G povezuje s viSom enzimskom aktivnos¢u trombocitne MAO-B nego
alel A.*° Za razliku od toga, u ljudskom mozgu je pokazana smanjena aktivnost enzima kod

nosioca alela G.*’

Lea Pasali¢ Diplomski rad
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2.2.4. Aktivnost trombocithne MAO-B

Pretpostavlja se da promjene u aktivnosti trombocitne MAO-B utjecu na stupanj osjetljivosti
na odredene psihijatrijske poremecaje kao i na sam pocetak razvoja bolesti.”® Prema
dosadasnjim istrazivanjima, promjene u aktivnosti trombocitne MAO-B povezane su S
depresijom, alkoholizmom, psihoti¢kim poremeéajima i neurodegenerativnim bolestima.>®
Brojni ¢imbenici, kao §to su dob, spol i puSenje, utjeCu na aktivnost trombocitne MAO-
B.51525354 Nakon &etrdesete godine Zivota dolazi do porasta aktivnosti MAO-B, vjerojatno kao
posljedica promjena u membranskom mikrookoliSu enzima uslijed starenjem izazvanih
degenerativnih promjena. Isti mehanizam vjerojatno dovodi do poviSenja aktivnosti MAO-B u
neurodegenerativnim bolestima kao §to su Alzheimerova, Parkinsonova ili Huntingtonova
bolest.> Spol i pusenje su dva ¢imbenika koja bitno odreduje aktivnost trombocitne MAO-B.
Tako je ona kod muskaraca u pravilu niza nego kod Zena,”® a kod pusaca niza nego kod
nepusaca.”’ Buduéi da se promjene u aktivnosti trombocitne MAO-B javljaju kod razligitih
psihopatologija, upavo je ona potencijalni biomarker razli¢itih poremecaja ponasanja kao $to
su agresivnost, ovisnost, zudnja za senzacijama, impulzivnost i podloznost psihijatrijskim

49,50,58,59,60,

poremecajima. Smatra se da je aktivnost MAO-B u trombocitima opéeniti pokazatelj

psihopatologkih znacajki, kontrole impulsa, dezinhibiranih i drugih rizi¢nih ponasanja.%®°961

2.2.5. Monoamin-oksidaza i shizofrenija

U skladu s dopaminergi¢kom teorijom patogeneze shizofrenije, niza aktivnost enzima MAQO
uzrokuje poveéanje razine dopamina i kao takva predstavlja ¢imbenik razvoja shizofrenije.?
Studije povezanosti su pokazale da bi genski lokus koji doprinosi predispoziciji za razvoj
shizofrenije mogao biti smjeSten unutar regije gena za enzime MAO.®® Za funkcionalni
polimorfizam varijabilnog broja ponavljanja (VNTR) sekvence duge 30 bp smjeSten u
promotorskoj regiji gena MAO-A (UVNTR),%* pokazana je povezanost s agresivnim ponasanjem
u shizofreniji.®>®® Takoder, postoje dokazi o povezanosti odredenih haplotipova gena MAO-A
sa shizofrenijom kod muskaraca,®’ dok s druge strane neke meta-analize nijecu povezanost
polimorfizama gena MAO-A i shizofrenije.®® Kod polimorfizma 13. introna gena MAO-B je
pronadena povezanost s teZinom afektivnog ravnanja, odnosno ravnoduSnosti prema
emocijama, kod osoba oboljelih od shizofrenije.®® Konkretno, visoki stupanj afektivnog

ravnanja je bio posebno izrazen u Zena s genotipom GG.%
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Kod trombocitne MAO-B je uodeno snizenje aktivnosti kod oboljelih od shizofrenije,’®"* a i
nekoliko drugih istraZzivanja ukazuje na to da je enzim MAO-B povezan sa shizofrenijom.537273
Takoder, uoCena je povezanost aktivnosti trombocitne MAO s negativnim simptomima

shizofrenije kod muskih oboljelih osoba.”

Lea Pasali¢ Diplomski rad
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je ukljuc¢eno 399 ispitanika oboljelih od shizofrenije, od kojih 212 Zena i 187
muskaraca. Dob ispitanika, izrazena kao medijan (1.-3. kvartil) iznosila je 49 (43-57) godina
kod Zena te 45 (35-52) kod muSkaraca.

Ispitanici su lijeceni u Klinici za psihijatriju Vrapce. Simptomi ispitanika su procijenjeni od
strane lijecnika psihijatra pomocu ljestvice pozitivnih 1 negativnih simptoma (PANSS).
Ljestvica se sastoji od 30 stavki izvorno podijeljenih u glavne podljestvice koje pokrivaju
pozitivne (P1-P7), negativne (N1-N7) i opée psihopatoloske (G1-G16) simptome (Tablica 1).
Postoje 1 dodatne podljestvice (Tablica 2) koje su nastale grupacijom odredenih simptoma
glavnih podljestvica, a odnose se na simptome kognitivnih smetnji (PANSScog), ekscitacije
(PANSSexc), psihoze (PANSSpsy) i depresije (PANSSdep). Pri evaluaciji ispitanika uzete su
obzir glavne, kao i dodatne, podljestvice. Svakoj od 30 stavki dodjeluju se bodovi od 1 do 7
prema jasno definiranom kriteriju, pri ¢emu razina psihopatologije raste na skali bodovanja (1
= odsustvo simptoma, 2 = minimalni simptomi, 3 = blagi simptomi, 4 = umjereni simptomi, 5
= umjereno jaki simptomi, 6 = jaki simptomi, 7 = ekstremni simptomi). Kako bi se ispitanici
mogli grupirati ovisno o broju ostvarenih PANSS bodova na one s blazim i tezim simptomima,
grani¢ne vrijednosti za svaku podljestvicu su dobivene tako da se ukupan broj stavki svake
podljestvice pomnoZi s brojem bodova koji oznacava prisustvo minimalno umjerenih simptoma
(Tablica 3). Svi ispitanici s ve¢im ili jednakim brojem ostvarenih bodova od grani¢ne

vrijednosti za pojedinu podljestvicu pripadali su skupini ispitanika s tezim simptomima.
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14
3. Materijal i metode

Tablica 1. Glavne podljestvice i stavke PANSS-a

Pozitivni simptomi
(PANSSpos)

P1- sumanutost
P2-dezorganizacija misljenja
P3- halucinatorno ponasanje
P4- uzbudenje

P5- grandioznost

P6- sumnjic¢avost/progananje

P7- neprijateljstvo

Negativni simptomi
(PANSSnNeg)

N1- zatupljen afekt

N2- emocionalno povlacenje
N3- siromastvo odnosa
N4-pasivno socijalno
povlacenje

NS5- teskoce u apstraktnom
misljenju

N6- nedostatak spontanosti i
nesmetanog toka
konverzacije

N7- stereotipna misljenja

Op¢i psihopatoloski
simptomi
(PANSSgen)

