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POPIS KRATICA

ACD - dekstroza citratne kiseline (acid citrate dextrose)

ADH - alkohol-dehidrogenaza

ALDH - aldehid-dehidrogenaza

AUD - poremecaji uzimanja alkohola (alcohol use disorders)

DSM-III(IV) - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 3rd. Edition (4th. Edition)
EDTA - etilen-diamin-tetraoctena kiselina

FRET - energetski transfer tipa Forster (Forster-type energy transfer)

GABA - y-amino-maslacna kiselina

HRSD - Hamilton Rating Scale for Depression

ICD- Medunarodna klasifikacija bolesti (International Classification of Diseases)
MGB - ligand manjeg utora DNA (minor groove binder)

NFQ — nefluorescencijski prigusivac (nonfluorescent quencher)

NMDA — N-metil-D-aspartat

PCR - lanCana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction)

PTSP - posttraumatski stresni poremecaj

RCLB - pufer za lizu eritrocita (red cell lysis buffer)

RPM - okretaj u minuti (rotation per minute)

RT-PCR - lanCana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (real time polymerase chain
reaction)

SCID - strukturirani klinicki intervju (structured clinical interview)

SDS - natrij-dodecil sulfat

SE pufer — natrij-EDTA pufer

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism)
SZS — sredinji Ziv€ani sustav

TE pufer — tris-EDTA pufer
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1. UVOD

1.1 Alkoholizam

Alkoholizam je kroni¢na i Cesto progresivna bolest koju odlikuju problemi s kontrolom
unosa alkoholnog pi¢a, zaokupljenost alkoholom, nastavak konzumacije alkohola, ¢ak i kad
uzrokuje probleme, progresivno povecavanje doze da bi se zadovoljila potreba (tolerancija), te
pojava simptoma ustezanja kod naglog prestanka ili smanjenja uzimanja alkohola (fiziCka
ovisnost (www.mayoclinic). Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation,
WHO) je 1952. godine definirala alkoholizam kao bolest, a alkoholiCara kao bolesnika, kod kojeg
se zbog prekomjerne i dugotrajne konzumacije alkoholnih pi¢a pojavljuju fizicka i psihicka
ovisnost, te zdravstveni, socijalni i ekonomski problemi. Ljudi pogodeni tom ovisnoSCu gube
sposobnost procjene koliko Ce popiti, koliko ¢e dugo piti i koje Ce biti posljedice njihovog
opijanja (www.mayaoclinic).

Da bi se lak3e utvrdila rizicna skupina ljudi koji konzumiraju alkohol, u nekoj regiji prati se
koliCina popijenog alkohola po glavi stanovnika (Slika 1.), apstinencija i teSko epizodno pijenje
(Slika 2.). Kolicina popijenog alkohola po glavi stanovnika je statisticki podatak koji nam moze
prikazati samo opcenito stanje u nekoj drzavi. Apstinencija nam pak govori o osobama starijim
od 15 godina koji nikad nisu konzumirali alkohol ili nisu konzumirali alkohol u posljednjh 12
mjeseci, dok se teSko epizodno pijenje definira kao pijenje kod kojeg je najmanje u jednoj
situaciji u proteklih 7 dana popijeno vise od 60 grama Cistog alkohola. Svaki se nacin
konzumacije opisuje ocjenom od 1 do 5, te nam govori o riziku kojem je izloZzena pojedina osoba.
Na primjer, u Indiji koja ima nisku potrosnju alkohola po glavi stanovnika (Slika 1.), postoji
visoki postotak teSkog epizodnog pijenja (Slika 2.), dok u Francuskoj koja ima visoku potrosnju
po glavi stanovnika (Slika 1.), postoji niski postotak teSkog epizodnog pijenja (Slika 2.) Sto
ukazuje na umjereniji, ali ¢e8¢i obrazac konzumacije alkohola (WHO, 2011).
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Slika 1. Kolicina popijenog alkohola po glavi stanovnika (u litrama) za 2005. godinu (WHO,
2011)
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Slika 2. Pojava teSkog epizodnog opijanja u muskaraca za 2004. godinu (WHO, 2011)

1.2 Alkohol kao uzrok bolesti i ozljeda

Zlouporaba alkohola je jedan od vodecih negativnih ¢imbenika na zdravlje u svijetu. Svake
godine uzrokuje oko 2.5 milijuna smrtnih sluajeva s preko 60 vrsti bolesti i ozljeda kojima je on
glavni uzro€nik. Zabrinjavajuca je €injenica da je zlouporaba alkohola najsmrtonosnija za ljude



mladih dobnih skupina, te je vodeCi rizicni faktor smrti medu muskarcima u dobi od 15-59
godina (WHO, 2011).

Alkohol ostecuje svaki organ i organski sustav u tijelu. S medicinskog gledi$ta, najvaznije
bolesti koje su posljedica ovisnosti o alkoholu su one krvozilnog, ziv€anog i hepato-
gastrointestinalnog sustava. U probavnom sustavu poteSkoCe mogu varirati od povecane
intestinalne pokretljivosti i gastropatije koje dovode do jutarnjih mucnina i proljeva, pa sve do
kronicnog pankreatitisa. Neke od ostalin posljedica alkoholizma su ciroza jetre, epilepsija,
povecan rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti, poremecaji u prehrani, alkoholna demencija,
seksualna disfunkcija, razliciti tumori, te brojna oSteCenja srediSnjeg i perifernog Ziv€anog
sustava (Testino, 2008). Od psihijatrijskih poremecaja najceSCe su primijeCene anksioznost i
depresija, a za vrijeme prekida uzimanja alkohola moZe do¢i do pojave halucinacija i opcée
zbunjenosti (Wetterling i sur. 2006). Zene ovisne o alkoholu osim anksioznosti i depresije,
najceS¢e podlijezu dodatnim psihijatrijskim poremecajima kao $to su bulimija, napadi panike,
posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) i grani¢ni poremecaj licnosti, dok muskarci ovisni o
alkoholu Cesto pokazuju simptome narcisoidnog i antisocijalnog poremecaja, shizofrenije,
impulzivnog ponaSanja, bipolarnog poremecaja, manjka koncentracije, te hiperaktivnosti (Karoll,
2002).

Alkohol utjeCe ne samo na pojavu bolesti, ve¢ i na njezin tijek, ovisno o koliCini
konzumiranog alkohola i o obrascu pijenja. Medunarodna Klasifikacija bolesti (ICD- International
classification of diseases) ukljucuju alkohol u preko 30 definicija bolesti, od Cega su najvazniji
poremecaji konzumacije alkohola (AUD - alcohol use disorders), a joS u preko 200 klasifikacija
bolesti alkohol je utvrden kao dio uzroka bolesti (WHO).

1.3. Genetska komponenta alkoholizma

Provedena su mnoga istrazivanja kojima je cilj bio provjeriti postoji li povezanost genetske
podloge pojedinca i njegove predispozicije za razvoj ovisnosti o alkoholu. Pojedina istrazivanja
su pokazala da se ovisnost o alkoholu nasljeduje u oko 50% slucajeva (Goldman i sur., 2005), te
da na rizik razvoja alkoholizma utjeCe slozeno medudjelovanje genetskih i okolisnih Cimbenika
(Bierut i sur., 2010). No, izmedu razliCitih populacija u svijetu postoje odredene genetske razlike
koje utjeCu na rizik nastanka ovisnosti o alkoholu (Radel i Goldman, 2001). Tako ljudi africkog i



indijanskog porjekla posjeduju odredene varijante gena za enzim alkohol-dehidrogenazu (ADH),
Sto za posljedicu ima brzu razgradnju alkohola u organizmu, a time i brze nakupljanje
acetaldehida, toksiCnog nusprodukata metabolizma. U takvih se osoba javljaju tezi simptomi
opijanja, Sto utjeCe na smanjeni rizik razvoja alkoholizma (Radel i Goldman, 2001). Kod azijskih
populacija odredena varijacija enzima aldehid-dehidrogenaze (ALDH), uzrokuje sporiju
razgradnju toksi¢nog produkta alcetaldehida i samim time teZze simptome opijanja alkoholom
(Thomasson i sur., 1991).

