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Uticaj polimorfizama FKBP5 gena,
traume u detinjstvu i neuroticizma na rizik

od psihoti¢nog poremecaja
Rezime

Uvod. Spektar psihoti¢nih poremecaja, od kojih je najteze oboljenje shizofrenija, Cine
slozene nasledne poligenske bolesti kod kojih, pored genetickih faktora, bithu ulogu u
etiologiji bolesti imaju psihosocijalni faktori rizika, kao $to su trauma u detinjstvu i
neuroticizam.

Neurobioloski mehanizam kojim bi se objasnio uticaj psihosocijalnih faktora rizika na
obolevanje od psihoti¢nog poremecaja jos uvek nije poznat. Jedan od ponudenih modela
bolesti kojim bi se pokazala njihova veza jeste dijateza-stres model. Ovaj model istic¢e
znacaj interakcije bioloske vulnerabilnost na stres (poviSena stres-senzitivnost) i
nepovoljnih Zivotnih dogadaja u ranom zivotnom dobu (trauma u detinjstvu) na
podloZnost za nastanak psihoti¢nog poremecaja. Takode, psiholoski faktor rizika
(neuroticizam) ukljucen je u ovaj model s obzirom da je neuroticizam marker stres-
vulnerabilnosti, odnosno fenotip kojim se opisuje poviSena senzitivnost na stres.
Interesantno je da je povisena senzitivnost na stres uocena ne samo kod pacijenata sa
psihoti¢nim poremecajem, ve¢ i kod njihovih prvostepenih srodnika, $to govori u prilog
nasledne osnove stres-senzitivnosti.

Najprihvaceniji neurobioloski mehanizam dijateza-stres modela jeste poremecaj
aktivnosti hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HPA) osovine. Molekularna osnova
disregulacije HPA osovine proucava se najvise u domenu poremecene glukokortikoidne
signalizacije, gde glavnu ulogu ima glukokortikoidni receptor (GR). Klju¢ni regulator GR
jeste protein FK506-binding protein 51(FKBP51), ko-Saperon (co-chaperone) heat-
schock proteina 90 (hsp90), koji posreduje u translokaciji kortizol-GR kompleksa iz
citoplazme u nukleus, a time i u GR-posredovanoj genskoj transkripciji. Gen koji kodira
ovaj protein jeste FKBP5 gen. Ispitivanja polimorfizama u FKBP5 genu pokazala su da
odredeni rizi¢ni aleli imaju funkcionalni uticaj na ekspresiju FKBP51, kao i da u
interakciji sa stresnim dogadajima predstavljaju znacajne prediktore za razlicitu
psihopatologiju indukovanu stresom, medu kojima su i psihoti¢ni pormecaji. S obzirom

da je uloga FKBP5 gena u dijateza-stres modelu psihoti¢nih poremecaja nova tema,



potrebna su dalja istrazivanja uticaja FKBPS gena i traume u detinjstvu na bolest, kao i

potencijalni efekat na fenotip stres-senzitivnosti (neuroticizam).

Ciljevi istrazivanja. Glavni ciljevi istrazivanja bili su: ispitivanje distribucije rizi¢nih
alela i hapotipa FKBP5 gena kod pacijenta, njihovih prvostepenih srodnika i kontrola,
ispitivanje uticaja rizicnih FKBP5 genskih varijanti, traume u detinjstvu i neuroticizma
na rizik od psihoti¢nog poremecaja i ispitivanje medusobne povezanosti traume u
detinjstvu, neuroticizma i psihoti¢nih iskustava kao i uticaj FKBP5 genskih varijanti na

fenotip.

Materijal i metode. Istrazivanje je obuhvatilo 158 ispitanika podeljenih u tri grupe: grupa
pacijenata (52 ispitanika), grupa zdravih prvostepenih srodnika pacijenta sa psihoti¢nim
poremecajem (55 ispitanika) i grupa zdravih kontrola (51 ispitanik). U istrazivanju je
analizirano devet polimorfizama FKBP5 gena (rs9295158, rs3800373, rs9740080,
rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314, rs2766533, i rs12200498). Genotip FKBP5
polimorfizma rs9296158 detektovan je na Real Time PCR-u (rt-PCR) primenom
komercijalnog TagMan SNP Genotyping eseja. Genotip polimorfizama rs3800373,
rs9740080, rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314, rs2766533, i rs12200498
detektovan je primenom komercijalnog IPMCN ¢ip-a (chip), dizajniranog na Institutu za
psiholosku medicinu i klinicku neurologiju Kardifskog univerziteta (Institute of
Psychological Medicine and Clinical Neurology, Cardiff University), a koji je kori§¢en
na Infinium platformi lumina aparata (Infinium assay Ilumina). Za merenje
psihometrijskih varijabli, ukljucenih u analize, kori$¢ena je skala traumatskog iskustva u
detinjstvu (Childhood Trauma Questionnaire - CTQ), skala dimenzija li¢nosti (Eysenck
Personality Questionnaire - EPQ) odakle su upotrebljena pitanja koja mere nivo
neuroticizma (EPQ-N), i skala psihoti¢nih iskustava u ops$toj populaciji (Community
Assessment of Psychic Experiences - CAPE). Statisticke analize vrSene su pomocu
softverskog programa SPSS 17.0 (IMB, Chicago, IL). Indentifikovanje haplotipova i
razlika u ucestalosti haplotipova izmedu studijskih grupa sprovedeno je pomocu
softverskog programa Haploview verzija 4.2.

Rezultati. Geneticke analize ustanovile su vecu ucestalost rizi¢nih alela u grupi pacijenta

u odnosu na kontrole: G alel polimorfizma rs3800373 (p=0,020) i A alel polimorfizma



rs9296158 (p=0,053). Analizama ucestalosti haplotipova utvrdeno je da pacijenti imaju
vise kopija AGTC haplotipa u genomu u odnosu na kontrole (64,7% vs. 35,4%, p=0,005),
dok su se srodnici nalazili u intermedijarnoj poziciji izmedu pacijenta i kontrola (54,5%
vs. 35,4%, p=0,074). Geneticki (rs3800373 i AGTC haplotip) i psihosocijalni (trauma u
detinjstvu i neuroticizam) faktori rizika bili su individulani prediktori podloznosti za
psihoti¢ni poremecaj. Geneticki faktori imali su najveci uticaj na rizik od oboljevanja, i
to nosioci rizinog G alela polimorfizma rs3800373 (OR=3,51; p=0,017) 1 rizicnog
AGTC haplotipa (OR=4,47; p=0,006), dok su nesto slabiji uticaj imali neuroticizam
(OR=1,84; p=0,027) i trauma u detinjstvu (OR=1,07; p=0,036). Takode, dominatnim
genetickim modelom pokazano je da trauma u detinjstvu poveéava rizik za bolest kod
nosioca rizicnih FKBPS genskih varijanti. Preciznije, rizicni G alela polimorfizma
rs3800373 direktno povecava rizik za bolest (OR=2,74; p=0,014), a rizik raste priblizno
dva puta kada se u model ukljué¢i trauma u detinjstvu (OR=4,26; p=0,004). Rezultati
uticaja AGTC haplotipa pokazali su sli¢an trend, odnosno nosioci rizicnog AGTC
haplotipa imali su povisen rizik za bolest (OR=3,34; p=0,004), posebno u modelu sa
traumom u detinjstvu (OR=5,19; p=0,002). Fenotipske analize utvrdile su da povezanost
neuroticizma i psihoti¢nih iskustava raste sa naslednom (genetickom) predispozicijom za
bolest, odnosno najjaca povezanost je kod pacijenta (r=0,583; p<0,001), zatim kod
srodnika (r=0,339; p=0,013), dok kod zdravih kontrola ova povezanost nije prisutna
(r=0,204; p=0,164). Geneticki uticaj potvrden je daljom analizom, odnosno rizi¢ne
FKBP5 genske varijante bile su direktni prediktori pove¢anog neuroticizma, ¢ime su

indirektno uticale na tezinu psihoti¢nih iskustava.

Zakljucci. Podloznost za psihoti¢ni poremecaj je pod uticajem bioloskih (FKBP5 genske
varijante) i psihosocijalnih (trauma u detinjstvu i neuroticizam) faktora rizika. Trauma u
detinjstvu povecala je podloznost za bolest kod nosilaca rizicnih FKBP5 genskih
varijanti, ¢cime je podrzan koncept dijateza-stres modela. U prilog modela govori i uticaj
rizicnih FKBP5 genskih varijanti na neuroticizam, kao meru vulnerabilnosti na stres,
¢ime se potvrduje povezanost bioloske senzitivnosti HPA sistema i stresogenih faktora.
Dalje, razlika u distribuciji rizi¢nih i nerizi¢nih FKBP5 genskih varijanti kod pacijenta i
zdravih ispitanika istice potencijalnu biolosku podloZznost za poremeéaj HPA aktivnosti

kod pacijenta, odnosno rezilijentnosti kod zdravih ispitanika, nakon izlaganja



nepovoljnim zivotnim dogadajima. Utvrdivanje osoba pod rizikom, prema genetickim
markerima vulnerabilnosti HPA osovine, predstavlja nove smernice u strategijama

primarne i sekundarne prevencije psihoti¢nih poremecaja.

Kljuéne reci: psihoticni poremecaj, FKBP5 gen, stres, HPA aktivnost, trauma u

detinjstvu, neuroticizam
Nauéna oblast: medicina
UZa nauéna oblast: molekularna medicina
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The impact of the FKBP5 polymorphisms, childhood trauma and

neuroticism on psychostic disorders

SUMMARY

Introduction. Psychotic disorders and schizophrenia, as the most severe psychotic
disorder, are complex, heritable and polygenic diseases in which, beside genetics
influence, psyschosocial risk factors, such as childhood trauma and neuroticism, play
important roles.

Neurobiological mechanisms which could explain relationship between psychosocial risk
factors and psychotic disorders are still unknown. One of the proposed model is diathesis-
stres model of psychosis. This model suggests that interaction between biological
vulnerability to stress (increased stress-sensitivity) and stressful life events is crucial for
the development of psychotic disorders. Additionally, this model highlights the role of
psychological risk factor (neuroticism) as the most promising marker for stress-
vulnerability, and thus phenotype for increased stress-sensitivity. Notably, increased
stress-sensitivity is observed not only in patients with psychotic dirorders but also in their
healthy siblings, suggesting that stress-sensitivity could be heritable marker.

The most accepted neurobiological mechanism of diathesis-stress model is altered
activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Molecular pathway for
dysregulation of the HPA axis is studied mostly in the domain of impaired glucocorticoid
signalization, where the glucocorticoid receptor (GR) has the main role. A key regulator
of the GR activity is FK506-binding protein 51 (FKBP51), co-chaperone (co-chaperone)
of heat-schock protein 90 (hsp90), which mediates the translocation of cortisol-GR
complex from the cytoplasm to the nucleus, and thus in the GR-mediated gene
transcription. The gene encoding this protein is FKBP5 gene. Studies of the FKBP5
polymorphisms have shown that certain risk alleles have functional significance on the
expression of FKBP51, and interact with stressful life events to predict stress-induced
psychopathology such as psychotic disorders. Given that the role of FKBP5 gene in
diathesis-stress model of psychotic disorders is a new topic in psychotic research field,
further investigation of the impact of the FKBP5 genetic variants and childhood trauma
on the disease, as well as its potential effect on the phenotype of stress-sensitivity

(neuroticism) are warranted.



Aim. The main objectives of the research were: to investigate the distribution of risk
alleles and haplotypes of the FKBP5 gene in patients, their first degree relatives and
controls; to examine the impact of the FKBP5 genetic variants, childhood trauma and
neuroticism on risk for psychotic disorders; and to further explore relationship between
childhood trauma, neuroticism and psychotic experiences, and influence of FKBP5

genetic variants on phenotype.

Materials and methods. The study included 158 subjects divided into three groups: a
group of patients (52 patients), a group of their healthy relatives (55 patients), and a
healthy control group (51 subjects). The study analyzed nine FKBP5 gene polymorphisms
(rs9295158, rs3800373, rs9740080, rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314,
rs2766533 and rs12200498). Genotype data of polymorphism rs9296158 were detected
on Real Time PCR (rt-PCR) using the TagMan SNP Genotyping of commercial essays.
Genotyping of polymorphisms rs3800373, rs9740080, rs737054, rs6926133, rs9380529,
rs9394314, rs2766533 and rs12200498 was performed using commercial IPMCN chip
designed at the Institute of Psychology and Clinical Neurology Cardiff University, on
Infinium platform for Humina (Infinium assay llumina). To assess the psychometric
variables included inthe analyses, we used the scale for traumatic experience in childhood
(Childhood Trauma Questionnaire - CTQ), the scale for dimensions of personality
(Eysenck Personality Questionnaire - EPQ) using questions that measure the level of
neuroticism (EPQ-N), as well as the scale of psychotic experiences in the general
population (Community Assessment of Psychic Experiences - CAPE). Statistical analyses
were performed using SPSS 17.0 software program (IMB, Chicago, IL). Additionally,
Haploview software version 4.2 was used for haplotype block identification and

differences in haplotype frequencies between the groups.

Results. Genetic analyses revealed increased frequencies of the risk alleles in patients
compared to controls: the risk G allele of rs3800373 (p = 0,020) and the risk A allele of
rs9296158 (p = 0,053). Haplotype analyses found that the patients have more copies of
the AGTC haplotype in the genome relative to the controls (64,7% vs. 35,4%, p = 0,005),
while the siblings were in an intermediate position (54,5% vs. 35,4%, p = 0,074). Genetic
(rs3800373 and AGTC haplotype) and psychosocial (childhood trauma and neuroticism)

risk factors were individual predictors of the liability to psychotic disorder. Genetic



factors had the greatest impact on disease, particularly carriers of the risk G allele of
rs3800373 (OR = 3,51; p=0,017) and the risk AGTC haplotype (OR = 4,47; p = 0,006),
while somewhat weaker effect had neuroticism (OR = 1,84; p = 0,027) and childhood
trauma (OR =1,07; p = 0,036). Furthermore, the dominant genetic model has shown that
trauma in childhood increases the risk of disease in the carriers of the risk FKBP5 genetic
variants. More specifically, the carriers of the risk G allele had main effect on the risk for
disease (OR =2,74; p=0,014), while risk increased almost twice when childhood trauma
was included in the model (OR = 4,26; p = 0,004). The similar trend was observed in the
carriers of the risk AGTC haplotype, showing that AGTC risk haplotype directly
increased the risk for the disease three times (OR = 3,34; p = 0,004), particularly when
accounted for childhood trauma (OR = 5,19; p = 0,002). Phenotype analyses confirmed
that relationship between psychotic experiences and neuroticism is influenced by
heritability for psychosis. Specifically, this association was the strongest in patients
(r=0,583; p<0,001), slightly weaker in siblings (r=0,339; p=0,013), while there was no
association in controls (r=0,204; p=0,164). Accordingly, we confirmed genetic influence
on neuroticism revealing that the risk FKBP5 genetic variants directly effect neuroticism

and thus indirectly psychotic symptoms.

Conclusions. The liability for psychotic disorders is influenced by biological (FKBP5
genetic variants) and psychosocial (childhood trauma and neuroticism) risk factors.
Childhood trauma increased the risk for disease, particularly in the carriers of the risk
FKBP5 genetic variants, supporting the concept of diathesis-stress model. Additionally,
in support of this model is finding of the FKBP5 genetic variants influence on
neuroticism, as a measure of vulnerability to traumatic life events, which confirms the
relationship between biological sensitivity of the HPA system and stress factors.
Furthermore, the differences in the distribution of risk and non-risk FKBP5 genetic
variants in patients and healthy subjects suggest that biological liability for altered HPA
activity, after exposure to adverse life events, is present in patients, while non-risk genetic
variants confer biological resilience in healthy subjects. Identifying people at risk for
psychosis, according to genetic markers involved in regulation of the HPA axis activity,

presents new guidelines in the field of primary prevention in psychotic disorders.
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1. UVOD

1.1. Psihoti¢ni poremecaji

1.1.1. Definicija

Psihoti¢ni poremecaji predstavljaju grupu psihijatrijskih bolesti kod kojih je
prisustvo “psihoze” jedna od glavnih odlika psihopatologije. Psihoza je sindrom koji u
uzem smislu karakteriSe oStecenje testa realnosti, poremecaj misljenja (sumanute ideje) i
poremecaj opazanja (halucinacije). Pored navedenih simptoma, psihoza u Sirem smislu
obuhvata dezorganizovan govor 1 dezorganizovano ponasanje (Howes 1 Murray, 2013).
Psihijatrijske bolesti u kojima je psihoza glavna klinicka karakteristika prema desetoj
reviziji Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB-10) jesu shizofrenija, shizotipalni
poremecaj, akutni i prolazni psihoti¢ni poremecaj, shizoafektivni poremecaj, perzistentni
psihoti¢ni poremecaj i nespecifikovani psihoti¢ni poremecaj. Fenomenologija psihoze
(perceptivne 1 misaone distorzije, dezorganizovano ponasanje i sl.) moze da se javi kod
poremecaja raspolozenja (depresije i manije) i organskih poremecaja (demencije,
temporalne epilepsije), kao i u toku akutne intoksikacije psihoaktivnim supstancama ili
kao njihova kasna posledica. S obzirom na pojavu psihoze u razli¢itim dijagnostickim
kategorijama danas se smatra da psihoza predstavlja transdijagnosticki sindrom (van Os

i Reininghaus, 2016).

Pored psihijatrijskih bolesti, psihoticni simptomi na subkliniCkom nivou
(psihoti¢na iskustva) mogu se javiti i u opstoj populaciji zbog ¢ega se danas psihoza
posmatra dimenzionalno, tj. kao fenomen koji se prostire na kontinuumu od zdravlja ka
bolesti. Savremeni koncept psihoti¢nih poremecaja koriste novi termin “prosiren fenotip
psihoze” (“extended psychosis phenotype”) kojim se opisuju simptomi osoba pod
povisenim rizikom za psihozu (ultra high risk — UHR) (van Os i Reininghaus, 2016).
Ovakav konstrukt subklini¢kih psihoti¢nih simptoma podrazumeva prisustvo atenuisanih
psihoti¢nih simptoma u uzem smislu (sumanutih ideja i1 halucinacija), kao i moguce
prisustvo psihopatologije iz domena afektivnih, negativnih i dezorganizovanih simptoma
(Dominguez i sar. 2010; van Rossum i sar., 2011). Smatra se da “proSireni fenotip

psihoze* deli etiopatogenetske mehanizme sa psihoticnim poremecajima, zbog Cega



glavna tema istrazivanja UHR grupe ispitanika jeste da se otkriju faktori rizika koji uticu
da se kod UHR grupe bolest razvije (tzv. “convertors”), odnosno $ta utice na rezilijentnost
kao protektivni faktor da se kod UHR grupe bolest ne razvije (tzv. “non-convertors’)
(Kelleher i sar., 2011). Posebno interesantni UHR ispitanici za istrazivanje etiologije
psihoza jesu prvostepeni srodnici osoba sa psihotiénim poremecajem zbog visoke

nasledne predispozicije za razvoj bolesti (Korver i sar., 2012).

1.1.2. Epidemiologija

Godinama je bilo prihva¢eno da je shizofrenija, kao najteze oboljenje iz grupe
psihoti¢nih poremecaja, zastupljena oko 1% u svetskoj populaciji nezavisno od rase, vere
i geografske pozicije, da je incidenca dve do Cetiri osobe na 10.000 stanovnika, kao i da
rizik za oboljevanje tokom zivota iznosi oko 1% (Jablensky, 2000). Medutim, ovakvo
opSte misljenje je korigovano 2008. godine kada su McGrath i saradnici spoveli
sistemati¢no istrazivanje gde su primetili veliku varijabilnost izmedu centara koji su
ispitivali distribuciju shizofrenije (Mc Grath i sar., 2008). Naime, oni su pokazali da
prevalenca u proseku iznosi oko 0,4%, dok je rizik za oboljevanje tokom zivota oko 0,7%.
Takode, incidenca shizofrenije u proseku je bila 15,9% na 10.000 stanovnika, a fakori
kao §to su pol, migracija i urbanicitet uticali su na incidencu shizofrenije u smislu da je
bila 1,4 puta ceS¢a kod osoba muskog pola, da je odnos migrantskog statusa i
starosedelaca bio 4,6:1, dok je u urabanim naseljima incidenca iznosila 19,0% a u
ruralnim naseljima 13,3% na 10.000 stanovnika. Interesantno, naredno znaéajno
istrazivanje koje je posmatralo Siri spektar psihoti¢nih poremecaja pokazalo je razlike u
prevalenci u zavisnosti da li se posmatra spektar psihoti¢nih poremecaja ili individulane
dijagnoze prema Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM 1V)
kriterijumima (Perala i sar., 2007). Perala i saradnici su pokazali da prevalenca
psihoti¢nih poremecaja tokom Zivota iznosi izmedu 3,06 — 3,48%, a da su pojedinacne
prevalence prema dijagnozama koje ukljuuju psihozu kao sindrom sledece: 0,87%
shizofrenija, 0,32% shizoafektivni poremecaj, 0,07% shizofreniformni poremecaj, 0,18%
poremecaj sa sumanutoséu, 0,24% bipolarni poremecaj, 0,35% depresija sa psihoticnim
simptomima, 0,42% psihoti¢ni poremecaj indukovan psihoaktivnim supstancamai 0,21%

psihoti¢ni poremecaj u drugim medicinskim stanjima.



Epidemioloski studije su takode ukazale da je zastupljenost subklinickih psihoti¢nih
simptoma u opstoj populaciji oko 7%, a dalja prospektivna pracenja su pokazala da su
kod oko 80% ispitanika subklinicki psihoti¢ni simptomi tranzitornog karaktera, kod oko
20% ispitnanika su perzistentni, dok se kod oko 7% razvijaju psihoti¢ni poremecaji sa

godisnjom incidencom manjom od 1% (Linscott i sar., 2013).

1.1.3. Etiopatogeneza
1.1.3.1. Dopaminska hipoteza

Dopaminska hipoteza je jedna od vodec¢ih hipoteza etiopatogeneze shizofrenije
poslednjih 40 godina (Meltzer i sar., 1976; Howes i sar., 2012). Osnovi ove hipoteze
formirani su na osnovu dve grupe dokaza. Prva grupa dokaza odnosi se na klinicke studije
koje su pokazale da agonisti dopamina dovode do pojave psihoticnih simptoma kod
zdravih, dok kod pacijenta pogorSavaju psihoti¢nu simptomatologiju (Connell, 1957;
Angrist i Gershon, 1970). Druga grupa dokaza pokazala je da antipsihotici imaju
antagonisticki mehanizam dejstva na dopamin (Carlsson i Lindqvist, 1963). Takode,
utvrdeno je da se aktivnost delovanja antipsihotika ostvaruje preko dopaminskog
receptora D2 (Seeman i Lee, 1975), dok su postmortem studije ukazale na elevaciju nivoa
dopamina kod pacijenata, sa posebnom lokalizacijom u mezolimbi¢kom sistemu (Lee i
Seeman, 1980).

Razvojem dijagnostickih tehnologija a posebno pozitronske emisione tomografije
(PET) omoguceno je da se ispita nivo dopamina u mozgu in vivo kod pacijenata. PET
studije hroni¢nih pacijenta i drug-naive pacijenta sa prvom epizodom bolesti nisu
pokazale poremecaj metabolizma dopamina u limbickom striatumu (Zubieta 1 sar., 2001;
Chen i sar., 2013). Medutim, skorasnja meta-analiti¢ka studija ukazala je da ipak postoji
specificna elevacija, pre svega presinaptickog dopamina u mezolimbickom sistemu
(Howes i sar., 2012). S druge strane, pokazana je dopaminergicka hipofunkcija u
dorzolateralnom prefrontalnom korteksu (DLPFC), za koju se pretpostavlja da je vezana
za negativne i kognitivne simptome u psihozi (Weinberger i sar., 1992). U skladu sa

datom hipotezom je i istrazivanje Slifstein i saradnika koji su pokazali da davanje



amfetamina pacijentima sa shizofrenijjom uti¢e na smanjenje dopamina u DLPFC i

pogorsanje radne memorije (Slifstein 1 sar., 2015).

