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SAZETAK

Posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) je stresom izazvan poremecaj koji se razvija nakon
izlaganja  traumatskom dogadaju. Patofiziologija PTSP-a ukljuuje poremecaje
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degradacije dopamina, posebice u prefrontalnom korteksu. Oblik enzima s valinom se
povezuje s njegovom povecanom aktivnosc¢u. Cilj ovog diplomskog rada bilo je ispitati
povezanost genotipa obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i tezine simptoma PTSP-a
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povezanost genotipa Met/Met s manjim brojem bodova ostvarenih na PANSS podljestvicama
za kogniciju, psihoti¢ne simptome i agitaciju kod nepusaca te s vecim brojem bodova
ostvarenih na opcoj psihopatoloskoj ljestvici kod pusSaca. Zakljuéno, polimorfizam rs4680
gena COMT je povezan s teZinom pojedinih simptoma procjenjenih prema PANSS-u.
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ABSTRACT

Posttraumatic Stress Disorder (PTSD) is a stress-related disorder caused by an exposure to a
traumatic event. Pathophysiology of PTSD involves dysfunctions in dopaminergic system. A
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KRATICE

3-MT — 3-metoksitiramin

A - adenin

AADC - dekarboksilaza aromatskih L-aminokiselina
ACD - antikoagulans acid-citrat-dekstroza

CAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat

COMT - katehol-o-metil transferaza

DAT — dopaminski transporter

DLPFC — dorzolateralni prefrontalni korteks
DOPAC - 3,4-dihidroksifeniloctena kiselina
DSM-5 — Dijagnosti¢ki i statisticki priru¢nik za mentalne poremecaje, 5.izdanje
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

G — gvanin

GABA — gama-aminomaslacna kiselina

GPCR - receptori povezani s G proteinima

HPA — os hipotalamus-hipofiza-nabubrezna zlijezda
HVA — homovanili¢na kiselina

HWE- Hardy-Weinbergova ravnoteza

LC-NE - sustav locus coeruleus-norepinefrin
L-DOPA — L-3,4-dihidroksifenilalanin

MAO — monoaminooksidaza

MB-COMT — COMT vezan za membranu

Met — metionin

NFQ- utisivac fluorescencije

OAS - ljestica otvorene agresije

PANSS - ljestvica pozitivnih i negativnih simptoma
PANSScog — podljestvica PANSS za kogniciju
PANSSdep — podljestvica PANSS za depresiju
PANSSexc — podljestvica PANSS za ekscitaciju
PANSSgen — op¢a psihopatoloska ljestvica
PANSSnNeg — negativna ljestvica

PANSSpos — pozitivna ljestvica

PANSSpsy — podljestvica PANSS za psihoti¢nost



PANSStot — ukupan broj PANSS bodova

PCR — lancana reakcija polimerazom

PFC - prefrontalni korteks

PTSP — posttraumatski stresni poremecaj

SAH - S-adenozilhomocistein

SAM - S-adenozil-L-metionina

SANS - ljestvica za procjenu negativnih simptoma
SAPS -ljestvica za procjenu pozitivnih simptoma
SCID - strukturirani klinicki intervju

S-COMT - topivi citosolni oblik proteina COMT
SDS — natrijev dodecil sulfat

SNc — supstancija nigra pars kompakta

SNP — polimorfizam jedne baze

TH — tirozin hidroksilaza

TNFa — ¢imbenik nekroze tumora alfa

Val —valin

VMAT?2 — vezikularni monoaminski transporter 2
VMPFC — ventromedijalni prefrontalni korteks
VTA — ventralno tegmentalno podrucje

x%- Hi-kvadrat test
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1. Uvod

1.1. Dopaminergicki sustav

Dopamin je endogeni kateholamin koji vrsi Sirok spektar funkcija u zZivéanom tkivu (kao
neurotransmiter), ali i izvan njega (kao hormon) (Drozak i Bryta, 2005). Molekula
dopamina, ili 4-(2-aminoetil)benzen-1,2-diola (prema IUPAC-u), gradena je od kateholne
jezgre (benzenski prsten s dvije hidroksilne skupine) i etilaminskog boc¢nog lanca
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dopamine). Moze se sintetizirati direktno iz
tirozina ili indirektnim putem iz fenilalanina u dopaminergickim neuronima, ali i u perifernim
tkivima (Klein i sur., 2018). U centralnom zivéanom sustavu dopamin kontrolira motivaciju,
kogniciju, formiranje prostorne memorije, regulaciju sna, afekt, paznju, procesiranje boli,
hranjenje, njuh, hormonsku regulaciju i ponasanje. Na periferiji sudjeluje u neuromodulaciji
imunoloskog, kardiovaskularnog, gastrointestinalnog te bubreZznog sustava (Klein i sur.,

2018).

U podrucju mezencefalona, diencefalona i njusnih lukovica mozga nalaze se stani¢ne
nakupine dopaminergickih neurona (A8-A16). U ventralnom podrucju mezencefalona
lokalizirane su dvije najvece skupine: A9 u podrucju supstancije nigre i A10 u ventralnom
tegmentalnom podru¢ju (VTA) (Bjorklund i Dunnett, 2007). Cetiri glavna sustava projekcija
dopaminergickih aksona u mozgu su: nigrostrijatalni, mezolimbicki, mezokortikalni i
tuberoinfundibularni (Slika 1) (Ayano, 2016). Iz supstancije nigre pars kompakte (SNc)
zapocinje projekcija nigrostrijatalnog sustava, a zavrSava U bazalnim ganglijima, u podruc¢ju
dorzalnog strijatuma (Ayano, 2016; Bjorklund i Dunnett, 2007). Mezolimbicki sustav
ukljucuje projekciju iz VTA u podrucja amigdale, piriformnog korteksa, lateralne septalne
jezgre i nukleus akumbensa (Ayano, 2016). Iz VTA zapocinje i projekcija mezokortikalnog
sustava koja se proteze u septohipokampalnu regiju i prefrontalni korteks (PFC) (Ayano,
2016). Dopamin nigrostrijatalnog sustava povezuje se ulogom u kretanju (ucenje novih
motorickih vjestina i kontrola motoric¢kih funkcija), mezolimbickog s emocijama i sustavom
nagradivanja, a mezokortikalnog posreduje u kognitivnom i emocionalnom ponasanju
(Ayano, 2016). Naposljetku, dopamin tuberoifundibularnog sustava, koji ima inhibitornu
kontrolu nad lucenjem prolaktina, projicira se iz paraventrikularne i arkuatne jezgre

hipotalamusa u hipofizu (Ayano, 2016).
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Slika 1. Dopaminergic¢ke projekcije u mozgu. DLPFC: dorzolateralni prefrontalni korteks;
VMPFC: ventromedijalni  prefrontalni  korteks (Preuzeto i prilagodeno prema
https://basicmedicalkey.com/psychosis-and-schizophrenia/).

Dopaminergic¢ka neurotransmisija (Slika 2) se odvija preko nekoliko povezanih procesa koji
ukljuéuju sintezu, otpustanje, aktivaciju receptora, ponovni unos, katabolizam i pohranu
dopamina (Jones i Miller, 2008). Sinteza dopamina zapocinje prevodenjem tirozina u L-3,4-
dihidroksifenilalanin  (L-DOPA) pomoc¢u tirozin hidroksilaze (TH) u citosolu
dopaminergickog neurona. Zatim slijedi reakcija dekarboksilacije L-DOPA do dopamina
pomocu dekarboksilaze aromatskih L-aminokiselina (AADC) (Elsworth i Roth, 1997). Putem
vezikularnog monoaminskog transportera 2 (VMAT2) sintetizirani dopamin se iz citoplazme
sekvestrira u Kkiseli lumen sinapticke vezikule (Eiden i Weihe, 2011). Prilikom dolaska
akcijskog potencijala konformacijska promjena membranskih proteina omogucuje ulazak
iona Ca®* koji stimuliraju fuziju vezikula s membranom neurona. Procesom egzocitoze dolazi
do otpustanja sadrzaja vezikule (dopamina) u sinapti¢ku pukotinu (Elsworth i Roth, 1997).
Otpusteni dopamin se u izvanstani¢nom podru¢ju moze vezati na postsinapticke receptore
lokalizirane na dendritima 1 tijelu neurona ili na presinapticke autoreceptore (Gardner 1 sur.,
1996, 1997; Lévesque i sur., 1992). Prekid transmisije ostvaruje se uklanjanjem dopamina iz

sinapticke pukotine pomocu dopaminskog transportera (DAT) koji vra¢a dopamin u
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presinapticki neuron gdje se metabolizira. Nerazgradeni dopamin pohranjuje se u sinapticke

vezikule kako bi se ponovo mogao koristiti za prijenos signala (Jones i Miller, 2008).

Tirozin
; TH
"I’V\./:\-

J =

L-DOPA
‘ AADC

Dopaminski
COMT receptori

Slika 2. Shematski prikaz dopaminergicke neurotransmisije. TH: tirozin hidroksilaza; L-
DOPA: L-3,4-dihidroksifenilalanin; AADC: dekarboksilaza aromatskih L-aminokiselina
D2R: dopaminski receptor D2; MAQO: monoaminooksidaza; DAT: dopaminski transporter;
VMAT2: vezikularni monoaminski transporter 2; DOPAC: 3,4-dihidroksifeniloctena
kiselina; COMT: katehol-o-metil transferaza (Preuzeto i prilagodeno prema Rangel-Barajas i
Rebec, 2016).

Dva primarna katabolicka puta dopamina prikazana su na Slici 3. Aktivnos¢éu
monoaminooksidaze (MAO) i aldehid dehidrogenaze nastaje 3,4-dihidroksifeniloctena
kiselina (DOPAC) (Eisenhofer i sur., 2004; Juéarez Olguin i sur., 2016). Zatim se DOPAC

metabolizira pomocu katehol-0-metil transferaze (COMT) u krajnji produkt, homovanili¢nu



kiselinu (HVA), koja se putem urina izluuje iz organizma (Eisenhofer i sur., 2004).
Dopamin se moze razgradivati 1 izravnim metabolizmom pomoc¢u enzima COMT pri ¢emu

nastaje 3-metoksitiramin (3-MT) (Juérez Olguin i sur., 2016).

HO

Monoaminooksidaza m Katehol-o-metil
(MAO) . NH, transferaza (COMT)

HO

Aldehid Dopamin
dehidrogenaza
1|0\ | OH o 0
(8] .
HO NH,

HO
3.4-dihidroksifeniloctena

Kiselina (DOPAC) 3-metoksitiramin (3-MT)

Monoaminooksidaza
Katehol-o-metil . _ (MAO)
transferaza (COMT) o - Aldehid
HyC iO/\H/ dehidrogenaza
O

HO

Homovanili¢na
kiselina (HVA)

Slika 3. Katabolizam dopamina (Preuzeto i prilagodeno prema Juérez Olguin i sur., 2016).

Tip receptora prisutnih na membrani neurona, kao i unutarnji odgovor neurona na sekundarni
glasnik cAMP odreduju uc¢inak dopamina na ciljani neuron (Romanelli i sur., 2009).
Dopaminski receptori pripadaju velikoj skupini receptora spregnutih s G-proteinima (GPCR,
eng. G Protein Coupled Receptor) (Seeman, 2009). Pronadeni su u centralnom Ziv€anom
sustavu, ali i periferno, u krvnim zilama, srcu, bubrezima, mreznici, nadbureznim Zlijezdama
I probavnom sustavu (Ayano i sur., 2016). Do sada je opisano pet podtipova dopaminskih
receptora: D1, D2, D3, D4, D5 (Seeman, 2009). S obzirom na strukturu i farmakoloska
svojstva dodatno su grupirani u dvije podklase, receptori slicni D1 receptoru (D1, D5) i

receptori slichi D2 receptoru (D2, D3, D4) (Romanelli i sur., 2009).

Sukladno c¢injenici da su dopaminski receptori Siroko rasporedeni po mozgu, kao i da mnogo
vitalnih funkcija ovisi o njihovoj aktivaciji, poremecaji dopaminske transmisije ¢esto imaju

patoloske posljedice ukljucujuéi razne psihijatrijske i neuroloSske poremecaje (shizofrenija,



opsesivno-kompulzivni poremecaj, ovisni¢ko ponaSanje, Parkinsonova bolest, poremecaji
raspolozenja, poremecaj paznje s hiperaktivno$c¢u) (Ayano, 2016; Jones i Miller, 2008; Klein
i sur., 2018).

