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1.UvVOD

1.1. ABO sustav krvnih grupa

Prvi uspje$ni pokusaji transfuzije ljudske krvi zapoceli su u 18. stoljecu, ali transfuzija tada nije
bila sigurna zbog nepoznavanja sustava krvnih grupa i uzroka nekompatibilnosti te su neki ljudi
umirali zbog njenih posljedica. Tek kada je 1900. godine austrijski patolog Karl Landsteiner
otkrio ABO sustav krvnih grupa, zapocelo je doba vece sigurnosti transfuzije krvi (Cid i sur.,

2012.).

Landsteiner je podijelio pojedince na 3 krvne grupe: A, B i C (koja je kasnije nazvana O), a
1902. Decastello i Sturli otkrili su 4. i najrjedu krvnu grupu - AB. Landsteiner je smatrao da
eritrociti sadrze dva razlicita biljega (A i B), koji mogu reagirati s odgovaraju¢im serumskim
protutijelima (anti-A i anti-B) te da se prisutnost protutijela protiv A i B antigena prirodno javlja
kod osoba koje ne izlazu te antigene (Cid 1 sur., 2012.). Za svoje otkri¢e dobio je 1930.
Nobelovu nagradu (Watkings, 2001.). Konkretnije re¢eno, serum osobe s krvnom grupom A
sadrzi protutijela protiv B antigena te stoga moze aglutinirati eritrocite krvne grupe B i AB.
Serum nositelja krvne grupe B aglutinira eritrocite krvne grupe A i AB. Serum osoba O fenotipa
moze aglutinirati eritrocite A, B 1 AB krvne grupe, dok serum osoba s krvnom grupom AB ne

sadrzi ni anti-A niti anti-B protutijela (Cid i sur., 2012.).

Tablica 1. Jednostavna klasifikacija ABO fenotipova i pripadajucih genotipova

AJ/B antigeni na Anti-A/-B protutijela

ABO krvna grupa o ABO genotip
eritrocitima u serumu
O - Anti-A i Anti-B 0/0
Anti-B A/Ali AIO
B B Anti-A B/B ili B/O
AB AiB - A/B

Preuzeto iz Cid i sur., 2012.

Aleli A, B i O nasljeduju se prema Mendelovom zakonu na nacin da su aleli A i B
kodominantni, dok je alel O recesivan (Cid i sur., 2012.). Postoji mnogo razli¢itih varijacija, tj.
podtipova ta 3 alela, ukljucujuci najéesce Al, A2, A3, Ael, Aint, Am, Aw, Ax, cis-AB, B(A),
B, B(3)Bel, Bw, Bx i O (Yamamoto, 2021.).



1.1.1. Sinteza A i B antigena

A i B oligosaharidni antigeni ABO sustava krvnih grupa produkt su istog prekursora (antigena
H) te nastaju enzimskim reakcijama kataliziranim A- i B-glikoziltransferazama (AT i BT), koje
su kodirane funkcionalnim A i B alelima na ABO genskom lokusu (Yamamoto, 2021.). Ai B
antigeni razlikuju se u zadnjem Secernom ostatku, vezanom a-1,3-glikozidnim vezom na

galaktozu H antigena.

A antigen nastaje prijenosom N-acetil-galaktozamina, kojeg prenosi A-transferaza (a-1,3-N-
acetil-D-galaktozaminiltransferaza), s uridin-difosfat-N-acetil-D-galaktozamina (UDP-
GalNac) na fukozilirani galaktozni ostatak H antigena. Sli¢no tome, B-antigen nastaje
reakcijom u kojoj B-transferaza (o-1,3-D-galaktoziltransferaza) prenosi galaktozu s UDP-
galaktoze na fukozilirani galaktozni ostatak H antigena. Ove reakcije nastanka A i B antigena,
odvijaju se u Golgijevom aparatu (Cid i sur., 2012.).

Dakle, A i B antigeni nisu primarno produkt gena, ve¢ A/B aleli kodiraju proteine A/B-
glikoziltransferaze, koje kataliziraju zadnji korak biosinteze A/B antigena (Yammamoto,
2012.).
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Slika 1. Struktura A, B i H antigena
Preuzeto sa www.chemistryviews.org.



1.1.2. Struktura ABO genai alela

ABO gen nalazi se na 'q' kraku kromosoma 9 (9q34). Cijeli lokus obuhvaca preko 18 kb i sastoji
se od sedam egzona (Gorakshakar, 2017.). Aleli za A- i B-transferaze razlikuju se u 7 nukleotida
na pozicijama 297, 526, 657, 703, 796, 803 i 840, $to dovodi do promjene 4 aminokiseline zbog
izmjene nukleotida na polozaju 526 (C u G: Arg u Gly), 703 (G u A: Gly u Ser), 796 (C u A:
Leu u Met) i 803 (G u C; Gly u Ala) (Gassner i sur., 1996.).

Postoje dva alela A, gore spomenuti alel A je Al. Alel A2, u usporedbi s alelom Al, ima
supstituciju baze na polozaju 467 (C do T: Pro do Leu) i deleciju citozina na polozaju 1.059,
koja rezultira dodatnom domenom na C-terminalnom kraju zrelog proteina (Gassner i sur.,
1996.).

Osobe nositelji O fenotipa imaju genetske kombinacije dva alela O1 i O2 koji su specifi¢ni za
krvnu grupu O. Alel Ol ima deleciju gvanina u kodirajucoj regiji Al na polozaju 261, $to
uzrokuje pomak okvira koji stvara stop kodon na polozajima nukleotida 352-354. Drugi alel O
fenotipa, 02, razlikuje se od Al na tri nukleotidna poloZzaja: 297, 526 1 802. Samo zamjene na
polozajima 526 (Cu G: Argu Gly) 1802 (G u A: Gly u Arg) dovode do promjena aminokiselina.

Zamjene O2 na polozajima 297 i 526 zapravo su iste kao u alelu B.

Odredivanjem 5 osnovnih alela (A1, A2, B, Ol 1 O2) moguce je razluciti 15 razli¢itth ABO
genotipova, a to su: A101, A102, A1A1, A1A2, A201, A202, A2A2, 0101, 0102, 0202,
BO1, BO2, BB, A1B i A2B (Gassner i sur., 1996).

1.1.3. ABH tkivni antigeni

ABH antigeni otkriveni su kao antigeni na povrSini eritrocita, no oni su prisutni i U mnogim
drugim tkivima. Mogu se pronaci na trombocitima, endotelnim i epitelnim stanicama pluca 1
gastrointestinalnog trakta te na sluznici mokra¢nog i reproduktivnog trakta. Prisutnost ABH
antigena stoga je, osim kod transplantacije krvi, vazna 1 kod transplantacije stanica, tkiva ili
organa (Cid i sur., 2012.). Neki znanstvenici smatraju da se ABH antigeni trebaju preimenovati
u antigene ABH tkivno-krvnih grupa da bi se naglasilo da su primarno tkivni antigeni. To
potkrjepljuje Cinjenica da su se ABH antigeni u evoluciji prije pojavili u ektodermalnim 1

endodermalnim tkivima nego u mezenhimalnom hematopoetskom tkivu i stanicama



(ukljucujuéi eritrocite). Neki tvrde 1 da su ABH antigeni glavni alogenetski antigeni na najvise

epitelnih stanica i da su nadeni na primarnim osjetilnim neuronima (Garraty, 2005.).

Ekspresija ABH antigena u tkivima i tjelesnim teku¢inama regulirana je sekretornim genom
FUT2, koji kodira a-1,2-fukoziltransferazu koja prenosi L-fukozu na ugljik 2 u galaktozi
glikana koji sadrze N-acetil-galaktozamin. Na taj nacin nastaje H antigen. Iz H antigena mogu
nastati A i B antigeni, kako je ranije navedeno, prijenosom N-acetil-D-galaktozamina ili D-
galaktoze uz a-glikozil-transferazu na ugljik 3 istih glikana. U nedostatku aktivnog FUT2 gena,
nastat ¢e Le? antigen Lewisovog sustava krvnih grupa. Ukoliko su aktivni i FUT2 i FUT3 gen,
nastat ¢e Le® antigen. Dakle, A i B antigeni mogu nastati u tkivima samo ako je aktivan FUT2
gen. Osobe koje imaju aktivan FUT2 gen i koje izlucuju antigene svoje krvne grupe u tjelesne
tekuc¢ine nazivaju se sekretori, a osobe koje imaju neaktivan FUT2 gen nazivaju se nesekretori
(Anstee, 2010.). U populaciji bijelaca otprilike je 80 % sekretora, a 20 % nesekretora
(Watkings, 2001.).

ABO nije jedni sustav krvnih grupa. Danas je poznato 38 sustava krvnih grupa koji se sastoje
od vise od 300 specificnih antigena (Gorakshakar, 2017.), a Hirzszfeld je pokazao da se
frekvencije raspodjele ABO krvnih grupa razlikuju u razli¢itim populacijama (Anstee, 2010.).
U Hrvatskoj, 42 % ljudi ima krvnu grupu A, 34 % ima krvnu grupu O, 17 % ima krvnu grupu

B, a 7 % ima krvnu grupu AB (www.hztm.hr).

1.2. Bipolarni afektivni poremecaj

Bipolarni afektivni poremecaj (BAP) slozen je mentalni poremecaj kojega karakteriziraju
epizode manije i depresije, a u svijetu od njega boluje oko 45 milijuna ljudi (Kerner, 2015.;
www.who.int). Epizode manije karakteriziraju osjecaji ushi¢enosti, energicnosti i
razdrazljivosti, dok se u epizodama depresije osoba osje¢a ravnodusno, tuzno i beznadno.
Simptomi depresije mogu prethoditi ili slijediti mani¢ne epizode, a ponekad cak i pratiti
manicne epizode, iako nisu potrebni za postavljanje dijagnoze. Manje ozbiljna razdoblja manije

nazivaju se hipomani¢ne epizode (Www.nimh.nih.gov).

Na temelju simptoma razlikuju se 3 osnovne vrste bipolarnoga poremecaja, a sve 3 ukljucuju
jasne promjene raspolozenja, energije 1 aktivnosti. BAP I karakteriziraju manicne epizode koje
traju najmanje 7 dana (ve¢i dio dana, gotovo svaki dan) ili kad su mani¢ni simptomi toliko

ozbiljni da je potrebna hospitalizacija. Obi¢no se javljaju i depresivne epizode koje traju


http://www.hztm.hr/
http://www.who.int/

najmanje 2 dana, a moguce su i epizode poremecaja raspoloZenja s mjesovitim znacajkama i
manicnih i depresivnih simptoma. BAP |1 karakteriziraju depresivne i hipomanijske epizode,
bez jakih mani¢nih epizoda. Treca vrsta je ciklotimijski poremecaj (ciklotimija), kojeg
karakteriziraju trajni hipomanijski i depresivni simptomi koji nisu dovoljno intenzivni ili ne
traju dovoljno dugo da bi se mogli oznaciti kao hipomanijske ili depresivne epizode. Simptomi
se obi¢no pojavljuju najmanje dvije godine kod odraslih i najmanje jednu godinu kod djece i

tinejdzera (www.nimh.nih.gov).