Podaci iz literature govore da je poremecaj aktivnosti dopamina prisutan i kod
osoba pod povisenim rizikom za psihozu. Prvo istrazivanje sinteze dopamina kod UHR
grupe ispitanika pokazalo je poviSenu sintezu u odnosu na kontrole, kao i da subklinicki
psihoti¢ni simptomi pozitivno koreliraju sa presinaptickim nivoom dopamina (Howes 1
sar., 2009). Ovi rezultati su replikovani, a takode je ustanovljeno da su nalazi poviSene
sinteze dopamina specificni za UHR ispitanike koji se tokom dve godine pracenja
konvertuju u psihozu (Howes i sar., 2011a). Posebno su interesantni podaci istrazivanja
koje je pratilo UHR ispitanike koji su konvertovali u psihozu i koja je pokazala da su,
nakon dvanaest meseci pracenja, kod njih prisutne poviSene vrednosti dopamina
specificno u senzorimotornom regionu striatuma (Howes i sar., 2011b). Zakljucak studija
Howes i saradnika jeste da je disregulacija sinteze dopamine prisutna u prodromu bolesti
i da se pogorsava tokom prve epizode psihoze. Ipak, s obzirom na nekonzistentne podatke
kod hroni¢nih i drug-naive pacijenta (Howes i sar., 2012; Chen i sar., 2013) moguce je
da disfunkcija dopaminergicke neurotransmisije, kao potencijalno objasnjenje
etiopatogeneze psihoza, priutna kod odredene grupe (subgrupe) pacijenta sa psihoti¢nim

poremecajem $to je i u skladu sa pretpostavkom da je etiologija psihoza heterogena.

1.1.3.2. Glutamatergic¢ka hipoteza

Prva studija koja je ukazala na disregulaciju glutamatergickog sistema objavljena
je 1980. godine kada je pokazano da pacijenti sa shizofrenijom imaju nizi nivo glutamata
u likvoru u odnosu na kontrole (Kim i sar., 1980). Naredna studija na zdravoj populaciji
pokazala je da je poremecaj aktivnosti glutamata i indukcija psihoti¢ne simptomatologije
vezana za hipofunkciju N-metil D-aspartat (NMDA) receptora (Krystal i sar., 1994).
Krystal i saradnici su davanjem subanestetickih doza ketamina, antagoniste NMDA
receptora, izazvali kratkotrajne psihoti¢ne simptome i kognitivna ostecena kod zdravih
ispitanika. Njihova fundamentalna opservacija postavila je osnove glutamatergicke

hipoteze shizofrenije definisane kao hipofunkcija NMDA receptora.



Postmortem studije su dalje potvrdile date nalaze ukazuju¢i na smanjen broj
subjedinice 1 NMDA receptora (NMDAR1) u frontalnom (Sokolov i sar., 1998) i
temporalnom korteksu (Humphries i sar., 1996) pacijenta sa shizofrenijom. S obzirom da
su pokusaji u replikaciji ovih nalaza bili nekonzistentni (McCullumsmith i sar., 2012),
ustanovljeno je da promene nisu vezane za subjedinicu 1 (NMDAR1) ve¢ da promene na
unutarc¢elijskom signalnom putu uticu na hipofunkciju NMDA receptora (Funk i sar.,
2012). U prilog rezultatima disregulacije NMDAR na molekularnom nivou govori i
najveée do sada geneticko istrazivanje shizofrenije koje je pokazalo da rizicne genske
varijante uklju¢ene u glutamatergicku neurotransmisiju imaju znacajan uticaj na rizik od

shizofrenije (Ripke i sar., 2014).

Glutamatergicka hipoteza je mnogo puta tokom godina modifikovana i razvijana
pogotovu ukljuéivanjem i drugih receptora ¢iji je mehanizam dejstva vezan za glutamat.
Ipak, teorija o disfunkciji NMDA receptora i dalje ima vodeée mesto u glutamatergickoj

etiologiji psihoti¢nih poremecaja (Howes i sar., 2015).

1.1.3.3. Neurorazvojna hipoteza

Tri kljuéne linije dokaza su postavile 1987. godine hipotezu o neurorazvojnoj
etiopatogenezi shizofrenije (Murray i Lewis, 1987; Weinberger, 1987): (1) povezanost
izmedu prenatalnih i perinatalnih oStecenja i razvoja shizofrenije u kasnijem dobu; (2)
prisustvo mekih neuroloskih znaka, kao markera za neurorazvojni poremecaj, kod
pacijenta sa shizofrenijom; (3) strukturalne promene u mozgu na pocetku bolesti ali bez
dalje progresije  deficita mozdanog parenhima kao potencijalnog znaka
neurodegenerativne bolesti. Brojne studije su kasnije pokazale da obstreticke
komplikacije kao $to su hipoksija, mala telesna teZina na rodenju, 1 perinatalne infekcije
predstavljaju faktore rizika za shizofreniju, ¢ime su podrzale neurorazvojnu hipotezu
bolesti (Cannon i sar., 2002; Brown i Derkits, 2010). Takode, savremene neuroimidzing
studije su potvrdile strukturalne promene u mozgu kod pacijenta sa shizofrenijom
(Ellison-Wright i sra., 2008; Bose i sar., 2009), a istrazivanja UHR grupe ispitanika i
longitudinalne studije pracenja pacijenta sa psihozom ukazuju da alteracije mozdanog

parenhima postoje pre pocetka bolesti (Lawrie i sar., 2001; Pantelis i sar., 2003). Posebno



su naglasene promene u dorzolateralnom korteksu, a njihov uticaj se smatra zna¢ajnim u
periodu adolescenije, kada dolazi do normalne maturacije mozga, zbog ¢ega dati deficiti
mogu dovesti do subkortikalne dezinhibicije (Weinberger, 1987). Jedna od manifestacija
subkortikalne dezinhibicije jeste dopaminergicka disregulacija koja se smatra glavnim
uzro¢nikom nastanka psihoticne simptomatologije. Dakle, neurorazvojna hipoteza
pretpostavlja da rane lezije mozdanog parenhima uti¢u na proces normalne maturacije
mozga u adolescenciji, i vode ka poremecaju dopaminskog sistema i pocetku psihoze
(Howes i Murray, 2013).

1.1.3.4. Neurodegenerativna hipoteza

Najstariji naziv za shizofreniju “dementia praecox” dao je Krepelin koji je prvi
sugerisao da je u pitanju neurodegenerativna bolest (Kraepelin, 1919).
Neurodegenerativna hipoteza smatra da je shizofrenija hroni¢na i progresivna bolest
nervnog sistema, koja vodi ka deterioraciji kognitivnih funkcija i licnosti (Woods, 1998).
U prilog ovoj hipotezi govore prospektivne studije koje su analizirale morfoloske
promene mozga tokom trajanja bolesti (DeLisi i sar., 1995; DeL.isi i sar., 1997; Ho i sar.,
2003). DeLisi i saradici su pokazali da postoji progresivna kortikalna atrofija u vidu
uvecanja komora tokom trajanja bolesti, dok su Ho 1 saradnici tokom trogodiSnjeg
pracenja pacijenata utvrdili povezanost uvecanja lateralnih komora i frontalne atrofije sa
losijim tokom bolesti, u smislu tezih kognitivnih oStecenja i perzistiraju¢ih negativnih
simptoma shizofrenije. Takode, smanjenje sive mase temporalnog reznja mozga je
povezano sa perzistentnom halucinatornom simptomatologijom tokom petogodisnjeg
prac¢enja pacijenta sa shizofrenijom (Mile vi sar., 2003). S druge strane, desetogodi$nja
studija pracenja pacijenta sa prvom epizodom shizofrenije nije pokazala progresivno
uvecanje komora niti povezanost sa loSijom prognozom bolesti (DeLisi i sar., 2004),
naglasavajué¢i da nekonzistentnost nalaza govori o tome da je re¢ o kompleksnom i
etioloski heterogenoj grupi psihoti¢nih poremecaja. Medutim, jo$ jedan od faktora koji bi
govorio u prilog neurodegenerativne hipoteze jeste prisustvo glioze u postmortem
studijama pacijenata, kao jednog od indikatora neurodegeneracije. lako su rezultati
postmortem studija priliéno nekonzistentni, skorasnja sistemati¢na revijalna studija je

pokazala da razlicite vrste glioze, kao §to su astrocitoza i mikroglioza, jesu videne kod



pacijenta, sugeriSu¢i o neurodegenrativnoj etiologiji bolesti ali 1 da interpretacija datih
rezultata treba biti oprezna zbog velikog uticaja godina starosti na sam mehanizam glioze
(Schnieder i sar., 2011).

1.2. Faktori rizika za nastanak psihoti¢nih poremecaja

Vise decenija unazad velike epidemioloske studije (porodi¢ne, blizanacke i
adopcijske) su dale nedvosmislene dokaze o visokoj naslednosti psihoze kojom se
objasnjava dominantan uticaj gena na fenotip bolesti (Kendler i Diehl, 1993; Kety i sar.,
1994). Fundamentalna meta-analiza blizanackih studija u shizofreniji je pokazala da
naslednost iznosi oko 81%, dok sredinski uticaj na nastanak shizofrenije iznosi oko 11%
(Sullivan i sar., 2003). Medutim, iako je naslednost medu najvisima u psihijatriji, velika
heterogenost i kompleksnost fenotipa psihoti¢nih poremecaja otezava indentifikovanje
faktora rizika, zbog Cega jasan uticaj gena, sredine kao i njihove interakcije jos uvek nije
poznat. U ovom poglavlju bi¢e navedena najznacajnija istrazivanja na polju genetickih i

psihosocijalnih faktora rizika za razvoja psihoticnog poremecaja.

1.2.1. Bioloski faktori rizika: genska predispozicija

Rezultati populacione studija shizofrenije, koja je sprovedena na viSe od dva
miliona ispitanika u Svedskoj, pokazala je koliko iznosi rizik za razvoj bolesti u zavisnosti
od zastupljenosti shizofrenije kod ¢lanova porodice (Slika 1) (Lichtenstein i sar., 2009).
Prema datom istrazivanju, kod monozigotih blizanaca rizik za nastanak bolesti ukoliko je
jedan blizanac oboleo iznosi izmedu 41-65%, za dizigotne blizance oko 28%, zatim
ukoliko su oba roditelja obolela 27-46%, a ukoliko je jedan roditelj oboleo ili rodeni
brat/sestra boluje od shizofrenije rizik se krece izmedu 7-13%. Dakle, ono $to je sasvim
sigurno postignuto epidemioloskim studijama jeste nesumnjiv uticaj genske
predispozicije, ali i da bolest ne podleze Mendelovom zakonu nasledivanja gde jedan gen
(mutacija) moze da dovode do nastanka bolesti, ve¢ je u pitanju poligenska osnova

psihoti¢nih poremecaja.
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Slika 1. Rizik za razvoj shizofrenije u zavisnosti od stepena srodstva sa obolelom

osobom:; Izvor: Lichtenstein i sar., 2009.

Savremena geneticka istrazivanja psihoza podrazumevaju dva osnovna pravca:
studije gena kandidata—ispitivanje uticaja gena sa pocetnom hipotezom o etiologiji
bolesti; i genomske studije asocijacije — ispitivanje celokupnog genoma pacijenta u
odnosu na zdrave kontrole bez pocetne hipoteze o etiologiji bolesti. Takode, u sklopu
studija gena kandidata i nepobitnom uticaju sredine na pocetak bolesti, sve se viSe govori
o studijama interakcije gena kandidata i sredinskih faktora, takozvanim Gene x
Environment (GxE) studijama. U daljem tekstu bi¢e navedeni glavni rezultati ovakih

metodoloskih pristupa u genetici psihoti¢nih poremecaja.



1.2.1.1. Studije gena kandidata

Pre pocetka genomske ere i razvoja molekularnih tehnika za ispitivanja celog
genoma, studije gena kandidata su bile vodeci pravac u istrazivanju psihoza. Zaklju¢no
sa 2009. godinom u bazi podataka gena kandidata naslo se oko 700 gena sa jednim ili vise
polimorfizama ispitivanih za uticaj na shizofreniju (Allen i sar., 2008). U pocetku su
uglavnom ispitivani geni ¢iji su produkti imali ulogu u mehanizmu dejstva antipsihotika
kao S$to su geni za dopaminski receptor (DRD2-DRD4), dopaminski transporter
(SLC6A3), serotoninski receptor (5HTR2A), i enzim Kkatehol-O-metiltransferaza
(COMT) ukljucen u razgradnju dopamina (Farrell i sar., 2015). Kasnije se interesovanje
prosirilo na razliCite genske varijante ¢ija se uloga razmatrala u etiopatogenetskim
mehanizmima, kao i geni koji su dobijeni lociranjem mesta u hromozomu preko studija
vezanih gena tzv. linkage studija. Studije vezanih gena su se zasnhivale na principu
naslednosti i ispitivale su efekat vezanih gena odnosno kosegregacije dva ili vise genska
markera u regionu hromozoma koja se prenose unutar porodica sa obolelim ¢lanom.
Datim analizama svoje mesto u eri gena kandidata su dobili brojni geni kao $to su BDNF,
DISC1, NRG1, DTNBP, DAO, DAOA, NOTCH4, CHRNAY i TCF4 (Farrell i sar.,
2015). Navedeni geni su predstavljeni u tabeli 1. U literaturi su se studije gena kandidata
pokazale veoma nekonzistentnim, sa velikim brojem kako pozitivnih tako i negativnih
istrazivanja. Skoras$nji rad na temu gena kadidata u post-genomskoj eri sugerisao je da ne
postoji dovoljno statisticki opravdanih dokaza o istinskom znacaju ovih gena u etiologiji
psihoza (Farrell i sar., 2015). Medutim, razli¢iti stavovi pro i cons istrazivanja gena

kandidata joS uvek je vrlo aktuelan u nau¢nom svetu.



Tabela 1. Istrorijski najznacajni geni kandidati u psihoti¢nim poremecajima

I

DRD2-
DRD4

COMT

BDNF

DAO
DAOA

SLC6A3

SHTR2A

DISC1

NRG1

DTNBP1

NOTCH4

TCF4

Dopaminski recetori 2, 314

Enzim katehol-O-
metiltransferaza

Neurotrofni mozdani faktor

D-aminokiselina oksidaza
Aktivator D-aminokiseline
oksidaze

Dopaminski transporter

Serotoninski receptor 2A

Disrupted in Schizohrenia 1
protein

Neuroregulin 1 protein

Distrobrevin vezujuéi protein 1

Neurogenic locus notch
homolog 4 protein

Faktor nekroze tumora 4

Izvor: Farrell i sar., 2015.
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1.2.1.2. Genomske studije asocijacija (GWAS)

Projekat analize ljudskog genoma Human Genome Project trajao je vise od decenije i
prvi incijalni podaci objavljeni su 2001. godine od kada se smatra da pocinje post-genomska
era medicine (Lander i sar., 2001). Osnovna metodologija genetickih istrazivanja u novoj eri
jesu genomske studije asocijacija (Genome Wide Association Studies — GWAS) gde se
najvise primenjuje analiza razlika u frekvenci genotipa i alela Cestih i retkih genskih varijanti
izmedu kontrola i bolesnih, kao i odnos Sansi za nastanak bolesti. Takode, moguce je sa
velikom preciznoséu detektovati mutacije u genomu kao Sto su vece delecije i duplikacije
(Copy Number Variants - CNV), kao i manje insercije i delecije (Indels). Statisticka
znacajnost u GWAS iznosi p<5x108, zbog velikog broj multiplih tetsiranja, a takode je
uvedena nova vrednost tzv. poligenski rizi¢ni skor (Polygenic Risk Score — PRS) Koji
predstavlja kumulativni uticaj pojedina¢nih genskih varijanti koji su dostigle GWAS

znacajnost (Psychiatric GWAS Consortium Coordinating Committee, 2009).

Genomske studije asocijacije su postale zlatni standard u istrazivanju kompleksnih
poligenskih naslednih bolesti kao $to su psihoti¢ni poremecaji. Prva GWAS u shizofreniji
objavljena je 2006. godine na oko 300 pacijenta i kontrola, i rezultati date studije ukazali su
na samo jedan signifkantan lokus u genu PLXNA2. Naredne dve GWAS nisu replikovale
dati rezultat ve¢ su dobile svaka po jedan znacajan gen (CSF2RA i ZNF804A) (O’Donovan
i sar., 2008). Prva meta-analiza ove tri studije objavljena je 2009. godine i ukazala je na
genomski signifikantne asocijacije izmedu shizofrenije i regiona u hromozomu 6.21 gde su
locirani geni za glavni kompleks tkivne podudarnosti (Major Histocompatibility Complex —
MHC), medu kojima je gen za transkripcioni faktor 4 (TCF4) i protein NOTCH4 (NOTCH4),
koji su prethodno pokazani znacajnim u studijama gena kandidata. MHC lokus predstavlja
kompleks od oko 7,6 miliona baznih parova (7,6Mbp) koji ¢ine oko 400 gena ukljucenih
prevashodno u imuni odgovor. Dato otkri¢e podrzava teoriju o mogucoj autoimunoj
etiopatogenezi shizofrenije. Medutim, u MHC kompleksu su geni (imuni i neimuni) visoko
vezani i1 zajedno se nasleduju (nalaze se u istom haplotipu) Sto otezava utvrdivanje gena
“odgovornog” za bolest. Svakako, ovo jesu bili prvi znacajniji rezultati objavljeni u post-
genomskoj eri. U periodu od 2009. do 2014. godine sproveden je veliki broj GWAS u
shizofreniji medu kojima je najznacajnija prva GWAS objavljena od strane psihijatrijskog

genetickog konzorcijuma (Psychiatric Genetics Consortium — PGC) (Schizophrenia
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Psychiatric GWAS Consortium, 2011). Studija je sprovedena na oko 20.000 pacijenta i
kontrola i otkrila je pet novih rizi¢nih genskih varijanti u genomu (MIR137, CACNAL1C,
ANK3, ITIH3, ITIH4 i PCGEM1), pored gena u MHC lokusu koji su ponovo postigli
statisticku znacanjnost GWAS. Poslednje i do sada najvece istrazivanje GWAS shizofrenije
objavljeno je 2014. godine od strane PGC tzv. PGC2 studija, i ukljucilo je 36.989 pacijenta i
113.075 kontrola (Ripke i sar., 2014). Ripke i saradnici otkrili su 83 nove genske varijante od
ukupno 108 identifikovanih riziénih gena u shizofreniji, ukljucujuc¢i i bioloske puteve u
kojima dati geni ucestvuju. U tabeli 2 su predstavljeni glavni otkriveni geni i njihovi bioloski
putevi. Istrazivanje PGC2 ponovo je pokazalo nedvosmilenu ulogu MHC regiona kao
“najjaci signal” u statistickoj obradi GWAS. Glavni dokaz da su rezultati ove studije tacni
jeste da je prvi put u GWAS-eri shizofrenije DRD2 gen dostigao statisticku znacajnost, §to
se uklapa u osnovnu dopaminsku hipotezu shizofrenije. Takode, geni ukljuceni u regulaciju
postsinapticke membrane glutamatergicke sinapse i njene uloge u neuralnom plasticitetu su
takode pokazani znacajnim, i govore u prilog glutamatergicke hipoteze. Medutim, iako su
rezultati u skladu sa pretpostavkama o etiologiji shizofrenije, ova studija ipak nije opravdala
oc¢ekivanja naucne javnosti. Osnovni razlog jeste Sto se veoma mali geneticki udeo bolesti
ovim istrazivanjem objasnio. Naime, odnos Sansi rizi¢nih genskih varijanti se krece izmedu
1,1 do 1,3 sto govori o njihovom malom pojedinacnom udelu u bolesti. Zatim, i kada se odredi
PRS (kumulativni efekat rizi¢nih gena) on objasnjava svega oko 9% varijanse fenotipa. Cak
ikada se ukljuce efekti vecih i manjih mutacija u genomu (CNV, indels) genetickim udelom
se objaSnjava svega oko 25% varijanse fenotipa. Dakle, to je mnogo manje od oc¢ekivanih
81%. Zbog toga je izraz “nedostajuca” ili “izgubljena” naslednost (“missing heritability”)
dobio svoje mesto u genetickim istrazivanjima shizofrenije kao osnovno pitanje zbog koga
GWAS nisu opravdale ocekivanja javnosti. Jedan od mogucéih razloga izostanka objasnjenja
naslednosti lezi u metodoloskom ograni¢enju koje potice od kategorijalnog pristupa
ispitanicima (bolestan/zdrav,) kada se zna da psihoza ima kontunualnu distribuciju u
populaciji, zatim etioloska heterogenost bolesti, kao i znacajn uticaj sredinskih faktora na
etiologiju poremecaja koji su u GWAS zanemareni. Dakle, kao i za studije gena kandiadata,
velike polemike i dalje traju oko aktuelne primene GWAS istrazivanja. Smatra se da je
buduénost u detaljnom ispitivanju fenotipa kako bi se heterogenost uzorka smanjila, odnosno
da ¢e “phenomics” (istrazivanja fenotipa) imati presudan uticaj na rezultate “genomics”-a

(ispitivanja genoma).
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Tabela 2. Najznacajniji rezultati najvece do sada GWAS u shizofreniji: geni i njihovi

bioloski putevi

MHC lokus Autoimuna regulacija

DRD2 Dopaminergicka neurotransmisija
GRIN2A, GRIAL1, GRM3 Glutamatergic¢ka neurotransmisija
CACNAI1C, CACNAB2, NRGN Voltazno-zavisni kalcijumski kanali
KCTD13, NLGN4X Formiranje citoskeleta (ARC complex)
FXR1, SATB2,BCL11B Neurorazvojni set (FMRP complex)
MIR137 Post-transkripciona regulacija (micro RNA)

Izvor: Ripke i sar., 2014.

1.2.1.3. Studije interakcije gena i sredinskih faktora (GxE studije)

Uzimajuéi u obzir zajednicki uticaj genetickih i psihosocijalnih faktora kao i
“nedostajuce” naslednosti, studije interakcije gena i sredinskih riziko-faktora zauzimaju
posebno mesto u genetickim istrazivanjima (Iyegbe i sar., 2014). Geni koji se ispituju u
ovim studijama su uglavnom geni kod kojih je u njihovom bioloSkom putu pokazan uticaj
stresa na nastanak psihoze, a to su posebno geni uklju¢eni u dopaminsku neurotransmisiju
i regulaciju aktivnosti HPA osovine (Howe i sar., 2017). U tabeli 3 predstavljeni su
najvazniji geni u ovoj oblasti. Rezultati GXE studija naglasavaju dualno dejstvo sredine i
biologije na razvoj bolesti, i isti¢u neophodnost njihovog zajednicko sagledavanja u cilju
razotktivanja kompleksne etiopatogeneze psihoticnih poremecaja. Naredni korak u
istrazivanjima jesu GXE studije ali primenom GWAS, i one se nazivaju GWEIS (Genome-

Wide Environment Interaction Study) (lyegbe i sar., 2014).
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Tabela 3. Najznacajniji geni kandidati GXE studija u psihozi

COMT Kanabis
Kanabis
Socijalni stres
AKT1 Kanabis
BDNF Obstreticke
komplikacije
Trauma u detinjstvu
FKBP5 Trauma u detinjstvu

Trauma u detinjstvu

Psihoti¢ni poremecaj

Subklini¢ka psihoti¢na
iskustva

Subklinicka psihoti¢na
iskustva

Psihoti¢ni poremecaj

Psihoti¢ni poremecaj

Subklini¢ka psihoti¢na
iskustva

Psihoti¢ni poremecaj

Subklinicka psihoti¢na

Caspi i sar., 2005

Henquet i sar., 2009

Collip i sar. 2008

Di Forti i sar., 2012

Nicodemus i sar., 2008

Alemany i sar., 2011

Collip i sar., 2013

Alemany i sar., 2016

iskustva

Izvor: lyegbe i sar., 2014; Daskalakis i Binder, 2015.

