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SAZETAK

Cilj istrazivanja: U okviru fosfolipidne membranske hipoteze ispitana je uloga
polimorfizama gena uklju¢enih u signalni put PLA2 na podloznost za razvoj shizofrenije i
shizoafektivnog poremecaja te klinicku ekspresiju bolesti. U geneti¢ku analizu ukljuceno je
pet genskih polimorfizama: rs10798059 (polimorfizam A/G - varijanta Banl) gena PLA2G4A
za cPLAZ2, rs4375 (polimorfizam C/T) gena PLA2G6 za iPLA2, rs1549637 (polimorfizam
AJ/T) gena PLA2G4C za cPLA2, rs689466 (polimorfizam A/G) gena PTGS2 za COX-2 i
rs1800206 (polimorfizam C/G - varijanta L162V) gena PPARa. Nadalje, istrazena je moguca
uloga polimorfizama gena metabolicke kaskade cPLA2/COX-2 (Banl u PLA2G4A te
rs689466 u PTGS2) i sastava masnih Kiselina perifernih stanica (eritrocita) u etiologiji
oslabljenog niacinskog odgovora u skupini bolesnika.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 203 bolesnika s dijagnozama
shizofrenije ili shizoafektivnog poremecaja i 291 pripadnik kontrolne skupine. Identifikacija
ispitivanih polimorfnih varijanti provedena je PCR-RFLP metodom. U testiranju kozne
osjetljivosti na niacin na kozu volarne strane podlaktice nanosila su se Cetiri flastera, pri cemu
je svaki od njih sadrzavao otopinu niacina druge koncentracije (0,1 M, 0,01 M, 0,001 M,
0,0001 M). Nakon 5 minuta, flasteri su uklanjani, a rezultate (pojava crvenila) evaluirala su
dva nezavisna procjenitelja u rasponu od 0 do 3 (0 = nema crvenila; 1 = minimalno crvenilo;
2 = umjereno crvenilo; 3 = maksimalno crvenilo praéeno edemom), u 5-minutnim
intervalima, tijekom 15 minuta. Prema metodi volumetrijskog niacinskog odgovora (VNR),
vizualni skorovi za svakog ispitanika koji su procjenjivani tijekom tri vremenska intervala su
se zbrajali, a ovisno o koncentraciji niacinske otopine, racunali su se ukupni VNR te VNR1-4
za razlicite koncentracije niacinske otopine. U odredivanju sadrzaja masnih Kkiselina
membrana eritrocita koristeni su ukupni lipidi eritrocita, koji su nakon izdvajanja

metanolizirani, a metilni esteri masnih kiselina su ekstrahirani pomocu petroletera i
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analizirani metodom plinske kromatografije. Odredena je relativna koncentracija razlicitih
zasi¢enih masnih kiselina (SFA), mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA), kao i
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) obitelji n-3 i n-6, a testirano je i nekoliko indeksa i
omjera.

Rezultati: Distribucije genotipova i alela svih istrazenih genskih polimorfizama nisu
se znacajno razlikovale izmedu bolesnika i1 kontrolne skupine (P > 0,05). Prilikom ispitivanja
interakcije razlicitih genotipova gena PLA2 1 PTGS2, pronadena je znafajno veca ucestalost
kombinacije CT genotipa (PLA2G6) i AT genotipa (PLA2G4C) u bolesnika (OR = 2,2,
Cl=11-43,z=2,30,P =0,02), dok se distribucije ostalih kombinacija nisu razlikovale
izmedu dviju skupina ispitanika (P > 0,05). Nadalje, nije utvrdena sinergija alela polimorfnih
genskih varijanti PLA2 i PTGS2 (P > 0,05). Meta-analize studija geneti¢ke udruzenosti i
obiteljskih studija nisu potvrdile statisti¢ki znacajnu povezanost polimorfne varijante Banl
gena PLA2G4A s etiologijom bolesti. Nije uo¢ena povezanost dobi prve hospitalizacije i
ispitivanih genskih polimorfizama, ali je utvrden slab, iako znaajan uc¢inak polimorfnih
varijanti gena PLA2G6, PLA2G4C i PPARa na PANSS psihopatologiju. Polimorfne varijante
opisale su 3,2 — 12% varijabilnosti simptoma PANSS-a. Pri tome su vrijednosti op¢ih i
ukupnih simptoma pokazale pozitivnu korelaciju s prisutno$¢u C alela polimorfizma C/T
(PLA2G6) na ukupnom uzorku bolesnika (P < 0,05). U muskaraca su vrijednosti negativnih
simptoma pozitivno korelirale s prisutnos¢u T alela PLA2G4C genotipa (P < 0,01), a
vrijednosti op¢ih i ukupnih simptoma s kombinacijom prisutnosti C alela (PLA2G6) i T alela
(PLA2G4C) (P < 0,05, P <0,01). Nadalje, bolesnice heterozigoti za PPARa genotip (L162V),
imale su znacajno nize vrijednosti negativnih simptoma u odnosu na homozigote (L162L)
(P < 0,05). Srednje vrijednost ukupnog VNR-a (21,4 + 3,8 vs. 12,7 £ 6,0), kao i vrijednosti
VNR1-4, bile su znac¢ajno vise u kontroli (P < 0,001). Polimorfne varijante gena PLA2G4A i

PTGS2 pokazale su znacajan, iako slab ucinak na oslabljenu niacinsku reakciju koze u
\%



oboljelih, a pri tome su oba genska polimorfizma opisala priblizno 3,4 % (svaki po 1,7%,
P < 0,01) varijabilnosti ukupnog VNR-a. Bolesnici koji u svom PLA2G4A genotipu ne
posjeduju A alel (GG homozigoti), a u PTGS2 genotipu posjeduju G alel (AG heterozigoti ili
GG homozigoti) imali su vece vrijednosti ukupnog VNR-a. U bolesnika su utvrdene znacajno
vise koncentracije ukupnih SFA (P < 0,01), znacajan deficit PUFA iz obitelji n-3 i n-6
(P < 0,01) te ukupnih PUFA (P < 0,001). Smanjene koncentracije linolne kiseline (LA)
(P < 0,01), eikozapentaenske kiseline (EPA) (P < 0,001) i dokozaheksaenske kiseline (DHA)
(P < 0,01) najvise su doprinijele nizim vrijednostima PUFA. Broj dvostrukih veza
(DBI) (P < 0,001), indeks peroksidacije (Pl) (P < 0,01) te omjeri EPA/AA (P < 0,001),
ukupne PUFA/ukupne SFA (P < 0,001) i ukupne PUFA/ukupne MUFA (P < 0,01), bili su,
takoder, znacajno nizi u bolesnika. Deficit n-3 i n-6 PUFA, utvrden u membranama eritrocita,
medutim, nije bio povezan s oslabljenim niacinskim odgovorom u bolesnika.

Zakljucak: Ispitivani polimorfizmi, kao zasebni ¢imbenici, ne pridonose podloznosti
za razvoj bolesti. Kombinacija CT genotipa (PLA2G6) i AT genotipa (PLA2G4C) mogla bi
biti povezana s ve¢im rizikom za nastanak bolesti. Istrazene polimorfne varijante, pojedina¢no
ili u kombinaciji, ne utjecu na dob nastupa shizofrenije i shizoafektivnog poremecaja.
Polimorfizmi gena PLA2G6, PLA2G4C i PPARao, U interakciji sa spolom bolesnika, u manjoj
mjeri, moduliraju ekspresiju klini¢kih simptoma. Polimorfizmi Banl (PLA2G4A) i rs689466
(PTGS2) neznatno doprinose etiologiji oslabljene niacinske reakcije, dok deficit n-3 i n-6

PUFA nije uzrok oslabljenom niacinskom odgovoru koze u bolesnika.

Kljuéne rijeci: esencijalne polinezasicene masne kiseline; genski polimorfizmi;
membrane eritrocita; niacinski test koznog crvenila; shizofrenija; shizoafektivni poremecaj;

signalni put fosfolipaze A2.
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ABSTRACT

Polymorphisms in genes in phospholipase A2 signalling pathway and niacin skin flush
response in patients with schizophrenia and schizoaffective disorder

Objectives: To test phospholipid membrane hypothesis we investigated a possible
role of gene polymorphisms involved in PLA2 signaling pathway on the risk of developing
schizophrenia or schizoaffective disorder and clinical expression of illness. We included five
gene polymorphisms into genetic analysis: rs10798059 (A/G polymorphism - Banl variant) of
the PLA2G4A gene for cPLA2, rs4375 (C/T polymorphism) of the PLA2G6 gene for iPLA2,
rs1549637 (A/T polymorphism) of the PLA2G4C gene for the cPLA2, rs689466 (A/G
polymorphism) of the PTGS2 gene for COX-2 and rs1800206 (C/G polymorphism - L162V
variant) of the PPARa gene. We further tested the possible impact of polymorphisms in genes
of the cPLA2/COX-2 metabolic cascade (Banl of the PLA2G4A and rs689466 of the PTGS2)
and fatty acid (FA) content of red blood cell (RBC) membranes on attenuated niacin skin
flush response in patients.

Patients and methods: The study included 203 patients with schizophrenia or
schizoaffective disorder and 291 healthy controls. Identification of investigated
polymorphisms was performed by PCR-RFLP analysis. For niacin sensitivity we used four
patches that contained different concentrations of niacin solution (0.1 M, 0.01 M, 0.001 M
and 0.0001 M) which were kept on the forearm skin. After 5 minutes, patches were removed,
and visual evaluation of flushing, rated from 0 to 3 (0 = no erythema, 1 = incomplete
erythema, 2 = complete erythema within definite patch area, 3 = erythema plus edema beyond
the patch area) was done in 5-minute intervals for 15 minutes by two independent raters.
According to the method of volumetric niacin response (VNR), visual scores for each
individual, across three time intervals at each of the four different niacin concentrations were

summed, and regarding concentrations, total VNR and VNR1-4 were yielded. To test FA
VI



content, total RBC lipids were extracted, converted into FA methyl esters, and further
analyzed by gas chromatography. We determined the relative amount of different saturated
FAs (SFAs), monounsaturated FAs (MUFAS) and polyunsaturated FAs (PUFAS) from n-3
and n-6 series. We further introduced several indices and ratios into analysis.

Results: Allele and genotype frequencies of investigated gene polymorphisms
between patients and controls were not significantly different (P > 0.05). While investigating
interactions between different genotypes of the PLA2 and PTGS2 genes, we detected
significantly higher frequency of the CT genotype (PLA2G6) and AT genotype (PLA2G4C)
combination in the patient group (OR = 2.2, Cl = 1.1 - 4.3, z = 2.30, P = 0.02). However,
distributions of other genotype combinations did not differ between groups (P > 0.05).
Furthermore, there was no synergy between alleles of tested polymorphic variants of the
PLA2 and PTGS2 genes (P > 0.05). Neither meta-analysis of the case control studies, nor
meta-analysis of the family based studies, revealed statistically significant association
between Banl polymorphism of the PLA2G4A gene and etiology of illness. We found no
evidence for association between age at first hospital admission and investigated
polymorphisms, but we detected small, although significant impact of polymorphic variations
of the PLA2G6, PLA2G4C and PPARa genes on PANSS psychopathology. Polymorphic
variations accounted for 3.2 — 12% symptoms' variability. General and total symptoms
showed positive correlation with the presence of the C allele of the C/T polymorphism
(PLA2GH6) in all patients (P < 0.05). In males, negative symptoms correlated positively with
the presence of the T allele of the PLA2G4C genotype (P < 0.01), while general and total
symptoms were positively associated with combination of the C allele (PLA2G6) and T allele
(PLA2G4C) (P < 0.05, P < 0.01). Furthermore, females heterozygous for the PPARa
genoytpe (L162V), manifested significantly lower negative symptoms than homozygous

(L162L) (P < 0.05). The mean values of total VNR (21.4 £ 3.8 vs. 12.7 £ 6,0) and VNR1-4
VIHI



were significantly higher in controls (P < 0.001). PLA2G4A and PTGS2 gene polymorphisms
affected niacin flushing to a small, although significant extent, accounting for approximately
3.4% of the VNR variability (each polymorphism accounted for 1.7%, P < 0.01) in the patient
group. Patients lacking the A allele in their PLA2G4A genotype (genotype GG) or those
carrying G allele in their PTGS2 genotype (AG heterozygous or GG homozygous) had higher
values of total VNR. In patients, the total SFAs were significantly increased (P < 0.01), while
both n-3 and n-6 PUFAs (P < 0.01), and total PUFAs were significantly reduced (P < 0.001).
Lower contents of linoleic acid (LA) (P < 0.01), eicosapentaenoic acid (EPA) (P < 0.001) and
docosahexaenoic acid (DHA) (P < 0.01) contributed the most to decreased PUFA levels. In
patients, significant decreases were also detected for double bond index (DBI) (P < 0.001),
peroxidizability index (PI) (P < 0.01) and several ratios, such as EPA/AA (P < 0.001), total
PUFAS/SFAs (P < 0.001) and PUFAs/MUFAs (P < 0.01). However, although both n-3 and
n-6 PUFAs were reduced in patients, an association with niacin sensitivity was not detected.
Conclusion: Investigated gene polymorphisms, individually, do not contribute to the
development of illness. CT genotype (PLA2G6) and AT genotype (PLA2G4C) combination
is associated with higher risk for schizophrenia and schizoaffective disorder. Investigated
polymorphic variants, alone, or in combination, show no impact on age at first admission.
Interaction between PLA2G6, PLA2G4C and PPARa gene polymorphisms and gender, in a
smaller extent, modulate expression of clinical symptoms of illness. Banl (PLA2G4A) and
rs689466 (PTGS2) polymorphisms affect niacin flush response to a negligible extent, while

deficit of n-3 and n-6 PUFAs is not associated with attenuated skin flush in the patient group.

Key words: essential polyunsaturated fatty acids; gene polymorphisms; niacin skin
flush test; phospholipase A2 signaling pathway; red blood cell membranes; schizoaffective

disorder; schizophrenia.
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1. UvOoD

Shizofrenija je slozena duSevna bolest multifaktorijalne etiologije u Cijem razvoju
sudjeluju geneticki i okoli$ni ¢imbenici. Shizofreniju karakterizira ubrzano propadanje mase
kore velikog mozga i sinaptickih veza, naglaSena promjena osobnosti te gubitak kognitivnih
funkcija (1). Naziv "shizofrenija" potjece od Svicarskog psihijatra Eugena Bleulera koji ga je
prvi puta upotrijebio 1911. godine za bolest koja je do tada bila poznata kao dementia
praecox. Zasluge za nozolosko odredenje bolesti pripisuju se, medutim, njemackom psihijatru
Emilu Kraepelinu koji je jo§ 1896. godine prvi uocio zajednicke osobine psihopatoloske
manifestacije i klinicke slike katatone, hebefrene i paranoidne dementiae praecox.

Najveci broj oboljelih pokazuje kronican tijek bolesti s izmjenama recidiva i remisije,
pri ¢emu je ocekivano trajanje zivota u bolesnika sa shizofrenijom u prosjeku krace 12 — 15
godina u odnosu na zdravu populaciju (2,3). Tome, izmedu ostalog, pridonose veca ucestalost
kardiovaskularnih bolesti u bolesnika, povezana s njihovim nacinom zivota (nepravilna
prehrana, pretilost, pusenje), negativni ucinci lijekova - antipsihotika te visa stopa
samoubojstava u (4). Shizofrenija je jedan od glavnih uzroka radne nesposobnosti, pri ¢emu
zauzima tre¢e mjesto odmah nakon kvadriplegije i demencije (5), a prema nekim literaturnim
podacima, shizofrenija se smatra ¢es¢im uzrokom smrti od pojedinih zlo¢udnih tumora ili
razli¢itih tjelesnih bolesti (3).

Rizik obolijevanja od shizofrenije tijekom zivota u ¢itavom svijetu iznosi 0,5 — 1%.
Najveci rizik obolijevanja u muskaraca uocen je izmedu 15. i 24. godine, a u Zena izmedu 25.
I 34. godine (1,6). U zemljama u razvoju opisana je nekoliko puta veca ucestalost shizofrenije
u muskaraca u odnosu na Zene, dok u razvijenim zemljama nije uocena razlika u ucestalosti

obolijevanja s obzirom na spol (1). Losija prognoza shizofrenog oboljenja u osoba muskog



spola povezuje se s ve¢ spomenutim ranijim javljanjem bolesti i tezom klinickom slikom
shizofrenije (7).

Simptomi shizofrenije obi¢no se klasificiraju prema psihi¢kim funkcijama koje su
oStecene, a ukljuCuju karakteristicne poremecaje misljenja po sadrzaju i formi te poremecaje
percepcije, emocija, afekta, psihomotorike i ego funkcija. Mozemo ih podijeliti na pozitivne
simptome (sumanute ideje, poremecaji misljenja, halucinacije) i negativne simptome (gubitak
sposobnosti osjecajnog dozivljavanja i stvaranja, gubitak energije, volje 1 inicijative, teSkoce
koncentracije, alogija) (1,3,8). Ovisno o prevladavaju¢im simptomima u vrijeme procjene
bolesti, razlikujemo razli¢ite tipove shizofrenije, kao $to su paranoidna, hebefrena, katatona,
nediferencirana, shizofrenija simplex, post-shizofrena depresija i rezidualna shizofrenija (1).

Ne postoji objektivan klini¢ki test za dijagnozu shizofrenije (3). Dijagnoza se
postavlja na temelju dogovorenih dijagnostickih kriterija koji jasno definiraju simptome koje
bolesnik mora, 0dnosno, moze imati te simptome i znakove koji ne smiju biti prisutni da bi se
mogla postaviti dijagnoza shizofrenije (1). Dva najvaznija dijagnosti¢ka sustava za
shizofreniju su 10. revizija Medunarodne Kklasifikacije bolesti — MKB-10, koju lije¢nici
koriste u svakodnevnoj praksi te americka DSM-IV Klasifikacija (engl. Diagnostic and
statistical manual for mental disorders — DSM-1V), koja se vise primjenjuje u klini¢kim
istrazivanjima (1,3,8).

Nakon postavljanja dijagnoze, antipsihotici c¢ine temelj lijeCenja bolesnika sa

shizofrenijom (1,3,9).



1.1. Genetika shizofrenije

Studije na jednojaj¢anim blizancima upucuju na visok stupanj nasljednosti
shizofrenije (80 — 85%) (6), posebice u usporedbi s drugim oboljenjima multifaktorijalne
etiologije, kao $to su osteoartritis (nasljednost je oko 60%), multipla skleroza (nasljednost je
oko 35%) i hipertenzija (nasljednost iznosi 30 - 50%) (3,10,11). Studije geneticke
povezanosti (engl. linkage analysis) i asocijacijske studije ukazuju na vise od 1000 gena
kandidata za shizofreniju (12). Rezultati meta-analiza upuc¢uju na lokuse 8p, 22q, 2p12-q22.1,
3p, 5q, 6p, 11q, 139 i 20p kao najvaznije lokuse podloznosti (13).

Polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms — SNP)
predstavljaju najjednostavniji oblik genetickih varijacija koje nastaju kao posljedica zamjene
pojedinih nukleotida, njihove insercije (umetanje) ili pak delecije (brisanje). SNP-i se mogu
nalaziti u regijama genoma koje kodiraju proteine te intronskim i intergenskim regijama
(14,15). Pokusaji identificiranja potencijalnih gena za shizofreniju temelje se, izmedu ostalog,
na istrazivanju razli¢itth SNP varijanti gena ¢iji su produkti uklju¢eni u moguéu patogenezu
bolesti (16). Osobita se vaznost pripisuje genima kao $to su PRODH (engl. proline
dehydrogenase; 22g11), DTNBPL1 (engl. dystrobrevin-binding protein 1; 6p22), NRG1 (engl.
neuregulin 1; 8p12), G72 (13g34), DISCL1 (engl. disrupted in schizophrenia 1; 1g42.1), EPN4
(engl. epsin 4; 5933), COMT (engl. catechol-O-methyltransferase; 22q1l) i RGS4 (engl.
regulator of G-protein signaling 4; 1923). Naime, vise od stotinu SNP varijanti u spomenutim
genima tako se povezuje s etiologijom shizofrenije, a rezultati su potvrdeni na velikom uzorku
bolesnika te wu razli¢itim populacijama. S obzirom da je shizofrenija oboljenje
multifaktorijalne etiologije, svaki se potencijalni gen zapravo nalazi u interakciji s drugim
genima i/ili ¢imbenicima okolisa koji moduliraju njegovu povezanost sa samom bolesti, pri
¢emu se pojedina¢nim genima, odnosno polimorfnim varijantama istih, pripisuje relativno

malen ucinak (13,16).



Najnovije studije ukazuju na vaznost nekih strukturnih varijacija u etiologiji
shizofrenije, kao §to su varijacije broja kopija (engl. copy number variations — CNV), nastalih
kao posljedica submikroskopskih duplikacija, delecija, translokacija ili inverzijskih promjena
(3). CNV-i su prisutni u razli¢itom broju kopija u razli¢itih individua, a njihova najveca
ucCestalost utvrdena je U nestabilnim regijama genoma koje su podloznije strukturnim
promjenama. Tako promjenom ukupne koli¢ine genske doze, CNV-i mogu znacajno
pridonositi varijacijama fenotipa, kako u bolesnih, tako i u zdravih osoba (17,18). Strukturne
promjene 22q kromosomske regije su povezane s kognitivnim deficitom i shizofrenijom, a
utvrdeno je i da CNV-i u 1921, 15q11.2, 15913.3, 16p11.2, 22q12 znacajno pridonose riziku
za razvoj shizofrenije, ali i drugih neuropsihijatrijskih entiteta, kao $to su mentalna
retardacija, bipolarni afektivni poremecaj, poremecaj paznje s hiperaktivnoscu (engl. attention

deficit hyperactivity disorder — ADHD) i autizam (19,20).

1.2. Etiologija shizofrenije

Jos uvijek nije poznato kako nastaje shizofrenija niti koji su patofizioloski poremeca;ji
kljuéni za razvoj bolesti, stoga, razli¢ite hipoteze (neurorazvojna, neurodegenerativna,
neuroplasti¢na, neurotransmiterska, neurotoksi¢na, neuroendokrina, neuroimunoloska)
pokuSavaju razjasniti nepoznatu i vrlo heterogenu etiologiju shizofrenije (1,9). Medu
hipotezama posebno mjesto zauzima fosfolipidna membranska hipoteza, koja bi, zapravo,

mogla objediniti sve navedene hipoteze (1).



1.2.1. Neurorazvojna hipoteza

Prema neurorazvojnoj hipotezi, shizofrenija nastaje kao kasha posljedica ranih
oSteenja srediSnjeg zivéanog sustava U prenatalnom ili perinatalnom razdoblju, a koja
dovode do njegovog abnormalnog razvoja i posljedi¢ne disfunkcije (1,21). Neuroslikovne
metode, poput kompjuterizirane tomografije i magnetske rezonance, upucuju na
abnormalnosti morfologije mozga u bolesnika sa shizofrenijom, kao $§to su povecéanje
volumena trece mozdane komore i lateralnih mozdanih komora, Smanjenje ukupnog
volumena mozga te redukcija sive mozdane tvari (3,22). U veéini slucajeva opisane su
promjene utvrdene u vrijeme postavljanja dijagnoze bolesti te nije opisana njihova daljnja
progresija, $to svjedo¢i u prilog prvenstveno neurorazvojnom, a ne neurodegenerativnom
procesu (21,22).

Prisutnost tjelesnih minor anomalija ili odstupanja od normalne morfogeneze, uo¢ena
je u znacéajno vecem broju u bolesnika sa shizofrenijom, negoli u zdravoj populaciji (23,24).
Njihov nalaz, naro¢ito u kraniofacijalnom podrucju, povezuje se, izmedu ostalog, S ranim
abnormalnostima razvoja mozga zbog bliske povezanosti razvoja mozga i lica izmedu 6.1 12.
pa sve do 17. tjedna gestacije pa su, s obzirom na neurorazvojnu hipotezu bolesti, minor
anomalije predlozene kao moguéi markeri poremecenog razvoja mozga (25). U oboljelih od
shizofrenije je, takoder, uoCena pozitivna povezanost minor anomalija s povecanim
volumenom tre¢e mozdane komore, negativnim i ukupnim simptomima ocjenske ljestivce
PANSS-a (engl. Positive and negative symptom scale) te negativna povezanost s dobi prve
hospitalizacije (26,27).

Neurotrofini su skupina dimernih proteina niske molekularne mase (priblizno 13 kDa)
koji imaju vaznu ulogu u razvoju ziv€anog sustava u svih vrsta kraljesnjaka, a medu njima se
posebno isticu ¢imbenik rasta neurona (engl. nerve growth factor — NGF), mozdani

neurotrofni ¢imbenik (engl. brain derived neurotrophic factor — BDNF) i neurotrofin-3
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(engl. neurotrophin-3 — NT-3). Kao ekstracelularni ligandi, neurotrofini imaju vaznu ulogu u
regulaciji diferencijacije, prezivljavanja i odrzavanja plasti¢nosti Ziv¢anih stanica, pri ¢emu
abnormalnosti funkcioniranja neurotrofina mogu ukljucivati njihovu poremecenu produkciju,
sekreciju ili signalizaciju (21). Zna¢ajno promijenjena koncentracija neurotrofina (povisena,
ali i sniZzena) pronadena je u serumu, plazmi i mozdanom tkivu oboljelih od shizofrenije u
odnosu na pripadnike zdrave populacije i mogla bi, u okviru neurorazvojne i neuroplasti¢ne
hipoteze bolesti, pridonositi poremecenom razvoju mozga i abnormalnom sinaptickom

povezivanju neurona u bolesnika (21,28-30).

1.2.2. Neurodegenerativna hipoteza

lako abnormalnosti morfologije mozga u bolesnika sa shizofrenijom potvrdene
neinvazivnim neuroslikovnim metodama prvenstveno upucuju na poremecaj razvoja mozga,
neke studije ukazuju da se spomenute abnormalnosti povecavaju s dobi oboljelih, $to svjedoci
u prilog neurodegenerativnoj hipotezi shizofrenije (31). U bolesnika je tako potvrdeno
progresivno povecanje volumena mozdanih komora, smanjenje ukupnog volumena mozga te
propadanje sive tvari (31-33). Na mogucu ukljucenost neurodegenerativnih procesa u
shizofrenom oboljenju upucuju i uoceno pogorsanje klinicke simptomatologije u odredenoj
skupini bolesnika te rezistencija na uobicajenu terapiju antipsihoticima (34,35).

Smatra se da pojacana glioza, demijelinizacija i apoptotska aktivnost, utvrdene u
mozdanom tkivu bolesnika, osobito doprinose razvoju neurodegenerativnin promjena
(1,31,36). Abnormalnosti apoptotskog procesa podupire i post-mortem nalaz smanjene
ekspresije Bcl-2 antiapoptotskog proteina te pojacana ekspresija proapoptotskog Bax proteina
u temporalnom reznju oboljelih (37,38). Prema ekscitotoksi¢noj hipotezi, a u okviru

neurodegenerativne hipoteze, neurodegenerativne promjene u mozgu bolesnika mogle bi,



izmedu ostalog, biti i posljedica pretjerane ekscitacijske glutamatergi¢ne neurotransmisije

(1,39).

1.2.3. Neuroplasticna hipoteza

Prethodno spomenuta abnormalna ekspresija razli¢itih neurotrofina, kao sto su NGF,
BDNF i NT-3, pronadena u serumu, plazmi i mozdanom tkivu oboljelih, podupire
neuroplasti¢nu hipotezu shizofrenije (28-30). Osim toga, abnormalna ekspresija i nekih drugih
¢imbenika vaznih za uredno odvijanje procesa sinaptogeneze, kao $to su GAP-43 (engl.
growth-associated protein-43) i sinaptofizin (engl. synaptophysin), koja je uocena u
bolesnika, mogla bi, takoder, pridonositi poremeéenoj neuroplasti¢nosti u shizofrenom
oboljenju (9,40).

U okviru rane neurorazvojne/neuroplasti¢ne hipoteze, zbog osteéenja, ali i odumiranja
pojedinih neurona, kao posljedice djelovanja nekih okolisnih ¢imbenika u vrijeme
intenzivnog neurorazvoja (trauma, virusna infekcija), dolazi do uspostavljanja neprimjerenih
sinapsi izmedu preostalih neurona, $to dovodi do pogre$nog prijenosa informacija, zbog cega
se javljaju halucinacije i sumanute ideje (1).

U skladu s kasnom neurorazvojnom/neuroplasticnom hipotezom, neki autori
shizofreniju smatraju posljedicom abnormalnog sinaptickog ¢iséenja (engl. pruning) u
adolescentnoj dobi (1,41). Naime, gustoca sinapsi se ubrzano povecava od rodenja pa sve do
druge godine Zivota djeteta, kada je najvec¢a. Nakon druge godine Zivota gustoca sinapsi
pocinje opadati, pri ¢emu u kasnoj adolescentnoj dobi doseze svoj plato i upravo je tada
zabiljezena najveéa ucestalost obolijevanja. Prema nekim studijama, gencticka bi
predispozicija, takoder, mogla pridonositi pretjeranom sinaptickom ¢is¢enju u bolesnika sa

shizofrenijom (42,43).



1.2.4. Neurotoksicha hipoteza

Prema neurotoksi¢noj hipotezi, shizofrenija bi mogla biti posljedica djelovanja
razli¢itih neurotoksi¢nih utjecaja u fetalnoj fazi, ali i tijekom kasnijeg razvoja sredisnjeg
zivéanog sustava, kao $to su prenatalna ili perinatalna hipoksija, uslijed komplikacija tijekom
trudnoce i poroda te virusne infekcije intrauterino, odnosno, u ranoj zivotnoj dobi (1,44).
Pretpostavlja se da spomenuti uzroci dovode do smanjene ekspresije neurotrofina i drugih
neurotropnih ¢imbenika, prevladavanja proapoptotskih nad antiapoptotskim proteinima te
posljedi¢no do apoptoze neurona i atrofije pojedinih mozdanih struktura (1).