Osobe s BAP-om mogu imati i neke druge mentalne poremeéaje. Cesto se javljaju psihoti¢ni
simptomi, kao $to su halucinacije i/ili zablude, koji su pronadeni kod 50 % pacijenata (Kerner,
2015.). Cesto se dijagnosticiraju i anksiozni poremecaj te ADHD (engl. Attention deficit
hyperactivity disorder). Takoder, osobe s BAP-om sklonije su zlouporabi droge i alkohola te
povremeno mogu imati poremecaj prehrane poput pretilosti ili bulimije (www.nimh.nih.gov).
Nazalost, mnogi pacijenti s bipolarnim poremecajem jedini izlaz iz svog stanja vide u suicidu
(Kerner, 2015.).

Dijagnoza BAP-a postavlja se na temelju simptoma pacijenata, a uzrok bolesti jo$ nije poznat

(www.nimh.nih.gov). Smatra se da genetski ¢imbenici igraju znac¢ajnu ulogu u etiologiji, na $to

su ukazala istraZivanja obitelji, blizanaca i posvojene djece (Tsuang i Faraone, 2000.).
Cimbenici rizika iz okolisa, kao $to su traume, infekcije i upale, imaju manji doprinos (Kerner,

2015.).

BAP se uglavnom lije¢i lijekovima (stabilizatori raspolozenja, atipi¢ni antipsihotici),
psihoterapijom ili njihovom kombinacijom. Jedan od najcesée koristenih lijekova je litij, koji
moze sprije€iti epizodne promjene raspolozenja ili smanjiti njihov intenzitet kad se pojave, a

takoder smanjuje i rizik od samoubojstva (www.nimh.nih.gov).

1.3. Depresija

Depresija je heterogeni poremecaj, od kojega u svijetu pati oko 280 milijuna ljudi
(www.who.int). Simptomi depresije jesu depresivno raspolozenje, gubitak interesa ili osjecaja
uzitka u aktivnostima, izraZzena promjena tjelesne tezine ili apetita, poremecaj spavanja
(insomnija ili hipersomnija), psthomotorna agitacija (simptom povezan sa Sirokim rasponom

poremecaja raspolozenja) i psihomotorna retardacija (usporavanje misli i smanjenje fizickih


http://www.nimh.nih.gov/

pokreta), osje¢aj umora ili nedostatka energije, osje¢aj bezvrijednosti ili krivnje, poteSkoce u

koncentraciji ili neodlu¢nost te suicidalne misli (Beach i Whisman, 2011.).

Dijagnoza trajnoga depresivnog poremecaja (nazvan i distimija) postavlja se ako postoji
prisutnost 2-4 navedenih simptoma u trajanju od najmanje dvije godine, dok se dijagnoza
velikoga depresivnog poremecaja postavlja ako je u zivotu pojedinca prisutna jedna ili vise
velikih depresivnih epizoda, koje su definirane prisutno$¢u 5 ili viSe navedenih simptoma,
tijekom najmanje 2 tjedna. Epizode velike depresije u prosjeku traju 16 tjedana (Beach i
Whisman, 2011.).

Iako je depresivni poremecaj Cest 1 otezava funkcioniranje, Cesto se ne lijeci, a kad se lijeci,
terapija Cesto nije dovoljno ucinkovita. Depresivni poremecaj kod odraslih u velikoj mjeri
oslabljuje 1 naruSava mnoge uloge u njihovom zivotu te predvida depresiju i disfunkcionalno
ponasanje kod potomaka. Takvo ozbiljno ili vrlo ozbiljno oStecenje uloga pronadeno je u preko
70 % osoba s depresijom. Moglo bi se re¢i da je depresija zapravo jedan veliki javno-
zdravstveni problem koji pogada ljude svih dobi i socijalno-ekonomskih statusa (Beach i
Whisman, 2011.; Hammen, 2018.).

Postoje razliciti ¢imbenici rizika za depresiju. Neki od njih su: stres, kognitivni ¢imbenici rizika,
prisutnost depresije u roditelja (osobito majke) te Zenski spol (Hammen, 2018.).
Dokazano je da veliki stresori pokrecu veéinu klinicki znacajnih depresivnih epizoda. Depresija
tada pogorsava probleme u obitelji, a s tim problemima povecava se percipirani stres i gubitak
podrske, ¢ime se odrZava depresivna epizoda, odnosno stvara se zaCarani krug depresija-stres-
depresija (Beach i Whisman, 2011.; Hammen, 2018.). Dugotrajna izloZenost stresu moze
dovesti 1 do slozenoga stanja u organizmu koje se naziva alostatsko optere¢enje. Ako takvo
opterecenje potraje, znatno se povecava rizik od nastanka neke bolesti, odnosno dolazi do

dugoroénih fizi¢kih i mentalnih posljedica za zdravlje (Hammen, 2018.; www.hrcak.srce.hr).

Pokazano je da depresivne osobe, u usporedbi s nedepresivhim osobama, povecano
procesuiraju i iznose negativne informacije, da im se tesko odvojiti od negativnoga te da imaju
manjak kognitivne kontrole u obradi negativnih informacija. Nadalje, djeca depresivnih majki
ne nasljeduju samo genetske predispozicije za depresiju, ve¢ i ¢imbenike rizika povezane s
depresijom, a to su: izlozenost stresnim uvjetima tijekom svoga razvoja, nestabilnost braka
roditelja i njihovi sukobi, maladaptivno ponaSanje roditelja (npr. izbjegavanje, povlacenje,
pasivna agresija), roditeljsko oblikovanje uvjerenja i svijesti djeteta kroz njihov negativan
pogled na sebe, svijet 1 buduc¢nost te usvajanje disfunkcionalnih vjestina suo¢avanja sa stresom.
Zenski spol je Cesti ¢imbenik rizika jer su adolescentne djevojke i odrasle Zene vie izloZene

6
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stresorima 1 nepovoljnim uvjetima od muskaraca te zbog toga imaju vecu vjerojatnost pojave
velikoga depresivnog poremecaja u odnosu na muskarce (omjer 2:1). Neki od primjera su to §to
su zene vise izlozene nasilju i seksualnom zlostavljanju od muskaraca, imaju manju mo¢
upravljanja svojom sudbinom, posao nizega statusa i manje place, imaju manji pristup
nagradama i priznanjima nego muskarci te su viSe optereCene kroni¢nim stresnim ulogama
majcinstva, uz Ceste dvostruke uloge (majka i radnica, supruga i majka, samohrana majka)

(Hammen, 2018.).

Otprilike 60-70 % pacijenata s akutnom depresijom ima suicidalne misli te postoji visoka
ucestalost suicida (10-15 %) u pacijenata s depresijom. Najuspjesniji pristup izbjegavanja rizika
od samoubojstva je psihofarmakoloski pristup antidepresivima i/ili stabilizatorima
raspoloZenja, uz §to su vazne i psihoterapijske i psihosocijalne intervencije (Moller, 2003.).
Zanemarivanje prisutnih problema u braku ili obitelji pojedinca s depresijom pri lijecenju, moze
dovesti do manje ucinkovitosti lije¢enja i povecati rizik od recidiva. Ukoliko se lije¢i samo
pacijenta, ta je terapija uglavnom nepotpuna, te bi se trebalo posvetiti rjeSavanju problema

unutar obitelji ili unutar para (Beach i Whisman, 2011.).

1.4. Povezanost ABO sustava krvnih grupa i razlicitih bolesti

Korelacije izmedu krvnih grupa i razvoja bolesti prouc¢avane su od ranih 1900-ih kada je
utvrdeno da se protutijela i antigeni nasljeduju. Dokazano je da je podloZnost razli¢itim
bolestima poput tumora, kardiovaskularnih bolesti, infekcija, hematoloskih poremecaja,
kognitivnih poremecaja, bolesti krvotoka, metaboli¢kih bolesti i malarije povezana s ABO
krvnim grupama. Medutim, do danas nije dokazan to¢an mehanizam kojim ABO krvne grupe

mogu utjecati na rizik razvoja odredenih bolesti (Abegaz, 2021.).

1.4.1. ABO sustav krvnih grupa i zarazne bolesti

Springer je uocio da mnogi gram-negativni organizmi (npr. Escherichia coli) imaju na svojoj
membrani kemijsku strukturu koja nalikuje A i B antigenima. Smatra se da anti-A i anti-B
protutijela ne nastaju prvenstveno kao protutijela protiv A i B antigena na povrSini eritrocita,

ve¢ da nastaju kao odgovor na susret s bakterijama koje imaju sli¢an obrazac A i B antigena i



da tako nastala protutijela pokazuju kriznu reaktivnost S A 1 B antigenima na povrsini eritrocita

(Garraty, 2005.).

Provedena su razlicita istrazivanja koja povezuju ABO sustav sa zaraznim bolestima. Pokazano
je da je krvna grupa O povezana s pove¢anom ucestalos¢u kolere, kuge, tuberkuloze i infekcije
zausnjacima te da je krvna grupa A povezana s povecanom ucestaloS¢u malih boginja i infekcije
Pseudomonas aeruginosa. Nasuprot tomu, krvna grupa B povezana je s ve¢om ucestalo$¢u
gonoreje, tuberkuloze, salmonele i infekcija Streptococcus pneumoniae i E. coli, a krvna grupa
AB pokazuje povecanu ucestalost infekcija malih boginja i E. coli te salmonele (Abegaz,
2021.). Smatra se da su zapravo velike razlike u raspodjeli ABO krvnih grupa u razli¢itim
dijelovima svijeta posljedice epidemija koje su se dogodile u proslosti (Garraty, 2005.). Ono
Sto bi se jos moglo povezati s tim je ¢injenica da je pronadena veca ucestalost O fenotipa krvne
grupe u podrucju gdje je malarija endemska. Mogu¢i uzrok tome je $to O krvna grupa pruza
selektivnu zastitu protiv teske malarije, jer kod osoba s krvnom grupom O nastaje manje
formiranih rozeta koje adheriraju na vaskularni endotel i uzrokuju suzenje zila i tesku bolest
(Liumbruno i Franchini, 2013.).