1.2.2. Psihosocijalni faktori rizika
1.2.2.1. Trauma u detinjstvu

Tokom poslednje decenije trauma u detinjstvu se smatra jednim od najznacajnih
sredinskih rizi¢nih faktora za razvoj psihoticnog poremecaja. U traumatske dogadaje u
detinjstvu spadaju psihi€¢ko 1 fizicko zlostavljanje i1 zanemarivanje, seksualno
zlostavljanje, smrt roditelja, razvod roditelja, vr$njacko nasilje, kao i siromastvo. Meta-
analiticka studija je pokazala da osobe koje su bile izloZene traumi u ranom zivotnom
dobu imaju skoro tri puta vecu Sansu za ravoj psihoti¢nog poremecaja u odnosu na one

koje nisu dozivele traumu, a procenjuje se da se dati rizik odnosi na oko 33% opste
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populacije (Varese i sar., 2012). Zanimljivo je da pacijenti prijavljuju znacajno vise
traume u odnosu na prvostepene srodnike, dok izmedu prvostepenih srodnika i kontrola
nema statisticki znacajne razlike (Heins i sar., 2011). Istrazivanja su takode ispitivala koji
tip traume najviSe doprinosi razvoju psihoze. Tako su neki rezultati studija pokazali
najveci uticaj fizickog zlostavljanja (Spence i sar., 2006; Bonoldi i sar., 2013), dok su
druge studije pokazale da je emocionalno zlostavljanje najprevalentniji tip traume kod
osoba sa psihoti¢nim poremecajem (Duhig i sar., 2015). S druge strane, od svih tipova
traume u detinjstvu pokazano je da je seksualno zlostavljanje povezano sa shizotipalnim
poremecajem (Afifi i sar., 2011), kao i da je to jedini tip traume koji utie na razvoj
psihoti¢nog poremecaja kod UHR grupe ispitanika (Bechdolf i sar., 2010; Thompson i
sar., 2014). Medutim, ovakvi nekonzistentni rezultati govore u prilog ¢injenici da traumu
u detinjstvu treba posmatrati kao kumulativni efekat razlicitih stresnih dogadaja (Shevlin
i sar., 2008). Shevlin i saradinici su pokazali, analiziraju¢i dva velika uzorka nacionalnih
registara pacijenata, da sa povecanjem broja traumatskih iskustava u zivotu raste
proporcionalno rizik za psihoti¢ne poremecaje. U skladu sa datim nalazima su i rezultati
skoras$nje meta-analiticke studije koje nisu pokazale da odredeni tip traume nosi veci rizik
za kasniji razvoj psihoti¢nog poremecaja (Varese i sar., 2012), kao i da svaka vrsta traume
u detinjstvu uti¢e na perzistentnost psihoti¢nih simptoma kod UHR grupe ispitanika i

pacijenta sa dijagnostikovanim psihoti¢nim poremecajem (Trotta i sar., 2015).

Pored ispitivanja direktnog uticaja na bolest, brojna istrazivanja su se usmerila na
ispitivanje odredenog tipa traume i simptoma psihoze. Rezultati studija pokazali su
povezanost pozitivnih simptoma sa psihickim ili emocionalnim zanemarivanjem (van
Dam i sar., 2014; Duhig i sar., 2015), dok je druga grupa istrazivaca istakla iskljucivo
povezanost fizi€kog 1 seksulanog zlostavljanja sa pozitivnim simptomima kod pacijenta
sa prvom epizodom psihoticnog poremecaja (Ajnakina i sar., 2016). Efekti razli¢itih
tipova traume na negativne i dezorganizovane simptome uglavnom nisu utvrdeni (Heins
i sar., 2011; Duhig i sra., 2015; Ajnakina i sar., 2016). Istrazivajuci uticaj traume u
detinjstvu na simptomatologiju tokom vremena, longitudinalne studije nisu pokazale
uticaj traume na pogorsanje psihoti¢ne patologije tokom trogodisnjeg pracenja (van Dam
i sar., 2014). Sli¢ne rezultate su dobili Kraan i saradnici koji su potvrdili uticaj traume na
psihoti¢na iskustva kod UHR grupe ispitanika ali bez daljeg negativnog efekta na

pogorsanje simptomatologije nakon godinu dana pracenja (Kraan i sar., 2015). Medutim,
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treba naglasiti da traumatizacija u detinjstvu moze da uti¢e na terapo-rezistentnost kako
pozitivnih simptoma (Hassan i De Luca, 2015), tako i opSteg slabijeg odgovora na terapiju
(Misiak i Frydecka, 2016). Takode, trauma u detinjstvu uti¢e i na kognitivna ostec¢enja

pacijenta sa psihoti¢nim poremecéajem (Schenkel i sar., 2005).

Veliki broj navedenih studija preseka, prospektivnih i meta-analitickih studija
nedvosmisleno potvrduje jasnu povezanost traume u detinjstvu i psihoti¢nih poremecaja,
medutim neurobioloski mehanizama kojim bi se objasnila njihova veza idalje je
nedovoljno poznata. Jedna od najprihvacenijih hipoteza jeste teorija 0 neurobioloskoj
osnovi povisene senzitivnosti na stres kod pacijenta sa psihoti¢nim poremecajem u koju
je ukljucena hipotalamo-hipofizno-adrenalna (HPA) osovina (Van Winkel i sar., 2008).
Data postavka se slaze sa modelom stres-vulenrabilnosti odnosno dijateza-stres modelom

psihoti¢nog poremecaja (Walker i Diforio, 1997) o kome ¢e kasnije biti viSe reci.

1.2.2.2. Neuroticizam

Neuroticizam je jedna od osnovnih dimenzija li¢nosti, odnosno crta li¢nosti, koja
determiniSe razli¢ite oblike manifestonog ponasanja osobe. Naime, Hans Ajzenk je
postavio temelje eksperimentalne psihologije licnosti kada je serijom faktorskih analiza
utvrdio da tri bazi¢ne dimenzije opisuju li¢nost: neuroticizam, ekstroverzija i
psihoticizam (Eysenck i Eysenck, 1975). Daljim radom u oblasti faktorskih teorija
licnosti, Costa i McCrae stvaraju petofaktorski model u kome potvrduju da su
neuroticizam i ekstroverzija osnovne dimenzije licnosti, a njima dodaju jos tri dimenzije:
saradljivost, otvorenost i savesnost (McCrae i Costa, 1987). Prema tome, neuroticizam se
smatra jednim od najstabilnijih konstrukata licnosti a njegova definicija, odnosno fenotip
koji opisuje, jesu osobe koje imaju sklonost da dozivljavaju intenzivnije negativne
emocije, posebno u stresogenim okolnostima, kao Sto su tuga, nervoza, bes,

razdrazljivost, preosetljivost, zabrinutost i ose¢anje krivice (Eysenck i Eysenck, 1975).

Zbog odlika poviSene senzitivnosti odnosno vulnerabilnosti na stresogene
dogadaje, neuroticizam se u psihijatriji smatra jedinstvenim prediktorom razli¢itih
psihopatoloskih ispoljavanja, zbog ¢ega je ukljucen u istrazivanja etioloskih mehanizma

psihijatrijskih bolesti medu kojima su i1 psihoti¢ni poremecaji. Prva istraZivanja crta
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licnosti 1 shizofrenije pokazala su da pacijenti imaju visok neuroticizam (Berenbaum 1
Fujita, 1994), medutim takav rezultat nije objasnio da li je to posledica same bolesti ili
neuroticizam predstavlja premorbidnu dimenziju li¢nosti koja uti¢e na podloznost za
bolest. Odgovor na dato pitanje dala je revolucionarna longitidinalna studija van Osa i
Dzounsa koja je pratila oko 5,500 ispitanika nacionalne kohorte Velike Britanije (van Os
iJones, 2001). Istrazivanje je prikupljalo podatke od Sesnaeste do Cetrdeset i tre¢e godine
ispitanika medu kojima su bile crte li€nosti 1 psihijatrijske bolesti tokom vremena
prac¢enja. Rezultati studije su pokazali da visok neuroticizam u pubertetu skoro tri puta
povecava rizik za shizofreniju kasnije u zivotu. Zanimljivo je da na rezultate nisu uticali
afektivni simptomi tokom zivota, sto je sugerisalao da neuroticizam predstavlja nezavisan
prediktivni riziko-faktor za shizofreniju. Vise studija replikovalo je rezultate studije van
Osa i Dzounsa, i potvrdile su da je visok neuroticizma prediktor razvoja psihoze
(Goodwin i sar., 2003; Dinzeo i Docherty; 2007; Lonnqvist i sar., 2009). Takode, podaci
iz literature govore o uticaju neuroticizma na tezinu psihoticne simptomatologije,
osecanje emocionalne nelagodnosti i izbegavajuceg stila ponasanja pacijenta sa psihozom
(Lysaker 1 sar., 2003; Lysaker i sar., 2004; Gurrera i sar., 2014). Pored teze klinicke slike,
neuroticizam je medijator odnosno faktor koji objasnjava povezanost traumatskih

iskustava i slabijeg kvalitet Zivota pacijenta sa psihoti¢nim poremecajem (Boyette i sar.,

2014).

Bioloska osnova neuroticizma i dalje nije poznata iako se dosta govori o genskom
uticaju kao 1 poremecaju aktivnosti HPA osovine (Ormel i sar., 2013). U prilog ovih
zapazanja govore rezultati poviSenog neuroticizma kod prvostepenih srodnika pacijenta
sa shizofrenijom (Maier i sar., 1994). Takode, blizanacka studija je pokazala gensku
povezanost izmedu neuroticizma 1 pozitivnih simptoma na skali shizotipije kao $to su
perceptivne i ideacijske distorzije (Macare i sar., 2012). Pokazano je da na jaku
povezanost neuroticizma i psihoti¢nih iskustava uti¢e nasledna predispozicija za psihozu
(Boyette 1 sar., 2013). Boyette i saradnici su potvrdili da je neuroticizam prediktor
psihoti¢nih simptoma, ali da jadina njegovog uticaja raste od zdravih kontrola ka
prvostepenim srodnicima i da je najjaci uticaj neuroticizma na psihoti¢na iskustva u grupi
pacijenata. Na osonovu datih rezultata oni su zakljucili da veza neuroticizma i psihoti¢nih
simptoma ima naslednu osnovu. Dalje, s obzirom da je neuroticizam mera vulnerabilnosti

na stres, rezultati istraZivanja su pokazali poremecaj aktivnosti HPA osovine kod
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pacijenata. Studije na prvostepenim srodnicima i UHR grupi ispitanika su pokazale da i
kod njih postoji poremecaj aktivnosti HPA osovine nakon dozivljenog stresa (Aiello i
sar., 2013). Dakle, visi nivo neuroticizma vodi ka negativnim emocijama i vecoj
senzitivnosti na stresogene faktore $to je upravo ono o cemu govori dijateza-stres model
psihoze, a ponudeni neurobioloski mehanizam jeste disregulacija HPA osovine.
Uzimajuéi u obzir naslednu posvezanost neuroticizma i psihoze, moguce je da geni koji
modulisu HPA osovinu kao potencijalni bioloski mehanizam neuroticizma, posredno

uticu i na razvoj psihoti¢nog poremecaja (Daskalakis i Binder, 2015).

1.2.2.3. Kanabis

Zloupotreba kanabisa se smatra jednim od najznacajnijih riziko-faktora, a povezana
je i sa adolescentnim periodom kada psihoza najcesce i poc¢inje. Meta-analiticka studija
koja je ispitivala objavljene rezultate u periodu od 1966. do 2004. godine pokazala je
jasnu povezanost izmedu zloupotrebe kanabisa u ranom zivotnom dobu i kasnijem
razvoju spektra psihoti¢nih poremecaja (Semple i sar., 2005). Skorasnja longitudinalna
studija koja je trajala 35 godina potvrdila je vezu izmedu kori$¢enja kanabisa u zivotu i
razvoja psihoti¢nog poremecaja (Manrique-Garcia i sar., 2012). Studija je pokazala da su
oni koji su ucestalo koristili kanabis u adolescenciji imali 3,7 puta vec¢u $ansu za nastanak
shizofrenije, 2,2 puta vecu Sansu za ravoj kratkog psihoti¢nog poremecaja, dok je rizik za
druge psihoti¢ne poremecaje bio oko 2 puta vec¢i. Manrique-Garcia i saradnici su takode
potvrdili dozno-zavisni rizik za psihozu, odnosno da rizik za nastanak psihoti¢énog
poremecaja zavisi od ucestalosti koriS¢enja kanabisa. Zloupotreba kanabisa u
adolescenciji uti¢e i na raniji pocetak psihoze, odnosno kanabis indukuje pocetak psihoze

¢ak 2,7 godina ranije u odnosu na one koji nisu koristili (Donoghue i sar., 2014).

Vedi deo literature takode ukazuje i da je zloupotreba kanabisa, kao komorbiditet
psihoze, povezana sa lo$ijim ishodom bolesti u smislu duze hospitalizacije, ¢e$c¢ih
recidiva osnovne bolesti, kao i terapijske nekomplijanse (Manrique-Garcia i sar., 2012).
Takode, u studiji trogodiSnjeg pracenja pacijenta sa psihozom pokazano je da
kontinuirana zloupotreba kanabisa uti¢e sa slabije opSte funkcionisanje, kao i na

pogorsanje pozitivnih simtoma i povecanje simptoma depresije i anksioznosti (van der
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Meer i sar., 2015). S druge strane, novija studija je pokazala pozitivan uticaj upotrebe
kanabisa na kognitivne performanse pacijanta (Hanna i sar., 2016). Isto tako, odreden
broj istrazivanja ukazale su da postoji efikasnost kanabidiola, ¢iste komponentne biljke
kanbisa, u kognitivnim oStecenjima, zbog ¢ega se danas razmatra njegovo koris¢enje kao
potencijalna nova supstanca za poboljSanje kognitivnih funkcija pacijenta sa

shizofrenijom (Osborne i sar., 2017).

1.2.2.4. Urbano okruZenje

Pocetkom *90-ih godina Lewis i saradnici su pokazali da je prevalenca shizofrenije
veca U urbanim sredinama u odnosu na ruralna naselja (Lewis i sar., 1992). Nakon
njihovog preliminarnog nalaza brojne studije su potvrdile da odrastanje u urbanim
naseljima povecava rizik za nastanak psihoti¢énog poremecaja u kasnijem zivotnom dobu
(Marcelis i sar., 1998; van Os i sar., 2004). Poseban znacaj urbane sredine kao faktora
rizika dala je studija koje je pokazla da veci nivo urbaniciteta (broj stanovnika, stambene
zgrade, zelene povrSine 1 sl.) povecava rizik za klinicku 1 subklinicku psihoti¢nu
simptomatologiju (van Os 1 sar., 2003). Takode, velika studija koja je obuhvatila oko
milion ispitanika opste populacije iz Danske, replikovala je prethodne nalaze i potvrdila
da odrastanje u urbanoj regiji ima veliki uticaj na razvoj psihoti¢nih poremecaja u
kasnijem zivotnom dobu (van Os i sar., 2004). Jedno od mogucih objasnjenja ovako jake
povezanosti jeste veca prevalentnost drugih riziénih faktora (trauma, kanabis) za psihozu

u urbanim naseljima u odnosu na ruralna mesta (van Os i sar., 2003).

1.2.2.5. Migracija

Interesovanje za istrazivanje migracije kao moguéeg faktora rizika za psihoti¢ne
poremecaje pocelo je posredstvom studija koje su pokazale vecu incidencu psihoze kod
osoba africkog porekla u Velikoj Britaniji 1 Holandiji (Sharpley i sar., 2001; Selten i sar.,
2001). Cantor-Graae i Selten su u poznatoj meta-analitickoj studiji po prvi put pokazali
da druga generacija migranata ima 4,5 puta vecu $ansu za razvoj psihoti¢nog poremecaja,

dok je kod prve generacija migranata rizik manji a odnos Sanse iznosi 2,7:1 (Cantor-
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Graae i Selten, 2015). Takode, u datoj studiji je utvrdeno da se rizik povecava kod osoba
koje migriraju iz zemalja u razvoju, kao i da etnicka pripadnost odnosno pripadnosti crnoj
rasi ima veci uticaj na nastanak psihoze kod migranata. Iako su autori meta-analiticke
studije objasnili da ovakva povezanost mozda dolazi zbog selekcije osoba koje se
odlucuju na migraciju, istrazivanja nisu potvrdila datu hipotezu vecéu su ukazala na uticaj
problema diskriminacije koji migranti doZivljavaju u zemljama gde su zapoceli novi Zivot

(Veiling i sar., 2007).

1.3. Stres i psihoti¢ni poremecaji

1.3.1. Dijateza-stres model psihoze

Opsta definicija stresa jeste da je stres poremecéaj homeostaze organizma zbog
objektivnih ili subjektivnih ¢inilaca koji narusavaju njegovo zdravo stanje (de Kloet i sar.,
2005). Pre viSe od cetiri decenije stres je poceo da se isti¢e kao jedan od mogucih riziko-
faktora za nastanak psihoticnog poremecaja (Rosental, 1963; Zubin i Spring, 1977).
Rozental je 1963. godine objavio studiju slucaja cetvorki koje su sve razvile bolest iz
psihoti¢nog spektra, a koje su imale gensku predispoziciju (prisustvo shizofrenije u
porodici) i bile su izlozene porodi¢nom nasilju (fiziCkom zlostavljanju). On je prvi istakao
znacaj interakcije bioloske predispozicije 1 traumatskih dogadaja na razvoj bolesti. Zubin
i Spring su 1977. godine prvi postavili hipotezu da je sam dozivljaj stresnih dogadaj vazan
za nastanak psihoze. Prema datoj hipotezi, endogena dijateza ili vulnerabilnost na stres u
interakciji sa egzogenim odnosno sredinskim nepovoljnim zivotnim dogadajima utice na
razvoj psihoti¢nog poremecaja (Zubin i Spring, 1977). Data hipoteza je dala osnov za
model “stres-vulnerabilnosti” ili “dijateza-stres” model prema kome interakcija bioloske
senzitivnosti na stres i sredinskih stresogenih faktora predstavlja mehanizam nastanka
psihoze (Nuechterlein i Dawson, 1984). U prilog ovom modelu govore brojne studije koje
su ispitivale povezanost nepovoljnih Zivotnih dogadaja kako sa poc¢etkom bolesti tako i

sa uticajem na sam tok bolesti. Naime, istrazivanja su pokazala da pacijenti prijavljuju
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veci broj tezih stresnih dogadaja (smrtni slucaj ili bolest ¢lana porodice, fizicki napad,
invazivne operacije) neposredno pred sam pocetak bolesti (Lukoff i sar., 1984,
Bebbington is a., 1993; Raune i sar., 2009).Takode, pokazano je da pacijenti imaju vecu
emocionalnu reakciju u vidu negativnog afekta na male dnevne stresne dogadaje u odnosu
na zdrave kontrole (Myin-Germeys i sar., 2001). Uticaj psihosocijalnih faktora navedenih
u prethodnom poglavlju takode isti¢u ulogu stresa na psihozu i podrzavaju dijateza-stres

model psihoti¢nih poremecaja.

Postavljeno je pitanje kojim mehanizmom dejstvo stresora postaje deo
neurobioloske osnove bolesti, a klju¢no mesto u daljim bioloskim istrazivanjima zauzela
je HPA osovina, kao glavni sistem organizma odgovoran za odgovor na stres (Walker i
Diforio, 1997). Takode, znac¢ajnu biolosku ulogu u dijateza-stres modelu ima dopamine,
glavni neurotransmiter ukljucen u etiopatogenezu psihoza. Naime, studije na animalnim
modelim pokazale su da stres indukuje povecanje dopamina u regijama mozga kao §to je
mezolimbicki sistem (Abercrombie i sar., 1989; Rouge-Pont i sar., 1993). Smatra se
takode da je kortizol glavni “okida¢” povecanog oslobadanja dopamina, medutim jasan
molekularni mehanizam ove veze jo§ uvek nije poznat (Walker i sar., 2008). Takode,
rezultati istrazivanja na ljudima ukazuju na jasnu povezanost stresa i dopamina. Posebno
su interesantne PET studije koje su pokazale povecano oslobadanje dopamina u
dorzomedijalnom i ventromedijalnom prefrontalnom korteksu nakon izlaganja
psihosocijalnom stresoru kod zdravih ispitanika (Nagano-Saito i sar., 2013; Lataster i sar.,
2014). Takode, retrospektivnim merenjem traumatskih iskustava u zivotu pokazano je da
postoji pozitivna korelacija izmedu osobadanja dopmaina i zlostavljanja u detinjstvu
(Oswald i sar., 2014; Egerton i sar., 2016). Vecée oslobadanje dopamina u striatumu
indukovano stresom je pokazano kod pacijenta sa psihoti¢nim poremecajem (Mizrahi i
sar., 2012), kao i kod osoba pod povecanim rizikom za psihozu (Soliman i sar., 2008;
Mizrahi i sar., 2013). Povezanost stresa, HPA disregulacije i dopamina kljuc¢na je
neurobioloskih postavka dijateza-stres modela psihoze (Walker i sar., 2008). Ovakav
model postao je osnova za sva dalje istrazivanja koja se odnose na medusobni uticaj

bioloskih i psihosocijalnih faktora rizika za nastanak psihoti¢énog poremecaja.
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1.3.2. Poremecaj aktivnosti HPA osovine u psihozi

PoviSen nivo kortizola i adenokortikotropnog hormona u cirkulaciji prisutani su kod
pacijenta u razli¢itim fazama bolesti i upucuju na hiperaktivnost HPA osovine (Walker i
sar., 2008). Inicijalno istrazivanje kortizola i pacijenata sa prvom epizodom psihoze
sprovedeno je 1996. Godine, i rezultati studije pokazali su da postoji visi nivo jutarnjeg
kortizola kod pacijenata u odnosu na kontrole (Abel i sar., 1996). Posebno treba naglasiti
da su u pitanju bili neleceni pacijenti. Nekoliko godina kasnije Ryan i saradnici su dobili
iste rezultate, sugeriSuci na postojanje hiperaktivnosi HPA osovine u prodromu psihoze
(Ryan 1 sar., 2003). Vise narednih istrazivanja potvrdilo je povisen nivo kortizola i
diregulaciju HPA aktivnosti u prvoj epizodi psihoze (Walsh i sar., 2005; Kale i sar.,
2010). U skladu sa navedenim istrazivanjima jeste i studija koja je pokazala da je
smanjivanje nivoa kortizola u cirkulaciji, tokom dvanaest nedelja pracenja pacijenta sa

psihozom, smanjuje psihoti¢ne i depresivne simptome (Garner i sar., 2011).

Da bi se utvrdila dinamika aktivnosti HPA osovine primenjena su merenja
cirkadijalnog ritma kortizola kod pacijenta u odonsu na zdrave kontrole, kao i sam uticaj
terapije na date vrednosti (Mondelli i sar., 2010). Dobijeni su rezultati da je dnevni
kortizol visi kod pacijenta, kao i da su vrednosti znacajnije vise kod onih pacijenta koji
su na antipsihoti¢noj terapiji dve nedelje u odnosu na pacijente koji su Cetiri nedelje,
sugeriSuci na uticaj antipsihotika na stabilizaciju HPA osovine. Takode, u istrazivanju
Mondelli i saradnika primenjen je dekasmetazonski test koji je pokazao da su pacijenti
imali zaravnjen jutarnji odgovor Kkortizola, a da efekat antipsihoti¢ne terapije nije uticao
na date vrednosti. Navedeni rezultati su potvrdeni ne samo kod pacijenta (Pruessner i sar.,
2013), ve¢ i kod osoba pod povisenim rizikom za psihozu (Walker i sar., 2013; Cullen i
sar., 2014). Cullen 1 saradnici su istakli da zaravljen jutarnji odgovor kortizola moze biti
biomarker vulnerabilnosti za psihozu, i da vrednosti dnevnog kortizola postaju vise pred

sam pocetak bolesti.