Prethodno spomenuta obilna ekscitacijska glutamatergi¢na neurotransmisija do koje
dolazi uslijed poremeéenog metabolizma glutamata, pokazala se, takoder, neurotoksi¢cnom i
mogla bi predstavljati jedan od moguc¢ih mehanizama u patogenezi shizofrenog oboljenja
(1,39). Ista se, izmedu ostalog, povezuje s prekomjernim stvaranjem slobodnih radikala
kisika, odnosno pojacanim stanjem oksidacijskog stresa u bolesnika, na kojeg su, zbog niske
koncentracije antioksidativnih enzima, kao i visoke koncentracije polinezasi¢enih masnih
kiselina (engl. polyunsaturated fatty acid — PUFA) u svojim membranama, mozdane stanice
osobito osjetljive (45,46).

U okviru teorije endogenih halucinogena, shizofrenija bi mogla biti jedna od
posljedica poremecenog metabolizma nekih monoaminskih neurotransmitera, kao $to su
dopamin, serotonin i noradrenalin, uslijed cega se u mozgu oboljelih pojacano stvaraju
razli¢iti endogeni amini Koji posjeduju halucinogeni ucinak, tzv. endogeni halucinogeni ili

psihotoksini (1,47).



1.2.5. Neurotransmiterska hipoteza

Slozena disfunkcija i dezintegracija razlic¢itih neurotransmiterskih sustava u mozgu
oboljelih od shizofrenije, napose dopaminergickog, serotoninergickog i glutamatergi¢nog
sustava, dobro je opisana, iako jo$ uvijek nije poznato u kojoj je mjeri poremecena funkcija
istih uzrok, a u kojoj posljedica ili pak jedan od kompenzacijskih mehanizama ve¢ prisutne i
postojece patologije same bolesti (48).

Dopaminska hipoteza shizofrenije implicira dopaminergi¢ku hiperaktivnost vezanu uz
D2 dopaminske receptore u mezolimbi¢kim strukturama, koja se dovodi u svezu s pozitivnim
simptomima bolesti te dopaminergi¢ku hipofunkciju u prefrontalnoj kori mozga i frontalnom
korteksu, a koja se smatra odgovornom za pojavu negativnih simptoma (1,48). Citav niz
dokaza, kao $to su u¢inkovitost antagonista dopamina u terapiji bolesti, pozitivna korelacija
metabolita dopamina homovanilinske kiseline u plazmi s teZzinom klini¢ke simptomatologije,
veca gustoca D2 dopaminergickih receptora, osobito u striatumu, utvrdena metodom
pozitronske emisijske tomografije (engl. positron emission tomography — PET), podupiru
spomenutu hipotezu (49,50).

U prilog serotoninske hipoteze shizofrenije svjedo¢i nastanak psihoti¢nih simptoma
bolesti uslijed vezivanja nekih halucinogenih droga, kao $to su LSD (engl. lysergic acid
diethylamide) i meskalin za serotoninergi¢ke receptore, povecana koncentracija 5-HT2A i
5-HT1A serotoninergickih receptora utvrdena PET metodom u mozgu oboljelih te terapijski
uc¢inak blokade istih od strane nekih antipsihotika u terapiji negativnih simptoma (48,51).

Glutamatergicki sustav je jedan od najvaznijih ekscitacijskih sustava u mozgu te stoga
gotovo svi neuroni posjeduju neku od vrsta glutamatergi¢kih receptora. Glutamatu se
pripisuje vazna uloga u prenatalnom razvoju mozga i sinaptogenezi, a osim toga, neophodan
je za procese ucenja i dugotrajnog pamcenja. Tako bi hipofunkcija glutamatergickih

receptora, izmedu ostalog, mogla biti odgovorna za abnormalno sinapti¢ko povezivanje
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neurona, prisutno u bolesnika sa shizofrenijom (48). Ve¢ je prethodno spomenuto da
poremeceni metabolizam glutamata moze dovesti do pretjerane ekscitacijske glutamatergi¢ne
neurotransmisije i posljedi¢ne neurotoksic¢nosti (1,39).

U okviru neurotransmiterske hipoteze i abnormalnosti glutamatergickog sustava,
najvjerojatniji mehanizam patogeneze shizofrenije bila bi smanjena funkcija N-metil-D-
aspartat (NMDA) receptora za glutamat u mozdanom tkivu. Tome u prilog svjedoce ucinci
nekompetitivnih antagonista NMDA receptora, fenciklina i ketamina, na nastanak simptoma
slicnih onima u shizofreniji u zdravih osoba, kao i na pogor$avanje klinicke simptomatologije
u oboljelih (52). Inhibicija glutamatergicke aktivnosti antagonistima NMDA receptora
pospjesuje dopaminergicku neurotransmisiju u podru¢ju striatuma, Sto upuéuje na vaznu
reciprocnu povezanost dopaminergickog i glutamatergickog sustava u regulaciji klinicke

simptomatologije bolesti (53,54).

1.2.6. Neuroimunoloska hipoteza

U shizofreniji su prisutni brojni pokazatelji disfunkcije imunoloskog sustava, iako isti,
jo§ uvijek, nisu u potpunosti objasnjeni. Dokazi poremecenog imunoloskog odgovora su
negativna korelacija shizofrenije i reumatoidnog artritisa te oslabljena kozna reakcija uslijed
aplikacije niacina u oboljelih, koja bi mogla biti posljedica deficita vazadilatatornih
prostaglandina i vaznih medijatora upale, prostaglandina D2 i E2 (PGD2 i PGE2), ¢iju sintezu
inducira niacin (9,55). Nadalje, na poremeceno funkcioniranje imunoloskog sustava upucuju
povisena koncentracija proupalnih citokina, posebice interleukina-6 (IL-6), interleukina-2
(IL-2) te interferona gama (IFy) u serumu, poviSena aktivnost protutijela na tkivo mozga u
serumu, poviSena aktivnost proteina akutne faze upale u plazmi, kao i abnormalnosti u
odgovoru limfocita na razlicite mitogene (9,48,56). Pojacana aktivnost spomenutih ¢imbenika

upale, napose proupalnih citokina, poput IL-2 i IL-6, mogla bi biti odgovorna za trajno stanje
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blage upale u bolesnika, ali i abnormalnu neurotransmisiju u sredi$njem Ziv€anom sustavu,
budu¢i da navedeni citokini mogu interferirati s aktivnoS¢u brojnih neurotransmitera u mozgu
(57). Jedna od novijih teorija, a u okviru neuroimunoloske hipoteze, ukazuje da bi shizofrenija
mogla nastati kao posljedica vaskularne upale mozga, najvjerojatnije uslijed infekcije,

hipoksije ili traumatskog oStec¢enja mozdanog tkiva (58,59).

1.2.7. Neuroendokrina hipoteza

Opisani su brojni, ali nespecifi¢ni pokazatelji abnormalnog funkcioniranja endokrinog
sustava u bolesnika sa shizofrenijom. U prilog istih, a u skladu s neuroendokrinom hipotezom,
svjedoce disfunkcija hipotalamno-hipofizne osi utvrdena deksametazon-supresijskim testom
te povisene koncentracije adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortizola u plazmi
bolesnika sa shizofrenijom (48,60). Neke pak studije spomenutu hiperkortizolemiju povezuju
s tezinom klinicke slike u oboljelih, pri ¢emu istoj pripisuju uc¢inak na pozitivne, ali 1
negativne simptome bolesti (61,62). Neuroendokrinu disfunkciju, takoder, podupire i
utvrdena smanjena funkcija gonada u bolesnika, §to rezultira smanjenim fertilitetom i
nepotpunim seksualnim sazrijevanjem oboljelih (1). Smatra se da estrogen, svojim
protektivnim uc¢inkom na razvoj mozga i neurotransmisiju, utjee na kasniji pocetak bolesti,
kao i njenu bolju prognozu u Zena u odnosu na muskarce, §to dodatno implicira vaznost uloge

spolnih hormona u shizofreniji (63).
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1.3. Fosfolipidna membranska hipoteza

Sedamdesetih godina pros§log stolje¢a Feldberg (64) i Horrobin (65) nepoznatu i
heterogenu etiologiju shizofrenije pokusali su objasniti poremeéenom sintezom
prostaglandina u oboljelih, iz ¢ega je proizasla fosfolipidna membranska hipoteza. Negativna
korelacija shizofrenije i nekih upalnih bolesti, poput reumatoidnog artritisa, slabija osjetljivost
bolesnika sa shizofrenijom na osjet boli te prethodno spomenuta oslabljena kozna reakcija na
niacin u oboljelih, upuéuju na manjak molekula prostaglandina (65,66). Uzroke navedenog
manjka Horrobin (65) pokusava objasniti deficitom prekursorskin PUFA molekula, ili pak
abnormalnom aktivno$¢u enzima koji su ukljueni u proces sinteze prostaglandina, poput
fosfolipaze A2 (PLA2) i ciklooksigenaze-2 (COX-2). Naime, enzimi PLAZ2, hidrolizom
membranskih fosfolipida otpustaju molekule PUFA, dok enzimi COX-2, otpustene PUFA
metaboliziraju u prostaglandine (55). Dakle, prvobitno uocen deficit prostaglandina u
bolesnika sa shizofrenijom, mogao bi biti znacajan indikator deficita specifi¢cnih membranskih
PUFA i, samim time, naposljetku, ukazivati na poremeceni metabolizam fosfolipida u
membranama.

S obzirom na poligenski/multifaktorijalni karakter shizofrenije, bioloske membrane
predstavljaju idealno mjesto na kojem mozemo pratiti medudjelovanje genetickih i okoli$nih
¢imbenika. Naime, enzimi koji reguliraju metabolizam membranskih fosfolipida geneticki su
odredeni, a dugolancane PUFA (engl. long-chain PUFA — LC-PUFA), kao klju¢ne sastavnice
molekula membranskih fosfolipida, kojima su membrane ZivCanih stanica osobito bogate,
unose se u organizam prvenstveno putem prehrane. Poremeceni metabolizam fosfolipida te
posljedi¢ni deficit PUFA i abnormalan sastav membrana, u skladu s fosfolipidnom
membranskom hipotezom, predstavljaju jedinstvenu biokemijsku podlogu za poremecaj
brojnih neurorazvojnih procesa, ali i Citavog niza stani¢nih funkcija u bolesnika sa

shizofrenijom, sto nedvojbeno narusava homeostazu u sredisnjem zivéanom sustavu (67).
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lako najprije hipotetski spomenut, deficit PUFA, kasnije je potvrden brojnim
studijama koje su ispitivale sastav bioloskih membrana u bolesnika sa shizofrenijom (68-73).
Redukcija PUFA pri tome je uoCena u centralnim membranama (membrane Zivéanih stanica)
(68,71), ali i membranama perifernih stanica (eritrocita) oboljelih (69,73). Deficit PUFA
najviSe se moze pripisati smanjenoj koncentraciji LC-PUFA, kao sto su arahidonska kiselina
(AA, 20:4n-6) (68,71,73) i dokozaheksaenska kiselina (DHA, 22:6n-3) (71-73). Zanimljivo je
da je nekoliko autora uocilo bimodalnu raspodjelu PUFA, napose DHA 1 AA u membranama
bolesnika sa shizofrenijom, $to upucuje da bi poremecen metabolizam PUFA mogao biti
prisutan samo u subpopulaciji oboljelih (73-75). Na vaznost deficita PUFA ukazuju neke od
studija koje su, izmedu ostalog, utvrdile povezanost izmedu smanjene koncentracije PUFA u
membranama i tezine klinicke slike u bolesnika (70,74,75). Naposljetku, potrebno je istaknuti
da smanjena koncentracija PUFA nije iskljuciva znacajka shizofrenije, buduci da je utvrdena i
u drugim neuropsihijatrijskim bolestima, poput depresije, bipolarnog afektivnog poremecaja,
ADHD-a, disleksije, multiple skleroze i Alzheimerove bolesti (76-79).

Zanimljivo je da ljudski organizam nema sposobnost sinteze LC-PUFA de novo, nego
ih dobiva ili gotove, ili pretvorbom iz linolne kiseline (LA, 18:2n-6), odnosno, alfa-linolenske
kiseline (a-LA, 18:3n-3) (slika 1). Nazivi n-3 i n-6 su sinonimi za termine ®-3 i -6 koji
oznacavaju poloZaj prve dvostruke kovalentne veze u molekuli masnih kiselina, pocevsi od
metilnog (CH3) kraja lanca. U procesu pretvorbe od posebne je vaznosti uloga enzima A6-
desaturaza i A5-desaturaza te elongaza (80,81). A6-desaturaze i A5-desaturaze zasluzne su za
stvaranje dvostrukih kovalentnih veza na specificnom mjestu LC-PUFA, dok elongaze

dodavanjem ugljikovih atoma, produzuju duljinu lanca. Glavni izvor LA ili a-LA je, takoder,

prehrana, a najvazniji organ u kojemu se dogada pretvorba spomenutih LA 1 a-LA u
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obitelj n-6

18:3n-6

20:3n-6

AA, 20:4n-6

22:4n-6

24:4n-6

24:5n-6

22:5n-6

esencijalne
masne kiseline

A-6-desaturaza

elongaza

A-5-desaturaza

elongaza

elongaza

A-6-desaturaza

p - oksidacija

obitelj n-3

{

18:4n-3

20:4n-3

{

EPA, 20:5n-3

I

22:5n-3

24:5n-3

24:6n-3

{

DHA, 22:6n-3

LA, 18:2n-6 — linolna kiselina; AA, 20:4n-6 — arahidonska kiselina; a-LA, 18:3n-3 — alfa-linolenska
kiselina; 20:5n-3, EPA — eikozapentaenska kiselina; DHA, 22:6n-3 — dokozaheksaenska kiselina

Slika 1. Metaboli¢ki putevi od esencijalnih masnih kiselina do n-6 i n-3 LC-PUFA
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LC-PUFA je jetra. Potrebno je istaknuti da spomenuti proces pretvorbe nije osobito u¢inkovit
u Covjeka, s obzirom da konverzijom iz LA i a-LA nastaje manje od 5% LC-PUFA u
organizmu (9,80). Buduéi da u konverziji LA i a-LA u LC-PUFA sudjeluju isti enzimi, vece
koncentracije LA (uslijed veceg unosa istih prehranom), inhibiraju pretvorbu a-LA u
LC-PUFA (82). Inace, omjer unosa n-6 i n-3 PUFA u tipi¢noj zapadnjackoj prehrani varira od
15:1 do 20:1, a proporuceni omjer je 2:1 (83). Ucinkovitija konverzija, napose o-LA U
eikozapentaensku kiselinu (EPA, 20:5n-3) i DHA, u osoba Zenskog spola implicira, izmedu
ostalog, vaznu ulogu estrogena u navedenom procesu (84). Nadalje, uspjeSnost konverzije
prekursorskih molekula u LC-PUFA, slabija je u starijoj dobi, a mogu je zakociti i virusne
infekcije te stres tijekom kojega se pojacano luce katekolamini i glukokortikoidi (67). Moguce
je da smanjena koncentracija membranskih LC-PUFA u bolesnika sa shizofrenijom odrazava
njihov smanjen unos putem prehrane (85,86). Neke pak epidemioloske studije ukazuju na
manji rizik obolijevanja od shizofrenije i bolju prognozu bolesti u populacijama u kojima se
konzumira manje zasi¢enih masnih kiselina (engl. saturated fatty acid — SFA), a vise PUFA,
kao Sto su neke africke i azijske drzave, poput Nigerije 1 Indije (9).

Pojacano stanje oksidacijskog stresa, uslijed abnormalnih i nedostatnih
antioksidativnih obrambenih mehanizama te posljedi¢na lipidna peroksidacija, dodatni su
mehanizmi koji se povezuju s poremeéenim metabolizmom membranskih fosfolipida i
deficitom PUFA u bolesnika sa shizofrenijom (9). Mozdane LC-PUFA osobito su osjetljive
na oksidaciju koja se dogada u puno ve¢oj mjeri kada se nalaze u slobodnoj formi, primjerice
uslijed otpustanja iz molekule membranskih fosfolipida djelovanjem enzima PLA2 (9,67).
Nekoliko studija utvrdilo je povezanost izmedu smanjene koncentracije PUFA u
membranama eritrocita i povisene koli¢ine lipidnih peroksida u nelijecenih bolesnika s prvom
epizodom shizofrenog oboljenja (87,88). Pojacanom stanju oksidacijskog stresa mogla bi

pridonositi znacajno veca ucestalost uzivanja duhanskog dima u bolesnika sa shizofrenijom u
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odnosu na pripadnike zdrave populacije (89,90) s obzirom da se duhanskom dimu pripisuje
snazan prooksidativni uéinak (9). Prema nekim studijama, upravo nikotin povisuje aktivnost
enzima PLA2 (91), iako su, doduSe, zabiljeZeni i proturjecni rezultati (92).

Pojedini lijekovi, takoder, mogu poremetiti metabolizam bioloskih membrana i
posljedi¢no reducirati kolicinu membranskih PUFA (93). Tako su studije na animalnim
modelima pokazale da kroni¢na uporaba litij klorida, karbamazapina i1 valproata smanjuje
ponovnu ugradnju AA u molekule fosfolipida (93-95). Drugi lijekovi, poput fluoksetina,
mogu povisiti aktivnost PLA2 i na taj nacin prouzrociti pojacano otpustanje LC-PUFA iz
molekula membranskih fosfolipida (96).

U prilog poremeéenom metabolizmu membranskih fosfolipida u bolesnika sa
shizofrenijom, izmedu ostalog, svjedo¢i i povisena aktivnost enzima iz superobitelji PLA2,
pronadena u serumu, krvnim stanicama i mozdanom tkivu oboljelih (97-99). Navedeni enzimi
skupina su ubikvitarnih enzima zaduzenih za otpuStanje masnih kiselina, prvenstveno
LC-PUFA, sa sn-2 polozaja membranskih fosfolipida (100-102). Hidroliza membranskih
fosfolipida, uslijed djelovanja spomenutih enzima, ima za posljedicu nastanak slobodnih
molekula LC-PUFA i molekula lizofosfolipida (102) (slika 2). Prethodno spomenuto
pojacano stanje oksidacijskog stresa moglo bi doprinijeti povi$enoj aktivnosti enzima PLA2 u
bolesnika sa shizofrenijom. Nadalje, predlozeni su i drugi potencijalni uzroci, poput pojacane
aktivnosti proupalnih citokina, posebice IL-2 i IL-6, uslijed abnormalnog funkcioniranja
imunoloskog sustava u oboljelih (9,103). Neke od studija koje su proucavale ucinak terapije
antipsihoticima na aktivnost enzima PLA2, ukazuju na njezinu ulogu u smanjenju aktivnosti
PLA2 (98,104,105), sto dodatno implicira vaznost navedenih enzima u razvoju ili ekspresiji
bolesti. Potrebno je spomenuti da je povisena aktivnost PLA2, osim u shizofreniji, uocena i u
drugim neuropsihijatrijskim bolestima, kao S$to su depresija, bipolarni afektivni poremecaj,

disleksija, epilepsija i autizam (106-108).
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FOSFOLIPID LIZOFOSFOLIPID

SLOBODNA
MASNA
KISELINA

deacilacija pomocu enzima
iz superobitelji PLA2

fosfolipidna
fosfolipidna skupina
skupina

FA — masna kiselina; PUFA — polinezasi¢ena masna kiselina; PLA2 — fosfolipaza A2

Slika 2. Mehanizam djelovanja enzima iz superobitelji PLA2

S obzirom da je poviSena aktivnost enzima iz superobitelji PLA2, pronadena u
oboljelih od shizofrenije, mogu¢i uzrok deficita LC-PUFA u njihovim bioloskim
membranama, geni za enzime PLAZ2 su, u okviru membranske fosfolipidne hipoteze,
predlozeni i istrazivani kao potencijalni geni kandidati za razvoj bolesti (67,109,110).
Relativno velik broj studija je utvrdio pozitivhu povezanost polimorfizama navedenih gena s
etiologijom shizofrenije (111-114). Nadalje, polimorfnim varijantama gena PLAZ2 pripisuje se

znaCajan ucinak na aktivnost enzima PLA2 (114) i klinicku ekspresiju bolesti (115).

17



Potrebno je istaknuti da je znaCajno smanjena ponovna ugradnja LC-PUFA,
prvenstveno AA, u molekule membranskih fosfolipida, uo¢ena u nelijeenih bolesnika s
prvom epizodom shizofrenije u odnosu na bolesnike koji su uzimali terapiju i pripadnike
kontrolne skupine (116) te je u okviru fosfolipidne membranske hipoteze, takoder, predloZena
kao jedan od mogucéih uzroka deficita membranskih PUFA i nastanka bolesti (67).

lako konverzijom iz LA i a-LA u organizmu ¢ovjeka nastaje manje od 5% LC-PUFA
(9,80), abnormalnosti u sintezi LC-PUFA mogle bi, takoder, pridonositi njihovom deficitu u
bolesnika (81). Utvrdena znac¢ajna povezanost izmedu reducirane koncentracije LC-PUFA u
membranama i polimorfnih varijanti gena uklju¢enih u njihovu konverziju iz prekursorskih
molekula, dodatno upucuju na vaznu ulogu geneti¢kih ¢imbenika u kompoziciji membranskih
fosfolipida (117-119).

Zakljucno, s obzirom na poligenski/multifaktorijalni karakter shizofrenije, interakcija
razli¢itih gena ukljuenih u metabolizam masnih kiselina i fosfolipida (prvenstveno gena
PLAZ2, ali i gena za enzime koji reguliraju ugradnju PUFA u membranske fosfolipide te
sintezu LC-PUFA iz prekursorskih molekula), uz smanjen unos i pove¢anu oksidaciju PUFA,
mogla bi, u okviru fosfolipidne membranske hipoteze, dovesti do podloznosti za razvoj

bolesti.

1.4. Enzimi superobitelji PLA2

Enzimi iz superobitelji PLAZ2 hidroliziraju molekule fosfolipida u membranama i tako
dovode do nastanka slobodne masne kiseline i lizofosfolipida (101,102). Otpustene PUFA,
njihovi derivati - eikozanoidi (prostaglandini, tromboksani, prostaciklini, leukotrieni),
dokozanoidi, kao i nastali lizofosfolipid, potentne su signalne molekule i poznati medijatori
upalnih procesa u organizmu (9,120). Vece koncentracije otpustenih PUFA i lizofosfolipida,

medutim, pokazuju neurotoksi¢ni u¢inak (121,122).
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U covjeka je opisano najmanje 10 skupina enzima iz superobitelji PLA2 kodiranih s
19 gena, pri ¢emu je klasifikacija enzima PLA2 u pojedine skupine provedena na temelju
njihove strukture, stani¢ne lokalizacije, ovisnosti o ionima Ca®* i vrsti supstrata koje
preferiraju (101,102). Za ucinkovitu kaskadu membranskih PUFA u mozgu najvaznije su
sekretorna PLA2 (sPLAZ2), citosolna PLA2 (cPLA2) i citosolna, kalcij-neovisna PLA2
(engl. calcium-independent — iPLA2) (101-103).

sPLA2 su izvanstani¢ni enzimi niske molekularne mase (12 — 18 kDa) ¢ija je
kataliticka aktivnost ovisna o milimolarnim koncentracijama iona Ca®" (101,102,123).
Preferiraju razli¢ite vrste masnih kiselina na sn-2 polozaju molekula membranskih fosfolipida
(101,123). Prisutnost enzima sPLA2 dobro je utvrdena u izvanstani¢nim tekuéinama, kao $to
su probavni sok guserace, zglobna tekucina i upalne tekucine (102,121). Enzimima sPLA2 se
pripisuje vazna uloga u regulaciji upalnog odgovora u organizmu (101,102), a pojedine
skupine enzima posjeduju i vazan antimikrobni u¢inak (102).

cPLAZ2 su enzimi visoke molekularne mase (65 — 110 kDa) ¢ija je kataliticka aktivnost
ovisna o nanomolarnim ili mikromolarnim koncentracijama iona Ca®* (101,102,123). cPLA2
preferiraju otpustanje AA sa sn-2 poloZaja molekula membranskih fosfolipida i uglavnom se
nalaze u citosolu (123,124). Opisani su brojni aktivatori cPLA2, kao §to su ¢imbenici rasta,
mitogeni, citokini, UV zraenje, stani¢ni stres i hiperglikemija (125). Najvaznijim se,
medutim, smatra porast koncentracije iona Ca®" u citosolu, uslijed ¢ega se cPLA2 translocira
na membranu i zapocinje svoju katalitiCku aktivnost (102,125). Enzimima cPLA2 se, takoder,
pripisuje vazna uloga u regulaciji upalnog odgovora u organizmu (101,102).

IPLA2 su enzimi visoke molekularne mase (85 — 88 kDa) ¢ija katalitiCka aktivnost, za
razliku od SPLA2 i cPLA2, nije ovisna o ionima Ca** (101,102,123). Prema nekim studijama,
IPLA2 ne preferiraju otpustanje specificnih PUFA sa sn-2 polozaja molekula membranskih

fosfolipida (123), dok drugi literaturni podaci upucuju na veci afinitet iPLA2 prema DHA
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(126,127), odnosno AA (101,128). iPLA2 su prvenstveno kucepaziteljski enzimi (engl.
housekeeping enzymes) koji odrzavaju strukturu membranskih fosfolipida (129) te kao i ostali
enzimi PLA2 reguliraju upalni odgovor organizma (101). Pojedini autori im, izmedu ostalog,
pripisuju vaznu ulogu i u drugim procesima, kao Sto su regulacija kontrakcije glatke

muskulature krvnih zila, osteogeneza, apoptoza, regulacija sekrecije inzulina i spermiogeneza

(130-134).

1.4 1. Uloga LC-PUFA i enzima PLA2 u homeostazi neurona

LC-PUFA, napose DHA i AA, su bioloski izrazito aktivne molekule koje ¢ine
glavninu masnih kiselina u mozdanom tkivu (135,136). OdrZavanje homeostaze u srediSnjem
Ziv€éanom sustavu zahtijeva prisustvo slobodnih, neesterificiranih PUFA molekula, kao i
esterificiranih PUFA, koje se nalaze u sastavu membranskih fosfolipida (137).

Otpustanje  PUFA iz molekula membranskih fosfolipida pomocu enzima iz
superobitelji PLA2, od posebne je vaznosti za uredno odvijanje procesa neurogeneze i
sinaptogeneze (103,123). Slobodne PUFA su potentne signalne molekule koje mogu
inducirati aktivnost brojnih ¢imbenika neophodnih za neurogenezu i sinaptogenezu, kao $to su
ve¢ prethodno spomenuti GAP-43, NGF i BDNF (9,138,139). Molekule PUFA, izmedu
ostalog, imaju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena koji sudjeluju u brojnim
neurorazvojnim procesima, poput B-FABP (engl. brain fatty acid binding protein),
RXR (engl. retinoid X receptor) i dr. (137,140). Naposljetku, programirana stani¢na smrt -
apoptoza, jedan od klju¢nih procesa koji se odvijaju tijekom razvoja i sazrijevanja mozga,
ukljucuje, takoder, mehanizme otpustanja PUFA iz membranskih fosfolipida (123,124).

Hidroliza molekula membranskih fosfolipida pomoc¢u enzima PLA2 dio je mehanizma
prijenosa zivéanih signala u stanicama (9,103). Naime, vezivanje neurotransmitera za

receptore povezane s G-proteinima na stani¢noj membrani poti¢e aktivaciju PLA2, nakon
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Cega uslijedi otpuStanje drugog glasnika - AA iz molekula membranskih fosfolipida
(103,123). Pri tome konac¢ni u¢inak na neuronalnu homeostazu moze biti posredovan izravno,
signalizacijom putem otpustene molekule AA, ili pak neizravno, putem nekog od metabolita
AA (101,141).

Uloga enzima PLAZ2 indicirana je tijekom ranog embrionalnog razvoja mozga i
zivéevlja. Njihova je najveca aktivnost u mozgu Stakora tako utvrdena u 12. danu gestacije,
nakon Cega se smanjuje i zadrzava bazalnu aktivnost tijekom postnatalnog razvoja (142).
Rana aktivnost PLA2 zabiljezena je i u primarnim kulturama embrionalnih neurona korteksa
Stakora, $to upucuje na to da bi navedenu enzimi mogli imati ulogu u prezivljavanju neurona i
stvaranju brojnih ogranaka aksona. Osim toga, aktivnost PLA2 mogla bi biti klju¢na za
sposobnost neurona da odgovori na vanjske signale te za sposobnost preraspodjele elemenata
citoskeleta. Stovise, prema studiji Forleneze i sur. (101), za normalan je razvoj kortikalnih
neurona, kao i neurona hipokampusa u stani¢noj kulturi, bio neophodan funkcionalni
integritet razli¢itih enzima PLA2.

Studije na animalnim modelima upucuju na vaznu ulogu neuroprotektina D1 (NPD1),
metabolita DHA, u zaStiti moZdanog tkiva od razvoja neurodegenerativnih promjena nastalih
kao posljedica apoptotskih ustecenja uslijed pojacanog stanja oksidacijskog stresa (137,143).
Pri tome je dokazano da NPD1 povecava ekpresiju antiapoptotskih Bcl-2 proteina, smanjuje
ekspresiju proapoptotskih Bax i Bad proteina i inaktivira kaspazu-3 (144). S obzirom da je
utvrdeno da NPDI inhibira aktivnost enzima COX-2, pripisuje mu se i vazan antiupalni
ucinak (137,144).

Metaboliti razli¢itih LC-PUFA su, takoder, potentne signalne molekule, a najbolje je
opisana njihova uloga u regulaciji upalnog odgovora u sredisnjem ziv¢anom sustavu. Pri tome
se osobit znacaj pridaje omjeru n-3 i n-6 LC-PUFA molekula, budu¢i da se AA moze

enzimski prevesti u niz metabolita s proupalnim djelovanjem, dok metaboliti EPA i DHA
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pokazuju snazan antiupalni u¢inak (9,145). Spomenuti derivati LC-PUFA, osim toga, imaju
vaznu ulogu u odrzavanju sinapticke plasticnosti, kontroli mozdanog protoka krvi te
procesima poput angiogeneze i apoptoze (141,146,147).

Prisutnost dvostrukih kovalentnih veza izmedu dvaju ugljikovih atoma stvara pregibe
u lancu masne kiseline i omogucava bolju bo¢nu pokretljivost fosfolipida, ¢ime membrane
postaju fluidnije. Pojedine LC-PUFA, kao §to su DHA i EPA, zbog velikog broja dvostrukih
kovalentnih veza, osobito pridonose odrzavanju fluidnosti bioloskih membrana (148,149).
Odgovarajuca fluidnost stani¢ne membrane neophodna je za odvijanje signalnih procesa u
svakoj stanici, uredno funkcioniranje receptora, (npr. onih za molekule neurotransmitera,
ionskih kanala), brojnih enzimskih sustava, kao i regulaciju dinamike lipidnih splavi, vaznih
mikrostruktura bioloskih membrana (55,148,150).

