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POVZETEK

Citokrom P450 3A4 (CYP3A4) je encim, ki presna-
vlja dolo¢ene antipsihotike. Genetska variabilnost
CYP3A4 lahko vpliva na aktivnost encima in s tem
na presnovo zdravil. Tretjina bolnikov s shizofrenijo
klijub zdravljenju ostaja terapevtsko rezistentna.
Namen naSe raziskave je bil preveriti vpliv polimorf-
izma CYP3A4 rs35599367 na terapevisko rezi-
stenco, psihopatoloSko simptomatiko ter na
vsakodnevno funkcioniranje slovenskih bolnikov s
shizofrenijo. Pri 138 ambulantnih bolnikih s shizo-
frenijo in 94 zdravih krvodajalcih smo iz periferne
krvi izolirali DNA in dolocili genotipe polimorfizma
CYP3A4 rs35599367. Med bolniki s shizofrenijo in
krvodajalci nismo nasli statisticno znacilnih razlik v
frekvencah genotipov preiskovanega polimorfizma,
prav tako jih nismo nasli med terapevtsko rezisten-
tnimi in terapevtsko odzivnimi bolniki s shizofrenijo.
Pri bolnikih s shizofrenijo nismo opazali vpliva poli-
morfizma CYP3A4 rs35599367 na simptomatiko
shizofrenije in funkcioniranje bolnikov. Zakljuc¢imo
lahko, da CYP3A4 rs35599367 nima pomembnega
vpliva na zdravljenje z antipsihotiki pri slovenskih
bolnikih s shizofrenijo.

KLJUCNE BESEDE:
Klju¢ne besede: shizofrenija, zdravljenje, genetska
variabilnost, polimorfizem, CYP3A4

ABSTRACT

Cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) is an enzyme re-
sponsible for metabolism of several antipsychaotics.
Genetic variability of CYP3A4 can influence activity
of the enzyme and drug metabolism. One third of
patients with schizophrenia stay treatment resistant
despite antipsychotic therapy. The purpose of the
study was to investigate if CYP3A4 rs35599367
polymorphism influences treatment resistance, clin-
ical symptoms, and global functioning of Slovenian
patients with schizophrenia. We included 138 out-
patients with schizophrenia and 94 healthy blood
donors, and isolated DNA from their peripheral
blood samples and genotyped them for CYP3A4
rs35599367. Genotype frequencies of the investi-
gated polymorphism did not differ significantly be-
tween patients with schizophrenia and healthy blood
donors or between the treatment responsive and
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treatment resistant patients. CYP3A4 rs35599367
polymorphism was not associated with clinical
symptoms and global functioning of patients with
schizophrenia. We can conclude, that CYP3A4
rs35599367 does not influence antipsychotic treat-
ment in Slovenian schizophrenia patients.

KEY WORDS:
Key words: schizophrenia, treatment, genetic varia-
bility, polymorphism, CYP3A4

UvoD

Citokromi P450 (CYP) so skupina encimov, ki imajo po-
membno viogo v presnovi zdravil. Z encimom CYP3A4 se
v jetrih presnavlja skoraj 50 % pogosto uporabljanih zdravil
(1). Razlike v aktivnosti CYP3A4 med posamezniki so lahko
tudi do stiridesetkratne (2) in so odvisne od ve¢ dejavnikov,
med katerimi je pomembna tudi genetska variabilnost (3).
Pri genu CYP3A4 so opisali ze veliko polimorfnih alelov
(alelne variante od *1 do *22), vendar vecina ni mogla opi-
sati tako velikih razlik v aktivnosti CYP3A4 v populaciji (4).
Intronski funkcionalni polimorfizem CYP3A4 rs35599367,
ki oznaCuje alel CYP3A4*22, se razlikuje od ostalih SNP,
saj lahko vpliva na zmanjSano aktivnost CYP3A4 in s tem
na presnovo nekaterih zdravil (5). Zaradi teh lastnosti je
CYP3A4 rs35599367 primeren kandidat za farmakogenet-
ske raziskave (4).