Neuroimidzing studije takode potvrduju disregulaciju HPA osovine kod psihoti¢nih
pacijenta, jer su uofene specifitne promene u regionima mozga koje su ukljucene u
odgovor na stres kao $to su hipokampus i amigdala. Redukcija volumena hipokampusa i
amigdale su pokazani u vise razliéitih istrazivanja pacijenta sa psihozom (Wright i sar.,

2000; Exaner i sar., 2004; Gur i sar., 2007; ). Od ranije je poznato da je upravo smanjenje
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hipokampusa i amigdale povezano sa stresorima tokom zivota (Bonne i sar., 2001).
Dakle, data povezanost ukazuje na uticaj alteracije HPA osovine na morfoloske promene
u mozgu. U skladu sa datim rezultatima jeste i studija koja je ispitvala pacijente sa prvom
epizodom psihoze i koja je pokazala da volumen hipokampusa negativno koreliSe sa

vrednostima kortizola u cirkulaciji (Mondelli i sar., 2010).

Na molekularnom nivou kod psihoti¢nih pacijenta uocena je nishodna regulacija
kortikosteroidnih receptora, glukokortikoidnog i mineralokortikoidnog receptora, upravo
u regionima uklju¢enim u aktivnost HPA osovine (Webster 1 sar., 2002; Perlman i sar.,
2004). Dati nalazi su postavili hipotezu da smanjen broj receptora predstavlja
kompenzatorni mehanizam hiperkortizolemije prisutne pre pocetka bolesti. Samim tim
kod pacijenta je produzen odgovor na stress, sto dovodi do daljih oSte¢enja mozga koja

su opservirana u postmortem studijama (Sinclair i sar., 2013).

1.4. FKBP5: gen kandidat GXE studija

FKBPS5 gen smesten je na kratkom kraku hromozoma 6, u okviru lokusa 6p21,31
(Slika 2), i sadrzi 13 egzona i 12 introna koji zauzimaju region od 154,999 baznih parova

(>150kbp). On kodira FK506-vezujuci protein 51(FK506-binding protein 51, FKBP51).
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Slika 2. Pozicija FKBP5 gena na hromozomu 6. Izvor: GeneCards®: The Human Gene

Database.
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1.4.1. FKBP51 protein

1.4.1.1. Osnovne karakteristike

FK506-vezuju¢i protein pripada familiji imunofilina, superfamiliji visoko
konzerviranih proteina koji su prvi put opisani kao proteini koji imaju sposobnost
vezivanja za imunosupresivne lekove. Ova superfamilija podeljena je na osnovu dve vrste
imunosupresiva za koje se vezuju: FK506 ili rapamicin (Barik, 2006). FK506-vezujuci
imunofilini, medu kojima su najpoznatiji FKBP51 i FKBP52, su homologi proteini koji
dele oko 75% sli¢nosti u sekvencama aminokiselina. Oba proteina sadrze N-terminalni
FK1 region koji je odgovoran za peptidilprolin izomeraznu (PPI) aktivnost (PPl domain),
kao i C-terminalni FK2 region koji sadrzi tetratrikopeptid ponavljajuéi region
(tetratricopeptide repeat domain, TPR). Iako postoji sli¢nost u strukturi ova dva proteina,
trodimenzionalna struktura koja je dobijena pomocu tehnike kristalografije (Slika 3)
otkrila je razli¢itu orjentaciju regiona, ¢ime je zakljuceno da strukturalne razlike, posebno
u TPR regionima, doprinose antagonisti¢koj aktivnosti ova dva proteina (Schulke i sar.,
2010). Ovi proteini zajedno imaju vaznu ulogu u ¢elijskim mehanizmima kao S$to je
regulacija aktivnosti steroidnog receptorskog kompleksa (Davies i sar., 2005) i

fosforilacija mikrotubula tau proteina (Jinwal i sar., 2010).

<+—— TPR REGION

5
N FKBP51

PPl REGION —»
FKBP51

b
. A -
~J

;,. <«— TPRREGION
2L FKBP52

PPI REGION —»
FKBP52

Slika 3. Trodimenzionalna struktura FKBP51 i FKBP52 proteina. Izvor: Wu i sar., 2004;
Copyright (2004) National Academy of Sciences, U.S.A.
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FKBP51 otkriven je 1992. godine, kada je opisan kao imunofilin koji ima
peptidilprolin cis-trans izomeraznu (PPI) aktivnost (Wiederrecht i sar., 1992). Datom
aktivnos¢éu, FKBP51 je sposoban da promeni konformaciju prolinskih ostataka,
aminokiseline koja ima jedinstvenu moguénost cis- i trans- konformacije. Prolin cis-trans
tranzicije su vazne za pravilno odrzavanje proteinskog savijanja ili “folding”-a (protein
folding), kojom protein zauzima svoju funkcionalnu prostornu sturkturu (tj.
konformaciju) (Schiene-Fisher i Yu, 2001). Medutim, pokazano je da kod FKBP51
glavnu ulogu u odrzavanju konformacije proteina ima C-terminalni kraj koji sadrzi TPR
region. Ovaj region ima vaznu ulogu u aktivnosti FKBP51 kao ko-Saperona (co-
chaperone), jer se preko njega vezuje za protein toplotnog Soka 90 (heat chock protein

90 - hsp90) sa kojim ucestvuje u izgradnji steroidnih receptorskih kompleksa.

Tri steroidna receptorska kompleksa u kojima ucestvuje FKBP51 jesu
glukokortikoidni (GR), progesteronski (PR) i androgeni (AR) receptorski kompleks.
Svaki od ovih kompleksa je transkripciono aktivan, odnosno ima uticaj na transkripcionu
aktivnost mnogih gena medu kojima je 1 FKBP5 gen. FKBPS1 inhibiSe aktivnost GR
(Denny i sar., 2000) i PR (Hubler i sar., 2003), a stimiliSe aktivnost AR (Ni i sar., 2010).
Pretpostavlja se, prema navedenim istrazivanjima, da je inhibitorna uloga dominantno
vezana za TPR region, dok je stimuliSu¢e dejstvo na AR kompleks vezano za PPI
aktivnost. Takode, intersentana karaktersitika ovih sterodinih kompleksa jeste da steroidi
(glukokortikoidi, progesteron i androgeni hormoni) indukuju transkripciju FKBP5 gena
tj. dovode do povecanog nivoa FKBP51 delovanjem na kratke sekvence gena koje
odgovaraju na steroidne hormone (steroid hormone response elements - HRE) (Hubler i
Scammel, 2004; Magee i sar., 2006). Ukratko, aktivacija ligandom dovodi do strukturnih
promena u GR kompleksu, te se on premesta u nukleus i stupa u interakciju sa specifi¢nim
sekvencama (Glucocorticoid Responsive Elements - GRE) ciljnih gena. Streoidi dalje
stimulisu transkripciju ili represiju ciljnih gena, kao §to je FKBP5, a dati mehanizam
oznacen je kao ultra-kratki mehanizam negativne povratne sprege (ultra-short negative
feedback loop), kojim se regulise ekspresija FKBPS gena i kojom FKBPS51 uti¢e dalje na

aktivnost steroidnih receptorskih kompleksa.
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1.4.1.2. Uloga u glukokortikoidnom signalnom putu

Glukokortikoidi (GC) su lipofilni steroidi koji ulaze u ¢eliju slobodnom difuzijom kroz
membranu i u citoplazmi stupaju u interakciju sa glukokortikoidnim receptorom (GR).
Glukokortikoidni receptor se u odsustvu liganda (GC) nalazi u citoplazmi ¢elije, unutar
multiproteinskog kompleksa (receptorski polipeptid, molekuli hsp90, i nekoliko drugih
proteina). Istrazivanja su ukazala da imunofilini, kao sto je FKBP51 i FKBP2, imaju vaznu
ulogu koSaperona koji optimizuju vezivanje hsp90 za GR i formiranje heterokompleksa.

Uloga FKBP51 u glukokortikoidnom signalnom putu otkrivena je pocetkom ovog
veka, kada je pokazano da majmuni Novog sveta (New World Monkeys) imaju povisene
vrednosti kortizola u plazmi u odnosu na ostale majmune 1 primate, ukljucuju¢i 1 ljude. Kod
ovih majmuna nisu uoceni o¢ekivani simptomi hiperkortizolemije $to je objasnjeno tada
otkrivenom rezistencom GR u analiziranim organima. Daljim istrazivanjem porekla GR
rezistence u datom radu utvrdeno je da je ona prisutna zbog povisenog nivoa proteina
FKBP51 (Denny i sar., 2000; Scammell i sar., 2001). In vitro eksperimenti su potvrdili da
visi nivo FKBP51 u cirkulaciji uti¢e na glukokortikoidni put in vivo tako $to smanjuje afinitet
GR za kortizol, a samim tim i translokaciju GR iz citoplazme u jedro (Wochnik i sar., 2005).

Kao §to je ve¢ navedeno, FKBP51 je vezan za hsp90 preko TPR domena, koji sluzi
kao vezujuce mesto za razlicite ko-8aperone i sa njim ulazi u izgradnju GR kompleksa. U
konformaciji GR kompleksa sa FKBP51 smanjen je afinitet GR za kortizol (Wochnik i sar.,
2005). Kada se kortizol veze za GR kompleks FKBP51 se otpusta, a na njegovo mesto
dolazi FKBP52 koji se takode vezuje za hsp90 preko TPR domena. Dakle, FKBP51 i
FKBP52 se nalaze u kompetitivnoj poziciji za vezivanje za hsp90, odnosno za GR
kompleks. Za razliku od FKBP51, FKBP52 ima mogu¢nost ukljuc¢ivanja motornog proteina
dineina u kompleks, ¢ime omogucava translokaciju GR iz citoplazme u jedro i njegovu
dalju uloga u transkripcionoj aktivnosti (Davies i sar., 2002; Wochnik i sar., 2005).

U jedru celije kortizol-GR kompleks reguliSe transkripciju vezujuci se za sekvence
DNK koje odgovaraju na glukokortikoide (glucocorticoid response element, GRE),
najée$¢e U intronskoj regiji FKBP5 gena (intron 2, 5 i 7), i indukuje transkripciju
FKBP51. FKBP51 dalje uti¢e inhibitorno na vezivanje kortizola za GR u citosolu, i na taj
nadin se zaokruzuje unutarcelijski ultra-kratki mehanizam negativne povratne sprege

(Binder, 2009). Indukcija FKBP5 gena glukokortikoidima je pokazana u razli¢itim
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tkivima, medu kojima je i tkivo mozga (Binder, 2009). Shematski prikaz uloge FKBP51

u glukokortikoidnom putu objasnjen je na Slici 4.

1 g

Slika 4. Shematski prikaz interakcije i funkcije FKBP51 sa GR kompleksom: 1. Kada je
FKBP5 protein vezan za GR-kompleks preko hsp90, receptor ima smanjen afinitet za
kortizol; 2. Kada se kortizol veze, FKBP5 se zamenjuje za FKBP4 protein, za koji se
vezuje dinein; 3. Ovakva struktura GR-kompleksa omoguéava translokaciju iz citosola u
nukleus gde se vezuje za GRE sekvence u genomu; 4. GR indukuje povecanje
transkripcije 1 translacije FKBPS gena; 5. Povecanje FKBPS5 proteina dovodi ponovo do
reszistence GR za kortizol ¢ime se zaokruzuje ultra-kratki mehanizam negativne povratne
sprege. lzvor: Binder, 2009.

1.4.2. FKBP5 funkcionalni polimorfizmi

Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (Single Nucleotide Polymorhism, SNP) koji
mogu da utiCu na ekspresiju gena nazivaju se funkcionalni polimorfizmi. Ovakvi
polimorfizmi naj¢es¢e se nalaze u promotorskim ili u kodirajuéim DNK sekvencama
(egzonima). Medutim, studije su pokazale da se u FKBP5 genu funkcionalni
polimorfizmi ve¢inom nalaze u nekodiraju¢im DNK sekvencama (intronima) (Binder i

sar., 2004). Do sada je pronadeno nekoliko funkcionalnih polimorfizama ovog gena, od
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kojih su najvece interesovanje u literaturi zbog konzistentnih i replikovanih rezultata

zauzeli polimorfizmi: rs1360780, rs9296158, rs3800373, i rs9470080.

1.4.2.1. Uticaj FKBP5 polimorfizama na aktivnost HPA osovine

Prvo istrazivanje koje je pokazalo da su FKBPS genske varijante povezane sa
povisenom ekspresijom FKBP51 proteina (FKBP5 protein), kao i razli¢itim korelacijama
izmedu kortizola i ekspresije FKBP5 informacione RNK (iRNK), radeno je kod
depresivnih pacijenata gde je ispitivan odgovor na terapiju i tok bolesti (Binder i sar.,
2004). Naime, Binder i saradnici bili su vodeni hipotezom da je HPA osovina jedan od
sistema znacajnih za etiopatogenezu depresije, i analizirali su uticaj polimorfizama
razli¢itih gena ukljucenih u regulaciju HPA osovine, kao §to su gen za glukokortikoidni
receptor (NR3C1), za kortikotropni hormon (CRH), i geni za ko-Saperone ukljucene u
modulaciju GR (medu kojima su bili FKBP5 i FKBP4). Dobijeni rezultati su pokazali da
su jedino FKBP5 genske varijante znacajne. Preciznije, u zavisnosti od genotipa FKBP5
gena u intronu 2 (rs1360780), 3’ nekodiraju¢em regionu (rs3800373 - 3 'untranslated
region, 3’UTR) i promotoru (rs4713916), postoje razlike u brzini odgovora na
antidepresivnu terapiju i ucestalosti broja depresivnih epizoda. Da bi dalje ispitali
funkcionalni znacaj ovih genskih varijanti, Binder i saradinici su primenili kombinovani
DEX-CRH test (test supresije oslobadanja kortiko-stimuliSu¢eg hormona - CRH
deksametazonom) kojim su pokazali da kod zdravih kontrola nosioci rizicnog genotipa
(homozigiti za redi alel) imaju uticaj na produkt FKBPS gena. Preciznije, redi (minor)
aleli funkcionalnih polimorfizama imali su jacu indukciju ekspresije FKBP5 proteina kao
i jaku pozitivhu povezanost nivoa kortizola i nivoa FKBP5 iRNK kod zdravih ispitanika.
Medutim, kod pacijenta sa depresijom dobijeni su rezultati smanjenog odgovora kortizola
i ACTH kojim su objasnili potencijalnu hipersenzitivnost GR za kortizol. Dato
istrazivanje je imalo fundamentalni znacaj za pocetak epohe istrazivanja FKBPS5 gena 1
sa stresom povezanih poremecaja, kako u psihijatriji tako 1 u somatskim bolestima. Redi
aleli su oznaceni kao “rizi¢ni” a njihov utucaj na psihopatologiju, kao i negativne
posledice povisene ekspresije FKBP5 proteina na aktivnost HPA osovine, su potvrdene

kroz razlicite studije povezane sa stresom. Shematski prikaz razlike u indukciji FKBP51
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ekspresije izmedu nosilaca redeg “rizicnog” i ¢esceg “nerizi¢nog” alela prikazana je na

slici 5.
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Slika 5. Shematski prikaz potencijalnog u¢inka FKBP5 polimorfizama na ultra-kratki
mehanizam povratne sprege: slika A prikazuje mehanizam kod homozigota cescéeg
“nerizi¢nog” alela, dok slika B prikazuje mehanizam kod homozigota redeg “rizi¢nog”
alela. (1) GR se vezuje za GRE i u zavisnosti od alela indukcija FKBPS5 proteina (2) ¢e
biti veca (slika B) ili manja (slika A). (3) Ukolko je vise FKBP5 proteina prisutno u
cirkulaciji (4, slika B) vise ¢e se vezati za hsp90 a time i za GR-kompleks (5, slika B) sto
vodi do smanjene translokacije GR-kompleksa iz citoplazme u nukleus. Izvor: Binder,
2009.
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1.4.2.2. Uticaj FKBP5 polimorfizma na epigenetske promene

Epigenetski mehanizmi, kao S§to su metilacija DNK 1 acetilacija histona,
predstavljaju dobro uspostavljene molekularne procese koji posreduju izmedu razlicitih
tipova uticaja sredine i modulilacije aktivnost gena (Telese i sar., 2013). Nedavno,
Klengel i kolege su pokazali da postoji snizen nivo metilacije u funkcionalnoj GRE regiji
introna 7 u FKBP5 genu kod visoko traumatizovanih osoba, kao i kod nosilaca rizi¢nog
T alela polimorfizma rs1360780 (Klengel i sar., 2013). Ova studija pokazala je nizi nivo
metilisanosti ne samo na periferiji (krvi) ve¢ i u uzorku ljudskih hipokampalnih stem
¢elija, sugeriSuéi na alel-specificnu i sa traumom povezanu demetilaciju u intronu 7
FKBP5 gena. Dakle, Klengel i saradnici prvi su pruzili ¢vrste dokaze o epigenetskom
mehanizmu koji posreduje u pojedinac¢nom efektu traume u detinjstvu i rizi¢nih varijanti
FKBP5 gena. Nalaz alel-specificne demetilacije i povisen nivo iRNK nakon izlaganja
psihosocijalnom stresoru potvrden je kod zdravih kontrola, ali ne i pacijenta sa depresijom
u remisije (H6hne i sar., 2014), sto moze da bude zbog potencijalanog efekta terapije
antidepresiva na epigenetske mehanizme (Gassen i sar., 2015). Zanimljivo, Gassen i
saradnici nisu pokazali uticaj haloperidola na nivo DNK metilacije u FKBP5 gena.
Medutim, istrazivanja DNK metilacije FKBP5 gena kod psihoti¢nih pacijenta, kao i uticaj
atipi¢nih antipsihotika ¢ija je primena mnogo ucestalija u odnosu na haloperidol, do sada

nisu radena.

1.4.2.3. Uticaj FKBP5 polimorfizama na strukturalne i funkcionalne promene u

mozgu

Pored HPA osovine, glukokortikoidni receptori se nalaze u strukturama mozga kao
Sto su amigdala, hipokampus i prefrontalni korteks (de Kloet i sar., 2005). Dati delovi
mozga su ukljuceni u odgovor organizma tokom adaptacije na stres. Studije su pokazale
da je izlozenost stresu povezana sa funkcionalnim i strukturalnim promenama amigdale i
hipokampusa: povisenom reaktivno$¢u amigdale i hipokampusa, kao sa volumetrijskim
promenama u smislu povecane zapremine amigdale i smanjene zapremine hipokampusa
(Maheu i sar., 2008; Mehta i sar., 2009; Frodl i O’Keane, 2013). Ispitivanjem povezanosti

FKBP5 polimorfizama i funkcije amigdala dobijeni su rezultati da zdravi ispitanici, koji
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su nosioci rizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama (rs1360780, rs3800373, 159296158,
11s9470080) 1 koji su doziveli traumu u detinjstvu, imaju poviSenu reaktivnost amigdale
u odnosu na ispitanike bez rizi¢nog alela a koji su takode bili izloZeni traumi u detinjstvu
(White i sar., 2012). Takode, pokazano je da nosioci rizicnog T alela polimorfizma
rs1360780 imaju ve¢i volumen amigdala, kao i povecanu funkcionalnu povezanost
izmedu amigdala, hipokampusa i orbitofrontalnog korteksa (Holz i sar., 2015).
Istrazivanja uticaja FKBPS rizi¢nih genskih varijanti na funkciju hipokampusa pokazala
Su da ispitanici sa rizicnim T alelom polimorfizma rs1360780 imaju poviSenu aktivnost
hipokampusa nakon izlozenosti stresu u odnosu na ispitanike sa protektivnim C alelom,
kao 1 da postoje morfoloske razlike u obliku hipokampusa izmedu ove dve grupe (Fani i
sar., 2013). Dakle, navedene studije ukazale su da interakcija rizicnih FKBP5 genskih
varijanti i traume utic¢e na funkcionalne i strukturalne promene u regionima mozga koji

Su povezani sa odgovorom na stres.

1.4.3. FKBPS i psihoti¢ni poremecaji

Konzistentni dokazi disregulacije HPA osovine navedni u poglavlju Stres i
psihoti¢ni poremecaji, kao jednog od bioloskih mehanizama ukljucenih u etipatogenezu
psihoza, bili su kljuéni pokretaci istrazivanja geneti¢kih faktora koji dovode do
poremecaja aktivnosti HPA osovine. Medu genima kandidatima (tabela 3), FKBP5 gen
poslednjih godina zauzima glavno mesto u istrazivanjima. Prva studija koje je ispitivala
uticaj FKBP5 gena na psihoti¢ni poremecaj radena je kod afektivnih psihoza, ukljucujuci
zajedno pacijente sa unipolarnom depresijom i bipolarnim poremecajem bez jasnih
kriterijjuma za prisutnost psihoti€ne simptomatologije. Dobijeni su negativni rezultati,
odnosno rizi¢ne FKBP5 genske varijante nisu bile povezane sa psihoti¢nim poremecajima
(Gawlik i sar., 2006). Naredna studija radena je posle vise godina i ispitivala je uticaj
FKBP5 polimorfizama i traume u detinjstvu na subklinicke simptome psihoze u grupi
pacijenata, prvostepenih srodnika i kontrola (Collip i sar., 2013). Sprovedeno istraZivanje
je pratilo subklinicke simptome (psihoti¢na iskustva) na osnovu pretpostavke da
subklinicka fenomenologija preciznije objasnjava geneticku vulnerabilnost zbog
kontinuuma fenomenologije izmedju klinicke i neklini¢ke populacije, a da pri tome na

nju nema remetilacki uticaj serija faktora u vezi sa samom bolesc¢u ili u vezi sa efektima
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medikamenata (Kelleher i Cannon, 2011). Collip i saradnici su prvo pokazali da
interakcija rizi¢nih varijanti FKBP5 polimorfizama (rs9296158 i rs1360780) i traume
povecava verovatnocu pojave psihoti¢nih iskustava u opstoj populaciji. U datoj populaciji
su zatim ispitivali promene u nivou perifernog kortizola, i pokazali su da nosioci rizi¢nih
alela u interakciji sa traumom imaju snizene vrednosti kortizola, $to govori u prilog
poviSene senzitivnosti GR za kortizol. Dalje analize u populaciji pacijenata sa psihoti¢nim
poremecajem i njihovim prvostepenim srodnicima pokazale su da interakcija rizi¢nih
(redih) alela polimorfizama rs9296158 i1 rs4713916 i traume u detinjstvu uti¢e na
povisenje psihoticne fenomenologije. Ovo je bila prva studija koja je ukazala na znacaj
FKBP5 gena u psihoti¢nim poremecajima. S obzirom da su dalja istrazivanja, nakon prvih
pozitivnih rezultata, radena posle 2013. godine, svega par studija je do sada objavljeno
ali su rezultati konzistentni sa studijom Collip 1 sardanika. Na primer, istrazivanje u opstoj
populaciji potvrdilo je da rizican T alel polimorfizma rs1360780 u interakciji sa traumom
u detinjstvu ima uticaj na psihoti¢na iskustva (Alemany i sar., 2016). Nalazi date studije
su posebno ubedljivi jer su replikovani u dve razlicite grupe ispitanika. Pored toga, jos$
jedno vrlo interesantno istrazivanje na opstoj populaciji objavljeno je nedavno i potvrdilo
je uticaj riziénih FKBPS genskih varijanti u interakciji sa vr$njackim maltretiranjem na
subklinicku psihoti¢nu simptomatolgiju (Cristobal-Narvaez i sar., 2016). Rizi¢ni aleli
polimorfizama rs1360780 (T alel), rs9296158 (A alel) i rs3800373 (G alel), kao i rizian
haplotip koji grade (T-A-G) u interakciji za vr$njackim maltertiranjem uticali su na
povisene vrednosti paranoje, negativnog afekta i na socijalnu stres senzitivnost (osecaj
neprijatnosti u prisustvu drugih). Druga istrazivanja potvrdila su ulogu funkcionalnog
FKBP5 polimorfizama (rs1360780) na sam razvoj bolesti, odnosno psihoti¢nog
poremecaja. Pokazano je da rizican T alel polimorfizma rs1360780 dva puta povecava
Sansu za razvoj bolesti ukoliko je osoba, koja je nosilac riziéne genske varijante, bila
izloZena stresu (razdvajanje od roditelja 1 zloupotreba marihuana) (Ajnakina 1 sar., 2014).
Ista genska varijanta je imala uticaj na kognitivna oStecenja kod pacijenta sa
shizofrenijom, odnosno nosioci rizicnog T alela su imali slabija postignu¢a na
neuropsiholoskim testovima u odnosu na pacijente sa C alelom (Green i sar., 2015).
Medutim, drugi tim istrazivaca nije pokazao uticaj FKBP5 genskih varijanti na kognitivna
oStecenja niti na zapreminu hipokamusa kod pacijenata sa shizofrenijom, isti¢u¢i da je

efekat FKBP5 gena vezan za afektivne simptome i stres-senzitivnost u psihozi (Hernaus
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i sar., 2014). Dalje, uloga FKBPS5 gena u psihoti¢nim poremecajima pokazna je i na post-
mortem uzorku. Post-mortem studija pokazala je da kod pacijenata sa shizofrenijom
postoji povisena ekspresija FKBP5 iIRNK u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu, ali
ne i poviSena ekspresija FKBP5 proteina. Povisen nivo iRNK bio je povezan sa

genotipom funkcionalnog polimorfizma rs4713916 (Sinclair i sar., 2013).