Deficit LC-PUFA, posebice DHA i AA, koji je prisutan u oboljelih od shizofrenije, i
samim time, poremecen sastav bioloSkih membrana, naruSava homeostazu u srediSnjem
Zivéanom sustavu te uzrokuje poremecaje u razvoju mozga, abnormalan prijenos signala u
Zivéanim stanicama, ometa proces urednog sinaptickog povezivanja neurona, uzrokuje
pojac¢anu peroksidaciju lipida, nastanak slobodnih radikala i neurodegeneraciju (103,123).
Budu¢i da poremecen sastav bioloSkih membrana jasno implicira poremecaj brojnih
neurorazvojnih procesa, kao i Citavog niza stani¢nih funkcija, fosfolipidna membranska
hipoteza mogla bi vjerodostojno objediniti prethodno predlozene hipoteze o nastanku

shizofrenije.
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1.5. Biomarkeri u dijagnozi shizofrenije

Otkricem specificnog biomarkera za shizofreniju omogucila bi se pravodobna
dijagnoza ove bolesti, ¢ime bi se uvelike poboljsala i njena prognoza. Iako su predlozeni
brojni potencijalni biokemijski markeri, poput poviSene razine etana u izdahu oboljelih (151),
razli¢iti metaboli¢ki markeri (152) te neurokognitivni i neurofizioloSki biomarkeri (153), niti
jedan se nije pokazao dovoljno specificnim u dijagnozi shizofrenije. Najve¢i broj istrazivanja,
medutim, posvecen je ispitivanju oslabljene ili izostale koZne reakcije nakon aplikacije u vodi
topivog vitamina B kompleksa - niacina (154).

PoviSena koncentracija etana u izdahnutom zraku bolesnika, utvrdena metodom
masene spektrometrije, podudara se s ve¢ prethodno uoenim pojacanim stanjem
oksidacijskog stresa i predstavlja neinvazivnu, kvantitativnu i direktnu metodu evaluacije
pojacane peroksidacije PUFA. Osim toga, dokazano je da koncentracija etana u izdahu ne
ovisi 0 uzivanju duhanskog dima (151), koje je znacajno ucestalije u bolesnika u odnosu na
zdravu populaciju (89,90), niti o terapiji antipsihoticima (151).

Uocena veca ucestalost tolerancije na glukozu i rezistencije na inzulin pripisuje se
abnormalnom metabolizmu glukoze u bolesnika sa shizofrenijom (155-157). Stoga je,
poremeceni metabolizam glukoze, predlozen kao jedan od moguéih patogenetskih
mehanizama bolesti (158,159). U prilog abnormalnom metabolizmu glukoze svjedoci i
znacajno povisena koncentracija piruvata uoc¢ena U serumu oboljelih, a koja, izmedu ostalog,
implicira poremecen energetski metabolizam (152). Na prisutnost poremec¢enog energetskog
metabolizma ukazuje, takoder, pojacani katabolizam masnih kiselina. Tako je, uslijed istog, u
bolesnika sa shizofrenijom uocena povisena koncentracija glicerata, eikozenske kiseline i
beta-hidroksibutirata u serumu te multiplih masnih kiselina i ketonskih tijela u serumu i urinu
(152). Nadalje, u serumu oboljelih pronadena je i smanjena koncentracija aminokiseline

cisteina (152). S obzirom da je cistein klju¢na molekula u sintezi peptida glutationa, vaznog
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antioksidansa, smanjena koncentracija cisteina, mogu¢i je indikator pojacanog stanja
oksidacijskog stresa u shizofreniji (152,160).

Novije studije ukazuju na vaznost neurofizioloSkih i neurokognitivnih biomarkera u
dijagnozi shizofrenije, s obzirom na brojne neurofizioloske i neurokognitivne disfunkcije u
oboljelih (153,161,162). U okviru istrazivanja navedenih disfunkcija, u bolesnika je ispitivano
funkcioniranje osnovnih percepcijskih procesa, provedeni su razli¢iti testovi paznje,
pamcenja, ucenja i sl. S obzirom da se utvrdene neurofizioloske i neurokognitivne
abnormalnosti nisu znac¢ajnije mijenjale izmedu dvaju Kklini¢kih testiranja te da su postojale,
¢ak i kada nisu bili posve prisutni klini¢ki simptomi bolesti, Light i sur. (153) ukazuju na
neurofizioloske i neurokognitivne biomarkere kao pouzdane, stabilne i, naposljetku,

dugoroc¢ne pokazatelje mozdanih disfunkcija u shizofreniji.

1.5.1. Niacinski test crvenila koze

1.5.1.1. Niacin

Niacin, poznat i kao nikotinska kiselina, u vodi je topiv vitamin B kompleksa. Kao
prekursoru nikotinamid adenin dinukleotida (NADH; NAD; NAD+) i nikotinamid adenin
dinukleotid fosfata (NADP), pripisuje mu se vazna uloga u brojnim metaboli¢kim putevima u
organizmu (154). Ljudska jetra ima sposobnost sinteze niacina iz aminokiseline triptofana, pri
¢emu je potrebno 60 mg triptofana za sintezu 1 mg niacina (163). Dugotrajni nedostaci
niacina u prehrani mogu dovesti do nastanka oboljenja pod nazivom pelagra, a Cije su glavne
znaCajke promjene na kozi u vidu dermatitisa, proljevi koji su nerijetko i krvavi te razvoj
demencije (164). Moguée nuspojave uzimanja niacina u terapijske svrhe, kao S§to je npr.
lije€enje hiperlipidemije, su suhoca 1 svrbeZ koze, smetnje u probavnom sustavu, napose u
vidu dispepsije i mucnine, aritmije, hiperglikemija 1 hiperuricemija, a u vecim

koncentracijama niacin dovodi do promjena na makuli i retini oka. Neovisno o tome da li je
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primijenjen oralnim putem, ili pak nanesen lokalno na kozu, naj¢e$¢a nuspojava uzimanja

niacina je pojava kutanog crvenila i edema (165-167).

1.5.1.2. Mehanizam djelovanja niacina

Nakon kutane aplikacije niacin se veze za receptore povezane s G-proteinima
(HM74A) koji se nalaze na koznim makrofazima i epidermalnim Langerhansovim stanicama
(168,169). Vezivanje niacina za navedene receptore dovodi do porasta koncentracije iona
Ca’* u citosolu koji zatim potite aktivnost enzima cPLA2 i ekspresiju COX-2 (170). Porast
koncentracije Ca®* u citosolu ima za posljedicu translokaciju cPLA2 na membranu, gdje
enzim zapocinje svoju katalitiC¢ku aktivnost (102,125). cPLA2, naime, katalizira otpuStanje
AA iz membranskih fosfolipida, dok prethodno spomenuti enzim COX-2, metabolizira
otpustenu molekulu AA u vazodilatatorne PGD2 i PGE2. Nadalje, sintetizirani PGD2 i PGE2
stimuliraju produkciju ciklickog adenozin monofosfata (CAMP) koji zatim relaksira glatku
muskulaturu koznih kapilara, pri ¢emu dolazi do njihove vazodilatacije, a Sto rezultira
crvenilom i edemom koze (slika 3) (171,172). Zanimljivo je da se serumska koncentracija
vazodilatatornih prostaglandina, kao odgovor na primjenu niacina, moZe povisiti 1 do
nekoliko stotina puta (173). 1z svega navedenog, vidljivo je da bi oslabljena ili pak izostala
rekacija na niacin mogla biti indikator abnormalnog funkcioniranja metabolicke kaskade
CPLA2/COX-2 (154,174). Poremeceni kaskadni put cPLA2/COX-2, stoga bi, izmedu ostalog,
mogao upucivati na manjak specificnih PUFA, posebice AA, u molekulama membranskih
fosfolipida, koje su nuzni prekursori vazodilatatornih PGD2 i PGE2 (175), iako uzroke,
zapravo, mozemo traziti na bilo kojem dijelu metabolicke kaskade CcPLA2-COX-2
(abnormalnoj aktivnosti enzima cPLA2 i COX-2, abnormalnoj ekspresiji receptora za niacin i

prostaglandine, poremecéenoj vazomotornoj funkciji) (154,172).
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membranski
fosfolipidi

crvenilo koze 1
edem

Slika 3. Dio metaboli¢ke kaskade arahidonske kiseline

cPLA2 — citosolna fosfolipaza A2, AA — arahidonska kiselina, COX-2 — ciklooksigenaza-2,
PGG2 — prostaglandin G2, PGH2 — prostaglandin H2, PGD2 — prostaglandin D2
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1.5.1.3. Metode aplikacije niacina i procjene rezultata niacinske reakcije

Pocetne studije niacinskog testiranja koristile su oralnu aplikaciju niacina razli¢itih
koncentracija (od 25 mg do 250 mg) (66,176). Ward i sur. (177) uvode metodu lokalne
aplikacije niacina pomoc¢u posebnog flastera koji se nanosi na kozu volarne strane podlaktice.
Prednost spomenute aplikacije je mogucnost istovremene uporabe otopina razlicitih
koncentracija (0,1 M, 0,01 M, 0,001 M, 0,0001 M), a na taj je na¢in ujedno i moguce utvrditi
pri kojoj se koncentraciji niacina najbolje diferenciraju bolesnici i kontrolna skupina. Osim
toga, lokalna aplikacija poboljSala je suradljivost ispitanika, uklonila sistemske nuspojave,
omogucila laksu i objektivniju procjenu rezultata, a i samo testiranje traje krace. Uc¢inak
oralne aplikacije niacina vrednovan je vizualnom inspekcijom crvenila lica i gornjih dijelova
tijela (66), mjerenjem temperature koze (176), mjerenjem porasta temperature u usnoj resici
(178), fotopletizmografijom (179) te odredivanjem termalnog indeksa koji oznaava omjer
temperature koze i tjelesne temperature (180). Reakcija na kutanu aplikaciju najcesce se
evaluirala vizualnom deskriptivnom metodom, pri ¢emu su koristene dvije mjerne ljestvice:
prema Wardu i sur. (177), koji su predlozili raspon od 0 do 3 (0 = nema reakcije,
1 = minimalno crvenilo, 2 = umjereno crvenilo, 3 = maksimalno crvenilo) te prema Bergeru i
McGorriu (181), s rasponom od 1 do 7 (1 oznadava izostanak reakcije, a 7 najjacu reakciju
koja se manifestira kao edem koji zauzima Sire podruéje od onog na koje je nanesen flaster).
Flaster s otopinama niacina uklanjao se nakon 5 minuta, a evaluacija niacinske reakcije vrsila
se U 3 do 5-minutnim intervalima nakon uklanjanja flastera, najduze do 30 minuta. Neki su
autori u vrednovanju kutanog crvenila koristili i druge metode evaluacije, kao S§to
volumetrijski niacinski odgovor (engl. volumetric niacin response - VNR) (182), opti¢ka

refleksijska spektroskopija (183), laserska doplerska floumetrija (184).
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Prije provodenja testa kozne osjetljivosti na niacin neophodno je provesti pregled i
anamnesticku obradu ispitanika u svrhu evidentiranja oboljenja ili medikamentozne terapije
koji bi mogli utjecati na odgovor organizma na niacin. Sve pojedince s promjenama na kozi i
koznim bolestima (egzem, psorijaza), kao i one koji su neposredno prije izvodenja testa
uzimali nesteroidne protuupalne lijekove koji inhibiraju sintezu prostaglandina, potrebno je
iskljugiti iz testiranja (177,185).

Uoceno je da na jafinu niacinskog odgovora mogu utjecati koncentracije apliciranih
otopina, duzina trajanja izloZenosti koze otopinama niacina, duzina trajanja evaluacije same
reakcije, kao i metoda procjene rezultata testiranja (98,154,171,177,186,187). U svakom
slucaju, usporedba razliitih metoda evaluacije odgovora koze na primjenu niacina i
postignutih rezultata, upuc¢uje da je vizualna inspekcija dovoljno dobra, neinvazivna, brza,
jednostavna, jeftina i po potrebi lako ponovljiva metoda koja moze diferencirati skupine
ispitanika pri razli¢itim koncentracijama apliciranih otopina (od 0,1 M do 0,0001 M).
Koncentracije niacina pri kojima je u vecini studija postignuta najbolja diferencijacija jacine
koznog odgovora izmedu bolesnika i kontrolne skupine jesu 0,01 M i 0,001 M, a
preporuéljivo vrijeme trajanja evaluacije rezultata je 5 do 20 minuta u 3 do 5-minutnim

intervalima (154).

1.5.1.4. Osjetljivost na niacin u shizofreniji i drugim neuropsihijatrijskim bolestima

Reakciju organizma na niacin otkrili su Murrell i Taylor 1959. godine, dok je prvo
testiranje na niacin u bolesnika sa shizofrenijom proveo Hoffer 1962. godine (188).
Oslabljena ili izostala reakcija koze nakon aplikacije niacina utvrdena je Cak u 24 — 90%
bolesnika sa shizofrenijom (154). Medutim, osim u kroni¢nih bolesnika sa shizofrenijom koji
uzimaju antipsihotike, oslabljena niacinska reakcija uocena je i u skupini nelije¢enih

bolesnika s prvom psihozom (171). Nekoliko studija ispitalo je povezanost klinicke slike
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shizofrenije i abnormalnog odgovora na niacin (169,171,174,186), pri ¢emu Su Smesny i sur.
(186) utvrdili predominaciju negativnih simptoma PANSS-a u ispitanika neosjetljivih na
niacin. Rezultati navedene studije, stoga, upucuju na moguénost postojanja fenotipske
subpopulacije bolesnika sa shizofrenijom i na potencijalnu ulogu testiranja kozne osjetljivosti
na niacin u njenoj identifikaciji (98). Ucestalost abnormalne reakcije koZe na niacin pokazala
se znacajno vecom u bolesnika sa shizofrenijom, negoli u bolesnika s bipolarnim afektivnim
poremecajem, ili pak u oboljelih od depresije (168,174,187). Medutim, s obzirom da je
oslabljena ili izostala reakcija na niacin, uoena i u nekim drugim neuropsihijatrijskim
bolestima, kao §to su Huntingtonova bolest (189), socijalna fobija (190) i disleksija (191),
abnormalan odgovor koZe na niacin ne moze predstavljati pouzdan dijagnosticki test u

shizofreniji (154).

1.5.1.5. Oslabljen niacinski odgovor kao potencijalni endofenotip u shizofreniji

Veliki broj studija upucuje na mogucu nasljednu komponentu abnormalnog
niacinskog odgovora u bolesnika sa shizofrenijom. Znacajno slabija niacinska reakcija
utvrdena je u prvih rodaka bolesnika u odnosu na pripadnike kontrolne skupine (192-195).
Nedavna studija, provedena na ve¢em uzorku ispitanika u kineskoj populaciji, uocila je slabiji
odgovor na niacin u bolesnika u ¢ijim je obiteljima vise ¢lanova bolovalo od shizofrenije u
odnosu na bolesnike u kojima je samo jedan ¢lan obitelji bio bolestan. Osim toga, prvi rodaci
oboljelih od shizofrenije, u ¢ijim je obiteljima viSe ¢lanova imalo shizofreniju, imali su
znacajno slabiju reakciju koze na niacin u usporedbi s prvim rodacima u ¢ijim je obiteljima
samo jedan ¢lan bio bolestan (195). Nasljedna komponenta oslabljenog odgovora na niacin u
navedenoj studiji varira od 47 do 54%. Neosjetljivost na niacin u nelije¢enih bolesnika s
prvom psihozom (171), kao i u kroni¢nih bolesnika sa shizofrenijom koji su uzimali

antipsihotike te utvrdena nasljednost abnormalnog niacinskog odgovora (195), svjedoc¢e u
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prilog oslabljenom niacinskom odgovoru kao potencijalnom endofenotipu u shizofreniji, $to

su, izmedu ostalog, neki autori i predlozili (169,195).

1.5.1.6. Ucinak ¢imbenika okoline, dobi i spola na niacinski odgovor

Ve¢i broj studija istrazivao je utjecaj uzivanja duhanskog dima na jacinu odgovora
koze na niacin (171,187,196,197), medutim, niti jedna nije pronaSla znacajnu povezanost
izmedu navike pusenja i koZzne osjetljivosti na niacin. Uporaba kanabisa (169,171,186,198),
kave i alkohola (194), takoder, nije pokazala znacajnu povezanost s jacinom niacinskog
odgovora u bolesnika sa shizofrenijom, medutim, uoceno je da ucestalo uzivanje kanabisa u
zdravih osoba moze smanjiti ja¢inu kozne osjetljivosti na niacin (198). Svega jedna studija
upucuje da bi uporaba antipsihotika mogla biti povezana s jac¢inom niacinske reakcije, s
obzirom da je u istoj, nakon dvomjesecne terapije, uocena konverzija negativnog odgovora na
niacin u pozitivni u tre¢ine bolesnika sa shizofrenijom (98). Do sada nije dokazano da bi na
jacinu odgovora koze na niacin mogli utjecati neki drugi lijekovi, kao $to su kortikosteroidi,
blokatori acetilkolinskih i histaminskih receptora ili pak lokalni anestetici poput prokaina
(199).

Smesny i sur. (183,200) pronasli su znacajnu razliku u odgovoru koZze na niacin
ovisno o dobi i spolu, pri ¢emu su uocili da reakcija koze slabi s dobi ispitanika te da osobe

muskog spola pokazuju slabiju reakciju u odnosu na zene.
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1.7. Polimorfizmi gena PLA2 | PTGS2 u podloznosti za razvoj shizofrenije

Zbog povisene aktivnosti enzima iz superobitelji PLA2 u bolesnika sa shizofrenijom,
kao i moguce uloge navedenih enzima u etiologiji oslabljene reakcije koze na niacin u
oboljelih, geni za enzime PLA2 su, u okviru fosfolipidne membranske hipoteze, istrazivani
kao potencijalni geni kandidati za shizofreniju u razli¢itim populacijama (99,109,111,201).
Vaznu osnovu za istrazivanje genetike abnormalne niacinske reakcije predstavlja njezina
nasljedna komponenta, utvrdena na velikom broju bolesnika u kineskoj populaciji (N = 1059),
a koja iznosi 47 — 54% (95). S obzirom da niacinska reakcija pored enzima cPLA2 Koji je
ovisan o Ca®', implicira i vaznu ulogu enzima COX-2, kao potencijalni gen kandidat u
etiologiji shizofrenije istrazivan je 1 gen prostaglandin-endoperoksid sintetaza 2
(engl. prostaglandin-endoperoxide synthase 2 — PTGS2) koji kodira COX-2 (201-203).
Budu¢i da su medusobno udaljeni svega 149 kb, geni PLA2G4A i PTGS2 bi, osim
pojedinacno, mogli i sinergistiCki doprinositi poja¢anom riziku za razvoj shizofrenog

oboljenja (201).

1.7.1. Polimorfizmi gena PLA2G4A

Gen PLA2G4A kodira enzim cPLA2 skupine 4 za ¢iju je kataliticku aktivnost
potrebno prisustvo iona Ca®*. Humani gen PLA2G4A dimenzija je oko 160 kb, nalazi se na
prvom kromosomu (1g25) i sadrzi 18 egzona. Dokazano je da procesom alternativnog
prekrajanja nastaju dvije mMRNA varijante navedenog gena, veli¢ine 2933 i 2350 bp (202,204).

Osim u shizofreniji, mogu¢a uloga gena PLA2G4A implicirana je i u drugim
neuropsihijatrijskim bolestima, kao S$to su bipolarni afektivni poremecaj (205,206) i
Alzheimerova bolest (207) te napose upalnim bolestima, poput osteoartritisa (10,208) i astme

(209,210).
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Do sada su, povezano sa shizofrenijom, istrazivane dvije polimorfne varijante gena
PLA2G4A: rs10798059 (polimorfizam Banl) i ponavljajuéi polimorfizam poli-A (12,211). Pri
tome je najviSe istrazivanja bilo usmjereno prema analizi polimorfizma Banl, koji je ispitivan
pojedinacno, ili u kombinaciji s drugim genima superobitelji PLA2.

Polimorfizam Banl gena PLA2G4A nastaje substitucijom baze adenina (A) u guanin
(G) u prvom intronu gena PLA2G4A (211). S obzirom na dokazan ucinak polimorfne
varijante Banl na aktivnost enzima cPLA2, Banl se smatra funkcijskim polimorfizmom.
Naime, utvrdeno je da aktivnost enzima cPLA2 korelira s prisutnoséu G alela, pri ¢emu je
najveca aktivnost enzima cPLA?2 zabiljezena u GG homozigota, a najmanja u AA homozigota
(99). Uoceno je da distribucija G alela pokazuje varijacije s obzirom na regionalnu i etnicku
pripadnost. Tako je ucestalost G alela veca u europskoj, sjevernoamerickoj, brazilskoj i
indijskoj populaciji (54 — 70%), a gotovo dvostruko manja u korejskoj i kineskoj populaciji
(32 - 37%) (12).

Znacajna povezanost izmedu etiologije shizofrenije i polimorfizma Banl uocena je u
britanskoj, brazilskoj i korejskoj populaciji, pri ¢emu je prisutnost G alela povezana s ve¢im
rizikom za razvoj bolesti u svim spomenutim studijama (99,112,201). Nadalje, kombinacija
polimorfizma Banl s polimorfnim varijantama drugih gena superobitelji PLA2, kao $to su
polimorfizmi rs1648833 (PLA2G4B) i rs1549637 (PLA2GA4C), pokazala se rizi¢nom za
nastanak shizofrenije u kineskoj populaciji (113). Medutim, relativno veliki broj studija nije
pronasao povezanost izmedu polimorfne varijante Banl i rizika za razvoj shizofrenije
(109,202,211-214). Do sada je mali broj studija ispitivao ulogu polimorfizma Banl u klini¢koj
ekspresiji shizofrenije, pri ¢emu je utvrdena povezanost navedene polimorfne varijante s

tezinom klinicke slike bolesti (115).
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1.7.2. Polimorfizmi gena PLA2G6

Gen PLA2G6 kodira enzim iPLA2 skupine 6 ¢ija kataliticka aktivnost nije ovisna o
prisustvu iona Ca2+. Humani gen PLA2G6 dimenzija je 80.61 kb, nalazi se na 22.
kromosomu (22g13.1) i sadrzi 17 egzona. Tijekom procesa alternativnog prekrajanja nastaje
40 mRNA varijanti navedenog gena (204,215).

Uloga gena PLA2G6 prvenstveno je istrazivana u etiologiji neurodegenerativnih
oboljenja, napose Parkinsonove bolesti (215,216) i infantilne neuroaksonalne distrofije (217).
Njegova moguca uloga implicirana je i u etiologiji nekih tumora, poput karcinoma pluca
(218) i melanoma (219).

Povezano s etiologijom shizofrenije, istrazivano je nekoliko polimorfizama gena
PLA2G6, pri ¢emu su polimorfne varijante rs2235346, rs2272831 i rs2284060 ispitivane u
kineskoj populaciji, a polimorfizam rs4375 u brazilskoj populaciji (12,220,221).

Polimorfizam rs4375 gena PLA2G6 posljedica je supstitucije baze citozina (C) u timin
(T) u 4. intronu gena PLA2G6. Do sada nije utvrdena moguc¢a funkcionalnost spomenute
polimorfne varijante. Zastupljenost C alela rs4375 pokazuje znacajne razlike unutar
pripadnika razli¢itih rasa i populacija. Prema literaturnim podacima, ucestalost C alela na
podrudju subsaharske Afrike je oko 67%, u azijskim populacijama varira od 23 — 68%, dok u
Europi iznosi oko 43% (222).

Povezanost izmedu etiologije shizofrenije i polimorfizma rs4375 uocena je u

brazilskoj populaciji, pri ¢emu je prisutnost C alela povezana s veé¢im rizikom za razvoj

bolesti (220).
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1.7.3. Polimorfizmi gena PLA2G4C

Gen PLA2GA4C kodira enzim cPLA2 skupine 4 ¢ija kataliticka aktivnost nije ovisna o
prisustvu iona Ca®*. Humani gen PLA2GAC dimenzija je 63.61 kb, nalazi se na 19.
kromosomu (19g13.3) i sadrzi 17 egzona (204,223). Procesom alternativnog prekrajanja
nastaje 23 mRNA varijanti navedenog gena (204).

Gen PLA2G4C jedan je od slabije istrazenih gena iz PLA2 superobitelji. Osim u
shizofreniji, njegova moguca uloga implicirana je u etiologiji prijevremenog poroda (224),
astme (225) i nekih tumora, poput mozdanih glioma (223,226).

Do sada je, povezano s etiologijom shizofrenog oboljenja, istrazivana samo
polimorfna varijanta rs1549637 gena PLA2G4C (113,221,227,228).

Polimorfizam rs1549637 gena PLA2G4C nastaje supstitucijom baze adenina (A) u
timin (T) u 16. intronu gena PLA2G4C. Nije potvrdena moguca funkcionalnost spomenute
polimorfne varijante. Ucestalost T alela je najve¢ca medu pripadnicima afroameri¢ke
populacije (60 — 63%) i na podrucju subsaharske Afrike (68,3%), a znatno je manja u azijskim
(17 — 25 %) i europskim populacijama (7 — 20%) (229).

Povezanost izmedu etiologije shizofrenog oboljenja i polimorfizma rs1549637
utvrdena je u samo jednoj studiji u kineskoj populaciji, pri ¢emu je prisutnost T alela
povezana s veéim rizikom za razvoj bolesti (113). U istoj studiji, rizicnom za pojavu
shizofrenije pokazala se kombinacija polimorfne varijante rs1549637 i polimorfizma Banl.
Ostale dvije kineske studije, kao i studija provedena u britanskoj populaciji, dale su negativan

rezultat (221,227,228).
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1.7.4 . Polimorfizmi gena PTGS2

Humani gen PTGS2 dimenzija je 8.64 kb, nalazi se na prvom kromosomu (1g25.2-
025.3) i sadrzi 10 egzona. Alternativnim prekrajanjem nastaje 8 mMRNA varijanti gena PTGS2
(202,204).

Uloga gena PTGS2 prvenstveno je istrazivana u etiologiji tumora, poput karcinoma
dojke (230,231), ovarija (232), plu¢a (233), debelog crijeva (234) i melanoma (235) te nekih
upalnih bolesti, kao $to su astma (236,237) i periodontitis (238,239). Osim toga, ista je
implicirana i u mogucoj etiologiji neurodegenerativnih oboljenja, poput Alzheimerove i
Parkinsonove bolesti (240,241).

Dvije britanske i jedna kineska studija do sada su ispitale povezanost gena PTGS2 s
etiologijom shizofrenije, pri ¢emu su istrazene polimorfne varijante rs689466 i rs274557
navedenog gena (201-203).

Polimorfizam rs689466 (A/G) gena PTGS2 posljedica je supstitucije baze adenina (A)
u guanin (G) u promotorskom mjestu gena (242,243). Utvrdeno je da slabija aktivnost enzima
COX-2 u bolesnika s vitiligom znacajno korelira s prisutnos¢u G alela polimorfizma rs689466
(243). Ucestalost G alela je najveca medu pripadnicima azijskih populacija (42 — 51%), nesto
manja u Europi (13 — 17%), a najniza medu pripadnicima afroamericke populacije (7 — 9%) i
na podrucju subsaharske Afrike (8 —9%) (242).

Povezanost izmedu etiologije shizofrenog oboljenja 1 15689466 polimorfizma
objavljena je u studiji provedenoj u britanskoj populaciji (201), dok su rezultati druge

britanske studije, kao i rezultati studije u kineskoj populaciji, bili negativni (202,203).
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1.8. Gen PPARa u shizofreniji

Peroksisomnim proliferatorom aktivirani receptor alfa (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor alpha — PPARa) je transkripcijski ¢imbenik koji pripada superobitelji
jezgrinih steroidnih receptora (244,245). Navedeni termin potjece od opazanja da PPAR«
agonisti u jetri glodavaca poticu izrazenu proliferaciju peroksisoma, s$to uzrokuje
hepatomegaliju, B-oksidaciju masnih kiselina te povecano stanje oksidacijskog stresa (246).
Prilikom regulacije genske ekspresije, PPARa. tvori heterodimere s RXR-om, nakon ¢ega se
cijeli kompleks vezuje na promotorska mjesta ciljnih gena — PPREs (engl. peroxisome
proliferator response elements) (247). Do sada su, iz PPAR obitelji, osim PPARa,
identificirana jo§ dvije vrste PPAR receptora: peroksisomnim proliferatorom aktivirani
receptor gama (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma — PPARYy) i
peroksisomnim proliferatorom aktivirani receptor beta (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor beta — PPARP) (247).

PPARa regulira ekspresiju gena koji sudjeluju u lipogenezi, transportu i metabolizmu
masnih kiselina te njihovoj oksidaciji i stoga se smatra jednim od glavnih medijatora
metabolizma lipida i ugljikohidrata u organizmu (248,249). Zanimljivi rezultati studija na
animalnim modelima, ukazuju na vaznu ulogu PPARa, kao senzora deficita masnih kiselina u
organizmu (250,251). Naime, uoceno je da PPARa potice endogenu sintezu masnih kiselina,
prije svega LC-PUFA, koje su ujedno i njegovi najvazniji prirodni ligandi, poticanjem
aktivnosti A6-desaturaza, Ab5-desaturaza i elongaza (252). Stoga, PPARo predstavlja
svojevrstan senzor PUFA u organizmu, posebice u slu¢ajevima gladovanja, kada organizam
ne dobiva dovoljne koli¢ine esencijalnih PUFA. Nedostatak LC-PUFA osobito pogada
membrane ziv¢anih stanica, buduéi da one, u normalnim uvjetima, sadrze vece kolicine AA i

DHA koje su ugradene u molekule membranskih fosfolipida (67,253). 1z svega navedenog,
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vidljivo je da PPARGa, kao transkripcijski ¢imbenik, ima nedvojbeno vaznu ulogu u regulaciji
metabolizma ugljikohidrata i lipida u organizmu, pri ¢emu je od posebnog znacaja njegova

uloga u metabolizmu i odrzavanju homeostaze slobodnih masnih kiselina, napose LC-PUFA.