G1- somatske brige

G2- anksioznost

G3- osjecaj krivnje

G4- napetost

G5- manirizmi i stav tijela
G6- depresija

G7- motoricka retardacija
G8- nesuradnja

G9- neobican tijek misli
G10- dezorjentacija

G11- oskudna paznja

G12- nedostatak rasudivanja
G13- poremecaj volje

G14- slaba kontrola impulsa
G15- zaokupljenost

G16- aktivno socijalno

izbjegavanje

Tablica 2. Dodatne podljestvice PANSS-a

Kognitivni simptomi (PANSScog)  P2+N5+G10+G11 (ref.75)
Simptomi ekscitacije (PANSSexc)  P4+P7+G4+G8+G14 (ref.76)
Psihotic¢ki simptomi (PANSSpsy) P1+P2+P3+P6 (ref.76)

Depresivni simptomi (PANSSdep)  G1+G2+G3+G6 (ref.77)
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Tablica 3. Grani¢ne vrijednosti dodatnih PANSS podljestvica

PANSS podljestvica Granic¢na vrijednost
PANSStot 120
PANSSpos 28
PANSSneg 28
PANSSgen 64
PANSScog 16
PANSSexc 20
PANSSpsy 16
PANSSdep 16

3.2. Obrada uzoraka krvi i izolacija trombocita

Uzorci pune krvi centrifugiraju se (1100 x g 3 minute) kako bi se odvojila krvna plazma bogata

trombocitima. Dobiveni supernatant, plazma bogata trombocitima, ponovo se centrifugira 15

min pri 5087 x g. Nakon centrifugiranja nastane talog u kojemu se nalaze istalozeni trombociti.

Dobiveni talog ispire se fizioloSkom otopinom te opet centrifugira. Nakon toga, dobiveni

istaloZeni trombociti pohranjunju se na -20 °C. Cijeli postupak opisan je na Slici 8.

Lea Pasali¢
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otopinom Trombociti trombocitima

Slika 8. Postupak obrade uzoraka krvi’®
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3.3. Odredivanje aktivnosti MAO-B u trombocitima

Aktivnost MAO-B u trombocitima odreduje se spektrofluorimetrijski uz supstrat kinuramin,
metodom po Krajl-u.”® Za odredivanje aktivnosti trombocitne MAO-B potreban je talog

trombocita dobiven obradom uzoraka pune krvi.

Kemikalije:

- 0,736 mmol dm™ kinuramin (Sigma Aldrich, SAD)

- Mati¢na otopina (2 mmol dm) 4-hidroksikinolina (Sigma Aldrich, SAD)

- Kiseli fosfatni pufer (0,5 mol dm NaH,PO4 x H,0) (Kemika, Hrvatska)

- Luznati fosfatni pufer (0,5 mol dm= NaH,PO4 x 2H,0) (Kemika, Hrvatska)
- 1 mol dm NaOH (Kemika, Hrvatska)

Postupak:
1.) Priprema trombocitnog homogenata

Prvi korak je razbijanje trombocitnog homogenata soniciranjem. Talog trombocita odmrzne se
na sobnoj temperaturi te se na njega dodaje 1,5 mL reH-O, pipetom se podize talog te se uzorci
vorteksiraju. Nakon toga se trombociti razaraju soniciranjem u ultrazvucnoj kupelji (20 kHz,
amplituda 8 x 10 mm kroz 60 s). Osim uzoraka, potrebno je pripremiti prazne probe i standarde
razli¢itih koncentracija, sve u duplikatu.

2.) Priprema standarda

Priprema standarda opisana je u Tablici 6. Razgradni produkt kinuramina, kao supstrata za
MAO-B, je 4-hidroksikinolin te se kao standardi koriste 5 nmol dm, 2,5 nmol dm=, 1,25 nmol
dm3, 0,562 nmol dm=i 0,313 nmol dm vodene otopine 4-hidroksikinolina.

3.) Pripremanije reakcijske smjese

U staklene epruvete dodaje se za 100 pL soniciranog taloga trombocita (uzorak i prazna proba)
ili po 100 uL standarda svake koncentracije. Nakon toga uzorcima i praznim probama dodaje
se 800 pL, a standardima 900 pL fosfatnog pufera (pH = 7,4; kiseli fosfatni pufer titriran
luznatim fosfornim puferom). Nakon dodavanja sve se izmijeSa vorteks mijeSalicom.
Neposredno prije inkubacije samo u epruvete s uzorcima dodaje se 100 pL Kinuramina. Slijedi
inkubacija od sat vremena u vodenoj kupelji pri 37°C. Reakcija razgradnje kinuramina se
zaustavlja prekidom inkubacije i dodavanjem 2 mL hladne 1 mol dm otopine NaOH. Nakon

toga se u epruvete s praznim probama dodaje 100 pL kinuramina.
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4.) Mjerenje

Uredaj Varian Cary Eclipse (Agilent technologies, SAD) koristi se za mjerenje intenziteta
fluorescencije u uzorcima, standardima i praznim probama uz ekscitaciju pri valnoj duljini od
310 nm i emisiju pri 380 nm. Pritom se aktivnost trombocitne MAO-B izracuna prema
fluorescenciji poznatih koncentracija 4-hidroksikinolina u standardima. U istim uzorcima se
odreduje 1 koncentracija ukupnih proteina te se aktivnost trombocitne MAO-B izrazava kao
koli¢ina 4-hidroksikinolina nastalog razgradnjom kinuramina tijekom jednog sata u odnosnu na

koli¢inu ukupnih proteina u uzorku.

Tablica 4. Priprema standarda u postupku mjerenja aktivnosti trombocitne MAO-B

STANDARD KONCENTRACIJA PRIPREMA
y (ng mL™)
1 726 125 uL mati¢ne otopine 4-hidroksikinolina + 4,875
H.O
2 363 1 mL standarda 1 + 1 mL H20
3 181 1 mL standarda 2 + 1 mL H2O
4 90 1 mL standarda 3 + 1 mL H20
5 45 1 mL standarda 4 + 1 mL H2O

3.4. Odredivanje koncentracije proteina u trombocitima

Koncentracija ukupnih proteina u trombocithom homogenatu odredena je metodom po

Lowryu &

Kemikalije:
- 0,1 mol dm™ HCI (Kemika, Hrvatska)

- 0,5% govedi serumski albumin (BSA) (Sigma Aldrich, SAD)
- ABC otopina :

e 2%-tna vodena otopina Na;COs (Kemika)

e 1%-tna vodena otopina CuSO. (Kemika)

e 2%-tna vodena otopina K-Na tartarat (Kemika)
- Reagens Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich, SAD)
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Postupak :

Potrebno je pripremiti ABC otopinu te standarde razlicitih koncentracija. Mati¢na otopina BSA
dobije se otapanjem 5 mg BSA u 1 mL 0,1 mol dm HCI. Koncentracija proteina odreduje se
u triplikatu s otopinama BSA (25, 12, 6 ng mL™?) kao standardima. Standardi BSA prireduju se

kako je opisano u Tablici 5.