1.2. Katehol-o-metil transferaza

Katehol-o-metil transferaza (COMT) je enzim Kkoji inaktivira kateholamine (dopamin,
adrenalin i noradrenalin) i druge katehole mehanizmom o-metilacije (Axelrod i Tomchick,
1958; Axelrod i sur., 1958). Enzim je prvi put identificiran 1957. godine, nakon izolacije iz
jetre Stakora (Axelrod, 1957). Nakon toga je pronaden u mozgu, kao i u vecini tkiva s
poveéanom koncentracijom u jetri, bubrezima i probavnom sustavu (Ménnisto 1 Kaakkola,
1999). Enzim COMT pripada klasi | o-metiltransferaza (Lee i sur., 2019). Katehol-o-metil
transferaza katalizira prijenos metilne skupine s S-adenozil-L-metionina (SAM), kao donora,
na Kisik jedne od dviju hidroksilnih skupina (3'-OH ili 4'-OH) kateholnog supstrata uz
prisutnost iona Mg®* (Slika 4). loni Ca”* inhibiraju enzim COMT. Pokazalo se da je
metilacija 3'-OH (3-o0-metilacija ili meta-o-metilacija) ucestalija od metilacije 4'-OH (4-o-

metilacija ili para-o-metilacija) (Méannisto i Kaakkola, 1999).

COMT Mg?* OCH,
OCH';

meta -o-metilacija para -o-metilacija

Slika 4. Reakcijski mehanizam enzima COMT. R: supstituent; SAM: S-adenozil-L-metionin;
SAH: S-adenozilhomocistein; COMT: katehol-o-metil transferaza (Preuzeto i prilagodeno
prema Law i sur., 2016).

Metilacijska reakcija putem enzima COMT odvija se mehanizmom uredenim sekvencijski
(Lotta 1 sur., 1995). Komponente uklju¢ene u reakciju vezu se specificnim redoslijedom u
aktivno mjesto enzima COMT koje se nalazi u plitkom utoru na vanjskoj povrsini (Vidgren i
ur., 1994; Vidgren i Ovaska, 1997). Kofaktor SAM, ion Mg?*, molekula vode te kateholni
supstrat vezu se redom u aktivno mjesto enzima. Enzimatski kompleks razgraduje se

obrnutim redoslijedom od formiranja (Lotta i sur., 1995). Redoslijed vezanja diktiran je



poloZajem veznog mjesta za metilnu skupinu SAM-a koje se nalazi najdublje u aktivhom
mjestu enzima COMT (Vidgren i sur., 1994; Vidgren i Ovaska, 1997).

O-metilacija posredovana enzimom COMT ima vaznu fiziolosku ulogu u metabolizmu
bioloski aktivnih 1 toksi¢nih endogenih i egzogenih katehola. Supstrati reakcije su
kateholamini i njihovi hidroksilirani metaboliti, L-DOPA, kateholestrogeni, askorbinska
kiselina, dihidroindolni intermedijeri metabolizma melanina te brojni egzogeni ksenobiotici i
tvari kao $to su a-metildopa, izoprenelin, rimiterol, karbidopa, benzerazid i prehrambeni
polifenoli (Mé&nnistd i Kaakkola, 1999). Usprkos Sirokom spektru supstrata, primarna
funkcija enzima COMT je metabolizam kateholamina (Mé&nnistd i Kaakkola, 1999). Zbog
smanjene koli¢ine DAT-a, 0-metilacija putem enzima COMT predstavlja glavni metabolicki
put dopamina u PFC-u (Chen i sur., 2004; Matsumoto i sur., 2003; Yavich i sur., 2007) gdje
je dopaminska signalizacija kriticna za modulaciju kognitivnih funkcija (Goldman-Rakic i
sur., 2000). Sukladno navedenom, enzim COMT je od velikog znacaja za neuroznanost, i kao
modulator mozdane funkcije i kao meta lijekova za razne neuroloSke poremecaje u koje je

dopamin ukljuc¢en (Tunbridge, 2010).
1.2.1. 1zoforme enzima COMT

Enzim COMT je prisutan u dvije izoforme, slobodni, citosolni protein (S-COMT, eng.
Soluble COMT) i protein vezan za membranu (MB-COMT, eng. Membrane Bound COMT).
Citosolni oblik enzima graden je od 221 aminokiseline molekularne mase 24,4 kDa. [zoforma
vezana za membranu ima dodatni segment dug 50 aminokiselina vezan za N kraj proteina
koji tvori hidrofobno membransko sidro, a odgovaraju¢a molekularna masa je 30 kDa
(Ménnistd i Kaakkola, 1999). Dodatni segment izoforme MB-COMT sastavljen je od
transmembranske zavojnice duge 26 aminokiselina na N kraju te vezujuceg segmenta dugog
24 aminokiseline koji spaja transmembransku zavojnicu s katalitickom domenom enzima
(Ortowski 1 sur., 2011). Prva kristalna stuktura ljudskog enzima COMT, i to samo izoforme
S-COMT, dobivena je 2008. godine. Monomernu domenu izoforme S-COMT ¢ine B ploca od
sedam heterogenih P lanaca koja je smjestena izmedu osam a zavojnica (Rutherford i sur.,
2008) (Slika 5).



Slika 5. Tercijarna struktura ljudske izoforme S-COMT (PDB kod: 3BWM) (preuzeto iz Ma i
sur., 2013).

lako je enzim COMT S§iroko rasprostranjen u organizmu, tkivna zastupljenost dviju izoformi
se razlikuje. U vecini tkiva, posebice jetri, bubrezima i dvanaesniku, dominantni enzim je S-
COMT s malom frakcijom enzima MB-COMT. lzuzetak je jedino mozak, osobito cerebralni
korteks, gdje 70% prisutnog enzima COMT ¢ini MB-COMT, a svega 30% S-COMT
(Tenhunen i sur., 1994). U mozgu je detektirana visoka razina enzima COMT u glija
stanicma, ali i neuronima (Karhunen i sur., 1995; Rivett i sur, 1983). Prema zadnjem
istrazivanju (Chen i sur., 2011) MB-COMT se nalazi na tijelu, aksonima i dendritima
kortikalnih  neurona s C-terminalnom Kkatalitickom domenom okrenutom prema
izvanstani¢nom prostoru. Iako dijele isti spektar supstrata, kineticki mehanizam te primarnu
funkciju razgradnje kateholamina (Mannist6 i Kaakkola, 1999), MB-COMT i S-COMT se
razlikuju u specifi¢nosti za supstrat, kao i regioselektivnosti O-metilacije. Obje proteinske
izoforme preferirgju  3-O-metilaciju nad 4-O-metilacijom pri ¢emu je MB-COMT
regioselektivniji u odnosu na S-COMT. Takoder, MB-COMT ima manji kapacitet i deset
puta veci afinitet za dopamin i norepinefrin u odnosu na S-COMT S§to ga ¢ini vaZnijim za
metaboliziranje kateholamina u mozgu (Lotta i sur., 1995). Sukladno svemu navedenom,
MB-COMT je glavni oblik proteina u mozgu gdje ima vaznu ulogu u modulaciji kortikalnog
signaliziranja (Matsumoto i sur., 2003; Meyer-Lindenberg i sur., 2005). Suprotno, S-COMT
je glavni oblik u perifernim tkivima gdje je vazan za detoksifikaciju i metabolizam kateholnih

spojeva (Nunes, 2009). Medutim, jo$ uvijek ne postoji inhibitor specifican za MB-COMT



potreban za proucavanje njegove uloge u funkcijama mozga ovisnim o dopaminu. Jedini
trenutno dostupni inhibitor za kojeg je krvno-mozdana barijera propusna je tolkapon, no on

inhibira obje proteinske izoforme (Chen i sur., 2011).
1.2.2. Gen COMT

Gen COMT kodira za obje proteinske izoforme enzima COMT (Tenhunen i sur., 1994). Kod
ljudi je pozicioniran u regiji 11.2 na duljem (q) kraku 22. kromosoma (Grossman i sur., 1992;
Winqvist i sur., 1992). Ljudski gen COMT (Slika 6) organiziran je u Sest egzona i pet introna,
pri ¢emu su egzon 1 i egzon 2 nekodiraju¢i (Tenhunen i sur., 1994). Inicijacijski translacijski
kodoni (ATG) za MB-COMT i S-COMT su udaljeni 150 pb u egzonu 3, a jedan translacijski
stop kodon se nalazi u egzonu 6. Regija izmedu MB-ATG i S-ATG kodira za hidrofobnu
ekstenziju izoforme MB-COMT (Tenhunen i sur., 1994).
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Slika 6. Gen COMT i njegovi transkripti (Preuzeto iz Tenhunen i sur., 1994).

Gen je pod kontrolom dva promotora (P1 i P2). Dok uzvodni, 5', promotor P2 regulira
ekspresiju mRNA veli¢ine 1,5 kb, proksimalni promotor, P1, regulira ekspresiju mRNA
veli¢ine 1,3 kb (Tenhunen i sur., 1994). Zbog prisutnosti oba inicijacijska translacijska
kodona, propusnim mehanizmom pri inicijaciji translacije iz 1,5 kb mRNA mogu nastati obje
proteinske izoforme. Medutim, zbog smjeStaja na povoljnijem mjestu za prihvacanje
ribosoma, vecina translacije 1,5 kb mRNA zapocinje na MB-AUG. Dio promotora P1
smjesten je izmedu MB-ATG i S-ATG te se time djelomi¢no preklapa kodiraju¢a sekvenca
1,5 kb mRNA pa iz 1,3 kb mRNA moze nastati samo S-COMT (Tenhunen i sur., 1994).
Pored dva primarna COMT transkripta, Tunbridge i suradnici (2007a) su u ljudskom mozgu
otkrili i alternativne COMT mRNA .



Gen COMT se eksprimira posvuda u ljudskom organizmu s najve¢om razinom u jetri, mozgu,
bubrezima, nadbubreznim Zlijezdama i plu¢ima. Medutim, medu tkivima varira koli¢ina dva
primarna transkripta COMT. Obje mRNA COMT nalazi se u vecini ljudskih tkiva (Tenhunen
i sur., 1994). Jedino je u svim regijama ljudskog mozga pronaden samo dulji transkript (Hong
i sur., 1998; Matsumoto i sur., 2003; Tenhunen i sur., 1994). Hibridizacijskim metodama
dokazano je da se 1,5 kb mRNA eksprimira u Sesnaest ispitanih regija srediSnjeg Ziv€anog
sustava s najvecom razinom u lednoj mozdini, a najmanjoj u talamusu i amigdali (Hong i
sur.,, 1998). U regijama mozga koje podrazuju aksoni dopaminskih neurona pronadena je
najveca koncentracija 1,5 kb mRNA u DLPFC-u, znatno manja u strijatumu, a najniza u VTA
i SNc¢ (Matsumoto i sur., 2003). Na stani¢noj razini, gen COMT se primarno eksprimira u
neuronima, dok mu je ekspresija u glija stanicama vrlo niska. Ependimalne stanice u
strijatumu primjer su neneuronskih stanica s visokom razinom ekspresije gena COMT
(Matsumoto i sur., 2003).

Tkivno specifi¢na razlika u koli¢ini dvaju transkripata (Tenhunen i sur., 1994), promjena u
koli¢ini i aktivnosti proteina tijekom razvoja (Tunbridge i sur., 2007b) te razlika u aktivnosti
proteina izmedu spolova (Floderus i sur., 1981) ukazuju na kompleksnost i dinami¢nost
regulacije ekspresije gena COMT. Aktivnost promotora P1 i P2 je varijabilna. U nekim
tkivima, kao $to je jetra, oba su aktivna istovremeno, dok se u ostalim tkivima, poput mozga,
promotor P1 pokazao manje ucinkovitim (Tenhunen i sur., 1994). Brojni regulatorni elementi
pronadeni u genu COMT mogu biti uzrokom tkivno specificne ekspresije. Promotor P1 sadrzi
vezna mjesta za transkripcijske faktore Spl, HNF-4, NF-IL6 i AP-2, a promotor P2 za
transkripcijske faktore AP-2, NF-D, Ets-1 i Spl (Tenhunen i sur., 1994). Osim navedenih
transkripcijskih faktora, ekspresiju gena COMT kontroliraju i okoli$ni ¢imbenici poput
prehrambenih komponenti (Duthie i sur., 2008) i lijekova (Zhao i sur., 2001), zatim hormoni
estrogen i progesteron (Cohn i Axelrod, 1971; Salama i sur., 2007; Xie i sur., 1999), TNFa
(eng. tumor necrosis factor alpha; Tchivileva i sur., 2009) te epigenticki mehanizmi (Mill i
sur., 2006).

1.2.3. Polimorfizam rs4680 gena COMT

U cetvrtom egzonu gena COMT (Slika 7) nalazi se polimorfizam zamjene jedne baze (SNP,
eng. Single Nucleotide Polymorphism) Val'®®*®Met (rs4680). Rije¢ je o zamjeni baze gvanin

(G) u adenin (A) Sto za posljedicu ima zamjenu aminokiseline valin (Val) metioninom (Met)

na poziciji 108 (S-COMT) ili 158 (MB-COMT) (Lotta i sur., 1995). Polimorfizam rs4680
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stvara tri genotipske skupine (homozigot Val/Val, homozigot Met/Met, heterozigot Val/Met),
Sto rezultira razlic¢itom aktivno$¢u enzima uzrokovanom promjenama u njegovoj stabilnosti
(Chen i sur., 2004; Lotta i sur., 1995). Naime, aminokiselina kodirana polimorfnim mjestom
nalazi se na povrSini enzima (Vidgren i sur., 1994). Alel Met kodira za protein COMT s
manjom termostabilno§¢u i nizom aktivno$¢u pri 37°C (Chen i sur., 2004; Lotta i sur., 1995).
U post mortem ljudskom tkivu DLPFC-a, Chen i suradnici (2004) su pokazali da je aktivnost
enzima COMT u Val homozigota priblizno 40% veca nego u Met homozigota. Kod
heterozigota je uocena srednja razina aktivnosti enzima Sto je u skladu s kodominatnim
odnosom alela (Chen i sur., 2004). Time je objasSnjena uoCena trimodalna raspodjela

aktivnosti enzima COMT u ljudskoj populaciji (Floderus i sur., 1981).

