Povezanost polimorfizma gena za katehol-O-
metiltransferazu s depresivhim simptomima u
shizofreniji

Horvatinec, Lucija

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:217:380952

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-29

LAMSTE U 2
.QC,\\“\S ‘Ao

%%,
S %
‘o % . N
S < Repository / Repozitorij:
5> 5 , . . .
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
3 2 Zagreb
% T
<,
O‘["ﬂ/ 2 N
0. MaTEMP

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:380952
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:7297
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:7297
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:7297

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno—matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Lucija Horvatinec

Povezanost polimorfizama gena za katehol-O-metiltransferazu s

depresivnim simptomima u shizofreniji

Diplomski rad

Zagreb, 2019. godina



Ovaj rad, izraden u Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju Zavoda za molekularnu
medicinu Instituta Ruder Boskovi¢, pod vodstvom doc. dr. sc. Dubravke Svob Strac, vise
znanstvene suradnice Institura Ruder Boskovi¢, predan je na ocjenu Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno — matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistre

eksperimentalne biologije.



Zahvale

Zahvaljujem svojoj mentorici doc. dr. sc. Dubravki Svob Strac na vodstvu, strpljenju i pomoci
u izradi ovog diplomskog rada. Zahvaljujem i prof. dr. sc. Dubravki Hranilovi¢ na trudu i
ulozenom vremenu. Velika hvala svim profesorima, djelatnicima Bioloskog odsjeka, kao i

kolegama koji su mi uljepsali fakultetsko doba.

Zahvaljujem svojim prijateljima, mojoj drugoj obitelji, sto su me pratili i podupirali tijekom
svih uspona i padova. Posebno tebi Barbara, jer smo djelile osmijehe, suze i laboratorije. Hvala

ti $to si sa mnom provela svoje studentsko doba te time zauvijek obiljeZila moje.

Naposljetku, najvece hvala mojim roditeljima na ljubavi i razumijevanju tijekom cijelog

Skolovanja, a posebno mojoj sestri na andeoskoj podrsci i ljubavi.



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno—matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Povezanost polimorfizama gena za katehol-O-metiltransferazu s

depresivnim simptomima u shizofreniji

Lucija Horvatinec

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Katehol-O-metiltransferaza (COMT) je enzim odgovoran za metabolizam razli¢itih
kateholamina, poput neurotransmitora dopamina. Kodiran je genom COMT koji sadrzi brojne
polimorfizme, a neki od njih utjecu na ekspresiju i aktivnost enzima te tako moduliraju
koncentraciju kateholaminskih neurotransmitora u sinapsi. Brojne studije upuc¢uju na ulogu
dopaminske neurotransmisije u patogenezi depresije i shizofrenije. Depresivni simptomi, iako
rijetko istraZivani i nejasne bioloske podloge, vrlo su ucestali u shizofreniji, a povezuju se sa
slabijim terapijskim ishodom i1 nizom kvalitetom zivota, ve¢om komorbidnos¢u, loSim radnim
i psihosocijalnim funkcioniranjem te pove¢anim rizikom relapsa i suicida. Pojedina istrazivanja
sugerirala su povezanost COMT genskih polimorfizama i pojedinih simptoma shizofrenije,
medutim odredene studije nisu potvrdile ove rezultate. Stoga je cilj ovog istrazivanja utvrditi
postoji li povezanost polimorfizama rs4680 i rs4818 gena COMT sa depresivnim simptomima
u bolesnika sa shizofrenijom. Nakon provedene genotipizacije uzoraka s obzirom na COMT
polimorfizme rs4680 i rs4818 i procjene shizofrenih ispitanika prema PANSS-D i CDSS
ljestvici, u ispitanika sa shizofrenijom pronadena je povezanost depresivnog simptoma Rano
budenje sa genotipom AA rs4680 polimorfizma te depresivnog simptoma Osjec¢aj krivnje sa
genotipom CG rs4818 polimorfizma. Haplotipska analiza utvrdila je neravnotezu udruzivanja
rs4680 i rs4818 polimorfizama, $to upucuje da se nasljeduju zajedno u bloku. Haplotip CG
znacajno se ¢eSce pojavljuje u shizofrenih, nego u kontrolnih ispitanika.

(57 stranica, 16 slika, 15 tablica, 85 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u SrediSnjoj bioloskoj knjiZznici
Klju¢ne rijeci: dopamin, COMT, shizofrenija, polimorfizam, depresivni simptomi

Voditelj: doc. dr. sc. Dubravka Svob Strac, vi$a znanstvena suradnica, Institut Ruder
Boskovi¢, Zagreb

Suvoditelj: prof. dr. sc. Dubravka Hranilovi¢, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste
u Zagrebu

Ocjenitelji

Rad prihvacen:



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Graduation Thesis

The association of catechol-O-methyltransferase gene

polymorphisms with depressive symptoms in schizophrenia

Lucija Horvatinec

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Catechol-O-methyltransferase (COMT) is an enzyme responsible for the metabolism of various
catecholamines, such as neurotransmitter dopamine. It is encoded by the COMT gene, that
contains numerous polymorphisms, some of which affect expression and activity of the enzyme,
thereby modulating the concentration of catecholamine neurotransmitters in the synapse.
Numerous studies have suggested the role of dopamine neurotransmission in the pathogenesis
of depression and schizophrenia. Depressive symptoms, although rarely explored and with
undetermined biological background, are very common in schizophrenia and are associated
with poorer therapeutic outcomes and lower quality of life, higher comorbidity, poor work and
psychosocial functioning, and an increased risk of relapse and suicide. Due to the lack of data
in previous studies, the aim of this study was to determine whether there is an association
between rs4680 and rs4818 COMT polymorphisms and depressive symptoms in patients with
schizophrenia. Genotyping of researched polymorphisms and the PANSS-D and CDSS scales
were used to assess depressive symptoms in patients with schizophrenia. Results demonstrated
that the depressive symptom Early awakening was associated with rs4680 AA genotype,
whereas depressive symptom Feeling of guilt was associated with rs4818 genotype CG in
subjects with schizophrenia. The haplotype analysis revealed that rs4680 and rs4818
polymorphisms are in linkage disequilibrium and therefore probaby inherited in the haploblock.
The CG haplotype was significantly more frequent in schizophrenia patients than in control
subjects.

(57 pages, 16 figures, 15 tables, 85 references, original language: Croatian)
Thesis deposited in the Central biological library

Key words: dopamine, COMT, schizophrenia, polymorphism, depressive symptoms

Supervisor: Dubravka Svob Strac, PhD, Senior Research Associate, Rudjer Boskovic Institute
Co-supervisor: Prof. Dubravka Hranilovi¢, PhD, Faculty of Science, University of Zagreb

Reviewers:

Thesis accepted:



KRATICE
5-HT- 5-hidroksitriptamin (serotonin)
AACD- aromatske aminokiselinske dekarboksilaze

ADHD- poremecaj hiperaktivnosti i deficita paznje (eng. attention deficit hyperactivity
disorder)

ANOVA- jednosmijerna analiza varijance

CDSS- Calgary ocjenska ljestvica (eng. Calgary Depression Scale for Schizophrenia)
CNS- sredi$nji ziv€ani sustav (eng. central nervous system)

COMT- katehol-O-metiltransferaza

DA- dopamin

DAT- dopaminski prijenosnik

DNC- 3,5-dinitrokatehol

DSM-5- Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Version 5
EDTA- etilen-diamin-tetraoctena kiselina

EPS- ekstrapiramindalne nuspojave (eng. extrapyramidal side effects)

FGA- antipsihotici prve generacije (eng. first-generation antipsychotics)
GABA- y-amino-masla¢na kiselina

HVA- homovanilna kiselina (eng. homovanillic acid)

HWE- Hardy-Weinbergova ravnoteza

ICD-10- International Statistical Classification of Diseases and Related Health
LD- neravnoteza udruzivanja (eng. linkage disequilibrium)

L-DOPA- dihidroksifenilalanin

MAO- monoamino oksidaza

MAO-B- monoamino oksidaza tipa B

MART A- multi-aktivni receptor ciljajuéi antipsihotici (eng. multi-acting receptor-targeted
antipsychotics)

MB-COMT- COMT vezan za membranu (eng. membrane-bound COMT)
Met- metionin
MRNA- glasnicka RNA (eng. messenger RNA)

OCD- opsesivno-kompulzivni poremecaj (eng. obsessive compulsive disorder)



PANSS- Ljestvica tezine pozitivnih i negativnih simptoma shizofrenije (eng. Positive and
Negative Symptom Scale)

PANSS-D- podljestvica za depresiju unutar Ljestvice tezine pozitivnih i negativnih simptoma
shizofrenije

PCR- lancana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction)

PFC- prefrontalni korteks (eng. prefrontal cortex)

PIF- prolaktin-inhibicijski ¢imbenik

PIH- prolaktin-inhibicijski hormon

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

RPM- okretaj u minuti (eng. rotation per minute)

SAM- S-adenozil-L-metionin

S-COMT- slobodni citolazmatski COMT (eng. soluble COMT)

SDA- serotonin-dopaminski antagonisti (eng. serotonin-dopamine antagonists)
SDS- natrij-dodecil sulfat

SE pufer- natrij-EDTA pufer

SGA- antipsihotici druge generacije (eng. second-generation antipsychotics)
SN- lat. substantia nigra

SNc- lat. pars compacta

SNP- polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism)
SNr- lat. pars reticulata

TE pufer- tris-EDTA pufer

TH- tirozin hidroksilaza

Val- valin

VMAT- vezikularni monoaminski prijenosnik

VTA- ventralno tegmentalno podrucje (lat. area tegmentalis ventralis)

WHO- Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation)
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1. UvVOD

1.1. Dopaminergicki sustav

Sustavi neurona u mozgu koji sintetiziraju te zatim otpustaju dopamin nazivaju se
dopaminergickim sustavom (Bjorklund i Dunnett, 2017). Dopaminergi¢ni neuroni heterogena
su grupa stanica smjeStenih u diencefalonu, mezencefalonu i olfaktornim bulbusima, no ve¢ina
njih nalazi se u ventralnom dijelu mezencefalona. Mezodiencefalicki dopaminergicki neuroni
formiraju substantiu nigru (lat., SN), ventralno tegmentalno podrucje (lat. area tegmentalis
ventralis, VTA) i retrorubralno podrucje (Arias-Carrion i sur., 2010). Prikaz dopaminergi¢kog
sustava u ljudskom mozgu nalazi se na Slici 1. Postoje 4 glavna puta za dopaminergicki sutav
U mozgu: nigro-strijatalni, mezolimbicki, mezokortikalni i tuberoinfidibularni put (Ayano,
2016).

M' = ) Dorzalni strijatum
w-.’ ; ’ Talamus
oy
‘&. S TN ek

" - A
Mezokortikalni &s/ /"!';f\ W . accumbens
put /Q‘ A\ Y XL T
‘_( 2 &/
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put 0\ \ X\
5 : Qmﬁ
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<)
(%]
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<) )
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Slika 1. Putevi dopaminergickog sustava i osnovni dijelovi mozga koji sudjeluju u njima.

Preuzeto i prilagodeno iz https://en.wikipedia.org/wiki/Dopaminergic_pathways#/media/ File:

Dopaminergic pathways.svqg.

1.1.1. Dopaminergi¢ni putevi

1.1.1.1. Nigro-strijatalni put

U nigro-strijatalnom putu vlakna potjeCu od substantiae nigre i rostralno se projiciraju po
bazalnom gangliju, specificnije do dorzalnog strijatuma odnosno nucleusa caudatusa i
putamena (Slika 1.) (Ayano, 2016). Substantia nigra sastoji se od 2 anatomski i funkcionalno

razli¢ita dijela: inferiorni i posteriorni pars compacta (SNc) i superiorni i anteriorni pars

1


https://en.wikipedia.org/wiki/Dopaminergic_pathways#/media/ File: Dopaminergic pathways.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/Dopaminergic_pathways#/media/ File: Dopaminergic pathways.svg

reticulata (SNr). Dopaminergi¢ni neuroni smjesteni su primarno u pars compacta (Massey i
sur., 2016). Znacajna uloga ovog dopaminskog puta je u kretanju odnosno kontroli motorne
funkcije i ucenju novih motori¢kih sposobnosti. Degeneracija nigro-strijatalnog sustava
uzrokuje Parkinsonovu bolest, a takoder smatra se da su ekstrapiramidalni u¢inci antipsihotika

rezultat blokade strijatalnih dopaminskih receptora (Ayano, 2016).

1.1.1.2. Mezolimbicki put

U mezolimbickom putu dopaminergiCke projekcije potjecu iz ventralnog tegmentalnog
podrucja (Slika 1.) i Sire se do amigdale kroz cortex praepyriformis, lateral septal nuclei i
nucleus accumbens. Ventralno tegmentalno podru¢je je evolucijski konzervirana struktura
srednjeg mozga koja ima ulogu u traZzenju nagrada i sigurnosti, uéenju, motivaciji, ali i
neuropsihijatrijskim poremecajima poput ovisnosti i depresije (Barker i sur., 2016). Uloga
mezolimbi¢kog puta veze se uz sustav nagrade i emocija. Mezolimbicki dopamin otpusta se
tijekom ugodnih situacija i stimulira osobu za traZzenjem ugodnih aktivnosti i okupacije kao §to
su spolni odnosi, hrana i konzumiranje droge. Kod bolesnika koji boluju od shizofrenije koriste
se antipsihotici koji blokiraju dopaminske receptore mezolimbickog puta te na taj nacin

smanjuju pozitivne simptome shizofrenije (Ayano, 2016).

1.1.1.3. Mezokortikalni put

U mezokortikalnom putu dopaminergicka vlakna, kao i kod mezolimbi¢kog puta, izlaze iz
ventralnog tegmentalnog podrucja i projiciraju se u frontalni korteks i septohipokampalne regije
(Slika 1.). Mezokortikalni dopamin posreduje u emocionalnom i kognitivhom ponasanju.
Razine dopamina u mozgu, pogotovo u prefrontalnom korteksu, pomazu poboljSanju radne
memorije i paznje. Medutim, ravnoteza tih razina je delikatna i memorija pati njihovim
povecanjem ili smanjenjem. Antipsihoticni lijekovi pogorSavaju negativne simptome
shizofrenije blokiraju¢i dopaminske receptore mezokortikalnog puta (Ayano, 2016). Izmedu
mezolimbic¢kog 1 mezokortikalnog puta postoji preklapanje stoga se Cesto nazivaju zajedni€¢kim

nazivom, mezokortikolimbicki sustav (Arias-Carrion i sur., 2010).

1.1.1.4. Tuberoinfidibularni put

Tuberoinfidibularni put zapocinje u arcuatus nucleus hipotalamusa i zavr$ava u hipofizi (Slika
1.). Dopamin sintetiziran u neuronima u arcuatus nucleus oslobada se u hipotalamo-hipofizne
krvne zile koje opskrbljuju hipofizu Sto pak utjece na laktotropinske stanice, koje proizvode
prolaktin, tako $to inhibira njegovu proizvodnju. Naime, dopamin je glavni neuroendokrini

inhibitor sekrecije prolaktina anteriornog dijela hipofize. Antipsihotici koji blokiraju



dopaminske receptore u hipofizi mogu prekinuti inhibiciju prolaktina dopaminom i time dovesti
do otpustanja prolaktina i uzrokovanja galaktoreje (lu¢enje mlijeka u muskaraca i u Zena koje
ne doje). Upravo zbog tog djelovanja dopamin se jo§ naziva i prolaktin-inhibicijski ¢imbenik
(PIF) ili hormon (PIH) (Ayano, 2016).