1.8.1. Polimorfizmi gena PPAR«

Humani gen PPARa dimenzija je 93.24 kb, smjeSten je na 22. kromosomu
(220912-913.1/22913.31) i sadrzi 8 egzona. Alternativnim prekrajanjem nastaje 16 mRNA
varijanti gena PPARa (204,254).

Uloga gena PPARa istrazivana je u etiologiji dislipidemija (244,255,256), dijabetesa
(257), pretilosti (248) te posljedi¢nih kardiovaskularnih oboljenja (258), ali i nekih malignih
bolesti, poput karcinoma dojke (259) i endometrija (260). Potrebno je istaknuti da bolesnici sa
shizofrenijom znacajno CeS$ée obolijevaju od dislipidemija i dijabetesa, skloniji su razvoju
pretilosti, a smrtnost od kardiovaskulanih bolesti ¢ak je dva do tri puta veca u oboljelih od
shizofrenije u odnosu na zdrave pripadnike opée populacije (261,262).

Svega je jedna studija do sada ispitivala povezanost gena PPARa s etiologijom
shizofrenije, pri Cemu je istrazen polimorfizam Val227Ala (varijanta rs1800234,
polimorfizam T/C) u japanskoj populaciji, medutim, rezultati su bili negativni (254).
Literaturni podaci pokazuju da navedeni polimorfizam ne postoji u europskoj populaciji
(263).

Supstitucija baze citozina (C) u guanin (G) u 5. egzonu gena PPARa dovodi do
zamjene aminokiseline leucina (Leu) valinom (Val) u 162. kodonu, a koja se oznacava jos i
kao polimorfizam L162V (248,255). Utvrdeno je da jaca transkripcijska aktivnost gena
PPARa znacajno korelira s prisutnos¢u G alela (162V) (264,265). Distribucija G alela

varijante rs1800206 u europskoj populaciji iznosi od 2 — 4%, dok u ostalim ispitivanim
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populacijama (azijska, afroamericka, populacija subsaharske Afrike), nije utvrden
polimorfizam rs1800206 (263).

Pregledavanjem znanstvene literature nismo pronasli niti jednu studiju koja je
ispitivala povezanost polimorfizma L162V gena PPARa s etiologijom/klinickom ekspresijom

shizofrenije.

1.9. Etiologija oslabljenog odgovora koze na niacin u bolesnika sa shizofrenijom

1.9.1. Povezanost niacinskog odgovora koze i genotipa

Samo je jedna studija dosad istraZila povezanost niacinskog odgovora i1 genskih
polimorfizama. Covault i sur. (266) su ispitali povezanost izmedu jacine niacinske reakcije
koze i polimorfne varijante C/T gena za FACL4 (engl. long chain fatty acid-CoA ligase type
4; Xq22.3), u bolesnika sa shizofrenijom i kontrolnoj skupini zdravih ispitanika. Navedeni
gen kodira enzim koji selektivno esterificira AA, DHA i EPA s koenzimom A (CoA) te
omoguc¢uje njihovu ponovnu ugradnju u molekule membranskih fosfolipida. U muskih
bolesnika, kao i pripadnika kontrolne skupine muSkog spola, jafina niacinskog odgovora

znacajno je korelirala s prisutnoséu T alela (266).

1.9.2. Povezanost niacinskog odgovora koZe i sastava masnih kiselina eritrocita

Visok postotak bolesnika sa shizofrenijom pokazuje oslabljen odgovor koZe na niacin
(154,199). Deficit PUFA, napose LC-PUFA, poput AA i DHA u oboljelih, takoder je dobro
opisan u znanstvenoj literaturi (70,71). Etiologija oslabljenog niacinskog odgovora koze u
bolesnika sa shizofrenijom, medutim, jo$ uvijek nije objaSnjena, a rezultati malobrojnih
studija koje su istrazivale povezanost sadrzaja masnih kiselina perifernih stanica (eritrocita) s

jac¢inom niacinske reakcije u oboljelih nisu ujednaceni (172,174,175).
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U studiji koju su proveli Glen i sur. (175) utvrdena je znacajna povezanost izmedu
abnormalne reakcije na niacin evaluirane metodom vizualne inspekcije i Smanjene
koncentracije AA i DHA u membranama eritrocita oboljelih od shizofrenije. Maclean i sur.
(174), medutim, nisu pronasli korelaciju izmedu oslabljene niacinske reakcije detektirane
metodom volumetrijskog niacinskog odgovora i deficita AA u membranama perifernih
stanica oboljelih od shizofrenije. Naposljetku, u svojoj nedavnoj studiji, primjenom metode
laserske doplerske floumetrije u evaluaciji jacine niacinske reakcije, Messamore i sur. (172)
su uocili znacajnu povezanost izmedu jacine niacinskog odgovora i koncentracije adrenicne
kiseline (22:4n-6, ADA) u bolesnika, dok je u pripadnika kontrolne skupine, niacinski

odgovor koZe bio u korelaciji s koncentracijom AA.
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2. RADNA HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Od shizofrenije boluje 0,5 — 1% svjetske populacije (1), zbog ¢ega bolest predstavlja
velik znanstveni interes, ali 1 izazov. Dosadasnja geneticka i biokemijska istraZzivanja nisu
uspjela rasvijetliti etiologiju shizofrenije niti dati rezultate primjenjive u $iroj klini¢koj praksi.
RazjaSnjenje etiologije shizofrenije otezava njezin poligenski/multifaktorijalni karakter i
nepostojanje specificnog biokemijskog testa koji bi omogucio dijagnozu bolesti.

Fosfolipidna membranska hipoteza mogla bi objediniti razne predlozene hipoteze o
nastanku ili podloZnosti za pojavu shizofrenije, budu¢i da poremecen sastav bioloskih
membrana implicira poremecaj neurorazvojnih procesa i razlicitih stani¢nih funkcija. Deficit
membranskih PUFA i povisena aktivnost enzima iz superobitelji PLA2, impliciraju ulogu
polimorfnih varijanti gena ukljucenih u homeostazu PUFA 1 signalni put PLA2 kao mogucih
¢imbenika podloznosti za pojavu shizofrenije i/ili varijabilne klinicke ekspresije bolesti. S
obzirom na poligenski/multifaktorijalni karakter shizofrenije, osobito bi zanimljiva mogla biti
i njihova moguca interakcija. Rezultati dosadasnjih studija koje su ispitivale polimorfne
varijante gena uklju¢enih u navedene procese su kontradiktorni i, s izuzetkom polimorfizma
Banl gena PLA2G4A, malobrojni. Nadalje, mali je broj studija istrazivao povezanost
polimorfizama gena PLA2 1 PTGS2 s klinickom ekspresijom bolesti. Iako je relativno Cesto
ispitivana vezano uz poremecaje metabolizma lipida i ugljikohidrata, polimorfna varijanta
L162V gena PPARa dosada nije istrazena povezano s etiologijom shizofrenije. Inace,
poremecen metabolizam lipida i ugljikohidrata, uofen je u bolesnika sa shizofrenijom, a
posebice nakon terapije antipsihoticima. U skupini oboljelih tako je, uslijed spomenute
terapije, utvrdena povisena koncentracija glukoze u krvi, veci rizik obolijevanja od dijabetesa,
kao i veca sklonost razvoju dislipidemije (249). PPARa ima vaznu ulogu u regulaciji

metabolizma ugljikohidrata i lipida u organizmu, a od posebnog je znacaja njegova uloga u
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metabolizmu i homeostazi slobodnih masnih kiselina, posebice PUFA. Budu¢i da su navedeni
metabolicki putevi poremeceni u shizofreniji, polimorfne varijante gena PPARa, mogle bi,
takoder, predstavljati ¢imbenik rizika za pojavu bolesti, ili modulirati njezinu klinicku
ekspresiju.

U cilju otkrivanja specifi¢nih biokemijskih markera kojima bi se olaksala, upotpunila i
poboljsala dijagnoza shizofrenog poremecaja, veliki broj istrazivanja posvecéen je ispitivanju
oslabljene ili izostale kozne reakcije u bolesnika nakon aplikacije u vodi topivog vitamina B
kompleksa - niacina (154,199). Siru klini¢ku primjenu niacinskog testa koznog crvenila u
dijagnozi shizofrenije, medutim, ograni¢ava njegova nedostatna specifi¢nost, s obzirom da je
oslabljen odgovor na niacin, uocen i u drugim neuropsihijatrijskim bolestima. Uzrok
abnormalne kozne osjetljivosti na niacin jos uvijek nije poznat. Sastav masnih Kiselina
perifernih stanica, posebice deficit PUFA, mogao bi pridonositi etiologiji oslabljenog
niacinskog odgovora u bolesnika. Rezultati malobrojnih studija koje su istrazivale povezanost
niacinskog odgovora i sadrzaja masnih kiselina perifernih stanica su kontradiktorni, a studije
su prvenstveno usredotocene na masne Kiseline obitelji n-6. Niti jedna novija studija nije
istrazivala povezanost niacinskog odgovora sa sadrzajem masnih kiselina obitelji n-3, a osim
toga, niti jedna dosadasnja studija nije ispitivala povezanost kozne osjetljivosti na niacin s
omjerima pojedinacnih i ukupnih masnih Kiselina, te razli¢itim indeksima, poput indeksa
dvostrukih veza (engl. double bond index — DBI) i indeksa peroksidacije (engl.
peroxidisability index — PI). Polimorfizmi gena metaboli¢ke kaskade cPLA2/COX-2 do sada
nisu istrazivani povezano s niacinskim odgovorom. S obzirom na spomenutu nasljednost
abnormalnog niacinskog odgovora i €injenicu da abnormalna niacinska reakcija implicira
abnormalno funkcioniranje metabolicke kaskade cPLA2/COX-2, polimorfne varijante gena
navedene kaskade, mogle bi, izmedu ostalog, pridonositi etiologiji oslabljenog niacinskog

odgovora u bolesnika. Istrazivanje etiologije abnormalnog niacinskog odgovora, stoga bi,
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moglo doprinijeti daljnjem razumijevanju ¢imbenika ukljuenih u etiologiju shizofrenog
poremecaja.
Nedvojbeno, daljnja istrazivanja, kako s genetickog, tako i s biokemijskog aspekta,

kao i njihova poveznica, neophodni u rasvjetljavanju etiologije shizofrenije.

U okviru fosfolipidne membranske hipoteze u ovom je doktorskom radu istraZivan
signalni put PLA2 i testirano sljedece:

1) polimorfizmi gena ukljucenih u signalni put PLA2 utjecu na podloZnost za razvoj
shizofrenije 1/ili moduliraju klini¢ku ekspresiju bolesti

2) polimorfizmi gena metabolicke kaskade CPLA2/COX-2 i/ili sastav masnih kiselina

perifernih stanica pridonose etiologiji oslabljenog niacinskog odgovora u bolesnika

42



Specificni ciljevi doktorskog rada bili su sljedeci:

1. A) analizirati ucestalost genotipova i alela za polimorfne varijante gena:
- PLA2G4A (1g25) - cPLA2: rs10798059, polimorfizam A/G (Banl) u intronu 1
- PLA2G6A (22q13.1) - iPLAZ2: rs4375, polimorfizam C/T u intronu 4
- PLA2G4C (19913.3) - cPLA2: rs1549637, polimorfizam A/T u intronu 16
- PTGS2 (1925.2-925.3) - COX-2: rs689466, polimorfizam A/G u promotorskom mjestu
- PPARa (220912-913.1/22913.31) - rs1800206, polimorfizam C/G (L162V) u egzonu 5
u bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem te kontrolnoj skupini

B) napraviti meta-analizu polimorfizma Banl gena PLA2G4A, s obzirom na veci broj

studija koje su analizirale tu polimorfnu varijantu

C) ispitati utjecaj pojedinog polimorfizma i njihove moguce interakcije na dob prve

hospitalizacije i ekspresiju bolesti mjerenu ocjenskim ljestvicama PANSS-a

2. istraziti etiologiju oslabljenog niacinskog odgovora koze u skupini bolesnika
ispitivanjem njegove povezanosti sa:

A) polimorfnim varijantama gena metaboli¢ke kaskade PLA2/COX-2 (Banl u
PLA2G4A te rs689466 u PTGS2) i

B) sastavom masnih kiselina perifernih stanica (eritrocita)
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanju su sudjelovali bolesnici s potvrdenom dijagnozom shizofrenije ili
shizoafektivnog poremecaja utvrdenom prema DSM-IV Kklasifikaciji uz KkoriStenje
strukturiranog klinickog intervjua (engl. structured clinical interview — SCID) i pripadnici
zdrave kontrolne skupine. Shizoafektivni poremecaj spada u skupinu psihijatrijskih
poremecaja srodnih shizofreniji u kojem se, uz psihoti¢ne simptome, poput onih prisutnih u
shizofreniji, javljaju i poremecaji raspoloZenja, kao §to su depresija, manija te bipolarni
afektivni poremecaj (267,268). lako je prikupljen veéi uzorak bolesnika, u istrazivanje smo
ukljucili samo one za koje smo posjedovali kompletne anamnesticke podatke o dijagnozi,
dobi, dobi prve hospitalizacije i rezultatima ocjenske ljestvice PANSS psihopatologije.

Demografska i klini¢ka obiljezja ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju prikazana
su u tablici 1. U istrazivanje geneticke udruzenosti uklju¢ena su 203 kroni¢na bolesnika s
dijagnozom shizofrenije i shizoafektivnog poremecaja, kao i 191 pripadnik kontrolne skupine.
Periferna krv bolesnika prikupljana je u razdoblju izmedu 2007. 1 2010. godine, a izolirana
DNA je pohranjena na -20 °C na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog
fakulteta u Rijeci sve do analize. Radi se o bolesnicima hospitaliziranima na Klinici za
psihijatriju Klinickog bolni¢kog centra (KBC) Rijeka zbog ponovljene psihoticne epizode
(N = 110) ili u Psihijatrijskoj bolnici Rab (N = 93). Za kontrolu je koriStena izolirana DNA
dobrovoljnih davatelja krvi u dobi izmedu 18 i 60 godina, koji ne uzimaju redovito lijekove te
ih se, stoga, moze smatrati zdravim predstavnicima opce populacije. Navedena DNA
prikupljena je u ranijem vremenskom periodu i pohranjena u banci DNA na Zavodu za
biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci. Od ukupnog broja bolesnika

(N =203), formirana je skupina od njih 79 (ti su bolesnici uklju¢ivani sukcesivno), u kojoj je
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Tablica 1. Demografske i klini¢ke znadajke ispitanika®

Analize geneticke Niacinski test koZnog Odredivanje masnih Kkiselina
udruZenosti crvenila eritrocita
Bolesnici Kontrole Bolesnici Kontrole Bolesnici Kontrole
(N =203) (N =191) (N=79) (N =80) (N =20) (N =20)
Ia
_Spol™ 111/92 87/104 45/34 31/49 8/12 911
(muskarci/Zene)
Dob (godine)®* 43,3+11,8 458 +12,7 43,2 +10,7 37,4+13,3 455+12,4 34,6 £6,5
Dob prve
e : 27,2+8,3 - 28,2+8,8 - 249 +8,3 -
hospitalizacije (godine)
Pusadi/°
sy i - 51/28 26/54 11/20 6/14
nepusaci
Tezina pozitivnih simptoma
i 26,6 £5,3 - 26,9+4,8 - 26,854 -
(zbroj bodova PANSS-a)
Tezina negativnih simptoma
] 295+6,1 - 30,9+6,6 - 29,5+6,0 -
(zbroj bodova PANSS-a)
Tezina op¢ih simptoma
) 525+6,7 - 54,1+7,6 - 52,2+6,9 -
(zbroj bodova PANSS-a)
Tezina (ukupnih simptoma
ezina (ukup P 108,6 + 13,2 . 111,9 4136 . 108,5 + 13,7 .

(zbroj bodova PANSS-a)

! razlike izmedu ispitanika su ispitane jednosmjernim ANOVA testom
nicinski test koZznog crvenila: F =5,04, P <0,05; bE = 8,55, P <0,01; °F = 18,00, P < 0,001
odredivanje masnih kiselina eritrocita: IF= 11,04, P <0,01
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provedeno testiranje kozne osjetljivosti na niacin. S obzirom da pripadnike kontrolne skupine
koji su sudjelovali u istrazivanju geneticke udruzenosti nije bilo moguce ukljuciti u testiranje
kozne osjetljivosti na niacin, formirana je nova kontrolna skupina od 80 ispitanika,
zaposlenika bolnice ili fakulteta, bez osobne ili obiteljske anamneze dusevnih bolesti.
Testiranje osjetljivosti na niacin u bolesnika i kontrolne skupine je provedeno u Klinici za
psihijatriju KBC-a Rijeka, Psihijatrijskoj bolnici Rab i Zavodu za biologiju i medicinsku
genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

Analiza sadrzaja masnih kiselina u membranama perifernih stanica (eritrocita)
napravljena je na uzorku od 20 bolesnika, izabranih sukcesivno medu 79 iz prethodne
skupine. Prikupljeni su i novi uzorci periferne krvi 20 zdravih osoba, bez osobne ili obiteljske
anamneze dusevnih bolesti koje posjecuju lijecnika opée/obiteljske medicine. Analiza masnih
kiselina je napravljena na Zavodu za kemiju i1 biokemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Rijeci.

Podatke o dobi nastupa bolesti pribavili su specijalisti psihijatri KBC-a Rijeka i
Psihijatrijske bolnice Rab, pri ¢emu je dob prve hospitalizacije uzeta u obzir kao priblizna dob
pocetka bolesti. Evaluacija PANSS psihopatologije provedena je u akutnoj fazi bolesti
tijekom posljednje hospitalizacije, a proveli su je specijalisti psihijatri KBC-a Rijeka. Naime,
klini¢ka praksa je da se svi bolesnici najprije obraduju u KBC-u Rijeka, a zatim se, prema
potrebi produZenoga lijeCenja, upucuju u Psihijatrijsku bolnicu Rab. Svi bolesnici koji su
sudjelovali u nasem istrazivanju uzimali su antipsihoti¢nu farmakoterapiju.

Povjerenstva za eticka pitanja Medicinskog fakulteta u Rijeci i KBC-a Rijeka odobrila
su predlozeno istrazivanje 2006. godine prilikom prijave znanstveno-istrazivackog projekta, a
odobrenje Povjerenstva za eticka pitanja Psihijatrijske bolnice Rab ishodovano je 2009.
godine. Cjelokupno je istrazivanje provedeno u skladu s Niirnberskim kodeksom, kao i

najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. Pri tome su posStovani temeljni eticki i bioeticki
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principi, kao S$to su osobni integritet (autonomnost), pravednost, neskodljivost i dobroc¢instvo
(269). Tijekom istrazivanja bila je osigurana privatnost (medicinska tajna) svih ispitanika i
zaStita tajnosti podataka. Ispitanici su se prethodno upoznali sa svrhom i metodologijom same
studije, a njihov je pristanak za sudjelovanje u istrazivanju potvrden davanjem pismene

suglasnosti.

Cjelokupno istraZivanje je provedeno u okviru plana predloZenog u znanstveno-
istrazivackom projektu “Genetika metabolizma fosfolipida u shizofreniji” (br. 062-0982522-
0369), prihvacenog 2007. godine i financiranog od Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta
Republike Hrvatske, a izradeno je na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku u suradnji sa
Zavodom za kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci, Klinikom za

psihijatriju KBC-a Rijeka i Psihijatrijskom bolnicom Rab.
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3.2. Metode

3.2.1. Molekularno geneticka analiza

3.2.1.1. 1zolacija DNA

Ispitanicima je izvadeno po 3 ml periferne krvi koja je do DNA izolacije zamrznuta u
epruvetama s antikoagulansom (EDTA) na -20 °C. Genomsku DNA izolirali smo iz dobivene
periferne krvi pomocu kitova prema protokolima proizvodaca (FlexiGene DNA kit 250;
QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka), a uzorke DNA pohranili smo na -20 °C do provodenja

analize.

3.2.1.2. Analiza polimorfizama gena PLA2 i PTGS2

Za identifikaciju ispitivanih polimorfnih varijanti u navedenim genima Koristili smo
metodu lancane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction — PCR), nakon koje je
uslijedila restrikcija pomoc¢u odgovarajucih restrikcijskih endonukleaza (engl. restriction
fragment length polymorphism — RFLP). PCR reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl
sadrzavala je 1 x PCR pufer, 2 mM MgCl,, 0,24 mM dNTP, 10 mM Tris, 12,5 pM svake
pocetnice i 0,5 U Taqg polimeraze. Umnozavanje ciljnog fragmenta DNA molekule odvijalo se
u uredaju za PCR (Mastercycle personal, Eppendorf, Hamburg, Germany). Temperaturni
uvjeti PCR reakcije ukljucivali su pocetnu denaturaciju (95 °C/5 minuta), nakon koje je
uslijedilo 35 — 40 ciklusa denaturacije (50 sekundi/95 °C), spajanja pocetnica
(50 sekundi/56 — 60°C) i produljivanja lanaca (60 sekundi/72 °C) te zavrsni korak
produljivanja lanaca (5 minuta/72 °C). Umnozene PCR produkte analizirali smo u serijama od
po 20 — 60 uzoraka uz negativnu kontrolu (bez prisustva DNA uzorka) i pozitivhu kontrolu
(poznati DNA uzorak) metodom elektroforeze u trajanju od 25 — 30 minuta pri 80 V. Pri tome

smo po 6 ul PCR produkta i 2 ul ksilen-cijanola nanosili na 1%-tni agarozni gel u koji smo
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prethodno dodali 0,1 mg/ml etidium bromida. UV-svjetlom transiluminatora vizualizirali smo
umnozeni PCR produkt ¢iju smo veli¢inu utvrdivali primjenom DNA standarda od 100 pb.
Nakon umnazanja, napravili smo restrikciju PCR produkta pomocu odgovarajucih
restrikcijskih enzima. Restrikcijsku smjesu ukupnog volumena 20 pl koja je sadrzavala 10 pl
PCR produkta, 2 ul odgovarajuceg pufera i 0,2 pl restrikcijskog enzima zatim smo inkubirali
20 — 24 sata (preko noci) u vodenoj kupelji pri temperaturi 37 °C. Restrikcijske fragmente
(8 pl restrikcijskog fragmenta + 2 ksilen-cijanola) odvojili smo elektroforezom u trajanju od
45 minuta pri 80 V na 2%-tnom agaroznom gelu u koji smo dodali 0,1 mg/ml etidium
bromida. Fragmente smo analizirali pod UV-svjetlom transiluminatora, a njihovu smo
veli¢inu utvrdili primjenom DNA standarda od 100 pb. Pocetnice i restrikcijske enzime za
analizu polimorfnih varijanti gena PLA2G4A, PLA2G6 i PTGS2 preuzeli smo iz literature

(205,243).

3.2.1.3. Analiza polimorfizma gena PPAR«

Za identifikaciju ispitivane polimorfne varijante gena PPARa koristili smo isklju¢ivo
PCR metodu. PCR reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl sadrzavala je 1 x PCR pufer,
1,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTP, 24 pM svake pocetnice i 0,5 U Taq polimeraze. UmnoZzavanje
ciljnog fragmenta DNA molekule odvijalo se u uredaju za PCR (Mastercycle personal,
Eppendorf, Hamburg, Germany). Uvjeti PCR reakcije ukljucivali su pocetnu denaturaciju
(95 °C/15 minuta), nakon koje je uslijedilo 30 ciklusa denaturacije (45 sekundi/95 °C),
spajanja pocetnica (45 sekundi/57 °C) i produljivanja lanaca (45 sekundi/72 °C) te zavrsni
korak produljivanja lanaca (10 minuta/72 °C). Umnozeni PCR produkti analizirani su u
manjim serijama od po 10 — 20 uzoraka uz negativnu kontrolu (bez prisustva DNA uzorka) i
pozitivnu kontrolu (poznati DNA uzorak) metodom elektroforeze u trajanju od 30 — 35 minuta

pri 80 V. Osam pl umnozenog PCR produkta i 2 pl ksilen-cijanola nanosili smo na 2%-tni
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agarozni gel u koji smo prethodno dodali 0,1 mg/ml etidium bromida, a prilikom utvrdivanja
veli¢ine PCR produkta koristen je DNA standard od 100 pb.

Za analizu polimorfizma gena PPARa pripremili smo dvije PCR reakcijske smjese, pri
¢emu je svaka od njih sadrzavala COM-L162V pocetnicu. U prvu PCR reakcijsku smjesu
dodana je A-L162 pocetnica (za identifikaciju L162 alela), dok je druga PCR reakcijska
smjesa sadrzavala B-V162 pocetnicu (za identifikaciju V162 alela). Provodenjem dviju PCR
reakcija, a na temelju prisutnosti produkta (samo u PCR reakciji koja je sadrzavala prvu
reakcijsku smjesu, samo u PCR reakciji koja je sadrzavala drugu reakcijsku smjesu te objema
reakcijama) detektirale su se tri moguce genotipske varijante (L162L, L162V, V162V).
Pocetnice i temperaturni uvjeti PCR reakcije za analizu ispitivanog polimorfizma gena

PPARo preuzeti su iz literature (245).

Slijedovi pocetnica za ispitivane polimorfne varijante, temperatura spajanja pocetnica,
veli¢ina PCR produkata, restrikcijski enzimi i veli¢ina restrikcijskih fragmenata prikazani su u

tablici 2.
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Tablica 2. Osnovni podaci za geneticku analizu ispitivanih genskih polimorfizama gena PLA2, PTGS2 i PPARa

polimorfna  polimorfni ofetnice Ts PCR restrikcijski  restrikcijski
varijanta nukleotidi P produkt enzim fragmenti
F: AAGGGATATTTGTAGAGGACT
PLA2G4A 453 bp
0
- rs10798059 AIG R: TAGATGATTCGATTTTATGACT 56 °C 790 bp Ban| 337 bp
F: GGGGTTTATTTGCTGGGTT
PLA2G6 197bp
0
- rs4375 CrT R: CAAGGGTGATGGGGAGATC 60°C 380 bp Binl 183 bp
F: TCCTCCTGTGGAGCTCTTGT
PLA2GAC 268 bp
0
- rs1549637 AT R: AGGGAGGAAAGCACCAGTTT 58 °C 453 bp Bylll 185 bp
F: TCTCACCCTCACATGCTCCT
PTGS2 164 bp
0
-rse89466 VO R: TCTTTTCTGTCCACTTTTCCAA s0°C  237bp Pull 73bp
COM-L162V: TGACTTCGAATGCTGCCTCAT
PPARa
- 27_1186020\3)06 C/G A-L162: GACATCCCGACAGAAAG 57 0C 684 bp ) )

B-V162: GACATCCCGACAGAAAC

F = forward, R =reverse, Ts = temperatura spajanja pocetnica
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3.2.2. Test koznog crvenila nakon lokalne primjene niacina

Na kozu volarne strane podlaktice nanijeli smo Cetiri flastera pribliznih dimenzija
1 x 1 cm, pri ¢emu je svaki od njih sadrzavao otopinu niacina (engl. aqueous methyl
nicotinate — AMN) razli¢ite koncentracije (0,1 M, 0,01 M, 0,001 M, 0,0001 M) (177).
Flastere smo uklonili nakon 5 minuta, a rezultate reakcije na niacin (pojava crvenila, odnosno
edema) ocitavali smo u 5-minutnim vremenskim intervalima tijekom 15 minuta. U
vrednovanju jacine niacinske reakcije koristili smo prethodno opisanu skalu po Wardu (177):
0 = nema crvenila; 1 = minimalno crvenilo; 2 = umjereno crvenilo; 3 = maksimalno crvenilo
praceno edemom. Niacinski odgovor koze su procjenjivala dva nezavisna procjenitelja uz
izracun srednje vrijednosti njihovih mjerenja i interopserverske pogreske. Prema VNR metodi
evaluacije niacinskog odgovora (182), za svakog smo ispitanika zbrojili vizualne skorove
procijenjene tijekom tri navedena vremenska intervala. Ovisno o koncentraciji niacinske
otopine, izracunali smo VNRI1 za 0,1 M koncentraciju, VNR2 za 0,01 M koncentraciju,
VNR3 za 0,001 M koncentraciju i VNR4 za najslabiju, 0,0001 M koncentraciju niacina, kao i
ukupni VNR za svakoga ispitanika. Ukupni VNR izracunat je prema sljedecoj formuli:

4 3

VNR = 2 2 [ ¢, t; pri tome je: ¢-(0,00001) 10' M; t,- 300j s
i=1 j=1

Navedena metoda je ukljucila kontinuirano prac¢enje odgovora na niacin kroz tri
vremenska intervala za odredenu AMN koncentraciju, i buduc¢i da je rezultirala jedinstvenim
VNR skorom, omogucila je maksimalnu iskoristivost dobivenih/raspolozivih podataka u
statistickim analizama. Otopine niacina pripremljene su neposredno prije provodenja testa i
bile su dobro zasticene od izlaganja suncevoj svjetlosti. Prije provodenja testiranja
osjetljivosti na niacin provedeni su pregled i anamnesticka obrada ispitanika zbog

evidentiranja oboljenja ili farmakoterapije koji bi mogli utjecati na rezultate niacinskog
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testiranja. Svi bolesnici testirane skupine kontinuirano su uzimali antipsihoti¢nu
farmakoterapiju. Ukoliko je ispitanik zadnjih tjedan dana uzimao aspirin ili druge protuupalne
lijekove iskljucen je iz testiranja, buduci da navedeni lijekovi, inhibicijom aktivnosti enzima
COX-2, koce sintezu prostaglandina. Testiranju koznog crvenila na niacin, takoder, nisu bili

podvrgnuti ispitanici koji su bolovali od koznih bolesti poput egzema, psorijaze i sl.

3.2.3. Odredivanje masnih kiselina eritrocita

Za odredivanja masnih kiselina koristili smo eritrocite, budu¢i da je dokazano da
sadrzaj masnih kiselina njihovih membrana odgovara sadrzaju u membranama stanica
sredisnjeg zivéanog sustava (9).

