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§ 1. Uvod 13

§1. UVOD

Veliki depresivni poremecaj (MDD, eng. Major Depressive Disorder) vodec¢i je uzrok
onesposobljenosti ljudi u aspektu psihijatrijskih poremecaja budué¢i da je to najcesci
psihijatrijski poremecaj. Kognitivni, fizicki i emocionalni simptomi MDD-a dovode do
znacajnih o$tecenja psihosocijalnih segmenata u fizickom, drustvenom, obrazovnom i radnom
kontekstu. Problematika ovog poremecaja ima 1 ekonomski aspekt budu¢i da depresija sa
sobom nosi i neizravne troskove na radnom mijestu. Pod ove troskove spadaju niska
produktivnost i izostanci koji ¢ine vise od 60 % ukupnog ekonomskog tereta depresije Sto je
dvostruko vise od troskova povezanih s medicinskom skrbi.> Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO, eng. World Health Organization) rangirala je MDD kao treci uzrok tereta bolesti na
globalnoj razini te je predvidjela da ¢e zauzeti prvo mjesto do 2030. godine.?

Sedamdesetih godina proslog stolje¢a simptomi depresije povezani su sa Smanjenom
razinom monoaminskih neurotransmitera.® Istrazivadi su simptome poput nepravilnosti u
spavanju, agresije ili loSeg raspoloZenja povezali s nedovoljnom koli¢inom serotonina, loSe
paméenje s nedostatkom norepinefrina,* dok su za manjak dopamina ustanovili da uzrokuje
slabiji osje¢aj motivacije.®> Tada je predstavljena prva hipoteza depresije, tzv. monoaminska
hipoteza.® Sukladno nedostatnoj koli¢ini monoaminskih neurotransmitera, razvijeni Su i prvi
lijekovi za depresiju, odnosno inhibitori monoaminskih transportera. Takvi su lijekovi vrlo brzo
poceli pokazivati neZeljene i opasne nuspojave zbog Cega je nastala potreba za razvojem
terapije s drugac¢ijim mehanizmom djelovanja. ®

U praksi, detekcija, dijagnoza 1 terapija velikog depresivnog poremecaja cCesto
predstavljaju izazove lije¢nicima zbog varijabilne manifestacije simptoma, nepredvidivih
prognoza i razli¢itih odgovora na terapiju.? Zbog Siroke primjene i spektra djelovanja, trenutni
najces¢i farmakoloski pristupi ukljuuju selektivne inhibitore ponovne pohrane serotonina
(SSRI), selektivne inhibitore ponovne pohrane serotonina i norepinefrina (SNRI) i selektivne
inhibitore ponovne pohrane norepinefrina i dopamina (NDRI).* Ove se vrste lijekova Koriste i
kod mnogih drugih psiholoskih poremecaja izuzev velikog depresivnog poremecaja kao $to su
shizofrenija, bipolarni poremec¢aj, Alzheimerova i Parkinsonova bolest.” Mehanizam djelovanija
ovih vrsta lijekova je selektivna inhibicija transportera serotonina (SERT), norepinefrina (NET)

i/ili dopamina (DAT) zbog ¢ega se povecava koli¢ina monoaminskih neurotransmitera u sinapsi
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§ 1. Uvod 14

Sto utjeGe na aktivnost medusobno povezanih neurotransmiterskih sustava.l U ovom se
istrazivanju predstavlja jedan od pripadnika skupine SNRI, duloksetin. Dvostruko inhibicijsko
djelovanje duloksetina promijenilo je stavove 0 depresiji i boli buduci da je ustanovljeno da
duloksetin olaksava i fizicku bol koja se javlja kao simptom depresije uz kognitivne simptome
i simptome koji su povezani s raspolozenjem.’