Egzon 1

(%] ——
T
~ rs4680
¢
0
o
=
-

5 6

Slika 7. Prikaz polozaja polimorfizma rs4680 gena COMT. S-COMT: topivi citosolni oblik
proteina COMT; MB-COMT: COMT vezan za membranu (Preuzeto i prilagodeno prema
Williams i sur., 2007).

Polimorfizam rs4680 je ¢vrsto povezan s funkcijama PFC-a (Mier i sur., 2010). S obzirom da
je dopaminska signalizacija PFC-a kriticna za modulaciju procesa vaznih za normalno
funkcioniranje ljudskog organizma (Goldman-Rakic i sur, 2000), ne iznenaduje ¢injenica da
se ovaj polimorfizam povezuje s razlicitim fenotipovima i patologijama ukljucujuci
poremecaje kognitivnih funkcija (Egan i sur., 2001), shizofreniju (Schiffman i sur., 2002),
opsesivno-kompulzivni poremecaj (Pooley i sur., 2007), depresiju (Massat i sur., 2005),
agresiju (Jones i sur., 2001), rak dojke (Huang i sur., 1999) i posttraumatski stresni poremecaj
(Boscarino i sur., 2011; Clark i sur., 2013).
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1.3. Posttraumatski stresni poremecaj

Posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) je psihijatrijski poremecaj uvjetovan stresorom, a
moze se razviti u osoba izravno ili neizravno izlozenih zivotno ugrozavaju¢im situacijama
koje uklju¢uju smrtnu opasnost, ozbiljnu fizi¢ku povredu i seksualno nasilje, a predstavljaju
prijetnju psihickom ili fizickom integritetu osobe (APA, 2013). Prema najnovijem izdanju
Dijagnosti¢kog i statistickog priru¢nika za mentalne poremecaja, DSM-5, (APA, 2013) PTSP
se svrstava u kategoriju poremecaja povezanih s traumom i stresom. Vrste stresora ili
traumatskih dogadaja koji mogu izazvati nastanak PTSP-a su razli¢iti. Obuhvacdaju tesSke
nezgode, prirodne katastrofe, kriminalne napade, ratne traume i nasilje nad civilima, psihicko
nasilje, seksualne napade, nasilje u kuéi i obitelji, fizicko zlostavljanje ili ozbiljno
zanemarivanje u djetinjstvu, traumu povezanu s obavljanjem posla ili svjedocenje

traumatskom dogadaju (Kozari¢-Kovaci¢ i sur., 2007).

Posttraumatski stresni poremecaj pogada izmedu 1,3% i 12,2% ljudi ovisno o ispitivanoj
populaciji (Shalev 1 sur., 2017). Uocena je veca stopa prevalencije u drustvenim skupinama
kao Sto su ratni veterani (Hoge i sur., 2006; Seal i sur., 2007) te medu osobama koje su
prezivjele silovanje, zatoCenistvo, etnic¢ki i politiCki motiviranu internaciju te genocid (APA,
2013). lzuzev ratnim iskustvom izazvanog PTSP-a koji je ucestaliji kod muskaraca (Kessler i
sur., 1995), kao i kod drugih psihijatrijskih poremecaja (depresija, anksiozni poremecaji),
uocena je veca stopa prevalencije medu Zenama (Breslau 1 sur., 1997). Iako u Hrvatskoj nisu
provedena sustavna epidemioloska istrazivanja u svezi broja psihotraumatiziranih osoba u
ratu, prema podacima Vlade Republike Hrvatske procjenjuje se da je najmanje 100 000 ljudi
bilo izravno izlozeno ratnom stresoru, a puno viSe je sekundarno traumatizirano.
Pretpostavlja se da je kod prognanika i izbjeglica prevalencija PTSP-a izmedu 25 i 50%, a
kod branitelja izmedu 25-30% (Kozari¢-Kovacéi¢ i sur., 2007). U lije¢enju PTSP-a
primijenjuju se edukacija, psihosocijalna i psihoterapijska podrska i/ili psihofarmakoloske
metode (Kozari¢-Kovaci¢ 1 Pivac, 2007). Ovaj kroni¢ni i onesposobljavaju¢i mentalni
poremecaj povezan sa znacajnim stupnjem morbiditeta Zrtvi traume predstavlja cjelozivotni
problem §to zahtijeva pravovremenu i adekvatnu brigu (APA, 2013). Kako PTSP predstavlja
veliki teret drustva (Kessler i sur., 2000) te s obzirom na to da nekoliko nedavnih istrazivanja
nisu rezultirala razlikom u u¢inku izmedu placeba i alternativnih lijekova za PTSP, potrebna
su dodatna istrazivanja bazi¢nih mehanizama i putova ukljuc¢enih u ovaj poremeca (Kelmendi

i sur., 2016).
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1.3.1. Etiologija

lako je veliki udio ljudi (procjenjuje se od 50% do 85%) izlozen traumatskom dogadaju u
nekom trenutku svog zivota, samo mali dio njih naknadno razvije ustrajne simptome PTSP-a
(Kessler 1 sur., 1995). Vrsta traumatskog dogadaja, ali i individualna podloga, utjeCu na
odgovor pojedinca na traumu (Valente i sur., 2015). Stovise, osobe s odredenim rizi¢nim

¢imbenicima lakse ¢e razviti PTSP (Tablica 1) (APA, 2013).

Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak PTSP-a (prema APA, 2013.).

1. Pretraumatski Emocionalni problemi i raniji mentalni
poremecaji, spol 1 dob, osobnost, nizi
socioekonomski status i obrazovanje, niza
razina inteligencije, pripadnost etnickim
manjinama, ranija trauma, nedace tijekom
djetinjstva, obiteljska anamneza
psihijatrijskih ~ poremecaja,  genetika 1
fiziologija

2. Peritraumatski Tezina traume, dozivljena prijetnja po Zivot,
peritraumatske  emocije,  peritraumatska
disocijacija

3. Posttraumatski Negativna procjena i neadekvatna strategija
suoCavanja, razvoj akutnog  stresnog

poremecaja, dozivljeni nedostatak socijalne

.....

Medutim, multifaktorijalna etiologija ovog poremecaja, utjecana medudjelovanjem brojnih
okolisnih i genetickih ¢imbenika (Domschke i sur., 2012), i dalje je nedovoljno istrazena.
Veliki stupanj nasljednosti PTSP-a (od 30-35% pa do 70%), koji je dokazan obiteljskim
studijama i studijama na blizancima (Sack i sur., 1995; True i sur., 1993; Sartor i sur., 2012;
Yehuda i sur., 1998), ukazuje na znatan doprinos genetickih ¢imbenika patogenezi ovog
poremecaja. Pokazalo se da je PTSP sloZen poligenski poremecaj koji je povezan s genima
dopaminergickog i serotonergickog sustava, genima vaznim za regulaciju osi hipotalamus-
hipofiza-nabubrezna zlijezda (HPA), genima ukljuéenim u sustav locus coeruleus-

norepinefrin (LC-NE) i onima koji kodiraju neurotrofine (Domschke i sur., 2012; Pitman i
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sur., 2012). Osim s prethodno navedenim, povezuje ga se i s neuro-upalnim genima (Zass i
sur., 2016). U skladu s pristupom razumijevanju PTSP-a kao stresom uzrokovanog
poremecaja, najnovija istrazivanja bave se razumijevanjem genskog utjecaja u kontekstu
okolisnog stresora (Watkins i sur., 2016), kao i epigenetickim mehanizmima (Ressler i sur.,
2011). Pokazalo se da bi geneticki 1 epigeneticki ¢imbenici mogli doprinijeti ¢ak do 70%

individualne razlike u razvoju PTSP-a (Lebois i sur., 2016).
1.3.2. Klinicka slika

Posttraumatski stresni poremecaj je sloZeni poremecaj s promijenjivom klinickom slikom $to
se oCituje u vrsti prevladavajuc¢ih simptoma, vremenu njihova pojavljivanja i trajanja te
postojanju komorbiditetnih poremecaja (APA, 2013). Prema DSM-5 (APA, 2013) PTSP je
karakteriziran s ¢etiri osnovne skupine simptoma: simptomi intruzije, izbjegavanje, negativne
misli i raspoloZenje te poveéana pobudenost. Cesto specifiéni simptomi PTSP-a, poput
intruzivnih misli i sje¢anja te “flashback” iskustva, poprimaju oblik halucinacija i/ili deluzija
(Butler i sur., 1996) uz popratnu paranoju, dijeleci tako sli¢nosti s psihozama (Ivezi¢ i sur.,
2000). Dodatno, u ¢ak 30-40% slucajeva PTSP-a javljaju se psihoticki simptomi (Hamner,
1997) te se sve CeS¢e spominje psihoticki PTSP kao PTSP s izraZzenim sekundarnim
psihotickim simptomima (Compean i Hamner, 2019), ukljucujuéi pozitivne, negativne i opce
psihopatoloske simptome (Sautter i sur., 1999). Stovise, pokazano je da veterani s PTSP-om
dijele sli¢nu simptomatsku strukturu na ljestvici pozitivnih i negativnih simptoma (PANSS,
eng. Positive and Negative Syndrome Scale) s osobama oboljelim od shizofrenije
(Stefanovics i sur., 2014). Nadalje, oboljele su osobe sklone izbjegavanju aktivnosti,
znakova, sjeCanja, misli, osjecaja, stvari, ljudi i situacija usko povezanih s traumatskim
dogadajem. Takoder, karakteriziraju ih i izrazito negativni stavovi 1 ocekivanja od sebe 1
okoline, kroni¢no negativno raspolozenje, osjecaj straha, bijesa, ljutnje i srama, problemi s
pamcenjem, koncentracijom, paZnjom i spavanjem Sto sve najCeSce rezultira socijalnim
povlacenjem (APA, 2013). Posttraumatski stresni poremecaj se ¢esto povezuje s agresivnim
(Begic i Jokic-Begic, 2001) i suicidalnim ponasenjem (Kessler i sur., 1999) te pojavom
somatskih simptoma kao $to su bol, povec¢ano pojavljivanje arterijskih, gastrointestinalnih,
dermatoloskih 1 muskuloskeletnih poremec¢aja (Andreski i sur., 1998). Kroni¢nog je tijeka,
uz povratne epizode koje su najcesce povezane s izlaganjem viSestrukim traumama (Kessler,
2000). U 80% slucajeva javlja se komorbiditet s najmanje jednim poremecajem (Brady,

1997). NajceS¢e se javlja s velikim depresivnim poremecajem, panicnim poremecajem,
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alkoholizmom, ovisnos$¢u o psihoaktivnim tvarima i poremec¢ajem li¢nosti (Kozari¢-Kovacic i

Kocijan-Hercegonja, 2005; Kozari¢-Kovaci¢ i Borovecki, 2005).
1.3.3. Neurobiologija

Postraumatski stresni poremecaj utjeCe na razne bioloske sustave kao Sto su mozdani krugovi
1 neurokemija, te stanicna, imunoloska, endokrina i metabolicka funkcija. IstraZivanja
patofiziologije PTSP-a primarno su fokusirana na psihofiziologiju i neurobiologiju odgovora
na stres kao i mehanizme kondicioniranja straha (stjecanje i izumiranje) (Yehuda i sur.,
2015). Stovise, smatra se da simptomi PTSP-a predstavljaju bihevioralnu manifestaciju
abnormalne prilagodbe neurobioloskih sustava na stres izazvan svjedo¢enjem traumatskom

dogadaju (Sherin i sur., 2011).

Abnormalnosti osi HPA i sustava LC-NE predstavljaju jedne od glavnih neuroendokrinih i
neurokemijskih promjene u osoba oboljelih od PTSP-a (Sherin i sur., 2011). Manifestiraju se
hipoaktivnos¢éu osi HPA prac¢enu hipokortizolizmom (Boscarino, 1996), povecanjem
hormona koji oslobada kortikotropin u cerebrospinalnoj tekucini (Yehuda, 2006) te
hiperaktivno$éu simpatickog ziv€éanog sustava (Southwick i sur., 1999). Vaznu ulogu u
patofiziologiji PTSP-a ima dopaminski sustav (Sherin i sur., 2011). Kod osoba s PTSP-om
uoceno je povecanje plazmatske koncentracije i urinarne ekskrecije dopamina (Yehuda 1 sur.,
1992). Naposljetku, patofizologija PTSP-a ukljucuje poremecaje i drugih neurokemijskih
sustava kao $to su serotonin, GABA, glutamat, neuropeptid Y te endogeni opiodi (Sherin i

sur., 2011).

