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1. UVOD

Agitacija je pojam koji opisuje svaku fizicku i1 psihicku uznemirenost, a odnosi se na
motori¢ku agitaciju, iritabilnost, nemir i neprijateljski nastrojeno ponasanje koje vrlo brzo
moze dovesti do potencijalno opasnog ponasanja te fizicke 1 verbalne agresije. Agitacija je
Cesto prisutna kod razli¢itih psihijatrijskih poremecaja (shizofrenija, bipolarni poremecaj,
posttraumatski stresni poremecaj (PTSP), poremecaji ponasanja i poremecaji osobnosti) ¢ime
dodatno narusava klinicku sliku pacijenta. Agitacija moze imati vrlo negativne fizicke i

psiholoske posljedice na same pacijente, ali i na njihovu okolinu.

Serotonin (5-HT) kao neurotransmiter sudjeluje u sloZzenom procesu komunikacije
izmedu neurona, a posreduje Citav niz sredi$njih i perifernih funkcija. Izmedu ostalog,
uklju€en je u modulaciju brojnih fizioloskih funkcija kao $to su prehrana, spavanje, seksualno
ponasanje, cirkadijani i neuroendokrini ritmovi, raspolozenje, itd. Dosadasnja istrazivanja
upucuju na moguéu vezu izmedu agresivnog ponasanja i promijenjene funkcije serotoninskog
sustava.t

Zanimljiva je 1 uloga potencijalne geneticke kontrole pojedinih komponenti koje
sudjeluju u metabolizmu 5-HT, njegovom otpustanju i djelovanju unutar sinapse. U te
komponente ubraja se i enzim monoaminooksidaza tipa A (MAO-A) koja sudjeluje u
razgradnji biogenih amina.?® Varijante polimorfizma MAOA-UVNTR, smjestenog unutar
promotorske regije gena MAOA, koje imaju manji broj uzastopnih ponavljanja (2 ili 3), i
dovode do vise ekspresije MAO-A i samim time do nize koncentracije 5-HT, povezuju se s

impulzivnim i agresivnim ponasanjem*® te ozbiljnim kriminalnim ponasanjem.®

Zbog nedostatka pouzdanih podataka u literaturi, cilj ovog diplomskog rada je istrazZiti
postoji li povezanost polimorfizma MAOA-UVNTR i koncentracije 5-HT u trombocitima sa
simptomima agitacije kod osoba oboljelih od shizofrenije ili PTSP-a te kod osoba s
poremecajima ponaSanja. Istrazivanja genetickih varijanti gena MAOA te promjena u
koncentraciji trombocitnog 5-HT mogla bi doprinijeti shvac¢anju uloge serotoninskog sustava

u razvoju simptoma agitacije kod navedenih psihijatrijskih poremecaja.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Fiziologija serotonina u organizmu

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) je biogeni amin koji se sintetizira iz esencijalne
aminokiseline triptofana. U pocetku je bio identificiran kao vazokonstrikcijska tvar, koja se
oslobada prilikom koagulacije krvi, a kasnije i kao monoaminski neurotransmiter u mozgu.
Kemijska struktura 5-HT iz enterokromafinih stanica crijeva otkrivena je jo§ 1937. godine.
Naknadno je sintetiziran, nakon ¢ega je otkrivena i funkcija 5-HT kao neurotransmitera u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS), a istrazivanja vezana za 5-HT intenzivirana su nakon
njegovog pronalaska u hipofizi. Najvise 5-HT se sintetizira u enterokromafinim stanicama
crijeva, a takoder se sintetizira i u serotonergiénim neuronima SZS-a, te u hipofizi.! 5-HT je
ukljuéen u regulaciju neuroendokrinog sustava, raspolozenja 1 fizioloskih funkcija te
ponasanja.” Dijeluje na velik broj fizioloskih funkcija, npr. kardiovaskularnu i
gastrointestinalnu regulaciju, apetit, sitost, disanje i termoregulaciju, osjetljivost na bol,
cikluse spavanja i budnosti, motornu aktivnost, reproduktivne i senzorne funkcije, kao i na
razliCite vrste ponaSanja, kao Sto su agresija, agitacija, kontrola impulsa, anksioznost,
suicidalno ponaSanje, seksualno ponasSanje, ali i na kognitivne funkcije kao $to su pamcenje i
ucenje.’

Poremecaji funkcije serotoninskog sustava povezuju se s pojavom odredenih
psihijatrijskih poremecaja, kao $to su depresija, razne vrste ovisnosti i anksioznih poremecaja,
shizofrenija, anoreksija, te s osobinama li¢nosti poput agresivnosti, impulzivnosti ili
poremecajem paznje, ali i za neuroloSke poremecaje poput migrene, Alzheimerove bolesti i

epilepsije.>1°

U organizmu se 5-HT sintetizira iz esencijalne aminokiseline L-triptofana pomocu
enzima triptofan hidroksilaze (TPH) (Slika 1). Najve¢i dio, oko 95% 5-HT, sintetizira se u
enterokromafinim stanicama tankog crijeva (tzv. Kultschitzkyjeve stanice), a ostatak se
sintetizira u mozgu 1 perifernim organima te potom krvotokom dospijeva u pluca gdje se
metabolizira.!* Trombociti ne sintetiziraju 5-HT, ve¢ se 5-HT aktivnim transportom unosi u
trombocite uz pomo¢ transmembranskog serotoninskog transportera (5-HTT ili SERT), a
potom aktivnim transportom, uz pomo¢ adenozin difosfata (ADP), unosi u mjehurice, tzv.

guste granule (engl. dense bodies).



Budu¢i da je 5-HT hidrofilna supstanca, ne moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru, ali istu
moze prije¢i njegov prekursor triptofan. Molekula 5-HT sintetizira se iz aminokiseline L-
triptofana, koji se djelovanjem TPH prevodi u 5-hidroksitriptofan, a potom, djelovanjem
dekarboksilaze aromatskih aminokiselina, u 5-HT (Slika 2). Taj proces odvija se samo u
stanicama koje sadrze TPH, a to su serotonergi¢ni neuroni u jezgrama rafe mozdanog debla

te, na periferiji, enterokromafine stanice tankog crijeva.

HO HO HO HO
0 NH,
TRIPTOFAN DEKARBOKSILAZA
—_— >
/ \ NH2 HIDROKSILAZA / \ NH2 / \
N N N
H H H
Triptofan 5-hidroksitriptofan Serotonin

Slika 1. Sinteza serotonina

Kod sisavaca se nalaze dvije izoforme TPH, enzima koji je jedini specifican za
biosintezu 5-HT. Triptofan-hidroksilaza 1 (TPH1) nalazi se pretezito u perifernom sustavu,
dok je triptofan-hidroksilaza 2 (TPH2) dominantna u mozgu.®! Mozak ima vlastitu sintezu i
razgradnju 5-HT koja je odvojena krvno-mozdanom barijerom od perifernog serotoninskog
odjeljka. Sintetizirani 5-HT pohranjuje se u specifi¢cnim vezikulama presinapti¢kih zavrSetaka
serotonergi¢nih neurona. Podrazeni presinapticki neuron oslobada 5-HT u sinapticku pukotinu
gdje 5-HT ima funkciju neurotransmitera. U razgradnji 5-HT glavnu ulogu ima enzim
monoaminooksidaza (MAO), ¢ijim djelovanjem nastaje 5-hidroksiindolacetaldehid. On se
najve¢im dijelom, posredstvom aldehid-dehidrogenaze, prevodi u kona¢ni metabolit
razgradnje 5-HT, 5-hidroksiindol octenu kiselinu ili 5-HIAA (Slika 2). Enzim MAO takoder
postoji u 2 izoforme.!! Enzim MAO tipa A (MAO-A) je u najvecoj koncentraciji prisutan u
placenti, plu¢ima, jetri, slezeni i crijevu, dok je MAO tipa B (MAO-B) najviSe eksprimiran u

trombocitima i glija stanicama.
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Slika 2. Metabolizam serotonina

Zbog ogranicene distribucije i visoke konstante Km, TPH je limitiraju¢i ¢imbenik u sintezi
5-HT. Samo 5% od ukupnog metabolizma triptofana koristi se za sintezu 5-HT. Ovako mali
postotak moze se objasniti specificnom lokalizacijom TPH u mozgu i enterokromafinim

stanicama. Oko 95% metabolizma triptofana odvija se u jetri za sintezu kinureina.'t



Razli¢iti podrazaji mogu potaknuti otpustanje 5-HT iz enterokromafinih stanica. Nakon
izlu¢ivanja uz ostale crijevne hormone, 5-HT povecava protok krvi u gastrointestinalnom
traktu. Nakon prvog prolaska kroz jetru, 30-80% 5-HT metabolizira se djelovanjem MAO do
5-HIAA, koja se izluCuje putem bubrega. Vecina preostalog 5-HT (90%) metabolizira se u
plu¢ima, a preostalih 10% 5-HT gotovo u potpunosti preuzimaju trombociti, koji ga
pohranjuju sve do oslobadanja u procesu zgrusnjavanja krvi. Homeostaza 5-HT u Covjeka se
desava kroz dva metabolicki odvojena odjeljka; srediSnji i periferni, koji su odvojeni krvno-
mozdanom barijerom nepropusnom za 5-HT, ali propusnom za prekursor triptofan i metabolit
5-HIAA.

2.1.1. SrediSnji odjeljak serotonergickog sustava

Sredi$nji odjeljak serotonergi¢nog sustava predstavljaju 5-HT neuroni okupljeni u jezgre rafe
(lat. nuclei raphe) u mozdanom deblu koji se projiciraju u sve dijelove mozga i kraljeznicke
mozdine (Slika 3). 5-HT neuroni iz medijalne se jezgre rafe projiciraju u hipokampus i

hipotalamus, a iz dorzalne jezgre rafe u hipotalamus, kaudatus i putamen.*?

frontalni korteks

Y

i
1!"’
=

bazalni gangliji

talamus

hipokampus

jezgre rafe
mali mozak

Slika 3. Serotoninski putevi u mozgu®®



Sintetizirani 5-HT pohranjuje se u specificnim vezikulama presinaptickih zavrSetaka
serotonergi¢nih neurona. Podrazen presinapti¢ki neuron oslobada 5-HT u sinapticku pukotinu

gdje 5-HT ima funkciju neurotransmitera (Slika 4).
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Slika 4. Idealizirana sinapti¢ka pukotina izmedu dva neurona koja pokazuje ulogu MAO-A u

katabolizmu serotonina®

Nakon sinteze, 5-HT se pakira u sinapticke vezikule pomocu vezikularnog
monoaminskog transportera. Sintetizirani 5-HT otpuStanjem iz presinaptickog neurona i
vezanjem za receptore na postsinaptickom neuronu sudjeluje u komunikaciji izmedu neurona
te prijenosu signala (Slika 4). Nakon prijenosa impulsa, 5-HT se vraca u presinapticki neuron

pomocu 5-HTT smjeStenog na povrsini neurona te se razgraduje djelovanjem MAO.



2.1.2. Periferni odjeljak serotonergi¢nog sustava

U perifernom serotoninskom odjeljku, koji sadrzi oko 90% ukupnog 5-HT, glavni izvor
sinteze 5-HT su enterokromafine stanice crijeva koje otpustaju dio 5-HT u krvotok, odakle
veé¢i dio aktivnim transportom pohranjuju trombociti, a glavno mjesto razgradnje 5-HT su

pluca.

Trombociti su, uz serotonergi¢ne neurone i enterokromafine stanice, najbogatiji izvor 5-
HT. lako se trombociti strukturno, funkcionalno i ontogenetski razlikuju od neurona, elementi
trombocitnog 5-HT sustava gotovo su identi¢ni onima u 5-HT neuronima. Te se sli¢nosti

baziraju na sli¢nom unosu 5-HT te sli¢nim procesima pohrane i otpustanja 5-HT 15161718

S druge strane, postoje znacajne razlike izmedu neurona i trombocita. U prvom redu,
razlika je u tome Sto trombociti nemaju jezgru, ne provode elektri¢ne impulse, imaju kraci
zivotni vijek 1 ne sintetiziraju 5-HT, ve¢ ga aktivnim transportom, pomocu 5-HTT u
trombocitnoj membrani, pohranjuju iz krvne plazme u guste granule. Na povr$ini trombocita,
nalazi se 5-HT receptor tipa 2A koji, nakon vezanja 5-HT, aktivira promjenu oblika
trombocita i reakciju otpustanja sadrzaja iz granula i agregaciju trombocita izazvanu 5-HT.®
Na 5-HTT odnosno vezno mjesto za 5-HT veZu se antidepresivi, inhibitori aktivnog unosa 5-
HT i on je ciljno mjesto djelovanja selektivnih inhibitora ponovnog unosa 5-HT (SIPUS-a).1
Mnoge studije podrzale su povezanost izmedu Serotoninskih trombocitnih pokazatelja i
psihopatoloskih stanja.” Prednosti ovog pristupa istrazivanja SZS-a je u manje invazivnim
metodama istrazivanja U odnosu na metode poput lumbalne punkcije za odredivanje
koncentracije 5-HIAA u likvoru te u odnosu na neuroendokrine probe, koje zahtjevaju
administraciju odredenih hormona i/ili lijekova. Koncentracija 5-HT u trombocitima

individualno je stabilna u zdravih osoba.8



2.2. Monoaminooksidaza

Enzim MAO integralni je protein vanjske membrane mitohondrija smjeSten u mozgu i
perifernim organima. Katalizira oksidativnu deaminaciju razli¢itih endogenih i egzogenih
amina. Ovaj flavoenzim odgovoran je za metabolizam i regulaciju koncentracije mnogih
izuzetno vaznih neurotransmitera, kao Sto su dopamin, histamin, 5-HT te adrenalin, ali i
razli¢itih amina (benzilamina i feniletilamina).'® Na taj na¢in MAO izravno djeluje na
koncentraciju aminskih neurotransmitera, ali i brojnih ksenobiotika.!® Utjecajem na
koncentraciju neurotransmitera, MAO utjeCe na raspoloZenje, pokretanje, budnost i memoriju.
Disfunkcija MAO povezuje se s mnogim patoloSkim stanjima poput Parkinsonove bolesti,

Alzheimerove bolesti, Huntingtonove bolesti i shizofrenije.?%%

2.2.1. lzoenzimi monoaminooksidaze

Enzim MAO javlja se u obliku dva izoenzima; MAO-A i MAO-B. Izozimi (ili izoenzimi) su
enzimi koji se medusobno razlikuju u aminokiselinskom slijedu, ali kataliziraju istu kemijsku
reakciju.’® Izoenzimi se obi¢no razlikuju po kinetikim parametrima (primjerice, imaju
razlicitu Michaelisovu konstantu) ili je njihova aktivnost regulirana razliCitim biokemijskim
mehanizmima. Razlikuju se po glavnim supstratima, inhibitorima te smje$taju u organizmu.
Enzim MAO-A veli¢ine je 61 kDa, a MAO-B 55 kDa.!® Osim po veli¢ini, dva tipa enzima
razlikuju se i prema supstratima. MAO-A primarno katalizira oksidativnu deaminaciju 5-HT i
noradrenalina, a glavni supstrati MAO-B su dopamin i egzogeni amini poput benzilamina i
feniletilamina.’® Glavni inhibitori MAO-A su klorgilin i moklobemid, a inhibitori MAO-B su
L-deprenil i pargilin.?? Inhibitori MAO svoju primjenu nalaze kao antidepresivi i
neuroprotektivni lijekovi, pri ¢emu se MAO-A inhibitori primjenjuju kao antidepresivi, a

MAO-B inhibitori u lije¢enju Alzheimerove i Parkinsonove bolesti.??