Farmakoterapija nije jedini pristup koji se koristi kod lije¢enja depresije. Najcesce se
koristi u kombinaciji s nekom drugom metodom kao §to je psihoterapija. Jedna od metoda koja
polako postaje i standardna praksa lijeCenja simptoma depresije je i terapija jakim svijetlom,
odnosno fototerapija.® Fototerapija se primjenjuje na nadin da se pacijent odredeni period u
danu izlaze umjetnom 1 jakom svijetlu. Toan mehanizam iza djelotvornosti ove metode jo$
uvijek nije u potpunosti razjasnjen, no ispitivanja su pokazala da je ova metoda veoma efikasna
kod pacijenata koji boluju od sezonskog afektivnog poremecaja.® Osim toga, pokazano je da
primjena fototerapije u kombinaciji s antidepresivima rezultira smanjenjem ili nestankom
simptoma u odnosu na placebo uvijete kod velikog depresivnog poremeéaja.®

Obzirom na problematiku 1 kompleksnost koje stoje iza toCne i precizne dijagnoze
pojedinog pacijenta te na vaznost prilagodavanja i individualiziranja strategija lijeCenja, razvio
se veliki interes za pronalaskom biomarkera koji bi mogli imati presudnu ulogu u prilagodbi
terapije. Biomarkeri koji omogucuju pracenje metabolickih promjena koje su uzrokovane
primjenom razli¢itih vrsta terapije i pristupa lije¢enju su metaboliti.}* Metaboliti su malene
molekule (masa < 1500 Da) koje se lako apsorbiraju te imaju sposobnost prelaska krvno-
mozdane barijere. Metabolomika je jedna od novijih ,,omika“ koja pomaze kod pracenja
promjena koje se dogadaju nizvodno od genomskih, transkriptomskih 1 proteomskih
modifikacija. Zbog navedenog, metabolomika je postala klju¢an alat u probiru lijekova kod
lije¢enja velikog depresivnog poremeéaja i mnogih drugih poremeéaja.'? U ovom istrazivanju
koristeno je neciljano metabolomsko profiliranje koje je omogucilo detekciju velikog broja
metabolita u bioloskom uzorku s ciljem pronalaska metabolita koji imaju razli¢itu razinu
zastupljenosti unutar skupine uzoraka. U svrhu analize uzoraka plazme pacijenata koji boluju
od velikog depresivnog poremecaja, prije i poslije primjene odgovarajuce terapije, koristena je
plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS).

U ovom diplomskom radu cilj je dobiti uvid u metabolicke i molekulske promjene koje
nastaju kao rezultat raznih strategija lijecenja depresije, odnosno monoterapije duloksetinom u

usporedbi s terapijom duloksetinom u kombinaciji s fototerapijom. Naime,
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farmakometabolomika je koriStena u svrhu odredivanja metabolomickih profila pacijenata prije
I nakon 8 tjedana lijecenja. Nadalje, koriStena je i u svrhu identifikacije metabolita koji su
povezani s dijagnozom velikog depresivnog poremecaja te s pojavom depresije koja je otporna
na terapiju antidepresivima. Zbog navedenog u istrazivanje su ukljucene tri skupine ispitanika,
zdravi kontrolni ispitanici, osobe s dijagnozom velikog depresivnog poremecaja (prva epizoda
depresije) koji su lijeceni duloksetinom te osobe s terapijski rezistentnom depresijom koje su
primale terapiju duloksetinom u kombinaciji s fototerapijom. Osobe s dijagnozom velikog
depresivnog poremecaja uzorkovane su dva puta, prije 1 8 tjedana nakon pocetka terapije.