Osnovne hipoteze ove doktorske disertacije zasnivaju se na navedenim podacima o
uticaju traume u detinjstvu, neuroticizma i FKBP5 genskih varijanti na podloznost za
psihoti¢an poremecaj (Varese i sar., 2012; van Os i Jones, 2001; Ajnakina i sar., 2014).
Dakle, postavili smo hipotezu da ¢e efekat rizicnih FKBPS genskih varijanti i
psihosocijalnih faktora uticati na povisen rizik za psihozu. Sledstveno, rizi¢ni aleli i
haplotip imace razliitu distribuciju izmedu pacijenata sa psihotiénim poremecajem |
zdravih ispitanika. Takode, pozivajuci se na studije udruzenog efekta sredinskih faktora
i FKBP5 gena (Daskalakis i Binder, 2015), trauma u detinjstvu ¢e povecati rizik za bolest
kod nosioca rizicnih FKBPS genskih varijanti. Pored hipoteza vezanih za uticaj bioloskih
i psihosocijalnih rizi¢nih faktora na podloznost za psihozu, pretpostavili smo da postoji
medusobna povezanost fenotipa, neuroticizma i psihoti¢nih iskustava, na osnovu
podataka iz literature koji su ukazali da povezanost psihoti¢nih iskustava i neuroticizma
jaca sa naslednom predispozicijom za psihoti¢ni poremcaj (Boyette i sar., 2013). Takode,
povisena vulnerabilnost na stres, koju opisuje neuroticizam kao fenotip, pokazana je da
postoji kod pacijenta sa psihoti¢cnim poremecajem i njihovih prvosepenih srodnika
(Lataster i sar., 2010). Zbog naslednih osnova fenotipske povezanosti i povisSene stres-
senzitivnosti, pretpostavili smo da rizicne FKBP5 genske varijante mogu da uticu na

neuroticizam 1 psihoti¢na iskustva.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja bili su da se ispita uticaj genetickih faktora (rizicne FKBP5 genske
varijante), sredinskog faktora (traume u detinjstvu) i psiholoskog faktora (neuroticizma)
na rizik od nastanka psihoti¢nog poremecaja, kao i uticaj genetickih faktora na fenotip

(neuroticizam i psihoti¢na iskustva). Postavljenim ciljevima ispitivali smo sledece:

e Razlike u distribuciji genotipa i alela ispitivanih FKBP5 polimorfizama
(rs9296158, rs3800373, rs9470080, rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314,
rs2766533 i rs12200498), haplotipova koje dati polimorfizmi grade, kao i
ucestalost rizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama (rs9296158, rs3800373 i
rs9470080) izmedu grupa pacijenata, njihovih zdravih prvostepenih srodnika i
kontrola.

e Uticaj rizicnih FKBP5 genskih varijanti (rizi¢ni aleli funkcionalnih
polimorfizama i haplotipovi koje grade), neuroticizma i traume u detinjstvu na

rizik od psihoticnog poremecaja.

e Medusobnu povezanost traume u detinjstvu, neuroticizma i psihoti¢nih iskustava,
kao i uticaj rizicnih FKBP5 genskih varijanti na fenotip (neuroticizam i psihoti¢na

iskustva).
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3. METODE ISTRAZIVANJA
3.1. Tip studije

Istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka.

3.2. Mesto i vreme istraZivanja

Klini¢ki deo istrazivanja je sproveden na Klinici za psihijatriju Klini¢kog centra
Srbije u Beogradu i u Specijalnoj bolnici za psihijatrijske bolesti ,,Kovin“, u periodu od
2011. do 2015. godine. Geneticke analize su radene na Klinici za neurologiju Klinickog
centra Srbije i Institutu za medicinsku psihologiju i klini¢ku neurologiju Univerziteta u
Kardifu (Institute of Psychological Medicine and Clinical Neurology, Cardiff University).
Kolaboracija istrazivackog tima iz Srbije i Kardifa deo je internacionalne multicentri¢ne
studije ,,The European Network of National Schizophrenia Networks Studying Gene-
Environment Interactions (EUGEI)" (van Os i sar., 2014). Istrazivanje je sprovedeno u
skladu sa HelsinSkom deklaracijom, a njegov dizajn je odobren od strane Etickih komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Klinickog centra Srbije u Beogradu i
Specijalne bolnice za psihijatrijske bolesti ,,Kovin“. Nakon podrobnog objasnjenja svrhe

1 procedure istraZivanja svi ispitanici su potpisali informisani pristanak.

3.3. Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo 158 ispitanika podeljenih u tri grupe: grupa pacijenata (52
ispitanika), grupa zdravih prvosetpenih srodnika pacijenta sa psihoti¢nim poremecajem
(55 ispitanika), i grupa zdravih kontrola (51 ispitanik). Pacijenti koji su ukljuceni u
istrazivanje leCeni su ambulatno ili stacionarno na Klinici za psihijatriju Klinickog centra
Srbije i u Specijalnoj bolnici za psihijatrijske bolesti “Kovin”. Pacijenti su zadovoljili
kriterijume za dijagnoze iz spektra psihoti¢nih poremecaja (F20-F29) prema Desetoj
reviziji Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB-10) ukljucujuci: shizofreniju (F20),
akutni 1 prolazni psihoti¢ni poremecaj (F23), shizoafektivni poremecéaj (F25) i

nespecifikovani neorganski psihoticni poremecaj (F29). Zdravi prvostepeni srodnici
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(brac¢a 1 sestre) pacijenta sa psihoticnim poremecajem su ukljuceni u studiji nakon
pristanka obolelog ¢lana porodice da ucestvuje u istazivanju. Zdrave kontrole su
usaglasene sa grupama pacijenata i njihovih zdravih prvostepenih srodnika prema polu i

uzrastu.

Kriterijumi za ukljuéivanje u studiju:

Svi ispitanici:
- Potpisan informisani pristanak za ucesce u istrazivanju
- Uzrast > 18 godina
- 1Q=70
Grupa pacijenata:
- Dijagnoza psihoti¢nog poremecaja (F20- F29) postavljena na osnovu MKB-10
Kriterijuma
- Psihoticni poremecaj nije uzrokovan organskom boles¢u ili zloupotrebom
psihoaktivnih supstanci
- Vreme proteklo od postavlljanja dijagnoze psihoti¢nog poremecaja nije duze od
10 godina
- Remisija u trenutku ispitivanja definisana kao skor > 40 na skali za procenu opste
funkcionalnosti (General Assesment of Functioning - GAF)
Grupa zdravih prvostepenih srodnika pacijenata sa dijagnozom psihoticnog poremecaja
- Odsustvo istorije psihijatrijskih bolesti u li¢noj anamnezi
Kontrolna grupa

- Odsustvo istorije psihijatrijskih bolesti u li¢noj i porodi¢noj anamnezi

3.4. Psihometrsijki istrumenti procene

Socio-demografski upitnik koris¢en je radi prikupljanja osnovnih socio-

demografskih podataka o ispitanicima kao Sto su uzrast, pol i edukacija.

Mini Internacionalni Psihijatrijski Intervju (MINI) (srpska verzija 4,4) je

semistrukturisani standardizovani psihijatrijski intervju koji je namenjen ispitivanju
kriterijuma potrebnih za postavljanje dijagnoze psihijatrijskih poremecaja ose I prema

klasifikaciji Ameri¢kog udruzenja psihijatara DSM-1V (Sheehan i sar., 1998). Instrument
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je koris¢en radi potvrdivanja dijagnoze psihoti¢énog poremecaja (F20 — F29) kod grupe
pacijenata, i iskljuCivanja dijagnoze psihijatrijskih poremecéaja ose I kod grupe
prvostepenih srodnika i kontrolne grupe ispitanika.

Skala za procenu opste funkcionalnosti (Global Assessment of Functioning- GAF)

je numericka skala (1 do 100) namenjena subjektivnoj proceni socijalne i profesionalne
funkcionalnosti, kao i prisustva psihijatrijske simptomatologije (Hall i sar., 1995).
Kori$¢ena je radi utvrdivanja statusa remisije kod grupe pacijenata.

Skala traumatskog iskustva u detinjstvu (Childhood Trauma Questionnaire - CTQ)

je retrospektivni samoupitnik koji se sastoji od 5 numeri¢kih subskala namenjenih
merenju razli¢itih vrsta traume u detinjstvu: emocionalno zlostavljanje, emocionalno
zanemarivanje, fizicko zlostavljanje, fizicko zanemarivanje, i seksualno zlostavljanje
(Bernstein i sar., 2003). Svaka subskala boduje se prema Likertovoj skali od 1 (veoma
netacno) do 5 (veoma tacno). CTQ je jedna od najSire koriS¢enih skala i primenjuje se
kod pacijenta sa razli¢itim patologijama, medu kojima su i psihoti¢ni poremecaji (Varese
i sar., 2012). U nasem istrazivanju kori$c¢en je koli¢nik ukupnog zbira bodova i ukupnog
broja pitanja (ukupno 25 pitanja), ¢ime je definisana kontinuirana varijabla CTQ-total.

Ajzenkov upitnik licnosti (Eysenck Personality Questionnaire - EPQ) je upitnik koji

meri dimenzije li¢nosti: neuroticizam, psihoticizam, i ekstroverziju (Eysenck i sar.,
1975). U nasem istrazivanju kori$¢ena su pitanja koja mere nivo neuroticizma, a ukupan
skor je definisan kao kontinuirana varijabla EPQ-N.

Subskala neuroticizma meri tendenciju dozivljavanja negativnog afekta, a osobe
koje imaju visok skor na ovoj subskali su sklone brizi, osecanju krivice, usamljenosti i
tuzi. Osobe sa izrazenim neuroticizmom ispoljavaju opisane reakcije ¢e$ce, intenzivnije
i u nesrazmeri sa okolnostima koje ih izazvaju.

Skala psihoticnih iskustava u opStoj populaciji (Community Assessment of Psychic

Experiences - CAPE) je samoupitnik kojim se meri ucestalost subklinickih simptoma
pozitivnog psihoti¢nog sindroma, negativnog sindroma i depresivnog sindroma.
Namenjen je ispitivanjima u opstoj populaciji i odnosi se na period tokom zivota (Stefanis
i sar., 2002), ali se primenjuje i u populaciji pacijenata zbog pokazane dimenzionalne
raspodele psihoti¢nih simptoma duz kontinuuma "zdrav-bolestan” (Boyette i sar., 2013).
U nasem istrazivanju koris¢en je koli¢nik ukupnog rezultata na subskali pozitivnog

psihoti¢nog sindroma tj. depresivnog sindroma i broja pitanja (pozitivni psihoti¢ni
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simptomi — 20 pitanja, depresivni simptomi — 8 pitanja), i na taj nac¢in su definisane
kontinuirane varijable CAPE—P (subklinicki psihoti¢ni simptomi ili psihoti¢na iskustva)
i CAPE-D (subklini¢ki depresivni simptomi).

The Nottingham Onset Schedule (NOS) (Singh i sar., 2005) je semi-strukturisani

upitnik koris¢en za dobijanje detaljnih podataka o toku psihoti¢nog poremecaja, odnosno
0 uzrastu pacijenata na pocetku bolesti, duzini nelecene psihoze, pocetku primene terapije
antipsihoticima i ukupnoj duZini trajanja bolesti.

Kratka verzija Vekslerovog individualnog testa inteligencije (The Wechsler Adult

Intelligence Scale - I1I, WAIS-R) predstavlja sazetu formu treée verzije Vekslerovog
individualnog testa inteligencije sastavljenu od subskala: Informacije, Aritmetika, Sifra i
Kocka mozaik (Velthorst i sar., 2013). Koris¢en je za procenu ukupnog 1Q-a prilikom

ukljucivanja u istaZivanje.

Svi psihometrijski upitnici su prevedeni i odobreni od strane internacionalne
multicentricne studije ,, The European Network of National Schizophrenia Networks
Studying Gene-Environment Interactions (EUGEI)".

3.5. Geneticke analize
3.5.1. DNK ekstrakcija

Pri radu je upotrebljena DNK izolovana iz limfocita periferne krvi ispitanika. Za
izolaciju primenjena je metoda isoljavanja ("salting out") po Milleru (Miller i sar., 1988).

Protokol isoljavanja: Uzorak od 5-10 ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-

citrat, EDTA) pomesan je sa istom koli¢inom pufera za lizu, i 15 do 20 minuta drzan je
na + 4 °C. Potom je centrifugiran 15 min na 2000 obrtaja, nakon Cega se supernatant
odbacio, a talog se resuspendovao u 5-10 ml fizioloskog pufera. Uzorak se potom ponovo
centrifugiro 15 min na 2000 obrtaja, a postupak se ponavljao 2-3 puta dok talog ne pobeli.
Nakon poslednjeg "ispiranja" supernatant se odbacio, a talogu je dodato 3 ml pufera A,
50 ul 10% proteinaze K 1 200 pl 10% SDS (Na- dodecisulfat). Uzorak je zatim
resuspendovan i inkubiran preko no¢i na 37 °C. Slede¢eg dana dodato je 1ml 6M NaCl,
promuckano je i centrifugirano 15 minuta na 3000 obrtaja. Supernatant se zatim preneo

u Cistu epruvetu i centrifugiro 15 minuta na 4000 obrtaja. Nakon zavrSenog postupka,
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supernatant se pazjivo prelio u Cistu graduisanu epruvetu, a zatim je dodat isti volumen
izopropanola. PaZljivim muckanjem izdvojio se belic¢asti kon¢i¢ DNK. Kon¢i¢ se pazljivo
pokupio staklenim Stapi¢em i potopio 30 sekundi u 70 % etanolu. DNK je osusena na
vazduhu, a zatim je rastvorena u 300 ul redestilovane vode. Koncentracija DNK u uzorku
merena je spektrofotometrom na 260 nm, a cistoéa DNK odredivana ja na osnovu

apsorbance uzorka na 260 i 280 nm.

3.5.2. Genotipizacija

U istrazivanju je analizirano devet polimorfizama FKBP5 gena: rs9291658,
rs3800373, rs9740080, rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314, rs2766533 i
rs12200498. Genotip FKBP5 polimorfizma rs9296158 je detektovan na Real Time PCR-
u (rt-PCR) metodom na aparatu ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems),
primenom komercijalnog TagMan SNP Genotyping eseja istog proizvodaca. Genotip
polimorfizama rs3800373, rs9740080, rs737054, rs6926133, rs9380529, rs9394314,
rs2766533 i rs12200498 je detektovan i analiziran primenom komercijalnog IPMCN ¢ipa,
dizajniranog na Institutu za psiholosku medicinu i klinicku neurologiju Kardifskog
univerziteta (Institute of Psychological Medicine and Clinical Neurology, Cardiff
University), a koji je koris¢en na Infinium platformi Ilumina aparata (Infinium assay

[lumina).

3.6. Statisti¢ka analiza
Geneticke analize

Prvi cilj istraZivanja bio je da se ispita distribucija odnosno ucestalost genotipa,
alela i haplotipa analiziranih polimorfizama kod sve tri grupe ispitanika. Najpre je
testirano da li postoji odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze (Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE), zatim ucestlost redeg alela (minor allele frequencies - MAF), kao i
vrednosti gametske neravnoteze vezanosti (Linkage disequilibrium, LD) za sve
analizirane parove polimorfizama u FKBP5 genu koris¢enjem programa Haploview,
verzija 4,2. (Barret i sar., 2005).
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Softverski paket Haploview, verzija 4,2 pisana je u programskom jeziku Java
(https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview). Ovim programom moguce je
testirati Hardi-Vajnbergovu ravnotezu primenom exact testa (Wigginton i sar., 2005),
odrediti ucestlost redih alela (MAF), izra¢unati gametsku neravnotezu vezanosti (LD)
izmedu analiziranih polimorfizama (Barret i sar., 2005). Matematicki algoritam
Expectation Maximisation (EM) omogucava identifikaciju haplotipskih blokova, kao i
odredivanje ucestolosti identifikovanih haplotipova (Barret i sar., 2005). Dodatno,
Haploview omogucava racunanje eventualnog postojanja razlike u ucestalosti
identifikovanih haplotipova izmedu studijskih grupa primenom 72 testa. Haploview
softver pored kompjuterskih i statistickih kalkulacija za prethodno navedene parametre,
obezbeduje i graficki prikaz LD-a izmedu parova analiziranih polimorfizama.
Identifikacija haplotipskih blokova se moZe vrSiti primenom razli¢itih kriterijuma:
confidence intervala, four gamete rule, solid spine block definition i custom block
definition. Racdunate su vrednosti D’ i r2. Za identifikaciju haplotipskog bloka je
koriscena opcija solid spine block definition, prema kojoj se krajnji ¢lanovi haplotipskog
bloka nalaze u jakom LD-u (vrednost D’>80), dok se izmedu njih nalaze ¢lanovi Kkoji
medusobno mogu biti u slabijem LD-u.

Dodatno, pomoc¢u Haploview programa, primenom Expectation Maximisation
(EM) algoritma, izracunate su i ucestalosti identifikovanih haplotipova u nasoj studijskoj
grupi. Programom Haploview je izracunata y?> vrednost za procenu eventualnog
postojanja razlike u distribuciji svakog identifikovanog haplotipa unutar haplotipskog

bloka izmedu studijskih podgrupa (pacijenti vs. kontrole, srodnici vs. kontrole).

Razlike u distribuciji genotipa i ucestalosti rizi¢nih alela izmedu grupa su testirane
primenom tabela kontigencije (cross tabulation) i Hi-kvadrat (y?) testa. Nisu testirane
razlike u distribucije genotipa, alela i haplotipa izmedu pacijenta i srodnika zbog njihove

medusobne geneticke povezanosti.

Drugi cilj straZivanja bio je da se ispita uticaj rizi¢nih alela i rizi¢énog haplotipa,
traume u detinjstvu i neuroticizma na psihoti¢ni poremecaj, gde je primenjen binarni
logisticki regresioni model. Geneticke varijable su predstavljene kategorijalno u
zavisnosti od prisustva rizicnog alela i rizi€nog haplotipa (sa/bez ,rizi¢ne* genske

varijante). Rizi¢ni aleli su prethodno u literaturi definisani kao redi (minor — a) aleli
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funkcionalnih polimorfizama (Binder 1 sar., 2004; Binder i sar., 2008), dok su ces¢i
(major - A) aleli okarakterisani u istim istrazivanjima kao protektivni. Nosioci rizi¢nog
alela ili haplotipa (izgradenog od rizi¢nih alela) su oznaceni u SPSS programu brojem
“1%, a oni koji nemaju rizi¢an alel ili haplotip brojem “0*. Ispitivanje genetickog uticaja
sprovedeno je kroz dominantni (Aa i aa vs. AA) i recesivni geneticki model (AA i Aa vs.
aa), a primenjena su tri razli¢ita modela regresije u zavisnosti od prisustva varijabli za
koje su modeli prilagodeni: sirov tj. neprilagoden model (Model 1); prilagoden model za
uticaj pola, uzrasta i CAPE-D (Model 2); prilagoden model za uticaj pola, uzrasta, CAPE-
D i CTQ-total (Model 3). Depresivni simptomi (CAPE-D) su uvrséeni kao ,,a priori
konfaunding (remetilacki) faktor zbog prethodnih studija koji su pokazali znacajan uticaj
rizi¢nih alela funkcionalnih FKBPS5 genskih varijanti na depresiju (Binder i sar., 2004;
Collip i sar., 2013). Takode, u modelu binarne regresije psihosocijalni faktori rizika
(trauma u detinjstvu i neuroticizam) su pojedina¢no analizirani i posmatrani kao
prediktori bolesti, a zatim su u model ukljucena sva tri faktora rizika (rizi¢cne FKBP5
genske varijante, trauma u detinjstvu i neuroticizam) da bi se utvrdilo koji od datih faktora
ima najjacu prediktivnu vrednost. Rezultati binarne logisticke regresije kontrolisani su za

uticaj pola i godina starosti.

Fenotipske analize

U statistickoj obradi opisa fenotipa koris¢ene su metode deskriptivne statistike i
statistike zakljuCivanja. Za opis uzorka koriS¢ene su mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina, medijana) i mere varijabiliteta (standardna devijacija, varijansa). Za
analizu razlika izmedu grupa koriséen je Kruskal-Valis (Kruskal-Wallis) test za
kontinualne varijable 1 x2 za kategoricke varijable. Bonferoni korekcija je primenjena za

multiple komparacije.

Tredi cilj istraZivanja bio je da se ispita uzajamna povezanost traume u detinjstvu,
neuroticizma i psihoti¢nih iskustva, kao i uticaj riziénih FKBPS genskih varijnati na
fenotip (neuroticizam i psihoti¢na iskustva). Primenjene su Spirmanova korelacija
(Spreman’s Rho correaltion) i linerana regresija (Linear regression) da bi se ispitala
povezanost i uticaj neuroticizma i traume u detinjstvu na psihoti¢na iskustva. Zatim,

primenjen je linearni mesoviti model (Linear Mixed Model) da se ispita geneticki uticaj
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na fenotip — psihoti¢na iskustva i neuroticizam. S obzirom da je u linearnoj regresiji i
lineranom mesovitom modelu ishodna varijbla kontinualnog tipa, pre njihove primene je
provereno da li podaci zavisne varijable (psihoti¢na iskustva, neuroticizam) podlezu
normalnoj raspodeli. Varijabla koja nije pokazivala normalnu raspodelu (neuroticizam)
je transformisana na pogodan naéin (dekadnim logaritmovanjem). Linerani mesoviti
model je koriS¢en zbog geneticke povezanosti srodnika i pacijenta, kao i zbog podloznosti
srodnika za psihoti¢ne poremecaje. Stoga je u linearnom mesovitom modelu varijabla
porodi¢ne povezanosti (Family ID) uvrS¢ena kao random factor, prema modelu
objavljenom u literaturi koji je koristio isti pristup radi ispitivanja fenotipa pacijenta,

njihovih prvostepenih srodnika i kontrola (Boyette i sar., 2013).