Tablica 5. Priprema standarda u postupku mjerenja koncentracije ukupnih proteina u uzorku
trombocita

STANDARD KONCENTRACIJA PRIPREMA
y (ngmL™)
1 25 200 pL BSA matic¢ne otopine +
200 uL 0,1 mol dm= HCI
2 12 200 pL standarda 1 +200 pL 0,1 mol dm™ HCI
3 6 200 pL standarda 2 + 200 puL 0,1 mol dm= HCI

U staklenu epruvetu dodaje se 10 pL soniciranih trombocita i 2 mL ABC otopine te se ostavi
10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga dodaje se 200 uL reagensa Folin-Ciocalteau
(razrijeden vodom u omjeru 1:1). Nakon inkubacije od 30 minuta pri sobnoj temperaturi,
potrebno je izmjeriti apsorbanciju pri valnoj duljini od 700 nm. Isti postupak provodi se s
praznim probama (10 uL 0,1 mol dm™ HCI) i standardima (10 pL otopine BSA). Koncentracija
proteina u uzorcima se izraCuna iz apsorbancije smjese prema apsorbanciji poznatih

koncentracija.

3.5. Izolacija DNA metodom isoljavanja

Genomska DNA izolirana je iz krvi metodom isoljavanja koju je utemeljio Miller sa

suradnicima.®!

Kemikalije:
- Pufer za lizu eritrocita, pH 7,6:

e 10 mmol dm™ Tris (Trizma® base, Sigma Aldrich, SAD),
e 5 mmol dm= MgCl, (Kemika, Hrvatska)
e 10 mmol dm= NaCl (Kemika, Hrvatska)
- Pufer Na-EDTA, pH 8:
e 75 mmol dm™ NaCl (Kemika, Hrvatska)
e 25 mmol dm?®Na2EDTA (Fluka, Svicarska)
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- Proteinaza K (20 mg/mL) (TaKaRa Bio, Japan),

- 10% natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich,SAD),

- 5mol dm™ vodena otopina NaCl (Kemika,Hrvatska)

- 75%-tna vodena otopina etanola (Gram-Mol, min.99,5%, p.a.):

- lzopropanol (Gram-Mol, min. 99,5%, p.a.)

- Pufer Tris-EDTA, pH 7,6 :

e 10 mmol dm™ Tris (Trizma base, Sigma Aldrich, SAD)
e 1 mmol dm® EDTA (Fluka, Svicarska)

Postupak:
Uzorci krvi se odmrznu na sobnoj temperaturi te se mijeSaju na valjkastoj mijesalici 15 minuta
dok se ne homogeniziraju. U mikroepruvete (1,5 mL) se izdvoji 300 pL krvi, doda 900 uL
hladnog pufera za lizu eritrocita, promijeSa na vortkes mijesalici, a zatim ostavi 10 min na ledu.
Slijedi centrifugiranje (13400 x g, 2 min, 4°C) kako bi se istaloZili leukociti. Mikropipetom se
pazljivo ukloni supernatant s eritrocitima. Postupak se ponavlja jo§ 3 puta kako bi se dovoljno
isprao talog leukocita. Na prethodno isprani talog redom se dodaje: 300 uL Na-EDTA pufera
(nakon dodatka potrebno je promijesati na vorteks mijesalici), 30 uL 10% SDS-a 1 1,5 pL
proteinaze K. Epruvete se zatvore te se sadrzaj lagano promijesa. Slijedi inkubacija u trajanju
1,5-2 h na 56°C uz mijeSanje pri 500 rpm. Nakon inkubacije i hladenja uzoraka pri sobnoj
temperaturi, dodaje se 250 pL 5 mol dm® NaCl te se sve promijesa na vorteks mijesalici i
centrifugira (13400 x g, 5 min, 4°C). U supernatantu ostaje DNA, a u talogu ostali stanicni
dijelovi. Supernatant se prenosi u nove mikroepruvete te mu se dodaje 800 uL hladnog
izopropanola. Dodatkom izopropanola, epruvete se zatvaraju te se lagano promijesa sve dok se
ne pojavi talog DNA. Dobiveni talog istalozi se centrifugiranjem (12000 x g, 2 min, 4°C).
Supernatant se odlije, a talog ispere 75%-tnim etanolom i istaloZi centrifugiranjem (12000 x g,
2 min, 4°C). Supernatant se odlije, a talog osusi ostavljanjem otvorenih mikroepruveta pri 37
°C (15-30 min) kako bi etanol ispario. Istalozena DNA se otapa u 100 pL pufera tris-EDTA pri
sobnoj temperaturi. DNA se pohranjuje pri -20°C. Koncentracija i Cistoa dobivene DNA
odreduje se spektrofotometrijski uredajem NanoDrop 2000c UV-Vis (Thermo Fisher Scientific,
SAD).
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3.6. Odredivanje genotipa obzirom na polimorfizam 13. introna gena MAO-B

Polimorfizam 13. introna gena MAO-B je polimorfizam zamjene jedne baze (A/G).
Genotipizacija se vr$i metodom lancane reakcije polimeraze (PCR) u stvarnom vremenu (real
time PCR) koristenjem komercijalno dostupnog kompleta za genotipizaciju TagMan® tvrtke
Applied Biosystems (SAD). Lancana reakcija polimerazom metoda je umnazanja specifi¢nog
odsjecka DNA in vitro. Metoda se temelji na ponavljanju ciklusa od 3 koraka, a to su: toplinska
denaturacija lanaca DNA kalupa, slijepljivanje pocetnica na komplementarne dijelove DNA te
sinteza komplementarnih lanaca pomoéu DNA-polimeraze. Reakcijska smjesa za PCR se
sastoji od DNA kalupa, dNTP-ova, pocetnica, termostabilne DNA-polimeraze i pripadajuceg
pufera. TagMan® reakcijska smjesa sadrZi i dvije oligonukleotidne probe koje su na 5' kraju
obiljezene VIC ili FAM fluorescentom bojom, a na 3' kraju vezan je utiSivac fluorescencije koji
sprijeCava njihovu fluorescenciju. Probe se specificno vezu na komplementarni slijed u DNA
kalupu koji se nalazi unutar polimorfnog mjesta. Nakon $§to je DNA polimeraza 5'-3'
egzonukleaznom aktivno$c¢u otcijepi od probe, boja viSe nije pod utjecajem utiSivaca te se
fluorescencija biljezi kao signal. Jacina 1 vrsta fluorescentnog signala sluze za odredivanje
genotipa. Radi se o homozigotu ukoliko je zabiljezen signal jedne fluorescentne boje, a 0

heterozigotu ukoliko je zabiljezen signal obje boje.
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o
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: . Utisivaé
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DNA polimeraza
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Slika 9. Shematski prikaz PCR metode u stvarnom vremenu®?