Rezultati ovog istrazivanja dodatno ¢e poduprijeti potencijal metabolomike u medicini.
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§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Veliki depresivni poremeéaj (MDD)

Veliki je depresivni poremeéaj esto, kroni¢no i iscrpljujuée psihijatrijsko stanje.'® Jedna se od
pet osoba izja$njava da je doZivjela depresivnu epizodu u nekom dijelu svog Zivota.'* Sve se
viSe prepoznaje da depresija ne ukljuuje samo emocionalne simptome, ve¢ utjece na cijelo
tijelo na nac¢in da uzrokuje bolne fizicke simptome koji mogu biti dio Sireg skupa simptoma
koji ¢ine veliki depresivni poremeéaj.'® Karakteristiéni simptomi uklju¢uju smanjeni interes ili
gubitak uzitka u aktivnostima i prisutnost depresivnog raspolozenja. Konkretnije, simptomi
uklju¢uju promjenu tjelesne mase ili apetita, poremeceni san, smanjenu SPOSObNOSt
koncentracije, psihomotornu retardaciju ili uznemirenost, umor, nemoguc¢nost donoSenja
odluka i suicidalnost. Svi simptomi uzrokuju funkcionalne i socijalne potesSkoce, a veca
ozbiljnost simptoma depresije ograni¢ava psihosocijalnu kvalitetu Zivota.'® Trudnice, stariji i
djeca pokazuju vecu stopu incidencije koja moze biti povezana s genetickim, psihosocijalnim
ili socijalnim faktorima. Depresija je ¢esto poprac¢ena ponavljaju¢im napadajima koji se mogu
javljati i u remisijskim fazama ili trajati duze od same depresije.!® Prva epizoda velikog
depresivnog poremecaja najcesce se javlja u periodu koji se proteze od adolescencije do sredine
Cetrdesetih godina Zivota, ali gotovo 40 % pacijenata dozivi prvu depresivnu epizodu prije
dvadesete godine zivota. Kroz Zivotni vijek, depresija je gotovo dvostruko ¢es¢a kod Zena nego
kod muskaraca, a u oba je spola vrhunac prevalencije u drugom i treéem desetlje¢u Zivota.*
Simptomi depresije ukljucuju poremecaje u ponaSanju i funkcionalnosti za koje su
odgovorni monoaminski neurotransmiteri. Monoaminski neurotransmiter serotonin (5-
hidroksitriptamin, 5-HT) regulira raspoloZenje, spavanje, agresiju, libido i apetit, a norepinefrin
(NE) regulira paméenje i odrzava budnost organizma.* Osim navedenih, neurotransmiter
dopamin (DA) takoder spada u monoaminsku skupinu neurotransmitera te je zaduZen za osjecaj
motivacije, regulaciju sustava nagrade i pokreta.> NeuravnoteZenost ovih funkcija Gesto se
povezuje s razvojem mnogih psihijatrijskih poremecaja kao §to su bipolarni poremecaj,

poremecaj anksioznosti, shizofrenija, depresija i mnogi drugi.*’
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8§ 2. Literaturni pregled 17

2.1.1. Sinteza monoaminskih neurotransmitera i njihovi receptori

5-hidroksitriptamin, odnosno serotonin, nastaje u nekoliko koraka iz prekursora, odnosno iz
aminokiseline triptofan. U prvom koraku enzim triptofan-hidroksilaza (TRY-OH) hidrolizira
triptofan u 5-hidroksitriptofan (5-HTP), a nakon toga dekarboksilaza aromati¢nih
aminokiselina (AAADC) pretvara 5-HTP u 5-HT. Nakon sinteze, 5-HT se pohranjuje u
sinaptickim vezikulama pomocu vezikularnog monoaminskog transportera (VMAT2) do kad
ne nastane potreba za koristenjem 5-HT tijekom neurotransmisije.” Prikaz sinteze 5-HT nalazi

se na slici 1.

ZT

5-hidroksitriptamin ~ NH3

o

Slika 1. Sinteza serotonina iz triptofana kao prekursora uz meduprodukt 5-hidroksitriptofan i
uz enzime triptofan-hidroksilazu i dekarboksilazu aromati¢nih aminokiselina (AAADC). Slika

napravljena pomo¢u ChemDraw programa.