1.1.2. Dopamin i njegova sinteza

Dopamin (DA) je dominantan kateholaminski neurotransmiter u mozgu sisavaca (Missale i sur.,
1998). Ukljucen je u razne procese srediSnjeg zivéanog sustava (eng. central nervous system,
CNS), uklju¢ujuci kogniciju, motori¢ku aktivnost, motivaciju i nagradu, raspoloZenje, paznju i
ucenje (Jones i Miller, 2008). Dopamin ima brojne uloge i na periferiji gdje je modulator
kardiovaskulatorne funkcije, zatim utjece na hormonsku sekreciju i otpustanje kateholamina,
vaskularni tonus, funkciju bubrega i na gastrointestinalni motilitet (Missale i sur., 1998).
Poznato je da je dopamin uklju¢en u neurobiologiju 1 simptome mnosStva neuroloskih i
psihijatrijskih bolesti, ukljucuju¢i shizofreniju i poremecaj hiperaktivnosti i deficita paznje
(eng. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) (Arias-Carrion i sur., 2010), opsesivno-
kompulzivni poremecaj (eng. obsessive compulsive disorder, OCD), autizam, Touretteov

sindrom, Parkinsonovu bolesti i ovisnost o drogama (Ayano, 2016).

Slika 2. Struktura molekule dopamina. Preuzeto s https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compo

und/dopamine#section=2D-Structure.

Dopamin (CgH11NO3, 4-(2-aminoetil)benzen-1,2-diol) je monoamin koji spada u kateholamine.
Sastoji se od kateholne skupine, koju ¢ine benzenski prsten (Slika 2.), na koji su vezane 2
hidroksilne skupine te od amino skupine spojene etilnim lancem na benzenski prsten. Dopamin
nastaje dekarboksilacijom dehidroksifenilalanina i prekursor je adrenalina i noradrenalina

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dopamine).
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Sinteza dopamina, kao i kod svih kateholamina, zapocinje aminokiselinom tirozin (Slika 3.)
(Fernstorm i Fernstorm, 2007), koji mehanizmima aktivnog prijenosa dolazi u mozak. Tirozin,
nastaje u jetri iz fenilalanina pomocu fenilalaninske hidroksilaze (Ayano, 2016). Osim jetre,
tirozin nastaje i u dopaminskim neuronima pomocu tirozin hidroksilaze (TH). Tirozin nastao u
jetri krvlju dolazi do mozga gdje aminokiselinskim prijenosnicima i aktivnim prijenosom
prelazi iz ekstracelularne tekuéine u dopaminergicke neurone. Kada tirozin ude u neuron dolazi
do njegove konverzije enzimom tirozin hidroksilaza i on prelazi u dihidroksifenilalanin (L-
DOPA) (Slika 3.), sto je limitiraju¢i korak biosinteze jer je pri normalnim uvjetima tiroksin
hidroksilaza zasiena supstratom, pa povecanje koli€ine tirozina ne utjeCe na dopaminsku
sintezu (Elsworth i Roth, 1997). L-DOPA se zatim konvertira u dopamin (Slika 3.) pomocu

citoplazmatskog enzima aromatske aminokiselinske dekarboksilaze (AACD) (Ayano, 2016).

CHy— CH — NH,
/O/ COOH L-TIROZIN
OH

Tirozin
hidroksilaza
(TH)

HO CHg‘- ?H - NHz
COOH L-DOPA
HO

Aromatska aminokiselinska
dekarboksilaza (AACD)

Ho cHz —CH:— NHz
DOPAMIN
HO

Slika 3. Biosinteza dopamina i enzimi ukljuceni u njegovu sintezu. Preuzeto i prilagodeno iz

rada Elsworth i Roth (1997).

Sinteza dopamina, njegova pohrana i signalizacija te naposljetku inaktivacija prikazana je na
Slici 4. Dopaminergi¢ka neurotransmisija dogada se preko razli€itih povezanih procesa,
ukljucujudi sintezu, otpustanje, uzimanje, pohranjivanje, katabolizam i aktivaciju receptora. TH
konvertira L-tirozin u L-DOPA kojeg AACD dekarboksilira u dopamin. Sintetizirani DA pakira
se u sinaptiCke vezikule prijenosom pomocu Vvezikularnog monoaminskog prijenosnika
(VMAT) te se otpusta u sinapticku pukotinu kao odgovor na presinapticki akcijski potencijal.
Jednom kada je dopamin otpusten, on aktivira razne postsinapticke receptore koji su povezani
s razli¢itim mehanizmima stanicnog signaliziranja. Dopaminska transmisija inaktivira se
ponovnim uzimanjem dopamina preko dopaminskog prijenosnika (DAT) u presinapticki
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neuron gdje dopamin biva metaboliziran katehol-O-metiltransferazom (COMT) ili monoamino
oksidazom (MAO). Preostali nemetabolizirani DA ponovno se pakira u spremis$ne vezikule za
kasniju upotrebu (Jones i Miller, 2008). Glavni produkt metabolizma dopamina je homovanilna
kiselina (eng. homovanillic acid (HVA)) koja se formira izvan neurona (Elsworth i Roth, 1997).

Aminokiselinski
transporter
=" Tirozin \

</

Tirozin ' \ \\

W\ vDoPA

Akcijski potencijal l \_ Dopamin
Dopaminergicki oy

neuron

Sinapticka pukotina
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Postsinapticki
dopaminski receptor
Postsinapticka stanica

Slika 4. Dopaminergic¢ka neurotransmisija. Dopamin (DA) se sintetizira u citoplazmi i prenosi
se u sekretorne vezikule pomoc¢u neselektivnog vezikularnog monoaminskog prijenosnika
(VMAT) koji koristi energiju elektrokemijskog gradijenta stvorenog od strane protonske
ATPaze. Stimulacijom neurona, dopamin se otpuSta u sinapticku pukotinu, gdje
neurotransmitor moze stimulirati postsinapticke DA receptore i presinapticke DA
autoreceptore. Citoplazmatski dopamin je ponovno unesen u sekretorne vezikule pomocu
VMAT-a ili biva degradiran enzimom monoamino oksidazom (MAO). Preuzeto i prilagodeno

s https://basicmedicalkey.com/pharmacology-of-dopaminergic-neurotransmission/.

Postsinapticki neuron aktivira se vezanjem dopamina na jedan od pet razliCitih tipova
dopaminskih receptora koji vezu G-protein (D:-Ds) (Missale i sur., 1998). Postoji dakle pet
podtipova dopaminskih receptora, D1, D2, D3, D4 i Ds. Oni su podijeljeni u dvije velike skupine:
tipovi 1 15 sli¢ne su strukture 1 osjetljivosti na lijekove pa ih se zajednicki naziva skupinom D;-

slicnih receptora. Dopaminski receptori 2,3 i 4 nazivaju se D2-slicnim receptorima. D1 i Ds


https://basicmedicalkey.com/pharmacology-of-dopaminergic-neurotransmission/

najviSe su ukljueni u postsinapticku inhibiciju, dok su D2, Ds, D4 uklju¢eni u pred- i
postsinapticku inhibiciju. D, receptori u limbickom sustavu reguliraju raspolozenje,

emocionalnu stabilnost, a D2 receptori u bazalnom gangliju kontrolu kretanja (Ayano, 2016).
1.2. Katehol-O-metiltransferaza (COMT)

Enzim COMT prebacuje metilnu grupu na kateholamine, kao $to su dopamin, adrenalin i
noradrenalin, te je odgovoran za njihovu degradaciju (Weinshilboum i sur., 1999). Specifi¢nije,
enzim katalizira tansfer metilne skupine od S-adenozil-L-metionina (SAM) do hidroksilne
skupine kateholne jezgre kateholamina (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov /gene/1312) pri

cemu nastaje spoj 3-metoksitiramin (Slika 5.) (Chen i sur., 2019). Cijeli proces metilacije
odvija se u prisutnosti iona magnezija (Mg?") te je metilacija 3'-hidroksilne skupine puno &es¢a,
nego metilacija 4'-hidroksilne skupine (Mannisto i Kaakkola, 1999). Osim navedene uloge u
metabolizmu endogenih supstanci, COMT je vazan 1 u metabolizmu kateholnih lijekova koji se

koriste u lijeCenju hipertenzije, astme i Parkinsonove bolesti (https://pubchem.ncbi.nim.

nih.gov/gene/1312). Katehol-O-metiltransferaza kao enzim prvi puta je opisan 1957. godine, a

opisao ga je Julius Axelrod (Mannisto i Kaakkola, 1999).
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Slika 5. Shematski prikaz razgradnje dopamina enzimom COMT. Preuzeto i prilagodeno iz
rada Chen i suradnika (2019).

1.2.1. Gen COMT

Kod ljudi gen COMT smjesten je na 22. kromosomu u regiji 22g11.1-g11.2. Sastoji se od 6
eksona koji pomoc¢u dva promotora kodiraju dva poznata transkripta u ljudi. COMT gen kodira
dvije razlicite COMT izoforme, regulirane promotorom koji se nalazi u eksonu 3: MB-COMT
(eng. membrane-bound) i S-COMT (eng. soluble) (Slika 6.). Vecina ljudskih tkiva eksprimira
oba COMT mRNA transkripta, ali u mozgu se moze detektirati samo duzi transkript (MB-
COMT) (Nikolac Perkovic i sur., 2017). COMT izoforme razlikuju se u duljini, tako je S-COMT
kra¢i (1.3 kb) u odnosu na MB-COMT (1.5 kb). Gen COMT neobican je jer kodira dvije razli¢ite
COMT izoforme od dva AUG start kodona eksona 3. Promotor P1 kontrolira ekspresiju kraceg



S-COMT transkripta, dok promotor P2 kontrolira ekspresiju duzeg MB-COMT transkripta
(Tunbridge, 2010). Iz kraceg transkripta (1.3 kb) nastaje S-COMT, no iz duljeg transkripta (1.5
kb) mogu nastati oba oblika proteina. To je moguce zbog smjestaja P1 promotora koji se nalazi
izmedu startnih kodona za S-COMT i MB-COMT i njegovog djelomi¢nog preklapanja sa
sekvencom za MB-COMT (Mannisto i Kaakkola, 1999).

Kromosom 22
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Slika 6. Gen COMT i njegovi transkripti MB-COMT (1.5 kb) i S-COMT (1.3 kb). Preuzeto i
prilagodeno iz rada Tunbridge i suradnika (2006).

COMT je kod sisavaca $iroko rasprostranjen U raznim organima. COMT protein, kod
kraljeS$njaka, vecinski se pojavljuje u slobodnoj citolazmatskoj formi, odnosno kao S-COMT.
U mozgu COMT nema znacajnu ulogu U presinaptickim neuronima, no pronadena je njegova
aktivnost u postsinaptickim stanicama i u glija stanicama (Mannisto 1 Kaakkola, 1999). Duza
izoforma mRNA COMT-a (1.5kb) pronadena je u svim regijama ljudskog sredi$njeg zivéanog
sustava (CNS), ukljucujuéi frontalni, temporalni i parijetalni reZanj mozdane kore, mali mozak,
amigdalu, putamen, talamus 1 koStanu srz. Ekspresija mRNA COMT-a najveca je u slojevima
prefrontalne kore (pogotovo slojevi II, III 1 VI). Niska ekspresija zabiljezena je u strijatumu,
VTA-u i SN-i (Tunbridge i sur., 2006). Najveca aktivnost COMT-a izvan mozga pronadena je
u jetri, bubrezima, gastrointestinalnom traktu, slezeni i submaksilarnim zlijezdama. Aktivnost
je zabiljezena i u plu¢ima, o¢ima i kozi (narocito epidermis). Generalna funkcija COMT-a je
eliminacija bioloSki aktivnih i toksi¢nih katehola kao i1 drugih hidroksiliranih metabolita.
COMT tijekom prvog tromjesecja trudnoce Stiti posteljicu i razvoj embrija od aktiviranih
hidroksiliranih spojeva. Takoder, COMT se ponaSa kao enzimatska detoksirajuca barijera

izmedu krvi i drugih tkiva i time $titi od Stetnog ucinka ksenobiota (Mannisto i Kaakkola, 1999).



1.2.2. Trodiomenzionalna struktura enzima COMT

Enzim COMT sastoji se od B-ploce, sadinjene od sedam niti (poslozeni u redu 3214576), koja
je smjesStena izmedu dva seta a-zavojnica (zavodnice al—a5 na jednoj strani i zavojnice a6—a8
na drugoj strani) (Slika 7. A). Aktivno mjesto enzima plitki je utor definiran s M40, L198,
W143, W38 i P174 (Slika 7. B) (Ma i sur., 2014). Aktivna mjesta ista su kod S-COMT i MB-
COMT, to¢nije, imaju ista katalitiCka mjesta, no MB-COMT ostvaruje povoljnije interakcije sa
supstratom, bilo zbog dijela koji se veZe za membranu ili same membrane (Mannisto 1 Kaakola,
1999). U aktivno mjesto prvo se veze S-adenozil-L-metionin (SAM). SAM uspostavlja
interakciju s prvom polovicom B-plo¢e (B1—-p4) (Slika 7. B). Metilna skupina vezana na
metioninski sumporni atom u SAM-u orijentirana je prema aktivnom mjestu, specifi¢éno prema
katehol oksidiraju¢em atomu, kako bi bila metilirana (Slika 7. B). Nakon vezanja SAM-a dolazi
do vezanja iona magnezija (Mg?*) , kao nuznog ko-¢imbenika metilacije. Mg?* snizuje pKa
kateholnih hidroksila kako bi bili lakSe ionizirani. Naposljetku dolazi do vezanja supstrata u

aktivno mjesto (Ma i sur., 2014).

1.2.3. Polimorfizmi enzima COMT

Za gen COMT (ljudski) poznato je oko 300 polimorfizama, no mnogi od njih nisu potvrdeni i
vecina ih ima izrazito malu ucestalost. Puno polimorfizama smjesteno je izvan kodirajuce
sekvence i funkcija im nije poznata. Najpoznatiji i najistraZeniji je polimorfizam Val'®®%¢Met
(rs4680) (Slika 8.) (Tunbridge, 2010). Polimorfizam Val*%®**8Met (rs4680) klasificiran je kao
polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) gdje dolazi do

zamjene gvanina (G) adeninom (A). To rezultira zamjenom aminokiseline valina (Val)

Slika 7. A) Tercijarna struktura enzima COMT. B) Prikaz aktivnhog mjesta i SAM vezujuceg
mjesta u COMT proteinu. Molekularne interakcije SAM i DNC (3,5-dinitrokatehol) sa
preostalim dijelovima aktivnog mjesta. Isprekidane linije prikazuju vodikove veze. Preuzeto i

prilagodeno iz rada Ma i suradnika (2014).



aminokiselinom metionin (Met) na poziciji 158 (Val**®Met) u duzoj formi enzima (MB-
COMT), i na poziciji 108 (Val'®Met) u kraéoj formi enzima (S-COMT) (Nedi¢ i sur., 2011).
Navedeni polimorfizam smjesten je u eksonu 4 COMT gena (Nedic Erjavec i sur., 2014). Ovaj
polimorfizam znacajno mijenja aktivnost enzima. Naime, Val alel je stabilniji u donosu na Met
alel, dok je Met alel termolabilniji i ima nizu aktivnost pri fizioloskoj temperaturi (Nikolac
Perkovic i sur., 2017). Pri normalnoj tjelesnoj temperaturi varijanta alela Met ima jednu
cetvrtinu enzimatske aktivnosti alela Val (Matsumoto i sur., 2003). Met varijanta alela takoder
se povezuje 1 sa manjom ekspresijom proteina 1 ve¢om dopaminskom aktivnosti u usporedbi s
Val varijantom alela (Sagud i sur., 2018). Val**® homozigoti imaju ve¢u aktivnost COMT-a u
krvi u odnosu na Met'®® homozigote (Tunbridge i sur., 2006). Aktivnost COMT-a u ljudskoj
populaciji ima trimodalnu raspodjelu, odnosno aktivnost moze biti niska, srednja i visoka
(Tunbridge, 2010). Obzirom da su aleli (Met i Val) kodominantni (Pivac i sur., 2011),
heterozigoti pokazuju srednju razinu aktivnosti COMT-a (Tunbridge, 2010). Funkcionalni
Val'%®"158Met polimorfizam u COMT genu potice agresivne i s ljutnjom povezane karakteristike
u razli¢itim klini¢kim populacijama. Kako depresija i impulzivno-agresivno ponaSanje mogu
doprinijeti suicidalnom ponasanju, pretpostavlja se da polimorfizam Val*%®%®Met moze
predstavljati rizi¢ni ¢imbenik za suicidalno ponasanje (Nedi¢ i sur., 2011). Taj se polimorfizam
dovodi u vezu i sa shizofrenijom (Pivac i sur., 2011), no to¢na veza nije otkrivena te takoder
postoje i brojni kontradiktorni rezultati drugih istrazivanja koji prikazuju da nema povezanosti
(Sagud i sur., 2018).
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Slika 8. Prikaz smjesStaja funkcionalnih polimorfizama gena COMT. Polimorfizam
Val'%®"158Met (rs4680) oznacen je plavom, a polimorfizam rs4818 crvenom bojom. Preuzeto i

prilagodeno iz rada Tunbridge (2010).