Postupak:

U istrazivanju se koristi genomska DNA, izolirana iz uzoraka krvi metodom isoljavanja.
Genotipizacija se provodi u uredaju ABI Prism 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, SAD) prema uputama proizvodaca. Koristen je komercijalno dostupan TagMan®
komplet za odredivanje polimorfizma jedne baze (Applied Biosystems, SAD). Sastav
reakcijske smjese i uvjeti rekacije za vrijeme genotipizacije prikazani su u Tablici 61 7.

Tablica 6. Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu, kona¢nog volumena 10 pL

Sastojak Volumen (uL)
2 x TagMan® mati¢na mjeSavina za genotipizaciju 5 (konacna koncentracija 1 x)
40 x TagMan® mjesavina pocetnica i proba 0,25 (konacna koncentracija 1 x)
1 x Tris-EDTA pufer 0,25
Genomska DNA 4,5 (konacna koli¢ina DNA 1-20 ng)

Tablica 7. Uvjeti reakcije genotipizacije PCR-om u stvarnom vremenu

Vezanje i
Inicijacija Denaturacija produljivanje
pocetnica
Temperatura 95 °C 92 °C 60 °C
Vrijeme 10 min 155 90s

Broj ciklusa 1 50

3.7. Statisticka obrada podataka

Podaci su obradeni u statistickom programu Sigma Stat 3,5 (Jandell Scientific Corp., SAD). Za
usporedbu numerickih podataka normalne distribucije izmedu dviju skupina koriSten je
Studentov t-test. U sluc¢aju nenormalne distribucije koriStena je neparametrijska inac¢ica, Mann-
Whitney test. Za provjeru odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinbergove ravnoteze

koristen je y2-test.
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4. Rezultati

Mjerenje aktivnosti trombocitne MAO-B i genotipizacija obzirom na polimorfizam 13. introna
gena MAO-B provedeni su u ukupno 399 ispitanika, od kojih 187 muSkaraca i 212 Zena. Zbog
¢injenice da je gen MAO-B smjeSten na kromosomu X te kod musSkaraca ne postoji
heterozigotni genotip, ucestalost genotipova ispitivana je odvojeno za muskarce i Zene.

5354 i ovom studijom potvrdene razlike u

Takoder, uzimajuéi u obzir u literaturi poznate
aktivnosti trombocitne MAO-B ovisno o spolu (U=10890,50; P=0,029) i pusenju (U=2353,00;
P=0,008), statisticka obrada rezultata koji se odnose na aktivnost trombocitne MAO-B,
provedena je uz podjelu po spolu 1 ovisnosti o puSenju. Takoder, sve analize su provedene uz
podjelu ispitanika na one s viSe (tezi simptomi) ili manje (laksi simptomi) ostvarenih bodova

na PANSS podljestvicama.

4.1. Aktivnost trombocitnhe MAO-B

Aktivnost trombocitne MAO-B je bila znacajno povisena (Slika 10) kod muskaraca pusaca s

vec¢im brojem bodova ostvarenim na PANSStot podljestvici.
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Slika 10. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSStot. *U=549,00; P= <0,001;
Mann Whitney test
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Aktivnost MAO-B je bila povisena (Slika 11) u trombocitima muskaraca pusaca s ve¢im brojem

bodova u odnosu na muskarce pusace s manjim brojem bodova ostvarenim na PANSSpos

podljestvici.

Aktivnost trombocitne MAQ-B
(nmol 40HQ/mg p/h)
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Slika 11. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSSpos. *U=979,50; P=0,005;

Mann Whitney test

Takoder, aktivnost trombocitne MAO-B je bila znacajno povisena (Slika 12) kod muskaraca

pusaca s ve¢im brojem bodova ostvarenim na PANSSneg podljestvici u odnosu na muskarace

pusace s manjim brojem ostvarenih bodova.
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Aktivnost trombocitne MAO-B
(nmol 40HQ/mg p/h
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Slika 12. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSSneg. *U=1131,000;
P=<0,001; Mann Whitney test

Kod muskaraca pusaca s ve¢im brojem bodova ostvarenim na PANSSgen podljestvici uocena

je znatno povisena (Slika 13) aktivnost trombocitne MAO-B U odnosu na muskarce pusace s

manjim brojem bodova.

Aktivnost trombocitne MAO-B
(nmol 40HQ/mg p/h)
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Slika 13. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSSgen. *U=500,000; P=0,023;
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Na slici 14 moze se vidjeti da je aktivnost trombocitne MAO-B bila znacajno povisena kod
muskaraca pusaca s ve¢im brojem bodova ostvarenim na PANSScog podljestvici u odnosu na

muskarce pusace s manjim brojem bodova na istoj PANSS podljestvici.
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Slika 14. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSScog. *U=970,000;
P=<0,001; Mann Whitney test

Aktivnost trombocitne MAO-B nije se znacajno razlikovala izmedu muSkaraca puSaca
podijeljenih obzirom na broj ostvarenih bodova na PANSSexc (U=813,00; P=0,092) i
PANSSdep (U=429,00; P=0,084) podljestvicama, ali je bila zna¢ajno povisena kod muskaraca
pusaca s vecim brojem bodova ostvarenim na PANSSpsy podljestvici u odnosu na muskarce

pusace s manjim brojem bodova na PANSSpsy podljestvici (Slika 15).
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Slika 15. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca pusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSSpsy. *U=564,000; P=0,014;

Mann Whitney test

Znatno poviSena (Slika 16) aktivnost trombocitne MAO-B ocituje se kod muskaraca nepusaca

s ve¢im brojem bodova ostvarenim na PANSStot podljestvici u odnosu na muskarce nepusace

s manjim brojem bodova.
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Slika 16. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca nepusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSStot. *t=-2,9; P= 0,027;
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Nije uocena znacajna razlika (U=243,00; P=0,662) u aktivnosti trombocitne MAO-B kod
muskaraca nepuSaca podijeljenih obzirom na broj ostvarenin bodova na PANSSpos
podljestvici. Za razliku od toga, kod muskaraca nepusaca uocena je znacajno niza aktivnost

trombocitne MAO-B kod onih s ostvarenim manjim, nego kod onih s ostvarenim ve¢im brojem

bodova na PANSSneg podljestvici (Slika 17).
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Slika 17. Aktivnost trombocitne MAO-B kod muskaraca nepusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSSneg, t = -2,9; P = 0,006;
Studentov t-test