Za potrebe odredivanja sadrzaja masnih kiselina ispitanicima je izvadeno po 3 ml
periferne krvi koja je zamrznuta u epruvetama s antikoagulansom (EDTA) na -20 °C. Nakon
centrifugiranja pune krvi i odvajanja seruma, iz sedimenta smo izdvojili eritrocite. Sediment
smo trokratno ispirali 0,9%-tnom otopinom amonij klorida (NH,Cl) da bi odvojili ostale
krvne stanice, a eritrocite smo, s ciljem liziranja, sonificirali u ultrazvuénoj kupelji tijekom 5
minuta u 0,09%-tnoj otopini natrij klorida (NacCl).

Izdvajanje ukupnih lipida eritrocita proveli smo metodom po Folch-u (270) uz male
modifikacije. Smjesu kloroform : metanol (2 : 1, v/v) koja je sadrzavala 0,01%-tni butil-
hidroksitoluen i 0,9%-tnu otopinu NaCl, dodali smo u lizat eritrocita, nakon ¢ega smo sve
snazno izmuékali i pohranili u hladnjaku na +4 °C tijekom sat vremena. Nakon ponovljenog
postupka, Pasteurovom pipetom smo uklonili gornji sloj, a donji sloj (organski) ispustili kroz
bezvodni natrij sulfat (Na,SO,4) u prethodno izvaganu kruskoliku tikvicu. Eluat smo zatim
uparili do suha pomocu rotacijskog uparivaca. Ukupni lipidi su metanolizirani smjesom
reagensa za metiliranje koja je sadrzavala metanol/n-heksan/sumpornu kiselinu (75:21:1,

v/vIv) pri temperaturi od 90 °C. Nakon provedene metanolize, metilni esteri masnih kiselina
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ekstrahirani su pomocu petroletera (271) i analizirani koriStenjem metode plinske
kromatografije (engl. gas chromatography — GC).

Plinsko-kromatografska analiza metilnih estera masnih kiselina provedena je na
uredaju Autosystem XL (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) uz plameno-ionizacijski detektor
(engl. flame-ionization detector — FID) i Perkin-Elmer Nelson (Turbochrom 4, rev.4.1.)
softver. Vodik je dobiven Claind generatorom vodika. Po 3 pl metilnih estera masnih kiselina
(engl. fatty acid methyl esters — FAME) koji su prethodno otopljeni u kloroformu injektirali
smo u plinski kromatograf. KoriStena je SP-2330 kapilarna kolona (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) dimenzija 30 m x 0.32 mm x 0,2 um, a plin nosilac bio je helij uz split injektiranje
(100:1). Temperaturni uvijeti bili su od 140 °C do 220 °C, uz rast 5 °C min™ i nakon toga
izotermno 25 minuta; temperatura detektora iznosila je 350 °C, a injektora 300 °C.

Relativna koncentracija pojedinacnih SFA, mononezasi¢enih masnih kiselina (engl.
monounsaturated fatty acid — MUFA) i PUFA prikazana je kao postotak (%) od ukupnih
masnih kiselina. U analizu su ukljucene glavne SFA, MUFA i PUFA reda n-3 i n-6 te sljedeci
omjeri: AA/LA, EPA/AA, DHA/AA, ADA/AA, EPA/DHA, PUFA/SFA, PUFA/MUFA i
n-3/n-6. Gustoca dvostrukih veza u membrani prikazana je formulom:

DBI = £ % nezasi¢enih masnih kiselina x broj dvostrukih veza u svakoj od nezasi¢enih
masnih kiselina. Osjetljivost membrana na peroksidaciju prikazana je formulom:

PI = [(0,025 x £ mol % masnih kiselina s jednom dvostrukom vezom) + (1 x X mol %
masnih Kiselina s dvije dvostruke veze) + (2 X £ mol % masnih kiselina s tri dvostruke veze)
+ (4 x £ mol % masnih kiselina s Cetiri dvostruke veze) + (6 x X mol % masnih kiselina s pet

dvostrukih veza) + (8 x X mol % masnih kiselina sa Sest dvostrukih veza].
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3.2.4. Statisticka obrada podataka

U statistickoj obradi podataka koristili smo raCunalne programe Statistica for
Windows, ina¢ica 9 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) i Comprehensive Meta-Analysis
software, inacica 2.0 (Biostat International, Inc). P vrijednosti manje od 0,05 (P < 0,05)

smatrane su statisticki zna¢ajnima.

3.2.4.1. Analize geneticke udruzenosti

3.2.4.1.1. Analiza frekvencija genotipova i alela ispitivanih genskih polimorfizama

Za usporedbu ucestalosti ispitivanih genotipskih i alelnih varijanti izmedu bolesnika i
kontrolne skupine Kkoristili smo y*-test. Medusobna interakcija pojedinih alela analiziranih
polimorfizama kao moguéih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak shizofrenije i shizofektivnog
poremecaja, ispitana je odredivanjem ¢imbenika sinergije (272). Nadalje, omjer izgleda (engl.
odds ratio — OR) i pripadaju¢i 95%-tni raspon pouzdanosti (engl. confidence interval — CI)
izraéunati su kako bi se procijenio ucinak kombinacija razli¢itih genotipova na podloznost za

razvoj bolesti.

3.2.4.1.2. Meta-analiza polimorfizma Banl gena PLA2G4A

Glavnina literaturnih podataka za provedbu meta-analize navedene polimorfne
varijante dobivena je pretraZzivanjem elektronske baze podatake Schizophrenia research forum
(12). Nadalje, pregledane su 1 elektronske baze podataka Scopus 1 PubMed, pri ¢emu su kao
kljucne rijeci koriStene '"schizophrenia + phospholipase A2, schizophrenia + Banl
polymorphism". Zaklju¢no s datumom 23. 12. 2011., pronasli smo sedam studija geneticke
udruzenosti te tri obiteljske studije koje su zadovoljavale potrebne kriterije za provedbu meta-
analize. Kriteriji su ukljucivali: 1) ispitivanje povezanosti varijante Banl s etiologijom

shizofrenije 2) objavljivanje originalnih rezultata u znanstvenim casopisima s recenzijskim
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postupkom, 3) sudjelovanje vise od pedeset ispitanika u istrazivanju 4) objava dovoljne
kolicine podataka za izracun veli¢ine u¢inka. Nekoliko pronadenih studija iskljucili smo iz
daljnje analize, budu¢i da nisu sadrzavale dovoljno podataka za izracun veli¢ine ucinka (273),
jer su sadrzavale podatke koji su objavljeni kao dio kasnijih, vec¢ih studija (99,201,202), ili su
analizirale drugi polimorfizam (poli-A polimorfizam) (211).

Vrijednost OR-a > 1,0 u meta-analizi upucuje na pozitivnu povezanost ispitane
varijable (G alela, odnosno GG genotipa polimorfne varijante Banl) s boles¢u. Statisti¢ka
znacajnost zajednickih OR vrijednosti ispitana je z-testom. Q-testom heterogenosti, koji se

temelji na xz-analizi, ispitana je heterogenost grupa koje su sudjelovale u istrazivanju.

3.2.4.2. Povezanost klinickih varijabli i istrazenih genskih polimorfizama

Klinicke varijable su opisane deskriptivnom statistikom (srednje vrijednosti,
standardne devijacije). Povezanost klini¢kih varijabli s istrazenim polimorfnim varijantama
testirana je stupnjevitom multiplom regresijskom analizom. Klini¢ka ekspresija bolesti
evaluirana je kroz prosjecnu dob prve hospitalizacije i tezinu klini¢kih simptoma bolesti
mjerenu ocjenskim ljestvicama PANSS-a.

Prosjecna dob prve hospitalizacije uzeta je kao priblizna dob pocetka bolesti i
predstavljala je zavisnu varijablu u prvoj regresijskoj analizi. Zavisne varijable u drugoj
regresijskoj analizi predstavljale su vrijednosti zbrojeva pozitivnih, negativnih, opc¢ih i
ukupnih simptoma ocjenske ljestvice PANSS psihopatologije. Nezavisne varijable u obje
analize bile su sljedece: 1) genotipovi polimorfnih varijanti gena (rs10798059 za PLA2G4A,
rs4375 za PLA2G6, rs1549637 za PLA2GA4C, rs689466 za PTGS2 i rs1800206 za PPARa;
ispitaniku smo ovisno o genotipu pridruZzili broj 1, 2 ili 3, pri ¢emu je broj 2 oznacavao
heterozigotnu varijantu, a brojevi 1 1 3 oznacavali su homozigotne genotipske varijante), 2)

prisutnost pojedinih alela u testiranim genotipovima (ispitaniku smo pridruzili broj 1 ukoliko
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je njegov genotip sadrzavao odredeni alel ili broj 0, ukoliko ga nije sadrzavao, odnosno, ako
je bio homozigot za drugi alel), 3) medusobne kombinacije PLA2G4A/PLA2G6,
PLA2G4A/PLA2GAC, PLA2G4A/PTGS2 i PLA2G6/PLA2GAC genotipova i 4) kombinacije
pojedinih alela dvaju polimorfizama (G i C alela u PLA2G4/PLA2G6 kombinaciji, G i T alela
u PLA2G4A/PLA2GAC kombinaciji, G i G alela u PLA2G4A/PTGS2 te C i T alelnih
varijanti u PLA2G6/PLA2G4C kombinaciji).

Zbog postojanja velikog broja nezavisnih varijabli, za svaku smo zavisnu varijablu
proveli nekoliko regresijskih analiza. Rezultiraju¢i prediktori zatim su uvrSteni u zavr$nu

regresijsku analizu.

3.2.4.3. Povezanost istrazenih genetickih polimorfizama i sadrZaja masnih kiselina
eritrocita s volumetrijskim niacinskim odgovorom koze

Koristenjem stupnjevite multiple regresijske analize ispitali smo mogu¢i ucinak
polimorfnih varijanti gena PLA2G4A i PTGS2 na srednju vrijednost ukupnog VNR-a u
skupini bolesnika. Srednja vrijednost ukupnog VNR-a predstavljala je zavisnu varijablu, dok
Su nezavisne varijable bile sljede¢e: 1) koncentracija otopine niacina, 2) prisutnost
PLA2G4A-A alela, 3) prisutnost PLA2G4A-G alela, i 4) prisutnost PTGS2-G alela.

Jednosmjernim  ANOVA testom analizirali smo osjetljivost na niacin (skorove
VNR1-4) ovisno o alelnim varijantama gena PLA2G4A i PTGS2. Skorove VNR1-4 smo
prikazali deskriptivnom statistikom (srednje vrijednosti, standardne devijacije). Podudarnost
rezultata testiranja osjetljivosti na niacin izmedu dvaju procjenjitelja ispitali smo Weighted
kappa testom.

Faktorskim ANOVA testom ispitali smo moguci ucinak spola i konzumacije duhana
na osjetljivost na niacin u bolesnika i kontroli, dok je ucinak dobi ispitanika na jacinu

niacinskog odgovora testiran Spearmanovim testom korelacije rangova. Faktorskim ANOVA
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testom provjerili smo i mogucu interakciju alelnih varijanti gena PLA2G4A i PTGS2 na
jacinu niacinske reakcije koze u bolesnika.

Razliku u sadrzaju masnih kiselina eritrocita izmedu bolesnika i pripadnika kontrolne
skupine testirali smo Mann-Whitney U-testom. Pomocu stupnjevite multiple regresijske
analize ispitali smo moguéu povezanost oslabljenog niacinskog odgovora sa sadrzajem
masnih Kiselina eritrocita bolesnika. Zavisne varijable u regresijskim analizama predstavljale
su srednje vrijednosti skorova VNR1-4, dok su nezavisne varijable bile sljedece: 1) sadrzaj
pojedinac¢nih glavnih masnih kiselina, 2) sadrzaj ukupnih masnih kiselina (SFA, MUFA,

PUFA), 3) indeksi DBI i Pl i 4) omjeri masnih kiselina (havedeni u 3.2.3.).
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4. REZULTATI

4.1. Ucestalost genotipova i alela istrazenih polimorfnih varijanti

Ucestalost genotipova i alela ispitanih genskih polimorfizama prikazana je u tablici 3.
Distribucije genotipova svih testiranih polimorfnih genskih varijanti podudarale su se s
ocekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi. Nismo utvrdili statisticki
znaCajnu razliku u frekvenciji ispitanih genotipova i alela izmedu bolesnika i pripadnika
kontrolne skupine (P > 0,05). Takoder, nismo utvrdili znacajnu razliku u distribuciji
genotipova i alela testiranih polimorfnih varijacija izmedu spolova (P > 0,05) (podaci nisu
prikazani).

Istrazivanje je imalo dovoljnu statisticku snagu (80%) za detekciju 1,3 puta vece
promjene ucestalosti PLA2G4A-A i PLA2G6-C alela, 1,7 puta vece promjene ucestalosti

PLA2GAC-T i PTGS2-G alela te 2,5 puta vece promjene ucestalosti PPARa-V162 alela (274).
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Tablica 3. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama gena PLA2, PTGS2 i PPAR«

Genotipovi Aleli
PLA2G4A?

-rs10798059 A AG GG A G
bolesnici 31(15,3%) 91 (44,8%) 81 (39,9%) 153 (37,7%) 253 (62,3%)
kontrole 30 (15,7%) 87 (45,6%) 74 (38,7%) 147 (38,5%) 235 (61,5%)

PLA2G6®
e TT CT CcC T C
bolesnici 65 (32,0%) 104 (51,2%) 34 (16,8%) 234 (57,6%) 172 (42,4%)
kontrole 66 (34,6%) 85 (44,5%) 40 (20,9%) 217 (56,8%) 165 (43,2%)
PLA2GA4C®
- rs1549637 AA AT T A T
bolesnici 146 (71,9%) 51 (25,1%) 6 (3,0%) 343 (84,5%) 63 (15,5%)
kontrole 141 (73,8%) 44 (23,0%) 6 (3,2%) 326 (85,3%) 56 (14,7%)
PTGS2¢
- rs689466 AA AG GG A G
bolesnici 151 (74,4%) 50 (24,6%) 2 (1,0%) 352 (86,7%) 54 (13,3%)
kontrole 140 (73,3%) 43 (22,5%) 8 (4,2%) 323 (84,6%) 59 (15,4%)
PPARG’
151800206 L162L L162V V162V L162 V162
bolesnici 185 (91,1%) 18 (8,9%) - 388 (95,6%) 18 (4,4%)
kontrole 173 (90,6%) 18 (9,4%) - 364 (95,3%) 18 (4,7%)

# Hardy-Weinberg: bolesnici ¥° = 0,42, P = 0,52; kontrole ¥* = 0,28, P = 0,60

% test: genotipovi %°= 0,06, P = 0,97; aleli y¥*= 0,05, P = 0,82

® Hardy-Weinberg: bolesnici x> = 0,49, P = 0,48; kontrole > = 1,66, P = 0,20

x* test: genotipovi ¥* = 2,04, P = 0,36; aleli y¥*= 0,06, P = 0,81

® Hardy-Weinberg: bolesnici x> = 0,35, P = 0,55; kontrole y*= 1,20, P = 0,27

% test: genotipovi y°= 0,24, P = 0,89; aleli y*= 0,11, P = 0,74

¢ Hardy-Weinberg: bolesnici x> = 0,94, P = 0,33; kontrole y*= 3,64, P = 0,06

x* test: genotipovi ¥*= 4,18, P = 0,12; aleli x*= 0,74, P = 0,39

¢ Hardy-Weinberg: bolesnici x* = 0,44, P = 0,51; kontrole y*= 0,47, P = 0,49

% test: genotipovi x> = 0,04, P = 0,85; aleli y*= 0,04, P = 0,85
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4.2. Sinergija polimorfizama gena PLA2 i PTGS2

Mogucu interakciju polimorfnih varijanti gena PLA2 i PTGS2 u podloznosti za razvoj
shizofrenije i shizoafektivnog poremecaja testirali smo pomoc¢u kombinacija genotipova i
alela. Tri moguca genotipa varijante rs10798059 (polimorfizam Banl) gena PLA2G4A tako
smo kombinirali s tri genotipske varijante svakog od sljede¢ih polimorfizama: rs4375 gena
PLA2G6, rs1549637 gena PLA2GAC te rs689466 gena PTGS2, a osim toga, ispitali smo i
ucestalost kombinacija genotipova polimorfnih varijanti rs4375 i rs1549637 (geni PLA2G6 i
PLA2G4C) (tablice 4 - 7). Samo je kombinacija CT genotipa gena PLA2G6 i AT genotipa
gena PLA2G4C bila statisticki znacajno ¢eSce prisutna u bolesnika (OR = 2,2, Cl = 1,1 - 4,3,
z = 2,30, P = 0,02) (tablica 7). Kombinacije svih ostalih genotipskih varijanti bile su
podjednako zastupljene u obje skupine (P > 0,05). Analizom po spolu, takoder, nismo
pronasli znacajne razlike u ucestalosti kombinacija genotipova (P > 0,05) (podaci nisu

prikazani).
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Tablica 4. Ucestalost kombinacija genotipova polimorfnih varijanti rs10798059 i rs4375

PLA2G4A

PLA2G6

Bolesnici

Kontrole

- rs10798059 - rs4375 (N=203) (N=191) OR (5% C1) ‘ i
Genotip
AA TT 12(59%) 15(79%) 0,7(0,3-16) 0,76 045
AA CT 14 (6,9%) 12(63%) 1,1(05-25) 025 0,81
AA CC 5 (2,5%) 3 (1,6%) 16(04-6,7 062 0,53
AG TT 28 (13,8%) 30(15,7%) 09(05-15) 054 0,59
AG CT 45 (22,1%) 36 (18,9%) 1,2(0,8-2,0) 081 042
AG CC 18 (8,9%) 21 (11,0%) 08(0,4-15) 071 048
GG TT 25(12,3%) 21(11,0%) 11(0,6-21) 041 0,68
GG CT 45 (22,2%) 37(19,3%) 1,2(0,7-19) 068 0,50
GG CC 11(54%) 16(83%) 06(0,3-14) 115 025

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda, Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti

Tablica 5. Ucestalost kombinacija genotipova polimorfnih varijanti rs10798059 i rs1549637

Pist PUGC e e omawc) oo b
Genotip

AA AA 23(11,3%) 23(12,1%) 0,9 (0,5-1,7) 0,22 0,83
AA AT 8 (3,9%) 7 (3,7%) 1,1(0,4-3,0) 0,14 0,89
AA TT 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
AG AA 67 (33,0%) 68 (35,6%) 0,9 (0,6-1,4) 0,54 0,59
AG AT 20 (9,9%) 17 (8,9%) 1,1(0,6 -2,2) 0,32 0,75
AG TT 4 (2,0%) 2 (1,0%) 1,9(0,3-10,5) 0,74 0,46
GG AA 56 (27,6%) 50 (26,2%) 1,1(0,7-17) 0,32 0,75
GG AT 23 (11,3%) 20 (10,5%) 1,1(0,6 - 2,1) 0,27 0,78
GG TT 2 (1,0%) 4 (2,0%) 0,5 (0,1 - 2,6) 0,88 0,38

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda, CI — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Tablica 6. Ucestalost kombinacija genotipova polimorfnih varijanti rs10798059 i rs689466

Teloramss reemedes (o0 (veey  OREPAC) oz
Genotip
AA AA 18 (8,9%) 16 (8,4%) 1,1(0,5-2,2) 0,17 0,86
AA AG 13 (6,4%) 7 (3,7%) 1,8 (0,7 - 4,6) 1,22 0,22
AA GG 0 (0,0%) 7 (3,7%) 0,1(0,0-1,1) 1,92 0,06
AG AA 61 (30,0%) 56 (29,3%) 1,0 (0,7 - 1,6) 0,16 0,87
AG AG 28 (13,8%) 30 (15,7%) 0,9(0,5-15) 0,54 0,59
AG GG 2 (1,0%) 1 (0,5%) 1,9(0,2-21,0) 0,52 0,60
GG AA 72 (35,5%) 68 (35,6%) 1,0 (0,7 - 1,5) 0,03 0,98
GG AG 9 (4,4%) 6 (3,1%) 1,4(0,5-4,1) 0,67 0,51
GG GG 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,9 (0,0-47,7) 0,03 0,98
OR - engl. odds ratio - omjer izgleda, Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
Tablica 7. Ucestalost kombinacija genotipova polimorfnih varijanti rs4375 i rs1549637
s ke Slend Kok onemey o
Genotip

TT AA 50 (24,6%) 48 (25,1%) 1,0 (0,6 - 1,5) 0,12 0,91
TT AT 15 (7,4%) 17 (8,9%) 0,8(0,4-1,7) 0,55 0,58
TT TT 0 (0,0%) 1 (0,5%) 0,3(0,0-7,7) 0,71 0,48
CT AA 69 (34,0%) 68 (35,6) 0,9(0,6-1,4) 0,34 0,74
CT AT 30 (14,7%) 14 (7,3%) 22(1,1-4,3) 2,30 0,02
CT TT 5 (2,5%) 3 (1,6%) 1,6 (0,4-6,7) 0,62 0,53
CcC AA 27 (13,3%) 25 (13,1%) 1,0 (0,6 - 1,8) 0,06 0,95
CcC AT 6 (3,0%) 13 (6,8%) 0,4(0,2-1,1) 1,73 0,08
CcC TT 1 (0,5%) 2 (1,1%) 0,5(0,0-5,2) 0,62 0,54

OR —engl. odds ratio - omjer izgleda, Cl — engl. confidence interval - raspon pouzdanosti
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Interakcija alelnih varijanti analiziranih polimorfizama kao mogucih rizi¢nih ¢imbenika
za nastanak shizofrenije 1 shizofektivnog poremecaja ispitana je odredivanjem Cimbenika
sinergije, a prema metodi koju su opisali Borja i sur. (272) (tablice 8 - 11). Kao referentni
aleli odabrani su oni za koje prema literaturnim podacima nije utvrdena povezanost s bolesti
(G negativan i C negativan za kombinacije rs10798059/rs4375, G negativan i T negativan u
slu¢aju kombinacija rs10798059/rs1549637 te C negativan i T negativan za kombinacije
rs4375/rs1549637) (12). Pregledavanjem znanstvene literature, nismo pronasli podatak o
tome koji je od alela rs689466 polimorfne varijante (polimorfizam A/G) povezan s nastankom
bolesti te smo najprije odabrali odsustvo jednog ili drugog alela navedene polimorfne
varijante kao moguce referentne vrijednosti (G negativan ili A negativan) prilikom testiranja
kombinacija rs10798059/rs689466. S obzirom da u skupini bolesnika niti jedan ispitanik nije
posjedovao rs10798059/rs689466 kombinaciju AA/GG (tablica 6), u kojem sluc¢aju nismo
mogli izracunati ¢imbenik sinergije, kao referentnu vrijednost odabrali smo odsustvo G alela
u obje polimorfne varijante (tablica 10). Analiza je pokazala da ne postoji sinergisti¢ki u¢inak

istraZenih alelnih varijacija (P > 0,05).

Tablica 8. Sinergija alelnih varijanti rs10798059 i rs4375

PLA2G4A PLA2G6 Bolesnici  Kontrole

- 1510798059 -rs4375  (N=203) (N=191) OR SF z p
Aleli
G- C- 12 15 Refelreiptnl
alell 066 -074 046
G+ C- 53 51 1’3
G' C+ 19 15 1,6
G+ C+ 119 110 1,4

(-) alel je odsutan, (+) alel je prisutan, SF — ¢imbenik sinergije
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Tablica 9. Sinergija alelnih varijanti rs10798059 i rs1549637

PLA2G4A PLA2GA4AC Bolesnici Kontrole OR SE ; p
-rs10798059 - rs1549637 (N=203) (N=191)
Aleli
G- T- 23 23 Referenm
alefl 096 -007 095
G+ T- 123 118 1,0
G- T+ 8 7 11
G+ T+ 49 43 11

(-) alel je odsutan, (+) alel je prisutan, SF — ¢imbenik sinergije

Tablica 10. Sinergija alelnih varijanti rs10798059 i rs689466

PLA2G4A PTGS2 Bolesnici  Kontrole OR SE . P
-rs10798059 - rs689466  (N=203)  (N=191)
Aleli
G- G- 18 16 Referentnl
aleli

G+ G- 133 124 1,0 119 030 076

G- G+ 13 14 0,8

G+ G+ 39 37 0,9

(-) alel je odsutan, (+) alel je prisutan, SF — ¢imbenik sinergije

Tablica 11. Sinergija alelnih varijanti rs4375 i rs1549637

PLA2G6 PLA2G4C Bolesnici  Kontrole OR SE ; p
- rs4375 -rs1549637  (N=203) (N=191)
Aleli
C- T 50 48 Referer_1tn|
aleli
C+ T- 96 93 1,0 1,59 0,95 0,34
C- T+ 15 18 0,8
C+ T+ 42 32 1,3

(-) alel je odsutan, (+) alel je prisutan, SF — ¢imbenik sinergije
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4.3. Meta-analiza studija geneticke udruzenosti i obiteljskih studija polimorfizma Banl
gena PLA2G4A

Povezano s etiologijom shizofrenije, ve¢i je broj studija istrazivao polimorfnu
varijantu Banl gena PLA2G4A. Zbog neujednacenosti njihovih rezultata, proveli smo
meta-analizu studija geneticke udruzenosti (engl. case-control association studies) i
obiteljskih studija za navedenu polimorfnu varijantu. Studije koje su pronasle povezanost
polimorfne varijante Banl s etiologijom shizofrenije, povezale su prisutnost G alela i GG
genotipa s ve¢im rizikom za nastanak bolesti (112,114). Stoga smo, navedenu alelnu varijantu
i genotip GG ispitali meta-analizom.

Meta-analizu studija geneticke udruzenosti proveli smo na ukupno 3164 ispitanika
(1573 bolesnika i 1591 pripadnika kontrolne skupine, ukljucujuéi i ispitanike iz naSeg uzorka)
(12). Zasebno smo analizirali studije koje su ukljucivale populacije bijelaca i azijske
populacije zbog prethodno uocene geneticke heterogenosti ovih dviju skupina, nakon cega
smo proveli meta-analizu cjelovitog uzorka. Podatke iz svake pojedine studije uvrstili smo u
2 X 2 tablicu u kojoj smo ispitanike podijelili ovisno o dijagnozi (bolesnici ili pripadnici
kontrolne skupine) i broju dogadaja - varijabli (prisutnost G alela, odnosno GG genotipa).

Meta-analizom studija geneticke udruZenosti nismo utvrdili statistiCki znacajnu
povezanost niti G alela, niti GG genotipa polimorfizma Banl gena PLA2G4A s etiologijom
shizofrenije (tablica 12). Ukupne vrijednosti OR-a su iznosile: ORg a1 = 1,1 (CI = 0,9 - 1,2,
z=0,78, P =0,44) i ORgG genotip = 1,1 (C1 = 0,8 - 1,3,z = 0,50, P = 0,62). Za G alel, kao i za
GG genotip, ukupna heterogenost pokazala se statisticki znacajnom (Qg aiel = 10,46, P = 0,02;
Qca genotip = 10,70, P = 0,01) u azijskim studijama, $to nije bio slu¢aj u populaciji bijelaca i u
cjelokupnom uzorku (P > 0,05). Stabilnost meta-analize potvrdena je isklju¢ivanjem svake
pojedinacne studije iz ukupne meta-analize. lako im je raspon bio uzi, vrijednosti Cl-a za OR

vrijednosti i tada su ukljucivale vrijednost 1. Relativna statisticka snaga meta-analize kod
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modela sluc¢ajnog ucinka (engl. random effect model) za G alel iznosila je od 3,3 — 19,1%, a

za GG genotip od 4,5 — 18,6%.

Tablica 12. Meta-analiza studija geneticke udruzenosti za G alel i GG genotip

polimorfizma Banl gena PLA2G4A

G alel GG genotip
Studija Populacija

OR 95% ClI OR 95% ClI
bijelci 1,1% 09-1,3 1,1° 09-14
Wei i sur., 1998. britanska 1,0 0,7-15 1,1 0,6-1,7
Chowdari i sur., 2001. SAD - bijelci 1,1 0,7-1,7 0,9 05-18
Junqueira i sur., 2004. brazilska 1,2 09-15 1,4 09-19
Nadalin i sur., 2012. hrvatska 1,0 08-14 11 0,7-1,6
azijske 1,0° 0,8-1,4 1,0 0,6-17
Peet i sur., 1998. indijska 0,7 0,4-16 0,4 0,2-1,2
Semwal i sur., 2002. indijska 0,9 0,7-172 0,9 0,7-1,3
Pae i sur., 2004. korejska 1,8 1,2-2,7 2,8 1,3-5,8
Liisur., 2007. kineska 0,9 0,7-11 0,9 06-1,3
ukupni OR 1.1° 09-1,2 1,1' 0,8-1,3

8z2=1,23,P=0,22; Q = 0,65, df = 3, p = 0,89 za heterogenost
®z=1,17,P=0,24; Q = 1,39, df = 3, p = 0,71 za heterogenost
€z=0,30,P =0,76; Q = 10,46, df = 3, p = 0,02 za heterogenost
97=0,06, P =0,96; Q = 10,70, df = 3, p = 0,01 za heterogenost
¢2=0,78,P =0,44; Q = 12,11, df = 7, p = 1,00 za heterogenost
f2=0,50, P =0,62; Q = 13,15, df = 7, p = 0,07 za heterogenost
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Obiteljske studije ispituju ucestalost prenoSenja alela koji se povezuje s nastankom
bolesti s roditelja heterozigota na bolesno potomstvo. Do sada su tri obiteljske studije istrazile
povezanost polimorfizma Banl gena PLA2G4A s etiologijom shizofrenije, pri ¢emu su dvije
studije provedene u azijskim populacijama, a jedna je ukljucila populaciju bijelaca
(113,201,211). Jedino je studija Wei i Hemmingsa (201) u populaciji bijelaca utvrdila
znacajno vecu ucestalost prenoSenja G alela s roditelja heterozigota na bolesne potomke.

Broj dogadaja - varijabli u 2 x 2 tablici u meta-analizi obiteljskih studija je odgovarao
broju G alela koje su bolesnici naslijedili od roditelja heterozigota (AG genotipa). S obzirom
da je vjerojatnost prenoSenja pojedinog alela s odredenog genskog lokusa od roditelja
heterozigota na potomstvo 50%, u bolesnih smo potomaka trebali pronaéi znacajno vecu
ucestalost G alela, buduc¢i da je taj alel povezivan s povecanim rizikom za nastanak bolesti.
Medutim, meta-analiza obiteljskih studija nije potvrdila povezanost G alela polimorfizma
Banl s etiologijom shizofrenije (tablica 13). Ukupna vrijednost OR-a iznosila je 1,1
(Cl =06 - 20, z=0,24, P = 0,81). Zbog razli¢itih ucestalosti G alela u istrazenim
populacijama ukupna heterogenost je statisti¢cki znacajna (Q = 6,27, P = 0,04). Relativna

statisticka snaga meta-analize kod modela slu¢ajnog ucinka iznosila je 29,9 — 37,9%.