Polimorfizam rs4818 (Slika 8.) je jo$ jedan od polimorfizama koji se Cesto istrazuje. Kod tog
polimorfizma dolazi do supstitucije citozina i gvanina (Leu/Leu) na kodonu 86 u S-COMT-u i
na kodonu 136 u MB-COMT-u. G varijanta COMT-a rs4818 polimorfizma povezuje se sa

vecom aktivnosti COMT-a i shodno tome manjom koncentracijom prefrontalnog dopamina.



Smatra se da je polimorfizam COMT rs4818 odgovoran za vecu varijaciju aktivnosti COMT-a,
nego COMT rs4680 polimorfizam. Neke studije ne povezuju COMT rs4818 polimorfizam sa
shizofrenijom, medutim COMT rs4818 i rs4680 polimorfizmi nasljeduju se zajedno u
haplobloku i haplotip koji ukljucuje COMT rs4818 G alel (sa rs740603/G alel) povezuje se sa

negativnim simptomima shizofrenije (Sagud i sur., 2018).
1.3. Shizofrenija

Shizofrenija je kroni¢an, tezak neuropsihijatrijski poremecaj kojeg karakteriziraju halucinacije,
deluzije, neorganizirane misli i bizarno ponasanje (Nasrallah i sur., 2014). Opisuje se kao
heterogeni klinicki sindrom koji ukljuCuje kognitivne, emocionalne 1 bihevioralne disfukcije.
Incidencija shizofrenije relativno je jednaka u razli¢itim dijelovima svijeta i iznosi 1%. Bolest
zapocinje najcesS¢e u mlade odraslo doba, vrlo rijetko prije puberteta i pojavljuje se nesto ranije
kod muskaraca, nego kod Zena (Begi¢ i sur., 2015). Kod muskaraca se tako pojavljuje izmedu
15125 godina, dok se kod Zena javlja u prosijeku 3 do 5 godina kasnije, odnosno izmedu 18 i
28 godina. Incidencija samoubojstva je 8 puta ¢esca kod oboljelih od shizofrenije u odnosu na
op¢u populaciju (Krupchanka i Katliar, 2016), tako ¢ak oko 50% pacijenata pokusa

samoubojstvo te 10% njih u tome i uspije (Pearlson, 2000).
1.3.1. Uzroci shizofrenije

1.3.1.1. Geneticki uzroci

Kao §to je slucaj kod brojnih drugih bolesti i shizofrenija nastaje kompleksnom interakcijom
genetickih i okoliSnih ¢imbenika (Begi¢ i sur., 2015). Studije provedene na obitelji, blizancima
1 posvojenoj djeci te njihovim posvojiteljskim i bioloskim roditeljima pokazuju da srodnici
pacijenata oboljelih od shizofrenije imaju veci rizik od razvoja shizofrenije u usporedbi sa 1%
pojavnosti u populaciji. Stupanj rizika korelira sa stupnjem geneticke povezanosti medu
pojedincima (Pearlson, 2000). Tako kod jednojajcanih blizanaca koji imaju jednaku geneticku
podlogu ukoliko jedan blizanac boluje od shizofrenije drugi ima oko 50% izgleda da ¢e razviti
shizofreniju. Kod dvojajacanih blizanaca rizik od pojave shizofrenije je nizi i iznosi 15%.
Vjerojatnost da ¢e se bolest pojaviti kod osobe koja je u prvom koljenu srodna s oboljelim je 3
do 7% §to je 5 do 10 puta ¢eS¢e, nego u opc¢oj populaciji. Djeca €iji su bioloski roditelji oboljeli
od shizofrenije, a posvojena su u zdrave obitelji, pokazuju pojavnost shizofrenije s istom
ucestalos¢u kao 1 djeca koja zive sa svojim bioloskim roditeljima (Begi¢ i sur., 2015).
Pronalazak bioloskih i neuropsiholoskih abnormalnosti i kod dalnjih zdravih rodaka upucuje na

obiteljsku geneticku sklonost, kao i na potrebu dodatnog jedinstvenog izlaganja okoliSnim
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uvjetima kako bi objasnili shizofreni fenotip. Mnoge anatomske i psiholoske abnormalnosti
koje se pojavljuju kod rodaka, koji nemaju shizofeniju, mogle bi biti korisne kao geneticki
biljezi u studijama povezanosti, kako bi se identificirali nositelji navodnih shizofrenih gena
(Tsuang, 2000). Model nasljedivanja shizofrenije koji se zasniva na jednom lokusu nije
otkriven. Kompleksna analiza segregacije, analiza pedigrea i analiticki pristupi jo$ uvijek nisu
razrjeSili taj problem. Unato¢ nekolicini obecavajucih tragova, zasada nije pronadena

definitivna povezanost pojedine varijante gena i shizofrenije (Pearlson, 2000).

1.3.1.2. Cimbenici okoline

Procjenjuje se da u otprilike 20 do 30% slucajeva ¢imbenici okoline utjeCu na pojavu
shizofrenije. Cimbenik ¢&iji se utjecaj najvise istrazuje jest sociodemografski status. Naime,
shizofrenija je u ve¢em stupnju zabiljeZzena kod ljudi nizeg socioekonomskog statusa, no nije
jasno je li to uzrok ili posljedica bolesti. Osim sociodemografskog statusa proucavaju se i ostali
¢imbenici okoline kao §to su prenatalni 1 perinatalni ¢imbenici u koje se ubrajaju nezeljena
trudnoca, influenca i druge infekcije trudnice, Rh inkopatibilnost, malnutricija trudnice tijekom
prvoga tromjesecja, rodenje tijekom zime/proljeca, perinatalno oste¢enje mozga i komplikacije
prilikom poroda. Postoje dokazi 0 povezanosti koriStenja kanabisa i pojave shizofrenije, ali nije
jasno uzrokuje li kanabis de novo shizofreniju ili je njegovo koristenje jedna od kompleksnih
interakcija potrebnih da se pojavi shizofrenija. Takoder neki lijekovi, poput amfetamina mogu

izazvati psihoti¢nu reakciju sli¢nu shizofreniji (Begi¢ i sur., 2015).

1.3.1.3. Neurotransmitorske teorije

Shizofrenija se manifestira kao bolest suptilnih strukturalnih i funkcionalnih abnormalnosti
razli¢itih moZdanih struktura, kao $to su striatum, hipokampus i prefrontalni korteks. Na
molekularnoj razini, mnogi neurotransmitorski sustavi pokazuju abnormalnosti (Hirvonen i
Hietala, 2011). Razlikuju se teorije koje postuliraju ulogu dopamina, serotonina, glutamata i
GABA-¢ u shizofreniji (Begi¢ i sur., 2015).

Dopaminska hipoteza prevladava kao teorija s najviSe emprijske potpore. Dopamin se
tradicionalno povezuje sa shizofrenijom, zbog sklonosti antagonista dopaminskih D2 receptora
da ublaze i lijekova koji oslobadaju dopamin da pogorSaju pozitivne simptome shizofrenije.
Dopaminska hipoteza shizofrenije sugerira da je prekomjerna subkortikalna dopaminska
aktivnost znacajka koju uzrokuju mnogi ¢imbenici od gena do okolisa i disfukcije mnogih
mozdanih krugova. Hipoteza takoder pretpostavlja disfunkcionalnost kortikalne dopaminske

neurotransmisije. Dopaminske abnormalnosti usko su povezane s deficitom glutamata i GABA-
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e za koje se takoder smatra da imaju ulogu u shizofreniji (Hirvonen i Hietala, 2011). Naime,
glutamat stimulira lu¢enje GABA-e, koja je glavni inhibicijski neurotransmitor u mozgu, a

posljedi¢no dolazi do pojacanog otpustanja dopamina (Begic i sur., 2015).

Uloga disfunkcije serotonina (5-hidroksitriptamin, 5-HT) u patologiji shizofrenije fokus je
mnogih istrazivanja proslog desetljeca, pogotovo zbog toga $to su atipi¢ni neurolepticki lijekovi
visokoafinitetni antagonisti za serotoninski 5-HT2a receptor. Serotonin inhibira dopaminsku
funkciju u jezgri srednjeg mozga 1 na terminalnim dopaminergickim poljima, tako da
serotonergiCki aktivni lijekovi mogu djelovati sekundarno modulacijom dopaminergicke

aktivnosti (Pearlson, 2000).

1.3.1.4. Neurorazvojne teorije

Razvojni neurobiolozi smatraju da bolest nastaje kao posljedica pogreSne proliferacije i
migracije stanica mozga tijekom intrauterinog razvoja (Begi¢ i sur., 2015). Smatra se da
neuroloske abnormalnosti nastaju rano u razvoju mozga zbog sljede¢ih dokaza: epidemioloski
dokazi o povezanosti s trudnoom, porodom 1 prenatalnim abnormalnostima; dokazi
bihevioroloskih i neuroloskih abnormalnosti tijekom djetinjstva prije pojave poremecaja u
odrasloj dobi; patoloski i neuro-slikovni dokazi konzistentni sa mozdanim ostec¢enjima u ranom
razvoju (poremecene mozdane asimetrije i abnormalnosti sulkogiralnih obrazaca); i razvojni
defekti u povezanim strukturama (npr. kraniofacijalne) ektodermalnog porijekla. Neurorazvojni
procesi, kao Sto su neuroloska formacija i migracija, formacija aksona, dendriticka proliferacija,
formacija sinapse i mijelinizacija, mogli bi biti odgovorni procesi za razvoj shizofrenije, no

relevantan proces za njen razvoj ipak ostaje nejasan (Pearlson, 2000).

1.3.1.5. MorfoloSke promjene

Kod shizofrenih bolesnika primjecuju se promjene kao $to su povecanje lateralnih mozdanih
kora i sulkusa, zatim hipofrontalnost, odnosno smanjenje metabolicke aktivnosti u prednjim
regijama mozga u odnosu na straznje. Za vrijeme aktivnih halucitornih dozZivljaja prikazuje se
aktivacija gornjeg temporalnog girusa. Mjerenjem metabolicke aktivnosti tijekom kognitivnih
zadataka primjeceno je da se kognitivno procesiranje kod shizofrenih bolesnika, za razliku od
zdravih osoba, odvija u filogenetski starijim dijelovima mozga. Neuroslikovne studije pronasle

su smanjenje mozdanog volumena ve¢ nakon prve psihoti¢ne epizode (Begic¢ i sur., 2015).

1.3.2. Simptomi
Shizofreni poremecaji opisuju se raznolikim setom znakova i simptoma, koji ukljucuju

karakteristicne distorzije razmisljanja 1 percepcije, kognitivne nedostatke, motoricke
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abnormalnosti, avoliciju (manjak inicijative) i apatiju, poteskoc¢e u komunikaciji i ograni¢eno
afektivno izrazavanje (Tandon i sur., 2009). Shizofrenija je, dakle, okarakterizirana
simptomima koji iskrivljuju ili djelomi¢no blokiraju neke od osnovnih funkcija ljudskog uma,
poput vanjske i1 unutarnje percepcije i sje¢anja. U tom pogledu shizofrenija je poremecaj koji
koci ili naruSava kontrolu stvarnosti tijekom epizoda akutne simptomatologije i u nekim
slucajevima cak i trajno (Hafner, 2019). Svaki od simptoma shizofrenije moze se pojaviti u
okviru nekog drugog dusevnog ili tjelesnog poremecaja. Ne postoji jednoznacno misljenje o
prisutnosti i odsutnosti pojedinih simpotoma (Begi¢ i sur., 2015). Svjetska zdravstvena
organizacija utvrdila je najéeS¢e simptome u shizofreniji te ih svrstala u pet skupina. Prva
skupina obuhvaca halucinacije, odnosno osluskivanje, videnje i osjecanje stvari koje ne postoje.
U drugu skupinu spadaju deluzije, odnosno fiksirana lazna vjerovanja ili sumnje, koje oboljela
osoba ne dijeli sa drugim ljudima svoje kulture te ih se ¢vrsto pridrzava usprkos dokazima koji
tvrde suprotno. Abnormalno ponasSanje spada u treéu skupinu, a ono se opisuje kao
neorganizirano ponasanje poput lutanja bez cilja, mrmljanja ili smijanja samom sebi, neobi¢nog
i zapustenog izgleda te samozanemarivanja. Cetvrtu skupinu obiljeZava neorganiziran govor
koji je inkoherentan i nepovezan. Naposljetku, poremecaji emocija spadaju u petu skupinu. Tu
se ubraja izrazena apatija i razlika izmedu emocija koje je bolesnik izrazio te onih koje su
uocene na temelju ekspresija lica i govora tijela (WHO, 2014). Osim te podjele simptoma
postoji jo§ jedna koja simptome grupira u tri klastera: pozitivne, negativne i kognitivne. U
pozitivne simptome ubrajaju se halucinacije i deluzije, psihoticne abnormalnosti u percepciji i
shvacanju stvarnosti (Simpson i sur., 2010), bizarna ponasanja (Pearlson, 2000) i poremecaji
govora (Begi¢ 1 sur., 2015). U negativne simptome spadaju socijalna povucenost, manjak
motivacije i abnormalnost u socijalnoj interakciji (Simpson i sur., 2010), apatija, lose
prosudivanje, poteskoce u planiranju i rjeSavanju problema, manjak brige za osobnu higijenu
(Pearlson, 2000), avolicija, anhedonija (nemogucnost osjecaja ugode), alogija (poteskoce u
govoru), abulija (manjak motivacije) (Tandon i sur., 2009), afektivna nivelacija, autizam (Begic¢
i sur., 2015). Negativni simptomi dijele se na primarne i sekundarne. Vazno ih je razlikovati jer
su primarni negativni simptomi fundamentalni 1 intrinzi¢ni za shizofreniju, dok su sekundarni
negativni simptomi uzrokovani ekstrinzi¢nim ¢imbenicima povezanim sa shizofrenijom, kao
Sto su neuroleptiko lijeCenje, depresija i siromasniji zivotni uvjeti (Tandon i sur., 2009).
Kognitivni simptomi obuhvacaju nemoguénost organizacije Zivota i nemoguénost obavljanja
sekvencijalnog i efektivnog rada (Simpson i sur., 2010), kao i poremecaje pamcenja, misli,

percepcije 1 paznje (Godar i Bortolato, 2014).
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Shizofreniju karakterizira sekvencijalna putanja razvoja bolesti (Slika 9.). Ona ukljucuje
premorbidnu fazu sa suptilnom i nespecificnom kognitivnom, motoriCkom 1/ili socijalnom
disfunkcijom, a zatim prodromalnu fazu koju obiljezavaju pozitivni simptomi ili bazi¢ni
simptomi i smanjeno fukcioniranje u drustvu. Nakon nje slijedi prva psihoti¢na epizoda koja
nagovjestava formalni poc¢etak shizofrenije. S prvom psihoti¢cnom epizodom zapocinje i period
ponavljaju¢ih epizoda psihoze, odnosno psihoti¢na faza, sa parcijalnim i varijabilnim
stupnjevima i trajanjem meduepizodne remisije. Naposljetku nastupa stabilna faza ili plato kada
su psihoti¢ni simptomi manje, a negativni i stabilni kognitivni simptomi vise istaknuti (Tandon

i sur., 2009).