Antipsihotiki u¢inkovito zmanjSujejo simptome shizofrenije,
vendar kljub temu tretjina bolnikov s shizofrenijo ostaja te-
rapevisko rezistentna (6). Terapevtsko rezistentni bolniki s
shizofrenijo se od terapevtsko odzivnih razlikujejo po vztra-
jajocin Klini¢nih simptomih, med katerimi so poleg pozitiv-
nih (halucinacije, blodnje) izraziti tudi negativni (brezvoljnost,
anhedonija, splitven afekt in skop govor) in kognitivni simp-
tomi shizofrenije (spominske motnje, motnje pozornosti in
izvrsilnih funkcij, kriticnost) (7). Psihopatoloska simptoma-
tika je povezana s terapevtsko rezistenco, saj imajo tera-
pevitsko rezistentni bolniki izrazitejSo klinicno sliko,
predvsem negativno simptomatiko shizofrenije, ¢e jih pri-
merjamo s terapevtsko odzivnimi bolniki. Zaradi izrazitejse
klinicne slike je pri¢akovati tudi slabSe vsakodnevno funk-
cioniranje pri terapevtsko rezistentnih bolnikih.
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Odzivnost na antipsihotike je lahko odvisna od genetske va-
riabilnosti. Encim CYP3A4 presnavlja antipsihotike, kot so
klozapin, haloperidol, aripiprazol, kvetiapin, paliperidon in zi-
prazidon (8). Raziskave o povezavi med genotipom CYP3A4
rs35599367 in odzivnostjo na antipsihotike so za zdaj redke.
V nizozemski raziskavi so ugotovili, da so imeli nosilci poli-
morfnega alela CYP3A4 rs35599367 A vecje koncentracije
kvetiapina v plazmi kot nosilci normalnega alela (9).

Namen nase raziskave je bil preveriti vpliv polimorfizma
CYP3A4 rs35599367 na terapevtsko rezistenco, psihopa-
toloSko simptomatiko in na vsakodnevno funkcioniranje
bolnikov s shizofrenijo v slovenski populaciii.

PREISKOVANCI IN METODE

V raziskavo smo povabili naklju¢no izbrane ambulantno vo-
dene bolnike s shizofrenijo, ki predstavijajo reprezentativni
vzorec slovenskih bolnikov s shizofrenijo v stabilni fazi bo-
lezni, ki ne potrebuje hospitalne obravnave. Bolnike smo kli-
nicno ocenili z lestvico pozitivnih in negativnih simptomov
(PANSS, Positive and Negative Symptom Scale) (10), s
kratko lestvico psihiatri¢nih simptomov (BPRS, Brief Psyc-
hiatric Rating Scale) (11) ter z lestvico ocene vsakodnev-
nega funkcioniranja (GAF, Global Assessment of
Functioning) (12). Terapevtsko rezistentno skupino so po
uveljavljenih kriterijin sestavljali tisti bolniki, pri katerih remisija
ni bila dosezena kljub zdravlienju z dvema razli¢nima antip-
sihotikoma v ekvivalentnem odmerku 400 do 600 mg klor-
promazina, ki v zadnjih petih letih niso imeli zadovoljivega
socialnega funkcioniranja (zmoznost zaposlitve, socialnih
stikov), ob tem pa so imeli oceno na PANSS > 4 toCke v
vsaj dveh od dolo¢enih kategorij (P2 — formalne motnje mi-
Slienja, P3 — vedenje pod vplivom halucinacij, P6 — obcutki
nezaupljivosti in preganjanja, G9 — nenavadne miselne vse-
bine) in oceno na BPRS = 45 tock (12). Terapevtsko odzi-
vno skupino so po uveljavljenih kriterijin sestavljali bolniki z
dosezeno remisijo in oceno na PANSS < 3 toCke v katego-
rijah P1 — blodnje 0z. vsebinske motnje mislienja, P2 — for-
malne motnje mislienja, P3 - vedenje pod vplivom
halucinacij, N1 — ohlapen afekt, N4 — pasivnost, N6 — upo-
Casnjenost govornega toka, G5 — manerizmi, stereotipni
gibi, G9 — nenavadne miselne vsebine (13, 14). Izkljucili smo
bolnike z drugo duSevno motnjo, pomembno telesno bo-
leznijo, nesodelujoce pri jemanju zdravil in tiste z izrazito ek-
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strapiramidno simptomatiko. Kontrolno skupino so sesta-
vijali krvodajalci, ki predstavijajo vzorec zdrave populacije.
Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za me-
dicinsko etiko in vsi preiskovanci so podpisali informirano
privolitev za sodelovanje.