Neuroanatomski model PTSP-a (Rauch i sur., 1998, 2006), baziran na paradigmi
kondicioniranja straha, pretpostavlja poremecaj funkcije amigdale, VMPFC-a i hipokampusa.
Prema ovom modelu (Rauch i sur., 1998, 2006), amigdala je hiperaktivna $to dovodi do
pretjerane reakcije na podrazaje povezane s prijetnjom. Suprotno tome, regije VMPFC-a i
hipokampusa su hipoaktivne te ne uspijevaju inhibirati amigdalu. Nedovoljan inhibitorni
utjecaj VMPFC-a na amigdalu temelj je nedostatka izumiranja kondicioniranog straha kao i
sposobnosti suzbijanja paznje i odgovora na podrazaje povezane s traumom, kao i
emocionalne regulacije (Bremner i sur., 1995). Sukladno ¢injenici da je PTSP karakteriziran s
dvije krajnosti poremecaja emocionalne regulacije (emocionalna otupjelost i povecana
podrazljivost) (Lanius i sur., 2010), neka istrazivanja ukazuju i na hiperaktivnost amigdale

kod oboljelih osoba (Etkin i Wager, 2007). Kod pacijenata s PTSP-om uoceno je smanjenje
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volumena i funkcija hipokampusa (Bremner i sur., 1995) te smanjenje volumena VMPFC-a
(Rauch 1 sur., 2003). Novi dokazi upucuju na hiperaktivnost dorzalnog anteriornog
cingularnog korteksa tijekom kondicioniranja straha (Rougemont-Blicking i sur., 2010) i
priziva ucenja izumiranja (Milad i sur., 2009) te povecanje aktivnosti insule (Simmons i sur.,

2008).

1.4. Dopamin, COMT i PTSP

PTSP se Cesto konceptualizira kao poremecaj memorije unutar okvira kondicioniranja i
izumiranja straha (Elzing i Bremner, 2002). Upravo srediSnja uloga poremecaja memorije
upucuje na dopaminergi¢ku modulaciju kao vazan ¢imbenik patofiziologije ovog poremecaja
(Clark i sur., 2013). Stovise, pokazalo se da je razina povecanja plazmatske koncentracije i
urinarne ekskrecije dopamina sukladna ozbiljnosti simptoma PTSP-a (Yehuda i sur., 1992).
Neurotransmisija dopaminom ima klju¢nu ulogu u regulaciji kognitivnog (Goldman-Rakic i
sur., 2000) i emocionalnog (Badgaiyan i sur., 2009) procesiranja. Simptomi PTSP-a, koji
ukljucuju promjene kognitivnih procesa kao §to su poremecaji memorije, paznje, planiranja,
ucenja i rjeSavanja problema, posljedica su upravo utjecaja emocija na kognitivne funkcije
(Hayes i sur., 2012). Osobit utjecaj dopamina na kogniciju ocituje se u PFC-u pri ¢emu
kognitivne funkcije operiraju najbolje pri njegovim umjerenim razinama, dok premala ili
prevelika signalizacija dopaminom izaziva njihov poremecaj (Goldman-Rakic i sur., 2000).
Poremecaj dopaminergicke prefrontalne aktivnosti povezan je s poremecajem radne
memorije i drugih izvr$nih funkcija (Aalto i sur., 2005; Egan i sur., 2001; Goldman-Rakic i
sur., 2000) sto je uoceno u osoba s PTSP-om (Hayes i sur., 2012; Scott i sur., 2015).
Dopamin je ukljucen i u kodiranje i memorijsku konsolidaciju u hipokampusu koji je zbog
svoje funkcije postao centar istrazivanja etiologije i simptomatologije PTSP-a, o0sobito
poremecaja memorijskih procesa kao S§to je epizodi€¢ko pamcenje (Hayes i1 sur., 2017).
Izmedu ostalog, dopamin je jedan od neurotransmitera koji potencijalno najvise modulira
temeljne mehanizme straha, kondicioniranje i izumiranje (Myers i Davis, 2007). Ventralno
tegmentalno podrucje, koje je sjediste tijela dopaminergi¢kih neurona mezokortikolimbickog
dopaminskog puta, povezano je s hipokampusom i facilitacijom izumiranja kondicioniranog
straha (Menezes i sur., 2015). Poremecaji tog puta dovode do povecane generalizacije straha

koja je uo¢ena u osoba s PTSP-om (Kaczkurkin i sur., 2017).

Polimorfizam rs4680 gena COMT utjecu¢i na enzimatsku aktivnost modulira razinu

dopamina u PFC-u. Alel Met se povezuje sa snizenom aktivno$¢u enzima i povecanom
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koncentracijom prefrontalnog dopamina. Suprotno, alel Val se povezuje s poviSenom
aktivnoS¢u enzima, a time i1 snizenom koncentracijom slobodnog prefrontalnog dopamina
(Chen i sur., 2004; Swart i sur., 2011). Posljedi¢no tomu, genotip s obzirom na polimorfizam
rs4680 utjeCe na mozdane funkcije posredovane PFC-om (Egan i sur., 2001; Mier i sur.,
2010). Pleiotropan uéinak polimorfizma rs4680 na funkcije PFC-a dokazali su Mier i
suradnici (2010) u svojoj meta analizi o uc¢inku gena COMT na procesiranje kognitivnih i
emocionalnih informacija. Alel Met, koji se generalno pokazao korisnim za radnu memoriju i
izvr$ne funkcije, povezan je s manje uc¢inkovitim procesiranjem emocionalnih podrazaja, kao
1 povecanjem prefrontalne aktivnosti tijekom obavljanja emocionalnih zadataka. Suprotno
tome, osobe s genotipom Val/Val bolje funkcioniraju u afektivnim zadacima i emocionalnoj
obradi, ali pokazuju povecanje aktivnosti PFC-a tijekom obavljanja kognitivnih zadataka
(Mier 1 sur., 2010). Nadalje, iako su se nositelji alela Met pokazali uspjesSnijima i na
testovima deklarativne memorije (de Frias i sur., 2004), ipak pokazuju smanjenu otpornost na
stres, kao i smanjenu sposobnost izumiranja kodicioniranog straha (Lonsdorf i sur., 2009).
Osim toga, polimorfizam rs4680, utjeCu¢i na razinu TH, regulira sintezu dopamina u
srednjem mozgu (Akil i sur., 2003) te modulira interakciju izmedu dopaminergickih neurona
srednjeg mozga i PFC-a koja je klju¢na za motivirano ponasanje, radnu memoriju i uéenje
povezano s nagradama (Meyer-Lindenberg i sur., 2005). Nedavna istrazivanja upuéuju na
utjecaj polimorfizam rs4680 gena COMT na modulaciju metabolizma dopamina u
hipokampusu (Laatikainen i sur., 2012) te njegovu povezanost s PFC-om tijekom obrade
memorije (Bertolino i sur., 2006). Prema toni¢no-fazi¢noj dopaminskoj hipotezi (Bilder i sur.,
2004) ovaj ucinak polimorfizma rs4680 gena COMT posljedica je divergentnih zahtjeva
stabilnog nasuprot fleksibilnog prikaza pri kognitivnim u odnosu na emocionalne zadatke.
Naime, alel Met je povezan s poveénom toni¢énom subkortikalnom dopaminskom
transmisijom, smanjenom fleksibilno§¢éu u odgovoru na stimulanse te poteSko¢ama u
ucinkovitom moduliranju odabira odgovora na nove ili promjenjive okoliSne zahtjeve (Bilder
i sur., 2004). U skladu s time, alel Met povezuje se s brojnim negativnim stanjima koja imaju
afektivnhu komponentu kao Sto su povecanje osjetljivosti na bol (Zubieta 1 sur., 2003),
opsesivno-kompulzivni poremecaj u muskaraca (Pooley i sur., 2007), pani¢ni poremecaj
(Woo i sur., 2004), alkoholizam (Tiihonen i sur., 1999), bipolarni poremecéaj (Mynett-
Johnson i sur., 1998), agresivnost i osobine povezane s ljutnjom (Jones i sur., 2011). Usprkos
hipotezi o kognitivnoj fleksibilnosti (Bilder i sur., 2004), brojne studije povezuju i alel Val s
afektivnim poremecajima kao Sto su tjeskobni poremecaji (Domschke i sur., 2004), depresija

(Massat i sur., 2005) te psihoza (Avramopoulos i sur., 2002). Zbog svog utjecaja na razlicite
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emocionalne i bihevioralne funkcije, polimorfizam rs4680 gena COMT moze biti relevantan
za sklonost pojedinca razvoju PTSP-a (Clark i sur., 2013). Kao i u slu¢aju povezanosti s
drugim mentalnim poremecajima i1 ozbiljnos¢u njihove klinicke slike (Hosak, 2007), i
rezultati asocijacijskih studija izmedu polimorfizma rs4680 gena COMT i PTSP-a su
umjereni i nekonzistentni. Brojne studije upucuju da bi alel Met mogao biti alel vece
osjetljivosti na razvoj PTSP-a (Boscarino i sur., 2011; Clark i sur., 2013; Humphreys i sur.,
2014; Kolossa i sur., 2010; Valente i sur., 2011). Medutim, neka istrazivanja povezuju alel
Val s PTSP-om (Clark i sur., 2013; Goenjian i sur., 2015; Humphreys i sur., 2014). Prvotna
asocijacijska studija izmedu polimorfizma rs4680 gena COMT i razvoja PTSP-a na uzorku
zrtava genocida u Ruandi (Kolossa i sur., 2010) nije pronasla povezanost ovog polimorfizma
I cjelozivotnog PTSP-a, ali su otkrili kompleksnu interakciju izmedu genotipa obzirom na
polimorfizam rs4680 i traumatskog optere¢enja. Dok prisutnost genotipa Met/Met znacajno
povecava rizik od razvoja PTSP-a neovisno o0 ozbiljnosti traumatskog opterecenja, nositelji
alela Val pokazuju povecani rizik jedino u subjekata s teSkim traumatskim optere¢enjem. Ovi
su rezultati ponovljeni na manjoj studiji Zrtava urbanog nasilja (Valente i sur., 2011), kao i na
vecoj studiji o povezanosti PTSP-a i maligne boli (Boscarino i sur., 2011). Medutim, u studiji
Clark i suradnika (2013) i genotipovi Met/Met i Val/Val povezani su s ozbiljnijom
simptomatologijom PTSP-a. Nadalje, medu skupinom Armenaca koji su prezivjeli potres
uocena je povezanost alela Val s ozbiljnos$¢u simptoma PTSP-a (Goenjian i sur., 2015). lako
brojne studije zbog karakteristika alela Met (poremecaj afektivnih funkcija, smanjena
sposobnost izumiranja kondicioniranog straha te smanjena otpornost na stres) povezuju osobe
genotipa Met/Met s povecanim rizikom od razvoja PTSP-a (Boscarino i sur., 2011; Clark i
sur., 2013; Humphreys i sur., 2014; Kolossa i sur., 2010; Valente i sur., 2011), povezanost
1izmedu polimorfizma rs4680 1 PTSP-a ostaje 1 dalje nepotpuno razjasnjena (Li 1 sur., 2016),
upucujuci na vazanost interakcija izmedu gena i okoliSa pri razvoju ovog poremecaja. Osim
medudjelovanja gena i okoli$a, kompleksna veza izmedu polimorfizma rs4680 gena COMT i
PTSP-a ovisi i 0 genskim interakcijama i haplotipovima (Boscarino i sur., 2011; Meyer-
Lindenberg i sur., 2006). Naposljetku, konfliktni rezultati mogu biti posljedica kompleksne
prirode poremecaja koja ukljuCuje razli¢ite anatomske, fizioloSke, endokrine i psiholoSke
endofenotipove. Stoga, povezivanje sa specificnim fenotipovima predstavlja obecavajuéi
nacin za identificiranje suptilnih genskih doprinosa razli¢itim mentalnim poremecajima,

medu kojima i PTSP-a (Gottesman i Gould, 2003).
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati postoji li povezanost genotipa s obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT i tezine simptoma procijenjenih prema PANSS-u kod
ratnih veterana oboljelih od PTSP-a. Dobiveni podaci doprinijet ¢e boljem razumijevanju
etiologije i tijeka PTSP-a.
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3. Materijali i metode

3.1. Ispitanici

Istrazivanjem su obuhvacena 573 muskarca oboljela od PTSP-a izazvanog ratnim iskustvom
koji su lijeceni u Klinici za psihijatriju Vrapée u Zagrebu. Dijagnoza PTSP-a postavljena im
je koriStenjem strukturiranog klinickog intervjua (SCID, eng. Structured Clinical Interview)
za Dijagnosticki i statisticki priru¢niki za mentalne poremecaje, 5. izdanje (DSM-5) (APA,
2013). Dob ispitanika izrazena kao medijan (1.-3. kvartil) iznosila je 51 (44-59) godina.