Pepticki ulkus takoder je povezan s ABO krvnim grupama i to na nacin da su osobe krvne grupe
O podloznije bolesti. Gastritis i ulceracija zeluca povezani su s infekcijom Helicobater pylori
te se smatra da je vezanje H. pylori za sluznicu Zeluca ¢ovjeka posredovano fukoziliranim
antigenima tipa H 1 i Lewis b (Le). Topljivi glikoproteini koji prezentiraju Le ili protutijela
na Le® antigen mogu inhibirati bakterijsko vezanje. Nadalje, smatra se da pretvorba Le u ALg"
dodatkom terminalnoga GalNAc oslabljuje moguénost bakterijskoga vezanja. To moze
objasniti smanjenu infektivnost H. pylori za nositelje krvnih grupa AB/B/A u usporedbi s

nositeljima krvne grupe O (Abegaz, 2021.).

1.4.2. ABO sustav krvnih grupa i kardiovaskularne bolesti

ABO sustav krvnih grupa povezan je i s mnogim oblicima kardiovaskularnih bolesti (KVB),
ukljucujuéi koronarnu bolest srca, mozdani udar i vensku tromboemboliju (VT). Opcenito,
pokazano je da osobe s krvnom grupom O imaju smanjeni rizik od KVB-a (Alexander i sur.,
2014.)

Dokazano je da osobe koje imaju ne-O krvnu grupu imaju za oko 25 % vecu razinu von

Willebrandovog faktora (vWF) (Liumbruno i Franchini, 2013.). Budu¢i da je koagulacijski



¢imbenik VIII (FVIII) stabilan u krvi samo kad je vezan na vWF, koncentracije vVWF-a u plazmi
odreduju koncentraciju FVIII u plazmi. Stoga osobe s ne-O fenotipom imaju i povecanu razinu
FVIII te su sklonije zgrusavanju krvi (Yamamoto, 2021.). A, B 1 H antigeni, koji su eksprimirani
na N-vezanim glikanima vVWF-a utjeGu na poluvrijeme zivota VWF-a [ti2 (O-fenotip):10h;
t12(ne-O fenotip): 25h] te se smatra da je to razlog povecane razine VWF-a u plazmi kod osoba

nositelja ne-O krvne grupe. (Anstee, 2010.).

Nezavisno o vVWF 1 FVIII, neki drugi ¢imbenici koji pokazuju ovisnost o ABO sustavu takoder
mogu biti ukljuceni u osjetljivost na kardiovaskularne bolesti, kao §to su: topljiva medustani¢na
adhezijska molekula-1 (sICAM-1), topljivi E-selektin, topljivi P-selektin i faktor nekroze
tumora a (TNFa) (Zhang i sur., 2012.; Liumbruno i Franchini, 2016.; Yamamoto, 2021.).

Neka su istrazivanja ukazala na postojanje vece razine ukupnoga kolesterola i kolesterola niske
gustoc¢e (LDL kolesterola) kod osoba nositelja A fenotipa krvne grupe, u usporedbi s osobama
nositelja krvne grupe O i B, §to sugerira da bi osobe krvne grupe A mogle imati povecani rizik
od hiperlipidemije (Groot., 2020.).

1.4.3. ABO sustav krvnih grupa i maligne bolesti

Postoji mnogo izvjes¢a o povezanosti ABO krvnih grupa sa zloCudnim tumorima. IstraZivanja
prije 1950. nisu ba§ pouzdana zbog premaloga broja sudionika i dizajna studija te zbog
nedostatka svijesti o Sirokoj raznolikosti raspodjele frekvencija ABO fenotipa (Limbruno i
Franchini, 2013.). Vecéina znanstvenika prvim pouzdanim izvjeStajem smatra studiju Aird-a i
Bentall-a koji su 1953. pokazali da je 20 % viSe osoba s krvnom grupom A imalo rak Zeluca u
usporedbi s krvnom grupom O. To je bila velika studija, ¢iji rezultati su potvrdeni u vise od 100

kasnijih studija u razli¢itim dijelovima svijeta (Garatty, 2005.).

Jedan od predloZenih mehanizama povezanosti ABO sustava s tumorima je povezan s
¢injenicom da maligne stanice teze gubitku normalnih antigena 1 stje€u nove, tzv. tumorske
antigene. U skladu s tom teorijom pokazano je da se ABH antigeni smanjuju na malignim
stanicama kako malignost napreduje te da je gubitak A, B i H antigena proporcionalan
metastatskom potencijalu tumora. Isto tako, pokazano je da neki tumori pokazuju A ili ,,A-
sliéna“ antigenska svojstva. Takvi A 1ili ,,A-slicni* antigeni mogu se detektirati na tumorima
pacijenata koji nisu krvne grupe A i tada ih imunosni sustav moze prepoznati zbog prisutnosti

anti-A protutijela u serumu. Zbog nedostatka anti-A protutijela u serumu, imunosni sustav u



osoba krvne grupe A nece prepoznati takve ,,A-slicne* tumorske antigene, kao §to bi ih, na

primjer, prepoznao u osoba s krvnom grupom O (Garatty, 2005.).

1.4.4. ABO sustav krvnih grupa i afektivni poremecaji

0Od 1970-tih. do 2002. provedeno je vise manjih istrazivanja o povezanosti ABO sustava krvnih

grupa i BAP-a i depresije. Rezultati istrazivanja nisu bili konzistentni.

Rinies je 1979. proucavao uzorak od 190 grckih pacijenata s afektivnim poremecajem, koje je
podijelio u 3 skupine (BAP, unipolarni poremecaj, involucijska depresija). Pronasao je vecu
ucestalost krvne grupe O (XZZ 8,61, df=1, P<0,01) i manju ucestalost krvne grupe A (y° = 6.83,
df=1, p<0.01) kod pacijenata s BAP-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder je
utvrdio i znacajno veéu pojavnost krvne grupe O kod pacijenata s unipolarnim afektivnim
poremeéajem (y?=7,62, df=1, p<0,05) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Pacijenti s BAP-
om i unipolarnim poremecéajem, odnosno depresijom, nisu se medusobno razlikovali u
raspodjeli krvnih grupa (Rinieris, 1979.). Nasuprot tome, Shapiro je Fisherovim egzaktnim
testom dokazao znacajnu razliku u ucestalosti A i O krvnih grupa izmedu danskih pacijenata s
BAP-om i unipolarnom depresijom (za krvnu grupu O: p=0,0004.; a za krvnu grupu A:
p=0,002). Pacijenti s bipolarnom depresijom su imali ve¢u pojavnost krvne grupe O, a pacijenti
s unipolarnom depresijom vecu pojavnost krvne grupe A. Nije utvrdio statisticki znacajnu
razliku u raspodjeli ABO fenotipova izmedu svih pacijenata i kontrolne skupine (¥2=3.91, df=3,
p=0,27), a analizirao je skupinu od 66 pacijenata, od kojih je 43 imalo bipolarnu depresiju, a 23
unipolarnu depresiju (Shapiro i sur., 1977.). Takawaza je 1988. ispitivao uzorak od 118
japanskih pacijenata s afektivnim poremecajima koje je klasificirao u 3 vrste prema DSM-I1II
klasifikaciji: velika depresija, tj. unipolarni poremecaj (81 pacijent), BAP (31 pacijent) te ostali
specificni afektivni 1 atipi¢ni afektivni poremecaji (6 pacijenata). Kontrolnu skupinu ¢inilo je
212 zdravih Japanaca. Kao i Rinieris, nije pronasao statisti¢ki znacajnu razliku u raspodjeli
ABO krvnih grupa izmedu pacijenata s depresijom i BAP-om. Medutim, za razliku od drugih
studija pronasao je vecu ucestalost krvne grupe B (p<0,05) kod svih pacijenata s afektivnim
poremecajima u usporedbi s kontrolnom skupinom (Takawaza, 1988.). Razlike u dokazivanju
povezanosti afektivnih poremecaja s ABO krvnom grupom moguce je pripisati 1 populacijskim

razlikama u razdiobi ABO krvnih grupa.
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Rihmer i Arato te Zonda i Lester analizirali su odnos samo izmedu BAP-a i ABO krvnih grupa.
Rihmer 1 Arato su usporedili distribuciju ABO krvnih grupa 246 mani¢no-depresivnih
pacijenata sa 6000 kontrolnih ispitanika, a Zonda i Lester su napravili istrazivanje na 100
pacijenata s BAP-om. U oba istrazivanja na madarskim psihijatrijskim bolesnicima je
pronadena statisticki znaCajna razlika u ucestalosti ABO krvnih grupa izmedu pacijenata s
BAP-om | i pacijenata s BAP-om Il. Medutim, u Rihmerovom istrazivanju pronadena je razlika
u ucestalosti krvne grupe A svih pacijenata s BAP-om u usporedbi s kontrolnom skupinom (x?=
4,89, df=1, p<0,05), a u istrazivanju Zonde i Lestera nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika
u raspodjeli ABO krvnih grupa izmedu pacijenata s BAP-om i op¢e populacije (y>= 4,61, df=3,
p>0,10) (Rihmer i Arato, 1981.; Zonda i Lester, 2002.).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

ABO sustav najvazniji je sustav krvnih grupa u transfuzijskoj i transplantacijskoj medicini, jer
predstavlja imunosnu prepreku pri transfuziji krvi i transplantaciji stanica, tkiva ili organa. ABO
nekompatibilna transfuzija krvi moze uzrokovati aglutinaciju i lizu eritrocita, zatajenje bubrega
1 ponekad smrt primatelja krvi, a transplantacija nekompatibilnih organa moze dovesti do
akutnoga odbacivanja presatka. Takoder, poznato je da ABO nekompatibilna trudnoc¢a, izmedu
majke krvne grupe O i fetusa krvne grupe ne-O (A, B ili AB), moze dovesti do hemoliticke
bolesti novorodenceta, iako je ta reakcija u vrlo rijetkim sluc¢ajevima simptomatska te ve¢inom
ne zahtijeva lijeCenje (Garraty, 2005.; Vuk Pisk i sur., 2018;Yamamoto, 2021.). Medutim, sve
viSe se ispituje funkcija A i B antigena u fizioloskim 1 patoloSkim stanjima ljudskoga
organizma. U zadnjih nekoliko desetlje¢a povezuju se ABO polimorfizmi s patogenezom
pojedinih bolesti i pokuSavaju se utvrditi molekulski mehanizmi koji su uzrok tih povezanosti.
Provode se genomske studije povezanosti (engl. genome wide association studies, GWAS) na
razli¢itim populacijama, kohortna istrazivanja te razne meta-analize postojecih istraZivanja. Od
otkri¢a ABO utvrdeno je da su mnoge bolesti povezane s ABO polimorfizmima, poput venske
tromboembolija, raka gusterace, cerebralne malarije i koronarne bolesti (Yamamoto,2021.).
Naime, otkrivanje ABO polimorfizama kao ¢imbenika rizika za razvoj neke bolesti, moZze

pridonijeti razvoju prevencijskih mjera i novih metoda lijeCenja te bolesti.