Iz periferne krvi smo izolirali genomsko DNA in za genotipi-
zacijo CYP3A4 rs35599367 uporabili alelno specificno ver-
izno reakcijo s polimerazo v realnem Casu (KASPar). Hardy
Weinbergovo ravnovesje za porazdelitev genotipov smo iz-
racunali s testom x°. Razlike v frekvencni porazdelitvi geno-
tipov med terapevtsko rezistentno in odzivno skupino ter
med bolniki in kontrolami smo preverili s testom x2. Povezavo
med genotipi in Klini€nimi simptomi smo analizirali z ANCOVO
s trenutnim odmerkom antipsihotika kot kovariato. Statisti¢na
mocC raziskave, izraCunana s programom PS: Power and
Sample Size Calculation version 3.1.2, 2014, je znasala 0,79.

REZULTATI

V raziskavo smo vkljucili 138 bolnikov s shizofrenijo, 70 Zensk
in 68 moskinh. Razdelili smo jih v dve skupini, 94 v terapevtsko
odzivno in 44 v terapevtsko rezistentno. V kontrolno skupino
smo vkljucili 94 zdravih krvodajalcev. Bolniki s shizofrenijo so
od prve psihoti¢ne epizode naprej prejemali razli¢ne antipsi-
hotike, terapija je bila med dolgoletnim zdravijenjem veckrat
spremenjena s ciliem doseci ¢im boljSi klini¢ni izid. Izbira an-
tipsihoticne terapije je odvisna od zdravnikove presoje in upo-
Steva klini¢no sliko, somatsko stanje in starost bolnika ter
nezelene ucinke predhodne terapije.

Bolniki so imeli ob vkljucitvi v raziskavo predpisane razlicne
antipsihotike, nekateri tudi ve¢ hkrati. 58 bolnikov je imelo
predpisan klozapin, 28 risperidon, 25 aripiprazol, 21 flufe-
nazin, redkeje predpisani antipsihotiki pa so bili Se zuklo-
pentiksol, kvetiapin, olanzapin, amisulprid, paliperidon,
ziprazidon, flupentiksol, promazin ter haloperidol. Antipsi-
hotike, ki se v celoti ali delno presnavljajo prek CYP3A4, je
ob vkljucitvi v raziskavo jemalo 47 (34 %) bolnikov, 33 te-
rapevisko odzivnih in 14 terapevtsko rezistentnih. V razi-
skavo smo vkljucili tudi ostale bolnike, saj so v preteklosti
imeli predpisane tudi druge antipsihotike.

Frekvence genotipov CYP3A4 rs35599367 so bile v vseh
preiskovanih skupinah v Hardy-Weinbergovem ravnovesju,

kar smo izracunali s testom x2 na danem vzorcu preisko-
vancev. Frekvence genotipov se ujemajo s frekvencami
CEU populacije Y% podatkovni bazi SNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Za slovensko popula-
cijo nimamo podatkov. Polimorfni alel CYP3A4
rs35599367 A je bil zelo redek pri bolnikih (frekvenca red-
kega alela, minor allele frequency — MAF A = 0,0254) in pri
kontrolah (MAF A = 0,0372). Med vsemi preiskovanci
nismo nasli nobenega homozigota in le 7 heterozigotov za
polimorfni alel pri bolnikih ter prav tako 7 heterozigotov za
polimorfni alel pri kontrolah. Frekvence genotipov CYP3A4
rs35599367 pri bolnikih in zdravih preiskovancih so prika-
zane v preglednici 1. Med bolniki in kontrolno skupino ter
med terapevtsko rezistentnimi in odzivnimi bolniki s shizo-
frenijo nismo nasli statisticno znadilnih razlik v frekvencah
preiskovanih genotipov (p = 0,317 in p = 0,605) (pregled-
nica 1). Tudi pri celotni skupini bolnikov s shizofrenijo nismo
nasli statisti¢no znacilninh povezav med genotipi in ocenje-
valnimi lestvicami (preglednica 2).