Aktivnost trombocitne MAO-B je bila manja kod muskaraca nepusa¢a s manjim u odnosu na

one s ve¢im brojem bodova ostvarenim na PANSScog podljestvici (Slika 18).
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Slika 18. Aktivnost trombocithe MAO-B kod muskaraca nepusaca oboljelih od shizofrenije
podijeljenih obzirom na broj bodova ostvaren na ljestvici PANSScog. *U=107,000;
P=<0,001; Mann Whitney test

Kod podjele muskaraca nepuSaCa obzirom na broj bodova ostvarenih na podljestvicama
PANSSgen (t=-0,86, P=0,395), PANSSexc (U=200,00; P=0,337), PANSSpsy (U=163,00;
P=0,435) i PANSSdepr (U=69,00; P=0,181) nije uoCena znacajna razlika u aktivnosti
trombocitne MAO-B.

Kod zena ovisnih o puSenju niti jedna ispitanica nije ostvarila ve¢i broj bodova od grani¢nih
vrijednosti za podljestvice PANSStot, PANSSgen, PANSScog, PANSSpsy i PANSSdepr, dok
kod podjele prema bodovima na podljestvicama PANSSpos (U=1041,00; P=0,202), PANSSneg
(U=302,00; P= 0,139) i PANSSexc (U=741,00; P=0,153) nije uocCena znacajna razlika u
aktivnosti trombocitne MAO-B. Zene nepusaéi nisu ostvarile veé¢i broj bodova od graniéne
vrijednosti na podljestvicama PANSStot, PANSSgen, PANSScog, PANSSpsy i PANSSdepr, a
nije uoCena znacajna razlika u aktivnosti trombocitne MAO-B kod podjele prema ostvarenom
broju bodova na PANSSpos (t=0,451; P=0,653), PANSSneg (t=0,326; P=0,750) i PANSSexc
(t=1,485; P=0,142) podljestvicama.
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4.2. Polimorfizam 13. introna gena MAO-B

Kod zenskih ispitanika nije uo¢eno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze (P=0,09).
Kod muskih ispitanika odstupanje od Hardy-Weinbergove nije testirano s obzirom da je MAO-
B X-vezani gen te ne postoji heterozigotni genotip. Nije pronadena znacajna razlika u
ucestalosti genotipova obzirom na polimorfizam 13. introna gena MAO-B kod muskaraca

oboljelih od shizofrenije i podjeljenih prema broju bodova ostvarenihn na PANSS

podljestvicama (Tablica 8)

Tablica 8. Ucestalost genotipova obzirom na polimorfizam 13. introna gena MAO-B kod
muskaraca oboljelih od shizofrenije podijeljenih prema broju bodova ostvarenim na

pojedinim PANSS podljestvicama

PANSS podljestvica

PANSStot

PANSSpos

PANSSneg

PANSSgen

PANSScog

PANSSexc

PANSpsy

PANSSdep

Lea Pasali¢

Broj
bodova

<120
> 120

<28
>28

<28
>28

< 64
> 64

<16
>16

<20
>20

<16
>16

<16
>16

MAO-B genotip

N (%)
A G
90 (58,8) 63 (41,2)
22 (64,7) 12 (35,3)

1#=0,19; df=1; P=0,660
85 (59,0) 59 (41,0)
27 (62,8) 16 (37,2)
+#=0,07; df=1; P=0,791
75 (60,0) 50 (40,0)
37 (59,7) 25 (40,3)
+#=0,01 df=1 P=0,908
96 (58,9) 67 (41,1)
16 ( 66,7) 8 (33,3)
2= 0,25 df=1 P=0,616
75 (60,0) 50 (40,0)
37 (59,7) 25 (40,3)
+#=0,01 df=1 P=0,908
94 (58,4) 67 (41,6)
18 (69,2) 8 (30,8)
1= 0,69; df=1; P=0,406
96 (59,3) 66(40,7)
16 (64,0) 9 (36,0)
%= 0,05 df=1; P=0,817
104 (60,5) 68 (39,5)
8 (53,3) 7 (46,7)
+#= 0,07 df=1 P=0,790
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Kod zena, kao i kod muskaraca, nije pronadena znacajna razlika u ucestalosti genotipova
obzirom na polimorfizam 13. introna gena MAO-B oboljelih od shizofrenije i podjeljenih prema
broju bodova ostvarenih na PANSS podljestvicama (Tablica 9). Prilikom podjele prema broju
ostvarenih bodova na pojedinim PANSS podljestvicama, niti jedna ili samo jedna ispitanica su
ostvarile broj bodova veci od grani¢ne vrijednsoti te u tom slucaju nije bilo moguce provesti

statisticku analizu (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela MAO-B genotipova kod Zena oboljelih od shizofrenije podijeljenih
prema broju bodova ostvarenim na pojedinim PANSS podljestvicama.

PANSS PANSS MAO-B genotip
podljestvica bodovi N (%)
AA AG GG
PANSStot <120 58 (27,5) 117 (55,4) 36 (17,1)
> 120 1(100,0) 0 (0) 0 (0)
PANSSpos <28 52(27,8) 101 (54,0) 34 (18,2)
>28 7(28,0) 16 (64,0) 2 (8,0)
x?=1,75; df=2; P=0,418
PANSSneg <28 57 (27,9) 113 (55,4) 34 (16,7)
>28 2 (25,0) 4 (50,0) 2 (25,0)
x?=0,38; df=2; P= 0,827
PANSSgen <64 59(27,8) 117(55,2) 36(17)
> 64 0 (0) 0 (0) 0 (0)
PANSScog <16 58 (27,5) 117 (55,4) 36 (17,1)
> 16 1 (100) 0 (0) 0 (0)
PANSSexc <20 55(28,4) 106 (54,6)  33(17,0)
>20 4 (22,2) 11 (61,1) 3(16,7)
x?=0,35; df=2; P= 0,840
PANSpsy <16 59 (28,0) 116 (55,00  36(17,0)
> 16 0 (0) 1 (100) 0 (0)
PANSSdep <16 59 (27,8) 117 (55,2) 36 (17,0
>16 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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Kako bi se ispitao doprinos pojedinog alela gena MAO-B tezini simptoma procijenjenin PANSS
podljestvicama, zenski ispitanici su dodatno podijeljeni obzirom na to jesu li nosioci alela A
(Tablica 10) odnosno alela G (Tablica 11) gena MAO-B. Pritom nisu pronadene znac¢ajne razlike
u ucestalosti genotipova obzirom na polmorfizam 13. introna gena MAO-B kod Zena oboljelih
od shizofrenije i podjeljenih prema broju bodova ostvarenih na PANSS podljestvicama (Tablice
10§ 11).