Afektivni poremecaji su skup psihijatrijskih poremecaja, koji se nazivaju i poremecaji
raspolozenja. Dvije glavne vrste afektivnih poremecaja su depresija 1 BAP
(www.healthine.com). Do sada ne postoji puno istrazivanja, a osobito novijih, koja su
analizirala povezanost izmedu ABO sustava krvnih grupa i afektivnih poremecaja. Postojeca
istrazivanja su ispitivala povezanost na razini 4 ABO fenotipa krvnih grupa te su dobiveni
rezultati kontradiktorni. Stoga je cilj ovog rada ispitati istraZivanjem parova korelaciju izmedu
ABO sustava krvnih grupa, na razini ABO genotipova, i pojavnosti BAP-a i depresije u

populaciji Hrvatske, na uzorku od 96 pacijenata s dijagnozom BAP-a ili depresije.
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3. MATERIALI' I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Ispitanici

Skupina bolesnica sastoji se od 96 pacijentica, u dobi izmedu 19 i 75 godina, s dijagnozom
BAP-a (39 bolesnica) ili depresije (57 bolesnica). Dijagnoze koje su postavljene pacijenticama
prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz dijagnoza ispitanica

Dijagnoza %
povratni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda teska, bez 365
psihoti¢nih simptoma ’
teska depresivna epizoda bez psihoti¢nih simptoma 13,6
bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda mani¢na sa 136
psihoti¢nim simptomima ’
bipolarni afektivni poremecaj, sadas$nja epizoda mijeSana 94
bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda teska 83
depresija bez psihoti¢nih simptoma ’
povratni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda teska, sa 73
psihoti¢nim simptomima ’
bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda manicna 492
bez psihoticnih simptoma ’
bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda teSka 31
depresija sa psihoti¢nim simptomima ’
bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda 10
hipomani¢na ’
bipolarni afektivni poremecaj 1,0
teSka depresivna epizoda sa psihoti¢nim simptomima 1,0
povratni depresivni poremecaj, sadaSnja epizoda srednje 10
teska ’

68,8 % pacijentica ima relaps bolesti, 17,7 % je na prvom lijeCenju, a 13,5 % je u remisiji
bolesti. Prema Hamiltonovoj ljestvici, 46,9 % ispitanica ima tesku depresiju. Do sad je 30 njih
pokusalo suicid (31,1 %), kod njih 27 (28,1 %) je suicidalnost aktualna te 21,9 % njih ima
visok rizik na ljestvici ,,Columbia suicidality score®. Somatski komorbiditeti su prisutni kod

38,5 % ispitivane skupine. Bracni status ispitanica jest sljedec¢i: 50,0 % pacijentica je udano,
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30,2 % nije u vezi, 10,4 % je udovica, a 9,4 % je razvedeno. Najvise u ispitivanoj skupini, 69,8
%, je srednje strucne spreme, 21,9 % je visoke stru¢ne spreme, a 8,3 % je niske stru¢ne spreme.
Nezaposleno je 26 pacijentica (27,1 %), u mirovini je 21 (21,9 %), 5 pacijentica (5,2 %) je na
studiju, 2 su ucenice (2,1 %), a ostalih 43,7 % je u radnom odnosu. Uzorkovanje krvi bolesnica

provedeno je u Klinici za psihijatriju ,,Sveti Ivan®.

Kontrolna skupina preuzeta je iz rada Vuk Pisk ABO blood group and psychiatric disorders: a
Croatian study (Vuk Pisk i sur., 2018.), a radi toga Sto skupinu ispitanica ¢ine osobe Zenskoga
spola, iz kontrolne skupine izuzeti su muskarci. Sastoji se od 123 dobrovoljne, zdrave

darivateljice krvi, u dobi od 18 do 76 godina.

3.1.2. Uredaji, pribor i kemikalije

Genomska DNA iz uzoraka pacijenata izolirana je iz uzoraka pune krvi uzete na EDTA
antikoagulans na uredaju za automatiziranu izolaciju nukleinskih kiselina QIAcube u Odjelu
za molekularnu dijagnostiku (OMD) Hrvatskoga zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM).

Za izolaciju su koristeni:

e QIAcube uredaj

e QIAamp DNA Blood Mini QIAcube Kit (liziraju¢i pufer AL, apsolutni etanol, pufer
za ispiranje AW 1, pufer za ispiranje AW 2, pufer za eluciju AE, proteaza, kolona sa
silika-gel membranom za izolaciju)

e plasti¢ni adapteri koji sluze za centrifugiranje kolona sa silika-gel membranom i
epruveta za eluciju

e gumeni ¢epovi koji oznacavaju poziciju i broj uzoraka na inkubatoru s mijeSalicom

e apsolutni etanol

e nastavci s filterom od 1000 puL, 100 uL

e pipeta do 1000 uL

e pipeta do 100 uL

e racunalo hztm-Delphyn OMD 02

Nakon izolacije genomske DNA, provela se ABO genotipizacija. Za alel-specifi¢nu lanc¢anu
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reakciju polimeraze (PCR-SSP) Kkoristeni su:

genomska DNA kao kalup

pocetnice za PCR-SSP od 8 reakcija i po€etnice za pozitivnu internu kontrole (HGH-

humani hormon rasta):

01-a5'-TTA AGT GGA AGGATGTCCTCG TCG TA -3
01-b 5'-TAA GTG GAA GGA TGT CCT CGT CGT G -3°
01-r 5'-ATA TAT ATG GCA AAC ACAGTT AAC CCA ATG -3
02-a5’-TCG ACCCCCCGAAGAAGCT -3

02-b 5'-CGA CCC CCC GAAGAAGCC -3

02-r 5'-AGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC -3'

B-a 5’-ATC GAC CCC CCG AAGAGC G -3’

B-b 5'-CCG ACC CCC CGA AGA GCC -3’

B-r 5'-AGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC -3’
A2-75-CAG GCG GTC CGG AAG CG -3
A2-8 5'-CAG GCG GTC CGG AAC ACG -3’
A2-r/25-GTG TGT GTG ATT TGA GGT GGG GAC -3
HGHa 5'-TGCCTT CCCAACCATTCCCTT A -3
HGHb 5-CCACTCACGGATTTC TGT TGT GTT TC -3'

bidestilirana voda

epruvete od 1,5 mL

10X pufer za amplifikaciju uz 1,5 M MgCl;

10 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Taq DNA polimeraza (5 U/uL) (Applied Biosystems, SAD)

pipete od 10, 100 i 1000 pL

nastavci za pipete s filterom od 10, 100 i 1000 uL

epruvete za PCR u stripu po 8

PCR uredaj (Thermal cycler 9700, 2720 (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Nakon umnozavanja PCR produkti podvrgnuti su elektroforezi, a Koristeni su:

PCR CheckIT Wide Mini 4x25 s etidijevim bromidom (AL-Labortechnik, Austrija)
gotovi pripremljeni gelovi Clearose
1XTAE pufer
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e Etidijev bromid, 10 mg/mL

e kada za elektroforezu (Origins by Elchrom Scientific, Svicarska)
e ispravljac struje

e pipete od 10120 pL i nastavci

e pufer za nanoSenje uzorka

e molekularni biljeg od 100 pb (parova baza)

® Mmenzura

Na kraju su gelovi snimljeni kamerom. Koristeni su:

e kamera UVISAVE-Q9 HOD, Uvitec (Cambridge, UK)
e racunalo sa UVITEC 1D Software

e UV transiluminator valne duljine 254-312nm

e Sjenilo kamere

e plasti¢ni okvir za gel

e pisac

e rukavice

e papirnati ubrusi

3.2. Metode

3.3.1. Izolacija genomske DNA

Izolacija genomske DNA iz EDTA uzoraka radena je na QIAcube uredaju za automatiziranu

izolaciju nukleinskih kiselina, prema radnoj uputi odjela OMD, RU-OMD-033.

Na QIAcube uredaju moguce je izolirati najmanje dva, a najviSe 12 uzoraka u isto vrijeme.
Izolacija se provodi standardnim QIAGEN kitovima za izolaciju nukleinskih kiselina na
kolonama sa silika-gel membranom. U pufere za ispiranje AW1 i AW2, koji se nalaze u
QIAGEN kitu, potrebno je dodati apsolutni etanol prije uporabe. Takoder je prije izolacije DNA
potrebno pripremiti radnu otopinu proteaze na nacin da se u bocicu s liofiziliziranom proteazom
doda proteazno otapalo prema uputi na etiketi bocice. Otopljeni sadrZaj se promijesa, alikvotira

i pohrani na +4 °C.
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Izolacija se provodi na na¢in da se uredaj ukljuci i priceka 30-tak sekundi da se provede
inicijalizacijski test. Zatim se uredaj otvori i postavi nosac s reagensima (liziraju¢i pufer, puferi
za ispiranje, apsolutni etanol, pufer za eluciju). Nakon toga se nosaci s nastavcima s filterom
napune. Na poziciju A umetne se QIAGEN proteaza u epruveti od 1,5 ml te se na stalku
pripreme adapteri tako da se kolona sa silika-gel membranom umetne na poziciju L1, a epruveta
za eluciju na poziciju L3. Tako pripremljeni adapteri umetnu se u centrifugu. 200 pL pune krvi
otpipetira se u epruvete od 2,0 ml i stavi ih se u inkubator s mijesalicom skupa s gumenim
¢epovima koji oznacavaju poziciju uzoraka i njihov broj. Slijedi pokretanje programa na

uredaju. Izolirana genomska DNA je visoke Cistoce i prinosa.

3.2.2. ABO genotipizacija

ABO genotipizacija provedena je in house metodom PCR-SSP-a, prema radu Gassner i sur,
1996 i radnoj uputi OMD odjela, RU-OMD-009. Ovom metodom mogu se razlikovati
homozigotni i heterozigotni nositelji 5 glavnih alela gena enzima ABO glikozil transferaze: A1,
A2,B,01i02.