Nepostojanje klasicnog obrasca nasljedivanja alkoholizma upucuje na ukljucenost brojnih
gena (poligenska bolest) i njihovu slozenu interakciju s okoliSem (McGue, 1999). Alkohol u
mozgu djeluje na razliCite strukture smjeStene u stanicnim membranama i ukljuCene u
unutarstanicni prijenos signala, poput receptora za neurotransmitore i neurohormone, te ionske
kanale. Osim vec¢ prije spomenutih gena ukljucenih u metabolizam alkohola (ADH i ALDH), s
ovisnoS¢u o alkoholu povezuju se sve viSe i geni dopaminskog, glutamatnog, opioidnog,
kolinskog, serotoninskog, te neurotransmitorskog sustava y-amino-maslacne kiseline (GABA)
(Kalsi i sur., 2009; Kimura i Higuchi, 2011; Kohnke, 2008; Oroszi i Goldman, 2004), te se
utvrduje povezanost velikog broja polimorfizama jednog nukleotida (eng. single nucleotide
polymorphism, SNP) s alkoholizmom.

1.4 Glutamatni receptori i glutamat

Glutamat je jedna od neesencijalnih aminokiselina, odnosno, moze se sintetizirati u tijelu
pomocu drugih molekula i to najéeSce a- ketoglutarata i glutamina. Koristi se kao sastavni dio u
izgradnji proteina, ali i sama ima veoma vaznu funkciju. Glutamat se proizvodi u svim tjelesnim
stanicama, pa tako i u neuronima, te predstavlja najobilniji ekscitacijski neurotransmitor u
srediSnjem Ziv€anom sustavu. Kao neurotransmitor, ukljuCen je u neuroproliferativne,
neurotoksiCne, neurodegenerativne i neuromodulatorne procese, te je kljutna komponenta u
pamcéenju i u€enju (Kranzler i sur. 2009). Glutamat se kao neurotransmitor skladisti u sinaptickim
vezikulama, a jednom osloboden u sinapticku pukotinu, veze se na glutamatne receptore i tako
ostvaruje svoje ucinke (Slika 3.) (Guo i sur. 2009).

Prema molekularno bioloskoj klasifikaciji glutamatni receptori se djele na ionotropne i
metabotropne receptore. lonotropni glutamatni receptori su kanali aktivirani ligandom. Podjeljeni



su u tri podskupine: receptori za N-metil-D- asparti¢nu kiselinu (NMDA), receptori za o- amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propioni¢ku Kiselinu (AMPA) i receptori za kainsku kiselinu
(KA). Receptori NMDA su ekscitacijski receptori povezani s natrijevim, kalijevim i kalcijevim
ionskim kanalima. Receptori AMPA i KA su heterotetramerni proteinski kompleksi koji tvore
ionske kanale aktivirane ligandom (Guo i sur. 2009). Kao i NMDA, KA i AMPA su takoder
ekscitacijski receptori propusni za Na* i K* ione (Gass i Olive, 2008). Metabotropni glutamatni
receptori (MGIuR) su receptori spojeni s G-proteinima, a gradeni su od sedam transmembranskih
domena. Ovi receptori prema slicnostima sekvence, afinitetu za agoniste i unutarstanicnim
putevima prijenosa signala, mogu se podjeliti u tri skupine. Receptori prve skupine (mGIuR1 i 5)
spajaju se s proteinima Gq (Gass i Olive, 2008) i aktiviraju signalni put inozitol fosfata (PI) i
drugih glasnika diacilglicerola i 1,4,5-inozitoltrifosfata (IP3) kroz aktivaciju fosfolipaze C.
Receptori druge (mGIuR2 i 3) i tre¢e skupine (mGIuR4, 6, 7 i 8) spajaju se s proteinima Gi/o,
negativno reguliraju aktivnost adenil ciklaze, te smanjuju koli¢inu cAMP-a (Guo i sur, 2009).
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GlutamatergiCna neurotransmisija je veoma zanimljiva u svjetlu ovisnosti o alkoholu i
njenog lijeCenja. GlutamatergiCki eferentni Zivci iz prefrontalnog korteksa, amigdale i
hipokampusa, inerviraju stanice ventralnog tagmentalnog podrucja i ovojnice nukleusa
akumbesa, pri Cemu ubrzavaju dopaminergiCku transmisiju u tim mjestima koja su kljucna za
»put nagrade“. Alkohol modulira glutamatergic¢ku neurotransmisiju, pri ¢emu se stvaraju
dugoroCne neurobioloske promjene, koje mogu uzrokovati simptome ovisnosti o alkoholu.
Istrazivanja na zivotinjama su pokazala da slabljenjem glutamatergicnih ucinaka dolazi do
smanjenja osjecaja nagrade prilikom konzumacije alkohola i pojave ponaSanja koje vodi u relaps.
U prilog ulozi glutamatergi¢ne neurotransmisije u razvoju ovisnosti o alkoholu, govore pozitivni
rezultati tretmana akamprostatom i topiramatom, lijekovima koji moduliraju glutamatergicku
aktivnost (Kranzler i sur. 2009; Ray i sur 2009).

Akutno izlaganje alkoholu inhibira funkciju receptora NMDA ((Lovinger i sur., 1989;
Woodward, 2000). Naime, smanjena ekspresija receptora NMDA i njihova sinapticka funkcija, s
povezanim promjenama ponasanja utvrdena je nakon kroni¢ne primjene alkohola (Abrahao i sur.,
2013; Holmes i sur., 2012; Meinhardt i sur., 2013). Funkcija ionotropnih AMPA i kainatnih
receptora takoder je promijenjena nakon izlaganja alkoholu, ali promjene nisu toliko izrazene kao
u slucaju receptora NMDA (Costa i sur., 2000; Dildy-Mayfield i Harris, 1992; Lovinger i sur.,
1989; Moykkynen i sur., 2003). Dakle, alkohol inhibira funkcije svih ionotropnih glutamatnih
receptora, ali uloga kainatnih receptora u ovisnosti o alkoholu nije toliko dobro istrazena poput
receptora NMDA i AMPA. Tek posljednjih godina pristupacnost visoko selektivnih agonista i
antagonista omogucila je detaljnija istraZivanja kainatnih receptora.

1.5 Polimorfizam gena GRIK1

Proteklih nekoliko desetljeca, puno se istrazivanja fokusiralo na razumijevanje specificnih
genetickih faktora koji pridonose riziku stvaranja ovisnosti o alkoholu, kao i na razvoj lijekova
kojima bi se mogao lijeCiti alkoholizam. Tako je i uloga gena GRIK1 u alkoholizmu postala
zanimljiva, buduco da kodira za podjedinicu GIUR5 kainatnog receptora koja selektivno veze
topiramat, lijek u terapiji alkoholizma (Ray i sur 2009). Sam gen GRIK1 sastoji se od 18 eksona
koji sadrze 403 kb i nalaze se na kromosomu 21g22. U Europljana je do danas utvrdeno bar 8
razliCitih haplotipova s tim genom. Poznate su dvije izoforme ljudskog GIuR5 koje nastaju



alternativnim izrezivanjem transkripata GRIK1 gena. One predstavljaju potencijalne funkcionalne
polimorfne varijacije, koje mogu utjecati na sastavljanje i unutarstanicu lokalizaciju kainatnih
receptora. Kranzler i sur. (2009) su pokazali da pojedine varijacije u genu koji kodira za
podjedinicu GIuR5 glutamatnog receptora doprinose riziku pojave ovisnosti o alkoholu. Naime,
ovi autori pronasSli su tri razliCita polimorfizma (single nucleotide polymorphism, SNP)
potencijalno povezana s ovisnoSCu o alkoholu. Pri tome je polimorfizam rs2832407 pokazao

posebno snaznu mogucénost povezanosti s alkoholizmom.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je utvrditi postoji li u ispitanika hrvatskog podrijetla povezanost
polimorfizma rs2832407 gena GRIK1 s razvojem alkoholizma.. U tu svrhu usporedila se
raspodjela genotipova i alela gena GRIK1 izmedu ispitanika ovisnih o alkoholu i zdravih
kontrolnih osoba, pri ¢emu se pratio uCinak spola i puSackog statusa. U sklopu istrazivanja
istrazile su se potencijalne razlike u frekvenciji genotipova i alela polimorfizma gena GRIK1 u
ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih s obzirom na suicidalno i agresivno ponaSanje, dob
pocetka zlouporabe alkohola, kao i na tip alkoholizma prema Cloningerovoj klasifikaciji. Dobiveni
rezultati trebali bi pridonijeti boljem razumijevanju uloge gena GRIK1 u razvoju ovisnosti o
alkoholu, te doprinijeti uspjesnosti odgovora na terapiju, posebice u sluCaju primjene topiramata,
lijeka u terapiji alkoholizma, a koji svoje uCinke ostvaruje putem podjedinice GIUR5 glutamatnih

kainatnih receptora.