......'.. -

Varijabilni
stupnjevi
...-“""‘ oporavka

l.....'..".'. {

Kognitivni, Kratki/

motoricki i razblazeni

socijalni pozitivni R Negativni simptomi,

deficit simptomi PPZ'U"“‘ ¢ kognitivni/ socijalni
i/ili Simptomi deficit
funkcionalni funkcionalni pad
pad

Djetinjstvo Adolescencija/mladost
Vrijeme

Slika 9. Evolucija shizofrenije s fazama bolesti. Preuzeto i prilagodeno iz rada Tandon i
suradnika (2009).

1.3.2.1. Depresivni simptomi u shizofreniji

Depresija je ucestala bolest diljem svijeta, sa ak viSe od 300 milijuna oboljelih. Ona se
razlikuje od uobi¢ajenih promjena raspolozenja i kratkotrajnih emocionalnih odgovora na
svakodnevne izazove zivota. Ovisno o broju i tezini simptoma, depresivna epizoda moze se
kategorizirati kao blaga, umjerena ili teSka. Depresiju karakterizira ustrajan osjecaj tuge i
manjak interesa za aktivnosti u kojima oboljela osoba normalno uziva. Takoder obiljeZava ju 1
nemoguénost obavljanja svakodnevnih obaveza, manjak energije, promjena apetita, manjak ili
viSak sna, anksioznost, smanjena koncentracija, neodlu¢nost, nemir, osjecaj bezvrijednosti,

krivnje ili beznada i misli o samopovredi ili samoubojstvu (https://www.who.int/en/news-

room/fact-sheets/detail/depression).
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Depresija je ¢esta u bolesnika sa shizofrenijom i moze imati znac¢ajne ucinke na razvoj bolesti
(Nasrallah i sur., 2014). Ucestalost pojave depresivnih simptoma kod shizofrenih bolesnika
varira od 10 do 75%, no u prosijeku iznosi 25%. Raspon ucestalosti tako je velik zbog razli¢itih
kriterija dijagnoze, metoda istrazivanja, faza psihoze, intervala konzumiranja lijekova i drugih
¢imbenika (Mao i Zhang, 2015). Depresivni simptomi mogu biti sekundarni simptomi drugim
komorbidnim medicinskim poremecajima ili njihovim lije¢enjima. Mogu biti i posljedica
lije¢enja neurolepticima ili njihovih nuspojava, ili psiholoska reakcija na razocarenje i stres
uzrokovan boles¢u (Majdas i sur., 2012). Simptomi depresije ucestalo se pronalaze tijekom
akutnih psihoti¢nih epizoda. Mogu se pronaci 1 nakon psihoti¢nih epizoda, ali su ¢es¢i kod
bolesnika s aktivnim psihozama (Mao i Zhang, 2015). Medutim, kod pacijenata koji boluju od
depresije povecan je rizik od nastanka psihoza i isto tako kod ljudi koji imaju velik rizik za
razvoj shizofrenije primije¢ena je depresija prije pojave psihoticnih simptoma. Povezanost
shizofrenije i depresije sugerira potencijalno preklapanje u patofiziologiji i/ili etiologiji ovih
dvaju poremecaja. Tako postoji preklapanje negativnih simptoma shizofrenije i simptoma
depresije, kao Sto su anhedonija, abulija, alogija, manjak motivacije, avolicija 1 socijalna
povucenost (Samsom i Wong, 2015). Prisutnost depresivnih simptoma kod bolesnika koji
boluju od shizofrenije povezuje se sa smanjenom radnom uc¢inkovito$¢u 1 povecanim rizikom
od nezaposlenosti, smanjenim zadovoljstvom aktivnostima koje se provode u slobodno vrijeme,
smanjenim socijalnim funkcioniranjem, smanjenom kvalitetom zivota i pove¢anim koriStenjem
psihijatrijskih usluga. Postojano pogorSanje depresivnih simptoma takoder se povezuje sa
znacajno veéim rizikom od psihoticnih relapsova kod pacijenata sa shizofrenijom. Stupanj
suicida povecan je kod shizofrenih bolesnika u odnosu na opcu populaciju te se smatra da

prisutnost depresivnih simptoma pridonosi povecanju ucestalosti samoubojstava (Nasrallah 1

sur., 2014).

1.3.3. Uloga dopamina i enzima COMT u shizofreniji

Klasi¢na dopaminska hipoteza predlaze hiperaktivnost dopaminske transmisije kao odgovornu
za pozitivne simptome shizofrenije (Laruelle i sur., 1999). Hipoteza je bazirana na korelaciji
klini¢cke doze antipsihotika i njihovog blokiranja dopaminskih D2 receptora (Laruelle i sur.,
2003). Naime, otkricem antagonistickog djelovanja antipsihotika na dopaminske D> receptore,
povezana je uloga dopamina s patogenezom shizofrenije. Usprkos novijim istraZivanjima i
otkrica mnogih antipsihotika, svi antipsihotici primarno funkcioniraju na istom principu
odnosno blokiranju D2 receptora (Godar i Bortolato, 2014). Antipsihotici uspjesno djeluju na

pozitivne simptome, no na negativne i kognitivne simptome nemaju takav ucinak. Pretpostavlja

15



se da kognitivni i negativni simptomi nastaju uslijed promjene fukcije prefrontalnog korteksa
(PFC), gdje dolazi do smanjene transmisije dopamina preko receptora D1 (Laruelle i sur., 2003).
Na osnovi tih podataka, smatra se da bi shizofrenija mogla biti poduprta mezolimbickom
hiperaktivnosti i mezokortikalnom hipoaktivnosti (Godar i Bortolato, 2014), odnosno da se u

strijatumu dogada hiperfunkciija, a u PFC-u hipofunkcija dopamina (Simpson i sur., 2010).

Bioraspolozivost dopamina u sredi$njem zZivéanom sustavu povezana je s aktivno$éu 2 enzima:
monoamino oksidazom tipa B (MAO-B) i katehol-O-metiltransferazom (COMT), koji su
uklju¢eni u put inaktivacije dopamina (Sampaio i sur., 2018). U prefrontalnom korteksu
dopaminski prijenosnik (DAT) eksprimiran je u malim koli¢inama pa se dopamin primarno
razgraduje putem COMT-a. Kako DAT nije prisutan ni u sinaptickoj pukotini moguéa je
difundacija dopamina izvan sinapse, sto poveca vjerojatnost razgradnje COMT-om (Tunbridge
i sur., 2006). U strijatumu je situacija drugacija, DAT je odgovoran za prijenos dopamina kroz
sinapti¢ku pukotinu, $to upuéuje na vaznost COMT-a u PFC-u (Egan i sur., 2001). Stoga,
razli¢iti polimorfizmi gena COMT mogli bi imati utjecaja na dopaminsku aktivnost PFC-a.
Polimorfizam Val*%®*®Met povezuje se sa pove¢anim rizikom od razvoja shizofrenije tako $to
osobe s Val*®® pokazuju poveéanu sintezu dopamina u srednjem mozgu $to utjeée na funkciju

PFC-a koja se dovodi u vezu sa shizofrenijom (Tunbridge i sur., 2006).

1.3.4. Terapija

Antipsihoticni lijekovi predstavljeni su javnosti sredinom proslog stolje¢a, kako bi smanjili ili
ublazili simptome shizofrenije, kao Sto su vizualne 1 slusne halucinacije 1 neobi¢ne misli poput
paranoje. Dostupnost antipsihotika je Siroka 1 njihova u¢inkovitost varira od ¢ovjeka do covjeka
(Ortiz-Orendain i sur., 2017). Tradicionalni tipi¢ni i atipi¢ni antipsihotici pokazuju klinicku
uspjesnost u lijeCenju pozitivnih simptoma shizofrenije, kao $to su deluzije i halucinacije, no u
lijecenju negativnih simptoma, kao $to je socijalna povucenost, pokazuju se neuspjesnima te ih
¢ak mogu i pogorsati. Jednak negativni uc¢inak imaju i na kognitivne simptome. Disfunkcija
mnogobrojnih neurotransmitorskih sustava u shizofreniji sugerira da lijekovi koji selektivno
ciljaju jedan neuotransmitorski put nisu u mogucnosti terapeutski u potpunosti pomo¢i i
djelovati na tako heterogeni poremecaj poput shizofrenije (Li i sur., 2016). Shodno tome, ne
reagiraju svi pacijenti na lijecenje jednim antipsihotikom, pa se u takvim situacijama uzimaju
kombinacije antipsihotika (Ortiz-Orendain i sur., 2017). Optimalno zauzimanje dopaminskih
D2 receptora kljucno je za u¢inkovitost nekog antipsihotika, no vazno je i otpustanje s istih D2

receptora nakon sto lijek pocne djelovati. Stoga, najbolje je privremeno vezanje antipsihotika
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na receptor jer trajno vezanje za D2 receptor povecava rizik stvaranja nuspojava (Horacek i sur.,
2006).

Nakon uvodenja prvog antipsihotika, klorpromazina, otrkiveno je i u uporabu stavljeno jo$
mnogo drugih antipsihotika. lako je kemijska struktura tih antipsihotika relativno razlicita, svi
imaju sli¢an nacin djelovanja, odnosno djeluju kao blokatori dopaminskog D> receptora. Ovisno
o uzorku klini¢kih u¢inaka i mehanizama fukcioniranja, antipsihotici se dijele na tipi¢ne i
atipi¢ne (Li i sur., 2016).

Tipi¢ni antipsihotici, kao §to su haloperidol 1 klorpromazin, nazivaju se antipsihotici prve
generacije (eng. first-generation antipsychotics, FGA) ili neuroleptici i uéinkoviti su u
smanjenju pozitivnih simptoma shizofrenije (Li i sur., 2016). Oni najces¢e blokiraju
dopaminske D> receptore. Da bi djelovanje antipsihotika bilo uspjesno, potrebna zasi¢enost D>
receptora antipsihoticima iznosi oko 75%. Pri ve¢im dozama lijeka (preko 83%) pacijenti
generalno pokazuju znakove ektrapiramidalnih nuspojava (eng. extrapyramidal side effects,
EPS), ukljucujuci parkinsonizam. Osim toga kao nuspojava pojavljuje se i hiperprolaktinemija
odnosno povecéana razina prolaktina koja moze uzrokovati tardivnu diskineziju. Ona se opisuje
kao kasni, ponekad ireverzibilni poremecaj kretanja koji nastaje vjerojatno zbog preosjetljivosti

na kroni¢nu blokadu dopaminskog receptora (Pearlson, 2000).

Atipi¢ni antipsihotici, poput klozapina i risperidona, definirali su novu generaciju
antipsihoti¢nih lijekova koja se naziva i drugom generacijom antipsihotika (eng. second-
generation antipsychotics, SGA). Oni djeluju tako S§to su antagonisti serotoninskog 5-HT2a
receptora i dopaminskog D> receptora. Prednost atipi¢nih antipsihotika u odnosu na tipi¢ne je
§to umanjuju pojavu EPS-a (Li i sur., 2016). Takoder, brojne studije dokazuju njihove pozitivne
ucinke na pozitivne, negativne i afektivne simptome, kao i1 kognitivnu disfunkciju i agresiju.
Tako se antipsihotici druge generacije povezuju sa boljim funkcijskim kapacitetom, nizim
stupnjem samoubojstva, uspjesnim ucfinkom kod pacijenata s refraktornim bolestima,
poboljSanom kvalitetom Zivota i povoljnim farmakoekonomskim profilom (Horacek 1 sur.,
2006). Medutim, uz atipi¢ne anitipsihotike vezuje se povecanje tjelesne mase pacijenta i
metabolicki teret uzrokovan nepozeljnim farmakoloskim interakcijama lijeka (Li i sur., 2016).
Tipi¢ni predstavnik atipi¢nih antipsihotika je klozapin. Cak i pri visokim dozama klozapina,
maksimalna zasi¢enost dopamiskog D> receptora iznosi otprilike 35% (Pearlson, 2000).
Atipi¢ni antipsihotici klasificiraju se ovisno o njihovim farmakodinami¢nim svojstvima na

serotonin-dopaminske antagoniste (eng. serotonin-dopamine antagonists, SDA), multi-aktivne
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receptor ciljajuce antipsihotike (eng. multi-acting receptor-targeted antipsychotics, MARTA),
kombinirane antagoniste D./Dz receptora i parcijalne antagoniste dopaminskih receptora.
Serotoninsko-dopaminski antagonisti visoko su selektivni za serotoninske 5-HToa i
dopaminske D- receptore te ai-adrenoceptore. MARTA imaju afinitet za 5-HT2a, D2 i receptore
drugih sustava poput histaminergi¢nog, kolinergi¢nog. HT2c, 5-HT1a i drugih. Lijekovi koji
preferencijalno blokiraju D2 i Ds subtipove D> sli¢nih receptora nazivaju se kombinirani

antagonisti D2/Ds receptora (Horacek i sur., 2006).

U poslijednje vrijeme na trziStu se mogu pronaci 1 aripiprazol i1 brexpiprazol koji spadaju u
antipsihotike s parcijalnim agonistickim uc¢inkom na D> receptore umjesto antagonistickog
ucinka. Tako ti lijekovi spadaju u atipi¢ne antipsihotike, na trziStu su prezentirani kao treca
generacija antipsihotika. Presinapticki parcijalni agonizam na D receptore dodatno je smanjio
stvaranje EPS-a i hiperprolaktinemije, dok je postsinapticki parcijalni agonizam povezan sa
relativno velikim rizikom akatizije i sa nekontoliranim patoloskim potrebama za kockanjem,
prejedavanjem, kupovinom i spolnim odnosima. Osim tre¢e generacije antipsihotika,
svakodnevno se otkrivaju novi terapeutski lijekovi, kao $to je ITI-007, prvi u klasi malih
molekula koje imaju terapijsko djelovanje tako $to jedinstveno i regionalno-selektivno ulaze u
interakcije sa serotonergi¢nim, dopaminergi¢nim i glutaminergi¢énim neurotransmitorskim

ciljnim molekulama koje su u kompleksu (Li i sur., 2016).

COMT, kao enzim koji ima ulogu u kogniciji, dopaminskoj regulaciji i mozda shizofreniji te
¢iji su inhibiori poznati, mogao bi imati ulogu u terapiji shizofrenih bolesnika. Naime, COMT
bi mogao biti relevantan u lijeCenju shizofrenije zbog svoje farmakogeneticke pozadine (jer
nositelji Val'*® ili Met® alela mogu odgovoriti drugadije na lijeSenje antipsihoticima), ali i
kao izravna meta za lije¢enje kognitivne disfukcije kao jednog od simptoma shizofrenije
(Tunbridge i sur., 2006).