Enzim MAO-A je u mozgu smjeSten unutar kateholaminergi¢nih neurona, a rjede u glija
stanicama, dok se MAO-B pretezito nalazi u glija stanicama i serotonergi¢nim neuronima.?
MAO u mozgu degradira Stetne amine i na taj nain sprijeCava oste¢enje neurona. Na
periferiji su izoenzimi MAO zajedno eksprimirani u brojnim tkivima, osim u placenti gdje je
eksprimirana samo MAO-A te u trombocitima i limfocitima gdje je eksprimirana samo MAO-

B forma.2*25



Ekspresija enzima MAO se kod ¢ovjeka mijenja tijekom Zivotnih stadija. Tako je u mozgu
fetusa zastupljenija MAO-A, dok u mozgu odraslih osoba prevladava MAO-B, a uzrok tome

je dominacija MAO-B u glija stanicama koje proliferiraju tijekom cijelog Zivota ¢ovjeka.?

Osim $to regulira koncentraciju neurotransmitera u mozgu, MAO na periferiji osigurava
obranu od razli¢itih potencijalno toksi¢nih aminskih spojeva unesenih hranom ili nastalih
metabolizmom tvari. Zbog svoje vazne uloge u regulaciji raspolozenja, emocija i ponasanja,
aktivnost MAO povezuje se s patofiziologijom razli¢itih mentalnih i neurodegenerativnih
poremecaja. 2°

Sliénost aminokiselinskog slijeda dvaju izoenzima iznosi 70%.2® 1zoenzimi su sastavljeni
od dvije jednake podjedinice od 59 kDa odnosno 58 kDa. Svaka podjedinica sadrzi 4 visoko
konzervirane domene bitne za funkcioniranje enzima. U prvoj N-terminalnoj domeni nalazi se
karakteristi¢ni B-a-p motiv za koji se veze ADP, a u drugoj domeni nalazi Se vezno mjesto
supstrata. U trecoj domeni je vezno mjesto za flavin-adenin-dinukleotid (FAD), dok je Cetvrta
domena C-terminalna domena u kojoj se nalazi transmembranski o—heliks.?’
Transmembranski a-heliks ¢ine 32 aminokiseline i izrazito je bitan za funkcioniranje enzima,
a visoko je konzerviran izmedu izoenzima te izmedu razlic¢itih vrsta. Aktivnho mjesto MAO-A

enzima prikazano je na Slici 5.

Vezno mjesto supstrata, unutar druge domene, ¢ine aromatski bo¢ni ogranci Tyr-398,
Tyr-435, Tyr-326 (odreduje specifiénost) te kataliticki ostatak Cys-365.28 Uz proteinski dio
(apoenzim), MAO posjeduje 1 koenzim FAD. Svaka podjedinica enzima veZze jednu molekulu
koenzima. FAD se za tre¢u domenu enzima veze kovalentnim i nekovalentnim interakcijama.
Koenzim je 8a-CHs skupinom kovalentno vezan na Cys-406 u MAO-A odnosno Cys-397 u
MAO-B. Nekovalentne interakcije koenzim ostvaruje preko aminokiselina Glu-34, Tyr-44,
Thr-45, Lys-296 i Trp-388. Ako se narusi neka od ovih interakcija dolazi do inaktivacije

enzima.®



/ Ile199

Slika 5. Aktivno mjesto MAO-A%

MAO Kkatalizira reakciju oksidativne deaminacije endogenih i egzogenih amina u
organizmu koja se odvija u tri stupnja.l® Prvo dolazi do oksidacije supstrata popraéene
redukcijom FAD-a (Slika 6). Zatim se FAD reoksidira kisikom uz nastanak vodikovog

peroksida (Slika 6). Naposljetku nastaje imin poc¢etnog supstrata koji spontano hidrolizira do
aldehida (Slika 6).°
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Slika 6. Opéa formula reakcija koju katalizira MAO?®

2.2.2. Geni za monoaminooksidazu tipa Ai tipa B

MAO-A i MAO-B forme kodirane su s dva razli¢ita gena smjestena jedan do drugog na
kra¢em kraku kromosoma X, regija Xp11.23-11.4. (Slika 7). Oba gena sadrze 15 eksona i 14
introna. Budu¢i da se veze izmedu eksona 1 introna oba gena preklapaju, smatra se da su
nastali duplikacijom od zajedni¢kog pretka.?* Promotorske regije izoenzima su takoder visoko
konzervirane te dijele 60% homologije u sekvenci. Oba promotora sadrze GC-bogate regije,
no razlikuju se u organizaciji transkripcijskih elemenata. Upravo zbog toga smatra se da

dolazi do razlike u specifi¢noj ekspresiji izoenzimau stanicama razli¢itih tkiva.®
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Slika 7. Polozaj gena za MAO-A i MAO-B na kromosomu X (oznaceno crveno)3!
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2.3. Agitacija i agresija

Agitacija je pojam koji opisuje svaku fizicku i psihicku uznemirenost i unutarnja tenzija, a
ukljucuje motori¢ku agitaciju, iritabilnost, nemir i neprijateljski nastrojeno ponasanje koje
vrlo brzo moze dovesti do potencijalno opasnog ponasanja te fizicke i verbalne agresije® i
nasilni¢kog ponasanja.® Posljednjih desetlje¢a agresivno, antisocijalno i nasilni¢ko ponasanje
je u stalnom je porastu. Progresija tezine simptoma agitacije dovodi do agresivnog i
nasilnickog ponasanja.®® Taj uznemirujuéi razvoj dokumentiraju sluzbene kriminalisticke
statistike u raznim zapadnim industrijskim zemljama.>* Tako na primjer, Sjedinjene Americke
Drzave izvjeS€uju o stopostotnom porastu broja nasilnih prekrSaja od 1983. do 1993., pri
c¢emu je gotovo isti porast zabiljeZzen u djecaka i1 djevojcCica koji su tuZeni zbog delinkventnog
ponasanja. Prevalencija agitacije se kre¢e od 4,3 do 10 %.3*

Agresija se definira kao fizicki ili verbalni oblik ponasanja koji ima namjeru povrede
osobe ili objekta.®* Kljuéan je ¢imbenik u definiciji agresije upravo namjera, te je stoga
agresija namjerno ponasanje s ciljem nanosenja fizicke ili psihicke boli. Postoje spolne razlike
u agresivnosti. Muskarci su fizicki agresivniji od Zena, dok kod iskazivanja verbalne agresije
razlike nema. Razlikuju se dvije vrste agresije, neprijateljska i instrumentalna. Neprijateljska
agresija je izazvana emocijama. Do takvog oblika agresije dolazi u situacijama koje pojedinac
dozivljava provociraju¢ima. Javlja se srdzba, $to Cesto rezultira napadima. Instrumentalna
agresija je napad, ali sa svrhom postizanja nekog cilja. Tada se agresija ne pojavljuje sama od
sebe, nego je osoba svjesna da agresivnim ponasanjem postize neki cilj.®*3 Ona se javlja u
situacijama kada je izvor agresije nepristupacan ili ga se osoba boji. Analiziraju¢i uzroke
agresije, psiholozi su formirali tri teorije 0 agresivnosti, agresija kao urodeno ponaSanje,

agresija kao odgovor na frustraciju i agresija kao nau¢eno ponasanje.®®

Agitacija je Cesto prisutna kod razli¢itih psihijatrijskih poremecéaja (shizofrenije,
bipolarnog poremecaja, posttraumatskog stresnog poremecaja (PTSP), poremecaja ophodenja
i poremecaja osobnosti, poremecaja paznje s hiperaktivnosti, drugih psihoti¢nih poremecaja),
intoksikacija alkoholom i drogama te kod drugih medicinskih stanja (npr. demencije, traume
glave, encefalitisa, meningitisa, encefalopatije, hipoksije, napadaja), ¢ime se dodatno
pogordava klinicka slika tih bolesti.?#3* Agresivno ponasanje i agitacija predstavljaju i
javnozdravstveni problem jer agitacija moze prije¢i u nasilno ponaSanje koje karakterizira
fizicko i verbalno neprijateljstvo, iritabilno i nekooperativno ponasanje, prijetnje, napadi na
druge osobe i druga patoloska ponasanja.®? Agitacija se ¢esto javlja kao verbalna ili fizicka

agresija, a moze biti usmjerena na razlicite objekte i osobe.
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Neurobioloska podloga agitacije nije potpuno jasna, no pretpostavlja se da nastaje radi
poremecaja u funkcioniranju  serotoninskog, dopaminskog i noradrenalinskog,
glutamatergickog i GABA (gama-aminomasla¢na kiselina)-ergickog neurotransmitorskog
sustava.®?

Kako agitacija moze imati vrlo negativne fizicke i1 psiholoske posljedice na same
bolesnike, ali i njihovu okolinu, intenzivno se radi na istrazivanju neurobioloskih mehanizama
koji su u podlozi agitacije, a koji bi mogli razjasniti mehanizam nastanka agitacije u svrhu

prevencije i boljeg lije¢enja. 34

2.3.1. Poremecaj ophodenja

Poremecaj ophodenja je psihijatrijski poremecaj koji ukljucuje trajni model ponaSanja kojim
su povrijedena temeljna prava drugih ili vaznije drustvene norme ili pravila primjerena dobi.
Karakteristi¢ni simptomi, koji se javljaju u zadnjih 12 mjeseci te moraju postojati unazad
zadnjih 6 mjeseci, ukljucuju agresivno ponasanje prema ljudima i Zivotinjama (7 simptoma);
uniStavanje imovine (2 simptoma); prijevaru ili kradu (3 simptoma) te ozbiljno narusavanje
pravila (3 simptoma). Navedeni simptomi trebaju biti takvog intenziteta da uzrokuju klinicki

znacajno ostecenje socijalnog, akademskog ili radnog funkcioniranja.®

Poremecaj ophodenja je poremecaj koji predstavlja veliko opterec¢enje za drustvo, kako u
financijskom, tako i u socijalnom pogledu. Briga o djeci s poremecajem ophodenja zahtjeva
posebne odgojne postupke te dugotrajni angazman ustanova psihosocijalne skrbi i sudova za
maloljetnike. Antisocijalno 1 agresivno ponaSanje ograni¢ava pojedince, njihove odnose s
drugima i koc¢i napredak drustva u cjelini. Poremecaj ophodenja odlikuje se neustaljenim
ponasanjem te postoji nekoliko tipova poremeéaja ophodenja.®” Djeca i adolescenti koji imaju
poremecaj s nasilnim ponasanjem Su sebicna, ne ophode se lijepo prema drugima i nedostaje
im osjecaj griznje savjesti. Osobe s poremecajem ophodenja zbog pripadnosti grupi odani su
svojim prijateljima, a loSe se ponaSaju prema onima koji ne pripadaju grupi. Neka djeca i
adolescenti pokazuju znakove vise poremecaja. Osobe kod kojih je dijagnosticiran poremecaj
s prkoSenjem 1 suprotstavljanjem imaju negativno, ljutito i obrambeno ponaSanje, ali bez
negativnog stava prema drugima. Takvim je osobama poznata razlika izmedu dobrog i loseg,
te osjecaju griznju savjesti ako ucine nesto loSe. Premda se u pocetku poremecaj s prkoSenjem
1 suprotstavljanjem ne ubraja u poremecaj ophodenja, s vremenom prelazi u njegov blagi
oblik. Psihoterapijom je moguce poboljsati djetetovo samopouzdanje i kontrolu, §to dovodi do

poboljsanja ponaSanja. NajceSc¢e se pokazuje da je najbolji nacin lije¢enja udaljavanje djeteta
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iz loSe sredine i uspostavljanje discipline. Poremecaj socijalnog ponasSanja djece ¢esto je
kroni¢nog karaktera, teSko se lije¢i 1 smatra se glavnim prethodnikom antisocijalnog
ponasanja u odrasloj dobi. Kod antisocijalnih odraslih osoba povecan je rizik od dozivljavanja
neuspjeha u poslovnom zivotu, bra¢nih problema i problema sa zakonom i pravnih sankcija.
Budu¢i da su roditelji s takvim poremecajem skloni i kod svoje djece izazvati takvo

ponasanje, sheme agresivnog ponasanja prenose se kroz generacije.>"®

2.3.2. Shizofrenija

Shizofrenija je jedna od najceS¢ih psihijatrijskih bolesti. Oko 1% svjetskog stanovniStva
boluje od shizofrenije.®® Ovaj psihijatrijski poremecaj karakteriziran je psihoti¢nim
epizodama (s halucinacijama, sumanutim idejama 1 dezorganiziranim ponaSanjem),
intervalima gdje dominira apatija, povlacenjem iz socijalnog okruzenja i emocionalnom
tuposti. Shizofrenija oboljeloj osobi onemogucava razlikovanje stvarnih (realnih) od
nestvarnih (nerealnih) dozivljaja ili iskustava, ometa logicko razmisljanje, normalne osje¢ajne
dozivljaje prema drugim osobama te narusava njeno drustveno funkcioniranje. Premda je
simptome bolesti u velikoj mjeri moguce lijeciti, ipak je to kompleksna bolest koju prati
snazna stigmatizacija bolesnika. Cesto se percipira kao vrsta invaliditeta pri ¢emu osoba nije u
stanju brinuti se za sebe, educirati se ili zadrzati posao.®® Bolest moZe poceti naglo, iznenada,
no u vecini slucajeva ona se razvija tijekom nekoliko mjeseci pa ¢ak i godinama. Naj€esci
simptomi su poteskoce s koncentracijom, napetost, nemogucnost spavanja i sl. Kao i u svakoj
bolesti simptomi se razlikuju od bolesnika do bolesnika, a svome tijeku ima razdoblja kada se