Prije ABO genotipizacije, potrebno je pripremiti 8 mjesavina pocetnica. Pripremaju se tako da
se u epruvetu od 1,5 mL otpipetira 100 pL specificne pocetnice 5' kraja, 100 puL specifi¢ne
pocetnice 3' kraja, 10 uL HGH te 780 pL bidestilirane vode. Pripremljena smjesa dovoljna je

za 200 uzoraka, a po zavrSetku pripreme podijeli se u alikvote i zamrzne.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je metoda koja ima veliki potencijal umnozavanja DNA,
do 10° puta (Cvoriséec i Cepelak, 2009.). U ovom radu provedena je se na sljedeci na¢in: prvo
se alikvoti mjeSavina pocetnica otope na sobnoj temperaturi. Nakon toga, u PCR stripove (kojih
ima po 8 u jednom redu) otpipetira se redom po 10 uL reakcijske smjese jedne specifi¢ne
pocetnice. Za svaki uzorak koristi se svih 8 reakcijskih smjesa s odredenom pocetnicom,
odnosno jedan red oznacava jedan uzorak. U jednom danu bilo je moguce analizirati ukupno
12 uzoraka. Nakon §to se u PCR strip otpipetiraju mjeSavine pocetnica, pripremi se PCR
mjeSavina koja za 1 uzorak sadrzi: 20 pL 10x PCR pufera s 15mM MgClz, 8 uL. 10 mM dNTP-
a, 2 uL. Taqg DNA polimeraze (aktivnosti 5 U/uL), 60 pL bidestilirane vode 1 10 uL. DNA. Kada
se pripremi PCR reakcijska smjesa, u svaku epruveticu, u kojoj je prethodno otpipetirano 10

uL reakcijske smjese odredene pocetnice, doda se 10 pL pripremljene reakcijske smjese za
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PCR. Zacepljene epruvetice potom idu u PCR uredaj. U PCR uredaju se odabere program za

umnozavanje (Tablica 3.)

Tablica 3. Program rada PCR uredaja za ABO genotipizaciju

95°C 2 min

95°C 30 sek

64 °C 1 min }10 ciklusa
72°C 45 sek

95°C 30 sek

61°C 1 min }25 ciklusa
72°C 45 sek

72°C 7 min

4°C 00

Dobiveni PCR-SSP produkti provjereni su elektroforezom na gelu od 1,5 % Clearose u 1XTAE
puferu, prema radnoj uputi RU-OMD-011-Elektroforeza.

PCR-om umnoZeni dijelovi-ulomci DNA razdvajaju se elektroforezom na nacin da putuju
razli¢itom brzinom kroz pore gela pod utjecajem istosmjerne struje. Brzina kretanja nukleinskih
kiselina kroz gel ovisi prvenstveno o veli¢ini molekule, a potom o obliku 1 konformaciji (RU-

OMD-11; Cvoriséec i Cepelak, 2009.).

Uzorci za elektroforezu pripremaju su se tako da se 8uL PCR produkta pomijesa s 2 puL pufera
za nanoSenje uzoraka (engl. loading buffer) koji se sastoji od bromfenol plavila i glicerola.
NuzZno je u jednu od jaZica na gelu staviti 5 pL. molekularnoga biljega od 100 pb, kako bi se
mogla odrediti veli¢ina umnozenih PCR-SSP produkata. Kada se uzorci nanesu u jaZice gela,
kadica se poklopi i prikljuéi na izvor istosmjerne struje. Uvjeti elektroforeze su: 120 V/43 mA,
tijekom 15min. Elektroforeza se odvija u smjeru od katode prema anodi, jer su umnozeni DNA

produkti negativno nabijeni.

Nakon zavrsene elektroforeze, gel se obasja UV svjetlos¢u (UV transiluminator) i PCR produkti
se fotografiraju digitalnom UVISAVE-Q9 HOD UVITEC kamerom, prema RU-OMD-012-
Snimanje gelova. Dobivene snimke produkata u gelu ulazu se u registrator, te u mapu u

programu kamere UVITeclD.
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3.2.2.1. Interpretacija rezultata

PCR-SSP reakcijom moze se umnoziti ukupno 8 razli¢itih PCR produkata veli¢ina prema tablici
4. U svakoj od reakcija trebao je biti umnozen ulomak gena HGH duljine 434 pb, kao pozitivna

interna PCR kontrola.

Od moguc¢ih 8 umnozenih produkata, njih 4 (1, 3, 5 1 7) oznacava pozitivnu reakciju specificnu
za alel, a ostalih 4 ukazuje na odsutnost odredenog alela. Tako je, na primjer, umnozeni produkt
na poziciji 1 karakteristican za Ol alel, dok umnoZeni produkt na poziciji 2 ukazuje na
odsutnost O1 alela. (Gasnner i sur., 1996.). Rezultati PCR-SSP ABO genotipizacije o¢itani su

pomocu tablice 4.

Tablica 4. Tablica za oclitovanje ABO genotipa iz elferograma

Broj SSP
By 1 2 3 4 5 6 7 8
reakcije
ABO
PCR produkt
134 | 133 | 134 | 194 | 195 | 194 | 172 | 173
(pb)
REZULTATI genotip | fenotip
+ - - + - + - + 0101 @)
Pozicija 1- + + + + - + - + 0102 @)
poz. + + - + + + - + 0O1B B
(01) + + - + - + - + 0O1A1 A
i + - + - + + + O1A2 A
- - + + - - + - + 0202 O
Pozicija 3-
- + + - + + - + 02B B
poz.
- + + + - + - + 02A1 A
(02)
- + + + - + + + 02A2 A
Pozicija 5- - + - + + - - + BB B
poz. - + - + + + - + AlB AB
(B) - + - + + + + + A2B AB
Pozicija 2/4/6 | - + - + - + - + AlAl A
poz. - + - + - + + + AlA2 A
(ne O1/02/B) | - + - + - + + - A2A2 A
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3.2.3. Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka analiza rezultata ABO genotipizacije istrazivanjem parova, tj. skupine oboljelih i
kontrolne skupine provedena je uz pomo¢ statistickih programa Social Science Statistic i

MedCalc (verzije 20.011) te programskog jezika R (verzije 4.0.5).

Usporedba dobi ispitivane i kontrolne skupine provedena je metodama deskriptivne statistike u
programu Social Science Statistics. Kolmogorov-Smirnovljev test koristen je kako bi se ispitalo
jesu li podatci o dobi bolesnica i kontrolne skupine razdijeljeni po normalnoj razdiobi.
Izracunate su mjera centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina) i mjere rasipanja (varijanca,
standardna devijacija i koeficijent varijance). Programom MedCalc napravljen je Welchov t-
test kojim se ispituju razlike u aritmeti¢koj sredini dvaju uzoraka koji nemaju jednake varijance.
Tim testom ispitano je je li razlika aritmeticke sredine dobi bolesnica i kontrolne skupine

statisticki znacajna.

Usporedivanje ABO fenotipova i alela provedeno je hi kvadrat (x?) testom u programu
MedCalc. Njime je ispitano postoji li statisticki znac¢ajna razlika u zastupljenosti ABO fenotipa
i alela izmedu skupine bolesnica i kontrolne skupine. Podatci o ABO fenotipima i alelima
zadovoljili su preduvijete 2 testa koji kazu da ispitanici moraju biti medusobno nezavisni i da
oc¢ekivane frekvencije trebaju biti veée od 5 u 80 % frekvencijskih ¢elija 1 vece od 1 u svim

frekvencijskim celijama.

Kod usporedbe ABO genotipova izmedu bolesnica i kontrolne skupine te kod usporedbe ABO
fenotipova unutar ispitivane skupine (izmedu pacijentica s BAP-om i depresijom) podatci nisu
zadovoljili preduvjete y* testa. Umjesto ¥? testa koriSten je Fisherov egzaktni test koji je

napravljen programski jezikom R.

Kod svih provedenih testova, razina statisticke znacajnosti postavljena je na 0,05, odnosno p

vrijednost manja od 0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razlika.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4. 1. Rezultati

4.1.1. Usporedba skupine bolesnica i kontrolne skupine po dobi

ABO genotipizacijom odredeni su genotipovi skupini bolesnica i kontrolnoj skupini. Skupinu
ispitanica ¢ini 96 pacijentica koje su oboljele od bipolarnog afektivnog poremecaja ili depresije,

a kontrolnu skupinu ¢ine 123 zdrave, dobrovoljne darivateljice krvi.

Kolmogorov-Smirnovljevim testom utvrdeno je da su podatci o dobi skupine bolesnica
razdijeljeni po normalnoj razdiobi (p=0,723). Istim testom dobiveno je da su i podatci o dobi
kontrolne skupine razdijeljeni po normalnoj razdiobi (p=0,116).

Aritmeticka sredina dobi skupine bolesnica iznosi 46,2 uz standardnu devijaciju (SD) 15,5, a

aritmeticka sredina dobi kontrolne skupine iznosi 38,2 uz SD 11,9 (Tablica 5.)

Tablica 5. Statisticka analiza skupine bolesnica i kontrolne skupine prema dobi

. Starosna dob ispitivane Starosna dob kontrolne skupine
Varijable .
skupine (god) (god)
Aritmeticka sredina 46,2 38,2
Varijanca 240,5 141,2
Standardna devijacija (SD) 15,5 11,9
Koeficijent varijacije (CV) 33,5 31,1

Skupina bolesnica je nesto starija od kontrolne skupine. Welchovim t-testom dokazano je da

je ta razlika statistic¢ki znacajna (p<<0.001).

4.1.2. Statisticka analiza usporedbe ABO fenotipova izmedu skupine bolesnica i

kontrolne skupine

Krvna grupa A najzastupljenija je u obje skupine (skupina bolesnica: 43,75 %; kontrolna
skupina: 49,59 %), slijedi krvna grupa O (skupina bolesnica 33,33 %; kontrolna skupina 27,64
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%), zatim krvna grupa B (skupina bolesnica: 19,79 %; kontrolna skupina: 17,07 %) te najmanje

zastupljena krvna grupa AB (skupina bolesnica: 3,13 %; kontrolna skupina: 5,69 %). Usporedba

raspodjele krvnih grupa izmedu skupina prikazana je slikom 2.

%

Slika 2. Usporedba relativnih frekvencija ABO fenotipova u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini.
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%% testom nije dokazana statisticki znacajna razlika u zastupljenosti ABO fenotipova izmedu

skupine bolesnica i kontrolne skupine (¥°=1,967, df=3, p=0,579). Kao razina statisticki

znacajne razlike koristila se p vrijednost manja od 0,05. Apsolutne frekvencije ABO fenotipova

koje su koristene za izradun ¥ testa prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz apsolutnih frekvencija ABO fenotipova u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini

. Skupina Kontrolna
ABO fenotip bolesnica (n) | skupina (n) Ukupno ()
A 42 61 103
AB 3 7 10
B 19 21 40
O 32 34 66
Ukupno (n) 96 123 219
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4.1.3. Statisticka analiza usporedbe ABO genotipova izmedu skupine bolesnica i
kontrolne skupine

U skupini bolesnica najzastupljeniji je O101 genotip (30,21 %), dok je u kontrolnoj skupini
najzastupljeniji O1A1 genotip (34,15 %). U skupini bolesnica slijede¢i po zastupljenosti je
O1A1 genotip (26,04 %), a u kontrolnoj skupini O101 genotip (26,83 %). Nadalje po redu
genotipovi u skupini bolesnica su O1B (15,63 %), O1A2 (9,38 %), A1AL1(4,17 %), A1A2 (3,13
%), A1B (3,13 %) i BB (3,13 %), 0102 (3,13 %), O2A1 (1,04 %), O2B (1,04 %), a u kontrolnoj
skupini O1B (16,26 %), A1A1 (5,69 %), A1B (5,69 %), O1A2 (4,88 %), A1A2 (3,25 %), O2A1
(1,63 %), BB (0,81 %) i 0102 (0,81 %). O2B genotip nije pronaden u kontrolnoj skupini, dok
A2A2, A2B, 0O2A2 i 0202 genotipovi nisu pronadeni niti u skupini bolesnica, niti u kontrolnoj
skupini (slika 3).