3. MATERIJALI I METODE

3.1 Ispitanici

Ovo je istrazivanje obuhvatilo 1082 ispitanika: 555 osoba ovisnih o alkoholu (448
muskaraca i 107 Zena) i 527 zdravih kontrolnih osoba (466 musSkarca i 61 Zena). Svi sudionici su
bili hrvatskog podrjetla i stanovnici ZagrebaCke Zupanije. Svaki od sudionika je svojevoljno
pristao sudjelovati u istrazivanju, Sto je potvrdio pismenim informativnim pristankom i
doniranjem uzorka vlastite krvi. Alkoholicari su primljeni na lijeCenje u Psihijatrijsku bolnicu
VrapCe, zbog simptoma uzrokovanim sindromom ustezanja uslijed naglog prekida konzumiranja
alkohola. Simptomi su bili nepsihoticnog tipa, a njihov intenzitet dosegao je najvisu razinu oko
tjedan dana nakon Sto su primljeni u bolnicu. Tijekom prijema u bolnicu, mnogi ispitanici su bili
akutno intoksicirani alkoholom, pa se intervju i uzimanje krvi obavljalo najmanje 12 sati nakon
njihovog primitka u bolnicu, tako da su bili trijezni, a da jo$ nisu primili terapiju psihoaktivnim
lijekovima.

Ispitanici su prosli strukturirani klinicki intervju (eng. Structured Clinical Interview-
SCID), a dijagnoza alkoholizma postavljena je prema klasifikaciji DSM-IV (eng. Diagnostic and
Statistical Manual Of Mental Disorders, 4th. Edition). PokuSaj samoubojstva je utvrden
primjenom dvaju mjerila: odgovorom na pitanje 4 stavke 3 Hamiltonove ocjenske ljestvice za
depresiju (eng. Hamilton Raiting Scale for Depression, HRSD 17-item scale) (Hamilton, 1960) i
pomocu strukturiranog psihijatrijskog intervjua, pitanjem koje se odnosi na poku$aj
samoubojstva za vrijeme Zivota.

Primjenom SCID-a i psihijatrijskog intervjua, procjenjeni su simptomi agresije, pri cemu
je koristena Brown-Goodwinova skala (eng. Brown-Goodwin Scale; Brown i sur. 1979.). Upitnik
koji je koriSten, prilagoden je prema Brown-Goodwinovoj skali i preveden na hrvatski, te se
sastojao od sedam bihevioralnih kategorija (prema Buydens-Branchey i sur. 1989). Te kategorije
su bile: problemi s disciplinom u vojsci; problemi s disciplinom na poslu; napadi na druge osobe;
uniStavanje imovine; uhicenje radi napadackog ponaSanja; druge vrste uhienja i prekrsaji koji
nisu rezultirali uhi¢enjem. Svaka od tih kategorija procjenjena je skalom od 0 do 4 (0-bez

problema, 1-jedan problemati¢ni dogadaj, 2-dva, odnosno malo problemati¢nih dogadaja, 3-tri,



da je maksimalni broj bodova bio 28, a sluCajevi s 8 ili vise bodova su okarakterizirani kao
agresivno ponaSanje (Buydens-Brachey i sur. 1989).

Osim prema pokusaju samouobojstva tijekom Zzivota i pristutnosti agresivnog ponasanja,
alkoholicari su takoder grupirani prema dobi pocCetka konzumacije alkohola, na one s ranijim
pocetkom (prije 25. godine starosti) i na one s kasnijim pocetkom alkoholizma (nakon 25. godine
starosti). Nadalje, ispitanici ovisni o alkoholu razvrstani su prema Cloningerovoj Klasifikaciji na
osobe s alkoholizmom tipa | i Il (osobe ovisne o alkoholu s kombinacijom ranog pocetka
zlouporabe alkohola i s prisutnim agresivnim ponaSanjem imaju osobine alkoholizma podtipa I1,
dok ovisnici s kasnim poCetkom zlouporabe alkohola i bez agresije odgovaraju osobama s
alkoholizmom podtipa I).

Kontrolna skupina ispitanika je sakupljena u periodu izmedu 2005. i 2009. godine u
Klinickom bolniCkom centru Zagreb. Zdravi ispitanici su morali ispuniti upitnik s pitanjima o
sv0joj povijesti bolesti, pusaCkom statusu i navikama pusenja i konzumacije alkohola. Da bi neka
osoba mogla biti dio istrazivanja u sklopu kontrole, morala je zadovoljavati odredene kriterije.
Osoba nije smjela primati nikakvu medicinsku terapiju, imati trenutnih ili prijasnjih
psihijatrijskih poremecaja, biti ovisnik o alkoholu ili drugim sredstvima ovisnosti, biti suicidalna,
u njihovim obiteljima nije smjelo biti psihijatrijskih poremecaja (utvrdeno upitnikom u
odgovorima na pitanja o ispitanikovoj obitelji), osoba zatim nije smjela biti u srodstvenim
odnosima s drugim ispitanicima, te je trebala pripadati nativnoj etnickoj grupi, odnosno
predstavljati najmanje treCu generaciju koja Zivi u odredenoj regiji. Kao i osobe ovisne o
alkoholu, i ispitanici kontrolne skupine su grupirani prema puSackom statusu u puSacCe i
nepusace.

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom, te je odobreno od strane
EtiCkog povjerenstva Psihijatrijske bolnice VrapCe i EtiCkog povjerenstva Klinickog bolnickog
centra Zagreb.

3.2 1zolacija DNA iz krvi

Osobama kontrolne skupine i osobama ovisnim o alkoholu, uzeti su uzorci krvi od 8 ml u
plasticne Sprice s 2 ml antikoagulansa ACD (eng. acid citrate dextrose). Uzorci krvi su se

pohranjivali u plastiCnim epruvetama na -20°C u zamrzivaCu. Primjenom metode isoljavanja
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(Miller i sur., 1998) napravljena je izolacija genomske DNA iz leukocita, pri ¢emu su se Koristile

sljedecCe kemikalije:

e Pufer za lizu eritrocita (eng. Red cell lysis buffer, RCLB) (10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10
mM NaCl, pH=7,6)

e 5 M NaCl

e Natrij- EDTA pufer (eng. Sodium EDTA, SE-buffer) (75 mM NaCl, 25 mM Na,EDTA,
pH=8,0

e Proteinaza K (20mg/kg)

e Natrij dodecil sulfat (SDS), 10 % pH=7,2

e Etanol, 96 % i 70 %

e Tris-EDTA pufer (TE buffer) (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=8,0)
e lzopropanol