simptomi povlace ili ublazavaju te razdoblja pogoranja.*

Simptomi shizofrenije uobicajeno se dijele na: pozitivne, negativne, kognitivne
(spoznajne) i afektivne (simptomi promijenjenog raspolozenja).3®* Pozitivni simptomi
ukljucuju sumanute ideje, smetnje 1 poremecaje misljenja, halucinacije te cudno ponasSanje.
Sumanute ideje su lazna uvjerenja ili zablude nastale na nerealnoj osnovi, tj. nemaju podlogu
u realnoj zivotnoj situaciji, pa su nedostupne korekciji. Shizofreni bolesnik moze imati
razli¢ite smetnje misljenja, ponekad mu misli vrlo brzo skrecu od jedne ideje na drugu, bez
jasna slijeda i1 povezanosti, ili su mu misli “blokirane”. Negativni simptomi shizofrenije
ukljucuju gubitak sposobnosti osje¢ajnog dozivljavanja i izrazavanja, gubitak energije, volje 1
inicijative, gubitak sposobnosti uZivanja i zanimanja za dotadasnje aktivnosti, teSkoce
koncentracije. Cesto se javljaju i simptomi riziéne agresivnosti koji ukljuéuju bijes,

nezadovoljstvo i iritaciju usmjerenu prema drugima te teSko¢e u odgadanju zadovoljenja.
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Bolesnik trazi da se njegove potrebe zadovoljavaju odmah i postaje uznemiren kada je
zadovoljavanje potreba ili Zelja odgodeno. Shizofrenija je povezana s povecanim rizikom za
agresivno ponasanje i nasilje.3* Brojne studije su uputile na poveéanu ucestalost agresivnosti i
pocinjenja ubojstva u shizofrenih bolesnika u odnosu na ostalu populaciju. Najiscrpnije
podatke o0 toj povezanosti pregledno su izloZeni nedavno.3* Pokazano je da 14 % bolesnika sa
shizofrenijom pokazuje agitaciju kod prijema, dok ih 20 % ima epizode agitacije tijekom
zivota.* Studija provedena u Njemackoj pokazala je da od 1662 shizofrenih pacijenata njih
169 (11%) bilo osudeno za kriminal, a 94 (6%) za nasilje.*

2.3.3. Posttraumatski stresni poremecaj

PTSP je psihijatrijski poremecaj koji nastaje kao posljedica ekstremne traume ili po zivot
opasne stresne situacije koja ukljucuje smrtnu opasnost, ozbiljne fizicke povrede, prijetnju
psihickom ili fizickom integritetu osobe, i koju ta osoba dozivljava izrazito traumati¢no.
Traumatski dozivljaji koji mogu izazvati PTSP su ratne traume, terorizam, industrijske i
prirodne Kkatastrofe, silovanja, svjedo¢enje o ranjavanju ili smrti bliskih osoba, zanemarivanje,
fizi¢ki nasrtaji, otmice, talacke situacije i zlostavljanje u djetinjstvu. Simptome PTSP-a mogu
ponovo pobuditi i sje¢anja na sredi$nji stresni (nasilni) dogadaj, poput slika, zvukova ili
mirisa. Za zrtve zlostavljanja drustveni svijet postaje opasnim mjestom u kojem ljudi iz okoline
predstavljaju prijetnju sigurnosti. U pamcenje Zrtve urezuje se obrazac ljudske okrutnosti zbog koje
napadnuta osoba sa strahom gleda na sve $to nalikuje samom napadu koji je izazvao traumu.** Uz
postojanje traumatskog dogadaja, za dijagnozu PTSP-a potreban je razvoj simptoma
ponavljajucih intruzivnih sjecanja na traumatski dogadaj, ponovna proZivljavanja traumatskog
dogadaja u budnom stanju ili snovima, a Cesto je i izbjegavanje bilo kakvih dogadaja Kkoji
podsjecaju na prezivjelu traumu, jaka vegetativna stigmatiziranost, gubitak samopouzdanja,
povlacenje iz druStva, nesanica i izrazito snizeni prag na frustracije. Kako sve osobe koje su
bile izlozene traumatskom iskustvu ne razvijaju PTSP, njegova neurobioloSka podloga jo$
uvijek nije sasvim jasna. Etiopatogeneza PTSP-a jos nije dovoljno istrazena i smatra se da,
osim izlaganja traumatskom iskustvu, ukljucuje interakciju razlicitih okolisnih, bioloskih i
geneti¢kih ¢imbenika. Uz ve¢ navedene simptome, PTSP Cesto prate i poremecaji spavanja,
razdrazljivost, ljutnja i agresija, Sto uvelike ometa funkcioniranje osobe i drasticno narusava
kvalitetu zivota pojedinca. U Hrvatskoj postoji mnogo oboljelin od PTSP-a, kao posljedica
trauma dozivljenih tijekom Domovinskog rata. Jedan od simptoma koji se javljaju u okviru

klini¢ke slike PTSP-a jest i agresivno te nasilno ponaSanje. Ucestalost agresije i nasilni¢kog
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ponasanja u ratnih veterana je razli¢ita. Utvrdena je znaCajno veca pojava agresije u veterana s
dijagnozom PTSP-a u odnosu na veterane koji nemaju PTSP.*? Unutar slike PTSP-a, vrste
agresivnog ponaSanja su raznolike i Cesto se kombiniraju. Prevladava autoagresivno
ponasanje, koje je okrenuto prema samome sebi (npr. suicidalno ponaSanje), ali i
heteroagresivno ponasanje, u okviru kojega dominiraju verbalna agresija i impulzivne tjelesne
reakcije.*? Te su reakcije ¢eSée prema nepoznatim osobama, dok je verbalna agresija desce
usmjerena prema poznatim osobama. U pojavi agresivnog ponasanja kod veterana s PTSP-om
vaznu ulogu imaju duljina obrazovanja, nizak socioekonomski status, zlostavljanje kojima su
bili izlozeni u djetinjstvu te raniji oblici agresivnog ponaSanja (prije sudjelovanja u ratnim

zbivanjima).

Bitni je ¢imbenik u nastanku PTSP-a stresor i podrSka okoline nakon traumatskog
dogadaja te struktura licnosti. Zbog jake i nekontrolirane amplitude emocija pri traumatskom
dogadaju dolazi do poremecaja u procesuiranju traumatskih sjecanja, kondicioniranja strahom
i nemogucnost inhibicije takvih sje¢anja. Neuroanatomske regije koje sudjeluju u odgovorima
na stres i strah su hipokampus, amigdala i prefrontalni korteks. Od neurobioloskih promjena,
PTSP karakterizira poremeceno funkcioniranje osi hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda
(HHN) i neurotransmitorskih sustava: glutamata, GABA, noradrenalina, 5-HT, dopamina i
opioidnog sustava. Razne studije su pokazale da simptomi PTSP-a mogu potaknuti nasilno
ponasanje.*3*4 Agitacija, koja ukljucuje i poveéanu osjetljivost na vanjski ili unutarnji
podrazaj, razdrazljivost, neprijateljstvo i neprimjerene psihomotorne i/ ili verbalne aktivnosti,

moze biti i povezana s verbalnom ili fizickom agresijom.®
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2.4. Uloga serotoninskog sustava u agitaciji i agresivnom ponasanju

Brojna istrazivanja uputila su na vaznu ulogu neurotransmitera 5-HT u etiopatogenezi
agresije. Istrazivanje na kriminalnim pociniteljima*® pokazalo je da je koncentracija 5-HT u
plazmi pocinitelja kriminalnih radnji viSa nego u kontrolnih ispitanika. Iako je u radu
pokazano postojanje razlika u koncentraciji 5-HT u plazmi izmedu kriminalnih pocinitelja i
kontrolnih ispitanika, nije pronadena znacajna povezanost s bodovima na skali agresivnosti,
zbog Cega su potrebne detaljnije studije da se dobiveni rezultati dodatno pojasne. Medutim, u
spomenutom radu istaknuto je da se 5-HT u krvi moze koristiti kao indirektna mjera
srediSnjeg 5-HT, jer postoje sli¢nosti u metabolickoj kontroli sinteze 5-HT 1 sli¢nost u
ponovnom unosu 5-HT u trombocite. Iz navedenog proizlazi da 5-HT u krvi moze biti
upotrijebljen kao indirektni pokazatelj stanja u srediSnjem serotoninskom sustavu. Autori
navode da poviSeni 5-HT u krvi, ako je pozitivno koreliran s nasilnos$éu, reflektira
promijenjenu 5-HT aktivnost u SZS-u. Takoder je pokazano da je 5-HT u punoj krvi povisen

u nasilnih prema nenasilnim muskim ispitanicima koji su po¢inili ubojstvo.*®

Sli¢nosti izmedu serotoninskih pokazatelja u trombocitima i onih u neuronima omogucili
su koristenje perifernog modela, trombocita koji su lako dostupan bioloski materijal, kako bi
se dobio djelomic¢an uvid u neke djelove funkcioniranja 5-HT sustava koji su sli¢ni onim u
neuronima. Proucavanje sadrzaja 5-HT u trombocitima, tj. perifernom 5-HT sustavu, vazno je
zbog pracenja promjene njegove koncentracije 1 istrazivanja moguce povezanosti s odredenim
psihijatrijskim poremecajima. Medutim, izrazito je vazno u utvrdivanju razine 5-HT na
periferiji uzeti u obzir i ¢injenicu uzima li neki depresivni bolesnik antidepresive ili ne, jer
antidepresivi, a posebice selektivni inhibitori ponovnog unosa 5-HT (SSRI), znacajno
snizavaju koncentraciju trombocitnog 5-HT.*’*® Mnoge studije #74849°0515253 podrzale su
povezanost izmedu 5-HT trombocitnih pokazatelja i odredene psihopatologije, podupiruci
Cinjenicu da se isti mogu koristiti i kao periferni pokazatelji odredenih simptoma u

psihijatrijskim bolestima,>°2°3

Zhang i suradnici®* predlazu koncentraciju trombocitnog 5-HT kao jedan od
potencijalnih biomarkera za PTSP. U skladu s hipotezom da ¢e koncentracija bilo kojeg
perifernog biokemijskog pokazatelja biti povezana s odredenim simptomima, a ne s
dijagnostickim entitetom, pokazano je da je koncentracija trombocitnog 5-HT povezana s
agresijom u osoba s poremecajima li¢nosti te kod agresivnih autista ili u ispitanika s PTSP-om

koji su razvili psihoticke simptome.>®
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O genetskoj podlozi agresije ili agitacije nema jednoznacnih podataka. Izmedu gena
kandidata koji se istrazuju u podruc¢ju agresivnosti i agitacije je i gen za enzim MAO-A, Kkoji
je uklju¢en u metabolizam dopamina, 5-HT i noradrenalina.®® Smatra se da su varijante gena
MAOA povezane s agresivnim ponasanjem. Toc¢kasta mutacija u genu MAOA®® povezana je s
impulzivno-agresivnim ponasanjem, razdrazljivos¢u, destruktivnim i drugim antisocijalnim
ponasanjima. Ovu rijetku genetsku bolest, poznatu kao Brunnerov sindrom, karakterizira nizi
koeficijent inteligencije, impulzivno ponasanje (kao $to je palez, hiperseksualnost i nasilje) te
poremecaji spavanja 1 varijacija raspolozenja. Brunnerov sindrom pronaden je u muskih
potomaka jedne danske obitelji, a kasnije je potvrden u samo 4 druge obitelji. Radi tog nalaza

su istrazivanja usmjerena na povezanost varijacija gena MAOA i agresije.

Polimorfizam promjenjivog broja uzastopnih ponavljanja (VNTR), koji je smjesten 1,2
kb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije gena MAOA, smatra se funkcionalnim
polimorfizmom (MAOA-UVNTR) i povezuje se s efikasnosti transkripcije gena. Sastoji se od
30 bp ponavljajuce sekvencije koja je najéesc¢e prisutna u 2, 3, 3,5, 4 ili 5 kopija (Slika 8).2
Geneticke varijante s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR, koje imaju manji broj
uzastopnih ponavljanja (2, 3 ali i 5), povezuju se sa slabijom efikasnosti transkripcije gena
MAOA.2 Varijante s ve¢im brojem ponavljanja (3,5 i 4) povezuju se s veéom transkripcijskom
aktivnosti.! Medu najéeséim alelima u populaciji su varijanta s 4 ponavljanja i varijanta s 3
ponavljanja.2%*® Najrjede se javlja varijanta s 2 kopije koja se povezuje s izrazito agresivnim
ponasanjem kod teskih kriminalaca.® Visa frekvencija alela sa 3,5 i 4 ponavljanja pronadena
je kod ispitanika sa shizofrenijom koji su pokazivali agresivno ponasanje.®” Uobicajeno je da
se varijante povezane sa slabijom transkripcijskom efikasnosti ozna¢e kao MAOA-L (engl.
Low activity) ili L-MAO-A, dok se varijante povezane s boljom transkripcijskom efikasnosti
oznacavaju kao MAOA-H (engl. High activity) ili H-MAO-A.
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Slika 8. Geneticke varijante s obzirom na polimorfizam promjenjivog broja uzastopnih

ponavljanja (MAOA-uVNTR) smjesten uzvodno od mjesta pocetka transkripcije gena MAOA

L-MAO, varijante povezane sa slabijom transkripcijskom efikasnosti gena MAOA; H-MAOA,

varijante povezane s boljom transkripcijskom efikasnosti gena MAOA®®
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 566 ispitanika musSkog spola s psihijatrijskim dijagnozama
shizofrenije, PTSP-a i poremecaja ponaSanja, postavljenim prema kriterijima navedenima u