0 ABO genotip
35 mAIAl
30 mAIA2
mAlB
25 -
Se 20 m01Al
s =01A2
mO1B
10 = 0101
5 I = 0102
0 I.- I-- I.. I | oAl
skupina ispitanika kontrolna skupina =08

Slika 3. Usporedba relativnih frekvencija ABO genotipova u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini

Fisherovim egzaktnim testom nije dokazana statisticki zna¢ajna razlika u zastupljenosti ABO
genotipova izmedu bolesnica i kontrolne skupine. Dobivena p vrijednost iznosi 0,599.

Apsolutne frekvencije genotipova prikazane su u tablici 7.
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Tablica 7. Prikaz apsolutnih frekvencija ABO genotipova u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini

ABO Skupina Kontrolna
GENOTIP bolesnica (n) skupina (n) Ukupno (n)
AlAl 4 7 11
AlA2 3 4 7
AlB 3 7 10
BB 3 1 4
Ol1A1 25 42 67
O1A2 9 6 15
0O1B 15 20 35
0101 29 33 62
0102 3 1 4
02A1 1 2 3
02B 1 0 1
Ukupno (n) 96 123 219

4.1.4. Statisticka analiza usporedbe A1, A2, B, O1i 02 alela izmedu skupine bolesnica i
kontrolne skupine

Najzastupljeniji alel u obje skupine je O1 (skupina bolesnica 57,29 %; kontrolna skupina 54,88
%). Slijedi Al alel (skupina bolesnica 20,83 %; kontrolna skupina 28,05 %), alel B (skupina
bolesnica 13,02 %; kontrolna skupina 11,79 %), alel A2 (skupina bolesnica 6,25 %; kontrolna
skupina 4,07 %) te na kraju alel O2 (skupina bolesnica 2,60 %; kontrolna skupina 1,22 %)
(Slika 4).
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Slika 4. Usporedba relativnih frekvencija ABO alela u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini.
K- kontrolna skupina, I-skupina bolesnica

% testom nije dokazano da postoji statisti¢ki znacajna razlika u zastupljenosti alela izmedu
skupine bolesnica i kontrolne skupine (y>=4,658, df=4, p=0,323). Apsolutne frekvencije alela

koje su koristene za izradun y? testa prikazane su u tablici 8.

Tablica 8. Prikaz apsolutnih frekvencija pojedinih alela u skupini bolesnica i kontrolnoj skupini

ABO aleli | Skupina ispitanika (n) | Kontrolna skupina (n) | Ukupno (n)
Al 40 69 109
A2 12 10 22
B 25 29 54
01 110 135 245
02 5 3 8
Ukupno (n) 192 246 438

4.1.5. Usporedba raspodjele ABO fenotipova unutar skupine bolesnica

Raspodjela ABO krvnih grupa kod pacijentica oboljelih od BAP-a je slijedeca: krvna grupa A
(43,59 %), krvna grupa O (33,33 %), krvna grupa B (20,51 %) te krvna grupa AB (2,56 %).
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Pacijentice s depresijom takoder najvise imaju krvnu grupu A (43,86 %), pa krvnu grupu O
(33,33 %), krvnu grupu B (19,30 %) i na kraju krvnu grupu AB (3,50 %) (Slika 5).
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Slika 5. Usporedba relativnih frekvencija ABO fenotipova izmedu pacijentica s bipolarnim afektivnim
poremecajem (BAP) i pacijentica sa depresijom.
BAP-pacijentice s bipolarnim afektivnim poremecajem, D-pacijentice oboljele od depresije

Fisherovim egzaktnim testom nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u zastupljenosti ABO

fenotipova izmedu pacijentica oboljelih od BAP-a i pacijentica oboljelih od depresije. P

vrijednost iznosi 1,000. Apsolutne frekvencije ABO fenotipova unutar ispitivane skupine

prikazane su u tablici 9.

Tablica 9. Usporedba apsolutnih frekvencija ABO fenotipova kod pacijenata s BAP-om i depresijom

fABQ Pacijentice s BAP Pacijentice sa Ukupno (n)
enotip (n) depresijom (n)

0 13 19 32

A 17 25 42

B 8 11 19

AB 1 2 3
Ukupno (n) 39 57 96
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4.2. Rasprava

Zanimljivo je da otprilike polovica stanovnika Japana, Koreje i Tajvana vjeruje da je osobnost
vezana uz ABO krvnu grupu, a teorija osobina licnosti prema ABO krvnim grupama koja ima
najvise utjecaja na danas$nja istrazivanja jest ona japanske znanstvenice Nomi iz 1971., prema
kojoj su osobe krvne grupe A pedantne i nervozne, osobe krvne grupe B samouvjerene i
egocentri¢ne, dok su osobe krvne grupe O ,,velikog srca“ i opustene, a osobe krvne grupe AB
imaju dvojnu osobnost i teSko ih je razumjeti (Kanazawa, 2021.). Jo$ od doba antike, kada su
Hipokrat, a kasnije i Galen, tvrdili da su odredene tjelesne tekuéine odgovorne za specifi¢ne
tipove osobnosti i oblike psihopatologije, postoji hipoteza da je depresija povezana s osobnoscu

(Klein i sur, 2011.).

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) definira mentalno zdravlje kao stanje dobrobiti u
kojem svaki ¢ovjek shvaca svoj potencijal i moze se nositi s normalnim zivotnim stresovima,

raditi produktivno i plodonosno 1 moze doprinositi svojoj zajednici (psihonet.hr).

Depresija je kroni¢na bolest ¢ija prevalencija sve vise raste, a daje veliki doprinos globalnom
teretu bolesti. Globalni teret bolesti mjeri se parametrom DALY (engl. Disability Adjusted Life
Year), a oznacava ukupan broj godina prozivljenih s nesposobnos¢u i izgubljenih godina zbog
bolesti. Smatra se da ¢e do 2030. veliki depresivni poremecaj preuzeti najveci udio globalnoga
tereta bolesti, a ve¢ sada je vode¢i kod Zena. Naime, istrazivanja pokazuju da zene 1,7 puta
¢esce obolijevaju od depresije nego muskarci. Razli¢ita predispozicija za depresiju pripisuje se
prvenstveno bioloskim spolnim razlikama, a manje ovisi o rasi, kulturi, prehrani, obrazovanju
1 drugim drustvenim i ekonomskim ¢imbenicima. U razvoju depresije vazni su i odredeni
periodi u zivotu Zena kada su osobito podloZzne (pubertet, fertilno doba, menopauza i dr.).
Istrazivanja na majmunima i glodavcima pokazala su da zenski spolni hormoni, a osobito
estrogen, pruzaju za$titni ucinak protiv obolijevanja od depresije te da smanjenje razine
estrogena moze povecati rizik za razvoj depresije. U skladu s tim, €ini se da se taj rizik povecava
u perimenopauzalnom razdoblju Zena, kada pada razina estrogena. Mogli bi se pitati, ako
estrogen ima zastitnu ulogu, zaSto onda muskarci ne obolijevaju ceS¢e od zena, no otkriveno je
da se testosteron u muskom mozgu pretvara u estrogen pomocu endogene aromataze (CYP 19).
Tocan mehanizam djelovanja genetskih razlika, koji je odgovoran za razlicite predispozicije za
mentalne bolesti izmedu muskaraca i Zena zapravo tek treba razjasniti (Albert, 2015.).
Medutim, Zivotne okolnosti koje vise doprinose razvoju depresije kod Zena nego kod muskaraca

su: nejednaka mo¢ 1 status Zena u usporedbi s muSkarcima, opterec¢enje zena radom izvan kuce

27



i radom kucanskih poslova te brigom o djeci i starijim ¢lanovima obitelji i iskustvo seksualnoga

ili fizickoga zlostavljanja, koje ¢escée dozive zene nego muskarci (www.mayoclinic.org). 2017.

godine provedeno je istrazivanje U SAD-uU koje je proucavalo upravo spolnu razliku u
dijagnosticiranju velikoga depresivnog poremecaja u dvjema meta-analizama, na ukupno vise
od 1,7 milijuna Zena i muskaraca. Dobiveni omjer izgleda (OR) za spolne razlike iznosi 1,95,
Sto znaCi da je zenama 1,95 puta vise dijagnosticiran veliki depresivni poremecéaj nego
muskarcima. Spolna razlika u obolijevanju od depresije pojavila se ranije nego $to se mislilo, s
OR 2,37, u dobi od 12 godina. U obje meta-analize utvrdeno je da je spolna razlika zapravo
najveca u doba adolescencije (OR=3.02 u dobi od 13 do 15 godina), a da nakon adolescencije
pada i ostaje relativno stabilna u odraslo doba. Jos jedno otkrice te studije je to da su pronadene
veée spolne razlike u dijagnosticiranju velikoga depresivnog poremecaja kod predstavnika

nacija gdje postoji vec¢a ravnopravnost spolova (Salk i sur., 2017.).

U ovom radu ispitana je povezanost izmedu ABO sustava krvnih grupa, BAP-a i depresije
istrazivanjem parova skupine 96 pacijentica i 123 zdravih zena. Povezanost je ispitivana na 3
razine: fenotipskoj, genotipskoj te na razini alela. Dobivena p vrijednost utvrdena y? testom za
usporedbu 4 ABO fenotipa iznosi 0,579, a za razdiobu ABO alela iznosi 0,323. Za usporedbu
ucestalosti ABO genotipova koristen je Fisherov egzaktni test, a utvrdena p vrijednost iznosi
0,599. Dobivene p vrijednosti veée Su od razine statisticke znacajnosti stoga ispitivana
povezanost nije utvrdena na sve tri razine. Istodobno je provedeno i ispitivanje razlike u
zastupljenosti ABO krvnih grupa izmedu dviju skupina oboljelih, tj. pacijentica s BAP-om i
pacijentica s depresijom. Fisherovim egzaktnim testom pokazano je da razlika ne postoji, uz p
vrijednost od 1,000.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja o povezanosti izmedu BAP-a, depresije i ABO krvnih grupa
nisu usuglaseni. Ukoliko povezanost postoji, smatra se da bi ona mogla biti vezana uz
neurotransmitere, ¢ija je neravnoteza vazna za nastanak poremecaja raspolozenja. Temeljni
mehanizmi nastanka BAP-a i velikoga depresivnog poremecaja jo§ nisu u potpunosti
razjasnjeni, ali na snazi je monoaminska hipoteza prema kojoj klju¢nu ulogu u poremecajima
raspolozenja imaju monoaminski inhibitori serotonin, dopamin i noradrenalin. Znacajna uloga
serotonina u velikom depresivnom poremecaju potvrdena je genskim, bioloskim 1
farmakoloskim studijama. Dopamin i norepinefrin, osim u kognitivnoj funkciji, imaju vaznu
ulogu u regulaciji emocija te postoje dokazi da uz serotonin, neregulirani prijenos dopamina i
noradrenalina takoder daju doprinos razvoju velikoga depresivnog poremecaja i BAP-a.