U Klinici za psihijatriju Vrapée u Zagrebu, od strane lijeCnika psihijatra, provedena je
evalucija tezine simptoma ispitanika pomoc¢u PANSS-a te im je uzet uzorak krvi. Ljestvica
pozitivnih i negativnih simptoma je prvotno napravljena za procjenu ozbiljnosti simptoma u
osoba oboljelih od shizofrenije. Sastoji se od 30 cestica (PANSStot) koje su inicijalno
rasporedene u 3 temeljne podljestvice: pozitivna (7 Cestica, PANSSpos), negativna (7 Cestica,
PANSSneg) i op¢a psihopatoloska ljestvica (16 ¢estica, PANSSgen). Svaka se ¢estica boduje
vrijednostima od 1 do 7, a tezina psihopatologije raste na ljestvici bodovanja (1=odsustvo
simptoma, 2=minimalni simptomi, 3=blagi simptomi, 4=umjereni simptomi, 5=umjereni do
ozbiljni simptomi, 6=ozbiljni simptomi, 7=ekstremni simptomi) (Kay i sur., 1987). Osim
temeljnih podljestvica, postoje 1 dodatne (Tablica 3) kao Sto su ljestvice koje se odnose na
simptome kognitivnih smetnji (PANSScog), ekscitacije (PANSSexc), psihoze (PANSSpsy) i
depresije (PANSSdep) koje su nastala grupacijom odredenih Cestica temeljnih podljestvica te

su, uz temeljne podljestvice, i one uzete u obzir pri evaluaciji ispitanika.

Kriteriji za isklju¢ivanje iz studije su podrazumijevali prisutnost neuroloSkih poremecaja,

shizofrenije, demencija, ozljeda glave ili intelektualne inferiornosti.

Studija je provedena uz odobrenje etickog povjerenstva za istrazivanje u Klinici za
psihijatriju Vrapce, a samo uzorkovanje je provedeno nakon §to su ispitanici dali svoju

privolu u obliku potpisanog informiranog pristanka.

Uzorkovanje ispitanika je provedeno nataSte u jutarnjim satima. Uzorci venske krvi (8,5 ml)
prikupljeni su u staklene vakuumske epruvete s antikoagulansom acid-citrat-dekstroza (ACD)

uz odgovarajuce mijeSanje sadrzaja neposredno nakon vadenja krvi.
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Tablica 2. Simptomi i pripadajuce temeljne podljestvice PANSS-a

Pozitivna ljestvica
(PANSSpos)
P1 Sumanutosti

P2 Konceptualna
dezorganizacija

P3 Halucinatorno ponasanje
P4 Uzbudenje

P5 Grandioznost

P6 Sumnjicavost/proganjanje

P7 Neprijateljstvo

Negativna ljestvica
(PANSSnNeg)

N1 Zatupljen afekt
N2 Emocionalno povlacenje
N3 Siromastvo odnosa
N4 Pasivno/apati¢no
socijalno povlacenje
N5 Teskoca u apstraktnom
misljenju
N6 Nedostatak spontanosti i
nesmetanog odvijanja
konverzacije
N7 Stereotipno misljenje

Opc¢a psihopatoloska
ljestvica (PANSSgen)
G1 Somatske brige
G2 Anksioznost
G3 Osjecaj krivnje
G4 Napetost
G5 Manirizmi i stav tijela
G6 Depresija
G7 Motoricka retardacija
G8 Nesuradnja
G9 Neobican sadrzaj misli
G10 Dezorijentacija
G11 Oskudna paznja
G12 Nedostak rasudivanja i
pronicljivosti
G13 Poremecaj volje
G14 Slaba kontrola impulsa
G15 Zaokupljenost
G16 Aktivno socijalno
izbjegavanje

Tablica 3. Podljestvice PANSS-a koristene pri evaluaciji ispitanika.

Kognitivni simptomi (PANSScog)
Simptomi ekscitacije (PANSSexc)
Psihoticki simptomi (PANSSpsy)
Simptomi depresije (PANSSdep)

P2+N5+G10+G11 (Lindstrom i sur., 2012)
P4+P7+G4+G8+G14 (Svob Strac i sur., 2016)
P1+P2+P3+P6 (Svob Strac i sur., 2016)
G1+G2+G3+G6 (Kontaxakis i sur., 2000)

P:Cestice pozitivne ljestvice; N:Cestice negativne ljestvice; G:Cestice opée psihopatoloske

ljestvice
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3.2. Izolacija DNA metodom isoljavanja

Metodom isoljavanja, temeljenoj na metodi koju je uspostavio Miller sa suradnicima (Miller i
sur., 1988), izolirana je DNA iz krvi ispitanika.

Kemikalije:

e Pufer za lizu eritrocita, pH 7,6: 10 mM Tris (Trizma® base, Sigma Aldrich, SAD), 5
mM MgCl, (Kemika, Hrvatska), 10 mM NaCl (Kemika, Hrvatska)

e Pufer Na-EDTA, pH 8: 75 mM NaCl (Kemika, Hrvatska), 25 mM Na;EDTA (Fluka,
Svicarska)

e Proteinaza K (TaKaRa Bio, Japan): 20 mg/ml

e Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, SAD): 10%-tna otopina

e NaCl (Kemika, Hrvatska): 5 M otopina u reH,O
e Etanol (Gram-Mol, min. 99,5%, p.a.): 75%-tna otopina u reH,O

e lzopropanol (Gram-Mol, min. 99,5%, p.a.)
e Pufer Tris-EDTA, pH 7,6: 10 mM Tris (Trizma base, Sigma Aldrich, SAD), 1 mM
EDTA (Fluka, Svicarska)

Postupak

Pohranjeni uzorci krvi se odmrznu pri sobnoj temperaturi te se mijeSaju na valjkastoj
mijesalici 15 min dok se ne homogeniziraju. U Eppendorf epruvete od 1,5 ml izdvoji se 300
pl krvi 1 doda 900 pl hladnog pufera za lizu eritrocita. Dobivena smjesa promijesa se na
vorteks mijesalici (15-20 s) te ostavi 10 min na ledu radi lize eritrocita. Zatim slijedi postupak
centrifugiranja (13400 x g, 2 min, 4°C) pri ¢emu lizirani eritrociti ostanu u supernatantu, a
netaknuti leukociti se istaloZze. Mikropipetom se ukloni §to viSe supernatanta pazeci da se ne
digne talog. Postupak ispiranja istaloZenih leukocita puferom za lizu eritrocita ponovi se tri
puta kako bi se uklonili svi lizirani eritrociti. Na isprani talog dodaje se 300 ul pufera Na-
EDTA i dobro promijesSa na vorteks mijeSalici, potom 30 pl 10% SDS-a i 1,5 pl proteinaze K.
Eppendorf epruvete se zatvore, a sadrzaj se lagano promijesa. Slijedi inkubacija u trajanju od
2 sata na 56°C uz mijeSanje (500 rpm) pri ¢emu se leukociti liziraju. Nakon inkubacije i
hladenja uzorka pri sobnoj temperaturi dodaje se 250 ul 5M NaCl-a te se dobivena smjesa
kratko promijeSa na vorteks mijeSalici 1 centrifugira (13400 x g, 5 min, 4°C). Nakon

centrifugiranja DNA ostaje u supernatantu, a ostali stani¢ni dijelovi u talogu. Supernatant se
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prelije u nove Eppendorf epruvete te mu se dodaje 800 ul hladnog izopropanola. Eppendorf
epruvete se zatvore i nekoliko puta lagano okrenu, sve dok se ne pojavi precipitat DNA koji
se istalozi centrifugiranjem (12000 x g, 2 min, 4°C). Supernatant se odlije, a talog ispere s
250 pl 75%-tnog etanola i centrifugira pri 12000 x g, 2 min, nakon ¢ega se supernatant
ponovno odlije. Eppendorf epruvete se ocijede na papiru i ostave 15-30 min otvorene u
termobloku na 37°C, kako bi etanol ishlapio. Na talog se doda 100 pl pufera Tris-EDTA te se
uzorci ostave preko noci na sobnoj temperaturi kako bi se DNA u potpunosti otopila. DNA se
potom pohrani na -20°C. Koncentracija i Cistoéa dobivene DNA odreduje se
spektrofotometrijski pomocu uredaja NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo
Scientific). Koncentracija DNA izolirane metodom isoljavanja iz 300 pl pune krvi te

pohranjene u puferu Tris-EDTA iznosi u prosjeku oko 100 ng/pl.

2

pufer za

lizu

eritrocita
v

centrifugiranje liziranje
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t talozenje / proteina
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U centrifugiranje /g *
ispiranje —
etanolom izopropanol | centrifugiranje |

[ 1§

l - vorteks I

Slika 8. Postupak izolacije DNA iz krv metodom isoljavanja (Preuzeto iz Nikolac Perkovié,
2015)
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3.3. Genotipizacija obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT

Polimorfizam rs4680 gena COMT je polimorfizam zamjene jedne baze (G/A). Pomocu
metode lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, eng. Polymerase Chain Reaction) u stvarnom
vremenu (eng. real-time PCR) provodi se odredivanje genotipova. Lancana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu je modificirana metoda klasi¢cnog PCR-a za pouzdanu i
preciznu kvantifikaciju umnazanja specificnih molekula nukleinskih kiselina. Uz odredivanje
polimorfizma jednog nukleotida, osnovne primjene metode PCR-a u stvarnom vremenu su

apsulutna i relativna kvantifikacija.

Za potrebe odredivanja genotipova (Slika 9) reakcijska smjesa, uz DNA kalup, dNTP-ove,
pocetnice, termostabilnu DNA-polimerazu i pripadajuéi pufer, sadrzi i dvije fluorescentno
obiljezene oligonukleotidne probe koje se specificno vezu na komplementarna polimorfna
mjesta na DNA kalupu. Na 5' kraju svaka je proba obiljezena je jednom od dviju
fluorescentnih boja (VIC ili FAM). Obje probe na 3' kraju imaju vezan utiSiva¢ fluorescencije
(NFQ, eng. Non Fluorescent Quencher) koji sprje¢ava fluorescenciju kada je proba vezana za
komplementarni slijed. Termostabilna DNA polimeraza tijekom produljivanja pocetnica
svojom 5'-3' egzonukleaznom aktivnos$¢u pocijepa vezane probe. Nakon toga boja vise nije
pod utjecajem utiSivaca te pocinje fluorescirati. Pojava fluorescencije se biljezi kao signal.
Genotip pojedinog uzorka odreduje se obzirom na jacinu i1 vrstu fluorescentnog signala.
Ukoliko je zabiljeZen signal jedne boje, rije¢ je o homozigotnom genotipu, a prisutnost
fluorescencije obiju boja upucuje na heterozigotan genotip. Uredaj biljezi razinu
fluorescencije dva puta, pocetnu razinu prije pocetka reakcije umnaZzanja genomske DNA te
konacnu razinu po zavrSetku reakcije. Kao konacni rezultat raCunalni program daje ispis
razine fluorescencije za svaku boju u svakom pojedinom uzorku te dobivene rezultate

prikazuje graficki.
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Slika 9. Shematski prikaz metode lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu.
(Preuzeto iz Nikolac Perkovi¢, 2015).

Postupak

U ovom je radu za genotipizaciju obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT metodom
PCR-a u stvarnom vremenu upotrijebljena genomska DNA ispitanika prethodno izolirana iz
pune krvi metodom isoljavanja. Pri tome je upotrijebljen komercijalno dostupan komplet
‘TagMan SNP Genotyping Assay', ID: C__ 25746809_50 (Applied Biosystems, SAD) te je
prema uputama proizvodaca genotipizacija provedena u uredaju ABI Prism 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, SAD). Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu
ukupnog volumena 10 pl pripremljena je prema Tablici 4, dok su uvjeti reakcije prikazani u
Tablici 5. Slika 10 prikazuje primjer grafickog prikaza rezultata dobivenog pri odredivanju

polimorfizma rs4680 gena COMT.
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Tablica 4. Sastav reakcijske smjesa za genotipizaciju metodom lanane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu.

SASTOJAK VOLUMEN (ul)
2 x TagMan® maticna mjeSavina za 5 (konacna koncentracija 1 x)
genotipizaciju
20 x TagMan® mjesavina pocetnica i proba | 0,5 (kona¢na koncentracija 1 x)

Genomska DNA razrijedena u deH20 4,5 (kona¢na koli¢ina DNA 1-20 ng)

Tablica 5. Uvjeti reakcije genotipizacije metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu.

KORAK TEMPERATURA VRIJEME CI?(IT_CEJlA
Pocetni korak 95°C 10 min 1
Denaturacija 92°C 15s
Vezanje i produljivanje 60°C 90s 50
pocetnica
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Slika 10. Primjer grafickog prikaza rezultata genotipizacije metodom lanc¢ane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT. NTC:
negativna kontrola u kojoj nema kalup; VIC, FAM: fluorescentne boje.