Tablica 13. Meta-analiza obiteljskih studija za G alel polimorfizma Banl

PLA2G4A - G alel

Studija Populacija
OR 95% CI
Chowdari i sur., 2001. indijska 0,7 03-14
Wei i Hemmings, 2005. britanska 2,1 1,1-39
Tao i sur., 2005. kineska 0,9 05-14
ukupni OR? 1,1 0,6-2,0

82=0,24,P =0,81; Q=6,27, df = 2, p = 0,04 za heterogenost
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4.4. Povezanost ispitivanih genskih polimorfizama i klinicke ekspresije bolesti

Klini¢ku ekspresiju shizofrenije i shizoafektivnog poremecaja evaluirali smo kroz
pribliznu dob prve hospitalizacije i tezinu klini¢kih simptoma bolesti mjerenih ocjenskim
ljestvicama PANSS-a. S obzirom na razli¢itu klinicku manifestaciju bolesti u osoba muskog i
zenskog spola (1,275,276), analizu povezanosti klinicke ekspresije bolesti i polimorfnih
varijanti gena proveli smo na ukupnom uzorku bolesnika, ali i posebno u spolova. Ranija dob
pocetka bolesti, teza klinicka slika, loSija prognoza, slabiji odgovor na terapiju
antipsihoticima, kao i veéa ucestalost negativnih simptoma shizofrenije u muskaraca,
nedvojbeno svjedo€e u prilog klini¢koj heterogenosti bolesti izmedu spolova te podupiru
ovakav pristup u istrazivanju (63,276-278).

lako literaturni podaci ukazuju na ranije javljanje bolesti u osoba muskog spola (6),
razlika izmedu muskih 1 Zenskih bolesnika u naSem uzorku nije dostigla statisti¢ku znacajnost
(26,1 £ 7,6 vs. 28,4 £ 9,0; jednosmjerni ANOVA test: F = 3,28, P = 0,07). Srednje vrijednosti
dobi prve hospitalizacije u odnosu na ispitivane alelne varijante polimorfizama gena PLA2,
PTGS2 1 PPARa prikazane su u tablici 14. Ispitani genski polimorfizmi nisu pokazali
znacajnu povezanost s dobi prve hospitalizacije (P > 0,05), ali je uo¢eno da Zene heterozigoti
za genotip PPARa (L162V) obolijevaju priblizno 6,5 godina ranije u odnosu na homozigote
(L162L) (tablica 14). Ipak, faktorski ANOVA test nije potvrdio statisticki znacajnu
interakciju spola i PPARa genotipa na prosje¢nu dob prve hospitalizacije (P > 0,05) (slika 4).
Rezultati provedenih regresijskih analiza bili su, takoder, negativni ¢ime smo potvrdili da ne
postoji povezanost dobi javljanja bolesti i ispitanih genskih polimorfizama, odnosno, njihovih

alelnih kombinacija ili kombinacija genotipova.
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Tablica 14. Dobi prve hospitalizacije ispitanika u odnosu na polimorfne varijante gena PLAZ2,
PTGS2 i PPARA?

svi bolesnici muskarci Zene
(N =203) (N =111) (N=92)
Srednja vrijednost + SD
AA, AG 214+7,7 26,5+ 7,0 28,5+8,3
PLA2G4A GG 26,8+9,1 25,7+8,2 28,3+ 10,2
- rs10798059 GG, AG 27,2+8,3 26,3+7,5 28,4+9,1
AA 27,0+8,7 24,9482 28,7+9,0
TT,CT 27,1+85 25,6 +7,3 29,0+ 9,5
PLA2G6 CcC 276+7,7 29,4 +8,8 26,3+6,7
- rs4375 CC,CT 27,4+8,6 26,6 +7,8 28,4+9,5
TT 26,7+ 7,6 252+ 7,0 28,6 + 8,0
AA, AT 272+8,4 26,0+7,7 28,6 +9,0
PLA2GAC TT 26,7+5,6 28,2+4,7 19,0+0,0
- rs1549637 TT, AT 27,7+8,0 27,1+75 259+9,1
AA 27,4+8,4 25,7+ 7,6 29,1+8,9
AA, AG 272+8,4 - 28,5+9,1
PTGS?2 GG 250+28 - 25,0+28
- rs689466 GG, AG 282+7,7 25,3+ 6,6 312+7,7
AA 26,9 +8,5 26,4+7,8 27,5+9,3
PPAR« L162L 27,4185 26,1+7,7 29,0+9,1
- rs1800206
(L162V) L162V 246 +55 26,5+5,6 22,4+5,0

# jednosmjerni ANOVA test: P > 0,05
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Slika 4. Dob prve hospitalizacije u odnosu na polimorfne varijante gena
PPARa po spolu ispitanika®
® Faktorski ANOVA test: F=2,49, P =0,12

Pod pretpostavkom da bi ispitivane polimorfne varijante gena PLA2, PTGS2 i PPARa
mogle modulirati klinicku ekspresiju bolesti, ispitali smo uc¢inak pojedinacnih genskih
polimorfizama, kao i njihove interakcije na vrijednosti negativnih, opé¢ih i ukupnih simptoma
ocjenskih ljestvica PANSS-a. S obzirom da literaturni podaci upucuju na pojacavanje
negativnih simptoma s trajanjem bolesti (279), u regresijsku analizu smo medu prediktore
ukljucili dob bolesnika. U nasem smo uzorku prethodno potvrdili znacajnu povezanost visih
vrijednosti zbrojeva negativnih, opé¢ih te ukupnih simptoma PANSS-a i dobi ispitanika
(SpearmanoV Rpegativni simptomi = 0,32, P < 0,001; SpearmanoVv Rgpi simptomi = 0,30, P < 0,01;
SpearmanoVv Ruykupni simpomi = 0,32, P < 0,001). Rezultati stupnjevite multiple regresijske
analize uputili su na znacajnu povezanost C alela varijante rs4375 (polimorfizam C/T) gena

PLA2G®6 s vrijednostima op¢ih i ukupnih simptoma PANSS-a na ukupnom uzorku bolesnika
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(Bopei = 0,21, F = 5,53, P < 0,05; Bukupni = 0,25, F = 4,04, P < 0,05) (tablica 15). Bolesnici koji
su posjedovali C alel u svojem PLA2G6 genotipu (CC homozigoti, ili CT heterozigoti), imali
su tezu klini¢ku sliku. Polimorfizam C/T opisuje malen udio varijabilnosti PANSS
psihopatologije u oba slucaja (promjena multiplog R? = 3,1 — 4,2%). Zbrojevi opéih i ukupnih
simptoma u muskaraca pokazali su pozitivnu korelaciju s kombinacijom PLA2G6-C alelai T
alela polimorfizma rs1549637 gena PLA2G4C (Bopei = 0,27, F = 4,63, P < 0,05; Bukupni = 0,34,
F =7,83, P <0,01) (tablica 16). Pri tome su op¢i i ukupni simptomi PANSS-a imali najviSe
vrijednosti u bolesnika koji su u kombiniranom PLA2G6/PLA2G4C genotipu posjedovali oba
alela (C+, T+), najnize vrijednosti ukoliko su oba alela bila odsutna (C-, T-), a postojanje
samo jednog od alela rezultiralo je intermedijarnim vrijednostima navedenih simptoma
(tablica 17). Kombinacija PLA2G6-C i PLA2GAC-T alela opisuje relativno malen udio
varijabilnosti opée simptomatologije PANSS-a (promjena multiplog R? iznosi priblizno 7%)
te nesto vec¢i udio varijabilnosti ukupne PANSS simptomatologije u muskaraca
(promjena multiplog R? = 11,3%). Polimorfne varijante pridonijele su negativnoj PANSS
simptomatologiji samo u analizama po spolu, a njihov je ucinak u spolova bio razli¢it. U
bolesnika su vrijednosti negativnih simptoma korelirale s PLA2G4C genotipom koji se
pokazao ja¢im prediktorom od dobi (Bpiazcac = 0,31, F = 7,37, P < 0,01) (tablica 16). Najvise
su vrijednosti negativnih simptoma utvrdene u muskaraca TT homozigota, a najnize u AA
homozigota (tablica 17). A/T polimorfizam PLA2G4C genotipa pridonosi s priblizno 12%
negativnoj PANSS psihopatologiji bolesnika. U Zena je uocena znacajna korelacija PPARo
genotipa (Bppare = -0,25, F = 4,09, P < 0,05) i tezine negativnih simptoma PANSS-a (tablica
16). Bolesnice heterozigoti za PPARa genotip (varijanta L162V) imale su znacajno nize
vrijednosti negativnih simptoma nego homozigoti (L162L) (jednosmjerni ANOVA test:
F = 5,46, P = 0,02) (slika 5). Ipak, L162V genotip gena PPAR«a opisuje relativno malen udio

varijabilnosti negativnih simptoma u bolesnica (promjena multiplog R? iznosi priblizno 6%).
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Tablica 15. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za simptome ocjenskih ljestvica PANSS-a

Zavisna Nezavisna varijabla R Promjena a
+
varijabla (model)? Srednja vrijednost = SD B multiplog R? P
tezina negativnih
simptoma (zbroj dob (1) - - 0,31 0,097 12,30 <0,001
bodova PANSS-a)
tezina op¢ih dob (1) - - 0,35 0,108 13,69 <0,001
simptoma (zbroj risutan 53,4 + 6,7
bodova PANSS-a) PLA2G6 C alel (2) 2 dsutan £10+66 0,21 0,042 553  <0,05
tezina ukupnih dob (1) - - 0,38 0,118 15,16 < 0,001
simptoma (zbroj risutan 110,0 + 12,9
bodova PANSS-a) PLA2GE Calel 2) Dot T 025 0031 404 <005

®kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak = 4,0, F za izlazak 1,0
® nezavisne varijable: dob bolesnika, PLA2G4A, PLA2G6, PLA2G4C, PTGS2 i PPARa genotipovi, prisutnost pojedinih alela u navedenim

genotipovima (A i G alela u PLA2G4A, Ci T alelau PLA2G6, Ai T alelau PLA2G4C, Ai G alela u PTGS2), kombinacije PLA2G4A/PLA2GS,
PLA2G4A/PLA2GAC, PLA2G4A/PTGS2, PLA2G6/PLA2G4C genotipova i kombinacije prisutnosti odredenih alela u navedenim genotipskim

kombinacijama (G i C alela u PLA2G4A/PLA2G6 kombinaciji, G i T alela u PLA2G4A/PLA2G4C kombinaciji, G i G alela u PLA2G4A/PTGS2
kombinaciji te C i T alelnih varijanti u PLA2G6/PLA2G4C kombinaciji)
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Tablica 16. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za tezinu simptoma

ovisno o spolu bolesnika

Muskarci (N =111)

Zavisna Nezavisna varijabla Promjena = P
varijabla (model)® multiplog R?
tezina negativnih PLA2GAC genotip (1) 0,31 0,120 7,37 <0,01
simptoma (zbroj
bodova PANSS-a) dob (2) 0,26 0,067 433 <005
.. .. dob (1) 0,36 0,127 7,87 <0,01
tezina op¢ih
bodova PANSS-a) PLA2GAC T alel 0,27 0,070 4,63 < 0,05
kombinacija (2)
.. . dob (1) 0,35 0,126 7,78 <0,01
tezina ukupnih
bodova PANSS-a) PLA2GAC T alel 0,34 0,113 7,83 <0,01
kombinacija (2)
Zene (N =92)
Zavisna Nezavisna varijabla Promjena Fa P
varijabla (model) B multiplog R?
tezina negativnih dob (1) 0,29 0,109 7,09 <0,05
simptoma (zbroj _
bodova PANSS-a) PPARa. genotip (2) -0,25 0,060 4,09 <0,05

®kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak = 4,0, F za izlazak 1,0
®nezavisne varijable: dob bolesnika, PLA2G4A, PLA2G6, PLA2G4C, PTGS2 i PPARa genotipovi, prisutnost

pojedinih alela u navedenim genotipovima (A i G alela u PLA2G4A, Ci T alelau PLA2G6, Ai T alelau

PLA2GAC, Ai G alela u PTGS2), kombinacije PLA2G4A/PLA2G6, PLA2G4A/PLA2GAC,PLA2G4AAIPTGS?2,

PLA2G6/PLA2G4C genotipova i kombinacije prisutnosti odredenih alela u navedenim genotipskim
kombinacijama (G i C alela u PLA2G4A/PLA2G6 kombinaciji, G i T alela u PLA2G4A/PLA2G4AC

kombinaciji, G i G alela u PLA2G4A/PTGS2 kombinaciji te C i T alelnih varijanti u PLA2G6/PLA2G4C

kombinaciji)

74



Tablica 17. Tezina simptoma u muskaraca (N =111)

u odnosu na polimorfne varijante gena PLA2GAC i PLA2G6!

tezina negativnih PLA2GAC AA 285+55
simptoma (zbroj enoti AT 31,2+6,3
bodova PANSS-a%) genotip TT 395421
. .. C-, T- 49,6 +6,0
tezina opcih PLA2G6-Calell <. T+  508+109
simptoma (Zbrolb PLA2GAC-Talel ¢4 1. 534465
.. . c-,T- 101,8+133
tezina ukupnih PLA2G6-C alel/ C- T+ 107.3+ 199
simptoma (zbroj  PLA2GAC-T alel ’ S
C+ T- +
bodova PANSS-a°) kombinacija 109,8+126

C+ T+ 1163+11,1

! jednosmjerni ANOVA test: °F = 4,31, P = 0,02;  F = 1,34, P = 0,27;°F = 2,89, P = 0,04
(-) alel je odsutan, (+) alel je prisutan
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Slika 5. Zbroj negativnih simptoma PANSS-a u odnosu na dob bolesnica i PPARa genotip®
# jednosmjerni ANOVA test: F = 5,46, P = 0,02
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4.5. Volumetrijski niacinski odgovor

Cilj ovog dijela istrazivanja bio je rasvijetliti etiologiju oslabljene niacinske reakcije u
bolesnika ispitivanjem njene moguce povezanosti s polimorfnim varijantama gena
metaboli¢ke kaskade CPLA2/COX-2 (geni PLA2G4A i PTGS2) i sastavom masnih kiselina
membrana perifernih stanica (eritrocita).

Srednja vrijednost ukupnog VNR-a bila je statisti¢cki znac¢ajno visa u pripadnika
kontrolne skupine u odnosu prema bolesnicima sa shizofrenijom i shizoafektivnim
poremecajem (21,4 £ 3,8 vs. 12,7 + 6,0; jednosmjerni ANOVA test: F = 119,19, df =1,
P < 0,001). Ocekivano, vrijednosti VNR1, VNR2, VNR3 i VNR4 (slika 6), takoder su bile
znacajno vise u pripadnika kontrolne skupine (jednosmjerni ANOVA test: P <0,001). VNR je
bio najjaci nakon aplikacije 0,1 M otopine niacina, a najslabiji kod aplikacije 0,0001 M
otopine. Weighted kappa test pokazao je znac¢ajnu podudarnost procjene osjetljivosti na niacin
dvaju nezavisnih procjenjitelja (kappa > 0,90).

S obzirom da su se bolesnici i kontrolna skupina zna¢ajno razlikovali prema dobi,
spolu i ucestalosti konzumiranja duhanskog dima, testirali smo moguci ucinak navedenih
¢imbenika na osjetljivost koze prema niacinu. Nije bilo znacajne povezanost VNR-a s dobi
(Spearmanov test korelacije rangova: Rpoesnici = 0,08, t = 0,68, P = 0,50; Rontrole = -0,10,
t = -0,84, P = 0,40). Faktorskim ANOVA testom nije utvrdena interakcija spola i grupe
ispitanika na jacinu niacinskog odgovora (spol x grupa: F = 0,05, P = 0,82), medutim,
interakcija pusenja i grupe ispitanika pokazala se statisticki znacajnom (pusenje x grupa:
F = 5,25, P = 0,02). Naime, u skupini bolesnika uoc¢ene su vise vrijednosti ukupnog VNR-a u
skupini pusaca u odnosu na bolesnike nepusace (14,0 + 5,6 vs. 10,5 + 6,1). Medutim, pomocu
jednosmjernog ANOVA testa, utvrdili smo da je uc¢inak konzumiranja duhana na jac¢inu
odgovora na niacin izrazen iskljucivo pri aplikaciji otopine najvece koncentracije (0,1 M)

(F=5,09, df = 1, P = 0,03).
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Slika 6. Srednje vrijednosti VNR1-4 u bolesnika i kontrolne skupine®
? jednosmijerni ANOVA test: Pynri.4 < 0,001

4.6. Analiza masnih kiselina membrana eritrocita

U bolesnika smo utvrdili statisti¢cki znacajno vise srednje vrijednosti ukupnih SFA
(z =-2,78, P < 0,01), kao i znacajan deficit PUFA iz obitelji n-3 i n-6 te ukupnih PUFA
(Zn-3 pura = 3,07, Zng pura = 2,81, Zykupne pura = 3,56, P < 0,01). Visim vrijednostima ukupnih
SFA najvise su doprinijele znacajno vise koncentracije palmitinske (16:0) i stearinske Kiseline
(18:0) (z16:0 = -2,38, z18:0 = -2,38, P < 0,05) (slika 7). Istovremeno, smanjene koncentracije LA
(z = 2,61, P < 0,01), EPA (z = 4,01, P < 0,001), DHA (z = 2,70, P < 0,01) i u manjoj mjeri
ADA (z = 2,13, P < 0,05) (slika 7), doprinijele su nizim vrijednostima obitelji n-3 i n-6
PUFA, kao i ukupnih PUFA (n-3 + n-6) (slika 8). lako su srednje vrijednosti palmitoleinske
kiseline (16:1n-7) iz obitelji MUFA bile znacajno vise u bolesnika sa shizofrenijom i
shizoafektivnim poremecajem (z = -3,01, P < 0,01) (slika 7), vrijednosti ukupnih MUFA nisu
se statisticki znacajno razlikovale izmedu dvije skupine ispitanika (P > 0,05) (slika 8).
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Slika 7. Sastav glavnih masnih kiselina membrana eritrocita®

 Mann-Whitney U-test: *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001 prema odgovarajuéoj kontroli;

16:0 — palmitinska kiselina, 16:1— palmitoleinska kiselina, 18:0 — stearinska kiselina, 18:1- oleinska kiselina,
LA -18:2n-6, AA —20:4n-6, EPA —20:5n-3, ADA — 22:4n-6, DHA — 22:6n-3

- . -
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Slika 8. Sastav ukupnih zasi¢enih, mononezasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina
membrana eritrocita®

# Mann-Whitney U-test: *P < 0,01, **P < 0,001 prema odgovarajucoj kontroli;
SFA — zasi¢ena masna kiselina, MUFA — mononezasi¢ena masna kiselina, PUFA — polinezasi¢ena masna
kiselina
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Nadalje, statisticka analiza pokazala je da su broj dvostrukih veza kao pokazatelj
koncentracije nezasi¢enih masnih Kkiselina, a prikazan kao DBI (z = 3,41, P < 0,001) i indeks
peroksidacije, kao indikator koncentracije prvenstveno PUFA, a napose LC-PUFA (z = 2,84,
P < 0,01), bili znacajno nizi u bolesnika u odnosu na pripadnike kontrolne skupine ispitanika

(slika 9).

160 - m Kontrole ® Bolesnici
140 -
120 -

100 -

60 -

20 -

DBI Pl

Slika 9. Vrijednosti indeksa dvostrukih veza i indeksa peroksidacije®

# Mann-Whitney U-test: *P < 0,01, **P < 0,001 prema odgovarajuéoj kontroli;
DBI — indeks dvostrukih veza, Pl — indeks peroksidacije
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Vrijednosti omjera EPA/AA (z = 3,38, P < 0,001), ukupne PUFA/ukupne SFA
(z=3,27, P <0,001) te ukupne PUFA/ukupne MUFA (z = 2,87, P <0,01), kao jo$ jednog od
pokazatelja deficita PUFA u oboljelih, takoder su se znacajno razlikovale izmedu dvije
skupine ispitanika. Naposljetku, analiza omjera pojedinih PUFA, poput AA/LA, DHA/AA,
ADA/AA, EPA/DHA te omjera obitelji n-3/n-6 PUFA, nije pokazala statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu bolesnika i kontrolne skupine (P > 0,05) (slika 10).

m Kontrole mBolesnici

2,5 *

) u L.

EPA/AA DHA/AA ADA/AA  EPA/DHA PUFA/SFA PUFA/MUFA  n-3/n-6

Slika 10. Omijeri pojedina¢nih i ukupnih masnih kiselina®

# Mann-Whitney U-test: *P < 0,01, **P < 0,001 prema odgovaraju¢oj kontroli;
SFA — zasi¢ena masna kiselina, MUFA — mononezasi¢ena masna kiselina,
PUFA — polinezasi¢ena masna kiselina
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4.7. Povezanost volumetrijskog niacinskog odgovora koze i polimorfnih varijanti gena
PLA2G4A i PTGS2

Distribucije genotipskih varijanti polimorfizama gena PLA2G4A i PTGS2 u skupini
bolesnika testiranih na osjetljivost prema niacinu podudarale su se s ocekivanim
vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi (tablica 17). Nije bilo znac¢ajne razlike u

odnosu na raspodjelu genotipova i alela ha ukupnom uzorku bolesnika (tablica 3).

Tablica 17. Ucestalost genotipova i alela polimorfnih varijanti gena PLA2G4A i PTGS2 u

bolesnika podvrgnutih niacinskom testu koZznog crvenila

Genotipovi Aleli
AA AG GG A G
_fs'iﬁfgcgggga 13 (16,5%) 32 (40,5%) 34 (43,0%) 58 (36,7%) 100 (63,3%)
PTGS
_rsegoags 09 (74.7%) 19 (24,1%) 1(1,2%) 137 (86,7%) 21 (13,3%)

#Hardy-Weinberg: y2 = 1,30, P = 0,25; b Hardy-Weinberg: y2 = 0,15, P = 0,70

Moguéi uéinak polimorfnih varijanti gena PLA2G4A i PTGS2 na jacinu odgovora
koze na niacin ispitali smo koriStenjem stupnjevite multiple regresijske analize. Ocekivano,
koncentracija AMN-a pokazala se najjacim prediktorom vrijednosti ukupnog VNR-a
(B = 0,73, F = 353,23, P < 0,001) (tablica 18), pri ¢emu opisuje priblizno polovicu njegove
varijabilnosti (promjena multiplog R? = 54%). Polimorfne varijante gena PLA2G4A i PTGS2
imale su statisticki znacajan, iako vrlo slab uc¢inak na vrijednosti ukupnog VNR-a u bolesnika
sa shizofrenijom 1 shizoafektivnim poremecajem (tablica 18). Negativna vrijednost

BrLazcaa-a = -0,17 upucuje da bolesnici koji u svom PLA2G4A genotipu ne posjeduju A alel
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(GG homozigoti) imaju znacajno vise vrijednosti VNR-a. Pozitivna Pprgsz-¢ Vrijednost od
0,14 upucuje na visu vrijednost VNR-a u bolesnika koji u svom PTGS2 genotipu posjeduju G
alel, odnosno u AG heterozigota ili GG homozigota. U svakom slucaju, obje polimorfne
varijante doprinose vrlo malo, svaka s po 1,7%, varijabilnosti ukupnog VNR-a u grupi

bolesnika.

Tablica 18. Stupnjevita multipla regresijska analiza za volumetrijski niacinski odgovor

u bolesnika
Zavisna Nezavisna varijabla® Promjena Fa P
varijabla (model) multiplog R
koncentracija AMN-a 0,73 0,539 353,23 <0,001
Volumetrijski
nlaC|nsk| odgovor PLA2G4A-A alel '0,17 0,017 11,44 < 0,001
(VNR)

PTGS2-G alel 0,14 0,017 12,12 <0,001

& kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak = 4,0, F za izlazak 1,0
® nezavisne varijable: 0,1 M, 0,01 M, 0,001 M i 0,0001 M koncentracije AMN-a, prisustvo PLA2G4A-A alela,
PLA2G4A-G alelai PTGS2-G alela

Nadalje, pomoc¢u jednosmjernog ANOVA testa, testirali smo ucinak ispitivanih
polimorfnih varijacija na pojedinaéne VNR1-4 vrijednosti u bolesnika (tablica 19). U¢inak
rs10798059 varijante (polimorfizam Banl) utvrden je jedino pri najve¢im koncentracijama
niacinske otopine (Foim = 12,01, P < 0,001; Fooim = 7,56, P < 0,01). Kao sto je bilo i za
ocekivati, vece vrijednosti VNR1 i VNR2 imali su bolesnici koji u svom PLA2G4A genotipu
nisu posjedovali A alel (GG homozigoti) (tablica 19). S obzirom da je svega jedan ispitanik
po PTGS2 genotipu bio GG homozigot, bilo je moguce ispitati samo ucinak G alela na
VNR1-4 vrijednosti u bolesnika. lako su srednje vrijednosti VNR1-4 bile vise u ispitanika
koji su u svojem PTGS2 genotipu imali G alel, statisticki znacajan ucinak toga alela,

medutim, nije pronaden.
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Nismo pronasli sinergisti¢ki u¢inak dviju polimorfnih varijanti na vrijednosti ukupnog
VNR-a (PLA2G4A-A alel x PTGS2-G alel: F = 0,77, P = 0,38; PLA2G4A-G alel x PTGS2-G

alel: F = 0,48, P = 0,49) u nasih bolesnika.

Tablica 19. Volumetrijski niacinski odgovor u odnosu na polimorfne varijante gena
PLA2G4A i PTGS2?

PLA2G4A- PTGS2-
X+ SD F P X +SD F P
rs10798059 rs689466
AA, AG 51+2,3 AG, GG 6,2+2.2
12,01 <0,001 0,80 0,37
GG 6,6t1.3 AA 57+20
VNR1
GG, AG 59+20
1,55 0,22
AA 51+25
AA, AG 39+26 AG, GG 49+27
756 <0,01 0,64 0,43
GG 53+1,7 AA 44+272
VNR2
GG, AG 46+23
0,49 0,48
AA 41+24
AA, AG 18+22 AG, GG 26+23
5G 21418 0,46 0,50 AA 17418 2,70 0,10
VNR3 ) ) ] ]
GG, AG 21+20
1,98 0,16
AA 12+22
AA, AG 06+14 AG, GG 08+15
1,14 0,29 259 0,11
GG 0,3+0,7 AA 0,3+0,9
VNR4
GG, AG 05+1,2
0,26 0,61
AA 0,3+0,6

# povezanost je testirana jednosmjernim ANOVA testom
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4.8. Povezanost volumetrijskog niacinskog odgovora kozZe i sastava masnih kiselina
eritrocita

Koristenjem stupnjevite multiple regresijske analize ispitali smo doprinosi li, i u kojoj
mjeri, sastav masnih kiselina membrana perifernih stanica, posebice znacajan deficit PUFA,
etiologiji oslabljenog odgovora koze na niacin u skupini bolesnika sa shizofrenijom i
shizoafektivnim poremecajem. Pri tome smo testirali moguc¢u povezanost srednjih vrijednosti
VNR-a 1-4 sa sastavom pojedinacnih i ukupnih masnih kiselina, zatim s DBI i Pl indeksima i
naposljetku s omjerima pojedinac¢nih, odnosno, ukupnih masnih kiselina. Rezultati svih
provedenih regresijskih analiza bili su negativni, s obzirom da niti u jednoj od njih nismo
pronasli statisticki znacajnu povezanost izmedu vrijednosti VNR-a 1-4 1 sadrzaja masnih

kiselina membrana eritrocita u bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem.
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5. RASPRAVA

Kao i kod mnogih drugih oboljenja multifaktorijalne etiologije, smatra se da u osnovi
podloznosti za razvoj shizofrenije postoji neovisna interakcija velikog broja razli¢itih genskih
polimorfizama od kojih svaki daje mali doprinos konacnom ucinku nastupa, ali i progresiji
bolesti (16). Fosfolipidna membranska hipoteza, s obzirom na poligenski/multifaktorijalni
karakter shizofrenije, implicira ulogu poremecenog metabolizma membranskih fosfolipida u
etiologiji bolesti (64,65). Enzimi koji reguliraju metabolizam fosfolipida jasno su geneticki
odredeni, a prehrana je vazan okoli$ni ¢imbenik koji modulira kompoziciju masnih kiselina u
bioloSkim membranama (9,67). U sastavu molekula membranskih fosfolipida nalazi se
glavnina esterificirane AA potrebne za sintezu prostaglandina i drugih eikozanoida u
organizmu, ali i znacajna koli¢ina drugih masnih kiselina (EPA, DHA), ¢iji su metaboliti,
takoder, potentni medijatori upalnih procesa (55,143). Deficit membranskih PUFA, napose
LC-PUFA, kao Sto su DHA 1 AA, mogao bi, naruSavanjem homeostaze u srediSnjem
Ziv€anom sustavu, a u okviru razli¢itih predloZzenih hipoteza shizofrenije (neurorazvojna,
neuroprijenosna i dr.), biti povezan s nastankom bolesti (68-73). PoviSena aktivnost enzima iz
superobitelji PLA2 pronadena je u serumu, krvnim stanicama i mozdanom tkivu bolesnika sa
shizofrenijom (97-99), i mogla bi, izmedu ostalog, pridonositi, spomenutom deficitu PUFA.
Upravo stoga, geni direktno i indirektno ukljuceni u homeostazu PUFA i signalni put PLA2,
predstavljaju neke od potencijalnih gena kandidata u etiologiji i/ili klinickoj ekspresiji
shizofrenog oboljenja (99,109,112,201).

Abnormalnosti niacinskog odgovora nedvojbeno upucuju na postojanje fosfolipidnog
poremecaja, a nedavno utvrdena nasljednost oslabljene niacinske reakcije, predstavlja osnovu

za daljnje istrazivanje genetike tog biokemijskog puta (194,195). Etiologija oslabljenog

85



niacinskog odgovora u oboljelih od shizofrenije, ali i drugih neuropsihijatrijskih bolesti,

medutim, jo$ uvijek nije u potpunosti objasnjena.