RAZPRAVA

Razli¢na aktivnost CYP lahko vpliva na presnovo antipsi-
hotikov in vodi v subterapevtske ali prevelike odmerke
zdravil. Ceprav v nasi studiji nismo spremljali/dologali pla-
zemskih koncentracij zdravil, bi glede na nekatere podatke
iz literature pri nosilcih polimorfnega alela CYP3A4
rs35599367 pricakovali viSje koncentracije antipsinotikov
kot pri bolnikih z normalnim genotipom (8) in s tem tudi
morebiten vpliv na terapevtsko odzivnost. Polimorfni alel
CYP3A4 rs35599367 A je pri beli rasi zelo redek, zato ni
presenetljivo, da v naSem vzorcu nismo nasli homozigotov.
Med heterozigoti in homozigoti za normalni alel G nismo
nasli pomembnih razlik glede tveganja za terapevtsko re-
zistenco ali psihopatoloSko simptomatiko.

Pomanikljivost raziskave je, da nismo dolocali koncentracij
antipsihotikov v serumu, saj so nekateri bolniki jemali po
vec antipsihotikov hkrati. Z merjenjem koncentracij antip-
sihotikov v serumu bi lahko zmanjSali dvom o nesodelova-
nju bolnikov pri jemaniju terapije, kar lahko vpliva na klini¢cno
sliko. S CYP3A4 se presnavlja ve€ antipsihotikov in zato je
tezko najti vpliv polimorfimov v celotni skupini bolnikov, ki
so jemali zelo razli€na zdravila. Negativne izide nase razi-
skave si lahko razlozimo tudi z vplivi drugih dejavnikov na
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Preglednica 1: Primerjava razporeditve genotipov CYP3A4 rs35599367 med terapevisko neodzivnimi in terapevtsko odzivnimi bolniki s

shizofrenijo ter med vsemi bolniki in kontrolami

CYP3A4 rs35599367 GG GA AA
vsi bolniki 131 (94,9 7(5,1) 0(0,0) 0,317
kontrole 87 (92,6) 7(7,4) 0 (0,0)
odzivni 89 (94,7) 5(5,3) 0(0,0) 0,605
neodzivni 42 (95,5) 2 (4,5) 0 (0,0

SNP —single nucleotide polymorphism
CYP3A4 - gen za citokrom P450 3A4

Preglednica 2: Povezava med genotipi CYP3A4 rs35599367 in ocenjevalnimi lestvicami pri vseh bolnikih s shizofrenijo (ANCOVA)

pozitivha negativha splosna skupni
podlestvica |podlestvica |podlestvica |sestevek
rcsggg';:%? GG 11,57 (4,73) 16,69 (6,44) [30,84 (9,51) |59,10(19,32) |58,28 (10,55) | 3,78 (0,79)
GA 11,29 (6,24) |14,3(6,39) 25,28 (7,95) 150,85 (2,27) |59,14 (13,16) | 3,57 (0,98)
AA / / / / / /
vrednost p 0,570 0,664 0,355 0,646 0,702 0,916

SNP - single nucleotide polymorphism
CYP3A4 — gen za citokrom P450 3A4
SD - standardna deviacija

presnovo s CYP3A4. Poleg genetske variabilnosti lahko na
aktivnost CYP3A4 vplivajo tudi induktorii in inhibitorji en-
cima (15) ter razli¢ni prehranski (16), hormonski (17) in pa-
toloski (18) dejavniki.

SKLEP

Cilj genetskih raziskav v psihofarmakologiji je personalizi-
rana terapija, ki bo omogocala optimalno ucinkovitost
zdravljenja s ¢im manj nezelenimi ucinki. V nasem naklju-
¢no izbranem vzorcu slovenskih ambulantnih bolnikov s
shizofrenijo nismo opazali vpliva polimorfizmma CYP3A4
rs35599367 na terapevtsko rezistenco, simptomatiko in

PANSS - Positive and negative syndrome scale for schizophrenia
GAF — Global assessment of functioning
CGll - Clinical global impression

vsakodnevno funkcioniranje bolnikov. Z razsiritvijo vzorca
bolnikov in analizo ve¢ polimorfnih alelov CYP3A4, bi
morda v prihodnosti laZje opredelili vpliv genetske variabil-
nosti v presnovi antipsihotikov na odgovor na zdravljenje
shizofrenije.
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