3.4 Statisticka obrada podataka

U statistickom programu Sigma Stat 3,5 (Jandell Scientific Corp., SAD) provedena je analiza
dobivenih podataka. U svrhu provjere odstupanja distribucije genotipova od Hardy-
Weinbergove ravnoteze (HWE) upotrijebljen je x’-test. Numericki podaci, poput ostvarenih
bodova na ljestvici pozitivnih i1 negativnih simptoma, izmedu pojedinih skupina su, zbog
nenormalnosti distribucije testirane Kolmogorov-Smirnov testom, usporedeni pomocu
neparametrijskin Mann-Whitney, odnosno Kruskal-Wallis testa. Razina znacajnosti o

postavljena je na 0,05.
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4. Rezultati

4.1. PuSenje i ostvaren broj PANSS bodova

U istrazivanje su bila uklju¢ena 573 muskarca oboljela od PTSP-a izazvanog ratnim
iskustvom. Uzorci DNA ispitanika studije su posluzili za provodenje genotipizacije s obzirom
na polimorfizam rs4680 gena COMT. Tezina simptoma ispitanika procijenjenih prema
ljestvici PANSS usporedena je izmedu nosioca razliCitih genotipova obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT kako bi se utvrdilo postojanje povezanosti izmedu genotipa
COMT 1 tezine simptoma prema PANSS-u. S obzirom na status pusSenja ispitanici su bili
podijeljeni na puSace (> 10 cigareta po danu; N=380) i nepusace (nikad pusac; N=193). Na
svim ispitanicima napravljena je klinicka evaluacija tezine simptoma pri ¢emu je koriStena
ljestvica pozitivnih i negativnih simptoma te njezine podljestvice. Dob ispitanika i broj
bodova ostvaren na ljestvicama izrazeni su kao medijan (1.-3. kvartil). Dob ¢itave ispitivane

skupine iznosila je 51 (44-59) godina.

Zbog eliminacije potencijalnih vanjskih ¢imbenika koji bi mogli imati znacajan ucinak na
ishod eksperimenta, ponajprije se ispitao utjecaj puSenja na broj bodova koje su ispitanici
ostvarili na PANSS-u. Postojanje povezanosti pusenja i broja bodova ostvarenih na
ljestvicama (PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep, PANSSpos, PANSSneg,
PANSSgen, PANSStot) ispitano je testom Mann-Whitney (Tablica 6). Rezultati testa
pokazuju da postoji znacajna razlika izmedu pusaca i nepusaca u broju bodova postignutih na
podljestvicama za kogniciju (P=0,038) i depresiju (P=0,030), op¢oj psihopatoloskoj ljestvici
(P=0,028) te u ukupnom broju ostvarenih bodova (P=0,020) (Tablica 6). Na svim navedenim
ljestvicama puSaci su ostvarili ve¢i broj bodova u odnosu na nepusace (Tablica 6). Dobivene
razlike izmedu pusaca i nepuSaca pokazuju da ovisnost o pusenju znacajno utjece na broj
ostvarenih bodova na PANSS-u. Sukladno tome, daljnje analize su napravljene uz podjelu

ispitanika po pusenju.
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Tablica 6. Dob i bodovi ostvareni na ljestvici pozitivnih i negativnih simptoma kod
ispitanika podijeljenih po pusenju.

Pusaci (N=380) Nepusaci (N=193) Mann-Whitney test
(g?doif’]e) 51 (43-59) 51 (44-57) ﬁigiii
PANSScog 7(5-8) 6 (5-8) U:>3:208(§3800
PANSSexc 12 (10-13) 11 (10-13) Uigzoizs
PANSSpsy 6 (4-8) 6 (4-8) UljfglliQBO
PANSSdep 11 (9-12) 10 (9-11) Usjcz)i)élo’s
PANSSpos 13 (9-14) 12 (7-14) U;fgigo
PANSSneg 13 (9-14) 12 (9-14) U;fg?)?g’)go
PANSSgen 32 (30-36) 32 (28-34) U:’(Z)?)Es;s&;
PANSStot 57 (50-63) 55 (48-61) u;jcz)’?(,)z;o,o

Dob ispitanika i broj ostvarenih PANSS bodova izrazeni su kao medijan (1.-3. kvartil).
Znacajni rezultati prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Nepusac: osoba koja nikad nije
pusila; Pusaé: osoba koja pusi > 10 cigareta po danu; PANSScog: podljestvica PANSS za
kogniciju; PANSSexc: podljestvica PANSS za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS
za psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna
ljestvica; PANSSneg: negativna ljestvica; PANSSgen: opéa psihopatoloska ljestvica;
PANSStot: ukupan broj PANSS bodova; U-vrijednost statistike Mann-Whitney; P: razina
znacajnosti.

4.2. Povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i ostvarenih PANSS
bodova

Iz periferne krv ispitanika metodom isoljavanja izolirana je DNA. Na izoliranim uzorcima
DNA provedena je genotipizacija obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT pomocu
PCR-a u stvarnom vremenu. Utvrdeno je da je 153 ispitanika imalo genotip Met/Met, 279
genotip Met/Val te 141 genotip Val/Val. Kako bi se provjerilo postoji li odstupanje dobivenih
genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT od HWE proveden je y-test. Za

navedeni polimorfizam na svim ispitanicima utvrdeno je da ne postoji odstupanje raspodjele
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genotipova od HWE (4°=0,16; P=0,685). Nakon podjele po pusenju medu 380 pusaca 98
ispitanika imalo je genotip Met/Met, 186 genotip Met/Val te 96 genotip Val/Val. Nadalje,
medu 193 nepusaca 55 ispitanika imalo je genotip Met/Met, 93 Met/Val te 45 Val/Val.
Postoji li odstupanje dobivenih genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT od
HWE provjereno je x*-test-om i nakon podjele po puSenju, pri emu je ustanovljeno da ne
postoji odstupanje raspodjele genotipova od HWE niti medu pusacima (x220,17; P=0,682),
niti medu nepusacima (¥°=0,02; P=0,884). Kod obje skupine (pusadi i nepusaci) proveden je
neparametrijski Kuruskal-Wallis test u svrhu ispitivanja postojanja razlika u broju ostvarenih
PANSS bodova izmedu ispitanika razliCitih genotipova obzirom na polimorfizam rs4680
gena COMT. Kod statisticki znacajnih rezultata skupine su unakrsno usporedivane posthoc
Dunnovim testom kako bi se detektirala razlika koja najvise doprinosi znacajnom rezultatu.
Naposljetku, s ciljem provjere doprinosa pojedinog alela (Met i Val) obzirom na
polimorfizam rs4680 gena COMT broju ostvarenih PANSS bodova, koristen je Mann-
Whitney test. Pritom su ispitanici u obje skupine podijeljeni na Val nosioce (genotipovi
Val/Val, Val/Met) i Met homozigote (genotip Met/Met), odnosno Met nosioce (genotipovi
Met/Met, Met/Val) i Val homozigote (genotip Val/Val).

4.2.1. Povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i ostvarenih PANSS bodova

kod pusaca

Rezultati Kuruskal-Wallis testa kod pusaca pokazali su da izmedu osoba razli¢itih genotipova
postoji znacajna razlika (P=0,028) samo u broju ostvarenih bodova na op¢oj psihopatoloskoj
ljestvici (Tablica 7). Za taj rezultat, posthoc Dunn testom (Slika 11) utvrdena je statisti¢ki
znacajna razlika (P=0,050) izmedu genotipova heterozigota i homozigota za alel Met, pri

¢emu su heterozigoti imali niZi broj ostvarenih bodova u odnosu na osobe genotipa Met/Met.
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Tablica 7. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i ostvarenih
bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep, PANSSpos,
PANSSneg, PANSSgen i PANSStot kod pusaca.

Genoti Met/Met Met/Val Val/Val Kuruskal-Wallis

P (N=98) (N=186) (N=96) test

H=0,46

PANSScog 7 (5-8) 7(5-8) 7(5-8) P=0,794

PANSSexc 12 (10-13) 12 (10-13) 12 (10-13) i

P=0,758

H=0,00

PANSSpsy 6 (4-8) 6 (4-8) 6(4-8) P=0,098

H=2,93

PANSSdep 11 (9-12) 11(9-12) 10 (9-12) P=0231

H=0,09

PANSSpos 13 (8-14) 13 (9-14) 13 (8-15) P=0,956

H=2,00

PANSSheg 13 (9-15) 12 (9-14) 13 (10-14) P=0,367

PANSSgen 33 (31-38) 32 (29-36) 32 (30-34) e

g P=0,028

PANSStot 59 (52-66) 57 (50-62) 57 (51-61) ol

P=0,263

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znacéajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Met/Met: homozigoti za alel Met; Met/Val:
heterozigoti; Val/Val: homozigoti za alel Val; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju;
PANSSexc: podljestvica PANSS za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za
psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica;
PANSSneg: negativna ljestvica; PANSSgen: opca psihopatoloSka ljestvica; PANSStot:
ukupan broj PANSS bodova; H: vrijednost statistike Kuruskal Wallis; P: razina znacajnosti.
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Slika 11. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i ostvarenih
bodova na podljestvici PANSSgen kod pusaca (*Met/Met vs Met/Val; P=0,050; posthoc
Dunn test). Na grafu sredis$nji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila, sredi$nja
linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Met/Met: homozigoti za alel Met; Met/Val: heterozigoti; Val/VVal: homozigoti za
alel Val; PANSSgen: opca psihopatoloska ljestvica.

Nakon podjele na nosioce alela Val (Tablica 8) odnosno Met (Tablica 9), znacajna razlika
(P=0,008) dobivena je izmedu Val nosioca i Met homozigota u broju bodova na opcoj
psihopatoloskoj ljestvici (Tablica 8, Slika 12). U tom su slu¢aju Val nosioci ostvarili nizi broj

bodova u odnosu na Met homozigote (Tablica 8).

Tablica 8. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep,
PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen 1 PANSStot kod puSaca.

: Val nosioci Met homozigoti :
Genotip (N=282) (N=98) Mann-Whitney test
U=13190,00
PANSScog 7 (5-8) 7 (5-8) P=0 497
U=13132,5
PANSSexc 12 (10-13) 12 (10-13) P=0.460
U=13786,0
PANSSpsy 6 (4-8) 6 (4-8) P=0972
U=12235,0
PANSSdep 10 (9-12) 11 (9-12) P=0,088
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Val nosioci Met homozigoti

Genotip (N=282) (N=98) Mann-Whitney test
PANSSpos 13 (9-15) 13 (8-14) U;:ISE;;ZO
PANSSneg 12 (9-14) 13 (9-15) U:giiis
PANSSgen 32 (29-35) 33 (31-38) Uszléﬁ)%o
PANSStot 57 (50-62) 59 (52-66) nglgjzis

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znacajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti;
PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju; PANSSexc: podljestvica PANSS za
ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za psihoticnost; PANSSdep: podljestvica
PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica; PANSSneg: negativna ljestvica;
PANSSgen: opéa psihopatoloska ljestvica; PANSStot: ukupan broj PANSS bodova; U:
vrijednost statistike Mann Whitney; P: razina znacajnosti.
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Slika 12. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvici PANSSgen kod pusaca (U=11340,0; P=0,008; Mann-
Whitney test). Na grafu sredisnji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila,
sredi$nja linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti; Met/Met: homozigoti za alel
Met; PANSSgen: opca psihopatoloska ljestvica.
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Tablica 9. Povezanost nosioca alela Met obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep,
PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen i PANSStot kod pusaca.

Genotip M((;:\tl :;);L(;ci Val ?ﬁr:n;g)igoti Mann-Whitney test
PANSScog 7 (5-8) 7(5-8) U;:13372705
PANSSexc 12 (10-13) 12 (10-13) U;:lgggo
PANSSpsy 6 (4-8) 6 (4-8) Uszlngéﬂf
PANSSdep 11 (9-12) 10 (9-12) U;:léi?;o
PANSSpos 13 (9-14) 13 (9-15) U;:1§5997925
PANSSneg 13 (9-14) 13 (10-14) Up::1 3())5974?75
PANSSgen 32 (30-36) 32 (30-34) U:gsz?;o
PANSStot 57 (50-64) 57 (51-61) U;iggif

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znac¢ajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Met nosioci: homozigoti za alel Met i
heterozigoti; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju; PANSSexc: podljestvica PANSS
za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica
PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica; PANSSneg: negativna ljestvica;
PANSSgen: op¢a psihopatoloska ljestvica; PANSStot: ukupan broj PANSS bodova; U:
vrijednost statistike Mann Whitney; P: razina znacajnosti.