Vrednost ,,p* manje od 0,05 smatrana je statisti¢ki znac¢ajnom, a ,,p* vrednosti
izmedu 0,10 i 0,05 smatrane su statisti¢kim trendom i takode su obeleZene u rezultatima.
U analizama multiple komparacije izmedu tri grupe primenjena je Bonferoni korekcija
zbog Cega su vrednosti manje od 0,025 smatrane statisticki znacajnim a ,,p* vrednosti
izmedu 0,05 i 0,025 su smatrane statistickim trendom. Za statisticku analizu korisc¢en je

softverski paket za statistiku SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

42



4. REZULTATI

4.1. Socio-demografske i psihometrijske karaktersitike ispitanika

Analiza socio-demografskih parametara (tabela 4) pokazala je da nije bilo statisticki
znacajne razlike prema polu i starosti izmedu grupa pacijenta, srodnika i kontrola. U grupi
pacijenta zastupljenost muskog pola bila je 59,6%, a prosecna starost 29,3 + 5,9 (opseg
godina: 18-44); u grupi srodnika zastupljenost muskog pola bila je 41,8%, a prose¢na
starost 28,5 + 6,8 (opseg godina: 18-43); u grupi kontrola zastupljenost muskog pola bila
je 45,1%, a prosecna starost 29,8 + 6,3 (opseg godina: 21-42). Pacijenti su bili znac¢ajno
nize edukovani u odonosu na srodnike (p=0,041) i kontrole (p=0,001), dok izmedu
kontrola i srodnika nije bilo razlike (p=0,224).

Tabela 4. Socio-demografske karakteristike ispitanika

Pacijenti  Srodnici Kontrole  Pacijentivs. Pacijentivs. Srodnici vs.
Kontrole Srodnici Kontrole

P vrednosti*

Starost

(godine, srednja 593159 285468 298463 0,695 0,554 0,335
vrednost £ SD)

Pol (muski, %) 59,6 418 451 0,169 0,083 0,845
Edukacija
(godine, srednja 1955491 134426 14,0429 0,001 0,041 0.224

vrednost £ SD)

Napomena: *Kruskal-Wallis test (za edukaciju i starost) i Cross-tabulation (za pol). Primenjena je

Bonferoni korekcija za multipla poredenja: p<0,025 je podebljano; p<0,05 je u kurazivu
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Osnovne klinicke karakteristike pacijenata prikazane su u tabeli 5. U grupi obolelih
od psihoti¢nog poremecaja 27 pacijenta (52%) dijagnostikovano je kao shizofrenija, 12
(23%) pacijenata kao akutni i prolazni psihoti¢ni poremecaj, 7 (13%) pacijenata kao
shizoafektivni poremecaj, i 6 (12%) pacijenta kao neorganski psihoti¢ni poremecaj
nespecifikovan. Srednja vrednost godina starosti pocetka bolesti je iznosila 24,4+5,1
godina, dok je srednja vrednost duZine trajanja bolesti iznosila 62,7+56,7 meseci.
Pacijenti su bili u remisiji $to je verifikovano vrednostima na skali za procenu opste

funkcionalnosti (GAF: 54,1+14,0).

Tabela 5. Osnovne klini¢ke karakteristike pacijenata

ICD-10 dijagnoze (N, %)
Shizofrenija 27 (52%)
AKutni i prolazni psihoti¢ni poremecaj
5 5 = ! 12 (23%)
Shizoafektivni poremecaj
7 (13%)
Neorganski psihoti¢ni poremecaj, neoznaceni
6 (12%)
Pocetak bolesti 24,4451
(godine,srednja vrednost + SD)
Duzina trajanja bolesti 62,7+£56,7
(meseci,srednja vrednost + SD)
Opsta funkcionalnsot (GAF) 54,1+14,0
(srednja vrednost+SD)

Analiza psihometrijskih paramtera ispitanika (tabela 6) je pokazala da su pacijenti,
prema ocekivanjima, imali znacajno viSe vrednosti na skalama psihoti¢nih iskustava
(CAPE-P) i depresivnih simptoma (CAPE-D) u odnosu na prvostepene srodnike
(p<0,001) i kontrole (p<0,001). Takode, pacijenti su doziveli viSe traume u detinjstvu
(CTQ-total) u odnosu na kontrole (p=0,003). Nije bilo statisticki znacajne razlike u
traumatskim iskustvima u detinjstvu izmedu pacijenta i srodnika (p=0,264), kao ni

izmedu srodnika i kontrola (p=0,305).
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Tabela 6. Psihometrijske karakteristike ispitanika

Skale Skorovi
Srednja
vrednost 1,54
SD 0,40
CAPE-P

Medijana 1,45
Opseg 1-285

Srednja 1.85

vrednost

) 0,49
CAPE-D

Medijana 1,75

Opseg 1-3,25

Srednja 13.13

vrednost '

SD 6,78
EPQ-N

Medijana 13,00

Opseg 1-30

Srednja 1.43

vrednost ’

SD 0,41
CTQ-total

Medijana 1,28

Opseg 1-2,72

1,19

0,18

1,15

1-1,80

1,49

0,28

1,50

1-2,75

0,27

1,18

1-2,20

1,23
0,21

P<0,001
1,20

1-2,30

1,54
0,32

P=0,001
1,50

1-2,88

P<0,001

0,25

P=0,003
1,12

1-2,24

Napomena: Primenjena je Bonferoni korekcija: P<0,025 je podebljano

P<0,001

P<0,001

P<0,001

P=0,264

P=0,753

P=1,000

P =1,000

P=0,305
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4.2. Razlike u distribuciji genotipa i ucestalosti alela ispitivanih

polimorfizama izmedu grupa

U nasem uzorku nije bilo odstupanja od Hardi-Vajnberg ravnoteze (p>0,05), a
frekvenca redeg alela je bila veca od 0,05 (MAF>0,05). Osnovne karakteristike (pozicija,
MAF, HWE) ispitivanih polimorfizama predstavljene su u tabeli 7.

Tabela 7. Deskripcija ispitivanih polimorfizama

HWE

Redi Uloga °*MAF °PMAF

alel . .. Svi
Pacijenti  Srodnici Kontrole . =" . .
ispitanici

SNP ID Pozicija

rs9296158 35599305 A Intron5 0,359 0,360 0,349 0,736 0,733 0,630

rs3800373 35542476 G 3UTR 0,325 0,298 0,437 0,083 0,633 0,388

rs9470080 35646435 T Intron1 0,363 0,372 0,154 0,590 0,684 0,505

rs737054 35607710 T Intron 0,225 0,224 0,280 0,218 0,700 0,155

rs6926133 35611598 T  Intron 0,192 0,255 0,825 0,627 0,371 0,748

rs9380529 35707919 T Intron 0,361 0,496 0,381 0,890 0,303 0,940

rs9394314 35715282 C Intron 0,265 0,306 0,781 0,536 0,343 0,701

rs2766533 35717713 T Intron 0,366 0,490 0,304 0,125 0,666 0,600

rs1200498 43535523 T  Intron 0,266 0,204 0,080 0,081 0,260 0,062

Napomena: MAF Ugestalost redeg alela, HWE Hardi-Vajnberg ravnoteza. HWE i "MAF predstavijaju
rezulate istrazivanja. Informacije o poziciji, ulozi i ®“MAF su dobijeni iz baze polimorfizama: Database of
Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP) Bethesda (MD): National Center for Biotechnology
Information, National Library of Medicine (dbSNP Build 1D: 142)
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Analize razlika u distribuciji genotipa ispitivanih polimorfizama izmedu grupa

pokazale su grani¢nu statisticku znacajnost u distribuciji genotipa polimorfizma

rs3800373 izmedu pacijenta i kontrola (p=0,041). Analize razlika u distribuciji alela

pokazale su da je redi (“rizi¢ni”) G alel polimorfizma rs3800373 ucestaliji u grupi

pacijenta u odnosu na kontrole (p=0,020), dok je veca ucestalost redeg (“rizi¢nog”) A

alela polimorfizma rs9296158 u grupi pacijenata u odnosu na kontrole bila grani¢no

statisticki znacajna (p=0,053). Razlike u distribuciji genotipa i alela su prikazane u tabeli

8. Razlike u distribuciji rizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama prikazane su u figuri

1.

Tabla 8. Razlika u distribuciji genotipa i ucestalosti alela izmedu grupa

Pacijenti Srodnici Kontrole Pacijentivs. Srodnici vs.
e Genotip  Alel N (%) N (%) N (%)  Kontrole Kontrole
GG 15(28,8) 23 (418) 24 (471)
GA 28(533)  26(47,3) 22(431) P=0,190 P=0,658
AA 8 (15,4 6 (10,9 4(7,8
rs9296158 (154 (10.9) (78)
G 58(569) 71(657) 70(70,0) P=0,053 P=0,551
A 44(431) 37(343) 30(30,0)
T 19(36,5)  25(455) 30 (58,8)
TG 27(51,9)  28(50,9) 16 (314) P=0,041 P=0,123
GG 6 (11,5 2(36 3(5,9
rs3800373 (113) (36) 59)
T 65 (62,5) 78(70,9) 76(775)  P=0,020 P=0,275
39 (375) 32(291)  22(22)5)
cc 16 (30,8)  22(40,0) 21 (412)
CcT 28 (53,8) 27(491) 23(451)  P=0,278 P=0,515
T 5(9,8 6 (10,9 8 (154
rs9470060 (28) (10.9) (154)
C 60 (61,22) 71 (64,55) 65(625) P=0,852 P=0,756
T 38(38,78) 39(3545) 39 (37,5)
cc 30 (57,7) 25(455) 29 (56,9)
CT 17(32,7) 21(382) 18(353) P=0,380 P=0,077
5(9,6 9(16,4 2(39
rs737054 (28) (164) (39)
C 7 71 76 P=0,853 P=0,291
T 27 39 22
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Tabela 8. (nastavak) Razlika u distribuciji genotipa i u¢estalosti alela izmedu grupa

GG 26(500) 35(636) 26 (51,0)
GT 22(423) 17(309) 21(412) P=0444 P=0,283
16926133  TT 4(7,7) 3(5,5) 2(3,9)
G 74 87 73 P=0,860 P=0,584
T 30 23 25
T 20(38,5)  13(236)  12(23,5)
cT 22(42,3)  28(50,9)  28(54,9)  P=0,190 P=0,395
1s9380529  CC 10(19,2)  15(255)  9(17,6)
T 6 54 52 P=0,395 P=0,492
cC 42 58 46
T 18(34,6)  20(36.4)  25(49,0)
cT 26(50,0)  30(54,5)  18(35,3)  P=0,182 P=0,138
19394314  CC 8(15,4) 5(9,1) 6(11,8)
T 62 70 68 P=0,575 P=0,998
c 44 40 40
T 18(34,6)  13(236)  11(21,6)
cT 22(42,3)  33(60,0)  26(51,0)  P=0,260 P=0,351
1s2766533  CC 12(23,1)  9(16,4) 12(23,5)
T 58 59 48 P=0,397 P=0,578
C 46 51 50
cc 39(75,0)  41(745)  30(58.8)
cT 9(17,3) 11(20,0)  18(353)  P=0,074 P=0,100
rs12200498  TT 4(7.7) 3(5.5) 1(2,0)
c 87 93 78 P=0,989 P=0,369
T 22 17 20

Napomena: N - ukupan broj osoba sa genotipom/alelom. Bonferoni korekcija je primenjena: P<0,025 je
podebljano, P<0,05 je u kurzivu.

48



Figura 1. Razlika u distribuciji rizi¢nih vs. nerizi¢nih alela funkcionalnih FKBP5

polimorfizama izmedu grupa; p<0,05 je podebljano; p<0,1 je u kurazivu

a) Distribucija broja ispitanika sa rizicnim A alelom vs. ne-rizicnim G alelom

polimorfizma rs9296158
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b) Distribucija broja ispitanika sa rizicnim G alelom vs. ne-rizi¢nim T alelom

polimorfizma rs3800373
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c¢) Distribucija broja ispitanika sa rizicnim C alelom vs. ne-rizi¢nim T alelom

polimorfizma rs9470080
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4.3. Razlike u distribuciji haplotipova izmedu grupa

Softverski program Haploview generisao je dva haplobloka: blok 1 (rs9296158,
rs3800373, rs9470080 i rs737054) i blok 2 (rs6926133, rs9380529, rs9394314, rs2766533
i rs12200498). Prvi blok (haplolok 1) su ¢inili funcionalni polimorfizmi (rs9296158,
rs3800373 i rs9470080) i rs737054. Oko 90% ispitanika u haplobloku 1 imalo je GTCC,
AGTC i GTCT kombinaciju haplotipa. AGTC haplotip ¢inila je kombinacija “rizi¢nih”
alela polimorfizama rs9296158 (A alel), rs3800373 (G alel) i rs9470080 (T alel), zbog
¢ega je AGTC haplotip oznacen kao “rizi¢ni”. Kombinacije haplotipa GTCC i GTCT ¢ine
“nerizicni” aleli zbog ¢ega su oni oznaCeni kao “nerizi¢ni” haplotipovi. Analizama
ucestalosti haplotipova utvrdeno je da je “rizi¢ni” AGTC haplotip ¢es¢i kod pacijenta u
odnosu na kontrole (35,5% vs. 21,3%, p=0,026). GTCC haplotip, sacinjen od
“nerizi¢nih” alela, bio je ucestaliji kod kontrola u odnosu na srodnike (42,8% vs. 29,1%,
p=0,038), i imao je tendenciju da bude ucestaliji kod kontrola u odonosu na pacijente
(42,8% vs. 29,7%, p=0,053). Takode, GTCT haplotip (sacinjen od "nerizi¢nih" alela), je
imao tendenciju da bude viSe prisutan kod srodnika u odnosu na kontrole (35,4% vs.
22,4%, p=0,054). Haplotipovi u bloku 2 bili su sli¢ne usestalosti kod pacijenta i kontrola,
ali je pokazana razlika izmedu srodnika i kontrola. Haplotipovi GTCTC, GTTCC i

TTCCC, ¢ija je ukupna ucestalost u uzorku bila oko 15%, pokazali su tendenciju da
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GTCTC (p=0,07) bude ucestaliji kod srodnika, i tendenciju da GTTCC (p=0,07) i TTCCC
(p=0,06) budu ucestaliji kod kontrola. Povezanost polimorfizama i razlika u distribuciji
haplotipova izmedu pacijenta i kontrola prikazana je u figuri 2, a izmedu srodnika i

kontrola prikazana je u figuri 3.

Dalja analiza haplotipa, prikazana u tabeli 9, odnosila se na razlike u prisustvu
AGTC haplotipa u genomu izmedu grupa, odnosno na prisustvo dve, jedne ili nula kopija
AGTC haplotipa u genomu. Grupa ispitanika koja nije imala AGTC haplotip je oznacena
kao grupa “0”, a grupa ispitanika koja je imala jednu ili dve kopije AGTC haplotipa je
oznacena kao grupa “1”. Rezultati ove analize su potvrdili da pacijenti imaju vise AGTC
kopija u genomu u odnosu na kontrole (64,7% vs. 35,4%, p=0,005), dok su se srodnici
nalazili u intermedijarnoj poziciji izmedu pacijenta i kontrola (54,5% vs. 35,4%,
p=0,074).

Figura 2. Povezanost polimorfizama i razlika u distribuciji haplotipova izmedu

pacijenata i kontrola

Haplotip  Total Pacijenti Kontrole P
% % %
. GTCC 360 297 428 0,0531
g g % Z E g § E % AGTC | 286 355 213 0,0264
2 9 % % % % % § % |BlokileTCT 243 260 224 05605
TR TR ATTC 75 59 93 0,3606
'’ 6 GTTC 2,0 1,0 31 0,286
GGCC 1,1 11 1,1 0,9807
GCTCC | 405 394 417 0,7357
TTCTC | 232 259 204 0,3499
Blok2|GTTTT | 163 154 172 0,7203
GTCTC | 94 12,5 6,2 0,1227
GTTCC | 40 2,9 5.2 0,4051
GCTTT | 21 1,0 3.2 0,2701
TTCCC | 25 1,9 3.1 0,6028
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Figura 3. Povezanost polimorfizama i razlika u distribuciji haplotipova izmedu kontrola i

srodnika

Haplotip  Total Srodnici Kontrole p
% % %

GTCC 355 291 42,8  0,0384

8 £ 8 y B R 3 B ¢ AGTC 254 291 214  0,2045
& 8 T ¢ g B 8 & 8§ Block 1|GTCT 288 345 224  0,0543
o i . & o o = H i
ATTC 68 46 92  0,1849
Block 1 (0 kh) Block 2 (0 kh)
1 2 3 5 8 GTTC 2,4 1,8 3,1 0,5555

GCTCC 436 453 41,7  0,6008
TTCTC 20,6 20,8 20,3 0,9281
Block 2|GTTTT 15,3 13,6 17,2 0,4668

o
4
‘o

2R
‘0?56‘0

GTCTC 10,1 13,6 6,2 0,0765
GTTCC 2,9 1,0 51 0,0745
GCTTT 2,5 1,9 3,2 0,5428
GCCTC 1,5 19 1,0 0,6033
TTCCC 1,5 0 31 0,0644

Figura 2 i Figura 3 predstavljaju graficki prikaz gametske neravnoteze povezanosti
(LD) izmedu ispitivanih polimorfizama i razliku u distribuciji FKBP5 haplotipova u
analiziranom uzorku. Vrednosti svakog kvadrati¢a predstavljaju ja¢inu LD (D’). Boje
kvadrati¢a oznacavaju sledece: crvena boja znaci LOD>2 i D’=1; nijanse roze boje znace
LOD>2 i D’<1; plava boja zna¢i LOD<2 i D’=1; bela boja zna¢i LOD<2 i D’<I. p <0,05

je podebljano; p<0,1 je u kurazivu.

Tabela 9. Razlike u distribuciji AGTC haplotipa izmedu grupa

Pacijenti Srodnici Kontrole Pacijenti vs. | Srodnici vs.

AGTC hapotip N (%) N (%) N (%) Kontrole Kontrole

'1'— jedna ili dve kopije | 33(64,7) | 30(545) | 17 (35.4)
P=0,005 P=0,074
'0'— nula kopija 18(353) | 25(45,5) | 31(64.6)

Napomena: N ukupan broj ispitanika sa ili bez AGTC haplotipa. Primenjena je Bonferoni korekcija:
P<0,025 je podebljano.
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4.4. Uticaj rizi¢nih FKBP5 genskih varijanti na psihoti¢ni poremecaj: dominanti i

recesivni genetic¢ki modeli

Rezultati binarne logisti¢ke regresije pojedinacnih funkcionalnih polimorfizama i AGTC
haplotipa prikazani su u tabeli 10. Dominantni geneticki model za polimorfizam
rs9296158 je pokazao tenedenciju da nosioci “rizicnog” A alela povecavaju rizik za
psihozu u Modelu 1 (OR=2,22; 95%CI: 0,977 - 5,025; p=0,057) i Modelu 3 u kome je
ukljucena trauma u detinjstvu (OR=2,69; 95%CI: 0,992 — 7,278; p=0,052). Rezultati
dominantnog genetickog modela za polimorfizam rs3800373 su pokazali da nosioci
“rizi¢nog” G alela povecavaju Sansu za bolest u Modelu 1 (OR=2,74; 95%ClI: 1,225 -
6,137; p=0,014) i da se rizik povecava skoro dva puta kada se primeni Model 3 u kome
je ukljuéena trauma u detinjstvu (OR=4,26; 95%CI: 1,581 - 11,490; p=0,004). Rezultati
dominantnog genetickog modela za polimorfizam rs9470080 pokazali su da rizi¢ni “C”
aleli tezi da poveca Sansu za psihoti¢ni poremecéaj samo kada je ukljuceno prisustvo
traume u detinjstvu u Modelu 3 (OR=2,37; 95%CI: 0,878 - 6,396; p=0,088). Rezultati
uticaja AGTC haplotipa su pokazali da nosioci svih rizi¢nih alela u jednom ili oba lanca
DNK povecavaju Sansu za bolest 3 puta (OR=3,34; 95%Cl: 1,466 - 7,624 p=0,004), dok
se taj rizik povecava na ¢ak 5 puta vecu Sansu za bolest kada je pored uticaja AGTC
haplotipa ukljucena i trauma u detinjstvu u Modelu 3 (OR=5,19; 95%CI: 1,871 - 14,403,;
p=0,002). Interakcija funkcionalnih polimorfizama i traume u detinjstvu nije uticala na

rizik od psihoti¢nog poremecaja (tabela 11).
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Tabela 10. Uticaj rizi¢nih alela FKBP5 funkcionalnih polimorfizama i AGTC “rizi¢nog”

SNP

rs9296158

rs3800373

rs9470080

Haplotip

AGTC

haplotipa na podloZnot za psihoti¢an poremecaj

Geneticki
model

aRecesivni

bDominantan

@Recesivni

bDominantan

2Recesivni

bDominantan

‘0’ — nula
kopija

‘I’ —jednaili
dve kopije

Model 1

Sirov OR
(95% ClI)

0,467
(0,131 to 1,665)

2,215
(0,977 to 5,025)

0,500
(0,188 t0 2,121)

2,742
(1,225 t0 6,137)

1,600
(0,485 to 5,275)

1,688
(0,746 to 3,819)

1,000

3,343
(1,466 to 7,624)

P value

0,241

0,057

0,347

0,014

0,440

0,209

Ref.

0,004

Model 2

Prilagoden OR
(95% ClI)

0,347
(0,089 to 1,357)

0,462
(0,188 to 1,135)

0,343
(0,074 to 1,598)

2,894
(1,195 to 7,010)

2,746
(0,757 to 9,956)

1,822
(0,744 t0 4,463)

1,000

3,429
(1,394 to 8,437)

P value

0,128

0,092

0,173

0,019

0,124

0,189

Ref.

0,007

Model 3

dPrilagoden OR
(95%CI)

0,293
(0,070 to 1,218)

2,687
(0,992 107,278 )

0,299
(0,060 to 1,486)

4,261
(1,581 to 11,490)

2,922
(0,769 to 11,104)

2,370
(0,878 to 6,396)

1,000

5,191
(1,871 to 14,403)

P value

0,001

0,052

0,140

0,004

0,115

0,088

Ref.

0,002

Napomena: OR odnos Sansi, CI interval poverenja, P<0,05 predstavljen je podebljano, P<0,1 predstavljen

je u kurazivu

AAA+Aa Vs. aa, PAa + aa vs. AA; A- &eidi alel, a — redi (rizi¢an) alel

‘Prilagoden odnos $ansi za pol, starost i CAPE-D

dPrilagoden odnos $ansi za pol, starost, CAPE-D i CTQ-total
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Tabela 11. Efekat interakcije rizicnih FKBP5 genskih varijanti (SNP/haplotip) i traume

u detinjstvu na psihoti¢ni poremecaj

Sirovi rezultati @Prilagodeni rezultati
SNP/Haplotip OR 95% Cl P value OR 95%Cl P value
rs9296158 1,038 0917t0 1,175 0,551 1,008  0,883t01,150 0,906
(nosioci A alela)
rs3800373 1,080 0955t01,221 0,222 1,044  0914t01,193 0,526
(nosioci G alela)
rs9470080 0,966 0,854t01,092 0,577 0,990 0,869t01,128 0,881
(nosioci T alela)
AGTC Haplotip 0930 0,821t01,053 0,252 0916 0,838t01,101 0,566

(1 ili 2 kopije)

Napomena: ®P vrednosti su prilagodene za pol, starost i CAPE- D

4.5. Neuroticizam, trauma u detinjstvu i rizicne FKBPS5 genske varijante kao

prediktori psihoticnog poremecéaja

Rezultati modela binarne logisticke regresije, kada su ukljuc¢eni trauma u detinjstvu,
pol i godine starosti, pokazali su da trauma u detinjstvu jeste prediktor psihoti¢nog
pormecaja i da povecéava Sansu za bolest 1,1 puta (OR=1,09; 95%CI: 1,03-1,15; p=0,003).
Takode, u modelu sa neuroticizmom, polom i godinama starosti, dobijeni su rezultati da
vi$i nivo neuroticzma povecava 2,6 puta podloznost za psihoti¢an poremecaj (OR=2,64;
95%Cl: 1,60-4,36; p<0,001). Uklju¢ivanjem traume u detinjstvu u model rezultati su bili
sli¢ni, odnosno neuroticizam je bio prediktor bolesti sa priblizno istim rizikom kao i u
individualnom modelu (OR=2,25; 95%CI: 1,34-3,37; p=0,002), dok je trauma kao
prediktor postala grani¢no statisti¢ki znacajna ali sa sli¢cnim efektom na bolest (OR=1,05;
95%ClI: 0,99-1,12; p=0,06).
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Kada se u modelu binarne regresije ukljuc¢e sva tri faktora rizika za psihozu
(bioloski i psihosocijalni), dobijenu su rezultati da su i trauma u detinjstvu, i neuroticizam
i rizicne FKBPS genske varijante (rs3800373 i AGTC haplotip) jedinstveni prediktori za
bolest, od kojih geneticki faktori imaju najjaci uticaj. Funkcionalni polimorfizmi
rs9296158 i rs9470080 ne predstavljaju u ovom modelu statisticki znacajne prediktore.
Dakle, u modelu sa funkcionalnim polimorfizmom rs3800373 rangiranje prediktivnih
faktora je sledece (figura 4): nosioci rizi¢nog G alela imaju 3,5 puta ve¢i rizik za bolest
(OR=3,51; 95%Cl: 1,25- 9,82; p=0,017); visi nivo neuroticizma povecava rizik 1,8 puta
(OR=1,84; 95%Cl: 1,07-3,18; p=0,027); trauma u detinjstvu povecava Sansu za bolest 1,1
puta (OR=1,07; 95%CI: 1,00-1,14; p=0,047). Takode, u modelu sa AGTC haplotipom
rangiranje prediktivnih faktora je sledece (figura 5): nosioci jedne ili dve kopije AGTC
haplotipa imaju 4,5 puta veci rizik za bolest (OR=4,47; 95%CI: 1,53-13,07; p=0,006);
neuroticizam povecava Sansu za bolest 1,7 puta ali je na granici statistiCke znacajnosti
(OR=1,70; 95%CI: 0,98-2,95; p=0,059); trauma u detinjstvu povecava rizik 1,07 puta
(OR=1,07; 95%CI: 1,00-1,14; p=0,036);

Figura 4. Prediktori psihoti¢nog poremecaja kada su u modelu binarne logisticke
regresije ukljuceni rs3800373, neuroticizam, trauma u detinjstvu, pol i godine starosti.