1.3.3.1. Terapija za lijeCenje depresivnih simptoma u shizofreniji

Lijecenje depresije u shizofreniji uglavnom je fokusirano na osnovne depresivne simptome koje
pacijent ima, kao i na lijekove i psiholoSke terapije koje prima. Vazno je obratiti paZznju na
nuspojave uzimanja lijeka ili pak njegovog pretjeranog uzimanja. Lijekovi mogu biti
prilagodeni razli¢itim dijagnozama pa se tako moZe smanyjiti doza antipsihotika ukoliko potice
depresiju, zatim, mogu se dodatno uzimati antikolinergicni lijekovi kako bi se sprijecila
akinezija. Ako su depresivni simptomi intrinzi¢ni akutnoj psihoti¢noj epizodi, pravilan

antipsihotik koji rjeSava simptome psihoze mogao bi utjecati i na depresiju bez uzimanja
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antidepresiva (Mao i Zhang, 2015). Primjer toga jest lurasidone, atipi¢ni antipsihotik, koji se
pokazao uspjesnim u lije¢enju depresivnih simptoma shizofrenih bolesnika nevezano za pocetni
stupanj ozbiljnosti simptoma (Nasrallah i sur., 2014). Medutim, u sluc¢aju akutnog shizofrenog
poremecaja, kombinacija antidepresiva ili litija ili elektrokonvulzivne terapije, mogla bi biti od
pomo¢i. Osim lijekova, za perzistentne depresivne simptome i odrzavanje kontrole stalnog
uzimanja lijeka, vazna je i psihoterapija te obiteljska i drustvena podrska. Psihoedukativne
terapije tako pokazuju uspjesnost u poboljSanju klinickog tijeka bolesti, pridrzavanja lijeCenja

i psihosocijalnog funkcioniranja (Mao i Zhang, 2015).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada utvrditi je postoji li povezanost polimorfizama rs4680 i
rs4818 gena COMT sa shizofrenijom, a posebice sa depresivnim simptomima u bolesnika sa
shizofrenijom. U tu svrhu napraviti ¢e se genotipska i haplotipska analiza COMT polimofizama
u kontrolnih ispitanika i pacijenata sa shizofrenijom, a depresivni simptomi u shizofrenih
bolesnika evaluirati ¢e se pomocu podljestvice za depresiju unutar Ljestvice tezine pozitivnih |

negativnih simptoma i Calgary ocjenskom ljestvicom tezine depresije u shizofreniji.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ispitanici

Istrazivanje obuhvac¢a 204 ispitanika, njih 108 sa dijagnozom shizofrenije, lijeCenih u
Neuropsihijatrijskoj bolnici “Dr. Ivan Barbot” u Popovaci ili u Klini¢ckom bolni¢kom centru
Zagreb, te 96 zdravih ispitanika. Za provedbu istrazivanja dobivene su dopusnice Etickog
povjerenstva Klinickog bolnickog centra Zagreb i Neuropsihijatrijske bolnice ,,Dr. Ivan
Barbot* u Popovaci. Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim vaZefim smjernicama:
Osnovama dobre klinicke prakse, Helsinskom deklaracijom (1964), Zakonom o zdravstvenoj

zastiti Republike Hrvatske i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske.

Dijagnoza shizofrenije utvrdena je od strane psihijatra nakon dijagnostickog klinickog intervjua
prema ICD-10 (eng. International Statistical Classification of Diseases and Related Health,
WHO, 2010) i DSM-5 kriterijima (eng. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Fifth Edition, APA, 2013). PANSS je ocjenska ljestvica za procjenu tezine psihopatologije u
oboljelih od shizofrenije. Sastoji se od 30 osnovnih Cestica kojima se procjenjuju tri glavne
skupine simptoma: pozitivni simptomi (P1-P7, podljestvica pozitivnih simptoma), negativni
simptomi (N1-N7, podljestvica negativnih simptoma) i op¢a psihopatoloska podljestvica (G1-
G16) (Kay i sur., 1987). Kod shizofrenih bolesnika evaluirani su i depresivni simptomi u
shizofreniji pomoc¢u podljestvice za depresiju (PANSS-D). PANSS-D podljestvica sastoji se od
4 tocke: G1-zabrinutost o fizickom zdravlju; G2- anksioznost; G3-osjec¢aj krivnje i G6-depresija
(Kjelby i sur., 2011). Osim, PANSS-D podljestvice koriStena je i Calgary ocjenska ljestvica
tezine depresije u shizofreniji (eng. Calgary Depression Scale for Schizophrenia - CDSS)
(Addington i sur., 1990). CDSS je skala specijalno dizajnirana za procjenu razine depresivnih
simptoma u shizofreniji. Sastoji se od 9 pitanja koja se boduju od 0-3. Prvih 8 pitanja postavljaju
se ispitaniku, a deveto pitanje temelji se na zapazanjima i miSljenju ispitivaca tijekom
cjelokupnog razgovora (Addington i sur., 1990). Ako je potrebno tijekom ispitivanja
postavljaju se potpitanja ili se daju dodatna objaSnjenja. Pitanja se odnose na osjecaj
depresivnog raspoloZenja, beznadnosti, samoomalovaZavanja, na osje¢aj krivnje i patoloske
krivnje, na jutarnje depresivno raspoloZenje, ucestalost ranog budenja i na razmiSljanje o
samoubojstvu. Devetim pitanjem procjenjuje se uoc¢eno depresivno raspolozenje i cjelokupni

depresivni aspekt ispitanika.

Tijekom klinickog intervjua raden je probir potencijalnih ispitanika u svrhu neuklju¢ivanja

osoba koje imaju od ranije ili aktualno dijagnosticiranu somatsku bolest u akutnoj fazi ili
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somatsku bolest tipa maligne, autoimune ili upalne bolesti, te osobe koje su unatrag 3 mjeseca
ili aktualno uzimale antidepresive. Svim potencijalnim kandidatima ukratko je objasnjena svrha
i ciljevi istrazivanja i njihov doprinos u istrazivanju, nakon ¢ega su procitali informirani
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Samo osobe koje su potpisale informirani pristanak
uklju¢ene su u istrazivanje. Uzorci krvi (8 ml) sakupljeni su u plasti¢éne epruvete s 2 ml
antikoagulansa ACD (engl. Acid Citrate Dextrose - ACD) u 8 sati ujutro nakon noénog posta,

te pohranjeni na -20°C.
3.2. Izolacija DNA iz krvi metodom isoljavanja

Tablica 1. Kemikalije potrebne za izolaciju DNA metodom isoljavanja

Pufer za lizu eritrocita (eng. red cell lysis buffer, RCLB pufer): 10 mM
Tris, 5 mM MgClz, 10 mM NaCl (pH 7.6)

SE pufer (sodium EDTA): 75 mM NaCl, 25 mM Na;EDTA (pH 8)

5 M NaCl

Proteinaza K (TaKaRa, 20 mg/ml)

SDS 10% (sodium dodecil sulfat)

Etanol 70%

Izopropanol

IXTE pufer (Tris-EDTA): 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 7,6)

Mo —r>X—<MX

Nakon odmrzavanja uzoraka krvi, stavlja ih se 15 min na valjkastu mjeSalicu odnosno roler
kako bi se homogenizirali. U Eppendorf epruvete (1,5 ml) pipetom se stavlja 300 pl krvi i 900
ul ohladenog RCLB pufera. Na vorteks mijesalici uzorci se dobro promijesaju (12-20 s) te ih
se ostavlja na ledu (10 min) kako bi se eritrociti lizirali. Zatim slijedi centrifugiranje uzoraka
(13400 x g, 2 min, 4 °C). Lizirani eritrociti zaostaju u supernatantu, a leukociti se istaloZe.
Pipetom se izvuce supernatant koji se baci, a talog se sacuva. Talogu se 3 puta dodaje 900 pl
RCLB pufera kako bi se procistio. Nakon prociS¢avanja, na Cisti talog dodaje se 1,5 pl
proteinaze K, 300 ul SE pufera i 30 ul 10%-tnog SDS-a. Laganim pokretima ruke okrenu se
Eppendorf epruvete kako bi se sadrzaj izmijesao, te se stavljaju na inkubaciju u termoblok (56
°C, 1,5-2 h uz mijesanje (500 rpm)). Nakon inkubacije, uzorci se ohlade na sobnu temperaturu
i dodaje se 250 ul SM NaCl-a te ih se kratko izmje$a na vorteks mijesalicu. Zatim slijedi
centrifugiranje (13 400 x g, 5 min, 4 °C). DNA zaostaje u supernatantu, a preostali stani¢ni
dijelovi u talogu. Talog se baca, a supernatant prelijeva u nove oznac¢ene Eppendorf epruvete i
dodaje mu se 800 pl hladnog izopropanola. Eppendorf epruvete se zatvore i okrenu nekoliko
puta, dok se ne primjeti precipitat DNA. Kako bi se DNA istalozila, slijedi centrifugiranje (12
000 x g, 2 min, 4 °C). Supernatant se odlije i baca, a na talog se doda 250 ul 75%-tnog etanola.
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Ponovno slijedi centrifugiranje (12 000 x g, 2 min), te se odlijeva supernatant, a Eppendorf
epruvete se poloze na papir kako bi se ocijedile te ih se zatim otvorene stavlja u termoblok na
15-30 min i pri 37 °C. Na talog se dodaje 100 ul TE pufera (pH 8,0) te se ostavi na sobnoj
temperaturi preko no¢i ili sat vremena pri 37 °C kako bi se DNA otopila. 1zolirana DNA pohrani
se pri 4 °C.

3.3. Odredivanje genotipa s obzirom na polimorfizam gena COMT

Metoda lan€ane reakcije polimeraze (PCR) u stvarnom vremenu (Real-time PCR) koriStena je
za odredivanje genotipova ispitanika s obzirom na polimorfizme gena COMT (rs4680, rs4818).
Za odredivanje SNP-ova koriSteni su komercijalno dostupni kompleti te uredaj ,,ABI Prism
7300 Sequence Detection System* tvrtke Applied Biosystems (SAD). Real-time PCR ili
Quantitative PCR kombinira PCR amplifikaciju 1 detekciju u jednom koraku. Uredaj koristi
florescentne boje kako bi oznacio PCR produkte, a zatim mjeri akumulaciju florescentnog
signala te uspostavlja brzu i preciznu kvantifikaciju PCR produkata i objektivnu analizu
dobivenih  podataka (Slika 10.) (https://www.thermo fisher.com/hr/en/home/life-

science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics. html).

1. DNA kalup i komponente reakcije
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Slika 10. Shematski prikaz koraka metode Real-time PCR. Nakon denaturacije DNA, veZu se
flourescentno obiljezene sonde i pocetnice. Slijedi umnazanje ciljanog odsjecka DNA
djelovanjem DNA polimeraze, te generacija flourescentnog signala. Preuzeto i prilagodeno s

https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-

learning-center/real-time-pcr-basics/how-tagman-assays-work.html.

23


https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/how-taqman-assays-work.html
https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/how-taqman-assays-work.html

Uredaj fluoresceniju zabiljezi kao signal, a ovisno o njegovoj jacini i vrsti odreduje se genotip

pojedinog uzorka. Ukoliko uredaj zabiljezi fluorescenciju obje boje, rije¢ je o heterozigotnom

genotipu. No, ukoliko je prisutna fluorescencija jedne od dviju boja onda to upucuje na

homozigotnost jednog alela. Rac¢unalni program daje ispis razine fluorescenije za svaku boju,

kao i konacni prikaz rezultata u obliku grafickog prikaza (Slika 11.).
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Slika 11. Prikaz rezultata genotipizacije ispitanika rs4680 gena COMT metodom Real-time

PCR. A) Graf alelne diskriminacije B) Prikaz amplifikacijskih krivulja.
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U ovome su radu, za odredivanje genotipizacije polimorfizma jedne baze gena COMT metodom

Real-time PCR, reakcije postavljene prema uvjetima navedenim u Tablici 2, dok su reakcijske

smjese napravljene prema Tablici 3.

Tablica 2. Uvjeti reakcije za genotipizaciju polimorfizama gena COMT metodom

Real-time PCR
KORAK TEMPERATURA VRIJEME BROJ CIKLUSA
Pocetni korak 95°C 10 min
Denaturacija 92°C 15s
Vezanje i produljenje 60°C 90s 50
pocetnica

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za genotipizaciju polimorfizama gena COMT metodom

Real-time PCR
SASTOJAK VOLUMEN
Genomska DNA (1-20 ng)
. - 4.5 ul
otopljena u vodi
20 X TagMan mjesavina
neoznacenih pocetnica i bojom 0.5 ul
oznacenih proba (VIC i FAM)
TagMan univerzalna mati¢na 54l
mjesavina H
Ukupni volumen 10 ul
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3.4. Statisticka obrada podataka

Podaci su statisti¢ki obradeni primjenom rac¢unalnog programa ,,GraphPad Prism®. Rezultati su
prikazani kao brojevi i postotci, te kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).
Normalnost razdiobe podataka analizirana je primjenom D'Agostino-Pearson testa. Razlike
izmedu dvije skupine analizirane su Student t-testom u slu¢aju normalne raspodjele podataka
ili primjenom Mann-Whitney U testa u slu¢aju kada podaci nisu bili normalno rasporedeni. Tri
ili viSe skupina analizirano je jednostrukom analizom varijance (ANOVA) za normalnu
razdiobu podataka ili Kruskal-Wallis testom kada nije bilo normalne raspodjele podataka.
Ukoliko su ANOVA ili Kruskal-Wallis utvrdili znacajne razlike izmedu skupina, provodili su
se post-hoc Tukey-ev test, odnosno Dunn-ov test, za usporedbu svake pojedine skupine sa
svakom. Ucestalost pojedinih genotipova, alela i haplotipova polimorfizama gena COMT
izmedu razli¢itih skupina usporedena je pomocu Fisherovog testa odnosno y2-testa. y2-test
koristio se i za provjeru odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinbergove ravnoteze.
Razina znacajnosti a za sve analize postavljena je na 0,05. Istrazivani polimorfizmi nalaze se
unutar istog gena 1 u literaturi postoje mnoga istrazivanja koja iznose podatke koji povezuju
polimorfizme u zavisan odnos odnosno tvrde da izmedu njih postoji neravnoteza udruzivanja
(eng. linkage disequilibrium, LD). Stoga je koristen program Haploview, verzija 4.2 (Broad
Institute of Harvard and MIT, SAD) koji za odredivanje neravnoteze udruzivanja koristi
koeficijent D'. Haplotipska analiza posluzila je za utvrdivanje najucestalih haplotipova u uzroku
te za usporedbu ucestalosti pojedinih haplotipova izmedu kontrolne skupine i pacijenata sa

shizofrenijom.
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4. REZULTATI

Ukupno 204 ispitanika, od ¢ega 173 muskaraca i 31 zena uklju¢eno je u istrazivanje. Od toga,
108 ispitanika bili su pacijenti sa dijagnozom shizofrenije (78 muskaraca i 30 zena), a njih 96
bili su kontrolni ispitanici (95 muskaraca i 1 zena). Kao §to je prikazano u Tablici 4., raspodjela
osoba po spolu znacajno se razlikovala izmedu kontrolnih i shizofrenih ispitanika (P< 0,0001;
Fisher's exact test), jer je u skupini pacijenata sa shizofrenijom bilo znacajno vise zena, dok su
u kontrolnoj skupini prevladavali muskarci. Prosje¢na dob ispitanika sa shizofrenijom bila je
45,69 + 9,556, dok je prosje¢na dob kontrolnih ispitanika bila 52,58 &= 11,96 (srednja vrijednost
+ standardna devijacija). Podaci o dobi izmedu kontrolnih i shizofrenih ispitanika usporedeni
su Student t-testom, koji je utvrdio da su se ove dvije skupine znacajno razlikovale po dobi (P<
0,0001, Student t-test), odnosno da je skupina bolesnika sa shizofrenijom bila znac¢ajno mlada
od kontrolne skupine (Tablica 4.). S obzirom na puSacki status, 57 (59,37%) kontrolnih
ispitanika bili su nepusaci, dok ih je 39 (40,63%) pusilo. U skupini pacijenata sa shizofrenijom
53 (49,07%) ispitanika bili su nepusaci, a 55 (50,93%) osoba je pusilo. Fisher's exact test nije
utvrdio znacdajne razlike (P=0,1604; Fisher's exact test) izmedu pacijenata sa shizofrenijom i
kontrolne skupine u raspodjeli prema pusackom statusu na pusace i nepusace (Tablica 4.). Kao
Sto se moze vidjeti u Tablici 4., prosjecni indeks tjelesne mase (BMI) (srednja vrijednost +
standardna devijacija) kontrolnih osoba bio je 31,13 + 25,21, dok je BMI pacijenata sa
shizofrenijom bio 28,38 + 4,68, te nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu njih
(P=0,4771; Mann Whitney test).