4.2.2. Povezanost polimorfizma rs4680 i ostvarenih PANSS bodova kod nepusaca

Kod nepusaca, rezultati Kuruskal-Wallis testa pokazali su da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu osoba razli¢itih genotipova u broju bodova ostvarenih na podljestvicama
PANSScog (P=0,024), PANSSexc (P=0,028) i PANSSpsy (P=0,049) (Tablica 10). Posthoc
Dunn testom utvrdena je razlika u broju ostvarenih PANSScog bodova izmedu Met
homozigota i heterozigota (P=0,022, Slika 13) i PANSSexc bodova izmedu Met homozigota i
Val homozigota (P=0,049, Slika 14), dok kod PANSSpsy bodova (Slika 15) unakrsno

ispitivanje grupa nije rezultiralo statisticki znacajnom razlikom. Osobe genotipa Met/Met su
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ostvarile manji broj bodova u odnosu na heterozigote na PANSScog, odnosno homozigote za
alel Val na PANSSexc (Tablica 10).

Tablica 10. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep,
PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen i PANSStot kod nepusaca.

Genoti Met/Met Met/Val Val/Val Kuruskal-Wallis

i (N=55) (N=93) (N=45) test

H=7,45

PANSScog 6 (5-7) 7 (5-8) 6 (5-8) o002

PANSSexc 10 (8-12) 11 (10-13) 12 (10-13) H=7,16

P=0,028

H=6,03

B 2 °(49) res P=0,049

H=3,02

PANSSdep 9(8-11) 10 (9-12) 10 (9-11) pe0 921

H=3,40

PANSSpOs 9 (7-14) 12 (8-15) 13 (9-14) P=0,183

PANSSne 11 (8-13) 12 (10-14) 12 (10-14) H=2,16

’ P=0,340

PANSSgen 30 (28-34) 32 (29-36) 32 (29-34) H=3,75

’ P=0,154

PANSStot 51 (46-61) 55 (50-63) 56 (50-59) H=4,48

P=0,106

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znac¢ajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Met/Met: homozigoti za alel Met; Met/Val:
heterozigoti; Val/Val: homozigoti za alel Val; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju;
PANSSexc: podljestvica PANSS za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za
psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica;
PANSSneg: negativna ljestvica; PANSSgen: opca psihopatoloSka ljestvica; PANSStot:
ukupan broj PANSS bodova; H: vrijednost statistike Kuruskal Wallis; P: razina znacajnosti.
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Slika 13. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i ostvarenih
bodova na podljestvici PANSScog kod nepusaca (*Met/Met vs Met/Val; P=0,022; posthoc
Dunn test). Na grafu sredisnji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila, sredi$nja
linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Met/Met: homozigoti za alel Met; Met/Val: heterozigoti; Val/Val: homozigoti za
alel Val; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju.
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Slika 14. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680gena COMT i ostvarenih
bodova na podljestvici PANSSexc kod nepusaca (*Met/Met vs Val/Val; P=0,049; posthoc
Dunn test). Na grafu sredisnji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila, sredisnja
linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se kre¢u od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Met/Met: homozigoti za alel Met; Met/Val: heterozigoti; Val/Val: homozigoti za
alel Val; PANSSexc: podljestvica PANSS za ekscitaciju.
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Slika 15. Povezanost genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i ostvarenih
bodova na podljestvici PANSSpsy kod nepuSaca (unakrsno usporedivanje grupa pomocu
posthoc Dunn testa nije rezultiralo znac¢ajnom razlikom). Na grafu sredi$nji pravokutnik
prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila, sredisnja linija prikazuje medijan, a horizontalne
linije se kre¢u od minimalne do maksimalne vrijednosti. Met/Met: homozigoti za alel Met;
Met/Val: heterozigoti; Val/Val: homozigoti za alel VVal; PANSSpsy: podljestvica PANSS za
psihoti¢nost.

Pri provjeri povezanosti prisutnosti pojedinog alela (Val ili Met) i broja ostvarenih PANSS
bodova, Mann-Whitney test (Tablica 11, Tablica 12) je pokazao postojanje znacajne razlike
izmedu Val nosioca 1 Met homozigota u broju bodova na podljestvicama PANSScog
(P=0,020, Slika 16), PANSSexc (P=0,009, Slika 17), PANSSpsy (P=0,014, Slike 18) i
PANSStot (P=0,040, Slika 19). Pritom su Val nosioci uvijek ostvarili ve¢i broj bodova u

odnosu na Met homozigote (Tablica 11).
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Tablica 11. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
postignutih bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep,
PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen i PANSStot kod nepusaca.

Genotip V?I\Ilz(l);;o)d Met (hNor:ns(;z)igoti Mann-Whitney test
PANSScog 7 (5-8) 6(5-7) U;fg?zgo
PANSSexc 11 (10-13) 10 (8-12) U;fg%%go
PANSSpsy 6 (4-8) 5 (4-7) U;fg,SOEiiO
PANSSdep 10 (9-11) 9 (8-11) U;féisl’go
PANSSpos 12 (8-15) 9 (7-14) Uljféf)%go
PANSSneg 12 (10-14) 11(8-13) U;fglfé?o
PANSSgen 32 (29-35) 30 (28-34) U;ngl%go
PANSStot 56 (50-61) 51 (46-61) Upj;?éibo

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znacéajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Val nosioci: homozigoti za alel Val i
heterozigoti; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju; PANSSexc: podljestvica PANSS
za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica
PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica; PANSSneg: negativna ljestvica;
PANSSgen: op¢a psihopatoloska ljestvica; PANSStot: ukupan broj PANSS bodova; U:
vrijednost statistike Mann Whitney; P: razina znacajnosti.
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Slika 16. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvici PANSScog kod nepusaca (U=2989,00; P=0,020; Mann-
Whitney test). Na grafu sredi$nji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila,
sredi$nja linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se kre¢u od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti; Met/Met: homozigoti za alel
Met; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju.
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Slika 17. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvici PANSSexc kod nepusaca (U= 2884,00; P=0,009; Mann-
Whitney test). Na grafu sredisnji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila,
srediSnja linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti; Met/Met. homozigoti za alel
Met; PANSSexc: podljestvica PANSS za ekscitaciju.
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Slika 18. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvici PANSSpsy kod nepusaca (U=2958,50; P=0,014; Mann-
Whitney test). Na grafu sredi$nji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila,
sredi$nja linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti; Met/Met: homozigoti za alel
Met; PANSSpsy: podljestvica PANSS za psihoti¢nost.
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Slika 19. Povezanost nosioca alela Val obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
ostvarenih bodova na podljestvici PANSStot kod nepusaca (U=3077,0; P=0,040; Mann-
Whitney test). Na grafu sredi$nji pravokutnik prikazuje vrijednosti od 1. do 3. kvartila,
sredi$nja linija prikazuje medijan, a horizontalne linije se krecu od minimalne do maksimalne
vrijednosti. Val nosioci: homozigoti za alel Val i heterozigoti; Met/Met. homozigoti za alel
Met; PANSStot: ukupan broj PANSS bodova.
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Tablica 12. Povezanost nosioca alela Met obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT i
postignutih bodova na podljestvicama PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy, PANSSdep,
PANSSpos, PANSSneg, PANSSgen i PANSStot kod nepusaca.

Genotip M((;:\tl :;)Z:;ci Val ?S?fsz)igmi Mann-Whitney test
PANSScog 6 (5-8) 6 (5-8) U;jé%%SO
PANSSexc 11 (9-13) 12 (10-13) U;:Z(?7115§0
PANSSpsy 6 (4-8) 7(4-8) U;;?giﬂ;fo
PANSSdep 10 (9-12) 10 (9-11) U;fézgl’go
PANSSpos 12 (7-15) 13 (9-14) U;féﬁ;?o
PANSSneg 12 (9-14) 12 (10-14) U;fgzgdégo
PANSSgen 32 (28-36) 32 (29-34) U;SéS;SBfO
PANSStot 54 (48-62) 56 (50-59) %225,2'2010

Broj ostvarenih PANSS bodova izrazen je kao medijan (1.-3. kvartil). Znac¢ajni rezultati
prikazani su podebljano. N: broj ispitanika; Met nosioci: homozigoti za alel Met i
heterozigoti; PANSScog: podljestvica PANSS za kogniciju; PANSSexc: podljestvica PANSS
za ekscitaciju; PANSSpsy: podljestvica PANSS za psihoti¢nost; PANSSdep: podljestvica
PANSS za depresiju; PANSSpos: pozitivna ljestvica; PANSSneg: negativna ljestvica;
PANSSgen: op¢a psihopatoloska ljestvica; PANSStot: ukupan broj PANSS bodova; U:
vrijednost statistike Mann Whitney; P: razina znacajnosti.
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5. Rasprava

U ovom je radu ispitana povezanost genotipova i alela obzirom na polimorfizam rs4680 gena
COMT s tezinom psihopatoloskih simptoma PTSP-a evaluiranih prema ljestvici pozitivnih i

negativnih simptoma. Ispitivanje je ukljuéilo 573 hrvatska ratna veterana oboljela od PTSP-a.

Kao i u slucajevima drugih mentalnih poremecaja (Minichino i sur., 2013), epidemioloska i
klinicka istrazivanja pokazala su jaku povezanost PTSP-a i pusSenja, osobito medu oboljelim
ratnim veteranima (Feldner i sur., 2007; Fu 1 sur., 2007). U naSem uzorku hrvatskih ratnih
veterana oboljelih od PTSP-a udio pusaca bio je 66%. Nadalje, u ovom je radu uocena
povezanost pusenja i tezine psihopatologije ispitanika evaluirane prema PANSS-u. Naime,
pusai su ostvarili znacajno vec¢i broj bodova u odnosu na nepuSace na PANSScog,
PANSSdep, PANSSgen 1 PANSStot. Kada je rije¢ o PANSSpos, PANSSneg, PANSSpsy 1
PANSSexc bitna razlika izmedu pusaca i nepuSaCa je izostala. Dobiveni rezultati se
djelomicno preklapaju s prethodnom studijom koja je takoder provedena na hrvatskim ratnim
veteranima (Svob Strac i sur., 2016) te evaluirala ispitanike koriste¢i PANSSpsy, PANSSexc
i PANSStot. Pritom nije pronaden znacajan utjecaj pusenja na ostvaren broj bodova na tim
podljestvicama. Medutim, zbog preklapanja neurobioloske podloge PTSP-a i ovisnosti
(Logrip i sur., 2012), dobiveni rezultati nisu zanemarivi. Stovise, nikotin interferira s
dopaminergickim sustavom ¢iji se poremecaji funkcija nalaze u osnovi psihoza (Quigley i
MacCabe, 2019). Uzimajuéi u obzir uocenu vecu ucestalost puSenja u osoba s PTSP-om u
odnosu na zdravu populaciju (Forbes i sur., 2015), kao i povezanost ozbiljnosti simptoma
PTSP-a s tezom ovisno$¢u o pusenju (Cook i sur., 2009), dobivena razlika izmedu pusaca i
nepusaca moze se objasniti teorijom o samolijecenju (eng.self-medication theory; Khantzian i
sur., 1997) koja pretpostavlja uporabu supstanca kao pokusaj ublazavanja i suoCavanja sa
simptomima. Stovise, studije su pokazale da su pu$adi s PTSP-om skloni pusenju kao
odgovoru na stres ili simptome PTSP-a, dok pusac¢i bez PTSP-a teZe pusenju kao odgovoru
na drugacije prethodnike, kao $to su smanjenje negativnog afekta, dosada, glad i nemir
(Beckham 1 sur., 2005). Naposljetku, novija su istrazivanja usmjerena prema ukljucivanju
tretmana za prestanak puSenja u terapije za lijeGenje PTSP-a (Battaglia i sur., 2016; Dedert i
sur., 2016; Feldner i sur., 2013).

Najistrazivaniji polimorfizam gena COMT nalazi se u njegovom 4. egzonu i ukljucuje G/A
supstituciju koja dovodi do zamjene aminokiseline Val aminokiselinom Met na poziciji 158
(MB-COMT) odnosno 108 (S-COMT) (Lotta i sur., 1995). Rezultati prethodnih studija o
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povezanosti polimorfizma rs4680 gena COMT i rizika razvoja PTSP-a su kontradiktorni i
nekonzistentni (Boscarino i sur., 2011; Clark i sur., 2013; Goenjian i sur., 2015; Humphreys i
sur., 2014; Kolossa i sur., 2010; Li i sur., 2016; Valente i sur., 2011). Zbog nekonzistentnosti
rezultata, kao i heterogene prirode same bolesti, u ovom je radu ispitana povezanost
polimorfizma rs4680 gena COMT s pojedinim psihopatolos§kim simptomima kategoriziranim
podljestvicama PANSS. Istrazivanje je rezultiralo razliitim tipovima povezanosti
polimorfizma rs4680 i pojedinih skupina simptoma kod pusaca i nepusaca. Kada govorimo o
pusacima ukljuenim u nase istrazivanje, rezultati su pokazali da su Met homozigoti ostvarili
znaajno veéi broj bodova na opcoj psihopatoloSkoj ljestvici u odnosu na heterozigote.
Rezultat je potvrden nakon podjele na Val nosioce i Met homozigote pri ¢emu su Met
homozigoti ostvarili znacajno visi broj bodova na PANSSgen. Medu nepusacima, Met
homozigoti su ostvarili znacajno manji broj bodova u odnosu na nosioce alela Val na
PANSScog, PANSSexc, PANSSpsy i PANSStot. Kada je rije¢ o podljestvicama PANSSpos,
PANSSneg, PANSSgen 1 PANSSdep, medu nepusacima je izostala razlika izmedu nosioca
razli¢itih genotipova odnosno alela obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT. Razlicite
vrste povezanosti polimorfizma rs4680 gena COMT i tezine simptoma prema PANSS-u
izmedu pusaca i nepusaca mogu biti posljedica kombiniranog utjecaja polimorfizma rs4680
gena COMT 1 puSenja na dopaminski sustav. Takoder, u studiji Nedi¢ i suradnika (2010)
uodena je povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i pusenja. Stovise, alel Met je

povezan s povecanom vjerojatno$¢u pusenja nakon izlaganja traumi (Amstadter i sur., 2009).