Tablica 10. Raspodijela genotipova MAO-B (A nosioci i GG homozigoti) kod Zena oboljelih od
shizofrenije podijeljenih prema broju bodova ostvarenih na pojedinim PANSS podljestvicama.

MAOQO-B A nosioci

o Broj 0
PANSS podljestvica bodova N (%)
A GG
PANSStot <120  175(82,9)  36(17.1)
>120  1(100) 0(0)
PANSSpos <28  153(8L,8) 34 (18,2)

>28  23(92,0) 2 (8,0)
x2= 0,9880 df=1 P=0,322

PANSSneg <28  170(83,3)  34(16,7)
>28  6(75,0) 2 (25,0)
x2= 0,0185; df=1; P=0,892
PANSSgen <64  112(757)  36(24,3)
>64  0(0) 0 (0)
PANSScog <16  175(82,9)  36(17,1)
>16  1(100) 0 (0)
PANSSexc <20  161(83,00  33(17,0)

>20  15(83,3) 3 (16,7)
x2=0,0847; df=1; P=0,771

PANSpsy <16  175(82,9)  36(17,1)
>16  1(100) 0 (0)

PANSSdep <16  112(757)  36(24,3)
>16  0(0) 0 (0)
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4. Rezultati

Tablica 11. Raspodjela MAO-B genotipova (G nosioci i AA homozigoti) kod Zena oboljelih
od shizofrenije podijeljenin prema broju bodova ostvarenim na pojedinim PANSS
podljestvicama.

MAO-B G nosioci

PANSS podljestvica b?c;g{/ a N (%)
AA G
PANSStot <120  58(27,5) 153 (72,5)
>120  1(100) 0 (0)
PANSSpos <28 52 (27,8) 135 (72,2)
>28 7 (28,0) 18 (72,0)
x?=0,0473; df=1; P=0,828
PANSSneg <28 57 (27,9) 147 (72,1)
> 28 2 (25,0) 6 (75,0)
x?=0,0484; df=1; P=0,826
PANSSgen <64 59 (44,0) 75 (56,0)
> 64 0 (0) 0 (0)
PANSScog <16 58 (27,5) 153 (72,5)
> 16 1 (100) 0 (0)
PANSSexc <20 55 (28,4) 139 (71,6)
>20 4 (22,2) 14 (77,8)
x?=0,0784; df=1; P=0,779
PANSpsy <16 59 (28,0) 152 (72,0)
>16 0 (0) 1 (100)
PANSSdep <16 59 (44,0) 75 (56,0)
>16 0 (0) 0 (0)
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5. Rasprava

U ovom radu praéena je povezanost aktivnosti trobocitne MAO-B, kao i polimorfizma 13.
introna gena za MAO-B, sa simptomima shizofrenije procijenjenim od strane lije¢nika
psihijatra prema ljestvici pozitivnih i negativnih simptoma. Istrazivanje je obuhvatilo 399
ispitanika, od kojih 187 muskaraca i 212 Zena. Analiza je provedena uz podjelu po spolu i
ovisnosti o puSenju, a ispitanici su podijeljeni na one s viSe (tezi simptomi) ili manje (laksi

simptomi) ostvarenih bodova na PANSS podljestvicama.

5.1. Povezanost aktivnosti trombocitne MAO-B sa simptomima shizofrenije

U psihopatoloSkom poremecaju kao Sto je shizofrenija, razli¢iti obrasci ponasanja, odnosno
simptomi, razligito ovise o bioloskim varijablama.®3 U ovom radu pronadeni su razli¢iti tipovi
povezanosti aktivnosti trombocitne MAO-B i pojedine skupine simptoma shizofrenije
kategoriziranin  PANSS podljestvicama. Aktivnost trombocitne MAO-B je prethodno
predlozena kao periferni pokazatelj razlicitih disinhibitornih poremecaja kao sto su impulzivno
1 rizicno ponasanje, traZzenje novotarija te znacajke osobnosti povezane s psihopatologijom ili
agresijom.®®84 Poveéanje, kao i smanjenje aktivnosti MAO-B, predstavlja biolosku ranjivost na
razliita ponasanja te nema jednostave ili linearne povezanosti izmedu patoloskih obrazaca
ponasanja i monoaminergickog sustava.®® Nadalje, pretpostavlja se da bi niska aktivnost MAO-
B mogla predstavljati nespecifi¢ni pokazatelj koji indicira predispoziciju za psihopatologiju
vjerojatnije generalno, nego za specifi¢na ponasanja odnosno pojedine simptome.>® Kao §to je
vec ranije spomenuto, aktivnost MAO-B ovisi o spolu. Ovom studijom su potvrdene razlike u
aktivnosti trombocitne MAO-B ovisno o spolu i pusenju, s povisenom aktivno$éu pronadenom
kod Zena u odnosu na muskarce te kod nepusaca u odnosu na pusace, sukladno navodima iz
literature,#®3°4%6.%8 ve¢ sy otprije poznata istraZivanja koja potvrduju inhibicijski ucinak
puSenja na aktivnost trombocitne MAO-B,>°88%8 3 najvjerojatnije kao posljedicu
epigenetskih modifikacija izazvanih puSenjem, odnosno sniZzene metilacije promotora gena
MAO-B koja uzrokuje poveéanu sintezu istoimenog proteina.®” U konaénici, pusenje potice
pojacanu sintezu MAO-B kako bi se nadomjestila sniZzena aktivnost enzima izazvana
deprivacijom kisika uslijed pusenja.%® Spolom izazvane razlike u aktivnosti trombocitne MAO-

B objasnjavaju se veCom koncentracijom samog proteina u trombocitima zena u odnosu na
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muskarce. Naime, spolom izazvane razlike nestaju ukoliko se aktivnost enzima korigira
obzirom na koli¢inu samog proteina.®®