**p<0,01; *p<0,05

Prediktori psihoticnog poremecaja

RS3800373 NEUROTICIZAM TRAUMA U DETINJSTVU
= OR
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Figura 5. Preditori psihoti¢nog poremecaja kada su u modelu binarne logisticke regresije
ukljuc¢eni AGTC haplotip, neuroticizam, trauma u detinjstvu, pol i godine starosti.
**p<0,01; *p<0,05.

Prediktori psihoticnog poremecaja

Jek

AGTC HAPLOTIP NEUROTICIZAM TRAUMA U
DETINJSTVU

OR

4.6. Povezanost neuroticizma, psihoti¢nih iskustava i traume u detinjstvu

Spirmanova korelacija pokazala je jaku povezanost neuroticizma sa pozitivnim
psihoti¢nim iskustvima kod pacijenata (r=0,583; p<0,001) i srodnika (r=0,339; p=0,013),
ali ne i kod zdravih kontrola (r=0,204; p=0,164). Dalje analize korelacija pokazale su da
je trauma u detinjstvu jako povezana sa psihoti¢nim iskustvima kod sve tri grupe
ispitanika (pacijenti: r=0,526; p<0,001; srodnici: r=0,471, p<0,001; kontrole: r=0,339;
p=0,018). S druge strane, trauma u detinjstvu povezana je sa neuroticizmom kod zdravih
ispitanika (srodnici: r=0,354; p=0,012; kontrole: r=0,282; p=0,049), ali ne i sa
neuroticizmom kod pacijenata (r=0,191; p=0,204). Linerana regresija je potvrdila
rezultate korelacija izmedu psihoti¢nih iskustava, neuroticizma, i traume u detinjstvu kod
pacijenta, srodnika i kontrola. Graficki prikaz rezulatata linerane regresije predstavljeni
su u figuri 6 (neuroticizam kao prediktor psihoti¢nih iskustava), figuri 7 (trauma u
detinjstvu kao prediktor psihoti¢nih iskustava), i figuri 8 (trauma u detinjstvu kao

prediktor neuroticizma), a analize su kontrolisane za remetilacki uticaj pola i uzrasta.
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Figura 6. Neuroticizam (EPQ-N)* kao prediktor psihoti¢nih simptoma (CAPE-P) u
zavisnosti od pripadnosti grupi; *varijabla neuroticizma je transformisana dekadnim

logaritmovanjem; p<0,05 je podebljano.

a) Pacijenti sa psihoti¢nim poremecajem

R?=0,301

P<0,001

b) Srodnici

R?=0,252

P=0,003
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c) Kontrole

R?=0,035

P=0,224

Figura 7. Trauma u detinjstvu (CTQ-total) kao prediktor psihoti¢nih iskustava
(CAPE-P) u zavisnosti od pripadnosti grupi; p<0,05 je podebljano.

a) Pacijenti sa psihoti¢nim poremecajem

R?=0,223

P=0,001
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b) Srodnici

R?=0,249

P=0,003

c) Kontrole

R?=0,202

P=0,002
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Figura 8. Trauma u detinjstvu (CTQ-total) kao prediktor neuroticizma (EPQ-N)* u
zavisnosti od pripadnosti grupi; *varijabla neuroticizma je transformisana dekadnim

logaritmovanjem; p<0,05 je podebljano.

a) Pacijenti sa psihoti¢nim poremecajem

R?=0,050

P=0,218

b) Srodnici

R?=0,239

P=0,019
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c) Kontrole

R?=0,092

P=0,048

4.7. Uticaj rizi¢nih FKBP5 genskih varijanti na fenotip

Analize fenotipa radene su na celom uzorku zbog dimenzionalnog pristupa
psihoti¢nim poremecajima, tj. na osnovu dokaza o distribuciji simptomatologije na
kontinuumu od asimptomatskih stanja, preko subklinickih manifestacija simptoma, do
jasnih klinicki manifestnih simptoma kod osoba sa dijagnozom psihotiénog poremecaja.
Takode, dimenzionalnim pristupom se postize veca varijabilnost fenotipa, a time i
senzitivnost za detekciju subklini¢kih fenomena kao $to su psihoti¢na iskustva (Kelleher
i Cannon, 2011). Rezultati svih analiza su kontrolsani za remetilacki uticaj pola, uzrasta,
pripadnosti grupi, familijarne povezanosti (Family ID), i CAPE-D. Analize su prvo

radene na celom uzorku, a zatim samo kod zdravih ispitanika (kontrole i srodnici).
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4.7.1. Uticaj rizi¢nih alela i AGTC haplotipa na neuroticizam

Analize na celom uzorku pokazale su jaku pozitivnu povezanost izmedju prisustva
rizicnih alela funkcionalnih polimorfizama i rizicnog AGTC haplotipa i neuroticizma
(tabela 12). Preciznije, linearni meSani model je pokazao da su redi “rizi¢ni” aleli
polimorfizama rs9296158 (b=0,338, p=0,003), rs3800373 (b=0,320, p=0,006), i
rs9470080 (b=0,317, p=0,006), kao i AGTC haplotipa (b=0,342, p=0,004) prediktori
viseg neuroticizma. Kada su iz analiza iskljuceni pacijenti, rezultati lineranog mesovitog
modela bili su u skladu sa prethodnim, odnosno potvrdili su da su rizi¢ni aleli
polimorfizama rs9296158 (b=0,293, p=0,029), rs3800373 (b=0,306, p=0,025),
rs9470080 (b=0,295, p=0,030) i AGTC haplotip (b=0,310, p=0,027) prediktori viseg

neuroticizma.

Tabela 12. Linearni mesani model: FKBPS5 rizi¢ne varijante kao prediktori neuroticizma

Svi ispitanici Zdravi ispitanici

. Standardizovan a Standardizovan b
SNP/Haplotip B — 95% ClI P value B — 95%Cl P value
rs9296158
(nosioci A alela: 0,338 0,113t0 0,562 0,003 0,293 0,029t0 0,556 0,029
AA+GA)
rs3800373
(nosioci G alela: 0,320 0,095t0 0,545 0,006 0,306 0,038t0 0,573 0,025
GG+TG)
rs9470080
(nosioci T alela: 0,317 0,091to 0,544 0,006 0,295 0,029t0 0,562 0,030
TT+CT)
AGTC haplotip
(nosioci jedne ili 0,342 0,113t0 0,571 0,004 0,310 0,036t0 0,584 0,027

dve kopije)
Napomena: Zdravi ispitanici: srodnici+kontrole, P<0,05 je podebljano

P vrednosti su prilagidene za pol, starost, pripadnost grupi, Family ID i CAPE-D
bP vrednosti su prilagodene za pol, starost, CAPE-D i pripadnost grupi
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4.7.2. Uticaj rizi¢nih alela i AGTC haplotipa na psihoti¢na iskustva

Analize na celom uzorku nisu pokazale povezanost prisustva rizi¢nih alela funkcionalnih
polimorfizama niti rizicnog AGTC haplotipa sa visim vrednostima psihoti¢nih iskustava
(tabela 13). Takode, analize zdravih ispitanika nisu pokazale direktnu vezu izmedu

rizi¢nih FKBP5 genskih varijanti i subklinickih psihoti¢nih simptoma.

Tablela 13. Linearni mesoviti model: FKBPS rizi¢ne genske varijante kao prediktori

psihoti¢nih iskustava

Svi ispitanici Zdravi ispitanici
Koeficijent Koeficijent
SNP/Haplotip 95% ClI 3P value 95%Cl ®P value
(b) (b)
rs9296158
(nosioci A alela: -0,038 -0,130 do 0,054 0,420 -0,044 -0,121 t0 0,032 0,256
AA+GA)
rs3800373
(nosioci G alela: -0,027 -0,119 do 0,064 0,554 -0,023 -0,102t0 0,055 0,559
GG+TG)
rs9470080
(nosioci T alela: -0,030 -0,124 do 0,062 0,515 -0,031 -0,110 to 0,047 0,425
TT+CT)
AGTC haplotip
(nosioci jedne ili -0,026 -0,120 do 0,067 0,582 -0,024 -0,104t0 0,056 0,556

dve kopije)

Napomena: Zdravi ispitanici: srodnici+kontrole, P<0,05 je podebljano
ap vrednosti su prilagodene za pol, starost, pripadnost grupi, i porodiénu povezanost

bP vrednosti su prilagodene za pol, starost, i porodiénu podloznost za psihoti¢ni poremecéaj
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5. DISKUSIJA

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da su bioloski (rizicne FKBP5 genske
varijante) i psihosocijalni (trauma u detinjstvu i neuroticizam) faktori rizika prediktori
psihoti¢nog poremecaja. Analize njihove medusobne povezanosti podrzavaju dijateza-
stres model psihoti¢nog pormecaja, odnosno da pacijenti imaju biolosku podloznost
(rizicne FKBPS genske varijante) za povisenu senzitivnost na stres (neuroticizam), kao i
da sredinski faktor (trauma u detinjstvu) jeste moderator genetickog uticaja na samu

bolest. Sistemati¢no su predstavljene tri linije dokaza:

1) Geneticki i psihosocijalni faktori su individualni prediktori psihoti¢nog poremecaja.
Potvrdili smo uticaj rizicnih FKBP5 genskih varijanti na podloznost za psihotican
poremecaj, posebno kada je u model ukljucena trauma u detinjstvu. Aditivan efekat
traume podrzava koncept dijateza-stres modela, odnosno potvrduje povezanost
bioloske senzitivnosti HPA sistema i stresogenih faktora. Takode, naglasili smo
neophodnost da efekat sredinskih faktora bude uklju¢en u geneticke studije zbog

moguceg uticaja na geneticku predispoziciju.

2) Nasa studija je prva studija koja je ispitivala distribuciju FKBP5 haplotipova kod
pacijenta sa psihoticnim poremecajem i njihovih srodnika, a zatim poredila sa
distribucijom haplotipova kod zdravih kontrola. Po prvi put je pokazano da je veca
ucestalost “rizi¢nog” haplotipa prisutna kod pacijenata, dok su “nerizic¢ni” haplotipovi

viSe zastupljeni kod srodnika i kontrola.

3) Potvrdili smo rezultate prethodne studije (Boyette i sar., 2013) da postoji jaka
povezanost izmedu neuroticizma, kao fenotipa za poviSenu stres-senzitivnost, i
psihoti¢nih iskustava kod pacijenta i srodnika, $to sugeriSe o naslednom (genetickom)
faktoru ove veze. Geneticke analize su to i potvrdile, otkrivaju¢i da postoji jak uticaj
rizi¢nih alela i riziénog haplotipa FKBP5 gena na vise vrednosti neuroticizma. Dakle,
moguce je da je poviSena stres-senzitivnost nasledna, sto takode ukazuje i da postoji
geneticka predispozicija za dijateza-stres mehanizam nastanka psihoti¢nog
poremecaja.

Rezultati ispitivanja faktora rizika koji uti¢u na podloznost za psihoti¢an poremecaj

su potvrdili nalaze iz literature da su psihosocijalni faktori, neuroticizam i trauma u
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detinjstvu, prediktori psihoti¢nog poremecaja (van Os i Jones, 2001, Heins i sar, 2011).
Zanimljivo, uticaj na bolest nije se menjao kada su oba psihosocijalna faktora bila
ukljuc¢ena u model, $to do sada nije radeno u istrazivanjima, ¢ime smo potvrdili da su oni
zaista jedinstveni, odnosno individualni prediktori psihoti¢nog poremecaja. Posebno su
znacajni nalazi regresionog modela u kome smo ukljucili zajedno bioloske (rizi¢ne
FKBP5 geneske varijante) i psihosocijalne faktore rizika, i koji su pokazali da svaki faktor
rizika pojedinac¢no utice na bolest. Rangiranjem njihovog efekta na podloznost za
psihoti¢an poremecaj dobili smo da su geneticke varijable rs3800373 (OR=3,51,;
p=0,017) i AGTC haplotip (OR=4,47; p=0,006) najjac¢i prediktori bolesti, zatim
neuroticizam (OR=1,84; p=0,027), i na kraju trauma u detinjstvu (OR=1,07; p=0,047).
Uticaj FKBP5 gena na bolest pokazan je i kroz modele koji su ispitivali dominantan i
recesivan geneticki efekat, u zavisnosti od prisustva odnosno odsustva traume u
detinjstvu. Dominantni geneti¢ki model za polimorfizme rs3800373 i rs9296158, koji je
poredio rizik za bolest kod nosilaca redeg alela (Aa, aa) u odnosu na homozigote za ¢esci
alel (AA), pokazao je direktan geneticki uticaj rizicnog alela G polimorfizma rs3800373,
i rizi¢nog alela A polimorfizma rs9296158. Odnos $ansi se poveéavao sa 2 na skoro 3
puta veci rizik za bolest kod nosioca A rizi¢nog alela polimorfizma rs9296158 kada je u
model ukljuc¢ena trauma u detinjstvu, ¢ime smo pokazali aditivni efekat sredinskog uticaja
na geneticku predispoziciju. Jos jaci efekt traume pokazan je za polimorfizam rs3800373.
Naime, odnos Sansi se povecavao sa 2 na 4 puta veci rizik za bolest kada je u model

ukljucena trauma u detinjstvu.

Nasi rezultati udruzenog efekta traume i FKBP5 gena u skladu su sa prethodno
objavljenim rezultatima u literaturi koji navode da rizicne FKBPS genske varijante uticu
na rizik za psihozu jedino u prisustvu stresa. Na primer, kolege iz Holandije su prvi
dokazali da GXE interakcija uti¢e na klini¢ke i subklinicke psihoti¢ne simptome (Collip i
sar, 2013). U njihovoj studiji sredinski stresor je bila trauma u detinjstvu, kao i u naSem
istrazivanju, a nosioci redih tj. rizi¢nih alela polimorfizama rs9296158 i rs471396 su
posmatrani kao nosioci genskog rizika. Mi nismo dobili efekat interakcije A alela
polimorfizma rs9291658 i traume, ve¢ je trauma u detinjstvu u nasem uzorku imala
aditivan efekat na bolest. Jedno od mogucih objaSnjenja jeste da su pacijenti u nasoj
studiji imali znatno manje traume u detinjstvu u odnosu na pacijente iz Holandije. Srednja

vrednost traume u naSem uzorku je bila 1,4, a opseg 1-2,7 (vrednosti pitanja od 1 do 5),
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dok je u studiji Collip i saradnika srednja vrednost traumatizacije u detinjstvu bila 1,7 a
opseg 0-3,2 (vrednosti pitanja od 0 do 4). S druge strane, Ajnakina i saradnici pokazali
su, kao i nasa studija, aditivan efekat stresa i FKBP5 gena na razvoj psihoti¢nih
poremecaja (Ajnakina i sar., 2014). Naime, rezulatati njihovog istrazivanja pokazali su
direktan uticaj rizi¢nog T alela polimorfizma rs1360780 u dominantnom geneti¢kom
modelu, kada su u model ukljueni stresogeni faktori kao $to je razvod roditelja i
zloupotreba kanabisa. Nasi rezultati dobijeni analizom dominantnog genetickog modela
za polimorfizam rs3800373 u skladu su sa njihovim nalazima. Preciznije, sirovi rezultati
naseg dominatnog genetickog modela (OR=2,74; 95%Cl: 1,22-6,14; p=0,014) veoma su
sli¢éni njihovim prilagodenim rezultatima za stresne faktore kada je primenjen dominantan
geneticki modela za rs1360780 (OR=2,81; 95%Cl: 1,23-6,43; p=0,002). Konzisteno sa
njihovim nalazima, rizik za psihoti¢ne poremecaje u nasem uzorku povecao se kada je
primenjen prilagoden model za trauma u detinjstvu (OR=4,26; p=0,004). Takode, nasi
geneticki modeli bili su kontrolisani za depresivne simptome, kao $to je to bio slu¢aj kod
kolega Collip i saradnika, dok je kod Ajnakine i saradnika nedostatak podataka o
depresivnoj simptomatologiji i njihovo uklju¢ivanje u geneticke analize bilo jedno od
ogranicenja studije. Sli¢ni rezulati za razli¢ite polimorfizme u navedenim studijama su
o¢ekivani s obzirom da su dati funkcionalni polimorfizmi (rs1360780, rs9296158,
15471396 1 1rs3800373) snazno povezani u haplobloku (Binder i sar., 2008).

Brojne studije govore o uticaju riziénih FKBP5 genskih varijanti na psihijatrijske
poremecaje Cija je etiopatogeneza povezana sa stresom. Prvi rezultati o uticaju redih
“rizi¢nih”) alela funkcionalnih polimorfizama FKBP5 gena na psihopatologiju
objavljeni su 2004. godine, kada je pokazan efekat na depresiju i odgovor na terapiju, kao
i uticaj na bioloske korelate funkcije HPA osovine (Binder i sar., 2004). Nakon
istrazivanja Binder i saradnika, FKBP5 je potao vazan gen kandidat u studijama
interakcije gena i sredinskih faktora (GXE). Tada pocinje era istrazivanja FKBPS5 gena, a
pre svega u depresiji i posttraumatskom stresnom poremecaju (PTSP). Tako, pokazana je
veca ucesatlost rizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama kod pacijenta u odnosu na
kontrole, kao i da prisustvo rizicnog alela povecava Sansu za depresivno oboljenje
(Lekman i sar., 2008; Lavebratt i sar., 2010; Szczepankiewicz i sar., 2014). Skorasnja
meta-analiza je pazljivim ispitivanjem do sada objavljenih istrazivanja to i potvrdila: redi

“rizi¢ni” aleli funkcionalnih polimorfizama rs1360780 (T alel) i rs3800373 (G alel)
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povecavaju Sansu za nastanak depresivnog poremecaja (Rao i sar., 2016). S druge strane,
veliki broj studija pokazao je da rizicne genske varijante imaju uticaj iskljucivo u
prisustvu traume. Rezultati 10-godisnje prospektivne studije pokazali su vecu incidencu
depresivnog poremecaja kod osoba koje su homozigoti za rizican alel funkcionalnih
polimorfizama rs1360780 (T alel), rs3800373 (G alel), rs9296158 (A alel), rs9470080 (T
alel), i rs4713916 (A alel), kada su doziveli stresne dogadaje tokom detinjstva
(Zimmermann i sar., 2011). Posebno je istaknuto, kroz razlicite studije, da je trauma
dozivljena u detinjstvu sredinski stresor koji povecava rizik za depresivne simptome i
depresivni poremecéaj kod osoba koje su nosioci rizicnih alela funkcionalnih
polimorfizama FKBP5 gena (Appel i sar., 2011; Dackis isar., 2012; Kohrt i sar., 2015;
Scheuer i sar., 2016). Jedno od moguc¢ih objasnjenja jeste da rana trauma, odnosno trauma
u detinjstvu, ima uticaj na epigenetske promene u FKBP5 genu koje predstavljaju jedan

od mehanizama regulacije FKBP5 ekspresije (Zannas i sar., 2014).

Veliki broj studija potvrdio je uticaj rizicnih FKBPS5 genskih varijanti na PTSP.
Prvo istrazivanje FKBP5 polimorfizama i PTSP-a sprovedeno je 2008. godine. Rezultati
studije su pokazali da nosioci rizi¢nih alela polimorfizama rs1360780, rs9296158,
rs3800373, i rs9470080 ne uticu direktno na pojavu bolesti i tezinu simptoma, ve¢ da
isklju¢ivo interakcija alela i traume ima snazan efekat kao prediktor posttraumatskog
stresnog poremecaja i tezine simptomatologije (Binder i sar., 2008) Takode, dato
istrazivanje je primenilo deksametazonski supresivni test (DST) na pacijente sa PTSP i
zdrave kontrole, i otkrilo je da prisustvo rizi¢nih alela i traume kod pacijenata dovodi do
smanjenog odgovora kortizola na DST, §to govori u prilog pojacane senzitivnosti GR za
kortizol, dok je kod kontrola sa riziénim alelom i dozivljenom traumom u detinjstvu
pokazan povisen odgovor kortizola odnosno GR rezistentnost. Dobijeni rezultati u skladu
su sa ostalim studijama kortizola i PTSP koje govore u prilog hipersenzitivnost GR za
kortizol (Yehuda i sar., 1991; Yehuda i sar., 2004), dok su rezultati kod zdravih kontrola
u skladu sa prethodno pokazanom povisenom ekspresijom FKBP5 proteina i GR
rezistencom kod nosilaca riziénih alela (Binder i sar., 2004). Logitidinalna studija
pracenja osoba koje su bile Zrtve teroristickog napada u Njujorku 9. septembra 2001
pokazala je da kod njih postoji smanjena ekspresija FKBP5 proteina (Yehuda i sar.,
2009). Takode, rizi¢ni aleli pomorfizama rs1360780, rs3800373, rs9296158, 1 rs9470080

bili su prediktori nizih vrednosti FKBP5 proteina, koje su dalje bili povezani sa nizim
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vrednostima kortizola 1 tezim simptomima PTSP (Yehuda 1 sar., 2009). Interesantan
rezultat ove studije jeste da su nize vrednosti FKBP5 proteina pronadene kod osoba sa
PTSP u trenutku ispitivanja, dok nije bilo razlike izmedu kontrola i osoba sa ranijim PTSP
(dijagnostikovanim tokom zivota). Dati nalazi sugerisali su da je snizen nivo FKBP5
proteina marker stanja u PTSP (state-marker) (Srapasi sar., 2011). Konzistentan sa datom
pretpostavkom je i nalaz druge grupe istrazivaca koja je pokazala da je sniZzena ekspresija
FKBP5 iRNK direktan prediktor PTSP (van Zuiden i sar., 2012). Takode, razmatrano je
da uticaj rizicnih FKBP5 genskih varijanti na smanjenu ekspresiju FKBPS5 proteina i
sledstveno povisenu GR senzitivnost za kortizol moze da govori u prilog bioloski
razli¢itog subtipa PTSP, tj. da bi se subtipovi bolesti mogli povezati sa genetickom

predispozicijom (Mehta i sar., 2011; Pitts i sar., 2016).