DA i NE*® sintetiziraju se iz aminokiseline tirozin na Zivéanim zavriecima dopaminergi¢nih
neurona u mozgu nakon $to je tirozin prenesen iz ekstracelularnog matriksa i krvotoka pomocu
tirozinske pumpe ili transportera. Tirozin-hidroksilaza (TOH) pretvara tirozin u 3,4-
dihidroksifenilalanin (DOPA) nakon ¢ega se DOPA prevodi u DA pomocu enzima DOPA-
dekarboksilaze (DDC). DA se takoder prenosi u sinapti¢ke vezikule pomo¢u VMAT?2 kao i 5-
HT i tamo se pohranjuje do sljedeée neurotransmisije.” Unutar vezikula, DA se hidroksilira
pomocu dopamin-f-hidroksilaze (DBH) i nastaje NE. Prikaz sinteze DA i NE nalazi se na slici
2.
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Q o
HO HO. MNH;
oH__ oH
MH; TOH MH- DDC
HO HO ' H
L-tirozin DOPA dopamin
OH
1.
Ll
"o DBH o
dopamin norepinefrin

Slika 2. Sinteza dopamina i norepinefrina iz L-tirozina kao prekursora uz meduprodukt L-3,4-
dihidroksifenilalanin (DOPA) i uz enzime tirozin-hidroksilazu (TOH), DOPA-dekarboksilazu
(DDC) i dopamin-B-hidroksilazu (DBH). Slika napravljena pomo¢u ChemDraw programa.

Osim neuravnotezenosti monoaminskih neurotransmitera, abnormalnosti u prijenosu signala
takoder mogu nastati zbog promjena u funkciji receptora, a to moze ukljucivati promjene u
povezanosti izmedu neurotransmitera 1 receptora ili promjene u signalnoj kaskadi nizvodno od
receptora. Za noradrenergi¢ni, dopaminergicni i serotonergi¢ni sustav identificiran je veliki broj
receptora koji su klasificirani prema farmakoloskim ili molekularnim karakteristikama.?
Prijenos norepinefrina regulira se putem o- ili B-adrenoreceptora i njihovih razli¢itih
podtipova koji imaju iste farmakoloske osobine u mozgu i perifernom ziv€anom sustavu.
Klasifikacija receptora serotonergi¢nog sustava i dalje napreduje te su do sada poznate glavne
kategorije, ukljudujuéi receptore od 5-HT: do 5-HT; koje imaju svoje podtipove.’
Dopaminergi¢ni se receptori takoder dijele u skupine i to od D1 do Ds te su najcesc¢e povezani

s G-proteinima.’

2.1.2. Monoaminska hipoteza

Monoaminska se hipoteza prvi puta pocela spominjati prije pedesetak godina kad je
predloZeno da je uzrok depresije nedovoljna dostupnost monoaminskih neurotransmitera dok
je uzrok manije suvisak istih u sinapsi. Dokazi ove pretpostavke dolazili su od klini¢kih

promatranja i testiranja na zivotinjama koja su pokazala da rezerpin (antihipertenzivni lijek)
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koji uzrokuje troSenje presinaptickih zaliha NE, DA i 5-HT, inducira sindrom sli¢an depresiji.
S druge strane, eufori¢no i hiperaktivno ponasanje primije¢eno je kod nekih pacijenata koji su
bili lijeceni iproniazidom, lijekom koji se koristi u terapiji tuberkuloze, koji povecava
koncentraciju NE u mozgu.2® Nadalje, jedni od prvih antidepresiva funkcionirali su na na¢in
da su blokirali ponovno vezanje 5-HT i NE na presinapti¢ki neuron. To je omoguéilo vecu
koli¢inu navedenih neurotransmitera u sinapsi zbog cega je bilo pojacano stimuliranje
postsinaptickin neurona.!® Osim navedenog, pretpostavljeno je da, ako je enzim koji
katabolizira DA,” NE i 5-HT u njihovim presinaptickim neuronima, monoaminooksidaza,
inhibiran, to ée takoder pojacati dostupnost navedenih neurotransmitera u sinapsi.”'° Upravo na
ovim dokazima temelji se monoaminska hipoteza koja objasnjava da je nastanak depresije