Dijagnostickom i statistickom priru¢niku za mentalne poremecaje, 4. Izdanje.%®

Za procjenu simptoma agitacije kod ispitanika sa shizofrenijom i PTSP-om Koristena je
komponenta ocjenske ljestvice pozitivnih i negativnih simptoma bolesti (PANSS, engl.
Positive and Negative Syndrome Scale)®® koja se odnosi na ekscitiranost (PANSS-EC). Ova
podskala se sastoji od 5 Cestica PANSS-a: uzbudenje (P4), neprijateljstvo (P7), napetost (G4),
nesuradnja (G8), slaba kontrola impulsa (G14). Sve ¢estice PANSS-a boduju se vrijednostima
od 1 do 7 (1=odsutsvo simptoma, 2=minimalni simptomi, 3=blagi simptomi, 4=umjereni
simptomi, 5=umjereni do ozbiljni simptomi, 6=0zbiljni simptomi, 7=ekstremni simptomi), a
ozbiljna agitacija definira se kao broj bodova na posdljestvici PANSS-EC koji je jednak ili

veéi od 20, od ukupno moguéih 35 bodova.®%

Kod adolescenata se u pravilu ne koristi ljestvica PANSS za procjenu stupnja agitacije
veé se koriste odredene komponente Hare strukturiranog ocjenskog upitnika za psihopatiju —
verzija za mladez (PCL-YV, engl. Hare Psychopathy Checklist: Youth Version)®? i skala
otvorene agresivnosti — modificirana verzija (OAS-M, engl. Overt Aggression Scale-
Modified).5® Kao agitirani adolescenti s poremeéajem ophodenja uzeti su oni koji su imali: 1)
broj bodova >3 (od moguéih 5) u sklopu domene ljestvice OAS-M koja se odnosi na
podljestvicu subjektivne iritabilnosti, a $to odgovara simptomima napetosti (G4) u sklopu
podljestvice PANSS-EC; 2) ukupan broj bodova > 6 (od mogué¢ih 10) u sklopu domene
ljestvice OAS-M koja se odnosi na iritabilnost, a §to odgovara slaboj kontroli impulsa (G14)
na podljestvici PANSS-EC; 3) ukupan broj bodova na domeni ljestvice OAS-M koja se
odnosi na agresiju >30 (od moguc¢ih 135), a Sto odgovara uzbudenju (P4) u sklopu
podljestvice PANSS-EC; 4) ukupan broj bodova na ljestvici OAS-M >40 (od moguéih 161), a
Sto odgovara neprijateljskom ponasanju (P7) u sklopu podljestvice PANSS-EC; 5) ukupan
broj bodova na ljestvici PCL-YV >20 (od mogucih 40), a §to odgovara nesuradnji (G8) u
sklopu podljestvice PANSS-EC. Na ovaj nacin su adolescenti s poremecajem ophodenja
podijeljeni na one koji su trenutno teSko agitirani (Sto je indikacija za hospitalizaciju 1

farmakologko lije¢enje) te na one koji trenutno nisu ozbiljnije agitirani.t*%
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Ispitanici sa shizofrenijom i PTSP-om prikupljeni su u suradnji s Psihijatrijskom
bolnicom Vrapée u Zagrebu, a adolescenti s poremecajima ophodenja u suradnji s popravnim

domovima unutar Zagreba i Zagrebacke Zupanije.

3.2. Obrada uzoraka krvi i izolacija trombocita

Obrada uzoraka krvi i izolacija trombocita prikazana je na Slici 9. Kako bi se dobila krvna
plazma bogata trombocitima, uzorci pune krvi centrifugirani su na 1100 x g 3 minute.
Dobiveni supernatant, odnosno plazma s trombocitima, ponovno je centrifugirana na 5087 x g
sljede¢ih 15 minuta. Centrifugiranjem dobiva se talog sa sedimentiranim trombocitima.
Dobiveni talog ispran je fizioloSkom otopinom te ponovno centrifugiran. Dobiveni
sedimentirani trombociti pohranjeni su na -20 °C do postupka odredivanja koncentracije

trombocitnog 5-HT.

W0 - = -
“21700 e T2

MijeSanje uzoraka Centrifugiranje Odvajanje plazme Centrifugiranje
20 min 3 min;1100 xg bogate trombocitima 15 min; 5087 xg

iy

[] * il -20°C

Plazma Aol
-20°C o
éo= £ = = ==
}. L) o" ]
—_— ‘
Talog Centrifugiranje Ispiranje taloga Odvajanje plazme
trombocita 15 min; 5087 xg fizioloskom siromasne

otopinom Trombociti trombocitima

Slika 9. Postupak obrade uzoraka krvi®
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3.3. Odredivanje koncentracije trombocitnog serotonina

Koncentracija trombocitnog 5-HT odredena je spektrofluorimetrijski pomo¢u Varian Cary
Eclipse spektrofluorimetra. Za svaki uzorak, koncentracija trombocitnog 5-HT korigirana je
za vrijednost koncentracije ukupnih proteina u uzorku koja se odreduje klasicnom metodom

po Lowryju.” (poglavlje 3.4)

Kemikalije:
e HCI (Kemika, 37%, p.a.): 0,1 mol dm= otopina u reH20 i 1 M otopina u reH20

e  ZnSO4 (Gram-Mol): 5%-tna otopina u reH20

e NaOH (Kemika): 1 mol dm™ otopina u reH20

e L-cistein (Sigma Aldrich): 0,1%-tna otopina u 0,1 mol dm= HCI

e ortoftalaldehida (OPT; Sigma Aldrich): 0,05%-tna otopina u 1 mol dm HCI
e 5-HT (Sigma Aldrich)

Postupak:

Za odredivanje koncentracije 5-HT, talogu trombocita doda se 1,5 ml deionizirane vode
(reH20), talog se podigne pipetom te vorteksira, a nakon toga trombociti se razbijaju
soniciranjem (20 kHz, amplituda 8 x 10° mm kroz 60 s). Razbijeni trombociti, uzorci
standarda i slijepe probe (deionizirana voda) analiziraju se u duplikatima. Pocetna otopina 5-
HT pripremljena je otapanjem 23,5 mg 5-HT u 50 ml 0,1 M HCI. Prvi standard ¢ini 100 pl
pocetne otopine 5-HT i 9,9 ml reH20. Drugi standard priprema se razrijedenjem 2,5 ml prvog
standarda sa 7,5 ml reH20, treci razrijedenjem 4 ml drugog standarda s 4 ml reH20, Cetvrti
razrjedivanjem 3 ml tre¢eg standarda s 3 ml reH:20, te posljednji peti razrjedenjem 2 ml
cetvrtog stanarda s 2 ml reH20. Na taj nacin dobije se pet standarda razli¢itih koncentracija
(2000 ng mI%, 500 ng ml, 250 ng ml?, 125 ng mIt i 63 ng mIY). U plasti¢ne epruvete doda
se 1,2 ml sonikata, a zatim redom u sve epruvete, ukljucujuci i standarde i slijepe probe, doda
se po 1 ml 5% otopine ZnSO4. Odmah po dodatku ZnSO4 svaki se uzorak vorteksira i brzo
doda 0,5 ml 1 mol dm™ NaOH (¢uvana na sobnoj temperaturi). Sadrzaj se dobro izmijesa na
vorteks mijesalici, ostavi stajati 5 minuta, nakon ¢ega se centrifugira 15 minuta na 5087 X g
na +4 °C. Pipetom se prebaci 2 ml supernatanta u set staklenih vatrostalnih epruveta te se
redom u sve epruvete doda po 0,2 ml otopine L-cisteina i 1 ml otopine OPT-a. Epruvete se

urone u kipucu vodu i kuhaju 10 minuta. Tim postupkom pojacava se prirodna fluorescencija
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5-HT koja se mjeri na Varian Cary Eclipse spektrofluorimetru pri valnim duljinama od 345
nm (ekscitacija) i 485 nm (emisija). Pri zagrijavanju uzoraka, odnosno pri kuhanju u kipucoj
vodi, dolazi do reakcije 5-HT i OPT-a pri ¢emu nastaje stabilni fluorofor. L-cistein se dodaje
kako bi sprije¢io oksidaciju 5-HT. Koncentracija 5-HT u uzorcima izraGunava se prema
standardima poznate koncentracije 5-HT nakon oduzimanja vrijednosti fluorescencije slijepe

probe i izrazava se u nmol po mg trombocitnih proteina.

3.4. Odredivanje koncentracije trombocitnih proteina

Koncentracija ukupnih trombocitnih proteina odredena je metodom prema Lowryju®’ koja je
dovoljno osjetljiva za odredivanje vrlo malih koncentracija proteina, 0,10 - 2 mg ml?, tj.
0,005 — 0,10 mg m| 6869
Kemikalije:
e HCI (Kemika, 37%, p.a.): 0,1 mol dm= otopina u reH.O
e govedi serumski albumin (BSA; Sigma Aldrich)
e ABC smjesa:
— NaxCOs3 (Kemika): 2%-tna otopina u reH>0O
— CuSO0s4 (Kemika): 1%-tna otopina u reH20
— K-Na tartarat (Kemika): 2%-tna otopina u reH20

e Folin-Ciocalteau reagens (Sigma Aldrich)

Postupak:

Prije samog postupka odredivanja koncentracije proteina metodom prema Lowryu®’, pripremi
se ABC smjesa te standardi razliitih koncentracija. Kao standard koristi se otopina BSA.
Mati¢na otopina BSA dobije se otapanjem 5 mg BSA u 1 ml 0,1 mol dm™ HCI. Standardi se
pripreme razrijedivanjem mati¢ne otopine BSA pomo¢u 0,1 mol dm= HCI. Prvi standard ¢ini
200 pl mati¢ne otopine BSA i 200 ul 0,1 mol dm? HCI. Drugi standard se pripremi
razrijedenjem 200 pl prvog standarda s 200 pl 0,1 mol dm? HCI, a treéi jednakim
razrijedenjem drugog standarda. Na taj nacin dobiju se tri standarda razli¢itih koncentracija
(2,50 mg ml?, 1,25 mg ml%, 0,63 mg ml't). U praznu probu doda se 10 ul 0,1 mol dm= HCI.
ABC otopina pripremi se mijeSanjem 140 ml 2% otopine Na.COs, 1,4 ml 2% otopine K-Na
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tartarata i 1,4 ml 1% otopine CuSOs4. Kako bi mjerenje bilo $to preciznije, svi uzorci,
standardi i prazne probe, prireduju se u triplikatima. Kao uzorci koriste se trombociti razbijeni
soniciranjem (20 kHz, amplituda 8 x 10° mm kroz 60 s). Kao prazna proba koristi se 0,1 mol
dm HCI. U svaku epruvetu stavi se 10 pl uzorka, standarda ili 0,1 mol dm= HCI, i na to se
doda 2 ml ABC smjese. Smjesa se ostavi stajati 10 minuta, a zatim se doda 0,2 ml Folin-
Ciocalteau reagensa koji je razrijeden vodom u omjeru 1:1. Nakon 30 minuta

spektofotometrijski se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 700 nm.

3.5. lzolacija DNA iz krvi metodom isoljavanja

Izolacija DNA napravljena je metodom isoljavanja koju je opisao Miller sa suradnicima
(Slika 10).7

Kemikalije:

e pufer za lizu eritrocita (RCLB pufer, engl. Red Cell Lysis Buffer), pH 7,6:
— 10 mmol dm™ Tris (Sigma Aldrich)
— 5 mmol dm= MgCl, (Kemika)
— 10 mmol dm™ NaCl (Kemika)
e SE pufer (sodium EDTA), pH 8,0:
— 75 mmol dm™ NaCl (Kemika)
— 25 mmol dm™ Na;EDTA (Fluka)
e NaCl (Kemika): 5 mol dm™ otopina u reH,0
e proteinaza K (TaKaRa, 20 mg ml™)
e sodium dodecil sulfat (SDS; Sigma Aldrich): 10%-tna otopina
e etanol (Gram-Mol, min. 99,5%, p.a.): 75%-tna otopina u reH.0
e izopropanol (Gram-Mol, min. 99,5%, p.a.)
e TE pufer (Tris-EDTA), pH 7,6:
— 10 mmol dm Tris (Sigma Aldrich)
— 1 mmol dm® EDTA (Fluka)
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Postupak:

Uzorci krvi se odmrznu i mijeSaju na valjkastoj mijeSalici (roleru) 15 min kako bi se
homogenizirali. U Eppendorf epruvetu od 1,5 ml stavi se 300 pul krvi i doda 900 ul hladnog
RCLB pufera. Dobivena smjesa promijesa se na vorteks mijesalici (15-20 s), a zatim se ostavi
10 min na ledu. Nakon stajanja na ledu lizirani eritrociti se centrifugiranjem (13400 x g, 2
min, +4 °C) odvoje od netaknutih leukocita. Pri tome lizirani eritrociti ostanu u supernatantu,
a netaknuti leukociti se istaloze. Postupak ispiranja istalozenih leukocita s RCLB puferom
ponovi se tri puta kako bi se uklonili svi lizirani eritrociti. Na isprani talog leukocita doda se
300 ul SE pufera, 1,5 pl proteinaze K i 30 pl 10%-tnog SDS-a. Eppendorf epruvete lagano se
okrenu par puta rukom kako bi se sadrzaj dobro izmije$ao. Inkubacijom u termobloku na
56°C, 1,5-2 h uz mijesanje (500 rpm), postize se liziranje leukocita. Nakon inkubacije, uzorci
se ohlade na sobnu temperaturu, a u Eppendorf epruvete doda se 250 ul 5 mol dm* NacCl
nakon Cega se smjesa kratko mijeSa vorteks mijeSalicom. Centrifugiranjem (13 400 X ¢, 5
min, +4°C) DNA ostaje u supernatantu, a ostali stani¢ni dijelovi se istaloze. Supernatant se
prelije u nove oznacene Eppendorf epruvete te mu se doda 800 pl hladnog izopropanola.
Nakon dodatka izopropanola, Eppendorf epruvete se zatvore i okrenu par puta, dok se ne
pojavi precipitat DNA. Slijedi centrifugiranje (12 000 x g, 2 min, +4°C) kako bi se DNA
istalozila. Supernatant se odlije te se na talog doda 250 ul 75%-tnog etanola. Nakon
centrifugiranja (12 000 x g, 2 min), supernatant se odlije, Eppendorf epruvete se ocijede na
papiru i ostave 15-30 min otvorene u termobloku na 37 °C, kako bi ispario etanol. Na talog se
doda 100 pl TE pufera te se ostavi preko no¢i da se DNA otopi, nakon ¢ega se pohranjuje na
+4°C. Koncentracija 1 Cistota dobivene DNA odreduje se spektrofotometrijski pomocu
uredaja NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific). Koncentracija
DNA izolirane metodom isoljavanja iz 300 pl pune krvi, i pohranjene u TE puferu, iznosi u

prosjeku oko 100 ng pl™.
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Slika 10. Postupak izolacije DNA iz krv metodom isoljavanja