Tablica 4. Demografski podaci ispitanika.

S Pacijenti s
Kontrolni ispitanici _ N
shizofrenijom
Ukupan broj N 96 108 /
Muskarci N (%) 95 (98,96%) 78 (72,22%) P< 0,0001;
Zene N (%) 1 (1,04%) 30 (27,78%) Fisher's exact test
Dob (godine) 52,58 + 11,96 45,69 + 9,556 P< 0,0001, Student t-test
Pusaci N (%) 39 (40,63%) 55 (50,93%) P=0,1604;
Nepusaci N (%) 57 (59,37%) 53 (49,07%) Fisher's exact test
P=0,4771
BMI 31,13 £25,21 28,38 + 4,68 _
Mann Whitney test
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Od svih ispitanika prikupljeni su uzorci krvi te izolirana DNA, koja je posluzila za
genotipizaciju polimorfizama rs4818 i rs4680 gena COMT. Ucestalosti opazenih genotipova
polimorfizama rs4818 i rs4680 bile su u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom u
kontrolnoj skupini, kao i skupini shizofrenih pacijenata (Tablica 5.).

Tablica 5. Dobivene i o¢ekivane vrijednosti za genotipove polimorfizma rs4818 i rs4680.

Genotipovi rs4818 CC CG GG
Dobiveno 36 46 14 P=0,9107;
Kontrola
Ocekivano 36,3 455 14,3 y2-test
Dobiveno 47 42 19 P=0,0842;
Shizofrenija
Ocekivano 42,8 50,4 14,8 y2-test
Genotipovi rs4680 AA AG GG
Dobiveno 28 43 25 P=0,3115;
Kontrola
Ocekivano 25,5 48 22,5 ¥2-test
Dobiveno 29 47 32 P=0,1802;
Shizofrenija
Ocekivano 25,5 54 28,5 ¥2-test

Ukoliko je p<0,05 rezultat nije u skladu sa HW ravnotezom.

Kao $to se moze vidjeti u Tablici 6. i na Slici 12., raspodjela genotipova polimorfizma rs4818
(P=0,4280; y2-test) nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolnih i shizofrenih ispitanika.
Nadalje, u raspodijeli pojedinih alela polimorfizama rs4818 (P=0,7600; Fisher's exact test)
takoder nisu utvrdene znacajne razlike izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika sa

shizofrenijom.

Tablica 6. Brojnost i frekvencije genotipova i alela za polimorfizam rs4818 u skupini

kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.

N(%6) CC CG GG C G

Kontrola | 36 (37,50) | 46 (47,92) | 14 (14,58) | 118 (61,46) | 74 (38,54)

Shizofrenija | 47 (43,52) | 42(38,89) | 19 (17,59) | 136 (62,96) | 80 (37,04)

P=0,4280; y2-test P=0,7600; Fisher's exact test
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Slika 12. Raspodjela genotipova (A) i alela (B) za COMT polimorfizam rs4818 u skupini

kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.

Kada su ispitanici podijeljeni na nosioce genotipa CC i alela G (P= 0,3955; Fisher's exact test)
ili na nosioce genotipa GG i alela C (P=0,5748; Fisher's exact test) polimorfizma rs4818 nisu
utvrdene znacajne razlike izmedu kontrolnih i shizofrenih ispitanika (Tablica 7., Slika 13.).

Kao $to se moZe vidjeti u Tablici 8. i Slici 14., raspodjela genotipova polimorfizma rs4680
(P=0,8393; y2-test) nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolnih i shizofrenih ispitanika. U
raspodjeli pojedinih alela polimorfizma rs4680 (P=0,6200; Fisher's exact test) nisu utvrdene

znacajne razlike izmedu kontrolne skupine i ispitanika sa shizofrenijom (Tablica 8., Slika 14.).
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Tablica 7. Brojnost i frekvencije nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela G i nosioca

genotipa GG u odnosu na nosioce alela C za polimorfizam rs4818 u grupi kontrolnih ispitanika

I ispitanika sa shizofrenijom.

N (%) Nosioci CC | Nosioci G Nosioci GG Nosioci C
Kontrola 36 (37,50) 60 (62,50) 14 (14,58) 82 (85,42)
Shizofrenija | 47 (43,52) 61 (56,48) 19 (17,59) 89 (82,41)

P=0,3955; Fisher's exact test

P=0,5748; Fisher's exact test
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Slika 13. Raspodjela nosioca CC naspram G (A) i nosioca GG naspram C (B) za COMT

polimorfizam rs4818 u skupini kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.
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Tablica 8. Brojnost i frekvencije genotipova i alela za polimorfizam rs4680 u skupini

kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.

N(%)

AA AG GG A G

Kontrola

28 (29,17) | 43 (44,79) | 25(26,04) | 99 (51,56) 93 (48,44)

Shizofrenija

29 (26,85) | 47 (43,25) | 32(29,63) | 105 (48,61) | 111 (51,39)

P=0,8393; y2-test P=0,6200; Fisher's exact test
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Slika 14. Raspodjela genotipova (A) i alela (B) za COMT polimorfizam rs4680 u skupini

kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.
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Kao $to je prikazano u Tablici 9. i Slici 15., u slu¢aju kada su ispitanici podijeljeni na nosioce
genotipa AA i nosioce alela G (P=0,7559; Fisher's exact test) ili na nosioce genotipa GG i
nosioce alela A (P=0,6399; Fisher's exact test) polimorfizma rs4680 nije bilo statisticki

znacajnih razlika izmedu kontrolne skupine i pacijenata sa shizofrenijom.
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Slika 15. Raspodijela nosioca AA naspram G (A) i nosioca GG naspram A (B) za COMT

polimorfizam rs4680 u skupini kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.
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Tablica 9. Brojnost i frekvencije nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela G i nosioca
genotipa GG u odnosu na nosioce alela A za polimorfizam rs4680 u grupi kontrolnih ispitanika

I ispitanika sa shizofrenijom.

N (%) Nosioci AA | Nosioci G Nosioci GG Nosioci A
Kontrola 28 (29,17) 68 (70,83) 25 (26,04) 71 (73,96)
Shizofrenija | 29 (26,85) 79 (73,15) 32 (29,63) 76 (70,37)

P=0,7559; Fisher's exact test P=0,6399; Fisher's exact test

Programom ,,Haploview version 4.2 utvrdili smo haplotipski blok polimorfizama rs4818 i
rs4680 gena COMT u svih ispitanika. Za navedene polimorfizme utvrden je visok stupanj
neravnoteze udruzivanja (engl. linkage disequilibrium, LD) (Slika 16.), gdje LD vrijednost

iznosi 92, §to upucuje da se ova dva polimofizma vrlo vjerojatno nasljeduju zajedno u bloku.

rs4a818
rs4620

Slika 16. Prikaz LD vrijednosti (LD=92) izmedu polimorfizama rs4818 i rs4680 gena COMT

dobiven pomoc¢u programa Haploview u svih ispitanika (izvorna slika).

Haplotipskom analizom utvrdena su 4 najcesca haplotipa u ispitivanom uzorku (CA, GG,
CG i GA), i kao sto je prikazano u Tablici 10. utvrdena je znacajna razlika u ucestalosti
haplotipa CG (P=0.0436, y2-test) izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika sa

shizofrenijom.
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Tablica 10. Ucestalost haplotipova za polimorfizme rs4818 i rs4680 gena COMT u skupini

kontrolnih ispitanika i bolesnika sa shizofrenijom.

Haplotip Kontrolni ispitanici Bolesnici sa shizofrenijom
CA 0,514 0,466 %2=0,913; P=0,3392
GG 0,389 0,346 x2=0,801; P=0,3708
CG 0,096 0,163 x2=4,07; P=0,0436
GA 0,002 0,025 x2=3,75; P=0,0528

Vrijednosti su prikazane kao ucestalost (frekvencija) pojavljivanja i usporedene y2-testom.

Tablica 11. Klinicke osobine pacijenata sa shizofrenijom.

Dob pocetka bolesti (godine) 24,66 + 8,65
Broj hospitalizacija 7,39 + 8,48
PANSS ljestvica (ukupni broj bodova) 66,84 + 15,80
PANSS pozitivna podljestvica (broj bodova) 12,43 + 4,35
PANSS negativna podljestvica (broj bodova) 20,84 £ 5,75
PANSSS ljestvica opce psihopatologije (broj bodova) 33,57+ 7,77
PANSS-D podljestvica (broj bodova) 752 +2,.84
CDSS ljestvica (broj bodova) 2,42 + 3,06
Refrakterni na terapiju N(%o) 19 (17,59)
Pokusaj suicida N(%) 28 (25,93)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarndna devijacija ili kao broj i postotak.

U Tablici 11. prikazane su klinicke osobine pacijenata sa shizofrenijom, kao §to su prosje¢na
dob pocetka bolesti (24,66 + 8,65), prosjecan broj hospitalizacija (7,39 + 8,48), prosjecan
ukupan broj bodova na PANSS ljestvici (66,84 + 15,80), prosjecan broj bodova na PANSS
pozitivnoj podljestvici (12,43 £+ 4,35), PANSS negativnoj podljestvici (20,84 + 5,75), PANSS
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ljestvici opce psihopatologije (33,57 = 7,77), PANSS-D podljestvici (7,52 + 2,84), CDSS
ljestvici (2,42 + 3,06), kao i broj pacijenata refrakternin na terapiju (19, 17,59%) i broj
pacijanata koji su pokusali suicid (28, 25,93%).

Kada su ispitanici sa shizofrenijom podijeljeni prema genotipu rs4818 polimofizma nisu
utvrdene znacajne razlike u ukupnom broju bodova na PANSS-D ljestvici, ali je utvrdena
statisticki znacajna razlika (P=0,0188; Kruskal-Wallis test) u simptomu Osjecaj krivnje na
PANSS-D ljestvici (Tablica 12.). Naime, nosioci CG imali su znac¢ajno manji broj bodova

(P=0,0152; Dunn's multiple comparisons test) za taj simptom u odnosu na nosioce GG genotipa.

Tablica 12. Ukupan broj bodova na PANSS-D ljestvici i na pojedinim simptomima PANSS-

D ljestvice u ispitanika sa shizofrenijom podijeljenih prema genotipu COMT rs4818

polimofizma.
Bodovi na PANSS-
) o CC CG GG
D podljestvici
) P=0,1252; Kruskal-
Ukupan broj 7,787 £3,071 | 6,929 + 2,645 | 8,158 + 2,522 _
Wallis test
Zabrinutost o P=0,0861; Kruskal-
2,021+1,189 | 1,619+0,936 | 2,053+0,911 _
fizickom zdravlju Wallis test
. P=0,4546; Kruskal-
Anksioznost 2,213 +£0,883 | 2,214+1,001 | 2,421 +£0,838 ]
Wallis test
P=0,0188; Kruskal-
Wallis test
Osjecaj krivnje 1,532 +0,997 | 1,310+ 0,8968 | 1,737 + 0,806 P=0,0152;CG vs.
GG:; Dunn-ov test
multiple komparacije
N P=0,5480; Kruskal-
Depresija 2,021 +£1,151 | 1,786 +1,025 | 1,947 +£0,970 ]
Wallis test

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Vezano za polimorfizam rs4680, nije bilo znacajnih razlika u ukupnim bodovima na PANSS-

D ljestvici, kao niti u bodovima za pojedine simptome na PANSS-D ljestvici izmedu ispitanika

sa shizofrenijom koji su nosili AA, AG i GG genotipove (Tablica 13.).
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Tablica 13. Ukupan broj bodova na PANSS-D ljestvici i na pojedinim simptomima PANSS-

D ljestvice u ispitanika sa shizofrenijom podijeljenih prema genotipu COMT rs4680

polimofizma.
Bodovi na PANSS-
) o AA AG GG
D podljestvici
) P=0,7281; Kruskal-
Ukupan broj 7,862 +3,009 | 7,383 +£2.817 | 7,406 + 2,769 )
Wallis test
Zabrinutost o P=0,8404; Kruskal-
1,931 £1,280 | 1,830 +£1,049 | 1,875+ 0,871 )
fizickom zdravlju Wallis test
) P=0,598; Kruskal-
Anksioznost 2,310+ 0,891 | 2,319 +£0,980 | 2,094 + 0,856 )
Wallis test
P=0,4516; Kruskal-
Osjecaj krivnje 1,586 +£1,119 | 1,362 £0,819 | 1,563 +£0,914 _
Wallis test
y P=0,9115; Kruskal-
Depresija 2,034+ 1,210 | 1,872 £1,055 | 1,875+ 0,975 ]
Wallis test

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost = standardna devijacija.

Za rs4818 polimorfizam nije bilo zna¢ajnih razlika u ukupnom broju bodova na CDSS ljestvici,

kao niti u broju bodova za pojedine simptome na CDSS ljestvici u ispitanika sa shizofrenijom
sa CC, CG i GG genotipom (Tablica 14.).
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sa shizofrenijom podijeljenih prema genotipu COMT rs4818 polimofizma.

Tablica 14. Broj bodova na CDSS ljestvici (ukupan i po pojedinim simptomima) u ispitanika

CDSS bodovi CC CG GG
) P=0,8244; Kruskal-
Ukupan broj 2,426 £3,174 | 2.214+2,728 | 2,842+ 3,563 )
Wallis test
y P=0,9763;Kruskal-
Depresija 0,468 +£ 0,687 | 0,452+0,593 | 0,474+0,772 _
Wallis test
P=0,8114;Kruskal-
Beznadnost 0,362+ 0,605 | 0,357+0,759 | 0,316 + 0,582 _
Wallis test
P=0,9851; Kruskal-
Samoomalovazavanje | 0,362 +0,764 | 0,309 + 0,563 0,474 = 1,020 )
Wallis test
P=0,5396; Kruskal-
Osjecaj krivnje 0,064 +£0,323 | 0,048+0,215 | 0,263+ 0,806 _
Wallis test
P=0,3525; Kruskal-
Patoloska Krivnja 0,213+0,463 | 0,190=+0,505 | 0,316 +0,478 _
Wallis test
. . P=0,7627; Kruskal-
Jutarnja depresija 0,425+ 0,744 | 0,309 +£0,643 | 0,368 = 0,684 ]
Wallis test
P=0,3042; Kruskal-
Rano budenje 0,106 +0,477 | 0,214 +0,565 | 0,158 +£0,375 _
Wallis test
) P=0,5046; Kruskal-
Samoubojstvo 0,064 £0,247 | 0,072 +0,261 0,000 £ 0,000 ]
Wallis test
P=0,3929; Kruskal-
Uocena depresija 0,362 + 0,529 | 0,262+ 0,445 0,474+ 0,612 ]
Wallis test

Vrijednosti su izraZene kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Kada su ispitanici sa shizofrenijom podijeljeni prema genotipu rs4680 polimofizma nisu
utvrdene znacajne razlike u ukupnom broju bodova na CDSS ljestvici, no utvrdena je statisticki
znacajna razlika (P=0,0475; Kruskal-Wallis test) u simptomu Rano budenje na CDSS ljestvici
(Tablica 15.). Naime, nosioci AA imali su znac¢ajno manji broj bodova (P=0,0412; Dunn's

multiple comparisons test) za taj simptom u odnosu na nosioce AG genotipa.
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Tablica 15. Broj bodova na CDSS ljestvici (ukupan i po pojedinim simptomima) u ispitanika

sa shizofrenijom podijeljenih prema genotipu COMT rs4680 polimofizma.