U okviru dosadasnjih studija o FKBP5 haplotipu i psihotiénim poremeéajima, ovo
je prvo istrazivanje koje je ispitivalo distribuciju haplotipova kod pacijenata i njihovih
prvostepenih srodnika, kao i uticaj na bolest. Nasi rezultati pokazali su da je haplotip
sacinjen od redih (riz¢nih) alela polimorfizama rs9296158, rs3800373 i rs9470080 (A-G-
T) ucestaliji kod pacijenta u odnosu na kontrole. U literaturi je dati haplotip takode
predstavljen kao rizican, i pokazan je njegov uticaj, direktni ili indirektni, na razli¢itu

psihopatologiju.

Jedni od prvih rezultata u literaturi koji su analizirali povezanost FKBP5 haplotipa
I psihopatlogije bili su vezani za suicidalnost. Dobijeni su rezultati da kod osoba koje su
nosioci jedne ili dve kopije haplotipa sacinjenog od ces¢ih alela polimorfizama
rs3800373, 1s9296158, rs1360780 1 rs9470080, i1 koje su dozivele traumu u detinjstvu,
postoji ¢es¢i pokusaj samoubistva u odnosu na one koji nisu imale dati haplotip (Roy i
sar., 2010). U populaciji pacijenata u Japanu ovi rezultati nisu replikovani, ve¢ su osobe
koje su pokusale samoubistvo imale vecu ucestalost haplotipa sacinjenog od redih alela
za polimorfizme rs3800373 i rs1360780 (G-T) (Supriyanto i sar., 2011). Takode, druga
grupa istrazivaca je pokazala direktan uticaj rizi¢nog hapotipa rs3800373-rs1360780 (G-
T) na veci rizik od suicida (Fudalej i sar., 2015). Istrazivanje radeno na zatvorenicima u
Italiji pokazalo je uticaj interakcije traume u detinjstvu i FKBP5 haplotipa na
psihopatolosko ponasanje (Bevilacqua i sar., 2012). Zatvorenici koji su bili homozigoti

za haplotip sacinjen od redih (rizicnih) alela i koji su doziveli traumu u detinjstvu
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(posebno fizicko zlostavljanje) imali su agresivnije ponasanje tokom Zivota i impulsivnije
ponasanje u zatvoru. Za sada jedino istrazivanje o povezanosti FKBP5 gena i poremecaja
licnosti radeno je kod pacijenta sa grani¢nim poremecajem li¢nosti (Martin-Blanco i sar.,
2016), gde je ispitivana distribucija i uticaj alela i haplotipa razli¢itih gena koja uti¢u na
HPA osovinu. Rezultati su pokazali razliku u ucestalosti alela FKBP5 gena za
polimorfizme rs3798347 i rs12701020 izmedu pacijenta i kontrola, kao i ve¢u ucestalost
alela za polimorfizme rs4713902 (C alel) i rs9470079 (A alel) kod pacijenta koji su
doziveli fizicko zlostavljanje. Dalja analiza FKBPS5 haplotipa u studiji Martin-Blanco i
saradnika, potvrdila je povezanost genskih varijanti ispitivanih polimorfizama sa
grani¢nim poremecajem li¢nosti. Takode, intersentano istrazivanje sprovedeno na oko
dve hiljade adolescenata merilo je uticaj FKBP5 haplotipa na simptome depresije i
anksioznosti u zavisnosti od izloZenosti nasilju u porodici (Isaksson i sar., 2016).
Ispitanici zenskog pola koji su bile Zrtve porodi¢nog nasilja i koje su bile homozigoti
rizitnog haplotipa sa¢injenog od redih alela polimorfizama rs3800373, rs9296158,
rs1360780, rs9470080, rs4713916, rs7748266, 1 1rs9394309, imale su povisenu
anksioznost u odnosu na one koje su bile heterozigoti (nosioci jedne kopije riziénog

haplotip) i onih koji nisu imali ni jednu kopiju.

Povezanost haplotipa rs9296158-rs1360780-rs4173902 i bipolarnog poremecaja
prikazana je u studiji koja je ispitivala distribuciju FKBP5 haplotipa u porodicama
obolelih, odnsno poredila je ucestalost kod pacijenata u odnosu na zdrave roditelje
(Willour i sar., 2009). Druga studija radena kod pacijenta sa bipolarnim poremecajem
pokazala je povisenu frekvencu riziénog haplotipa sadinjenog od polimorfizama
rs3800373, rs9296158, rs1360780, i rs9470080 kod pacijenta koji su pokusali suicid
(Leszczynska-Rodziewicz i sar., 2014). S druge strane, negativni rezultati povezanosti
FKBP5 haplotipa i bipolarnog poremecaja su dobijeni u §vedskoj populaciji (Ceulemans
i sar., 2011). Medutim, od 24 polimorfizma koliko su u datoj studiji ispitivali samo je
ukljuen jedan funkcionalan FKBP5 polimorfizam (rs9470080) koji je pokazan
znacajnim u prethodnim studijama, $to moze biti jedan od razloga negativnih rezultata
date studije. Rizicni FKBP5 haplotip, sacinjen od rizi¢nih alela funkcionalnih
polimorfizama (rs9296158, rs3800373, rs1260780, i rs9470080), takode je bio moderator
povezanosti traume u detinjstvu i simptoma zavisnosti od marihuane u adolescenciji
(Handley i sar., 2015).

70



Dakle, navedene studije potvrduju da i rizican FKBP5 haplotip ima plejotropno
dejstvo na psihopatologiju povezanu sa stresom, i da su nasi nalazi rezultati koji su prvi
put pokazali uticaj rizicnog FKBP5 haplotipa na podloznost za psihozu u skladu sa
literaturom. U istom periodu kada su rezultati iz doktorske disertacije publikovani
(Mihaljevic i sar., 2016), objavljeni su radovi koji su pokazali povezanost rizi¢nog
FKBP5 haplotipa i subklini¢kih psihoti¢nih simptoma kod adolescenata (Cristobal-
Narvéez i sar. 2016; Yaylaci i sar., 2016). Crist6bal-Narvaez i saradnici su ispitivali uticaj
rizicnog FKBPS5 haplotipa na psihoti¢na iskustva kod zdravih adolescenata (bez klinickih
simptoma psihijatrijske bolesti). Primenili su samoupitnik o vr$njackom nasilju i
zanimljivu metodu Experience Sampling Method (ESM) koja meri razlicitu
fenomenologiju 1 senzitivnost na stres tokom obavljanja uobicajenih dnevnih aktivnosti.
U ovom istrazivanju, metodom ESM, merili su pozitivne i negativne psihoti¢ne
simptome, kao i subjektivnu senzitivnost na stres. Rezultati studije pokazali su da
interakcija traume u detinjstvu (vrsnjackog nasilja) i rizicnog FKBP5 haplotipa dovodi
do ces¢e pojave pozitivnih psihoticnih simptoma (paranoje), negativnog afekta i vece
senzitivnosti u socijalnim interakcijama. Date rezultate su potvrdili Yaylaci i saradnici
koji su pokazali povezanost rizicnog FKBP5 haplotipa i disocijativnih simptoma kod

adolescenata koji su bili zlostavljani u detinjstvu (Yalaci i sar., 2016).

S druge strane, rezultati naSeg istraZivanja takode su po prvi put pokazali da su dva
haplotipa sacinjena od nerizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama rs3800373-
rs9291658-rs9470080 (G-T-C i G-T-C) razli¢ito distribuirani kod kontrola i srodnika.
Nerizi¢ni haplotip GTCT bio je ucestaliji kod kontrola u odnosu na pacijente, a haplotip
GTCC bio je uéestaliji kod srodnika u odnosu na kontrole. Ceséi aleli funkcionalnih
polimorfizama rs3800373, rs9296158, rs9470080 i rs1360780 su u literaturi takode
oznaceni i kao protektivni (Binder i sar., 2008). Naime, studije koje su pokazale efekat
rizi¢nih alela i haplotipa na razli¢itu psihopatologiju nisu pronasli takav efekat kod
nosilaca ¢escih alela i haplotipova koji oni grade. Dati protetktivan efekat na traumu moze
da bude jedno od objasnjenja vece ucestalosti kod srodnika i kontrola u nasem uzorku, u
vidu potencijalnog protektivnog, odnosno rezilijentnog, bioloskog mehanizma vezanog

za aktivnost HPA osovine pri izlozenosti stresu.
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Rezultati analize fenotipa potvrdili su nalaze iz literature da trauma u detinjstvu
utiC¢e na psihoti¢na iskustva kod pacijenta i zdravih ispitanika (srodnici 1 kontrole).
Metodom linearne regresije pokazano je da trauma u detinjstvu konzistentno u sve tri
grupe objasnjava 0ko 20% varijanse psihoti¢nih iskustva. Dati rezultati mogu se povezati
sa studijom Trotta i saradnika koja je pokazala da svaka vrsta traume u detinjstvu utice
na perzistentnost psihoti¢nih simptoma kod osoba pod poviSenim rizikom za psihozu i
kod pacijenta sa dijagnostikovanim psihoticnim poremecajem (Trotta i sar., 2015).
Takode, treba naglasiti da je prema literaturi uticaj traume u detinjstvu specificno vezan
za pozitivne psihoti¢ne simptome (van Dam i sar., 2014; Duhig i sar., 2015), §to upravo i
opisuje varijabla psihoti¢nih iskustava koju smo mi korsitili (CAPE-P). Dalje, trauma u
detinjstvu je bila prediktorska varijbla neuroticizma koja objasnjava oko 23% varijanse
kod srodnika (p=0,019) i oko 9% varijanse kod kontrola (p=0,048). Dati nalazi su u
skladu sa podacima iz literatutre koji su pokazali da trauma u detinjstvu predstavlja
sredinski faktor rizika za razvoj li¢nosti u vidu povecéanja neuroticizma kao mere
negativnog afektiviteta (Roy i sar., 2002; Li i sar., 2014). Veca povezanost traume i
neuroticizam kod srodnika govori u prilog njihove vece bioloske senzitivnosti na stres u
odnosu na zdrave kontrole, §to se moze objasniti pojacanom aktivnos¢u HPA osovine kod

osoba pod povisenim rizikom za psihozu (Aiello i sar., 2012).

U skladu sa literaturom su i rezultati ispitivanja povezanosti psihoti¢nih iskustava i
neuroticizma koje su pokazali da je neuroticizam snazan prediktor psihoti¢nih simptoma.
Naime, kod pacijenata neuroticizam objasnjava 30% varijanse psihoti¢nih iskustava
(p<0,001), nesto slabiji kod srodnika gde opisuje oko 25% varijanse (p=0,003), dok kod
kontrola povezanost neuroticizma i psihoti¢nih iskustava ne postoji (p=0,224). Sli¢ne
rezultate su objavili Boyette i saradnici, koji su pokazali da jac¢ina povezanosti raste sa
podlozno$éu za psihotiéne poremecaje, odnosno povezanost u njihovom istrazivanja je
rasla od zdravih kontrola bez naslednih faktora za oboljenje, ka prvostepenim srodnicima
i pacijentima (Boyette i sar., 2013). Dakle, potvrdili smo njihov nalaz da poveznaost
psihoti¢nih simptoma i neuroticizma jaca sa genetickom predispozicijom za bolest. U
slede¢em koraku nase studije ispitivali smo uticaj rizicnih FKBP5 genskih varijanti na
fenotip (neuroticizam i psihoti¢na iskustva). Rezultati analiza na svim ispitanicima
pokazali su da rizicne FKBP5 genske varijante direktno uticu na vise vrednosti

neuroticizma, a isti nalazi dobijeni su analizom na samo zdravim ispitanicima. Time smo
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potvrdili hipotezu o vezi izmedu geneticke predispozicije i neuroticizma. Takode, analize
fenotipa pokazale su da rizicne FKBP5 genske varijante nisu bile prediktori psihoti¢nih
iskustava, odnosno povezanost rizicnih FKBP5 genskih varijanti i psihoti¢nih iskustava

je postojala indirektno preko neuroticitzma.

Rezultati uticaja rizicnih FKBPS5 genskih varijanti na neuroticizam i jace
povezanosti neuroticizma i psihoti¢nih iskustava kod pacijenta i prvostepenih srodnika
mogu takode biti objasnjeni poviSenom Stres-senzitivnos¢u koja je pokazana u literaturi
kod pacijenta sa psihoti¢nim poremecajem i njihovih zdravih srodnika (Lataster i sar.,
2010; Aiello i sar., 2012). Dakle, nasledna osnova odnosno genski faktori uti¢u na stres-
senzitivnost. Takode, u prilog pojacanog odgovora na stresogene faktore, u smislu
poviSenog neoroticizma, govore i skoraSnji nalazi efekta interakcije traume 1 rizi¢nih
FKBP5 varijanti na limbicku iritabilnost i povisenu aktivnost amigdale (Dackis i sar.,
2012; White i sar., 2012). Naime, spomenuti regioni su vrlo vazni za emocionalno
reagovanje zbog cega poremecaj u njihovoj funkciji moze da dovede do pojacanog
distresa i negativnog emocionalnog procesuiranja §to su upravo simptomi koji opisuju
neuroticizam kao fenotip. Dakle, opisani nalazi iz literature mogu da objasne nase

rezultate o mogucem uticaju riziénih FKBP5 genskih varijanti na neuroticizam.

Od navedenih rezultata poseban znac¢aj imaju rezultati glavnog uticaja FKBP5 gena
(genetic main effect) na psihoti¢ne poremecaje jer su to novi podaci u literaturi koji
podrzavaju ulogu FKBPS5 gena u psihozi (Mihaljevic i sar., 2016). Medutim, istrazivanja
do sada nisu pokazala direktan uticaj FKBP5 gena na psihoti¢ne poremecaje ve¢ samo
kroz interakciju sa traumom (Collip i sar., 2013; Alemany i sar., 2016) ili kad je trauma
imala aditivan efekat na razvoj bolesti (Ajnakina i sar., 2014). Nasi nalazi direktnog
efekta FKBP5 gena na bolest mogu biti objasnjeni hipotezom u “tri koraka” ( “three-hit”
hypothesis), kojom se naglasava kumulativni efekat stresogenih faktora na geneti¢ku
predispoziciju (Daskalakis i sar., 2013). Prvi korak u nasem istrazivanju predstavlja
geneticka predispozicija (FKBP5 rizine genske varijante) vezana za poremecaj
aktivnosti HPA osovine u uslovima izlaganja stresoru, drugi korak jesu rani nepovoljni
sredinski dogadaji (trauma u detinjstvu), a treci korak predstavljaju traumati¢ni dogadaji
kasnije tokom zivota. U nasem slucaju, ovaj tre¢i korak bi predstavljala decenijska

stresogena sredina odrastanja na ovim prostorima. Rat tokom devedestih godina, sankcije
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i vrlo losa ekonomska situacija odvijali su se tokom perioda adolescencije nase grupe
ispitanika i predstavljaju kumulativni stresogeni efekat posebno na osobe sa genetickom
vulnerabilnoséu na promene u funkciji HPA osovine. Vrlo bitni podaci post-mortem
studije kod ljudi govore o tome da se nivo ekspresije FKBP5 iRNK upravo povecava
tokom perioda adolescencije, sto moze da dodvede do promena u maturaciji mozga kod
geneticki vulnerabilnih pojedinaca prilikom izlaganja stresu (Shannon Weickert i sar.,
2015). Takode, post-mortem studija pacijenta sa psihozom je pokazala povisene vrednosti
FKBPS5 iRNK u prefrontalnom korteksu $to sugeriSe o postojanju poremecaja funkcije
HPA osovine (Sinclair i sar., 2013). Koncept alostaze, proces odrzavanja homeostaze
HPA sistema, moze biti narusen kada stresna sredina tokom osetljivog perioda maturacije
mozga (adolescencije) prede prag individulane senzitivnosti na stres i dovede do razvoja
alostatskog optere¢enja (McEwen 1 Wingfield, 2003). Dakle, geneticka vulnerabilnost
(riziéne FKBP5 genske varijante) u interakciji sa traumatskih faktorima moze da dovode
do alostatskog opterecenja $to za posledicu ima poremecéaj HPA aktivnosti, i dalji efekat
na hiperdopaminergiju u mezolimbi¢kom sistemu. Data veza stresa, HPA osovine i
dopamine upravo je jedno od neurobioloskih objasnjenja hipoteze dijateza-stres modela

psihoti¢nih poremecaja (Walker i sar., 2008).

Postoji nekoliko ograni¢enja ove doktorkse disertacije koji mogu predstavljati
slede¢i korak u istrazivanjima. Prvo, u studiju nije ukljué¢en polimorfizam rs1360780 jer
se nije nalazio na IPMCN chip-u, a koji bi mogao da upotpuni sliku genetickog profila
nasih ispitanika. Ovaj funkcionalni polimorfizam je posebno znacajan zbog pokazanog
direktong uticaja ne samo na razli¢itu psihopatologiju (Binder, 2009), ve¢ i na
epigenetske mehanizme u FKBP5 genu (Klengel i sar., 2013). Zatim, mi nismo merili
potencijalne bioloske korelate funkcije HPA osovine kao $to su nivo jutarnjeg kortizola,
ekspresija IRNK i FKBP5 proteina, kao i epigenetske promene u FKBP5 genu. Ipak, treba
naglasiti da je istrazivanje FKBP5 gena i njegovog uticaja na psihoti¢ne poremecaje novo
u psihijatriji. Do sada jos uvek nisu radena istrazivanja bioloskih korelata GR signalnog
puta vezanih za FKBP5 gen u psihoti¢énim poremecajima. Dakle, ostaje neispitano da li
rizicne FKBPS5 genske varijante uticu na FKBP51, iRNK ili epigenetske promene u
FKBP5 genu, a posebno da li se vrednosti datih bioloskih korelata menjaju u zavisnosti
od faze bolesti kao §to je to pokazano u PTSP-u (Srapas i sar., 2011; van Zuiden i sar.,

2012). Dalja ispitivanja FKBP5 neurobioloskog puta u psihoti¢cnim poremecajima bi
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doprinela boljem razumevanju rizi¢nog profila kod pacijenta, kao i otkrivanje
potencijalnih biomarkera protektivne (rezilijentne) HPA aktivnosti kod srodnika i

kontrola.
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6. ZAKLJUCCI

1. Veca frekventnost rizi¢nih alela funkcionalnih polimorfizama FKBPS5 gena i rizicnog
haplotipa u grupi pacijenta govore u prilog geneticke predispozicije na stres-
senzitivnost kod obolelih. Takode, nosioci nerizi¢nih, “protektivnih” FKBP5
haplotipova su ucestaliji u grupi kontrola i srodnika, §to moze da govori u prilog
geneticke predispozicije za potencijalnu rezilijentnost HPA osovine prilikom

izlaganju stresu.

2. Bioloski (rizicne FKBP5 genske varijante) i psihosocijalni faktori rizika (trauma u
detinjstvu i neuroticizam) su individualni prediktori psihoti¢nih poremecaja. Rizi¢ne
FKBP5 genske varijante direktno uti¢u na razvoj psihoti¢nih poremecaja, a prisustvo
traume u detinjstvu dodatno pogorsava njihov efekat povecavaju rizik za bolest skoro
dva puta. Dakle, potvrdjenim uticajem FKBP5 gena i traume u detinjstvu na
psihoti¢ne poremecaje podrzan je koncept dijateza-stres modela, odnosno interakcija
bioloske senzitivnosti HPA sistema i stresogenih faktora na razvoj psihoti¢nog

poremecaja.

3. Rezultati naseg istrazivanja su potvrdili nalaze iz literature, koji su ukazali da je
jac¢ina povezanosti neuroticizma i psihoti¢nih simptoma uslovljena naslednim
odnosno genetickim faktorima. Analizom neuroticizma, psihoti¢nih iskustava, i
genetickih varijabli, mi smo pokazali da su rizicne FKBP5 genske varijante direktni
prediktori viSeg nivoa neuroticizma, ¢ime indirektno uticu na tezinu psihoti¢ne
simptomatologije. Dakle, psiholoski faktor rizika (neuroticizam) za povisenu stres-
senzitivnost je nasledan, sto takode ukazuje da postoji geneticka predispozicija za

dijateza-stres model psihoti¢nog poremecaja.

4. Mogucnost da se osobe podele u rizi¢ne i rezilijentne grupe u odnosu na razvoj
psihoti¢nih poremecaja na osnovu geneticke predispozicije za regulaciju HPA
osovine, i sledstveno bioloskih korelata neurobioloSkog puta na koji uticu,
predstavljaju nove smernice u strategijama primarne i sekundarne prevencije
psihoti¢nih poremecaja. Buduca terapija poremecaja iz psihoti¢nog spektra, od koje

se ocekuje personalizovan pristup, veca efikasnost, i bolja podnosljivost, trebalo bi
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da uklju¢i farmakoloske i/ili ne-farmakoloske intervencije u cilju regulacije

poremecaja HPA aktivnosti po¢ev od najranijih faza bolesti.
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SPISAK SKRACENICA

AR Androgeni receptor

BCL11B B-cell lymphoma/leukemia 11B

BDNF Neurotrofni mozdani faktor

CACNALC Voltazno-zavisni kalcijumski kanali subjedinice alfa 1
CACNAB2 Voltazno-zavisni kalcijumski kanali subjedinice beta 2
CAPE Community Assessment of Psychic Experiences
CAPE-P CAPE - subskala psihoti¢nih iskustava

CAPE-N CAPE - subskala depresivnih simptoma

CRH Kortikotropni hormon

CTQ Skala traumatskog iskustava u detinjstvu (Childhood Trauma Questionairre)
CTQ-total CTQ - ukupna trauma u detinjstvu

CoMT katehol-O-metiltransferaza

DAO D-aminokiselina oksidaza

DAOA Aktivator D-aminokiseline oksidaze

DISC1 Disrupted in Schizohrenia 1 protein

DLPFC Dorzolateralni prefrontalni korteks

DRD2 Dopminski receptor tip 2

DRD4 Dopaminski receptor tip 4

DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
DTNBP1  Distrobrevin vezujuéi protein 1

EPQ Ajzenkov upitnik li¢nosti (Eysenck Personalty Questionairre)

EPQ-N EPQ — subskala neuroticizam
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EUGEI

FKBPS

FXR1

GAF

GC

GRE

GR

GRIN2A

GRIA1

GRM3

GWAS

HPA

SHTR2A

HWE

IPMCN

KCTD1

LD

MAF

MHC

MIR137

MKB

The European Network of National Schizophrenia Networks Studying Gene-
Environment Interactions

FK506-vezujucéi protein 51

Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1

Skala za procenu opste funkcionalnosti (Global Assessment of Functioning)
Glukokortikoidi

Glucocorticoid Responsive Elements

Glukokortikoidni receptor

Glutamatski jonotropni NMDA receptor subjedinice 2A
Glutamatski jonotropni AMPA receptor subjedinice 1

Metabotropni glutamatni receptor 3

Genomske studije asocijacije (Genome Wide Association Studies)
Hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina

5-hydroxytryptamin (serotoninski) receptor tip 2A

Hardi — Vajnbergova ravnoteza

Institute of Psychological Medicine and Clinical Neurology
Potassium channel tetramerization domain containing 13

Linkage disequilibrium

Minor Allele Frequencies

Kompleks tkivne podudarnosti (Major Histocompatibility Complex)
mikroRNK-137

Medunarodna klasifikacija bolesti

NLGN4X Neuroligin-4, X-linked

NMDA

N-metil D-aspartat

NOTCH4 Neurogenic locus notch homolog 4 protein
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NRG1 Neuroregulin 1 protein

NRGN Neurogranin

PET Pozitronska emisiona tomografija

PGC Psihijatrijski genetic¢ki konzorcijum (Psychiatric Genetic Consortium)
PR Progesteronski receptor

PTSP Posttraumtski stresni poremecaj

SATB2  Special AT-rich sequence-binding protein 2

SLC6A3 Dopaminski transporter

SNP Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (Single Nucleotide Polymorhism)
TCF4 Faktor nekroze tumora 4 (Tumor Necrosis Factor 4)

UHR Ultra High Risk
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