3.6. Odredivanje genotipa s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR

Lancana reakcija polimerazom je in vitro metoda za umnazanje nukleotidnih sekvenci duljine
od nekoliko kb do nekoliko desetaka kb pri ¢emu se od vrlo male pocetne kolicine DNA moze
dobiti vrlo velika koli¢ina umnozene DNA u vrlo kratkom vremenu. Reakcijska smjesa za
PCR sastoji se od DNA kalupa, oligonukleotidnih pocetnica koje odgovaraju 3' krajevima
regije koja se zeli umnoziti na oba polinukleotidna lanca, dNTP-ova, uz dodatak
termostabilne DNA-polimeraze koja zadrzava aktivnost i pri visokim temperaturama. Za
uspjeSno umnazanje potrebno je da je smjesa otopljena u puferu koji pogoduje koristenoj
polimerazi, ali i da sadrzi potrebnu koli¢inu dvovalentnih kationa (obi¢no Mg?*) potrebnih za
asocijaciju DNA kalupa s pocetnicama i polimerazom. Metoda se temelji na ponavljanju
ciklusa od 3 koraka. U prvom koraku dolazi do denaturacije DNA kalupa, odnosno odvajanja
polinukleotidnih lanaca. U idu¢em koraku slijedi sljepljivanje (prianjanje) pocetnica na
komplementarne dijelove DNA. Nakon sljepljivanja po¢etnica temperatura se dize na 72°C
kako bi se omogucéilo termostabilnoj DNA-polimerazi da replicira DNA lance na koje su se
vezale pocetnice dovoljno brzo i efikasno, a bez da dode do preuranjenog odvajanja pocetnica
s kalupa. Cijeli se postupak ponavlja 20-35 puta. Na kraju zadanog broja ciklusa, smjesa se
ostavi jo$ odredeni broj minuta na 72°C kako bi se popunili svi potencijalno nedovrSeni DNA

lanci. Rezultat je eksponencijalna (2") koli¢ina umnozene DNA.
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Kemikalije:
LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR):

e Tfipolimeraza (5 U, Invitrogen)

o Tfi pufer (5%, Invitrogen)

e Q otopina (Qiagen)

e dNTP (100 mmol dm, Roche)

e MgCI2 (50 mmol dm?, Invitrogen)

e Oligonukleotidne pocetnice (25 pmol dm3, Sigma)

ELEKTROFOREZA:

agaroza (Type I-A: Low, SIGMA)

e 100 pb DNA standard (1 pug ul?, Invitrogen)

e Loading Buffer (6x, sastav: 36% glicerol, 0,05% Bromphenol Blue, 0,05% Xilene
Glycol, 30 mmol dm23EDTA)

e TAE pufer (1x)
— 10 mmol dm™ Tris-HCI (Sigma Aldrich)
— 5 mmol dm™ natrij-acetat (Fluka)
— 0,5 mmol dm? EDTA (Fluka)

e SYBR" Safe (Invitrogen)

Postupak:

U istrazivanju koristi se genomska DNA izolirana iz krvi (leukocita) ispitanika metodom
isoljavanja. Za odredivanje genotipa s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR koristi se
metoda PCR u ukupnom volumenu od 15 pl, u trajanju od 35 ciklusa. Dobiveni produkti
razdvajaju se elektroforezom na 2,5 %-tnom gelu agaroze. U gel se dodaje boja SYBR® Safe
prema uputama proizvodaca, a razdvojeni fragmenti DNA vizualiziraju se na UV
transiluminatoru. Reakcijska smjesa koristena u ovom istrazivanju prikazana je u Tablici 1., a
uvjeti reakcije u Tablici 2. Sekvenca pocetnica je prikazana u Tablici 3. Pronadena su
ponavljanja s 3 ili 4 kopija koja su razvrstana kao alel L-MAO-A (ukljucuje 3 ponavljanja i

karakteriziran je niskom aktivno$cu enzima) i alel H-MAO-A (s 4 ponavljanja) koji je
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karakteriziran s visokom aktivno$éu enzima. Pet kopija ponavljanja je pronadeno kod samo

jednog ispitanika te je taj podatak iskljucen iz studije.

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za PCR (ukupni volumen 15 pl)

Sastojak reakcijske . Kona¢na koncentracija u
. Dodani volumen .
smjese smjeri

Genomska DNA otopljena
u TE puferu
Forwarsi (u?vodna) 05 ul 0,75 umol dm®
pocetnica
Reverse (nizvodna)
pocetnica
dNTP 1,5 pl 0,25 mmol dm
MC: S esw 12mmoidm?

Q otopina 3,0 ul 1x

Tfi DNA polimeraza 0,3 ul 1U

_vo T

Tablica 2. Uvjeti lanc¢ane reakcije polimeraze

e S
oo [T

BEOTTT v o
oo [T
s 0 o

Tablica 3.Sekvence pocetnica

Uzvodna pocetnica ( F)

Nizvodna pocetnica (R)




3.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza napravljena je pomocu statistickog programa Sigma Stat 3.5 (Jandel
Scientific Corp., SAD). Kolmogorov-Smirnov test koristen je za utvrdivanje normalnosti
razdiobe pojedinih parametara. Budu¢i da su svi parametri bili normalno distribuirani, za
analizu su koristeni parametrijski testovi, kao $to su Studentov t-test (za dvije skupine
podataka) i jednosmjerna ili dvosmjerna analiza varijance (ANOVA), kod usporedbe tri ili
viSe skupina podataka. Za analize u kojima je bilo potrebno provjeriti utjecaj veéeg broja
nezavisnih varijabli na jednu zavisnu varijablu koriStena je metoda viSestruke linearne
regresije. Frekvencije alela izmedu pojedinih ispitivanih skupina usporedivane su y?-testom.
Kako bi se provjerilo koji alel najvise doprinosi zna¢ajnosti dobivenoj y>-testom, koristeni su
standardizirani reziduali i vrijednost R. Razina znacajnosti o za sve analize postavljena je na

0,05; a svi koriSteni testovi su dvosmjerni.
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4. REZULTATI

4.1. Demografski podaci

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 566 ispitanika muSkog spola koji su podijeljeni prema
dijagnozi na: ispitanike s dijagnozom PTSP-a (N=220; 38,8%), ispitanike s dijagnozom
shizofrenije (N=173, 30,6%) te ispitanike s dijagnozom poremecaja ophodenja (N=173,
30,6%). Svi klinicki 1 demografski parametri prikazani su kao srednja vrijednost + standardna

devijacija (medijan i interkvartilni raspon).

Bolesnici ukljuceni u istrazivanje bili su u dobi izmedu 14 1 64 godine s prosje¢nom dobi
od 40,2 + 11,6 (medijan je 41,0, a interkvartilni raspon 35,0 — 48,5). Za procjenu simptoma
agitacije kod ispitanika sa shizofrenijom i PTSP-om koristena je podljestvica PANSS-EC, a
kod adolescenata s dijagnozom poremecaja ophodenja koriStene su odredene komponente
ljestvica PCL-YV i OAS-M. Svi ispitanici su prema broju bodova na navedenim
psihijatrijskim ljestvicama biti razvrstani na one sa i one bez simptoma agitacije. Ispitanici sa
shizofrenijom i PTSP-om prikupljeni su u suradnji s klini¢arima psihijatrima u Psihijatrijskoj
bolnici Vrapce u Zagrebu, a adolescenti s poremecajima ponasanja u suradnji s popravnim
domovima unutar Zagreba i Zagrebacke zupanije, gdje su strucnjaci psihijatri postavili
dijagnoze i napravili evaluaciju prema gore navedenim psihijatrijskim ljestvicama. Na
PANSS ljestvici ispitanici su imali od 36 do 169 bodova s prosje¢nom vrijednosti bodova od
76,3 £ 29,6 (medijan je 72,0, a interkvartili raspon 49,0 - 98,0), dok su na podljestvici
PANSS-EC prikupili od 6 do 30 bodova. Prosje¢na vrijednost bodova na navedenoj
podljestvici iznosila je 13,2 + 4,6 (medijan iznosi 12,0, a interkvartilni raspon 10,0 - 16,0).

Tablica 4. Usporedba ucestalosti agitiranih ispitanika po dijagnozama

Agltlranl 14 (6,4%) 26 (15,0%) 72 (41,6%)
206 (93,6%) 147 (85,0%) 101 (58,4%)
P=1030; di=2; peo001

N, broj ispitanika; PO, poremecaj ophodenja; PTSP, post-traumatski stresni poremecaj; SCH,

shizofrenija
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Nakon podjele ispitanika s obzirom na agitiranost, vidljivo je da postoji znac¢ajna razlika
(x*=79,39; df=2; p<0,0001) u udjelu agitiranih i neagitiranih ispitanika izmedu istrazivanih
dijagnostickih skupina, $to proizlazi iz znacajno veceg udjela agitiranih ispitanika u skupini
adolescenata s poremecajem ophodenja (41,6%) u odnosu na ispitanike s dijagnozom PTSP-a
(6,4% agitiranih) te ispitanike s dijagnozom shizofrenije (15,0% agitiranih) (Tablica 4). Zbog
navedene razlike u udjelu agitiranih i neagitiranih ispitanika po dijagnosti¢kim skupinama u

svim daljnjim analizama u obzir je uzeta i dijagnoza.

Dobiveni rezultati takoder pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika s obzirom na
dob izmedu ispitivanih dijagnosti¢kih skupina (F=196,35; df=2, 285; p<0,001). Glavna
razlika u dobi proizlazi iz Cinjenice da su ispitanici s poremecajem ophodenja mladi od

ispitanika s dijagnozom shizofrenije ili PTSP-a, §to je i o¢ekivano.
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4.2. Koncentracija trombocitnog serotonina

Svim ispitanicima odredena je koncentracija 5-HT u trombocitima. Najniza izmjerena
vrijednost je 0,11 nmol po mg proteina, a najvisa 2,95 nmol po mg proteina. Prosjecna
vrijednost je 1,18 = 0,57 nmol po mg proteina (medijan je 1,15; s interkvartilnim rasponom od
0,78 do 1,53). Kolmogorov-Smirnov test je pokazao da podaci slijede normalnu raspodjelu

(p=0,544), te je u daljnjim izra¢unima koriStena parametrijska statistika.

4.2.1. Povezanost dijagnoze s koncentracijom trombocitnog serotonina

Rezultati ANOVA-e pokazuju da postoji znacajna razlika (p<0,001) u koncentraciji

trombocitnog 5-HT izmedu promatranih dijagnostickih skupina (Tablica 5).

Tukeyev post-hoc test pokazao je da je dobivena razlika u koncentraciji trombocitnog 5-
HT zapravo posljedica znacajno vise koncentracije 5-HT kod osoba s poremeéajem ophodenja
u odnosu na ispitanike s dijagnozom PTSP-a (p<0,001) te u odnosu na ispitanike sa
shizofrenijom (p<0,001) (Tablica 5). Usporedbom tih vrijednosti s vrijednostima 5-HT u
zdravih ispitanika (F=26,23; p=0,0001; ANOVA), uklju¢enih u prije objavljenoj studiji,™
zdravi muski ispitanici imali su zna¢ajno nizu koncentraciju trombocitnog 5-HT (1,01 + 0,44;
raspon od 0,41 do 2,94 nmol po mg proteina) u odnosu na bolesnike sa shizofrenijom
(p=0,016) i ispitanike s poremecajem ophodenja (p<0,0001), ali ne i odnosu na ispitanike s
PTSP-om.

Tablica 5. Koncentracija trombocitnog 5-HT u razli¢itim dijagnostickim skupinama

Koncentracija
trombocitnog 5-HT /

DIJAGNOZA .
nmol po mg proteina

(Srednja vrijednost + SD)
PTSP 220 1,04 + 0,45

173 1,14+ 0,60 F=22,20; df =2; p<0,001

173 1,41 £ 0,60*

N, broj ispitanika; PO, poremecaj ophodenja; PTSP, posttraumatski stresni poremecaj; SCH,
shizofrenija

* p<0,001 vs. PTSP i vs. SCH (Tukeyev post-hoc test)
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4.2.2. Povezanost puSenja s koncentracijom trombocitnog serotonina

Kako bi provjerili utjeCe li pusenje cigareta na koncentraciju trombocitnog 5-HT, svi su
ispitanici dodatno podijeljeni na pusace i nepusace. Pronadeno je da postoji znacajno visa
koncentracija trombocitnog 5-HT kod puSaca u odnosu na nepusace (t=-2,38; df=564;
p=0,018) (Slika 11).

ul—'
[#.e]
1

-
(=)

1.4

1.2

Koncentracija trombocitnog 5-HT
/mmol po mg proteina

Nepusaci (N=157) Pusaci (N=409)

Slika 11. Koncentracija trombocitnog 5-HT kod nepusaca i pusaca

* p=0,018 vs. nepusaci

Utjecaj pusenja i dijagnoze na koncentraciju trombocitnog 5-HT istrazen je i koristenjem
dvostruke ANOVA-e koja je pokazala da, kada se u obzir uzme i dijagnoza ispitanika, ne
postoji znaCajan utjecaj puSenja (F=2,29; df=1,560; P=0,131) na koncentraciju 5-HT u
trombocitima, ali se zadrzava znacajan utjecaj dijagnoze (F=12,73; df=2,560; P<0,001) na
analiziranu koncentraciju trombocitnog 5-HT (Slika 12). Takoder, nakon podjele ispitanika
prema pusSaCkom statusu, provjereno je postoji li joS uvijek razlika u koncentraciji
trombocitnog 5-HT u odnosu na dijagnozu. Nakon podjele ispitanika prema dijagnozi,
zadrzala se znacCajna razlika u koncentraciji trombocitnog 5-HT izmedu ispitanika s razli¢itim
dijagnozama i kod pusaca (F=16,02; df=2,406; p<0,001) i nepuSaca (F=3,93; df=2,154;
p=0,022) (Slika 12). | kod pusaca i nepusaca, dobivena razlika je posljedica znacajnije vise

koncentracije trombocitnog 5-HT kod osoba s poremecajem ophodenja u odnosu na druge
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dvije dijagnostic¢ke skupine (Slika 12). Dobiveni rezultati upu¢uju da u daljnim analizama u

obzir treba uzeti dijagnozu ispitanika.