CDSS bodovi AA AG GG
) P=0,9952; Kruskal-
Ukupan broj 2,517 £3,377 | 2,340 £2,823 | 2,438 +£ 3,192 _
Wallis test
.. P=0,8455; Kruskal-
Depresija 0,448 + 0,736 | 0,447 + 0,619 | 0,500 + 0,672 _
Wallis test
P=0,5253; Kruskal-
Beznadnost 0,414 £ 0,682 | 0,383 +£0,709 | 0,250 &+ 0,568 )
Wallis test
P=0,5105; Kruskal-
Samoomalovazavanje | 0,517 £0,911 | 0,277 + 0,540 | 0,344 + 0,827 )
Wallis test
P=0,3633; Kruskal-
Osjec¢aj krivnje 0,069 + 0,258 | 0,042 +0,292 | 0,187 + 0,644 _
Wallis test
P=0,7081; Kruskal-
Patoloska Krivnja 0,241 £0,577 | 0,191£0,449 | 0,250 + 0,440 _
Wallis test
) . P=0,9258; Kruskal-
Jutarnja depresija 0,414+ 0,733 | 0,362 +£0,705 | 0,344 + 0,653 ]
Wallis test
P=0,0475; Kruskal-
Wallis test
P=0,0412; AA vs.
Rano budenje 0,000 + 0,000 | 0,234 +0,560 | 0,187 0,592
AG Dunn's
multiple
comparisons test
) P=0,8466; Kruskal-
Samoubojstvo 0,034 +£0,186 | 0,064 +0,247 | 0,062 £+ 0,246 ]
Wallis test
P=0,8554; Kruskal-
Uocena depresija 0,379 £ 0,561 | 0,340 +0,479 | 0,312+ 0,535 ]
Wallis test

Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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5. RASPRAVA
5.1. Demografski i klini¢ki podaci

U istrazivanje je uklju¢eno 204 ispitanika, od toga 173 muskarca i 31 Zena. Ovaj relativno mali
broj ukljucenih ispitanika, posebice za genetske studije, predstavlja nedostatak ovog
istrazivanja. Primje¢ena je znacajna razlika raspodjele osoba po dobi i spolu izmedu kontrolne
skupine i shizofrenih ispitanika, sto je potencijalno moglo utjecati na rezultate. Naime, u skupini
pacijenata sa shizofrenijom bilo je znacajno viSe Zena, dok su u kontrolnoj skupini prevladavali
muskarci. Takoder kontrolna skupina bila je znaajno starija od skupine bolesnika sa
shizofrenijom. S obzirom na ove nedostatke naSeg istrazivanja, u budu¢im studijama treba bolje
uskladiti istraZivane skupine. U ostalim istraZenim parametrima (pusenje 1 BMI) nije uocena
znacajna razlika izmedu pacijenata sa shizofrenijom i kontrolne skupine. Nadalje, analizom
klini¢kih osobina ispitanika sa shizofrenijom mozemo zakljuciti da su relativno mladi, ali da
ve¢ imaju znacajan broj hospitalizacija. Takoder, iako imaju relativno velik broj ukupnih
bodova na PANSS ljestvici kao i na PANSS pozitivnoj i negativnoj te podljestvici za opcu
psihopatologiju, ukljuceni shizofreni bolesnici imaju relativno mali ukupan broj bodova na
PANSS-D i CDSS ljestcicama za depresiju kao i nevelik broj pokusaja suicida. Relativno niska
razina depresivnih simptoma u ukljucenih shizofrenih bolesnika mozda se moze objasniti

njithovom mladom dobi i ¢injenicom da ih ve¢ina dobro odgovara na terapiju.

Za svaki od istrazenih polimorfizama (rs4818 i rs4680) provjerena je ucestalost genotipova u
kontrolnoj i skupini shizofrenih pacijenata te je uoceno da su ucestalosti opazenih genotipova
polimorfizama bile su u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom (HWE). Testiranje
skladnosti uzoraka s HWE obi¢no se koristi kako bi se kontrolirala kvaliteta genotipizacije
velikih uzoraka, odnosno ona tvrdi da su frekvencije gena i genotipova u velikoj populaciji u
kojoj dolazi do slu€ajnog parenja, stalne. Glavni razlozi zbog kojih bi moglo do¢i do odstupanja
od HWE-e jesu stratifikacija populacije (Wang i Shete., 2017), geneticki drift (Freedman i sur.,
2004), pogreska u genotipizaciji (Chen i sur., 2017) i prirodna selekcija (Lachance, 2009). Kada
bi doslo do takvog odstupanja, ono bi moglo biti posljedica bolesti u cijeloj populaciji, te bi

ukazivalo na heterogenu geneticku osnovu bolesti (Nielsen i sur., 1999).

5.2. Polimorfizam rs4680

U podrucjima mozga gdje je koli¢ina dopaminskog prijenosnika niska (npr. prefrontalna kora),
COMT razgraduje dopamin i time ima glavnu ulogu u njegovoj regulaciji (Bhakta i sur., 2012).
U eksonu 4 gena COMT, nalazi se visoko funkcionalni polimorfizam rs4680 (Weinshilboum i
sur., 1999) u kojem dolazi do zamjene adenina gvaninom, $to rezultira u zamjeni aminokiseline
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Val, aminokiselinom Met (Val'®158Met) (Zivkovic i sur., 2013). Ovaj polimorfizam mijenja
aktivnost enzima tako Sto je Met alel termolabilan i puno nestabilniji od Val alela (Nikolac
Perkovic i sur., 2017). Neke studije povezuju rs4680 polimorfizam sa shizofrenijom (Gonzalez-
Castro i sur., 2016; Egan i sur., 2001; Voisey i sur., 2012; Wonodi i sur., 2003), dok neke druge
ne potvrduju tu asocijaciju (Munafo i sur., 2005; Nikolac i sur., 2013; Chen i sur. 2004; Fan i
sur., 2005; Galderisi i sur. 2005; Park i sur., 2002; Martorell i sur., 2008). U skladu sa studijama
koje nisu utvrdile povezanost rs4680 polimorfizma sa shizofrenijom su i rezultati ovog rada
koji pokazuju da se raspodjela genotipova kao i raspodjela pojedinih alela polimorfizma rs4680
nije znacajno razlikovala izmedu ispitanika sa shizofrenijom i kontrolne skupine. Kada su
ispitanici sa shizofrenijom podijeljeni prema genotipu rs4680 polimofizma nisu utvrdene
znacajne razlike u ukupnom broju bodova na PANSS-D ljestvici, kao ni u bodovima za
pojedine simptome na istoj ljestvici. No, testiranjem primjenom CDSS ljestvice utvrdena je
statistiCki znacajna razlika izmedu nosioca razli¢itih genotipova rs4680 polimorfizma u broju
bodova za depresivni simptom Rano budenje, $to dovodi polimorfizam rs4680 (genotip AA) u
povezanost sa simptomom depresije kod shizofrenih bolesnika. Iako pretraZivanjem nisu
pronadene studije koje bi istrazivale povezanost polimorfizama rs4680 i depresivnih simptoma
u shizofreniji, nekoliko autora provelo je istrazivanja koja dovode u korelaciju negativne
simptome shizofrenije s polimorfizmom rs4680. Negativni simptomi se u odredenoj mjeri
poklapaju sa depresivnim simptomima (npr. anhedonija, abulija, alogija, manjak motivacije,
avolicija i socijalna povuéenost) (Samsom i Wong 2015), stoga se izmedu njih moze povucéi
paralela. Pelayo-Teran i suradnici (2008) su na uzorku od 169 oboljelih od shizofrenije
proucavali odnos Val*®®Met polimorfizma i klini¢kih karakteristika u prvoj psihoti¢noj epizodi
te su pronadli korelaciju kod pacijenata s Val**® homozigotnim genotipom i vi§im stupnjem
ozbiljnosti negativnih simptoma na pocetku bolesti. Takoder, Stefanis i suradnici (2004)
pronasli su povezanost Val**® alela i negativnog shizotipa u velikom uzorku (543 mlada
muskarca) nepsihoti¢nih pacijenata. Oprecno tim istraZzivanjima, Chen 1 suradnici (2011)
istrazivali su asocijaciju rs4680 te nekih drugih polimorfizama i psihopatoloskih simptoma kod
224 Kineza. Koristili su PANSS ljesticu u svom istraZivanju te nisu pronasli znacajnu razliku
u ucestalosti alela ili genotipa izmedu shizofrenih pacijenata i kontrolnih ispitanika. Razlog
tome moze biti §to su Chen i suradnici (2011) istrazivanje provodili na ljudima Zute rase, dok
su Pelayo-Teran i suradnici (2008) te Stefanis i suradnici (2004) svoje istrazivanje bazirali na

bijeloj populaciji.
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5.3. Polimorfizam rs4818

Polimorfizam rs4188 gena COMT je polimorfizam u kojem dolazi do supstitucije citozina i
gvanina na kodonu 86 S-COMT-a ili kodonu 136 MB-COMT-a, §to rezultira zadrzavanjem
leucina u proteinskoj sekvenci. Varijanta G alela COMT rs4818 polimorfizma povezuje se sa
vecom aktivnosti COMT-a, a posljedi¢no time manjom prefrontalnom koncentracijom
dopamina (Roussos i sur., 2008). Polimorfizam rs4818 odgovoran je za vecu varijaciju
aktivnosti COMT-a, nego COMT rs4860 polimorfizam (Nackley i sur., 2006). Neke studije ne
povezuju rs4818 polimorfizam sa shizofrenijom (Chen i sur., 2011; Li i sur., 2012), dok neke
pronalaze asocijaciju s negativnim simptomima shizofrenije ukoliko se rs4818 nalazi u
haplotipu s polimorfizomom rs740603/G alel (Li i sur.,, 2012.). U skladu sa ranijim
istrazivanjima koja nisu utvrdila povezanost rs4818 polimorfizma sa shizofrenijom, rezultati
ovog rada pokazuju da se raspodjela pojedinih alela i genotipova polimorfizma rs4818 ne
razlikuju znacajno izmedu ispitanika sa shizofrenijom i kontrolne skupine. Testiranjem
ispitanika sa shizofrenijom podijeljenih prema genotipu rs4818 polimorfizma nisu utvrdene
znacajne razlike u ukupnom broju bodova na PANSS-D ljestvici. Medutim, utvrdena je
statistiCki znaCajna razlika izmedu shizofrenih bolesnika koji su nosili razli¢ite genotipove
rs4818 polimorfizma u broju bodova za depresivni simptom Osjecaj krivnje na istoj ljestvici.
Polimorfizam rs4818 (genotip CG) moze se stoga povezati sa jednim od depresivnih simptoma
shizofrenije (Osjecaj krivnje). Testiranjem shizofrenih pacijenata primjenom CDSS ljestvice
nije pronadena znaCajna razlika u broju bodova za pojedine depresivne simptome ili
sveukupnom broju bodova na CDSS ljestvici. Premda izravna povezanost polimorfizma rs4818
1 depresivnih simptoma u shizofreniji dosad nije istrazena, neke studije obuhvatile su
povezanost rs4818 polimorfizma i negativnih simptoma shizofrenije, koji se dovode u vezu sa
depresivnim simptomima. Li i suradnici (2012) istrazivali su asocijaciju polimorfizama gena
COMT 1 negativnih simptoma u shizofreniji na uzorku od 284 pripadnika Zute rase. Za
odredivanje psihopatologije pacijenata koristili su PANSS ljestvicu. Polimorfizam rs4818
povezali su u slabu asocijaciju s negativnim simptomima shizofrenije (p=0.054), no nije
otkriven zna€ajan doprinos polimorfizma rs4818 za razvitak shizofrenije. Sli¢ne rezultate
dobile su i neke druge studije koje su ukljucivale ispitanike Zzute rasi prilikom istrazivanja
asocijacije COMT gena i shizofrenije (Tsai i sur., 2004; Yu i sur., 2007; Chen i sur., 2011).
Sagud i suradnici (2018) istrazivali su genotipsku i haplotipsku povezanost rs4680 i rs4818
polimorfizama gena COMT u shizofreniji otpornoj na terapiju. Na uzorku od 270 shizofrenih
pacijenata, bijele rase i Europskog podrijetla, nisu pronasli znacajnu genotipsku asocijaciju

polimorfizma rs4818 i shizofrenije.
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5.4. NeravnoteZa udruZivanja alela i haplotipovi gena COMT

U istrazivanjima Hoenicke i suradnika (2010) i Sagud i suradnika (2018) pokazano je da su
polimorfizmi rs4680 i rs4818 u neravnotezi udruzivanja (eng. linkage disequilibrium, LD).
Naime, za neke lokuse smatra se da su u LD-u kada je frekvencija asocijacije njihovih razli¢itih
alela veca ili manja u odnosu na ocekivano kada bi lokusi bili nezavisni i povezani nasumic¢no.
Rezultati ovog istrazivanja utvrduju visok stupanj neravnoteze udruzivanja polimorfizama
rs4680 1 rs4818, sto upucuje da se ova dva COMT polimorfizma vrlo vjerojatno nasljeduju
zajedno u haplobloku. Iste rezultate dobili su i Hirasawa-Fujita i suradnici (2018), odnosno
utvrdili su da se polimorfizmi rs4680 i rs4818 nasljeduju u istom haplobloku. Haplotipskom
analizom u ovom istrazivanju utvrdena su 4 najéeSca haplotipa u ispitivanom uzorku te je
utvrdena znacajna razlika u ucestalosti haplotipa CG izmedu shizofrenih pacijenata i kontrolnih
ispitanika odnosno utvrdena je povezanost haplotipa CG sa shizofrenijom. Wang i suradnici
(2010) istrazivali su asocijaciju COMT gena i negativnih simptoma u kroni¢noj shizofreniji. Na
uzorku od 290 nesrodnih shizofrenih pacijenata proveli su testiranje PANSS ljestvicom. U
skladu s naSim rezultatima, istrazivanjem razlic¢itih haplotipova pronasli su znacajnu asocijaciju
haplotipa rs4633-rs4680 i negativnih simptoma shizofrenije. Sli¢no istrazivanje proveli su i Li
i suradnici (2012) gdje su testirali povezanost haplotipa i negativnin simptoma kod 284
shizofrenih pacijenata te su otkrili asocijaciju haplotipa rs740603(G)-rs4818(G) i negativnih
simptoma shizofrenije, pogotovo u Zenskih pacijentica. U navedenim studijama, koje su u
istrazivanju haplotipova ukljuéile i neki od polimorfizama rs4680 i rs4818 istrazivanih u ovome
radu, primjecena je povezanost sa negativnim simptomima shizofrenije, a onda korelacijski i sa

depresivnim simptomima shizofrenih bolesnika.