Najnovije studije ukazale su takoder da enzim dopamin-beta-hidroksilaza (DBH), koji
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katalizira pretvorbu dopamina u noradrenalin i koji je vaZan za odrZavanje ravnoteze dopamina
I noradrenalina, ima ulogu u nastanku BAP-a i velikoga depresivnog poremecaja (Sun i sur,
2021.). Ates i sur. pokazali su da je polimorfizam DB3 gena 1603C>T povezan s osjetljivoscu
na BAP u turskoj populaciji, a Zhou i sur. izvijestili su da bi polimorfizam DBH 5'-Ins/Del
mogao biti povezan s osjetljivo$¢u na veliki depresivni poremecaj u kineskoj populaciji. Neka
starija istrazivanja pokazala su da je aktivnost DBH pojacana u bipolarnom afektivnom
poremecaju, dok je u depresiji smanjena (Vuk Pisk i sur., 2018.). Sun i sur. utvrdili su da je niza
aktivnost DBH povezana s izrazenijim tjeskobnim ili depresivnim simptomima u BAP-uU na
istrazivanju od ukupno 365 ispitanika: 104 osobe oboljele od velikoga depresivnog poremecaja,
101 pacijenta s BAP-om i 160 zdravih osoba koji su ¢inili kontrolnu skupinu (Sun i sur., 2021.).
Otkric¢e da je DBH gen smjesten takoder blizu gena ABO na kromosomu 9934 (Morison, 2004.;
Hobgood, 2011.), ¢ime postoji moguénost da ABO gen utjece na DBH gen i pridonosi riziku za
razvoj afektivnih poremecaja, iznimno je bitno u istrazivanju ove teme. Ista veza izmedu ABO
gena i DBH gena proucava se u povezanosti osobina li¢nosti i ABO krvnih grupa, §to je osobito
popularno kod Japanaca. Obzirom da je aktivnost katekolamina povezana s tipovima osobnosti,
ukoliko postoji korelacija izmedu gena za katekolamina i ABO krvnih grupa, to bi moglo
objasniti povezanost izmedu ABO krvnih grupa i osobina li¢nosti (Hobgood, 2011.). Kanawaza
je na uzorku od 3.750 sudionika, koji su ispunjavali upitnik za samoprocjenjenu osobina
licnosti, potvrdio teoriju osobina li¢nosti prema ABO krvnim grupama. Medutim, to je

ispitivanje provedeno samo na japanskoj populaciji (Kanazawa, 2021.).

Ranije istrazivanje 0 povezanosti ABO sustava krvnih grupa i psihijatrijskih poremecaja
provedeno u Hrvatskoj(Vuk Pisk i sur, 2018.) te veliko istrazivanje o odnosu ABO krvnih grupa
i velikom depresivnom poremecaju autora Garvert i sur. (Garvert i sur., 2021.) iznijeli su
razliCite rezultate. U hrvatsku je studiju bilo uklju¢eno 156 psihijatrijskih pacijenata te je
usporedbom razdiobe ABO genotipova s kontrolnom skupinom pronadena znacajno veca
pojavnost krvne grupe AB u ispitivanoj skupini tj. znacajno vecéa ucestalost A1B genotipa kod
ispitanika. Omjerom izgleda dobiveno je da se psihijatrijski poremecaji pojavljuju skoro 3 puta
ceS¢e u osoba krvne grupe AB, u usporedbi s drugim krvnim grupama. Medutim, ispitivanjem
povezanost ABO krvnih grupa sa razli¢itim psihijatrijskim poremecajima (poremecaji
raspolozenja, psihoti¢ni poremecaji, ovisnosti, poremecaj osobnosti) nije pronadena statisticki
znacajna razlika. Takoder, ispitivali su i povezanost izmedu ABO krvnih grupa i odredenih
karakteristika psihijatrijskih pacijenata (spol, psihijatrijsko nasljede, somatski komorbiditeti,

suicidalnost) te nije utvrdena statisticki znacajna razlika. U prijas$njim studijama pronadeno je
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brze lucenje dusikovog oksida (NO) kod osoba krvne grupe B i AB. NO je klju¢an neuroupalni
regulator pa se smatra vaznim za razvoj depresije i drugih psihickih bolesti (Vuk Pisk i sur.,
2018). Najnovija meta studija koju je provela njemacka autorica Garvert i sur. (Garvert i sur.,
2021.) proucavala je povezanost izmedu ABO krvnih grupa i velikog depresivnog poremecaja
analizom podatataka iz 26 case-control istrazivanja diljem svijeta od EU, SAD do Australije
kao dio zadace radne skupine Konzorcija za psihijatrijsku genomiku (engl. Psychiatric
Genomics Consortium). Analizirali su podatke o 37.208 osoba, od kojih je 41,6 % tijekom
Zivota imalo dijagnosticiran veliki depresivni poremeéaj. ¥>-testom nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu velikoga depresivnog poremecaja i distribucije ABO krvnih grupa.
Zapravo, niti jedna od Cetiri regresijske analize, koje su procjenjivale povezanost izmedu
pojedinih krvnih grupa i velikoga depresivnog poremecaja, nije dosegla statisticku znacajnost.
Sekundarne analize, koje su ispitivale i u¢inke interakcije ABO krvnih grupa i spola na rizik od

velikog depresivnoga poremecaja, takoder nisu dosegle statisti¢ki znacaj (Garvert i sur., 2021.).

Rezultati ovoga istrazivanja u skladu su s istrazivanjem Garvert i suradnika (Garvert i sur.,
2021.). Svakako treba navesti i ograni¢avajuc¢e ¢imbenike ove studije koje mogu dovesti
posljedi¢no do pogresnih zakljucaka. Prvi je nedostatak ovoga istrazivanja mali broj ispitanika
na uzorku od 96 pacijentica oboljelin od BAP-a i depresije, posebno ako ga se usporedi s
analiziranim brojem podataka svjetskoga Konzorcija za psihijatrijsku genomiku. Sljedeci
nedostatak ovoga ispitivanja predstavlja i ¢injenica da je skupina bolesnica statisticki zna¢ajno
starija od kontrolne skupine, ¢ime su osobe u kontrolnoj skupini imale manje vremena za
moguce obolijevanje od BAP-a i depresije, $to potencijalno moze dovesti do krivih zakljucaka.
Razlike u dokazivanju povezanosti afektivnih poremecaja/depresije s ABO krvnom grupom
moguce je pripisati i populacijskim razlikama u razdiobi ABO krvnih grupa i navedenih bolesti.
U ovu su studiju bile ukljuene samo bolesnice tako da bi istu hipotezu vrijedilo provjeriti i na

muskim pacijentima.

S obzirom na razli¢ite rezultate dosadas$njih studija o tome utjece li ABO sustav krvnih grupa
na rizik za razvoj poremecaja raspolozenja te da nedostaju istrazivanja na vecem broju
ispitanika, potrebno je nastaviti proucavati ovo podrucje od interesa uz potencijalne ¢imbenike
koji mogu sudjelovati u obolijevanju, kao §to je enzim DBH i dr. te ukljuciti osobe muskoga

spola u daljnja istrazivanja.
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5. ZAKLJUCC]

= Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati postoji li povezanost izmedu genotipova ABO
sustava krvnih grupa i obolijevanja od BAP-a i depresije u populaciji Hrvatske.

= Rezultati statisti¢kih testova ove retrospektivne studije istrazivanjem parova skupine
96 pacijentica s dijagnozom BAP-a i depresije te skupine od 123 kontrolne ispitanice
pokazali su da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojedinih ABO
genotipova izmedu ispitivanih skupina, $to znaci da povezanost nije dokazana.

= Utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika u zastupljenosti ABO krvnih grupa izmedu
bolesnica i kontrolne skupine (x>=1,967, df=3, p=0,579).

=  Utvrdeno je da razlika u razdiobi ABO genotipova izmedu kontrolne skupine i skupine
bolesnica nije znacajna (p=0,599) te da se raspodjela ABO alela izmedu te dvije
skupine takoder ne razlikuje znadajno (x>=4,658, df=4, p=0,323).

= S obzirom da su skupinu ispitanica ¢inile skupine pacijentica razli¢itih bolesti, ispitano
je razlikuju li se one medusobno u raspodjeli ABO krvnih grupa te je utvrdeno da se
raspodjela ABO krvnih grupa statisti¢ki znacajno ne razlikuje izmedu pacijentica s
bipolarnim poremec¢ajem i pacijentica s depresijom (p=1,000).