2,5 1 PTSP mSCH mPO

*
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Koncentracija trombocitnog 5-HT
/nmol po mg proteina
=]

Nepusaci Pusaci

Slika 12. Koncentracija trombocitnog 5-HT kod pusaca i nepusaca nakon podjele prema
dijagnozi
PO, poremecaj ophodenja; PTSP, posttraumatski stresni poremecaj; SCH, shizofrenija
* p<0,001 vs. PTSP nepusaci i vs. SCH nepusaci (Tukeyev post-hoc test)
# p=0,005 vs. PTSP pusaci (Tukeyev post-hoc test)

4.2.3. Povezanost agitacije i koncentracije trombocitnog serotonina

Kako bi istrazili postoji li povezanost koncentracije trombocitnog 5-HT s agitacijom, odnosno
agresivnim ponasanjem, kod pojedinih dijagnostickih skupina, svi ispitanici su dodatno
podijeljeni na agitirane i neagitirane ispitanike. Rezultati pokazuju da unutar podskupine
neagitiranih ispitanika postoji znacajna razlika (p<0,001) u koncentraciji trombocitnog 5-HT s
obzirom na dijagnozu (Tablica 6), zbog znacajno vise koncentracije trombocitnog 5-HT kod
neagitiranih ispitanika s poremeéajem ophodenja u odnosu na neagitirane ispitanike s PTSP-
om i shizofrenijom (p<0,001; Tukeyjev post-hoc test). Ova razlika nije vidljiva kod agitiranih

ispitanika s poremecajem ophodenja, PTSP-om i shizofrenijom (p=0,268) (Tablica 6).
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Zbog znacajne povezanosti psihijatrijske dijagnoze i koncentracije trombocitnog 5-HT,
kod svih dijagnostickih skupina zasebno je istrazivana povezanost agitacije s razinom
trombocitnog 5-HT (Tablica 6). 1z Tablice 6 je vidljivo da kod ispitanika sa shizofrenijom
postoji znacajna razlika u koncentraciji 5-HT izmedu agitiranih i neagitiranih ispitanika
(p=0,012), jer agitirani ispitanici imaju znacajno viSu koncentraciju trombocitnog 5-HT nego
neagitirani shizofreni bolesnici. Ta se razlika gubi u ispitanika s PTSP-om ili kod ispitanika s
poremecajem ophodenja, jer je njihova koncentracija trombocitnog 5-HT sli¢na izmedu

agitiranih i neagitiranih ispitanika (Tablica 6).

Tablica 6. Povezanost agresije i koncentracije 5-HT izmedu pojedinih dijagnostickih skupina

Koncentracija trombocitnog 5-HT /
nmol po mg proteina
(Srednja vrijednost £ SD)

t=-1,12; df=218;

PTSP 1,17 + 0,48 1,03+ 0,45 e
t=-2,53; df=171;

SCH 1,41 + 0,44 1,09 + 0,61 e
. t=-0,10; df=171;

1,41+ 0,53 1,40 + 0,65 iy )

F=1,33; df=2,109; F=15,69;df=2,451;
ARIONEA 0 =0.268 p<0,001

PO, poremecaj ophodenja; PTSP, posttraumatski stresni poremecaj; SCH, shizofrenija

* p<0,001 vs. neagitirani PTSP i vs. neagitirani SCH; Tukeyjev post-hoc test.

S obzirom na znacajan utjecaj i dijagnoze i pusenja na vrijednosti koncentracije 5-HT u
trombocitima, napravljena je dodatna analiza povezanosti agitacije s koncentracijom 5-HT u
trombocitima metodom viSestruke linearne regresije u kojoj je koncentracija 5-HT bila
zavisna varijabla, a kao neovisne varijable su ukljuceni agitacija, pusenje i dijagnoza. Iz
dobivenog statisticki znacajnog modela (F=15,92; df=3,562; p<0,001), vidi se da taj model
dobro opisuje 7,3% (R%g=0,073) varijacije u koncentraciji 5-HT, a zna¢ajnu povezanost s
koncentracijom 5-HT imaju dijagnoza (t=-2,09; p=0,037) i agitirano ponasanje (t=4,98;
p<0,0001).
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4.3. Polimorfizam MAOA-uVNTR

Genotipizacija s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR provedena je klasiénom metodom
PCR uz razdvajanje produkata reakcije elektroforezom na agaroznom gelu. Prema dobivenim
rezultatima izraCunate su frekvencije distibucije alela s obzirom na dijagnoze. Svi su ispitanici
razvrstani u nosioce alela L-MAO-A (ukljuCuje 3 ponavljanja i karakteriziran je niskom
aktivno$¢u enzima) i nocioce alela H-MAO-A (s 4 ponavljanja) koji je karakteriziran s

visokom aktivno$¢u enzima.

4.3.1. Povezanost dijagnoze s polimorfizmom MAOA-uVNTR

Kako bi se provjerilo postoji li razlika u distribuciji alela s obzirom na polimorfizam MAOA-
UVNTR izmedu pojedinih dijagnosti¢kih skupina, koristen je y>-test. Rezultati su pokazali da
se ispitivane skupine znacajno razlikuju u distribuciji alela H-MAO-A i L-MAO-A (p=0,012)
zbog znacajno veceg udjela alela L-MAO-A (standardizirani rezidual R=1,92) kod ispitanika

s dijagnozom poremecaja ophodenja u odnosu na ostale dijagnosticke skupine (Tablica 7).

Tablica 7. Raspodjela alela obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR unutar promatranih

dijagnostickih skupina

PTSP SCH PO
MAOA-uUVNTR N (%) N (%) N (%)

H- I\/IAO-A 141 (64,1) 111 (64,2) 88 (50,9) 2=8.799: df=2:

79(359)  62(38) 85490 p=0012

H-MAO-A, alel s ve¢im brojem ponavljanja; L-MAO-A, alel s manjim brojem ponavljanja;

y>-test

PO, poremecaj ophodenja; PTSP, posttraumatski stresni poremecaj; SCH, shizofrenija;

*standardizirani rezidual R=1,92 (alel L-MAO-A doprinosi zna¢ajnosti u x? testu).
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4.3.2. Povezanost agitacije s polimorfizmom MAOA-uVNTR

Kako bi istrazili postoji li povezanost polimorfizma MAOA-uVNTR s agitacijom, svi ispitanici
su dodatno podijeljeni na agitirane i neagitirane ispitanike. Unutar agitiranih ispitanika,
pronadeno je 58% osoba s varijantom H-MAO-A i 42% osoba s varijantom L-MAO-A. Kod
neaagitiranih ispitanika, bilo je 60,6% osoba s varijantom H-MAO-A i 39,4% osoba s
varijantom L-MAO-A. Kada su usporedeni svi ispitanici zajedno, neovisno o dijagnozi,
rezultati su pokazali da nema znacajne razlike (x?=0,15; df=1; p=0,702) u distribuciji alela s
obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu agitiranih i neagitiranih ispitanika (Slika
13).

70

60 -
=
E-QQ 50 -
=N
g &
& 40 -
- § ® Agitirani
=
T< 30 S
§ S = Neagitirani
£ S
bt 20 -
=

10 ~

0 -

H-MAO-A L-MAO-A

Slika 13. Raspodijela alela s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu agitiranih i
neagitiranih ispitanika
H-MAO-A, alel s s ve¢im brojem ponavljanja; L-MAO-A, alel s manjim brojem ponavljanja
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Tablica 8. Raspodjela alela s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu ispitanika

podijeljenih na agitirane i neagitirane ispitanike te prema dijagnozama

DIJAGNOZA

PTSP

MAOA-uVNTR

AGITACIJA H-MAO-A L-MAO-A

Agltl rani 12
N (%) (85,7 %) (14,2 %)

Neagitirani 129 77
N (%) (62,6 %) (37,4 %)

12-test =212 ;df=1;p=0,146

Agltl rani 14 12
\ (%) (53,9 %) (46,1 %)

Neagltlranl 97 50
N (%) (66,0 %) (34,0 %)

et | #=0094;df=1;p=0,333

Agitirani 39 33
N (%) (54,2 %) (45,8 %)

NI

Neagitirani 49 52
N (%) (48,5 %) (51,5 %)

2 test ¥*=0,34;df=1;p=0,563
H-MAO-A, alel s ve¢im brojem ponavljanja; L-MAO-A, alel s manjim brojem ponavljanja;

PO, poremecaj ophodenja; PTSP, posttraumatski stresni poremecaj; SCH, shizofrenija

Zbog razlike u distribuciji alela s obzirom na polimorfizam MAOA-uUVNTR izmedu
pojedinih dijagnostickih skupina, kod svih dijagnostickih skupina zasebno je istrazivana
povezanost agitacije sa spomenutim polimorfizmom (Tablica 8). 1z Tablice 8 je vidljivo da u
slu¢aju shizofrenije (p=0,333), PTSP-a (p=0,146) i poremecaja ophodenja (p=0,563) ne
postoji znacajna povezanost polimorfizma MAOA-UVNTR i agitacije. Naime, nisu pronadene
znacajne razlike u frekvenciji pojavljivanja alela H-MAO-A i alela L-MAO-A unutar skupina
ispitanika sa shizofrenijom, PTSP-om ili poremec¢ajem ophodenja, podijeljenih na agitirane i
neagitirane.
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4.4. Povezanost polimorfizma  MAOA-uVNTR i  koncentracije

trombocitnog serotonina

Kako bi se istrazila potencijalna povezanost polimorfizma MAOA-uUVNTR i koncentracije
trombocitnog 5-HT, svi ispitanici su podijeljeni na nosioce varijante H-MAO-A ili L-MAO-A
s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR (Slika 14). Usporedba koncentracije trombocitnog
5-HT izmedu ispitanika podijeljenih s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR upucuje na
znacajnu razliku izmedu nosioca alela H-MAO-A i alela L-MAO-A (t=2,21; df=564;
p=0,028), odnosno na nizu koncentraciju trombocitnog 5-HT kod ispitanika koji su nosioci
varijante H-MAO-A (Slika 14).
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Slika 14. Usporedba koncentracije trombocitnog 5-HT izmedu ispitanika podijeljenih na
nosioce alela H-MAO-A ili L-MAO-A s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR
H-MAO-A, alel s s ve¢im brojem ponavljanja; L-MAO-A, alel s manjim brojem ponavljanja

Kako bi se dodatno napravila korekcija za potencijalni ucinak pusSenja 1 agitacije na
koncentraciju trombocitnog 5-HT, napravljena je dodatna analiza povezanosti polimorfizma
MAOA-UVNTR s koncentracijom 5-HT u trombocitima metodom viSestruke linearne regresije
u kojoj je koncentracija 5-HT uzeta kao zavisna varijabla, a kao neovisne varijable ukljuc¢eni
su agitacija, pusenje i polimorfizam MAOA-UVNTR. Iz dobivenog statisticki znacajnog
modela (F=8,90; df=3, 562; p<0,001) vidi se da model dobro opisuje 4,0% (RZ%j=0,040)
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varijacije u koncentraciji 5-HT, a zna¢ajan utjecaj na koncentraciju 5-HT imaju pusenje (t=-
2,09; p=0,037), agitacija (t=-4,00; p<0,0001) te polimorfizam MAOA-uVNTR (t=2,12;
p=0,035).

Cak i kada se u isti model vi$estruke linearne regresije uvrsti dodatno i dijagnoza, model
ostaje znacCajan (F=12,65; df=4,561; p<0,001), ali iskljucivo zbog znacajne povezanosti
dijagnoze (t=4,78; p<0,0001) i agitacije (t=-2,12; p=0,034) s koncentracijom trombocitnog 5-
HT, dok se znacajan utjecaj pusenja (t=-1,33; p=0,183) i polimorfizma MAOA-uVNTR
(t=1,64; p=0,101) gubi.
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5. RASPRAVA

5.1. Agitacija kod ispitanika s dijagnozom posttraumatskog stresnog

poremecaja, shizofrenije ili poremeé¢aja ophodenja

U provedeno istrazivanje ukljuceno je ukupno 566 ispitanika muskog spola koji su podijeljeni
prema dijagnozi na: ispitanike s dijagnozom PTSP-a, ispitanike s dijagnozom shizofrenije te
ispitanike s dijagnozom poremecaja ophodenja. Ukljuc¢en je sli¢an udio ispitanika prema
dijagnozama: 39% ispitanika s PTSP-om, te po 31% ispitanika sa shizofrenijom ili s
poremecajem ophodenja. Iskljuéni kriterij je bio zenski spol zbog ¢injenice da se agresija kod
psihijatrijskih bolesnika ¢esée javlja u muskih nego u Zenskih osoba.®® Osim toga i poremecaj

ophodenja se ¢esce javlja u muskih nego u Zenskih adolescenata ispod 18 godina.”

Agitacija je procijenjena pomocu podljestvice  PANSS-EC kod ispitanika sa
shizofrenijom i PTSP-om. Za razlikovanje agitiranih od neagitiranih ispitanika, uzeta je lomna
vrijednost od 20 ili vise bodova na podljestvici PANSS-EC.%%®? Kod adolescenata s
dijagnozom poremecaja ophodenja u pravilu se ne Koristi ljestvica PANSS pa je agitacija
procijenjena pomoéu odredenih komponenti ljestvica PCL-YV i OAS-M.%28% Kod tih
ispitanika su kombinirani brojevi bodova na odredenim ljestvicama kao bi ih se podijelilo na
tesko agitirane i one koji nisu ozbiljnije agitirani.?®’3 Kao tesko agitirani uzeti su oni ispitanici
s poremecajem ophodenja koji su imali 3 ili vise bodova na domeni ljestvice OAS-M koja se
odnosi na podljestvicu subjektivne iritabilnosti, 6 ili vise bodova na domeni ljestvice OAS-M
koja se odnosi na iritabilnost, 30 ili viSe bodova na domeni ljestvice OAS-M koja se odnosi
na agresiju te ukupan broj bodova 40 ili vise na ljestvici OAS-M. Uz to je jos bilo vazno da
ispitanici imaju 20 ili vise bodova na ljestvici PCL-YV. Nakon podjele prema agresivnom
ponasanju, tj. prema stupnjevima agitacije, postojala je znacajna razlika izmedu udjela
agitiranih 1 neagitiranih ispitanika izmedu razlicitih dijagnosti¢kih skupina. Naime, pronadeno
je znacajno vise agitiranih (42%) adolescenata s poremecajem ophodenja u odnosu na
agitirane ispitanike s PTSP-om (6%) ili agitirane bolesnike sa shizofrenijom (15%). Taj se
nalaz slaze s literaturnim podacima koji upucéuju da su poremecaji ophodenja i poremecaji
osobnosti najéesée povezani s nasilnickim i agresivnim ponasanjem.>® Agresivno ponasanje
prisutno je i kod 15% bolesnika sa shizofrenijom u naSoj studiji. Osobe sa shizofrenijom
sklone su nasilnickom i kriminalnom ponasanju, te su nasi podatci u skladu s podatcima koji
su proizasli iz velike longitudinalne $vedske studije koja je ukljuéila 8000 ispitanika i koja je

pratila kriminalne presude osobama sa shizofrenijom.” Spomenuta studija je utvrdila da je,
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unutar 8000 shizofrenicara, njih 13% pokazalo nasilnicko kriminalno ponasanje, u odnosu na
5% kriminalnih pokusaja u opéoj populaciji.”* U nasoj studiji samo je 6% ispitanika s PTSP-
om bilo ozbiljno agitirano. Taj nalaz nije ocekivan jer postoji mnostvo literaturnih podataka
koji upucuju na znaéajnu povezanost simptoma PTSP-a i agresije kod veterana i kod civilnih
ispitanika.’” %7787 PTSP jzazvan ratnom traumom takoder je zna¢ajno povezan s ljutnjom i
agresijom.” Niska razina agitacije u nasih ispitanika s PTSP-om mozda Se moZe objasniti
razlikama u evaluaciji i upotrebi klinickih procjenskih ljestvica za agitaciju, ljutnju i agresiju.
Takoder, u nasoj studiji sudjelovali su bolesnici s PTSP-om koji su sami potrazili bolni¢ku i
psihijatrijsku pomo¢ pa su moze pretpostaviti da se u nasem slucaju radi ipako manje

agresivnim bolesnicima u odnosu na osobe koje nisu u sustavu tretmana za PTSP.