Kako broj bodova na podljestvici PANSScog nespecificno ukazuje na kognitivne sposobnosti
(Nielson i sur., 2014), koje su Cesto poremecene U osoba s PTSP-om (Hayes i sur., 2012;
Scott 1 sur., 2015), naSi rezultati upucuje na povezanost alela Val s loSijim kognitivnim
sposobnostima. Prethodno je pokazano da neurotransmisija dopaminom ima vaznu ulogu u
modulaciji kognitivnih funkcija (Goldman-Rakic i sur., 2000). Stovise, enzim COMT utjece
na kogniciju moduliraju¢i dopaminski tok u PFC-u i hipokampusu (Tunbridge i sur., 2006).
Rezultati studija o povezanosti polimorfizma rs4680 i kognitivnih funkcijama su
neujednaceni (Barnett i sur., 2008; Bertolino i sur., 2006; de Frias i sur., 2004; Egan i sur.,
2001; Farell i sur., 2012; Goldman i Goldberg, 2009; Havelka Mestrovic¢ i sur., 2018; Mier i
sur., 2010; Schott 1 sur., 2006; Wang i sur., 2013). Uocena povezanost alela Val s loSijim
kognitivnim sposobnostima u skladu je s nekolicinom prethodnih studija na zdravim osobama
(Bertolino i sur., 2006; de Frias i sur., 2004; Schott i sur., 2006), osobama s PTSP-om

(Havelka Mestrovi¢ 1 sur., 2018) kao 1 osobama s dijagnozom shizofrenije (Egan 1 sur.,
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2001). Bertolino i suradnici (2006) su izvijestili o loSijem povratku memorije kod Val
homozigota. Kod istog genotipa uocena je i smanjena povezanost hipokampusa i PFC-a
tijekom memorijskog kodiranja (Schott i sur., 2006) kao i loSiji uinak na testovima
deklarativne memorije (de Frias i sur., 2004). U skladu s nasim rezultatima, medu ratnim
veteranima oboljelima od PTSP-a nosioci alela Met pokazali su se uspje$nijima na testovima
radnog pamcenja (Havelka Mestrovié i sur., 2018). Stovise, studija Hayes i suradnika (2017)
izvijestila je o ve¢em smanjenju volumena hipokampusa kod Val homozigota oboljelih od
PTSP-a u odnosu na nosioce alela Met. Kortikalna hipodopaminergija u nosioca genotipa
Val/Val, koji je povezan s losijim kognitivnim sposobnostima (poremecajima izvr$nih
funkcija i radnog pamcenja), moze biti uzrokom razlika u kognitivnim sposobnostima izmedu
nosioca razli¢itih genotipova obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT (Egan i sur.,
2001). Stovise, pretpostavlja se da niska razina dopamina u nosioca alela Val dovodi do
atrofije hipokampusa nakon izlaganja traumi i, posljedi¢no tomu, smanjena memorijskih

sposobnosti u osoba s PTSP-om (Hayes i sur., 2017).

Nasi rezultati su uputili na povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT s jace izrazenim
psihoti¢kim simptoma u PTSP-u procijenjenim podljestvicom PANSSpsy. Pritom su osobe
koje su homozigoti za alel Val, odnosno nosioci alela Val ostvarile ve¢i broj bodova na
PANSSpsy od osoba drugih genotipova, odnosno od homozigota za alel Met. Psihoticki
simptomi, posebno karakteristicni za dijagnozu shizofrenije, se vrlo ¢esto javljaju u osoba
oboljelih od PTSP-a (Compean i Hamner, 2019). Kod hrvatskih ratnih veterana s dijagnozom
PTSP-a psihoticki simptomi se javljaju u oko 20% slucajeva (Ivezi¢ i sur., 2000; Kastelan i
sur., 2007). Otprije je poznato da u nastanku pozitivnih i negativnih simptoma shizofrenije
vaznu ulogu imaju poremecaji dopaminergickog sustava (Davis i sur., 1991). Pritom se
pretpostavlja da su pozitivni simptomi najvjerojatnije posljedica hiperaktivnosti supkortikalne
dopaminergicke transmisije, dok negativni simptomi nastaju uslijed deficita dopaminergicke
transmisije u PFC-u (Laruelle, 2014; Wang i sur., 2010). U tom kontekstu jasno je da ce
polimorfizam rs4680 gena COMT, kroz svoj utjecaj na metabolizam dopamina, utjecati i na
razvoj shizotipskog endofenotipa, odnosno pojavu psihotickih simptoma (Avramopoulos i
sur., 2002). U prilog tome idu i nalazi o povezanosti alela VVal gena COMT, kao alela koji
povisuje aktivnost samog enzima, s pozitivnom i negativnom shizotipijom (Schirhoff i sur.,
2007). U nasem sluc€aju alel Val se povezuje s vecim brojem bodova na PANSSpsy koja
ukljucuje samo pozitivne simptome shizofrenije. S druge strane postoje studije kod kojih je u

osoba oboljelih od shizofrenije pronadena povezanost alela Val obzirom na polimorfizam
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rs4680 gena COMT s negativom shizotipijom (de Castro-Catala i sur., 2015) ili pak
anhedonijom kao sredi$njim konstruktom negativne shizotipije (Docherty i Sponheim, 2008).
Kako do danas neurobioloska podloga razvoja pozitivnih i negativnih simptoma nije u
potpunosti razjasnjena, a uzimajuéi u obzir ovakve djelomi¢no oprecne rezultate, teSko je
iznositi zakljucke o specifi¢nostima u mehnizmimam nastanka psihotic¢kih simptoma u PTSP-

u.

Podljestvica PANSSexc se upotrebljava za evaluaciju agitacije (Montoya i sur., 2011,
Volavka i sur.,, 2014). Prema naSim saznanjima ne postoje podaci o povezanosti
polimorfizma rs4680 gena COMT i agitacije evaluirane pomocu podljestvice PANSSexc.
Agitacija koja ukljucuje poveéan odgovor na vanjske ili unutarnje podrazaje, razdrazljivost,
neprijateljstvo i neprikladne psihomotorne i /ili verbalne aktivnosti povezana je s verbalnom
ili fizickom agresijom (Montoya i sur., 2011; Volavka, 2014). U skladu s prethodno
objavljenim studijama (Jones i sur., 2001), povezali smo alel Val s tezim simptomima
agitacije/agresije. Medutim, pritom je potrebno istaknuti razliku u dijagnozama ispitanika
ukljucéenih u studiju kao i razliku u kori$tenim klini¢kim instrumentima. Naime, studija Jones
I suradnika (2001) provedena je na odraslim osobama oba spola oboljelim od shizofrenije
koriStenjem ljestvice otvorene agresije (OAS; eng Overt Agression Scale), dok je nasa studija
ukljucivala samo muske osobe oboljele od PTSP-a te PANSS kao klinicki instrument. S
druge strane, postoje studije koje povezuju genotip Met/Met s fizickom agresijom
usmjerenom prema drugima (Han i sur., 2006) i prema sebi (Strous i sur., 2003). lako je
opisana povezanost prvi put ispitana u osoba s PTSP-om, ne bi trebalo zanemariti ¢injenicu
da bi alel Val mogao doprinijeti tezim simptomima agitacije medu oboljelima od PTSP-a. To
se moze utvrditi usporedbom s literaturom (Caspi i sur., 2008; Langley et al. 2010;

Monuteaux i sur., 2009) koja ospisuju slicnu povezanost.

Op¢i psihopatoloski simptomi, odnosno PANSSgen, obuhvacaju poremecaje kognicije,
anksioznost, depresiju, nesuradnju, napetost, slabu kontrolu impulsa, motoricku retardaciju i
socijalno izbjegavanje (Kay i sur., 1987). Broj bodova ostvaren na podljestvici PANSSgen u
nasoj studiji se povezuje s prisutnos¢u alela Met obzirom na polimorfizam rs4680 gena
COMT. Literaturni podaci o povezanosti navedenog polimorfizma gena COMT i simptoma
procijenjenih prema podljestvici PANSSgen uglavnom ukljuuju osobe oboljele od
shizofrenije te uglavnom rezultati tih studija upucuju na izostanak povezanosti (Strous 1 sur.,
2006). Takoder, postoje studije koje negiraju povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i
depresivnih simptoma (Peitl, i sur., 2017; Strous i sur., 2006; Tovilla-Zarate i sur., 2003).
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Suprotno navedenom, neke studije povezuju navedeni polimorfizam s dijagnozom depresije
(Mandelli i sur., 2007; Massat i sur., 2005) i anksioznosti (Domschke i sur., 2004). Stovise, u
nasoj je studiji isto izostala povezanost polimorfizma rs4680 gena COMT i depresivnih
simptoma procijenjenih podljestvicom PANSSdep. Obzirom da su prethodno navedene
studije (Peitl, i sur., 2017; Strous i sur., 2006; Tovilla-Zarate i sur., 2003) provedene na
oboljelima od shizofrenije, vazno je istaknuti velike razlike u uzorcima ispitanika u odnosu
na nasu. Takoder, treba uzeti u obzir i ¢injenicu da je evaluacija bolesnika u nasoj i studiji
Tovilla-Zarate i suradnika (2003) provedena koristeéi razli¢ite klinicke instrumente (PANSS
naspram ljestvice za procjenu negativnih (SANS; eng. The Scale for the Assessment of
Negative Symptoms), odnosno pozitivnih (SAPS, eng. The Scale for the Assessment of

Positive Symptoms) simptoma).

lako je ljestvica PANSS alat za procjenu pozitivnih i negativnih simptoma uglavnom u
shizofreniji, evidentno je da ista moze biti znac¢ajno informativna i u PTSP-u, psihijatrijskom
poremecaju u osnovi €ije bioloske podloge takoder nalazimo poremecaje dopaminergicke
funkcije. Kako je PTSP izrazito kompleksan poremecaj, vazno je prilikom istrazivanja
njegove bioloske podloge obratiti pozornost na pojedine uze definirane simptome ili skupine
simptoma koji se uz njega vezu. U ovom radu smo razlucili simptome koji se javljaju u ratnih
veterana oboljelih od PTSP-a te smo pronasli povezanost pojedinih simptoma s polimorfizom
rs4680 gena COMT. Na taj na¢in smo doprinjeli saznanjima o etiologiji PTSP-a te smo
ujedno istaknuli vaznost polimorfizma rs4680 gena COMT kao potencijalnog bioloskog
procjenitelja tezine psihopatologije obzirom na pozitivne i negativne simptome u ratnim

iskustvom izazvanom PTSP-u.
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6. Zakljucak

U uzorku 573 muskih ratnih veterana oboljelih od PTSP-a uoen je veci broj
ostvarenih bodova na PANSScog, PANSSdep, PANSSgen i PANSStot kod pusaca u
odnosu na nepusaca $to upucuje na utjecaj puSenja na tezinu psihopatologije PTSP-a
Na izoliranoj DNA iz uzorka krvi ispitanika analiziran je polimorfizam rs4680 gena
COMT. Utvrdeno je da je 153 ispitanika imalo genotip Met/Met, 279 genotip Met/Val
te 141 genotip Val/Val

Pronadeni su razli€iti tipovi povezanosti polimorfizma rs4680 gena COMT i pojedinih
skupina simptoma PTSP-a kategoriziranih PANSS podljestvicama

Kod pusaca, broj postignutih bodova na PANSSgen bio je ve¢i u Met homozigota u
odnosu na Val nosioce

Na podljestvicama PANSScog, PANSSpsy, PANSSexc, PANSSdep, PANSSpos,
PANSSneg i PANSStot kod pusaca nije uocena razlika u broju postignutih bodova
izmedu nosioca razli¢itih genotipova odnosno alela obzirom na polimorfizam rs4680
gena COMT

Kod nepusaca, broj postignutih bodova na PANSScog, PANSSpsy, PANSSexc i
PANSStot bio je manji kod homozigota za alel Met u odnosu na nosioce alela Val

Na podljestvicama PANSSpos, PANSSneg, PANSSdep, PANSSgen kod nepusaca
nije postojala znacajna razlika u broju postignutih bodova izmedu nosioca razli¢itih

genotipova odnosno alela obzirom na polimorfizam rs4680 gena COMT
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