Epruvete sa smrznutim uzorcima krvi se dobro obriSu etanolom izvana. Nakon Sto se
odmrznu, uzorci krvi se mijeSaju na valjkastoj mijeSalici 20 minuta. Nakon Sto je krv izmijeSana,
uzme se 300 pl i odvoji u sterilnu Eppendorf mikroepruvetu od 1.5 ml, na tu krv se doda 900 pl
hladnog pufera za lizu eritrocita (eng. Red cell lysis buffer, RCLB), dobro se promjesa na
rotirajucoj mjeSalici i ostavi 10 minuta stajati na ledu. Nakon 10 minuta slijedi centrifugiranje (2
minute, 13400 x g, 4°C), pri Cemu lizirani eritrociti ostanu u supernatantu, a cijeli leukociti se
istaloZze. Supernatant se odvoji i odbaci. Talog se prociS¢ava ponavljanjem postupka
resuspendiranja u puferu za lizu eritrocita i centrifugiranja jos tri puta. Na procis¢eni talog se
doda 300 pl pufera natrij-EDTA (eng. Sodium EDTA, SE-buffer), 30 ul 10 % SDS-a, lagano se
promjeSa i doda 1.5 pl proteinaze K. Sve se lagano promjeSa i ostavi na inkubaciji 1.5 do 2 sata
na 56 °C uz mjeSanje (300 rpm) na termomikseru, pri cemu se liziraju leukociti i membrana
jezgre. Nakon $to se uzorci ohlade na sobnu temperaturu, u uzorak se doda 160 pl 5 mM NaCl i
promijeSa 10 sekundi na rotirajucoj mijeSalici. Centrifugiranjem (5 minuta, 13400 x g, 20°C) se
DNA izdvoji u supernatant, a ostali stanicni djelovi u talog. Supernatant s DNA se prebaci u novu
sterilnu mikroepruvetu od 1.5 ml i doda se 800 pl hladnog izopropanola, koji tijekom laganog
mijeSanja zgusnjava DNA, te ona postaje vidljiva u obliku netopivih spletenih niti. Slijedi

centrifugiranje (2 minute, 12000 x g, 20°C), nakon Cega se odlije supernatant, a na talog se doda
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250 ul 75 % etanola. Nakon ponovnog centrifugiranja (2 minute, 12000 x g, 20°C) supernatant se
odlije, a talog se susi na zraku 15-30 minuta. Na talog se zatim dodaje 100 ul Tris-EDTA pufera
(eng. TE buffer), te se ostavi oko sat vremena na 37°C uz treSnju da se DNA dobro otopi. Nakon
toga, uzorci DNA se pohranjuju u hladnjak na -20°C.

3.3 Odredivanje genotipa metodom real-time PCR

Pomocu uredaja ABI Prism 7000 Sequencing Detection System apparatus (ABI, Foster City,
SAD) prema protokolu koji predlaze Applied Biosystems, utvrdivali smo prisutnost baze A ili C
na mjestu polimorfizma rs2832407 smjeStenog unutar 3' regije gena GRIK1 koji se nalazi na
kromosomu 21g21.3, a kodira za podjedinicu GIuR5 glutamatnog kainatnog receptora.

Primjenjena je metoda alelne diskriminacije polimorfizma u slucaju jedne promjenjene baze
(tzv. SNP; eng. single nucleotide polymorphism) uz pomoc¢ 5" nukleazne rakcije (eng. nuclease
essay). Ova metoda, primjenom fluourogenih proba, kombinira umnazanje specificnih odsjeCaka
DNA lanCanom reakcijom polimeraze (PCR, eng. polymerase chain reaction) i njihovu detekciju
u jednom koraku (Sika 4.).
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U 5 nukleaznoj reakciji hibridizacijska proba, ukljucena u lan€anu reakciju polimeraze,
cijepa se 5’ nukleaznom aktivnos¢u Tag DNA polimeraze samo u slucaju kad se umnaza cijela
sekvenca probe. Fluorogena proba se sastoji od oligonukleotida oznacCenih fluorescencijskom
bojom (eng. reporter) i priguSuju¢om bojom (eng. quencher), koje se nalaze na suprotnim
stranama probe. Kao rezultat energetskog transfera Foster-tipa (eng. Foster-type energy transfer,
FRET; Forster, 1948; Lakowicz, 2007), u neiskoristenoj probi blizina prigusujuce boje smanjuje
fluorescencijski signal obiljezavajuée boje. Tijekom lancane reakcije polimerazom cijepa se
flourogena proba, pri ¢emu se oslobada obiljeZavajuéa boja, Sto uzrokuje povecanje u intezitetu
njezine fluorescencije. ABI Prism 7000 Sequencing Detection System mjeri pojacanje u
fluorescenciji tijekom ciklusa lanCane reakcije polimerazom, pri ¢emu detektira nakupljanje

produkta PCR u stvarnom vremenu (eng. real-time PCR) u reakcijskim jazicama (Slika 5).

Amplification Plot
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Slika 5. Primjer prikaza amplifikacijskih krivulja (izvorna slika)

U sustavima s dva razliCita alela koriste se dvije probe, od kojih je svaka obiljezena
drugacijom fluorescentnom bojom. Ako se proba i ciljna sekvenca ne podudaraju, znaCajno se
smanjuje efikasnost hibridizacije i cijepanje proba. Prema tome, zna€ajno poveéanje u pojedinom
fluorescentnom signalu FAM ili VIC upuduje na homozigotnost za alele obiljeZzene s tom

fluorescentnom bojom, dok povecanje u oba signala upucuje na heterozigotnost (Slika 6).
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Slika 6. Primjer prikaza rezultata genotipizacije SNP-ova (slika preuzeta iz TagMan® SNP
Genotyping Assays Protocol, 2006)

Za odredivanje genotipa u slucaju jedne promijenjene baze (SNP- eng. single nucleotide
polymorphism) koriSteni su dizajnirani TagMan uzorci (TagMan SNP Genotyping assay). Takvi
uzorci sadrze kombinaciju dviju pocetnica za umnazanje ciljne polimorfne sekvence i dvije
TagMan probe MGB (eng. minor groove binder), koje sluze za razlikovanje alela. Probe TagMan
MGB sastoje se od obiljeZzavajuce boje VIC koja se nalazi na 5" kraju probe za prvi alel i boje
FAM na 5’ kraju probe za drugi alel. Pove¢ana temperatura mekSanja (Tm) na danoj duZini
proba, koju omogucava sekvenca MGB na 3' kraju proba, dozvoljava dizajn kraéih proba. Krace
probe se koriste da bi se dobile vece razlike u temperaturama meksanja izmedu odgovarajucih i
neodgovarajucih proba, rezultirajui u jasnoj alelnoj diskriminaciji. Nepodudarnost probe i
ciljane sekvence ve¢ u samo 1 nukleotidu smanjuje efikasnost hibridizacije probe, pa se smanjuje
i koli€ina obiljeZavajuce boje odcijepljene od stiSavajuée probe. Svi ti Cimbenici smanjuju
proizvodnju nespecificnih fluorescencijskih signala. Na 3’ kraju svake probe, nalazi se i
neflourescencijski prigusivac (eng. nonflourescent quencher, NFQ).

Genotipizacija zapoCinje odmrzavanjem uzoraka genomske DNA i pripremom odredenih
razrijedenja u destiliranoj vodi, tako da bi se nakon PCR-a dobilo izmedu 1 i 20 ng DNA. Nakon

toga, odpipetira se 4.5 pl pripremljenih uzoraka u svaku od jazZica reakcijske ploCice (eng. 96-
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well reaction plate). Na to se doda 5.5 pl reakcijske mjeSavine (5 ul TagMan univerzalne
mjeSavine + 0.5 pl 40 x TagMan mjeSavine za genotipizaciju ciljanog SNP-a) (Tablica 1).
Odredivanje genotipova se provodi na uredaju ABI Prism 7000 Sequencing Detection System
apparatus, nakon Sto se reakcijske ploCice zatvore i centrifugiraju 1-2 minute na 5000 rpm.
Postupak umnazanja u uredaju ABI Prism 7000 Sequencing Detection System uredaju sastoji se
od pocCetnog zagrijavanja na 95°C 10 minuta, denaturacije DNA 15 sekundi na 92°C i vezivanja
pocetnica/produljivanja DNA 1 minutu na 60°C. Koraci denaturacije i vezanja/produljivanja se
ponavljaju 40 puta (Tablica 2).