5.2. Povezanost koncentracije trombocitnog serotonina s agitacijom kod
ispitanika s dijagnozom posttraumatskog stresnog poremecaja,

shizofrenije ili poremecaja ophodenja

Nasi su rezultati pokazali da se koncentracija trombocitnog 5-HT-a znacajno razlikuje izmedu
ispitanika s poremecajem ophodenja te ispitanika s dijagnozom PTSP-a i shizofrenije.
Ispitanici s poremecajem ophodenja imali su znacajno viSu koncentraciju trombocitnog
5-HT u odnosu na ispitanike s dijagnozom PTSP-a i ispitanika sa shizofrenijom. Kada se te
promjene koncentracije trombocitnog 5-HT usporede s vrijednostima 5-HT u zdravim
ispitanicima, koncentracija trombocitnog 5-HT u ispitanika s PTSP-om je sli¢na onoj
dobivenoj u zdravih muskih ispitanika hrvatskog podrijetla,”t dok je koncentracija
trombocitnog 5-HT u bolesnika sa shizofrenijom i u ispitanika s poremecajem ophodenja
znadajno povisena prema koncentraciji trombocitnog 5-HT u zdravih ispitanika.”* S obzirom
na to da se promjene u koncentraciji 5-HT, njegovoj neurotransmisiji i metabolizmu povezuju
s razli¢itim patoloskim ponasanjima, impulzivnoséu i agresivnim ponasanjem i agitacijom,?
postoji mogucnost da je u nasem slucaju povisena koncentracija trombocitnog 5-HT kod
ispitanika s poremecajem ophodenja zapravo povezana s ve¢im udjelom agresivnih il
impulzivnih ispitanika unutar ove dijagnosticke skupine u odnosu na ispitanike s dijagnozom

PTSP-a ili shizofrenije.

Buduc¢i da je iz literature poznato da puSenje utjeCe na koncentraciju trombocitnog 5-
HT,* iako postoje i rezultati koji nisu uo¢ili znacajan udinak pusenja cigareta na

koncentraciju trombocitnog 5-HT,®* mi smo u nagem istrazivanju ukljuéili pusacki status kao
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dodatnu varijablu u pojedinim statistickim analizama. U naSoj studiji viSa koncentracija
trombocitnog 5-HT pronadena je kod pusaca u odnosu na nepusace prije podjele ispitanika na
pojedine dijagnosticke skupine. Medutim, ta se znaCajna razlika gubi kada se ispitanici
podijele na one s dijagnozom poremecaja ophodenja, PTSP-a ili shizofrenije, jer nema
znaCajne razlike u koncentraciji trombocitnog 5-HT izmedu pusaca i nepuSaca u pojedinim
dijagnostickim skupinama. Rezultati takoder upuéuju na to da je koncentracija trombocitnog
5-HT 1 dalje znacajno viSa kod pusaca s poremecajem ophodenja u odnosu na pusSace s
dijagnozom PTSP-a ili shizofrenije, te kod nepuSaca s dijagnozom poremecaja ophodenja u

odnosu na nepusace s PTSP-om.

Kada su nasi ispitanici podijeljeni prema stupnju agitacije na agitirane i neagitirane
ispitanike s poremecajem ophodenja, dijagnozom PTSP-a ili shizofrenije, unutar podskupine
neagitiranih ispitanika, koncentracija trombocitnog 5-HT bila je znacajno visa kod
neagitiranih ispitanika s poremecajem ophodenja u odnosu na neagitirane ispitanike s PTSP-
om i shizofrenijom. S druge strane, kod agitiranih ispitanika, koncentracija trombocitnog
5-HT nije se znacajno razlikovala izmedu pojedinih dijagnostickih skupina. Taj bi se nalaz
mogao objasniti ¢injenicom da ispitanici s poremecajem ophodenja imaju i inace poviSenu
koncentraciju trombocitnog 5-HT (koja je vezana za dijagnozu) u odnosu na ispitanike s
PTSP-om i shizofrenijom, te se koncentracija 5-HT u trombocitima nije dodatno povisila u

prisustvu agresivnih simptoma.

Kada su usporedene koncentracije trombocitnog 5-HT izmedu agitiranih i neagitiranih
ispitanika unutar pojedinih dijagnosti¢kih skupina, tada je vidljivo da samo u slu¢aju osoba s
dijagnozom shizofrenije postoji statisticki znacajno visa koncentracija trombocitnog 5-HT
kod agitiranih u odnosu na neagitirane bolesnike. Taj se nalaz djelomi¢no slaze s povisenom
koncentracijom trombocitnog 5-HT u bolesnika sa shizofrenijom koji su imali predominantno
pozitivne simptome prema shizofrenim bolesnicima s predominantno negativnim
simptomima,®® te s rezultatima koji pokazuju znadajnu pozitivnu korelaciju izmedu
trombocitnog 5-HT i prisutnog ili cjelozivotnog neprijateljstva i agresije kod bolesnika s

depresijom i komorbidnim grani¢nim poremeéajem osobnosti.®?

Slican trend poviSene koncentracije trombocitnog 5-HT kod agitiranih ispitanika vidljiv
je i kod osoba s dijagnozom PTSP-a, ali pronadena razlika tu nije statisticki znac¢ajna. Nalaz o
slicnoj koncentraciji trombocitnog 5-HT u ispitanika s PTSP-om, sa ili bez simptoma
agitacije, nije u skladu s ranije utvrdenom znac¢ajno visom koncentracijom trombocitnog 5-HT

u ispitanika s PTSP-om Kkoji su imali izrazene psihoti¢ke simptome prema veteranima s PTSP-
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om bez psihoti¢kih simptoma.>® Kako se u ovoj studiji koncentracija trombocitnog 5-HT nije
znacajno razlikovala izmedu ispitanika s PTSP-om sa ili bez agitacije, moze se pretpostaviti
da su u ovu studiju ukljuceni ispitanici s PTSP-om koji nisu razvili neke od psihotic¢kih
simptoma u sklopu agresivnog ponaSanja. Osim toga, dobivene razlike u vrijednostima 5-HT
mogu se tumaditi i razlikama u pristupu evaluaciji agitacije prema podskali PANSS-EC®® u

odnosu na evaluaciju psihoti¢nih simptoma prema skali PANSS.>

U sluc¢aju osoba s poremecajem ophodenja, nije bilo znac¢ajne razlike izmedu agitiranih i
neagitiranih ispitanika s obzirom na koncentraciju trombocitnog 5-HT, $to bi moglo biti
posljedica opcenito vise koncentracije 5-HT u trombocitima osoba s dijagnozom poremecaja
ophodenja, radi karakteristicnih simptoma koji negativno utje¢u na socijalno, akademsko ili

radno funkcioniranje, u odnosu na druge dvije ispitivane dijagnosticke kategorije.

Zbog znacajne povezanosti dijagnoza i koncentracije trombocitnog 5-HT, te zbog nalaza
iz literature koji upucuju na moguéi ucinak pusenja na razinu ovog neurotransmitera na
periferiji, napravljene su analize koje ukljucuju obje ove zavisne varijable. Metoda visestruke
linearne regresije, u kojoj je koncentracija 5-HT uzeta kao zavisna varijabla, a kao neovisne
varijable ukljucene su agitacija, puSenje i dijagnoza, utvrdila je da je koncentracija
trombocitnog 5-HT znacajno povezana s dijagnozom i agitacijom. Dobiveni model upucuje
na zakljucak da isti dobro opisuje 7,3% varijacije u koncentraciji 5-HT u trombocitima. Ove
nalaze potkrepljuju i nalazi iz literature koji pokazuju da je koncentracija trombocitnog 5-HT
povezana s agresijom u osoba s poremecajima li¢nosti®? te s agresijom u autizmu.®® Naime,
koncentracija 5-HT u punoj krvi razlikovala se izmedu agresivnih i neagresivnih autisti¢nih
osoba i bila je obrnuto povezana sa samoozlijedivanjem.®® Takoder je pokazano da je
koncentracija trombocitnog 5-HT visa u djece te mladih Nizozemaca sa autizmom i
pervazivnim poremecajem nego u osoba s mentalnom retardacijom ili kontrolnih ispitanika.®*
U zakljucku, podatci iz literature, kao i podatci ove sadasnje studije, upucuju na zakljucak da
su razne vrste agresivnog ponasanja te agitacija, koje se javljaju u sklopu klini¢kih slika
razli¢itih mentalnih poremecaja, povezane s promijenjenom koncentracijom trombocitnog 5-
HT.
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5.3. Povezanost polimorfizma MAOA-uVNTR s agitacijom kod ispitanika
s dijagnozom posttraumatskog stresnog poremecéaja, shizofrenije ili

poremecaja ophodenja

Polimorfizam MAOA-UVNTR cesto se istrazuje jer se aktivnost enzima MAO-A povezuje s
razli¢itim psihijatrijskim poremecajima i1 poremecajima ponasanja, pa tako 1 agresivnim
ponasanjem. Kako bi se utvrdila neurobioloska podloga agresije i razlog tim devijantnim
ponasanjima, sve se ¢eSce istrazuje povezanost odredenih gena kandidata i ¢imbenika iz
okoline (interakcija gen-okolis). Jedan od najcesce istrazivanih gena kandidata jest gen
MAOA i njegov funkcionalni polimorfizam MAOA-uVNTR unutar promotorske regije. Taj je
polimorfizam vazan jer se varijjante s 2 ili 3 ponavljanja povezuju sa smanjenom

transkripcijskom aktivnosti gena MAOA.23

U naSoj studiji istrazena je povezanost polimorfizma MAOA-uVNTR s agitiranim
ponaSanjem kod ispitanika s poremecajem ophodenja, shizofrenijom 1 PTSP-om. U naSem
uzorku nije bilo ispitanika koji su imali alel sa 2 ponavljanja, nego su pronadeni samo
ispitanici s 3, 4 ili 5 ponavljanja s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR. Medutim, 5
ponavljanja je pronadeno samo kod jednog ispitanika te je taj podatak iskljuCen iz studije.
Ispitanici su podijeljeni na nosioce alela s nizom transkripcijskom efikasnosti (3 ponavljanja,
alel L-MAO-A) i one koji su nosioci alela s boljom efikasnosc¢u transkripcije (4 ponavljanja,
alel H-MAO-A). Utvrdene su znacajne razlike u raspodijeli alela H-MAO-A i L-MAO-A s
obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu ispitanika s razli¢itim dijagnozama. Naime,
kod ispitanika s poremecajem ophodenja znacajno je vec¢i udio alela L-MAO-A u odnosu na
ispitanike sa shizofrenijom i PTSP-om. Taj je nalaz sukladan literaturnim podatcima jer je
pokazano da se ispitanici nosioci alela L-MAO-A, koja je povezan sa smanjenom
transkripcijom gena MAOA, mogu cesce detektirati unutar grupa povezanih s razli¢itim
formama agresivnog ponasanja i agitacije,*> nasilnim kriminalnim ponasanjem,® te u
ispitanika izvrgnutih ranom traumatskom iskustvu ili maltretiranju u djetinjstyu,8°86.87.8889
Medutim, nisu svi podatci jednozna¢ni pa tako u literaturi postoje kontroverzni podatci o
povezanosti ili nedostatku povezanosti varijanti H-MAO-A i L-MAO-A s rizikom za
razvijanje poremecaja ponasanja, antisocijalnog ponasanja i agresije u odrasloj dobi nakon
maltretiranja u djetinjstvu.%299 Nasi ispitanici s poremeéajem ophodenja, koji su kao skupina
bili jace agitirani i viSe agresivni od ispitanika sa shizofrenijom i PTSP-om, i koji su pokazali

cijeli niz razli¢itih aberantnih ponasanja i simptoma, kao Sto su agresija i agitacija, bili su
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¢esce nosioci alela L-MAO-A, koji se povezuje sa smanjenom ekspresijom gena za enzim
MAO-A, a to je potvrdeno i u ranijim studijama.®® Zbog toga je zakljueno u sklopu jedne
meta analize®® da promotorski polimorfizam MAOA-uVNTR posreduje u razvoju razlicitih

psihopatoloskih poremecaja nakon izlaganja fizickom zlostavljanju.