Kako je shizofrenija kao i mnogi drugi neuropsihijatrijski poremecaji vrlo komplesna, smatra
se da bi se viSe trebali istrazivati pojedini endofenotipovi poput specificnih kognitivnih,
neuropsiholoskih, neurofizioloskih ili biokemijskih pokazatelja (Gottesman i Gould, 2003).
Utjecaj odredenih gena na endofenotipove mogao bi se lakSe utvrditi od uc¢inaka gena na
kompleksne fenotipove poput shizofrenije i takvi endofenotipovi mogli bi se utvrditi ¢ak i ako
nosioci rizi¢nih alela ne pokazuju sve ili uopée ne pokazuju klini¢ke dijagnosticke simptome
(Meyer-Lindenberg i Weinberger, 2006). Depresivni simptomi kao $to su Rano budenje i
Osjecaj krivnje mogli bi predstavljati upravo takve endofenotipove shizofrenije. Naravno,
rezultati ovog istrazivanja moraju se potvrditi u daljnim studijama s ve¢im brojem ispitanika,
bolje uskladenim skupinama vezano uz spol i dob te dodatnim klinickim skalama koje se koriste

za evaluaciju depresivnih simptoma u pacijenata sa shizofrenijom.
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6. ZAKLJUCAK

1. Istrazivane skupine kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljenih od shizofrenije znacajno
su se razlikovale u raspodjeli po dobi i spolu. Skupina bolesnika sa shizofrenijom bila
je znafajno mlada i imala je znacajno viSe zena, nego muskaraca, u odnosu na kontrolne
ispitanike, §to moze utjecati na rezultate.

2. Raspodjela genotipova za COMT rs4818 i rs4680 polimorfizme bila je u skladu s Hardy-
Weinbergovom ravnotezom u kontrolnoj skupini i u skupini shizofrenih ispitanika.

3. Raspodjela pojedinih genotipova i alela COMT varijanti rs4818 irs4680 nije se znacajno
razlikovala izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s shizofrenijom.

4. Kada su ispitanici podijeljeni na nosioce genotipa CC i alela G ili na nosioce genotipa
GG i alela C varijante rs4818 te nosioce genotipa AA i alela G ili na nosioce genotipa
GG i alela A varijante rs4680, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u raspodjeli
izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika sa shizofrenijom.

5. Analiza programom Haploview otkrila je da se oba polimorfizma (rs4680 i rs4818)
nalaze u neravnotezi udruzivanja te je identificirala 4 najc¢e$¢a haplotipa u uzorku.
Haplotipskom analizom utvrdena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti haplotipa
CG izmedu kontrolnih ispitanika i bolesnika sa shizofrenijom, pri ¢emu se navedeni
haplotip znac¢ajno ¢es¢e pojavljuje kod shizofrenih osoba.

6. Testiranjem shizofrenih pacijenata primjenom PANSS-D i CDSS ljestvica utvrdeno je
da se ukupan broj bodova depresivnih simptoma znacajno ne razlikuje izmedu ispitanika
sa shizofrenijom podjeljenih na nosioce razli¢itih genotipova s obzirom na COMT
polimorfizme rs4680 i rs4818.

7. Prilikom podjele ispitanika sa shizofrenijom prema genotipu rs4680 polimofizma
primjenom PANSS-D ljestvice nisu utvrdene znacajne razlike u broju bodova za
pojedine depresivne simptome, dok se primjenom CDSS ljestvice utvrdila znacajna
povezanost genotipa AA sa brojem bodova za depresivni simptom Rano budenje.

8. Prilikom podjele ispitanika sa shizofrenijom prema genotipu rs4818 polimofizma
primjenom PANSS-D ljestvice utvrdena je statisticki znacajna povezanost genotipa CG
sa brojem bodova za depresivni simptom Osjecaj krivnje, dok primjenom CDSS
ljestvice nisu utvrdene znaCajne razlike u broju bodova za pojedine depresivne
simptome izmedu shizofrenih nosioca razli¢itih genotipova rs4818 polimofizma.

9. Rezultati istrazivanja moraju se potvrditi u brojnijim studijama, s uskladenijim

skupinama prema spolu i dobi te dodatnim klini¢kim skalama za depresive simptome.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam u Zagrebu u Republici Hrvatskoj. Skolovanje sam zapodela 2002. godine u
osnovnoj skoli ,,Jvan Cankar* u Zagrebu. Kroz sve razrede osnovne skole bila sam odli¢na
ucenica i to me dovelo do upisivanja 11. gimnazije 2010. godine u Zagrebu, gdje sam provela
svoje srednjoskolsko doba. Tijekom srednje Skole sudjelovala sam na brojnim zupanijskim
natjecanjima iz matematike, biologije i geografije. Tamo sam razvila interes za znanost,
posebice za biologiju. Nakon poloZene mature, 2014. godine upisala sam Prirodoslovno-
matematicki fakultet u Zagrebu, smjer biologija. U rujnu, 2017. godine zavrSila sam Sveucili$ni
preddiplomski studij biologije 1 stekla akademski naziv SveuciliSna prvostupnica biologije.
Studiranje sam nastavila 2017. godine na diplomskom studiju Eksperimentalne biologije, smjer
Fiziologija i imunobiologija, na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu. U sklopu
studiranja slusala sam kolegije i pohadala vjezbe u mnogim ustanovama, poput Centra za
forenziCna ispitivanja, istrazivanja i vjesStacenja ,Ivan Vuceti¢*, Klini¢kog bolnickog centra
Zagreb, Klinicke bolnice ,,Sveti Duh®, Filozofskog fakulteta u Zagrebu, Instituta Ruder
Boskovi¢, privatnog DNA laboratorija ,,Genos®, Veterinarskog fakulteta u Zagrebu,
Antropoloskog centra i Zavoda za paleontologiju i geologiju kvartara Hrvatske akademije
znanosti 1 umjetnosti. Laboratorijsku stru¢nu praksu polozila sam na Zavodu za animalnu
fiziologiju na Bioloskom odsjeku. Uspjesno sam polozila Tec¢aj A kategorije za osposobljavanje
osoba koje rade sa pokusnim Zivotinjama. Clanica sam sekcije za fotografiju ,,Udruge studenata
biologije”. Sudjelovala sam kao pasivni ¢lan na Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja
2018. i 2019. godine te na 4. Simbiotskom tjednu na Biologiji: Simbioza i Evolucija. Aktivho
sam sudjelovala na 9. Hrvatskom kongresu farmakologije 2019. godine, gdje sam sa kolegicom
Barbarom Vui¢ prezentirala naSe istraZivanje na temu ,Jesu li digitalni lijekovi zaista
lijekovi?*‘. Tijekom svih godina studiranja sudjelovala sam na manifestaciji ,,No¢ biologije*
gdje sam ucenicima i posjetiteljima kroz radionice pokusala pribliziti razna podrucja biologije
kao Sto su forenzicka biologija, razvojna biologija ¢ovjeka 1 animalna fiziologija. Volontirala
sam kao asistentica u medicinskoj sluzbi na muskom Europskom prvenstvu u rukometu 2018.

godine u Zagrebu.
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9. PRILOZI
PRILOG A - Skala pozitivnih i negativnih simptoma i opée psihopatologije (PANSS)

Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)
1=odsutno 2=minimalno 3=slabo 4=umjereno S=umjereno jako 6=jako 7=ekstremno

POZITIVNA PODLJESTVICA (P)

1. Sumanutosti 1 2 3 4 5 6 7
2. Konceptualna dezorganizacija 1 2 3 4 5 6 7
3. Halucinatorno ponasanje 1 2 3 B 5 6 5
4. Uzbudenje 1 2 3 4 5 6 7
5. Grandioznost 1 2 3 4 5 6 7
6. Sumnji¢avost/ proganjanje 1 2 3 4 5 6 7
7. Neprijateljstvo 1 2 3 - 5 6 7

NEGATIVNA PODLJESTVICA (N)

1. Afekt tuposti 1 2 3 4 5 6 7
2. Emocionalno povlagenje 1 2 3 4 5 6 7
3. Siromastvo odnosa/ lo$ transfer 1 2 3 4 5 6 7

4. Pasivnost/ apatiéno socijalno povlatenje 1 2 3 4 5 6 7

5. Teskoée u apstraktom misljenju 1 2 3 4 5 6 7

6. Nedostatak spontanosti i nesmetanog
odvijanja konverzacije

7. Stereotipno misljenje 1 2 3 4 5 6 7

PODLJESTVICA OPCE PSIHOPATOLOGIJE (G)

!

1. Somatske brige 1 2 3 4 5 6 7
2. Anksioznost I 2 3 B 5 6 7
3. Osjecaj krivnje 1 2 3 4 5 6 7
4. Tenzija/ napetost 1 2 3 4 5 6 7
5. Manirizmi i stav tijela 1 2 3 - 5 6 7
6. Depresija =) 2 3 4 5 6 7




7. Motori¢ka retardacija 1 2 3 4 6
8. Nesuradnja 1 2 3 4 6
9. Neobi¢an sadrzaj misli 1 2 3 4 6
10. Dezorijentacija 1 2 3 4 6
11. Slaba paznja L. 2 3.4 6
12. Nedostatak procjene i uvida 1 2 3 B 6
13. Poremecaj volje 1 2 3 B 6
14. Slaba kontrola impulsa 1 2 3 4 6
15. Zaokupljenost 1 2 3 - 6
16. Aktivno socijalno izbjegavanije 1 2 3 4 6
DOPUNSKE CESTICE ZA PROFIL RIZIENE AGESIVNOSTI (S)
1. Bijes/ljutnja 1 2 3 4 6
2. Teskoce u odgadanju zadovoljenja 1 2 3 4 6
3. Afektivna labilnost 1 2 3 4 6

UKUPNI ZBROJ:
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PRILOG B- Calgary skala za depresivne simptome u shizofreniji (CDSS)

The Scale - Croatian

Ispitiva¢: Postavite prvo pitanje kao Sto je napisano. Koristite dodatna potpitanja ili opise prema potrebi.
Vremensko razdoblje se odnosi na posljednja dva tjedna, osim ako nije drugadije navedeno. Napomena:
Posljednje pitanje, pitanje br. 9, temelji se na zapaZanjima cjelokupnog razgovora.

1. DEPRESWIA: Kako biste opisali svoje raspoloZenje u posljednja dva
tjedna? Osjeéate li se dovoljno veselo ili ste u posljednje vrijeme vrio
potiSteni ili tuZni? Koliko ste &esto u posljednja dva tjedna svaki dan
(Vasim vlastitim rije¢ima)? Cijeli dan?

0. ne postoji

1. blaga Pokazuje manju tugu ili maloduSnost kod ispitivanja.

2.umjerena  Jasno vidljivo depresivno raspoloZenje u trajanju do polovice
vremena u posljednja 2 tjedna: prisutno svakodnevno.

3. jaka Znatajno depresivno raspoloZenje svakodnevnog trajanja preko
polovice vremena ometajuci normalno motoricko i socijalno
funkcioniranje.

2. BEZNADNOST: Kako vidite svoju buduénost? Vidite li ikakvu
buduénost? — ili Vam se Zivot &ini prili¢no beznadan? Jeste li digli
ruke od svega ili jo3 uvijek postoji neki razlog da se i dalje
trudite?

0. ne postoji

1. blaga Povremeno se osje¢ao beznadno u posljednja dva tiedna, ali jo§
uvijek gaji odredene nade u buducnost.

2.umjerena  Stalan, umjereni osjecaj beznadnosti u posljednja dva tjedna.
Moze ga se nagovoriti da prizna moguénost da se stanje moZe
popraviti.

3. jaka Stalan i uznemirujuci osjecaj beznadnosti.

3. SAMOOMALOVAZAVANJE: Sto mislite o sebi u odnosu na druge
ljude? Osjecate li se bolje, ne tako dobro, ili skoro isto kao i
drugi? Osjeéate li se manje vrijedni ili €ak bezvrijedni?

0. ne postoji

1. blago Malo inferiomosti; ne doseZe osjecaj bezvrijednosti.

2.umjereno  Pacijent se osje¢a bezvrijedno, ali manje od 50% vremena.

3. jako . Pacijent se osjeca bezvrijedno vise od 50% vremena. Moze ga
se navesti da prizna drugacije.

4. OSJECAJ KRIVNJE: Imate li osjecaj da Vas okrivljuju za neSto ili
¢ak da Vas pogreSno optuZzuju? Za $to? (Ne rafunajte opravdanu
krivnju ili optuZbe. Ne ratunajte deluzije o krivnji.)

0. ne postoji
1. blagi Pacijent osjeca da ga okrivijuju, ali ne i optuZuju, manje od 50%

vremena.

2.umjereni  Stalan osjecaj da ga okrivijuju i/ili povremen osje¢aj da ga
optuzuju.

3. jaki Stalan osjecaj da ga optuZuju. Kad ga se navede, priznaje da nije
tako.

5. PATOLOSKA KRIVNJA: Jeste li skloni kriviti sebe za sitnice koje ste
moZzda napravili u proSlosti? Mislite li da zasluZujete 3to se toliko
brinete o tome?

0. ne postoji

1. blaga Pacijent se ponekad osjeca prekomjerno krivim zbog nekih
manjih greSaka, ali manje od 50% vremena.

2.umjerena  Pacijent se obicno (preko 50% vremena) osjeca krivim zbog
svojih postupaka u proslosti, a njihovo znadenje preuveliava.

3. jaka Pacijent obiéno osje¢a da ga se treba okriviti za sve §to je poslo
po zlu, éak i onda kada nije za to kriv.

6. JUTARNJA DEPRESIJA: Kad ste se osjeéali potiteno u posljednja 2
tjedna, jeste li primijetili da Vam je potiStenost jafe izraZena u
neko odredeno doba dana?

0. ne postoji Nema depresije.

1. blaga Depresija postoji, ali bez dnevnih varijacija.

2.umjerena  Depresija odmah spomenuta kao jage izrazena prijepodne.

3. jaka Depresija znacajno jaca prijepodne, uz osteéeno funkcioniranje
koje se poboljava poslijepodne.

7. RANO BUPENJE: Budite li se ujutro ranije nego 3to je
uobitajeno za Vas? Koliko puta tjedno se to dogada?

0. ne postoji Nema ranog budenja.

1. blago Povremeno se budi (do dvaput tjedno) 1 sat ili vie prije
uobitajenog vremena za budenie ili budilice.

2. umjereno  Cesto se rano budi (do 5 puta tiedno) 1 sat ili vide prije
uobicajenog vremena za budenie ili budilice.

3. jako Svakodnevno se budi 1 sat ili vide prije uobitajenog vremena.

8. SAMOUBOJSTVO: Osjeéate li da Zivot nema smisla? Jeste li ikad
poZeljeli sve to okon&ati? Sto ste mislili da biste mogli u&initi?
Jeste li stvarno i pokusali?

0. ne postoji

1. blago Cesta razmisljanja da bi bilo bolje da ga nema, odnosno
povremene misli 0 samoubojstvu.

2. umjereno  Temeljito razmisljao i razradivao plan samoubojstva, ali bez
pokusaja samoubojstva.

3. jako Poku$aj samoubojstva ocito zamisljen da zavrsi smréu (tj.
sluéajno otkriven ili sredstva nisu djelovala).

9. UOCENA DEPRESLJA: Temelji se na zapaZanjima ispitivada
tijekom cjelokupnog razgovora. Pitanje “Da li Vam se plade?”,
kad se koristi u odredenim trenucima tijekom razgovora, moZe
pruZziti informacije korisne za ovo zapaZanje.

0. ne postoji

1. blaga Pacijent izgleda tuzan i Zalostan, ¢ak i tiiekom nekih dijelova
razgovora, ukljuéujuéi afektivno neutralan razgovor.

2.umjerena  Pacijent izgleda tuZan i Zalostan tijekom cijelog razgovora, s
potiStenim i monotonim glasom te je povremeno pladijiv ili na
rubu placa.

3. jaka Pacijent grca kod uznemirujucih tema, éesto duboko uzdise i
otvoreno place, ili je stalno u stanju intenzivne potistenosti ako
je ispitiva¢ siguran da je to prisutno.
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