Tablica 1. Kemikalije potrebne za genotipizaciju SNP-ova

Sastojci reakcije Volumen u jaZici | Konacna koncentracija
TagMan glavna univerzalna mjeSavina 5ml 1x
40 x Tagman mjeSavina za genotipizaciju ciljanog SNP-a 0.5 ml 1x
Genomska DNA razrijedena u dH20" 4.5 ml /
Ukupni reakcijski volumen 10 ml

11-20 ng genomske DNA

Tablica 2. Uvjeti PCR reakcije

Vrijeme i temperatura pojedine faze reakcije

Pocetni korak Denaturacija Vezanje/ProduZavanje
40 ciklusa
10 min 95°C 15 sec 92°C 1 min 60°C

3.4 StatistiCka obrada podataka

U svrhu statisticke obrade, koriSten je raCunalni program ,,GraphPad Prism version 4.00 for
Windows* (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Skupine su usporedivane Student t-
testom prema starosti. Za znacCajnost odstupanja dobivene raspodjele genotipova od ocekivane
(tzv. Hardy-Weinbergova ravnoteza), koristio se y2 test. Razlike u raspodjeli genotipova i alela u
osoba ovisnih o alkoholu i zdravih osoba, kao i unutar podskupina ispitanika ovisnih o alkoholu
odredene su ponovo pomocu 2 testa. StatistiCki znaCajnim smatrane su razlike kod kojih je

vjerojatnost p bila manja od 0.05.
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4. REZULTATI

muskaraca i 107 Zena) i 527 zdravih kontrolnih osoba (466 musSkarca i 61 Zena). Zdravi ispitanici
osim prema spolu podijeljeni su i prema puSackom statusu, dok su ispitanici ovisni o alkoholu jo$
dodatno podijeljeni prema dobi poCetka zlouporabe alkohola (prije i poslije 25. godine Zivota),
agresivnom ponaSanju, tipu alkoholizma prema Cloningerovog klasifikaciji (Cloninger i sur.,
1988) i pokuSaju samoubojstva tijekom Zivota. Tablica 3 prikazuje osnovne informacije o

ispitanicima ukljuCenim u istraZivanje.
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4.1. Ispitanici ukljuceni u istraZivanje

Tablica 3. Informacije o ispitanicima

466 (88.42%)

61 (11.57%)

U istraZivanje je ukljueno ukupno 1082 ispitanika: 555 osoba ovisnih o alkoholu (448

527 (100%)

Dob 39.87 £ 0.56 4244 +1.62 40.17 + 0.53

Pusagi 152 (88.37%) 20 (11.63%) 172 (100%)

Nepusadi 314 (88.45%) 41 (11.55%) 355 (100%)

449 (80.90%) 106 (19.10%) 555 (100%)

49.32+0.48 51.11+1.10 49.66 + 0.44

Pusaci 271 (82.12%) 59 (17.88%) 330 (100%)

Nepusaci 178 (79.11%) 47 (20.89%) 225 (100%)

Rani pocetak zlouporabe alkohola 173 (89.64%) 21 (10.88%) 193 (100%)

(prije 25. godine Zivota)

Kasni pocetak zlouporabe alkohola
(poslije 25. godine zivota)

276 (76.24%)

85 (23.48%)

362 (100%)

Prisutnost agresivnog ponasanja 134 (92.41%) 11 (7.59%) 145 (100%)

Odsutnost agresivnog ponaSanja 315 (76.83%) 95 (23.17%) 410 (100%)

Alkoholizam tipa | prema 377 (78.54%) 103 (21.46%) 480 (100%)
Cloningeru

Alkoholizam tipa Il prema 72 (96.00%) 3 (4.00 %) 75 (100%)
Cloningeru

Pokusaj samoubojstva tijekom 66 (70.98%) 27 (29.03%) 93 (100%)

Zivota

Bez pokuSaja samoubojstva
tijekom Zivota

383 (82.90%)

79 (17.10%)

462 (100%)




StatistiCki znaCajna razlika utvrdena je u raspodjeli puSaca i nepusaca izmedu alkoholiCara i
zdravih ispitanika (p < 0.0001; y2-test). Naime, unutar skupine ispitanika ovisnih o alkoholu
postojala je veCa frekvencija pusaca nego u skupini zdravih ispitanika. Vecina alkoholiCara
zapocela je s zlouporabom alkohola nakon 25. godine Zivota (65.22%), ali nije pokazivala
agresivno ponasanje (73.87%) i nije pokuSala samoubojstvo tijekom zivota (83.24%). Nadalje,
ispitanici ovisni o alkoholu pripadali su uglavnom tipu | alkoholizma prema Cloningerovoj

Klasifikaciji (86.49%) kojeg karakteriziraju kasniji poCetak alkoholizma i odsutnost agresivnosti.
4.2. Utvrdivanje genotipova metodom real-time PCR

Svih 1082 ispitanika podvrgnuti su genotipizaciji polimorfizma rs2832407 smjeStenog u
genu GRIK1 koji se nalazi na kromosomu 21. Na slici 7 prikazani su primjeri aplifikacijskih
krivulja za homozigota AA , heterozigota AC i homozigota CC, te primjer rezultata

genotipizacije.
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Slika 7. Primjer aplifikacijske krivulje homozigota AA (A), homozigota CC (B) i heterozigota
AC (C), te primjer rezultata genotipizacije (D).
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Kao §to je prikazano u tablici 4, frekvencije opaZenih genotipova u skupini zdravih osoba i

osoba ovisnih o alkoholu bile su u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.

Tablica 4. Dobivena i ofekivana raspodjela genotipova polimorfizma rs2832407

I

Dobiveno 80 (15.18%) 260 (49.33%) 187 (35.48%)
p = 0.5035 Otekivano | 83.68 (15.88%) 252.64 (47.94%) | 190.68 (36.18%)

ALKOHOLICARI | Dobiveno 86 (16.32%) 274 (52.99%) 195 (37.00%)
p = 0.5247 Oekivano 89.6 (17.00%) 266.8 (50.63%) | 198.6 (37.68%)

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

4.2.1. Raspodjela ispitanika prema spolu

U tablici 5, prikazana je uCestalost pojedinih genotipova i alela za polimorfizam rs2832407 u

skupini zdravih ispitanika i u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih prema spolu.

Tablica 5. UCestalost genotipova i alela za polimorfizam rs2832407 u skupini kontrolnih ispitanika i
ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih prema spolu

KONTROLA

AA AC cc A C
Muskarci 74 (15.88%) 227 (48.71%) 165 (35.41%) 375 (40.24%) 557 (59.76%)
Zene 6 (9.84%) 33 (54.10%) 22 (36.06%) 45 (36.88%) 77 (63.11%)
Ukupno 80 (15.18%) 260 (49.33%) 187 (35.48%) 420 (39.85%) 634 (60.15%)

ALKOHOLICARI

AA AC cc A C
Muskarci 76 (16.96%) 219 (48.88%) 153 (34.15%) 371 (41.41%) 525 (58.59%)
Zene 10 (9.35%) 55 (52.40%) 42 (39.25%) 75 (35.05%) 139 (64.95%)
Ukupno 86 (15.49%) 274 (49.37%) 195 (35.13%) 446 (40.18%) 664 (59.82%)
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Kao Sto je prikazano na slici 8, unutar kontrolne skupine (Pgenotipovi = 0.4445; paieri = 0.4931;
x2-test), a niti unutar skupine ovisnika o alkoholu (Pgenotipovi= 0.1363; Paieii = 0.1030; y2-test) nisu

utvrdene statisticki znacajne razlike u raspodjeli genotipova i alela s obzirom na spol.
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Slika 8. Raspodjela pojedinih genotipova i alela u skupini kontrolnih ispitanika i ispitanika

ovisnih o alkoholu podijeljenih prema spolu

Ucestalost nosilaca genotipa AA naspram nosilaca alela C (CC + CA), te nosilaca genotipa
CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA), za polimorfizam rs2832407 unutar kontrolne

skupine i skupine ovisnika o alkoholu podijeljenih prema spolu, prikazana je u tablici 6.
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Tablica 6. UCestalost nosilaca genotipa AA odnosno CC u skupini zdravih ispitanika i skupini

ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih prema spolu

KONTROLA
AA C(CC+AQ) CcC A (AA +AC)
Muskarci 74 (15.88%) 392 (84.12%) 165 (35.41%) 301 (64.59%)
Zene 6 (9.84%) 55 (90.16%) 22 (36.07%) 39 (63.93%)
Ukupno 80 (15.18%) 447 (84.82%) 187 (35.48%) 340 (64.52%)
ALKOHOLICARI
AA C(CC+AQ) CcC A (AA +AC)
Muskarci 76 (16.96%) 372 (83.03%) 153 (34.15%) 295 (65.85%)
Zene 10 (9.3%) 97 (90.65%) 42 (39.25%) 65 (60.75%)
Ukupno 86 (15.50%) 469 (84.50%) 195 (35.14%) 360 (64.86%)
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Slika 9. Raspodjela nosilaca genotipa AA u odnosu na nosilaca alela C (CC + CA), odnosno
nosilaca genotipa CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA) u skupini zdravih ispitanika i
ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih prema spolu
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Nisu utvrdene statistiCki znaCajne razlike u raspodjeli nosilaca alela AA, odnosno CC u
skupini ispitanika ovisnih o alkoholu (paa = 0.0535 pcc = 0.3673; 3 -test), kao ni u skupini
zdravih ispitanika (paa = 0.2582; pcc = 1.0000; y>-test) (Slika 9). Iz tog razloga u daljnjim
analizama ispitanici nisu bili dijeljeni u odnosu na spol.

S obzirom da nisu utvrdene statistiCki znaCajne razlike u raspodjeli genotipova, alela i
nosilaca izmedu spolova u skupini zdravih osoba, kao ni u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu,
rezultati dobiveni na muskarcima i zenama dalje su analizirani zajedno, odnosno nisu dijeljeni s
obzirom na spol. Medutim, niti tada rezultati genotipizacije nisu ukazali na postojanje statistiCki
znaCajne razlike u raspodjeli pojedinih genotipova, alela i nosioca polimorfizma rs2832407
izmedu ispitanika ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika (pgenotipovi = 0.9866; Paieii = 0.9095;
Paa = 0.9328; pcc = 0.9493, % 2-test) (Slika 9).
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Slika 10. Raspodjela pojedinih genotipova, alela, nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela
C (CC + CA) i nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA) u skupini kontrolnih

ispitanika i ispitanika ovisnih o alkoholu
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4.2.2. Raspodjela ispitanika prema pusackom statusu

Tablica 7 prikazuje raspodjelu genotipova i alela polimorfizma rs2832407 u skupini zdravih

ispitanika i ispitanika ovisnih o alkoholu, podijeljenih prema puSackom statusu.

Tablica 7. Raspodjela genotipova i alela za polimorfizam rs2832407 u puSaca i nepusaca u skupini

zdravih osoba i ovisnika o alkoholu

KONTROLA

AA AC cc A C
Pusadi 28 (16.28%) 91 (52.91%) 53 (30.81%) 147 (41.73%) 197 (57.27%)
Nepusaci 52 (14.65%) 169 (47.60%) 134 (37.75%) 273 (38.45%) 437 (61.55%)

ALKOHOLICARI

AA AC ccC A C
Pusagi 51 (15.45%) 165 (50.00%) 114 (34.55%) 267 (40.45%) 393 (59.55%)
Nepusaci 35 (15.55%) 109 (48.45%) 81 (36.00%) 179 (39.78%) 271 (60.22%)

Kao Sto je prikazano na slici 10, nije nadena statisticki znaCajna razlika u raspodjeli
odredenih genotipova i alela izmedu puSaCa i nepuSaca unutar skupine kontrolnih ispitanika
(Pgenotipovi = 0.2964; paeii = 0.2024, y2-test), kao i unutar skupine ispitanika ovisnih o alkoholu
(Pgenotipovi = 0.9291; pajeri = 0.8517, x 2-test).
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Slika 11. Raspodjela genotipova i alela izmedu pusaca i nepusaca u skupini zdravih ispitanika i
ispitanika ovisnih o alkoholu

Tablica 8. UCestalost nosioca genotipa AA odnosno CC u skupini zdravih ispitanika i ispitanika
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KONTROLA
AA C (CC +AC) cc A (AA + AC)

Pusagi 28 (16.28%) 144 (83.72%) 53 (30.81%) 119 (69.19%)
Nepusadi 52 (14.65%) 303 (85.35%) 134 (37.75%) 221 (62.25%)

ALKOHOLICARI

AA C (CC +AC) cc A (AA + AC)

Pusadi 51 (15.45%) 279 (84.55%) 114 (34.55%) 216 (65.45%)
Nepusadi 35 (15.56%) 190 (84.44%) 81 (36.00%) 144 (64.00%)
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U tablici 8, prikazana je uCestalost nosioca genotipa AA naspram nosioca alela C (CC +
CA), te nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA), unutar skupine zdravih
ispitanika i ispitanika ovisnih o alkoholu, podijeljenih prema puSackom statusu.

U kontrolnoj skupini (paa = 0.6077; pcc = 0.1218; y2-test), kao ni u skupini ovisnika o
alkoholu (paa = 1.0000; pcc = 0.7859; y2-test), nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u
raspodjeli nosioca genotipa AA odnosno CC izmedu ispitanika podijeljenih prema pusSackom
statusu (Slika 12).
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Slika 12. Raspodjela nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela C (CC + CA), odnosno
nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA) izmedu pusaca i nepusaca u

skupini kontrolnih ispitanika i ispitanika ovisnih o alkoholu
4.2.3. Raspodjela ispitanika ovisnih o alkoholu

Osobe ovisne o alkoholu podijeljene su u podskupine s obzirom na dob pocetka zlouporabe
alkohola (prije ili nakon 25. godine Zivota), prema prisutnosti agresivnog ponasanja, pokusaju
suicida tijekom Zivota, te s obzirom na tip alkoholizma prema Cloningerovoj klasifikaciji (tip 1 i

Il alkoholizma).

24



Tablica 9. Raspodjela genotipova i alela polimorfizma rs2832407 u razliCitim podskupinama

ispitanika ovisnih o alkoholu

ALKOHOLICARI
AA AC cC A C
Rani pocetak zlouporabe alkohola 29 (15.02%) | 98 (50.78%) 66 (34.20%) 156 (40.41%) | 230 (59.59%)
Kasni pocetak zlouporabe alkohola | 57 (15.75%) | 176 (48.62%) | 129 (35.63%) | 290 (40.05%) | 434 (59.95%)
Prisutnost agresivnog ponasanja 20 (13.79%) | 76 (52.41%) 49 (33.79%) 116 (40.00%) | 174 (60.00%)
Odsutnost agresivnog ponasanja 66 (16.10%) | 198 (48.29%) | 146 (35.61 %) | 330 (40.24%) | 490 (59.76%)

Poku3aj samoubojstva tijekom Zivota

12 (12.90%)

49 (52.69%)

32 (34.41%)

73 (39.25%)

113 (60.75%)

Bez pokusaja samoubojstva

74 (16.02%)

225 (48.50%)

163 (35.28%)

373 (40.37%)

551 (59.63%)

Alkoholizam tip |

75 (15.62%)

239 (49.79%)

166 (34.58%)

389 (40.52%)

571 (59.48%)

Alkoholizam tip 11

11 (14.67%)

35 (46.67%)

29 (38.67%)

57 (38.00%)

93 (62.00%)

Tablica 10. UCestalost nosilaca genotipa AA u odnosu na nosioce alela C i nosilaca genotipa CC u

odnosu na nosioce alela A u razlicitim podskupinama ispitanika ovisnih o alkoholu