Medutim, kada su svi ispitanici podijeljeni na agitirane i neagitirane ispitanike, bez
obzira na dijagnozu, pronadena je sli¢na raspodjela alela L-MAO-A i H-MAO-A: 58% osoba
s varijantom H-MAO-A i 42% osoba s varijantom L-MAO-A kod agitiranih, te 60,6 % osoba
s varijantom H-MAO-A i 39,4 % osoba s varijantom L-MAO-A u neagitiranih ispitanika.
Buduc¢i da su pronadene razlike u raspodjeli alela s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR
izmedu pojedinih dijagnostickih skupina (poremecaja ophodenja, shizofrenije i PTSP-a),
istrazena je i raspodjela alela gena MAOA kod svih ispitanika podijeljenih prema dijagnozama
1 s obzirom na prisustvo agitacije. Medutim, naSi su rezultati pokazali da nema znacajne
razlike u raspodjeli alela L-MAO-A i H-MAO-A s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR
izmedu agitiranih i neagitiranim osoba s poremecajem ophodenja, shizofrenijom ili PTSP-om.
Ti rezultati upucuju na zakljucak da ne postoji znacajna povezanost polimorfizma MAOA-
UVNTR i agitacije. Nasi rezultati nisu potvrdili hipotezu o vecoj ucestalosti alela L-MAO-A
kod agitiranih/agresivnih u odnosu na neagitirane ispitanike, koja je inae pokazana u osoba s
mentalnim poremeéajima i po¢initeljima kriminalnih djela.*>® Medutim, nasi rezultati koji su
pokazali da je raspodijela alela L-MAO-Ai H-MAO-A s obzirom na polimorfizam MAOA-
UVNTR sli¢na kod agitiranih i neagitiranih ispitanika s poremecajem ophodenja, shizofrenijom
ili PTSP-om, sukladni su drugim podatcima iz literature koji takoder nisu zapazili znacajnu
povezanost spomenutog polimorfizma s agresivnim ponasanjem | agitacijom, i to kod
ispitanika s mentalnim poremecajima kao $to su shizofrenija®®® ili PTSP®, kod agresivnih i
neagresivnih pocinitelja kriminalnih djela koji su bili alkoholicari, ili u zdravih ispitanika.
Sumarno, rezultati naSe studije nisu potvrdili hipotezu da je polimorfizam MAOA-uVNTR

povezan s agitacijom i agresivnim ponaSanjem.
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54. Povezanost polimorfizma  MAOA-uVNTR i  koncentracije

trombocitnog serotonina

Sa svrthom da se istrazi moguci utjecaj polimorfizma MAOA-uVNTR na koncentraciju
trombocitnog 5-HT, svi ispitanici su podijeljeni na nosioce alela H-MAO-A ili L-MAO-A.
Koncentracija trombocitnog 5-HT znacajno se razlikovala izmedu nosioca alela H-MAO-A i
L-MAO-A, jer su nosioci alela H-MAO-A imali znacajno nizu koncentraciju trombocitnog 5-
HT od ispitanika nosioca alela L-MAO-A. Taj je nalaz bio ocekivan, jer je alel H-MAO-A
povezan s povecanom transkripcijskom aktivnosti gena za enzim MAO-A, koji prvenstveno
razgraduje serotonin i noradrenalin, te su nosioci alela H-MAO-A imali snizenu koncentraciju
5-HT u trombocitima. U literaturi nema dostupnih podataka o utjecaju polimorfizma MAOA-
UVNTR na koncentraciju trombocitnog 5-HT kod ispitanika s poremecéajem ophodenja,
shizofrenijom i PTSP-om. Medutim, potpuno je obrnuta povezanost pronadena u autizmu gdje
su nosioci alela H-MAO-A imali povisenu koncentraciju 5-HT u trombocitima u odnosu na
nosioce alela L-MAO-A %

Navedeni rezultati upuéuju na to da bi mogla postojati povezanost izmedu varijanti gena
koji kodiraju za proteine ukljucene u regulaciju razgradnje 5-HT, kao $to je enzim MAO-A, i
koncentracije 5-HT u trombocitima, upucuju¢i na vaznost periferne homeostaze
serotoninskog sustava u razliitim mentalnim poremecajima. U nasoj studiji je metodom
viSestruke linearne regresije potvrdeno da su varijacije u koncentraciji 5-HT kod svih
ispitanika pod znacajnim utjecajem pusenja, agitacije te polimorfizma MAOA-uVNTR.
Medutim, kada je u isti model uvrStena i dijagnoza kao nezavisna varijabla, rezultati su
pokazali da je model zapravo znacajan radi znaCajne povezanosti dijagnoze i agitiranog
ponasanja s koncentracijom trombocitnog 5-HT, dok pusenje i polimorfizam MAOA-uVNTR

vise ne pokazuju znacajan ucinak na koncentraciju trombocitnog 5-HT.
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ZAKLJUCAK

U istrazenom uzorku prisutno je znacajno vise agitiranih adolescenata s poremecajem
ophodenja (42%) u odnosu na agitirane ispitanike s PTSP-om (6%) te agitirane bolesnike
sa shizofrenijom (15%).

Koncentracija trombocitnog 5-HT odredena je pomocu spektrofotofluorimetrijske
metode.

Koncentracija trombocitnog 5-HT znacajno je povisena kod ispitanika s poremecajem
ophodenja u odnosu na ispitanike s PTSP-om ili shizofrenijom.

Nakon podjele svih ispitanika na agitirane i neagitirane ispitanike, znacajno je visa
koncentracija trombocitnog 5-HT prisutna kod neagitiranih ispitanika s poremecajem
ophodenja u odnosu na neagitirane ispitanike s PTSP-om i shizofrenijom. Isto nije
vidljivo u slucaju agitiranih ispitanika.

Usporedba koncentracije trombocitnog 5-HT izmedu agitiranih i neagitiranih ispitanika
unutar pojedinih dijagnostickih skupina upucuje na to da samo u slucaju osoba s
dijagnozom shizofrenije postoji statisticki znacajno visa koncentracija trombocitnog 5-
HT kod agitiranih u odnosu na neagitirane bolesnike.

Metoda viSestruke linearne regresije, u kojoj je koncentracija 5-HT uzeta kao zavisna
varijabla, a kao neovisne varijable ukljucene su agitacija, puSenje i dijagnoza, potvrduje
da na razinu trombocitnog 5-HT znacajno utjecu dijagnoza i agitacija.

Genotipizacija s obzirom na polimorfizam MAOA-uVNTR ucinjena je pomocu lancane
reakcije polimerazom, nakon cega su produkti reakcije razdvojeni elektroforezom na
agaroznom gelu i vizualizirani na UV svjetlu pomocu fluorescentne boje.

Prisutna je znacajna razlika u raspodijeli alela H-MAO-A i L-MAO-A s obzirom na
polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu ispitanika s razli¢itim dijagnozama, zbog znacajno
veceg udjela alela L-MAO-A kod osoba s poremecajem ophodenja u odnosu na ispitanike
sa shizofrenijom i PTSP-om.

Nasi rezultati pokazuju da nema znacajne razlike u raspodjeli alela L-MAO-Ai H-MAO-
A s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR izmedu agitiranih i neagitiranim osoba s
poremecajem ophodenja, shizofrenijom ili PTSP-om.

Koncentracija trombocitnog 5-HT znacajno se razlikuje izmedu nosioca alela H-MAO-A
i L-MAO-A zbog znacajno nize koncentracije trombocitnog 5-HT kod nosioca alela H-
MAO-A.
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Rezultati visestruke linearne regresije potvrduju da su varijacije u koncentraciji 5-HT kod
svih ispitanika pod znaCajnim utjecajem puSenja, agitacije te polimorfizma MAOA-
UVNTR, ali, kada se uzme u obzir i dijagnoza ispitanika, tada se gubi znacajan utjecaj
pusenja i polimorfizma MAOA-UVNTR zbog znacajnog utjecaja same dijagnoze na razinu

trombocitnog 5-HT.
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8. POPIS KORISTENIH KRATICA

ADP: Adenozin difosfat

ANOVA: Jednosmjerna analiza varijance

df: Stupnjevi slobode; engl. Degrees of Freedom

F: Varijanca

FAD: Flavin-adenin-dinukleotid

v>-test: Hi-kvadrat test

MAO: Monoaminooksidaza

MAO-A: Monoaminooksidaza tipa A

MAO-B: Monoaminooksidaza tipa B

p: Statisticka vjerojatnost

PANSS: Skala pozitivnih i negativnih psihoti¢nih simptoma
PCR: lancana reakcija polimerazom, engl. Polymerase Chain Reaction
5-HIAA: 5-hidroksiindol octena kiselina

5-HT: 5-hidroksitriptamin (serotonin)

5-HTT: Serotoninski transporteri

PTSP: Posttraumatski stresni poremecaj

RCLB: Pufer za lizu eritrocita, engl. Red Cells Lysis Buffer
SZS: Sredi$nji zivéani sustav

TPH: Triptofan hidroksilaza

TPH1: Triptofan-hidroksilaza 1

TPH2 Triptofan-hidroksilaza 2

VNTR: Varijabilni broj ponavljajucih sljedova; engl. Variable Number of Tandem Repeat
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9. DODATAK

Tablica 9. ¥ raspodjela

/
; Lr
P

k 0,99 0,98 0,95 0,90 0,80 0,50 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,001

1| 0,000 0,001 0,004 0,016 0,064 0,455 1,642 2,706 3,841 5,412 6,635 10,828

2| 0,020 0,040 0,103 0,211 0,446 1,386 3,219 4,605 5,991 7,824 9,210 13,816

3|1 0115 0,185 0,352 0,584 1,005 2,366 4,642 6,251 7,815 9,837 11,345 16,266

4| 0,297 0,429 0,711 1,064 1,649 3,357 5,989 7,779 9,488 11,668 13,277 18,467

5| 0554 0,752 1,145 1,610 2,343 4,351 7,289 9,236 11,070 13,388 15,086 20,515

6 0872 1,134 1,635 2,204 3,070 5,348 8558 10645 12592 15033 16,812 22,458

71 1,239 1,564 2,167 2,833 3,822 6,346 9,803 12,017 14,067 16,622 18,475 24,322

8| 1,646 2,032 2,733 3,490 4,594 7,344 11,030 13,362 15507 18,168 20,090 26,124

9| 2,088 2,532 3,325 4,168 5,380 8,343 12242 14684 16,919 19,679 21666 27,877
10 2,558 3,059 3,940 4,865 6,179 9,342 13442 15987 18,307 21,161 23,209 29,588
11f 3,053 3,609 4,575 5,578 6,989 10,341 14631 17,275 19,675 22,618 24,725 31,264
12 3571 4,178 5,226 6,304 7,807 11,340 15812 18,549 21,026 24,054 26,217 32,909
13| 4,107 4,765 5,892 7,042 8,634 12,340 16,985 19,812 22,362 25472 27,688 34,528
14| 4,660 5,368 6,571 7,790 9,467 13,339 18,151 21,064 23,685 26,873 29,141 36,123
15| 5,229 5,985 7,261 8,547 10,307 14,339 19311 22,307 24,996 28,259 30,578 37,697
16| 5,812 6,614 7,962 9,312 11,152 15338 20,465 23542 26,296 29,633 32,000 39,252
17| 6,408 7,255 8,672 10,085 12,002 16,338 21,615 24,769 27,587 30,995 33,409 40,790
18| 7,015 7,906 9,390 10,865 12,857 17,338 22,760 25,989 28,869 32,346 34,805 42,312
19 7,633 8,567 10,117 11,651 13,716 18,338 23,900 27,204 30,144 33,687 36,191 43,820
20( 8,260 9,237 10,851 12,443 14,578 19,337 25,038 28,412 31,410 35020 37,566 45,315
21| 8,897 9,915 11591 13,240 15445 20,337 26,171 29,615 32,671 36,343 38,932 46,797
22( 9,542 10,600 12,338 14,041 16,314 21,337 27,301 30,813 33,924 37,659 40289 48,268
23| 10,196 11,293 13,091 14,848 17,187 22,337 28,429 32,007 35172 38,968 41,638 49,728
24| 10,856 11,992 13,848 15,659 18,062 23,337 29,553 33,196 36,415 40270 42980 51,179
25| 11,524 12,697 14,611 16,473 18,940 24337 30,675 34,382 37,652 41566 44,314 52,620
26/ 12,198 13,409 15379 17,292 19,820 25336 31,795 35563 38,885 42,856 45,642 54,052
27| 12,879 14,125 16,151 18,114 20,703 26,336 32912 36,741 40,113 44,140 46,963 55,476
28| 13565 14,847 16,928 18,939 21,588 27,336 34,027 37916 41,337 45419 48,278 56,892
29| 14,256 15574 17,708 19,768 22475 28,336 35139 39,087 42557 46,693 49,588 58,301
30| 14,953 16,306 18,493 20,599 23,364 29,336 36,250 40,256 43,773 47,962 50,892 59,703
35( 18,509 20,027 22,465 24,797 27,836 34,336 41,778 46,059 49,802 54,244 57,342 66,619
40| 22,164 23,838 26,509 29,051 32,345 39,335 47,269 51,805 55,758 60,436 63,691 73,402
45( 25901 27,720 30,612 33,350 36,884 44,335 52,729 57,505 61,656 66,555 69,957 80,077
50| 29,707 31,664 34,764 37,689 41449 49335 58,164 63,167 67505 72,613 76,154 86,661
60| 37,485 39,699 43188 46,459 50,641 59335 68972 74,397 79,082 84,580 88,379 99,607
70| 45442 47,893 51,739 55329 59,808 69,334 79,715 85527 90,531 96,388 100,425 112,31}
80| 53,540 56,213 60,391 64,278 69,207 79334 90,405 96,578 101,879 108,069 112,329 124,83
90| 61,754 64,635 69,126 73,291 78,558 89,334 101,054 107,565 113,145 119,648 124,116 137,20
1000 70,065 73,142 77,929 82,358 87,945 99,334 111667 118,498 124342 131,142 135,807 149,44
500 429,388 437,219 449,147 459,926 473,210 499,334 526,401 540,930 553,127 567,070 576,493 603,44
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Slika 15. Primjer bazdarne krivulje koja je koriStena za odredivanje koncentracije
trombocitnog 5-HT u pojedinim uzorcima.
Na slici je prikazan intenzitet fluorescencije za slijepu probu i tri standarda koncentracije 250

ng ml, 125 ng mIt i 63 ng mI.

L-MAO-A  H-MAO-A L-MAO-A H-MAO-A 100bp m:irl;cr 25bp marker L-MAO-A H-MAO-A L-MAO-A

Slika 16. Odredivanje genotipa s obzirom na polimorfizam MAOA-UVNTR: primjer

razdvajanja fragmenata DNA, umnoZenih metodom PCR, elektroforezom na gelu od agaroze.



10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 02. studenog 1990. godine u Karlovcu. U Dugoj Resi sam zavrsila Osnovnu

Skolu "Vladimir Nazor", a potom upisala i op¢u gimnaziju u Srednjoj Skoli "Duga Resa".

Godine 2009. upisala sam preddiplomski sveucili$ni studij kemije na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, te sam 2013.godine stekla zvanje Sveucilisna
prvostupnica kemije ( baccalaurea chemiae ). Zavrsni fad Funkcionalna hrana napravljen je

pod mentorstvom izv.prof.dr.sc. Ive Juranovi¢ Cindrié.

Godine 2013. upisala sam diplomski studij kemije, istrazivacki smjer analiticke kemije
I biokemije.

Diplomsku radnju izradila sam u Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju
Zavoda za molekularnu medicinu Instituta ,,Ruder Boskovi¢®, pod vodstvom prof. dr. sc. Nele
Pivac, znanstvene savjetnice.

Dio tih rezultata objavljen je u znanstvenom radu: D. Svob Strac, Z. Kovacic Petrovic,
M. Nikolac Perkovic, D. Umolac, G. Nedic Erjavec, N. Pivac, Stress 26 (2016) 1-12.