U ovom radu je usporedena aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu ispitanika s ostvarenim
vecim i ispitanika s manjim brojem bodova ostvarenim na pojedinim podljestvicama PANSS.
Kada govorimo o muskarcima pusacima ukljucenim u naSe istrazivanje, rezultati su pokazali
znacajnu razliku u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu onih s ve¢im brojem bodova
ostvarenih na PANSStot, PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen, PANSScog i PANSSpsy i onih
sa manjim brojem bodova ostvarenih na istim ljestvicama. Aktivnost trombocitne MAO-B bila
je znacajno povisena kod ispitanika sa ostvarenim vec¢im, u odnosu na one s manjim brojem
bodova na prethodno navedenim ljestvicama. Nije postojala bitna razlika u aktivnosti
trombocithe MAO-B izmedu ispitanika sa manjim i ve¢im brojem ostvarenih bodova kada je
rije¢ o PANSSexc 1 PANSSdepr ljestvici. Kod muSkaraca nepusaca, aktivnost trombocitne
MAO-B bila je povisena kod onih s ve¢im brojem bodova na PANSStot, PANSSneg i
PANSScog ljestvicama, dok kod podjele obzirom na PANSSpos, PANSSgen, PANSSexc,
PANSSpsy 1 PANSSdepr podljestvice nije bila uoc¢ena razlika u aktivnosti trombocitne MAO-
B. Kod Zena pusaca, kao i kod Zzena nepusaca, nisu pronadene razlike u aktivnosti trombocitne
MAO-B nakon podjele ispitanica ovisno o broju bodova ostvarenih na PANSS ljestvicama.
Uvidom u literaturu nije pronadeno puno znanstvenih radova koji su proucavali promjene
aktivnosti trombocitne MAO-B ovisno o tezini simptoma procijenjenin PANSS-om. Medu
naSim rezultatima svakako treba istaknuti povezanost povisene aktivnosti trombocitne MAO-B
s ostvarenim ve¢im brojem bodova na PANSStot, PANSSneg i PANSScog ljestvicama koju
pronalazimo kod svih musSkaraca neovisno o puSenju. Kako PANSStot bodovi daju vaznu
informaciju o opé¢em psihopatoloSkom stanju u shizofrenih bolesnika, zanimljivo je uociti
povezanost povisene aktivnosti trombocitne MAO-B 1 teZe psihopatologije u shizofreniji. Ovaj
rezultatima, aktivnost trombocitne MAO-B bila snizena® ili se nije razlikovala u shizofrenih
ispitanika u usporedbi s kontrolnim ispitanicima.®* Kako nasa studija nije ukljucila i skupinu
zdravih kontrolnih ispitanika, ne moZemo usporedivati u tom smjeru, ali niti iskljuciti vaznost
pronadene poviSene aktivnosti trombocitne MAO-B kao pokazatelja teze psihopatologije
unutar skupine shizofrenih bolesnika.

Nekonzistentni rezultati vezani za aktivnost trombocitne MAO-B u shizofreniji kao i
heterogenost same bolesti, potaknuli su znanstvenike da istraze aktivnost trombocitne MAO-B
u pojedinim podgrupama i specificnim simptomima. Neke studije su pritom izvijestile o

snizenoj aktivnosti trombocitne MAO-B u paranoidnom podtipu shizofrenije.®? Paranoidni
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simptomi poput halucinacija i deluzija uvrsteni su u pozitivne simptome PANSS-a, a u naSem
radu se veci broj bodova ostvarenih na PANSSpos podljestvici dovodi u vezu s povisenom
aktivno$¢éu trombocitne MAO-B u muskaraca pusaca. Ista povezanost je izostala kod
muskaraca nepusaca te kod zena. Medutim, uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je evaluacija
bolesnika u nasoj i studiji Meltzer i Zureick® provedena koristeéi razli¢ite klinicke instrumente
(PANSS naspram SADS-C), ne bi bilo ispravno smatrati ih istovjetnima pa se ne moze ni
zakljuciti da se radi o oprecnim rezultatima.

Takoder, iz literature je poznata znacajna pozitivna korelacija izmedu negativnih simptoma i
aktivnosti trombocitne MAO-B kod muskaraca, uz izostanak iste kod Zena.”* Ti rezultati su u
skladu s naSim nalazima poviSene aktivnosti trombocitne MAO-B povezane s ve¢im brojem
bodova na PANSSneg podljestvici kod muskaraca. Pritom korelacija izmedu aktivnosti
trombocitne MAO-B i negativnih simptoma indicira da bi jedan od supstrata MAO-B (serotonin
ili dopamin) mogao biti vazan za razumijevanje etiologije negativnih simptoma u shizofreniji.”*
Medutim, opet je vazno istaknuti da je evaluacije simptoma u spomenutoj studiji radena
koriste¢i druge klinicke instrumente od onih koriStenih u naSoj studiji.

Broj bodova na PANSScog podljestvici nespecificno odrazava kognitivne sposobnosti ¢esto
narusene u shizofreniji?’ te nasi rezultati, potvrdeni u muskaraca neovisno o pusenju, upuéuju
na vaznu povezanost poviSene aktivnosti trombocithe MAO-B s loSijim kognitivnim
sposobnostima. Brojne studije su pokazale da monoaminergicki sustav ima odlucujucu ulogu u
kogniciji na biomolekularnom nivou, ukljuéujué¢i memoriju,®® orijentaciju,®* paznju,®
paranoidno razmisljanje® te ponasanje i emocije®*®’. Poviene razine monoamina kao rezultat
promjena izazvanih aktiviranim enzimima MAO poticu promjene ostalih neurotransmiterskih
sustava u mozgu (glutamatergicki, acetilkolin esteraza, serotonergicki, noradrenalinski) vodeci
pritom do kognitivne manjkavosti.®® Temeljem naSih rezultata, za pretpostaviti je da se
povecana aktivacija MAO-B u srediSnjem Ziv€anom sustavu odraZava i1 na periferiji $to
trombocitnoj MAO-B daje potencijal pokazatelja oslabljenih kognitivnih sposobnosti u
bolesnika sa shizofrenijom.

Povezanost veceg broja bodova na PANSSgen i1 poviSene aktivnosti trombocitne MAO-B
pronadena je samo kod musSkaraca ovisnih o puSenju. MoZemo diskutirati da je parcijalna
povezanost PANSSgen bodova i aktivnosti trombocitne MAO-B izazvana Sirinom simptoma
koje ova podljestvica ukljucuje. Tako se op¢i psihopatoloski simptomi uglavnom odnose na
kogniciju, ali ukljucuje i druge simptome poput somatskih problema, depresije i anksioznosti
(Tablica 1). Naime, povezanost aktivnosti trombocitne MAO-B i kognicije ve¢ je prethodno

raspravljena, dok istovremeno postoje studije koje nijeCu povezanost aktivnosti MAO-B u
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trombocitima s dijagnozom depresije ili anksioznosti.*® Osim toga, u nasoj studiji je takoder u
potpunosti izostala povezanost depresivninh simptoma procijenjenih prema podljestvici
PANSSdep s aktivnoséu trombocitne MAO-B.