ALKOHOLICARI
AA C(CC+AQ) CcC A (AA + AC)
Rani pocetak zlouporabe alkohola 29 (15.03%) 164 (84.97%) 66 (34.20%) 127 (65.80%)

Kasni poCetak zlouporabe alkohola

57 (15.75%)

305 (84.25%)

129 (35.63%)

233 (64.37%)

Prisutnost agresivnog ponasanja

20 (13.79%)

125 (86.21%)

49 (33.79%)

96 (66.21%)

Odsutnosti agresivnog ponasanja

66 (16.10%)

344 (83.90%)

146 (35.61 %)

264 (64.39%)

Pokusaj suicida tijekom Zivota

12 (12.90%)

81 (87.10%)

32 (34.41%)

61 (65.59%)

Bez pokus$aja samoubojstva

74 (16.02%)

388 (83.98%)

163 (35.28%)

299 (64.72%)

Alkoholizam tip |

75 (15.63%)

405 (84.37%)

166 (34.58%)

314 (65.42%)

Alkoholizam tipa 11

11 (14.67%)

64 (85.33%)

29 (38.67%)

46 (61.33%)
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Tablica 9 prikazuje raspodjelu genotipova i alela, a tablica 10 uCestalost nosioca genotipova
AA u odnosu na nosioce alela C (CC + CA), te nosioce genotipa CC u odnosu na nosioce alela A
(AA + CA), za svaku od navedenih podskupina alkoholicara.

Izmedu ispitanika ovisnih o alkoholu s ranim pocetkom zlouporabe alkohola (prije 25.
godine Zivota) i alkoholiCara s kasnim pocetkom zlouporabe alkohola (poslije 25. godine Zivota),
nisu utvrdene znacCajne razlike u raspodjeli genotipova, alela i nosioca genotipa AA odnosno
nosioca genotipa CC (Pgenotipovi = 0.8891; paieii = 0.9488; paa = 0.9022; pcc = 0.7797; y2-test)
(Slika 13).
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Slika 13. Raspodjela genotipova, alela i nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela C (CC +
CA), odnosno nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela A (AA + CA) prema dobi pocCetka
zlouporabe alkohola u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu

Kao Sto je prikazano na slici 14, raspodjela genotipova, alela i nosioca homozigotnih
genotipova AA, tj. CC nije se znaCajno razlikovala u ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih s

obzirom na agresivno ponasanje (Pgenotipovi = 0.6583; Pateti = 1.0000; paa = 0.5938; pcc= 0.7616,
y2-test).
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Slika 14. Raspodjela genotipova, alela i nosioca genotipa AA, odnosno nosioca genotipa CC

prema prisutnosti agresije u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu

StatistiCki znaCajna razlika u raspodjeli genotipova, alela i nosioca homozigotnih
genotipova AA, odnosno CC takoder nije utvrdena u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu
podijeljenih s obzirom na pokusSaj suicida tijekom zivota (P genotipovi = 0.6871; Paieli = 0.8061; paa
= 0.5312; pcc = 0.9058, x>-test) (Slika 15).

Slika 16 prikazuje raspodjelu genotipova, alela i nosioca genotipa AA i CC u skupini
ispitanika ovisnih o alkoholu podijeljenih s obzirom na tip alkoholizma prema Cloningerovoj
klasifikaciji. Ni tu nisu pronadene nikakve statisticki znacCajne razlike (Pgenotipovi = 0.7888; Paeii
= 0.5917; paa = 1.0000; pcc = 0.5166, >-test).
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Slika 15. Raspodjela genotipova, alela i nosioca genotipa AA, odnosno nosioca genotipa CC s
obzirom na pokusaj suicida u skupini ispitanika ovisnih o alkoholu

5 E et [ Afkoholzan fp | 5 168 7 1 Abkokolizam tip |
= Aot ol s b E Aot olizam o
gg— 20 - . Alkoholzam tp || E% - mmm Alohoizam tig 1|
=

e i,

E o z
-E'l: 4 'E 4
h 5
= E- = E
g g 204 T
& | =

W o I

AA AC CC AA AC CC A C & C

B [ Alkchiolizam tip | e
oom 1% e Sfocholzsmitip || E m 1971 CAkoholizam 6p |
E I ] T A ko holizam o
5 E &6 4 = -E =0 4
1] = o
= B4 g2 ea
it i
. g oy 40
g E
=4 209 B 20
s . it .
5 oF
= as © ¥ £ : CC A ccoooa

Slika 16. Raspodjela genotipova (A), alela (B) i nosioca genotipa AA (C), odnosno nosioca
genotipa CC (D) s obzirom na tip alkoholizma prema Cloningerovoj klasifikaciji u skupini
ispitanika ovisnih o alkoholu
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5. RASPRAVA

lako se do sada malo znalo o prilagodbama kainatnih receptora nakon kroni¢ne primjene
alkohola, posljednih godina kainatni receptori takoder su se pokazali kao znaCajne mete
djelovanja alkohola u SZS (Carta i sur., 2003). Naime, istraZivanja pokazuju da primjena
alkohola od 1 do 5 dana selektivno smanjuje osjetljivost kainatnih receptora (Dildy-Mayfield i
Harris, 1992). Takoder je nakon kroni¢nog izlaganja alkoholu uoceno povecanje broja kainatnih
receptora u hipokampusu, Sto posljedicno moze izazvati inhibiciju GABAergicnih interneurona
tijekom sindroma ustezanja (Carta i sur., 2002). Stoga su kainatni receptori izgleda jedan od
glavnih Cimbenika u okidanju hipokampalnih neurona, odgovornim za epileptiCke napadaje
uzrokovane ustezanjem, kao i za delirium tremens (Dietrich i sur., 1997).

Nedavna istraZzivanja uputila su na povezanost alkoholizma i gena za glutamatne receptore
(Gass i Olive, 2008). Naime, nekoliko istrazivanja pronaslo je povezanost ovisnosti o alkoholu i
razliCitih polimorfizama u genima GRIK1 i GRIK3, koji kodiraju podjedinice GIuR5 i GIuR7
ionotropnih glutamatnih receptora (Preuss i sur., 2006; Kranzler i sur., 2009), neophodnih za
stvaranje funkcionalnih kainatnih receptora.

Kranzler i sur. (2009) su pokazali da pojedini polimorfizmi u genu GRIK1 koji kodira za
podjedinicu GIuR5 glutamatnog receptora, doprinose riziku razvoja alkoholizma. Naime, ovi
autori su pronasli da su tri razlicita polimorfizma (rs2832407 u intronu 9, rs2186305 u intronu 17
i rs2832387 u 3" regiji) (single nucleotide polymorphism, SNP) povezana s ovisnoSc¢u o alkoholu,
a povezanost s polimorfizmom rs2832407 bila je posebno znaCajna.

Stoga smo u naSem istrazivanju Zeljeli istraZiti mogucu povezanost ovog polimorfizma s
razvojem ovisnosti o alkoholu u ispitanika hrvatskog porijekla. Naime, rezultati genetskih
istzraZzivanja mogu se razikovati zbog razliitog podrijetla ispitanika, buduci da se utjecaj
genetickih i okolisnih Cimbenika rizika moZe razlikovati izmedu pojedinih populacija. Tako na
primjer uobicajeni okolisni Cimbenici rizika, poput razine izlaganja alkoholu i prosjecne
konzumacije alkohola, koji variraju izmedu razliCitih zemalja, potencijalno odrazavaju smanjeni,
odnosno povecani znaCaj genetickih cimbenika u razvoju ovisnosti o alkoholu.

lako su dosadaSnja istraZivanja pocela rasvjetljavati ulogu gena kainatnih receptora u razvoju
alkoholizma, potrebne su daljnje studije koje bi ukljucile razliCite etnicke skupine, spolne razlike,
podtipove alkoholizma, kao i brojne druge Cimbenike.
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Za razliku od studije Kranzlera i sur. (2009) u naSem istrazivanju nismo utvrdili povezanost
polimorfizma rs2832407 gena GRIKL1 i alkoholizma. Uz etniCke razlike, naSi rezultati se mogu
objasniti veliCinom uzorka, odabirom ispitanika, genetskom strukturom populacije, ali i
raspodjelom spola. Naime u istrazivanj Kranzlera i sur. (2009), u kontrolnoj skupini bilo je oko
40% muskaraca, dok je u skupini ovisnika o alkoholu bilo oko 70%, dok je u naSem istraZivanju
broj muskaraca u obje skupine bio preko 80%. Nikakve razlike u raspodjeli genotipova i alela za
polimorfizam rs2832407 nisu utvrdene izmedu musSkaraca i Zena niti u kontrolnoj skupini niti u
skupini osoba ovisnih o alkoholu.