5.1. Genski polimorfizmi i podloznost za pojavu shizofrenije ili shizoafektivnog
poremecaja

Enzimi iz superobitelji PLA2 odrzavaju koncentraciju slobodnih lizofosfolipida
potrebnih za ugradnju novih molekula masnih kiselina u bioloSke membrane, a otpustanjem
molekula masnih kiselina iz membranskih fosfolipida, reguliraju 1 procese stani¢ne
signalizacije (123). U okviru fosfolipidne membranske hipoteze shizofrenije, najvise je
ispitivan funkcijski polimorfizam Banl gena PLA2G4A za enzim cPLA2, ¢ija je kataliticka
aktivnost ovisna o ionima Ca®" i koji preferira otpustanje AA iz membranskih fosfolipida,
medutim, rezultati studija, provedenih u razli¢itim populacijama, nisu ujednaceni (12). Ipak,
meta-analiza azijskih populacija, populacija bijelaca i cjelovitog uzorka ispitanika,
napravljena u ovom istrazivanju, nije potvrdila niti G alel, niti GG genotip polimorfne
varijante Banl, kao rizi¢ne ¢imbenike za nastanak shizofrenije (tablica 12). U naSoj populaciji
ucestalost rizicnog G alela gena PLA2G4A se krece oko 60% u bolesnika i kontrolne skupine
(62,3%, odnosno, 61,5%) i ne razlikuje se znacajno u odnosu na frekvenciju utvrdenu u
britanskoj, sjevernoamerickoj i indijskoj populaciji (tablica 3). Zanimljivo je da su studije
provedene u populacijama isto¢ne Azije, poput korejske 1 kineske populacije, utvrdile gotovo
dvostruko nizu ucestalost G alela gena PLA2G4A (u kineskoj kontrolnoj skupini iznosi 37%,
a u korejskoj skupini kontrolnih ispitanika 32%) (12). Moguce je da razlika u frekvenciji
genotipova i alela u indijskoj populaciji u odnosu na populacije isto¢ne Azije (kineska i
korejska populacija) doprinosi statistickoj znacajnosti ukupne heterogenosti u azijskim
studijama koja je utvrdena u meta-analizi (Qg alel = 10,46, Qg genotip = 10,70, P < 0,05)

(tablica 12). Nadalje, niza ucestalost G alela, koji se se pokazao rizinim ¢imbenikom za
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nastanak shizofrenog oboljenja u korejskoj populaciji (112), moguéi je uzrok njegove
statisticki znacajne akumulacije u bolesnika u korejskoj studiji.

Da bi istrazili moguci sinergisticki ucinak G alela polimorfizma Banl i polimorfnih
varijanti drugih gena iz superobitelji PLA2 kao mogucih rizi¢cnih ¢imbenika za nastanak
shizofrenije, u nasu smo analizu ukljucili jos polimorfizam rs4375 gena PLA2G6 za iPLAZ2 te
polimorfnu varijantu rs1549637 gena PLA2G4C koji kodira cPLA2. Povezanost izmedu
etiologije shizofrenije i polimorfizma rs4375 (PLA2G6) utvrdena je u brazilskoj populaciji,
pri ¢emu je prisutnost C alela povezana s ve¢im rizikom za razvoj bolesti (111). Povezanost
izmedu shizofrenog oboljenja i polimorfizma rs1549637 (PLA2G4C) pronadena je U samo
jednoj studiji u kineskoj populaciji, pri ¢emu je T alel tog polimorfizma povezan s ve¢im
rizikom za razvoj bolesti pojedinacno i u kombinaciji s G alelom polimorfizma Banl gena
PLA2G4A (113). Analizom pojedinacnih ucestalosti nismo utvrdili statisticki znacajnu
razliku za genotipove i alelne varijante dvaju polimorfizama (rs4375 i rs1549637) izmedu
bolesnika i kontrolne skupine (tablica 3). Ucestalost C alela varijante rs4375 u nasoj
populaciji bila je priblizno jednaka u bolesnika (42,4%) i u pripadnika kontrolne skupine
(43,2%), dok je u brazilskoj populaciji uofena povecana akumulacija rizicnog C alela u
bolesnika (57%) u odnosu na kontrole (43%). Nadalje, frekvencija T alela polimorfizma
rs1549637 (PLA2G4C) u naoj studiji bila je, takoder, priblizno jednaka u bolesnika (15,5%)
i kontrolnih ispitanika (14,7%). Ucestalost navedenog alela u kineskoj populaciji kontrolnih
ispitanika nije se znacajnije razlikovala u odnosu na podatke dobivene u nasoj populaciji
(15,5%), medutim, rezultati obiteljskih studija u kineskoj populaciji ukazuju da se T alel
polimorfizma rs1549637 ceS¢e prenosio sa zdravih roditelja heterozigota na bolesno
potomstvo (113). S obzirom da je nasa geneticka studija asocijacijskog tipa, a ne obiteljska
(za provodenje obiteljske studije nismo raspolagali s dovoljno podataka), nismo bili u

mogucnosti testirati rezultate kineske studije. Studija provedena u kineskoj populaciji utvrdila
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je statisti¢ki znacajnu interakciju G alela gena PLA2G4A i T alela gena PLA2G4C kao
rizicnih ¢imbenika za razvoj shizofrenog poremecaja (P = 0,02) (113). U nasoj studiji,
medutim, rizi¢ni ¢imbenik za nastanak shizofrenije predstavlja kombinacija genotipa CT
polimorfizma rs4375 (PLA2G6) i genotipa AT varijante rs1549637 (PLA2G4C) (P = 0,02)
(tablica 7). Zanimljivo je da ostale kombinacije genotipova i alela ispitivanih polimorfizama
ne mozemo povezati s rizikom za nastanak bolesti. Nepostojanje statisticki znacCajne sinergije
C alela polimorfizma rs4375 (PLA2G6) i T alela varijante rs1549637 (PLA2G4C), indicira da
se radi prvenstveno o uéincima genotipova, a ne alela. Nadalje, potrebno je istaknuti da
kombinacija CC genotipa polimorfizma rs4375 (PLA2G6) i AT genotipa varijante rs1549637
(PLA2G4C), takoder, pokazuje trend razlike u ucestalosti izmedu dvije skupine ispitanika
(P = 0,08), sto svjedo¢i u prilog uc¢inku PLA2G6-C alela. Dvostruko niza frekvencija
navedene kombinacije genotipova u bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu, naime,
implicira mogucu vaznost prisutnosti C alela polimorfizma rs4375 (PLA2G6) u uocenoj
statisticki znacajnoj interakciji genotipa CT polimorfizma rs4375 (PLA2G6) i genotipa AT
varijante rs1549637 (PLA2G4C). Pregledavanjem znanstvene literature nismo pronasli niti
jedno istrazivanje koje je ispitivalo ucestalost kombinacije navedenih polimorfnih varijanti,
iako je, doduSe, jedna studija u kineskoj populaciji ispitivala povezanost kombinacija
genotipskih i alelnih varijanti drugih polimorfizama gena PLA2G6, kao $to su polimorfizmi
rs2235346, rs2272831 i rs2284060, s rs1549637 polimorfnom varijantom gena PLA2G4C u
etiologiji shizofrenije. Rezultati iste, medutim, bili su negativni (221).

Postojanje statisticki znacajne interakcije genotipova PLA2G6 | PLA2G4C moguce je
objasniti funkcijom enzima koje kodiraju navedeni geni. Enzimi iPLA2 i cPLA2 (PLA2G4C)
su vezani uz membrane, a buduci da ne posjeduju C2 proteinsku domenu za vezanje iona
Ca®*, njihova kataliticka aktivnost nije ovisna o prisutnosti iona Ca** u citosolu (280-282).

Novije studije ukazuju da iPLA2 ima, najvjerojatnije, veci afinitet prema otpustanju DHA iz
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membranskih fosfolipida, nego drugih molekula PUFA (126,127,129), dok cPLA2
(PLA2G4C) ne preferira otpustanje specifiéne vrste PUFA (282-284). Stovise, in vitro studije
uocile su podjednak afinititet cPLA2 (PLA2G4C) prema AA te molekulama MUFA, poput
oleinske kiseline (18:1) i naposljetku, znacajan afinitet prema otpuStanju molekula SFA,
poput palmitinske kiseline (16:0) i stearinske Kiseline (18:0) (283). Zbog svojeg afiniteta
prema otpustanju molekula DHA, iPLA2 ima vaznu ulogu u regulaciji omjera PUFA/SFA
koji je kljucan za odrzavanje fluidnosti bioloskih membrana (123). Nadalje, poseban se znacaj
pripisuje ulozi iIPLA2 i cPLA2 (PLA2G4C) u pretvorbi molekula lizosfolipida u manje
toksi¢ne lipide, pri ¢emu je otkriveno da cPLA2 (PLA2G4C) pokazuje ¢ak 2 do 4 puta vecu
aktivnost prilikom hidrolize lizofosfolipida, nego hidrolize molekula fosfolipida (281,283).
Poznato je da lizofosfolipidi, posebice u ve¢im koncentracijama, posjeduju citotoksi¢ni
ucinak, naruSavaju stani¢nu homeostazu, funkciju ionskih kanala, a njihova povecana
akumulacija u sréanom miSicu u uvjetima ishemije povezuje se s poremecajem sréanog ritma
(282,284). Visoka ekspresija cPLA2 (PLA2G4C) u sr¢anom misi¢u, napose u uvjetima
ishemije, takoder, svjedo¢i u prilog vaznosti uloge navedenog enzima u hidrolizi
lizofosfolipida i njihovoj pretvorbi u manje toksi¢ne varijante (282,284). Nadalje, enzimi
IPLA2 i cPLA2 (PLA2GA4C) sudjeluju u prijenosu razlicitih acilnih skupina na glicerolsku
jezgru, a pri tome cPLA2 koju kodira gen PLA2G4C pokazuje najveci afinitet za prijenos LC-
PUFA, poput AA i DHA (282,284,285). Ravnoteza izmedu hidrolize molekula membranskih
fosfolipida te ugradnje masnih kiselina u iste, posebice molekula LC-PUFA, neobi¢no je
vazna u remodeliranju membranskih fosfolipida, odrzavanju njihove strukture i fluidnosti
(123,282). Uoceno je da inhibicija aktivnosti iPLA2 moze smanjiti ugradnju molekule AA u
molekule membranskih fosfolipida (280,286). Budu¢i da oba gena PLA2 kodiraju
kucepaziteljske enzime (engl. housekeeping enzymes), mogucée je da je upravo njihova

interakcija klju¢na za strukturu i dinamiku fosfolipida bioloskih membrana. Protein iPLA2 na
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svom N-terminalnom kraju sadrzi 7-8 ankirinskih ostataka vaznih sa interakciju s drugim
proteinima, Sto bi, izmedu ostalog, moglo biti vazno pri regulaciji procesa remodeliranja
membranskih fosfolipida, ali i nekih drugih procesa, primjerice, regulacije apoptoze, upalnog
odgovora stanice i sl. (101,280). Nadalje, enzim iPLA2 postoji u multiplim oblicima, a
uoceno je da alternativno prekrajanje mRNA izravno utjeCe na aktivnost navedenog enzima
(280).

Vezano uz prethodno utvrdenu nasljednu komponentu abnormalne niacinske reakcije
u bolesnika sa shizofrenijom u kineskoj populaciji (194,195) i ulogu enzima cPLA2 i COX-2
u njenom nastanku, pretpostavili smo da bi polimorfne varijante gena PTGS2 koji kodira
enzim COX-2, takoder, mogle predstavljati rizi¢ni ¢imbenik za nastanak shizofrenije. Osim
toga, geni za cPLA2 (PLA2G4A) i COX-2 (PTGS2) su udaljeni svega 149 kb, pa bi i njihova
interakcija mogla doprinositi riziku za razvoj bolesti. U istrazivanje smo ukljucili funkcijsku
polimorfnu varijantu rs689466 gena PTGS2, s obzirom da je povezanost izmedu etiologije
shizofrenije i navedenog polimorfizma utvrdena u obiteljskoj studiji provedenoj u britanskoj
populaciji (201). Frekvencije genotipova i alela polimorfizma rs689466 nisu se znacajno
razlikovale izmedu dviju skupina ispitanika (tablica 3) te navedenu polimorfnu varijantu ne
mozemo smatrati rizicnim ¢imbenikom za nastanak bolesti u nasoj populaciji. Ucestalost G
alela polimorfizma rs689466 u nasoj populaciji iznosi priblizno 15% i ne razlikuje se
znacajno u odnosu na frekvenciju utvrdenu u drugim europskim populacijama. Zanimljivo je
da je u azijskim populacijama uofena mnogo visa ucestalost G alela u odnosu na europske
populacije (42% - 51%) (242). Moguce je da spomenute razlike u frekvenciji alela izmedu
azijskih i europskih populacija pridonose tome da u kineskoj populaciji nije utvrdena
povezanost polimorfizma rs689466 i shizofrenog oboljenja (202). Neujednacenost rezultata
izmedu naSe 1 britanske populacije mogla bi biti posljedica razli¢itih vrsta istrazivanja, s

obzirom da se u naSem slucaju radilo o asocijacijskoj, a ne obiteljskoj studiji. Naposljetku,
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statistiCki znacajna interakcija polimorfne varijante rs689466 i polimorfizma Banl
(PLA2G4A), takoder, nije utvrdena (tablice 6 i 10).

Za razliku od gena PLA2 i PTGS2, gen PPARa kodira transkripcijski ¢imbenik.
PPARa je indirektno uklju¢en u signalni put PLA2, budu¢i da prvenstveno regulira
metabolizam i homeostazu slobodnih PUFA molekula (248,287). Vezano uz poremeceni
metabolizam PUFA u bolesnika sa shizofrenijom, pretpostavili smo da bi polimorfne varijante
gena PPARa mogle predstavljati ¢imbenik rizika za nastanak shizofrenije. U nasu analizu
ukljucili smo funkcijski polimorfizam L162V gena PPARa, s obzirom da je relativno veliki
broj studija istrazivao ulogu navedene polimorfne varijante u etiologiji poremecenog
metabolizma lipida (244,255,256). Do sada niti jedno istrazivanje nije ispitivalo povezanost
polimorfne varijante L162V s nastankom shizofrenog oboljenja. Ucestalosti genotipova i alela
polimorfizma L162V gena PPARa bile su priblizno jednake u bolesnika i kontrolne skupine
(tablica 3), stoga, polimorfnu varijantu L162V, ne mozemo smatrati rizi¢nim ¢imbenikom za
nastanak shizofrenije i shizoafektivnog poremec¢aja u nasoj populaciji. Inace, ucestalost
mnogo rjedeg V alela u bolesnika (4,4%), kao i u pripadnika kontrolne skupine (4,7%),
takoder, nije znacajno razli¢ita u odnosu na frekvenciju utvrdenu u ostalim europskim
populacijama. Medutim, ¢injenica da polimorfizam L162V ne postoji u drugim populacijama
osim europske, nazalost, uvelike ograni¢ava daljnje moguénosti istrazivanja (263).

Preliminarni rezultati nisu pokazali znaajnu interakciju polimorfizma L162V gena
PPARa s ispitivanim polimorfizmima gena PLA2 1 PTGS2 (podaci nisu prikazani). Moguci

razlozi su veli¢ina naSeg uzorka i niska ucestalost 162V alela (tablica 3).
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5.2. Genski polimorfizmi i klinicka ekspresija bolesti

Pod pretpostavkom da polimorfizmi gena signalnog puta PLA2 mogu modulirati
Klinicku ekspresiju bolesti, ispitali smo utjecaj pojedinacnih polimorfnih varijanti, ali i
njihovu medusobnu interakciju na dob prve hospitalizacije u bolesnika sa shizofrenijom i
shizoafektivnim poremecajem i Klinicku simptomatologiju evaluiranu ocjenskim ljestvicama
PANSS-a. Povezanost izmedu tezine Klinicke slike bolesti i abnormalnog metabolizma
fosfolipida u bolesnika sa shizofrenijom uocena je u relativno velikom broju studija
(70,74,288). Glen i sur. (74) pronasli su povezanost izmedu negativnih simptoma shizofrenije
i povisene koncentracije SFA te smanjene koncentracije LC-PUFA, kao $to su AA i DHA.
Nadalje, Peet i sur. (75) su uodili povezanost izmedu pozitivnih simptoma bolesti i smanjene
koncentracije AA. Sumiyoshi i sur. (70) su, u svojem istraZivanju, pozitivne simptome
shizofrenije povezali sa smanjenom koncentracijom ukupnih, ali ne i pojedinaénih PUFA.
Zanimljive rezultate dala je studija u izraelskoj populaciji u kojoj je predominacija negativnih
simptoma  shizofrenije  znacajno korelirala s poviSenim vrijednostima omjera
sfingomijelin/fosfatidiletanolamin, dok je predominacija pozitivnih simptoma pokazala
inverznu korelaciju s tim omjerom (288). Visoke vrijednosti navedenog omijera, indiciraju
nisku koncentraciju fosfatidiletanolamina, a koja bi mogla biti posljedica smanjene
koncentracije AA i DHA u bolesnika sa shizofrenijom, s obzirom da na navedene PUFA
otpada 30% ukupnih masnih kiselina koje se ugraduju u taj fosfolipid. Ponizovsky i sur.
(288), implicirali su moguc¢u ulogu povisene aktivnosti enzima PLA2 u deficitu PUFA i
etiologiji negativnih simptoma bolesti, medutim, nisu specificirali o kojoj bi se vrsti PLA2
moglo raditi.

Nedavno je utvrdeno da aktivnost enzima cPLA2 u bolesnika sa shizofrenijom, aliiu
pripadnika kontrolne skupine ispitanika, znac¢ajno korelira s prisutno$¢u G alela polimorfizma

Banl gena PLA2G4A, pri ¢emu je najveca aktivnost enzima cPLA2 zabiljezena u GG
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homozigota, a najmanja u AA homozigota (99). Nase prethodno istrazivanje na manjem
uzorku ispitanika (N = 80) pronaslo je povezanost izmedu ranijeg nastupa bolesti (nize dobi
prve hospitalizacije) u muskaraca sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem i odsustva
A alela polimorfizma Banl gena PLA2G4A (GG homozigoti vs. AG heterozigoti + AA
homozigoti: 21,4 + 5,5vs. 25,6 +5,4; Baael = 0,35, F = 5,77, P = 0,02) (289). Nadalje, trend
ranijeg javljanja bolesti u bolesnika ovisno o polimorfizmu Banl, uo¢en je i na ukupnom
uzorku bolesnika (GG homozigoti vs. AG heterozigoti + AA homozigoti: 24,0 + 7,7 vs.
27,1 £ 6,9; Ba-ater = 0,20, F = 5,77, P = 0,07). Medutim, rezultati istrazivanja na ve¢em uzorku
(N = 203), nisu potvrdili prethodne rezultate, s obzirom da niti polimorfna varijanta Banl, niti
ostali ispitivani genski polimorfizmi, pojedinacno, ili u kombinaciji, nisu znacajno povezani s
dobi prve hospitalizacije u nasih bolesnika.

Izuzev naSeg istrazivanja, jedino je studija provedena u kineskoj populaciji ispitivala
povezanost klini¢kih simptoma shizofrenije s polimorfnim varijantama gena koji su ukljuceni
u signalni put PLA2 (115). Medu istrazivanim polimorfizmima u navedenoj studiji, bili su,
izmedu ostalog, polimorfna varijanta Banl gena PLA2G4A te polimorfizam rs1549637 gena
PLA2GAC za cPLA2. Nekoliko pojedinacnih simptoma ljestvice SANSS-a (engl. scale for
the assessment of negative symptoms) pokazalo je znacajnu povezanost s polimorfizmom
Banl, dok ostale ispitivane polimorfne varijante nisu korelirale s klinickom slikom. Znacajna,
ali slaba povezanost nekoliko pojedina¢nih opcih simptoma i polimorfne varijante Banl,
uocena je, takoder, u nasem prethodnom istrazivanju, ¢iji je nedostatak bio testiranje velikog
broja varijabli na manjem uzorku (289). U sada$njoj smo studiji testirali povezanost genskih
polimorfizama s tezinom simptoma shizofrenije izrazenih zbrojem pozitivnih, negativnih,
op¢ih i ukupnih bodova ocjenske ljestvice PANSS-a. Budu¢i da je nase istrazivanje ukljucilo
skupinu kroni¢nih bolesnika u kojih su zabiljezene viSestruke epizode ponavljanja bolesti i s

obzirom na c¢injenicu da se simptomi bolesti, napose negativni simptomi shizofrenije,
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pojacavaju s trajanjem bolesti (279), dob bolesnika smo, takoder, uvrstili medu nezavisne
varijable u regresijske analize. lako se dob ispitanika pokazala najja¢im prediktorom teZine
op¢ih 1 ukupnih simptoma PANSS-a, nasa je analiza na ukupnom uzorku ispitanika pronasla i
povezanost s prisutnos¢u C alela polimorfizma rs4375 (PLA2G6). Ipak, ucinak ovog
polimorfizma C/T bio je slab, s obzirom da je u oba slu¢aja opisao malen udio varijabilnosti
PANSS psihopatologije (3,2 — 4,2%) (tablica 15). lzuzev navedene, ostale istrazene
polimorfne genske varijante, kao niti njihove medusobne kombinacije, nisu korelirale s
tezinom simptoma ocjenskih ljestvica PANSS-a na ukupnom uzorku bolesnika. Dodatna
analiza po spolu pokazala je povezanost prisutnosti T alela PLA2G4C genotipa s tezim
simptomima (ve¢im zbrojem negativnih simptoma PANSS-a), kao i statisticki znacajnu
povezanost interakcije T alela polimorfizma rs1549637 (PLA2G4C) i C alela polimorfizma
rs4375 (PLA2G6) s tezinom simptoma (vrijednosti zbroja op¢ih i ukupnih simptoma PANSS
psihopatologije) u muskaraca (tablica 16). PLA2G4C genotip pridonosio je s 12% negativnoj
simptomatologiji PANSS-a, dok interakcija T alela polimorfizma rs1549637 (PLA2G4C) i C
alela polimorfizma rs4375 (PLA2G6) opisuje manji udio varijabilnosti opée i ukupne
simptomatologije PANSS-a u bolesnika (7%, odnosno, 11,3%). Genske varijante su pokazale
slab ucinak na negativne simptome PANSS-a u bolesnica. Znacajni prediktori teZine

negativnih simptoma bolesti su dob i genotip PPAR, ¢iji je doprinos iznosio 6% (tablica 16).
Cinjenica da bolesnice koje su heterozigoti za PPARo genotip (L162V) pokazuju znacajno
manju tezinu negativnih simptoma PANSS-a u odnosu homozigote (L162L), ukazuje na
mogucu protektivnu ulogu 162V alela spram razvoja negativnih simptoma u zena. Zanimljivo
je da je to jedini slucaj u ovom istrazivanju koji upuéuje na mogucu protektivnu ulogu neke
od istrazenih polimorfnih varijanti s obzirom na ekspresiju klinickih simptoma bolesti.
Naime, moguce je da PPARa, u uvjetima manjka PUFA, kakvi su prisutni u shizofreniji i

shizoafektivnom poremecaju, indukcijom aktivnosti A6-desaturaza, A5-desaturaza i elongaza,
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poti¢e njihovu sintezu iz esencijalnih masnih kiselina. Polimorfna varijanta L162V, stoga bi,
modulacijom aktivnosti PPARa, mogla uéinkovitije poticati aktivnost PPARa u indukciji
enzima koji sudjeluju u konverziji LA i a-LA u LC-PUFA. Nedavno istraZivanje u tuniskoj
populaciji bolesnika sa shizofrenijom ukazuje na znacajnu povezanost niske koncentracije AA
I DHA u membranama eritrocita i nekoliko negativnih simptoma ocjenske ljestvice SANSS-a
(290). Nakon tri mjeseca antipsihoti¢ne terapije, u bolesnika su se normalizirale koncentracije
navedenih PUFA, koje je, takoder, pratilo poboljsanje klini¢kih simptoma shizofrenije.
Spomenuti rezultati, izmedu ostalog, upuéuju da bi odgovor bolesnika na terapiju
antipsihoticima, bilo zanimljivo pratiti u ovisnosti o PPARa genotipu. U svakom slucaju,
niska ucestalost navedenog polimorfizma koja je utvrdena u svega 8,9% bolesnika i 9,4%
pripadnika kontrolne skupine (tablica 3), predstavlja ograni¢avaju¢i ¢imbenik u analizi i
interpretaciji dobivenih rezultata. Polimorfna varijanta L162V se pokazala riziénom za razvoj
dislipidemija u velikom broju studija (244,255,256). U bolesnika s dijabetesom je, medutim,
uocen njen protektivni ucinak, i to s obzirom na dob nastupa bolesti (nosioci V162 alela
obolijevaju u kasnijoj Zivotnoj dobi) te na smanjeni rizik za nastanak sréanog infarkta (287).
Nadalje, pronadeno je da navedena polimorfna varijanta smanjuje moguc¢nost razvoja
pretilosti u zdravoj populaciji (248). Razli¢it u¢inak polimorfizma L162V s obzirom na spol,
izmedu ostalog, uo€en je na koncentraciju lipida u plazmi, pojavu rizika za obolijevanje od
hipertenzije, razvoj pretilosti te odgovor na terapiju statinima (248,291,292). Postojanje
interakcije spola 1 PPARa genotipa, stoga, nedvojbeno implicira ulogu spolnih hormona na
ekspresiju 1/ili aktivnost PPARa, a studije na animalnim modelima indiciraju da bi upravo
estrogen mogao imati vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti PPARa (292,293). Estrogen, naime,
moze aktivirati signalne puteve ERK-MAPK (engl. extracellular receptor kinase-mitogen

activated protein kinase) i protein kinazu A, koji zatim fosforiliraju i aktiviraju PPARa.
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Nadalje, signalni putevi ERK-MAPK posreduju u aktivaciji cPLA2, $to za posljedicu ima
otpustanje PUFA i nastanak eikozanoida, vaznih prirodnih liganda PPARa (293).

Cinjenica da su ispitivane polimorfne varijante gena PLA2 pokazale najveéi utjecaj na
Klinicke znaCajke bolesti u muskaraca, implicira, izmedu ostalog, mogu¢u ulogu spolnih
hormona na ekspresiju i/ili aktivnost enzima PLA2 i transkripcijskog ¢imbenika PPAR.
Raniji pocetak bolesti, teza klinicka slika, slabiji odgovor na terapiju antipsihoticima i losija
prognoza shizofrenije u muskaraca, svjedoce u prilog protektivnom djelovanju estrogena na
klini¢ku ekspresiju shizofrenije (63,276-278). Nadalje, pogorsanje bolesti u Zena ¢esce je prije
menstruacije, nakon poroda i postmenopauzalno, kada je sniZzena koncentracija estrogena, dok
su remisije psihoti¢nih epizoda nerijetko zabiljezene tijekom trudnoce, kada su koncentracije
navedenog hormona visoke (294). Receptori za estrogene su transkripcijski ¢imbenici koji
pripadaju superobitelji jezgrinih steroidnih receptora, a u mozgu se, osim u neuronima, nalaze
u astrocitima, oligodendrocitima i mikroglija stanicama (295). Poznato je da estrogen
stimulira rast neurona, poti¢e neurogenezu i sinaptogenezu, a djeluje i neuroprotektivno,
sprecavaju¢i smrt neurona poslije mozdanog udara ili mehanicke ozljede (296). Nadalje,
estrogen povisuje ekspresiju antioksidativnih enzima, smanjuje ekspresiju NADPH oksidaze,
neutralizira slobodne radikale i inhibira neurotoksi¢ni utok iona Ca’* u stanicu (297-299).
Osobita se vaznost pripisuje ulozi estrogena u regulaciji procesa neurotransmisije koja
ukljucuje regulaciju sinteze 1 oslobadanja pojedinih neurotransmitera, djelovanje na
transportere za neurotransmitere, nadzor nad koncentracijom iona Ca®* unutar stanice i sl.
(297). Buduci da je, kataliticka aktivnost pojedinih enzima iz superobitelji PLA2 (cPLA2, ali i
sPLA2), upravo ovisna o prisutvu iona Ca®* u citosolu, (102), estrogen bi, putem regulacije
homeostaze Ca?*, takoder, mogao utjecati na aktivnost navedenih enzima. Naime, dokazano je
da estrogen, u okviru svojeg neuroprotektivnog ucinka, moze inhibirati neurotoksi¢ni utok

iona Ca®* u stanicu (299-301). U ovom je istrazivanju, medutim, pronadena povezanost sa
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polimorfnim varijantama gena PLA2G6 i PLA2G4C koji kodiraju enzime iPLA2 i cPLA2,
&ija kataliticka aktivnost nije ovisna o koncentraciji iona Ca®" u stanici. Ispitivane polimorfne
varijante gena PLA2 pri tome su pokazale najve¢i utjecaj na klinicke znaCajke bolesti u
muskih bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem. Dobiveni rezultati, uz
prethodno opisane, dobro poznate razlike u klinickim znacajkama shizofrenog oboljenja s
obzirom na spol, upucuju na mogucnost postojanja interakcije ispitivanih polimorfnih
varijanti gena PLA2G6 i PLA2G4C i spola bolesnika, a moguce je da navedena interakcija,
izmedu ostalog, modulira ekspresiju i/ili aktivnost enzima PLA2.

Iako je u nasem istrazivanju utvrdena znacajna povezanost klini¢ke ekspresije bolesti s
ispitivanim genskim polimorfizmima gena PLA2G6, PLA2G4C i PPARa, ona je slaba, a
opisuje 3,2 — 12% varijabilnosti simptomatologije PANSS-a u bolesnika sa shizofrenijom i
shizoafektivnim poremecajem (tablice 15 i 16). To znaéi da niz drugih endogenih (genetickih,
hormonskih), ali i okoli$nih ¢imbenika, u okviru abnormalnog metabolizma membranskih
fosfolipida 1 narusene homeostaze PUFA, takoder, doprinosi varijabilnoj klinickoj ekspresiji

bolesti.