U skladu s objavljenim studijama,’® u ovom radu se ve¢i broj PANSSpsy bodova povezuje s
povisenom aktivnoséu trombocitne MAO-B kod shizofrenih bolesnika ovisnih o pusenju, dok
je povezanost izostala kod nepusaca. Svob Strac i suradnici’® su ispitivali aktivnost trombocitne
MAO-B kod muskih ispitanika s posttraumatskim stresnim poremecajem (PTSP) kod kojih je
izrazenost psihotickih simptoma procijenjena na jednak nacin kao u ovoj studiji. Iako je opisana
povezanost pronadena samo kod muskaraca puSaca, nakon usporedbe s ostalim literaturnim
podacima®®1% koji opisuju sliénu povezanost, svakako ne smijemo zanemariti ¢injenicu da
poviSena aktivnost trombocitne MAO-B moZe odrazavati prisustvo psihoti¢kih simptoma u
shizofreniji.

Kod shizofrenih bolesnika, agitacija se esto procjenjuje koriste¢éi PANSSexc podljestvicu®®?-
104 te se ¢esto navodi kao jedna od jednostavnijih i najintuitivnijih ljestvica za procjenu
simptoma agitacije.10%102104-107 prethodna studijal® je izvijestila o povisenoj aktivnosti
trombocitne MAO-B kod agitiranih u odnosu na neagitirane ispitanike, dok je u nasoj studiji u
potpunosti izostala povezanost aktivnosti trombocitne MAO-B i simptoma agitacije. U
navedenoj studiji evaluacija simptoma agitacije je takoder provedena prema broju bodova na
PANSSexc podljestvici, medutim postoje velike razlike u uzorcima ispitanika $to moze biti
razlog neslaganju rezultata. Naime, navedena studija je provedena na uzorku odraslih muskih
ispitanika oboljelih od shizofrenije i1 adolescenata s poremecajem ponaSanja, dok nasa studija

ukljucuje odrasle osobe oba spola samo s dijagnozom shizofrenije.

5.2. Povezanost polimorfizma 13. introna gena za MAO-B sa simptomima

shizofrenije

Najcesci polimorfizam gena MAO-B nalazi se u polimorfnoj ponavljajucoj regiji njegovog 13.
introna i uklju¢uje promjenu jedne baze, adenina (A), odnosno gvanina (G).*® U ovom radu
proucavana je razlika u ucestalosti genotipova obzirom na polimorfizam 13. introna gena MAO-
B kod ispitanika oboljelih od shizofrenije, podijeljenih po spolu i broju bodova ostvarenim na
PANSS ljestvicama. lako postoje studije koje povezuju dijagnozu shizofrenije s
polimorfizmom 13. introna gena MAO-B,*8%? 1 na3oj studiji je potpuno izostala povezanost
polimorfizma 13. introna gena MAO-B kod muskaraca ili zena s ozbiljno§¢u simptoma

procijenjenih PANSS ljestvicama. Istrazivanje provedeno na $panjolskoj populaciji shizofrenih
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bolesnika® predlozilo je G alel gena MAO-B kao rizi¢ni faktor za razvoj shizofrenije, ali samo
u zenskih ispitanika sa shizofrenijom. lako su Zene nosioci dvaju alela gena MAO-B smjestenog
na kromosomu X, a muskarci samo jednog, tesko je procijeniti postoji li kod Zena aditivni
ucinak i koliko je on kod svake zene utjecan nasumi¢nom deaktivacijom jednog kromosoma X
tijekom embriogeneze.®?

Ne postoji puno studija koje su proucavale izravnu vezu polimorfizma 13. introna gena MAO-
B 1 teZine simptoma u shizofreniji, a nasi rezultati su u skladu s postoje¢im. Naime, postojanje
ozbiljnih simptomi agitacije, procijenjenih prema PANSSexc, kod odraslih muSkaraca sa
shizofrenijom 1 muskih adolescenata s poremecajem ponasanja nije povezano s polimorfizmom
13. introna gena MAO-B.1% Takoder, ratni veterani oboljeli od PTSP-a, nosioci alela G ili A
gena MAO-B nisu se razlikovali u tezini psihotickih i simptoma agitacije, procijenjenih prema
PANSSexc odnosno PANSSpsy. ™
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6. Zakljucak

e Potvrdene su razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B ovisno o spolu i puSenju, s
povisenom aktivnos¢u pronadenom kod Zena u odnosu na muskarce te kod nepusaca u
odnosu na pusace

e Aktivnost trombocitne MAO-B je povisena kod muskaraca puSaca s ostvarenim veé¢im
brojem bodova na podljestvicama PANSStot, PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen,
PANSScog i PANSSpsy u odnosu na muskarce pusace s manjim brojem bodova
ostvarenih na istim podljestvicama

e Kod muskaraca pusaca nije pronadena znacajna razlika u aktivnosti trombocitne MAO-
B izmedu ispitanika s manjim i ve¢im brojem ostvarenih bodova na podljestvicama
PANSSexc i PANSSdep

e Aktivnost trombocitne MAO-B je povisena kod muskaraca nepusaca s ostvarenim
veéim brojem bodova na podljestvicama PANSStot, PANSSneg i PANSScog u odnosu
na muskarce nepusace s manjim brojem bodova ostvarenih na istim podljestvicama

e Kod muskaraca nepusaca nije pronadena znacajna razlika u aktivnosti trombocitne
MAO-B izmedu ispitanika s manjim 1 ve¢im brojem ostvarenih bodova na
podljestvicama PANSSpos, PANSSgen, PANSSexc, PANSSpsy i PANSSdep

e Kod zena pusaca, kao i kod Zena nepuSaca, nisu pronadene razlike u aktivnosti
trombocitne MAO-B nakon podjele ispitanica ovisno o broju bodova ostvarenih na
PANSS ljestvicama

e |zostala je povezanost polimorfizma 13. introna gena MAO-B s ozbiljno$¢u simptoma

procijenjenih PANSS podljestvicama kod muskaraca i zena oboljelih od shizofrenije
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7. Popis koriStenih kratica:

e A -adenin

e Dbp - parova baza

e BSA - govedi serumski albumin

e Cys - cistein

e dNTP - deoksiribonukleozid trifosfat

e FAD - Flavin adenin dinukleotid

e G-gvanin

e Gly -glicin

e MAO - monoamin-oksidaza

e MAO-A - monoamin-oksidaza A

e MAO-B - monoamin-oksidaza B

e MRNA - glasnica ribonukleinska kiselina

e PANSS - Ljestvica pozitivnih i negativnih simptoma
e PANSScog - podljestvica kognitivih simptoma
e PANSSdep — podljestvica depresivnih simptoma
e PANSSexc — podljestvica simptoma ekscitacije
e PANSSgen — ljestvica op¢ih psihopatoloskih simptoma
e PANSSneg - ljestvica negativnih simptoma

e PANSSpos — ljestvica pozitivnih simptoma

e PANSSpsy — podljestvica psihoti¢kih simptoma
¢ PCR - lancana reakcija polimeraze

e SDS - natrijev dodecil sulfat

e Ser - serotonin

e Tyr - tirozin

e VNTR - varijabilan broj ponavljanja
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