Kako je utvrdeno da se alkoholizam i puSenje vrlo Cesto javljaju u kombinaciji, te da
ovisnost o alkoholu i nikotinu dijele zajedniCke genetske Cimbenike rizika (Bierut i sur., 2004),
Zeljeli smo istraziti postoje li razlike u raspodjeli genotipova i alela za rs2832407 polimorfizam u
skupinama zdravih ispitanika i osoba ovisnih o alkoholu podijeljenih s obzirom na pusacki status.
Rezultati naSeg istrazivanja koji pokazuju znacajno veci broj pusaca u skupini ispitanika ovisnih
o alkoholu u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0.0001; y2-test), u skladu su sa brojnim studijama
koje pokazuju da su alkoholiCari u vecem broju i puSaci u odnosu na kontrolnu skupinu. To je
dosljedno radovima koji pokazuju da ovisnici o alkoholu imaju visi rizik puSenja naspram
zdravih ispitanika (Schlaepfer i sur., 2008). Rezultati naSeqg istrazivanja nisu ukazali na razlike u
raspodjeli genotipova i alela za polimorfizam rs2832407 izmedu pusSaca i nepuSaca niti u skupini
zdravih ispitanika niti u skupini alkoholiCara.

Alkoholizam se Cesto povezuje s povecanim rizikom pokuSaja samoubojstva, te su visoke
stope pokusSaja suicida utvrdene u ovisnika o alkoholu (Modesto-Lowe i sur., 2006). Stoga Smo u
naSem istrazivanju osobe ovisne o alkoholu podielili s obzirom na suicidalno ponasanje. U naSem
istrazivanju nismo utvrdili povezanost polimorfizma rs2832407 s pokuSajem samoubojstva u
alkoholicara, iako sve viSe autora povezuje glutamatni sustav sa suicidom (Bernstein i sur., 2013;
Sequeira i sur., 2009; Freed i sur., 1993), te ukazuju da geneticki Cimbenici doprinose riziku
pokuSaja suicida (Tsai i sur., 2011).

U naSem istrazivanju takoder smo Zeljeli utvrditi postoji li povezanost polimorfizma
rs2832407 i agresivnog ponaSanja alkoholicara. Naime, agresivnost osoba ovisnih o alkoholu jos
je jedan Cimbenika koji se Cesto israzuje u novije vrijeme (Kachadourian i sur., 2012;

Klostermann i sur., 2009; Traskman-Bendz i Westling, 2005). Nasi rezultati su pokazali da ne
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postoje razlike u ucCestalosti genotipova i alela ovog polimorfizma GRIK1 gena izmedu
alkoholiCara sa i bez sklonosti agresivnom ponasanju.

Jedna od najpoznatijih klasifikacija ovisnosti o alkoholu koja pokuSava preciznije definirati
specificne podtipove (endofenotipove) alkoholizma (Leggio i sur., 2008) je tzv. Cloningerova
klasifikacija (Cloninger i sur., 1988). Ova klasifikacija razlikuje tip 1 alkoholizma s relativno
kasnim poCetkom (poslije 25. godine Zivota), neurotiCnim simptomima i minimalnim
kriminalitetom, od alkoholizma tipa Il s relativno ranim pocetkom zlouporabe alkohola (u ranim
dvadesetim godinama), povisenom razinom antisocijalnog ponaSanja i delikvencije koja Cesto
pocinje tijekom adolescencije. Tip | alkoholizma prema Cloningerovoj klasifikaciji je umjereno
nasljedan, te na njega bitno utjeCu okolisni Cimbenici, za razliku od tipa Il alkoholizma, koji se
smatra nasljednim i na kojeg okoliSni ¢imbenici imaju ogranicen utjecaj (Cloninger i sur., 1988).
Rani pocetak zlouporabe alkohola Cesto je ozbiljniji, s povisenim rizikom vracanja ovisnosti, kao
i pojave komorbidnih poremecaja poput antisocijalnog poremecaja li€nosti (eng. antisocial
personality disorder, ASPD) i poremecaja ponaSanja (eng. conduct disorder) (Dick i sur., 2006;
McGue i sur., 2001). U naSem istraZivanju nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u frekvenciji
genotipova i alela izmedu ispitanika ovisnih o alkoholu s ranim pocCetkom zlouporabe alkohola i
alkoholicara s kasnim pocetkom alkoholizma.

lako je naSe istraZzivanje napravljeno na relativno velikom broju ispitanika, nasi rezultati nisu
potvrdili prethodno pokazanu povezanost polimorfizma rs2832407 s ovisnos¢u o alkoholu
(Kranzler i sur., 2009). To istiCe vaznost ovakvih istrazivanja na razlicitim etnickim skupinama,
jer se rezultati mogu razlikovati. Stoga su potrebna dodatna istraZivanja koja ¢e ukljuciti razlicite

populacije i obuhvatiti jo$ viSe ispitivanih parametara i to na velikom broju ispitanika.
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6. ZAKLJUCAK
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StatistiCki znaCajna razlika utvrdena je u raspodijeli puSaCa i nepuSaca izmedu alkoholiCara i
zdravih ispitanika. Naime, u skladu s literaturnim podacima, unutar skupine ispitanika ovisnih

o0 alkoholu postojala je veca frekvencija pusaca nego u skupini zdravih ispitanika.

Ucestalost opazenih genotipova polimorfizma rs2832407 u skupini ispitanika ovisnih o
alkoholu kao i u skupini zdravih ispitanika bila je u skladu s Hardy-Weinberg-ovom

ravnotezom.

U istraZzivanju povezanosti polimorfizma rs2832407 gena GRIK1 s rizikom razvoja
alkoholizma nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike u raspodjeli genotipova i alela izmedu

osoba ovisnih o alkoholu i zdravih kontrolnih ispitanika.

Znacajne razlike u ucestalosti genotipova i alela polimorfizma rs2832407 nisu utvrdene izmedu
osoba razliCitog spola, u skupini zdravih ispitanika, kao ni u skupini ovisnika o alkoholu, te se

u naknadnim usporedbama ispitanici nisu dijelili prema spolu.

U raspodjeli varijanti polimorfizma rs2832407 takoder nisu pronadene znaCajne razlike u
skupini ispitanika ovisnih o alkoholu, kao ni u kontrolnoj skupini, podijeljenih prema

pusackom statusu u pusace i nepusace.

Usporedbom osoba ovisnih o alkoholu prema dobi pocetka zlouporabe alkohola utvrdeno je da
ne postoji statistiCki znaCajna razlika u frekvenciji genotipa, alela niti nosioca izmedu

alkoholicara s ranim i kasnim pocetkom zlouporabe alkohola.

Kada su ispitanici ovisni o alkoholu podijeljeni prema prisustvu agresivnog, kao i suicidalnog
ponaSanja, analiza genotipova i alela polimorfizma rs2832407 takoder nije utvrdila znaCajne

razlike izmedu ispitivanih skupina.

Znacajne razlike u raspodjeli genotipova i alela polimorfizma rs2832407 nisu utvrdene unutar
skupine alkoholiCara podijeljenih na osobe sa alkoholizmom tipa I i Il prema Cloningerovoj
klasifikaciji.

U svrhu razjaSnjavanja uloge gena GRIK1 u razvoju ovisnosti o alkoholu potrebna su daljnja i

opseznija istraZivanja.
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