= S obzirom da su neke studije ukazale na povezanost izmedu ABO sustava Krvnih
grupa, osobnosti i poremecaja raspolozenja, kao i drugih ¢imbenika kao §to su npr.
neka razdoblja u zivotu Zzena (pubertet, fertilno doba, menopauza i dr.), utjecaj ABO
krvnih grupa na rizik od razvoja depresije i BAP-a trebalo bi nastaviti ispitivati u

vecim istrazivanjima te ukljuditi pripadnike muskoga spola.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

Depresija je kroni¢ni poremecaj koji oboljele onesposobljava za kvalitetan Zivot, a utjece i na
zivote njihovih bliskih ljudi. Osim depresivnog raspolozenja i gubitka uzivanja u gotovo svim
aktivnostima, dolazi i do znacajne promjene apetita, kvalitete spavanja, osjec¢aja umora i
gubitka energije, bezvrijednosti ili pretjerane krivnje, smanjene sposobnosti koncentracije i
ponovljenih razmisljanja o smrti ili suicidu. Prevalencija velikog depresivnog poremecaja U
svijetu sve viSe raste, a smatra se da ¢e do 2030. godine preuzeti glavni udio u globalnom teretu
bolesti. Bipolarni afektivni poremecéaj (BAP), kao i depresija, svrstava se u afektivne
poremecaje, a karakteriziraju ga epizodne izmjene osjeCaja ushi¢enosti, energi¢nosti i
razdraZljivosti te s druge strane, osjecaja ravnodusnosti, tuge i beznada. Dosadasnja istrazivanja
povezanosti ABO sustava krvnih grupa i afektivnih poremecaja dala su kontradiktorne
rezultate. Cilj ovoga rada bio je ispitati povezanosti izmedu ABO sustava krvnih grupa, BAP-
a i depresije u populaciji Hrvatske. Istrazivanje parova provedeno je usporedbom Zena s
dijagnozom BAP-a ili depresije i kontrolne skupine. Prou¢avane su samo zene, obzirom da one
¢escée obolijevaju od depresije, 96 pacijentica s dijagnozom BAP-a (n=39) ili depresije (n=57),
a kontrolnu skupinu ¢inilo je 123 zdrave darivateljice krvi. Bolesnicama je izolirana genomska
DNA iz uzorka pune krvi na QlAcube uredaju za automatsku izolaciju nukleinskih kiselina. In
house metodom alel-specifi¢ne lancane reakcije polimeraze (PCR-SSP) provedena je
genotipizacija za 5 osnovnih ABO alela (01, 02, Al, A2, B) i 15 ABO genotipova. Povezanost
je ispitivana na 3 razine: fenotipskoj, genotipskoj te na razini alela. Dobivena p vrijednost
utvrdena y? testom za usporedbu ABO fenotipa iznosi 0,579, a za razdiobu ABO alela iznosi
0,323. Za usporedbu ucestalosti ABO genotipova koristen je Fisherov egzaktni test, a utvrdena
p vrijednost iznosi 0,599. Dobivene p vrijednosti vece su od razine statistiCke znacajnosti stoga
ispitivana povezanost nije utvrdena na navedene sve tri razine. Ispitivana je i razlika razdiobe
ABO krvnih grupa izmedu pacijentica sa BAP-om i pacijentica s depresijom, no razlika nije
statisticki dokazana (p=1,000). Rezultati ovoga rada upucuju na to da ABO sustav ne doprinosi
razvoju BAP-a i depresije i u skladu je sa ve¢inom dosad provedenih studija u svijetu. S obzirom

da je ovo podrucje od interesa, potrebno je nastaviti istrazivanja potencijalnih ¢imbenika koji
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mogu sudjelovati u nastanku BAP-a odnosno depresije, kao $to je enzim dopamin-beta-

hidroksilaza (DBH), neurotransmiteri i dr. te u istrazivanje ukljuciti osobe muskoga spola.

Kljucne rijec¢i: ABO krvne grupe, ABO genotipizacija, bipolarni afektivni poremecaj,

depresija
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7.2. Summary

Depression is a chronic disorder that disables patients for a quality life, and also affects the lives
of their loved ones. In addition to depressed mood and loss of pleasure in almost all activities,
there is a significant change in appetite, sleep quality, feelings of fatigue and loss of energy,
worthlessness or excessive guilt, decreased ability to concentrate and repeated thoughts of death
or suicide. The prevalence of major depressive disorder in the world is growing, and it is
estimated that by 2030 it would be a major cause in the global burden of the disease. Bipolar
disorder as well as depression, is classified as an affective disorder and is characterized by
episodic changes in feelings of elation, energy and irritability, and on the other hand, feelings
of indifference, sadness and hopelessness. So far, there is much research on the association of
ABO blood group systems and affective disorders that have yielded contradictory results. The
aim of this study was to examine the association between ABO blood group system, bipolar
disorder and depression in the Croatian population. The case-control study comparing women
diagnosed with bipolar disorder or depression and the control group. Only women were studied,
as they were more likely to suffer from depression, 96 patients diagnosed with bipolar disorder
(n=39) or depression (n=57), and the control group consisted of 123 healthy blood donors.
Genomic DNA was isolated on a QIAcube device for automatic nucleic acid isolation.
Genotyping on 5 basic ABO alleles (O1, 02, Al, A2, B) and 15 ABO genotypes was performed
by the in house method of allele-specific polymerase chain reaction (PCR-SSP). The
association was examined at 3 levels: phenotypic, genotypic and allelic. The obtained p value
determined by the y2 test for the comparison of the ABO phenotype was 0.579, and for the
distribution of the ABO allele was 0.323. Fisher's exact test was used to compare the frequency
of ABO genotypes, and the determined p value was 0.599. The obtained p values are higher
than the level of statistical significance, therefore the examined correlation was not determined
at all three mentioned levels. The difference in the distribution of ABO blood groups between
patients with bipolar disorder and those with depression was also examined, but the difference
was not statistically significant (p = 1,000). The results of this study suggest that the ABO blood
group system does not contribute to the development of bipolar disorder and depression. This
is consistent with most conducted studies so far in the world. The research of this area of
interest, should be continued on potential factors that may be involved in the disease, such as

the enzyme dopamine beta hydroxylase (DBH), neurotransmitters, etc., and to include males in
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further research.

Key words: ABO blood groups, ABO genotyping, bipolar disorder, depression
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8. PRILOZI

8.1. Kratice

DNA-= deoksiribonukleinska kiselina
dNTP= deoksiribonukleotid-trifosfat
EDTA-= etilendiamintetraoctena kiselina
FUT1- gen fukozil-transferaza 1

FUT2- gen fukozil-transferaza 2
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Depresija je kroni¢ni poremecaj koji oboljele onesposobljava za kvalitetan Zivot, a utjede i na Zivote njihovih bliskih ljudi. Osim
depresivnog raspoloZenja i gubitka uZivanja u gotovo svim aktivnostima, dolazi i do znacajne promjene apetita, kvalitete spavanja,
osjecaja umora i gubitka energije, bezvrijednosti ili pretjerane krivnje, smanjene sposobnosti koncentracije i ponovljenih razmisljanja
o smrti ili suicidu. Prevalencija velikog depresivnog poremecaja u svijetu sve viSe raste, a smatra se da ¢e do 2030. godine preuzeti
glavni udio u globalnom teretu bolesti. Bipolarni afektivni poremecaj (BAP), kao i depresija, svrstava se u afektivne poremecaje, a
karakteriziraju ga epizodne izmjene osjecaja ushic¢enosti, energicnosti i razdrazljivosti te s druge strane, osjecaja ravnodusnosti, tuge
i beznada. Dosadas$nja istrazivanja povezanosti ABO sustava krvnih grupa i afektivnih poremecaja dala su kontradiktorne rezultate.
Cilj ovoga rada bio je ispitati povezanosti izmedu ABO sustava krvnih grupa, BAP-a i depresije u populaciji Hrvatske. Istrazivanje
parova provedeno je usporedbom Zena s dijagnozom BAP-a ili depresije 1 kontrolne skupine. Prouc¢avane su samo Zene, obzirom da
one &esée obolijevaju od depresije, 96 pacijentica s dijagnozom BAP-a (n=39) ili depresije (n=57), a kontrolnu skupinu ¢inilo je 123
zdrave darivateljice krvi. Bolesnicama je izolirana genomska DNA iz uzorka pune krvi na QIAcube uredaju za automatsku izolaciju
nukleinskih kiselina. In house metodom alel-specifi¢ne lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR-SSP) provedena je genotipizacija za 5
osnovnih ABO alela (O1, 02, A1, A2, B) i 15 ABO genotipova. Povezanost je ispitivana na 3 razine: fenotipskoj, genotipskoj te na
razini alela. Dobivena p vrijednost utvrdena 2 testom za usporedbu ABO fenotipa iznosi 0,579, a za razdiobu ABO alela iznosi
0,323. Za usporedbu uéestalosti ABO genotipova koristen je Fisherov egzaktni test, a utvrdena p vrijednost iznosi 0,599. Dobivene
p vrijednosti vece su od razine statistiCke znacajnosti stoga ispitivana povezanost nije utvrdena na navedene sve tri razine. Ispitivana
je irazlika razdiobe ABO krvnih grupa izmedu pacijentica sa BAP-om i pacijentica s depresijom, no razlika nije statisticki dokazana
(p=1,000). Rezultati ovoga rada upucuju na to da ABO sustav ne doprinosi razvoju BAP-a i depresije i u skladu je sa ve¢inom dosad
provedenih studija u svijetu. S obzirom da je ovo podrucje od interesa, potrebno je nastaviti istrazivanja potencijalnih ¢imbenika koji
mogu sudjelovati u nastanku BAP-a odnosno depresije, kao §to je enzim dopamin-beta-hidroksilaza (DBH), neurotransmiteri i dr. te
u istrazivanje ukljuciti osobe muskoga spola.
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SUMMARY

Depression is a chronic disorder that disables patients for a quality life, and also affects the lives of their loved ones. In addition to
depressed mood and loss of pleasure in almost all activities, there is a significant change in appetite, sleep quality, feelings of
fatigue and loss of energy, worthlessness or excessive guilt, decreased ability to concentrate and repeated thoughts of death or
suicide. The prevalence of major depressive disorder in the world is growing, and it is estimated that by 2030 it would be a major
cause in the global burden of the disease. Bipolar disorder as well as depression, is classified as an affective disorder and is
characterized by episodic changes in feelings of elation, energy and irritability, and on the other hand, feelings of indifference,
sadness and hopelessness. So far, there is much research on the association of ABO blood group systems and affective disorders
that have yielded contradictory results. The aim of this study was to examine the association between ABO blood group system,
bipolar disorder and depression in the Croatian population. The case-control study comparing women diagnosed with bipolar
disorder or depression and the control group. Only women were studied, as they were more likely to suffer from depression, 96
patients diagnosed with bipolar disorder (n=39) or depression (n=57), and the control group consisted of 123 healthy blood donors.
Genomic DNA was isolated on a QlAcube device for automatic nucleic acid isolation. Genotyping on 5 basic ABO alleles (O1,
02, Al, A2, B) and 15 ABO genotypes was performed by the in house method of allele-specific polymerase chain reaction (PCR-
SSP). The association was examined at 3 levels: phenotypic, genotypic and allelic. The obtained p value determined by the 2 test
for the comparison of the ABO phenotype was 0.579, and for the distribution of the ABO allele was 0.323. Fisher's exact test was
used to compare the frequency of ABO genotypes, and the determined p value was 0.599. The obtained p values are higher than
the level of statistical significance, therefore the examined correlation was not determined at all three mentioned levels. The
difference in the distribution of ABO blood groups between patients with bipolar disorder and those with depression was also
examined, but the difference was not statistically significant (p = 1,000). The results of this study suggest that the ABO blood group
system does not contribute to the development of bipolar disorder and depression. This is consistent with most conducted studies
so far in the world. The research of this area of interest, should be continued on potential factors that may be involved in the
disease, such as the enzyme dopamine beta hydroxylase (DBH), neurotransmitters, etc., and to include males in further research.
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