5.3. Genski polimorfizmi i volumetrijski niacinski odgovor

S obzirom da je uzrok oslabljene reakcije koze na niacin jo$ uvijek nepoznat i da ga
mozemo traziti na bilo kojem dijelu metabolicke kaskade CPLA2-COX-2 (172,199),
pretpostavili smo da bi dva funkcijska polimorfizma navedene kaskade (gena PLA2G4A i
PTGS2) mogla pridonositi etiologiji oslabljenog niacinskog odgovora u bolesnika sa
shizofrenijom 1 shizoafektivnim poremecajem. Ovo je prva studija koje je ispitala povezanost
oslabljene niacinske reakcije u bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem s

polimorfizmima gena metabolicke kaskade CPLA2/COX-2.
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Oba istrazena polimorfizma (varijanta Banl, polimorfizam rs689466) metabolic¢ke
kaskade cPLA2/COX-2 pokazala su znacajan, iako slab ucinak na ukupni VNR u skupini
bolesnika u nasoj studiji (tablica 18). Pri tome je ja¢a niacinska reakcija utvrdena u odsutnosti
A alela u PLA2G4A genotipu (GG genotipska varijanta) i prisutnosti G alela u PTGS2
genotipu (AG genotip ili GG genotip). Analizom pojedina¢nih VNR1-4 vrijednosti u
bolesnika, u¢inak polimorfizma Banl se pokazao samo pri vi§im koncentracijama otopine
niacina (0,1 M i 0,01 M), dok je ucinak polimorfizma gena PTGS2 ostao izvan granica
statisticke znacajnosti (tablica 19). Osim S§to kodiraju dva klju¢na enzima u mehanizmu
niacinske reakcije, geni PLA2G4A i PTGS2 medusobno su udaljeni svega 149 kb (201) te
smo, stoga, ispitali i njthovu mogucu interakciju u etiologiji oslabljenog niacinskog odgovora.
Statisticki znacajna sinergija dvaju polimorfizama, medutim, nije utvrdena. U svakom slucaju,
s obzirom da obje ispitivane polimorfne varijante opisuju priblizno svega 3,4% (svaka po
1,7%) varijabilnosti ukupnog VNR-a u bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim
poremecajem, prilikom razjasSnjavanja etiologije oslabljene niacinske reakcije, potrebno je
razmotriti i druge moguce uzroke unutar metabolicke kaskade CPLA2/COX-2 (154,172).

Niti jedna od studija koje su ispitivale moguéi utjecaj uzivanja duhana na jaCinu
odgovora koze na niacin (171,187,196,197) nije utvrdila povezanost izmedu navike pusenja i
kozne osjetljivosti na niacin. U nasoj je studiji uocen manji, iako znacajan, ucinak
konzumiranja duhana na vrijednost ukupnog VNR-a Kkoji je bio izrazen pri najvisoj
koncentraciji otopine niacina.

Kao $to je bilo za oéekivati, pojedinacne VNR1-4 vrijednosti, kao i srednja vrijednosti
ukupnog VNR-a, bile su znacajno nize u bolesnika u odnosu prema kontrolnoj skupini.
Koncentracija niacinske otopine najvise utjee na jacinu odgovora koze na niacin (154,187),

Sto je bio slucaj 1 u naSem istrazivanju, pri ¢emu je koncentracija otopine opisala viSe od
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polovice varijabilnosti ukupnog niacinskog odgovora. Vise vrijednosti VNR-a u obje skupine
ispitanika pozitivno su korelirale s koncentracijom otopine niacina (slika 6, tablica 18).
Smesny i sur. (183,200) su, u svojim studijama, pronasli zna¢ajnu razliku u odgovoru
koze na niacin ovisno o dobi i spolu u zdravoj populaciji. U osoba Zenskog spola uocen je
znaCajno jaci odgovor koze na niacin u odnosu na muskarce, posebice nakon aplikacije
0,001 M koncentracije AMN-a. Osim toga, niacinska reakcija koZze pokazala se statisticki
znacajno slabijom u osoba starije dobi, a razlika s obzirom na dob pri tome je bila bila
izrazenija u Zena negoli u musSkaraca (P < 0,01 vs. P < 0,05). Zanimljivo je da u nasem
istrazivanju nije utvrden ucinak dobi i spola na ja¢inu VNR-a, niti u bolesnika, niti u
pripadnika kontrolne skupine ispitanika. Estrogen, najvjerojatnije indukcijom sinteze
prostaglandina, poti¢e vazomotornu funkciju i protok krvi, dok bi testosteron mogao imati
inhibitoran uc¢inak na navedene procese. Stoga se, jaca niacinska reakcija u osoba Zenskog
spola, povezuje s veéom koncentracijom estrogena, a slabiji odgovor koze na niacin u
muskaraca, mogao bi, izmedu ostalog, biti posljedica vec¢e koncentracije testosterona
(200,302). Nadalje, promjene u pigmentaciji koze u osoba starije dobi, a koje za posljedicu

imaju i promjenu boje koze, mogle bi biti uzrokom slabije niacinske reakcije (171,200).

5.4. Sastav masnih kiselina eritrocita i volumetrijski niacinski odgovor

S obzirom na vaznu ulogu masnih kiselina n-3 i n-6 obitelji PUFA u odrzavanju
fluidnosti bioloskih membrana, deficit n-3 PUFA, posebice LC-PUFA, poput EPA i DHA,
mogao bi dovesti do poremecaja ¢itavog niza stani¢nih funkcija (148,303) te smo, stoga, u
naSem istrazivanju ispitali povezanost odgovora koze na niacin u oboljelih s glavnim
pojedinaénim i ukupnim masnim kiselinama obje obitelji PUFA. Nadalje, analizu smo
upotpunili testiranjem sadrzaja glavnih pojedinac¢nih 1 ukupnih SFA 1 MUFA, odgovarajucih

omjera masnih kiselina (navedeni u 3.2.3.) te indeksa, poput DBI i Pl. Meta-analiza sadrzaja
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masnih kiselina membrana eritrocita provedena na 429 bolesnika sa shizofrenijom, ukazuje na
znacajan deficit PUFA koji se najvise pripisuje smanjenoj koncentraciji LC-PUFA, kao §to su
AA i DHA (304). Rezultati analize sadrzaja masnih kiselina u bolesnika i kontrolne skupine
ispitanika u naSem istrazivanju (305) dobro se uklapaju u rezultate opisane u literaturi. U
nasem uzorku bolesnika sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem tako je, takoder,
uocen znacajan deficit PUFA iz obitelji n-3 i n-6 te ukupnih PUFA (slika 8), a kojemu je
najvise doprinijela smanjena koncentracija LA, EPA i DHA (slika 7). Nadalje, povisena
koncentracija palmitinske kiseline (16:0) i stearinske kiseline (18:0) (slika 7), doprinijela je
visim vrijednostima ukupnih SFA u skupini bolesnika (slika 8), dok se koncentracija AA i
ukupnih MUFA nije statisticki znacajno razlikovala izmedu dvije skupine ispitanika (slike 7 i
8). DBI je pokazatelj ukupne koncentracije nezasi¢enih masnih kiselina, dok je PI indikator
koncentracije prvenstveno PUFA, posebice LC-PUFA te stoga, vrijednosti Pl-a, puno
specifi¢nije odrazavaju koncentraciju LC-PUFA, primjerice AA, EPA i DHA. Kao §to je bilo
i za ocekivati, vrijednosti obaju indeksa su bile zna¢ajno nize u bolesnika sa shizofrenijom i
shizoafektivnim poremecajem (slika 9), s obzirom na znac¢ajno nizu koncentraciju PUFA iz
obitelji n-6 i n-3 u oboljelih. Nadalje, smanjena koncentracija EPA u bolesnika i spomenuto
nepostojanje znacajne razlike u koncentraciji AA izmedu bolesnika i kontrolne skupine,
rezultirale su, ocekivano, nizim vrijednostima omjera EPA/AA u oboljelih. Osim toga,
vrijednosti omjera ukupne PUFA/ukupne SFA te ukupne PUFA/ukupne MUFA, kao jos
jednog indikatora deficita PUFA, bile su, takoder ocekivano, znacajno nize u skupini
bolesnika (slika 10).

PUFA su bioloski izrazito aktivne molekule, pri ¢emu LC-PUFA, poput AA i DHA
¢ine 80 — 90% esencijalnih masnih kiselina u moZdanom tkivu. Nakon unosa prehranom,
navedene se molekule vrlo brzo ugraduju u molekule membranskih fosfolipida (67).

Prisutnost PUFA, napose LC-PUFA, u sastavu biolo§kih membrana, odrzava membranu

100



fluidnom, budu¢i da dvostruke kovalentne veze izmedu dvaju ugljikovih atoma u navedenim
molekulama stvaraju pregibe u lancu masnih kiselina i tako omoguc¢avaju njihovu bolju bo¢nu
pokretljivost (148,149). Odgovaraju¢i omjer zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina u
membranama je, izmedu ostalog, od iznimne vaznosti za uredno funkcioniranje membranskih
receptora i za odvijanje brojnih signalnih procesa u stanici (55,148). Molekula DHA sa svojih
Sest dvostrukih kovalentnih veza predstavlja najviSe nezasi¢enu masnu kiselinu u bioloSkim
membranama i moguce, najviSe pridonosi odrzavanju njihove fluidnosti. S obzirom na
znacajno izrazen deficit DHA, ali i drugih LC-PUFA, poput EPA, koja sa svojih pet
dvostrukih kovalentnih veza, takoder, pokazuje visoki stupanj nezasi¢enosti, rezultati analize
sadrzaja masnih kiselina u nasem istrazivanju, impliciraju smanjenu fluidnost bioloskih
membrana u bolesnika. Ugradnjom u lipidne splavi i posljedi¢cnom regulacijom njihove
dinamike, LC-PUFA, i to prvenstveno DHA, mogu, takoder, utjecati na procese stani¢ne
signalizacije (306,307). Lipidne splavi su male (10 — 200 nm), visoko-organizirane
heterogene strukture bioloskih membrana koje se sastoje od kolesterola, sfingolipida i
specifi¢nih proteina (150,303). S obzirom da se veliki broj receptora i G-proteina ukljuc¢enih u
stani¢nu signalizaciju nalazi upravo na lipidnim splavima, lipidnim se splavima pripisuje
vazna uloga u procesu prijenosa signala u stanici. Potrebno je istaknuti da je molekula DHA,
zbog velikog broja dvostrukin kovalentnih veza te posljedicne iznimno fleksibilne
konformacije, stericki nekompatibilna s kolesterolom, kojim su lipidne splavi osobito bogate
(303,308). Upravo stoga, nije isklju¢ivo da smjeStaj DHA unutar lipidnih splavi dovodi do
nastanka dviju razliCitih vrsta domena, od kojih jedne sadrze DHA, a druge regije bogate
kolesterolom (308,309). Ugradnja DHA u lipidne splavi, naime, dovodi do povecanja njihove
veli¢ine, uzrokuje njihovu reorganizaciju te premjeStanje brojnih proteina koji su usidreni u
lipidne splavi, a §to moze modulirati signalni odgovor stanice (303,308). S obzirom na vrlo

nisku koncentraciju sfingolipida i kolesterola, u unutarnjoj membrani mitohondrija,
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najvjerojatnije, ne dolazi do formiranja lipidnih splavi (310,311). Ipak, novija istrazivanja
impliciraju ulogu DHA u regulaciji dinamike unutarnje membrane mitohondrija, a koja bi
prvenstveno mogla biti posredovana njenom ugradnjom u molekulu kardiolipina, vaznog
fosfolipida u membrani mitohondrija. Ugradnja fleksibilne DHA u molekulu kardiolipina tako
modulira njegovu interakciju s brojnim lipidima i proteinima, $to posljedi¢no utjeCe na
razli¢ita zbivanja u unutarnjoj membrani mitohondrija, poput transporta elektrona, oksidative
fosforilacije i sl. (311).

S obzirom na opisanu vaznu ulogu LC-PUFA u regulaciji stani¢ne signalizacije,
odrzavanjem fluidnosti, kao 1 regulacijom dinamike biolo§kih membrana, pretpostavili smo da
bi abnormalna kompozicija membrane, uslijed deficita LC-PUFA, mogla implicirati
poremecenu funkciju niacinskih receptora, ali i drugih receptora povezanih s G-proteinima i
predstavljati jedan od mogucéih uzroka oslabljenog odgovora na niacin u bolesnika sa
shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem. Stovise, abnormalnosti receptora povezanih s
G-proteinima za neurotransmitere, poput dopamina, serotonina i glutamata u oboljelih od
shizofrenije dobro su poznate u znanstvenoj literaturi (312-314), a nedavno je, takoder,
uoCena smanjena ekspresija niacinskih receptora u mozgu umrlih bolesnika (315). Messamore
i sur. (172,184) su, u svojim su studijama, ispitivali osjetljivost koZze na niacin mjerenjem
ECso vrijednosti za niacin (ECsp oznacava koncentraciju agonista, tj. niacina koja uzrokuje
ucinak jednak polovici svojeg maksimalnog u¢inka). UoCene znacajno viSe ECsq vrijednosti u
bolesnika sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu skupinu, autori pripisuju smanjenoj
osjetljivosti koze na niacin u oboljelih, a koja bi, izmedu ostalog, takoder mogla svjedo¢iti u
prilog mogucoj smanjenoj ekspresiji niacinskih receptora. Ipak, u naSem istrazivanju nismo
potvrdili hipotezu o utjecaju deficita membranskih PUFA na oslabljen odgovor koze na niacin
u bolesnika sa shizofrenijom 1 shizoafektivnim poremecajem. Iznenadujuce, znacajno nize

VNR1-4 vrijednosti u skupini bolesnika, nisu korelirale sa sastavom niti ukupnih, niti
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pojedina¢nih masnih kiselina obitelji n-6 i n-3 PUFA. Nadalje, ispitivani omjeri ukupnih i
pojedina¢nih masnih kiselina te indeksi, takoder, nisu pokazali povezanost s oslabljenom
reakcijom koZe na niacin u oboljelih. Zanimljivo je da je u naSoj studiji, kao 1 u dva prethodna
istrazivanja (172,174), oslabljena reakcija koze na niacin uoCena u bolesnika u ¢ijim
membranama nije bilo deficita AA, a $to ukazuje da smanjena koncentracija AA nije glavni
razlog abnormalne niacinske reakcije, kao $to se donedavno smatralo.

Naposljetku, moguce je da upravo neki drugi, za sada nepoznati Cimbenici, vise
doprinose etiologiji abnormalne niacinske reakcije u oboljelih. Novija studija, smanjenu
ekspresiju niacinskih receptora utvrdenu u mozdanom tkivu umrlih bolesnika sa
shizofrenijom pripisuje, izmedu ostalog, mogucoj pretjeranoj degradaciji proteina za niacinski
receptor, ili pak abnormalnostima u mehanizmu alternativnog prekrajanja (315). Istrazivanja
na animalnim modelima ukazuju na vaznu ulogu multifunkcijskih adaptorskih proteina beta
arestina 1 (B-arestina 1) u nastanku niacinskog odgovora koze. Navedene molekule, naime,
tvore komplekse s receptorima povezanim s G-proteinima, poput receptora za niacin, te nakon
vezanja niacina, aktiviraju signalni put cPLA2. Oslabljena niacinsku reakcija koZze nedavno je
uocena u miseva sa smanjenom ekspresijom molekula 3-arestina 1 (316).

Ogranienje istrazivanja etiologije oslabljene niacinske reakcije u naSoj studiji,
nedvojbeno predstavlja ¢injenica da je povezanost VNR-a s polimorfizmima gena PLA2G4A
1 PTGS2, kao 1 sastavom masnih kiselina membrana perifernih stanica, provedena iskljuc¢ivo u
skupini bolesnika. Nadalje, istrazivanje bi se moglo proSiriti na vec¢i uzorak ispitanika, a s
obzirom da oslabljena niacinska reakcija, kao i deficit PUFA, nisu iskljuCiva znacajka
shizofrenije, od posebnog ¢e znacaja biti studije koje ¢e u istrazivanje etiologije abnormalnog
niacinskog odgovora ukljuciti ispitanike oboljele od drugih neuropsihijatrijskih bolesti, poput

bipolarnog afektivnog poremecaja, depresije i sl.
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Iako u ovom istrazivanju nisu uzeti u obzir, okoliSni ¢imbenici, poput prehrane i
uzivanja duhanskog dima mogli bi, uz genotip, utjecati na aktivnost enzima PLA2 i
transkripcijskog Cimbenika PPARa, kao i na sastav masnih kiselina u membranama 1/ili
njegovu korelaciju s ja¢inom niacinskog odgovora. Sinteza LC-PUFA, klju¢nih sastavnica
membranskih fosfolipida, ovisi 0 unosu LA i a-LA putem prehrane te procesu konverzije
pomocéu A6-desaturaza, A5-desaturaza i elongaza (80,81). Poznato je da je proces pretvorbe
LA i a-LA u LC-PUFA manje u¢inkovit u muskaraca (84) i u osoba starije dobi (67). U
konverziji LA i a-LA u n-6 i n-3 LC-PUFA sudjeluju isti enzimi, stoga, vece koncentracije
LA, uslijed njihovog veceg unosa prehranom, mogu inhibirati pretvorbu o-LA u LC-PUFA
(82). Studije na animalnim modelima pronalaze zanimljive posljedice dugotrajnog deficita n-3
PUFA u prehrani na metabolizam ukupnih PUFA i aktivnost enzima PLA2 u mozdanom
tkivu. Petnaest tjedana deprivacije unosa n-3 PUFA, dovelo je do smanjenja koncentracije
DHA, povecanja koncentracije n-6 PUFA, napose AA, poviSenja aktivnosti enzima cPLA2 1
SPLA2 te smanjenja aktivnosti iPLA2 (317,318). Ucestalost uzivanja duhanskog dima
znacajno je veca u bolesnika sa shizofrenijom u odnosu na zdravu populaciju (89,90), sto je,
takoder, uo¢eno 1 u naSem uzorku bolesnika (tablica 1). Predlozeni su razli¢iti mehanizmi
kojima bi puSenje moglo utjecati na sastav membranskih PUFA, poput redukcije njihove
koncentracije  uslijed  pojatanog  stanja  oksidacijskog  stresa, = moduliranjem
ekspresije/aktivnosti enzima PLAZ2 i sl. (9,91,92,319,320). Hibbeln i sur. (321) pronalaze vrlo
zanimljivu povezanost izmedu navike puSenja i prehrane u bolesnika sa shizofrenijom, pri
¢emu uocavaju da bolesnici koji uzivaju duhan unose u organizam mnogo manje LA nego
bolesnici nepusaci. U svojoj su studiji, takoder, opazili da bolesnice koje ne puse,
konzumiraju vise DHA u odnosu na oboljele musSkarce, neovisno o tome da li su oni pusaci ili

nepusaci. Naposljetku, ucinci duhanskog dima na koncentraciju membranskih PUFA mogli bi
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ovisiti i o trajanju konzumacije duhanskog dima, stadiju bolesti (akutni ili kroni¢ni) te vrsti
terapije (69). Nadalje, dokazano je da interakcija gena i nutritijenata moze regulirati i
aktivnost transkripcijskog ¢imbenika PPARa. Naime, studija koja je proucavala ucinak
polimorfizma L162V gena PPARa na koncentraciju lipida u plazmi, pronalazi znacajnu
interakciju navedene polimorfne varijante i unosa PUFA u organizam (322). Pri tome manjak
PUFA u prehrani povecava koncentraciju triglicerida i apolipoproteina C3 u plazmi u
ispitanika s varijantom 162V, dok visoki unos PUFA, reda n-3, kao i n-6, snizuje njihovu
koncentraciju. Zanimljivo je da u ispitanika s L162L genotipom vrijednosti koncentracije
lipida u plazmi nisu pokazivale varijacije ovisno o koli¢ini unosa PUFA u organizam.

Na temelju navedenog, a s obzirom na multifaktorijalni karakter shizofrenije, razvidno
je da bi preciznija kontrola doprinosa razli¢itih ¢imbenika (prehrana, uzivanje duhanskog
dima, spol, dob ispitanika i sl.) u etiologiji i/ili klini¢koj ekspresiji shizofrenije, uz sustavno,
multidisciplinarno i standardizirano istrazivanje interakcije gena i okolisnih ¢imbenika, mogla

imati poseban znacaj u razjasnjavanju etiopatogeneze bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

Istrazivanjem uloge polimorfnih varijanti gena ukljuc¢enih u signalni put PLA2 na
podloznost za razvoj shizofrenije i shizoafektivnog poremecaja, kao i na klinicku ekspresiju
bolesti, dosli smo do sljedecih zakljucaka:

1) ispitivani genski polimorfizmi, kao zasebni ¢imbenici, ne pridonose podloznosti za
razvoj bolesti

2) znacajno veca ulestalost kombinacije CT genotipa gena PLA2G6 1 AT genotipa
gena PLA2GA4C u bolesnika, upucuje da bi navedena kombinacija mogla biti povezana s
vecéim rizikom za razvoj bolesti

3) polimorfizmi gena ukljuéenih u signalni put PLA2, pojedinac¢no ili u kombinaciji,
ne utjecu na dob nastupa bolesti

4) istrazene polimorfne varijante gena PLA2G6, PLA2G4C i PPARa, u interakciji sa

spolom bolesnika, moduliraju ekspresiju klini¢kih simptoma PANSS-a (3,2 — 12%)

Iz ispitivanja moguce uloge polimorfizama gena metabolicke kaskade cPLA2/COX-2
(Banl u PLA2G4A te rs689466 u PTGS2) i sastava masnhih Kiselina perifernih stanica
(eritrocita) u etiologiji oslabljenog niacinskog odgovora u bolesnika, proizlazi:

5) oba polimorfizma neznatno doprinose etiologiji oslabljene niacinske reakcije (svaki
s po 1,7%), dok deficit n-3 i n-6 PUFA u membranama eritrocita nije uzrok oslabljenog

niacinskog odgovora koze
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8. POPIS SKRACENICA

o-LA, 18:3n-3 — alfa-linolenska kiselina
AA, 20:4n-6 — arahidonska kiselina
ADA, 22:4n-6 — adreniCna kiselina
ADHD - deficit paznje/hiperaktivni poremecaj (engl. attention deficit hyperactivity disorder)
AMN - engl. aqueous methyl nicotinate
BDNF — mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. brain derived neurotrophic factor)
Cl —raspon pouzdanosti (engl. confidence interval)
CNV - varijacije broja kopija (engl. copy number variations)
COX-2 — ciklooksigenaza-2
cPLAZ2 — citosolna fosfolipaza A2
DBI — indeks dvostrukih veza (engl. double bond index)
DHA, 22:6n-3 — dokozaheksaenska kiselina
DSM-1V - engl. Diagnostic and statistical manual for mental disorders
EPA, 20:5n-3 — eikozapentaenska kiselina
ERK-MAPK — engl. extracellular receptor kinase-mitogen activated protein kinase
FA — masna kiselina (engl. fatty acid)
GAP-43 — engl. growth-associated protein-43
IL-2 — interleukin-2
IL-6 — interleukin
IPLA2 — citosolna, kalcij-neovisna PLA2 (engl. calcium-independent PLA2)
LA, 18:2n-6 — linolna kiselina
LC-PUFA — dugolanc¢ana PUFA (engl. long-chain PUFA)
MUFA — mononezasi¢ena masna kiselina (engl. monounsaturated fatty acid)
NADP(H) — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NGF — ¢imbenik rasta neurona (engl. nerve growth factor)
NMDA — N-metil-D-aspartat
NPD1 — neuroprotektin D1
NT-3 — neurotrofin-3 (engl. neurotrophin-3)
OR — omjer izgleda (engl. odds ratio)

PANSS - engl. Positive and negative symptom scale
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PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PET — pozitronska emisijska tompografija (engl. positron emission tomography)
PGD?2 — prostaglandin D2

PGE2 — prostaglandin E2

Pl —indeks peroksidacije (engl. peroxidisability index)

PPARa — peroksisomnim proliferatorom aktivirani receptor alfa (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor alpha)

PTGS2 — prostaglandin-endoperoksid sintetaza 2 (engl. prostaglandin-endoperoxide
synthase 2)

PUFA — polinezasi¢ena masna kiselina (engl. polyunsaturated fatty acid)

RBCs — eritrociti (engl. red blood cells)

RFLP —engl. restriction fragment length polymorphism

RXR —engl. retinoid X receptor

SANSS — engl. scale for the assessment of negative symptoms

SFA — zasi¢ena masne kiselina (engl. saturated fatty acid )

SNP — polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms)
SPLA2 — sekretorna PLA2

VNR — volumetrijski niacinski odgovor (engl. volumetric niacin response)
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Magic Bullets, Celebrating the 100th Anniversary of the Nobel Prize Award to Paul Ehrlich,
Nurnberg, Njemacka, 2008.
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2. Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Giacometti J, Nadalin S, Rubesa G, Vulin M, Tomljanovi¢ D.

Phospholipid membrane abnormalities and reduced niacin skin flush response in
schizophrenia (poster prezentacija). 23rd Danube Symposion of Psychiatry; Final program

and Abstract Book, Medicinska naklada, Zagreb; Mostar, Bosna i Hercegovina, 2008.

3. Nadalin S, Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Rubesa G, Giacometti J, Jonovska S, Sendula Jengi¢ V,

Kapovi¢ M. Impact of PLA2 gene polymorphisms on onset of schizophrenia and illness
severity (poster prezentacija). Abstracts from the Annual Meeting of the Society of
Biological Psychiatry - Sixty-fifth Annual Scientific Convention and Meeting/Krystal, John H
(ur.), Philadelphia, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, 2010.

Sudjelovanja na domacim skupovima

1. Nadalin S, Rubesa G, Kapovi¢ M, Bureti¢-Tomljanovi¢ A. Gen PLA2G4A za citosolnu

fosfolipazu kao gen podloznosti za pojavu shizofrenije (oralna prezentacija). IV. hrvatski
kongres iz humane genetike s medunarodnim sudjelovanjem; Pediatria Croatica, vol. 51
(3)/Barisi¢, Ingeborg; Mardesi¢, Dusko (ur.), Zagreb, 2007.

2. Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Vlasteli¢c I, Radojci¢ Badovinac A, StarCevié Cizmarevié¢ N,

Nadalin S, Kapovi¢ M, Risti¢ S. Analiza gena za transferin i hemokromatozu u idiopatskoj

neplodnosti muskaraca (poster prezentacija). V. hrvatski kongres iz humane genetike s
medunarodnim sudjelovanjem; Pediatria Croatica, vol. 51 (3)/Barisi¢, Ingeborg; Mardesic,
Dusko (ur.), Zagreb, 2007.

3. Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Giacometti J, Nadalin S, Rubesa G, Vulin M, Tomljanovi¢ D. Red

blood cell membrane fatty acid analysis in never-medicated first-episode and chronic
medicated-schizophrenic patients (poster prezentacija). 10th Congress of the Croatian society
of Biochemistry and Molecular Biology with international participation "The secret life of
biomolecules”; Book of Abstracts of the 10th Congress of the Croatian Society of
Biochemistry and Molecular Biology with the international participation "The secret life of
biomolecules”, HDBMB 2010/Kovarik, Zrinka; Varljen, Jadranka (ur.), Rijeka, 2010.
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4. Nadalin S, Jonovska S, Rubesa G, Devi¢ S, Bureti¢-Tomljanovi¢ A. U¢inak polimorfizama

u genima za cPLA2 i COX-2 na oslabljenu niacinsku reakciju koze u bolesnika sa
shizofrenijom (oralna prezentacija). V. hrvatski kongres iz humane genetike s medunarodnim
sudjelovanjem, The Seventh ISABS Conference in Forensic, Anthropologic and Medical
Genetics and Mayo Clinic Lectures in Translational Medicine; Final program and
Abstracts/Schanfield, Moses; Primorac, Dragan; Vuk-Pavlovi¢, Stanimir (ur.), ISABS,
Zagreb, 2011.

5. Nadalin S, Giacometti J, Jonovska S, Bureti¢-Tomljanovi¢ A. Impact of PLA2G4A and

PTGS2 gene polymorphisms and red blood cell PUFAs deficit on niacin skin-flush response
in patients with schizophrenia (oralna prezentacija). FEBS 3+ Meeting From Molecule to
Life and Back; Book of Abstracts of the FEBS3+ Meeting From Molecules to life and back,
Dumié¢, Jerka; Kovarik, Zrinka; Varljen, Jadranka (ur.), Fintrade&Tours d.o.0, Rijeka, 2012.

Sudjelovanje u izvodenju nastave iz kolegija

1. MEDICINSKA BIOLOGUWA na sveuciliSnom studiju MEDICINE

2. MEDICINSKA GENETIKA na sveuciliSnom studiju MEDICINE

3. STANICNA BIOLOGIJA S GENETIKOM na sveuéilisnom studiju STOMATOLOGIJE

4. HUMANA GENETIKA na stru¢nom studiju MEDICINSKO-LABORATORIJSKE
DIJAGNOSTIKE

5. PRIRODOSLOVLJE na sveu¢ilisnom UCITELISKOM studiju

Suautorstvo skripata

1. Kapovi¢ M, Radojci¢ A, Brajenovi¢-Mili¢ B, Risti¢ S, Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Ostoji¢ S,
Vranekovi¢ J, Staréevié¢ Cizmarevi¢ N, Babi¢ I, Nadalin S. Medicinska biologija - sazeci

vjezbi i seminara za studente medicine. Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka, 2006.

2. Kapovi¢ M, Radojci¢ A, Brajenovi¢- Mili¢ B, Risti¢ S, Bureti¢-Tomljanovi¢ A, Ostoji¢ S,
Vranekovi¢ J, Staréevi¢ Cizmarevi¢ N, Babié I, Nadalin S. Staniéna biologija s genetikom -
sazeci vjezbi i seminara za studente stomatologije. Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci,
Rijeka, 2006.
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Clanstva
1. Hrvatska lije¢nicka komora
2. Hrvatski lije¢nicki zbor

3. Hrvatsko drustvo za humanu genetiku

Nagrade i priznanja

1. Nadalin S, Jonovska S, Rubesa G, Devi¢ S, Bureti¢-Tomljanovi¢, A. U¢inak polimorfizama
u genima za cPLA2 i COX-2 na oslabljenu niacinsku reakciju koze u bolesnika sa
shizofrenijom. Peti Hrvatski kongres iz humane genetike; Nagrada "Ljiljana Zergollern
Cupak" za najbolji rad (oralna prezentacija) znanstvenika mladeg od 35 godina, Bol,
Hrvatska, 2011.
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