posljedica nedovoljne koli¢ine ovih neurotransmitera u sinapsama.?®

2.1.3. Djelovanje i inhibicija monoamin-oksidaze (MAOQ)

Monoamin-oksidaza (MAQO) enzim je koji se nalazi na vanjskoj membrani mitohondrija u
neuronima.?’ Supstrati monoamin-oksidaze molekule su poput indolamina koje ukljuéuju 5-HT
(5-hidroksitriptamin) i triptamin, katekolamini poput DA, NE i epinefrina te amini u tragovima
(beta-feniletilamin i tiramin). Ona je odgovorna za degradaciju navedenih amina koju vrsi na
naCin da deaminira monoamin u odgovaraju¢i aldehid kojeg ¢e nakon toga aldehid-
dehidrogenaza (ALDH) oksidirati u kiseline.?* Mehanizam djelovanja monoamin-oksidaze

prikazan je na slici 3.

MAO ALDH
R—NH27T> R-CHO 7 R-COOH
H,0 H,0, NAD® NADH
0, NH, H,0 H*
Slika 3. Mehanizam djelovanja enzima monoamin-oksidaze (MAO) i aldehid-dehidrogenaze
(ALDH)

Dvije strukturne forme koje poprima MAO otkrivene su prije gotovo sto godina? te su odredene
prema osjetljivosti na vezanje ireverzibilnog inhibitora klorgilina.?® Prva forma (MAO-A)
pokazala je visoku osjetljivost na vezanje klorgilina dok za drugu formu (MAO-B) to nije
slucaj. Nadalje, dodatna istrazivanja pokazala su da je MAO-B osjetljivija na pargilin i deprenil

nego $to je to MAO-A. Osim toga, ustanovljeno je da MAO-A preferabilno oksidira 5-HT, NE
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i DA, dok, s druge strane, MAO-B preferabilno oksidira benzilamin i beta-feniletilamin.202

MAO-A u kompleksu s klorgilinom te MAO-B u kompleksu s deprenilom prikazane su na
slikama 4 i 5, redom.

Slika 4. A) Stuktura monoamin-oksidaze tipa A u kompleksu s klorgilinom; B) Parcijalno
vezno mjesto monoamin-oksidaze tipa A s interakcijama klorgilina i monoamin-oksidaze tipa
A. Slika napravljena pomoc¢u vizualizacije integrirane u RCSB PDB bazi

(https://www.rcsh.org/); PDB ID: 2BXR
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Slika 5. A) Stuktura monoamin-oksidaze tipa B u kompleksu s deprenilom; B) Parcijalno
vezno mjesto monoamin-oksidaze tipa B s interakcijama deprenila i monoamin-oksidaze tipa
A. Slika napravljena pomocu vizualizacije integrirane u RCSB PDB bazi
(https://www.rcsh.org/); PDB ID: 2BYB

U ljudskom organizmu, izoenzimi MAO-A i MAO-B pokazuju razli¢itu stopu ekspresije od
pocetka Zivota nadalje. Pri rodenju, obilnija je forma MAO-A, no vrhunac ekspresije MAO-A
u prvoj je godini zivota ¢ovjeka te nakon toga polako pada dok ne dostigne odraslu dob nakon
koje ekspresija postaje stabilna. S druge strane, ekspresija MAO-B je niska pri rodenju te se

takoder znatno povecava kroz rano djetinjstvo u prvoj godini zivota, a kroz kasnije djetinjstvo
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ekspresija poprima blagi pad. Nakon djetinjstva, ekspresija MAO-B raste gotovo linearno i
stabilno.?? Shematski prikaz razlika u ekspresiji izoenzima MAO-A i MAO-B nalazi se na slici
6.

Ekspresyja monoamin oksidaze

Postreproduktivni
period

Rano
djetinjstvo

Rodenje Djetinjstvo ~ Adolescencija  Odrasla dob

MAOA

Slika 6. Shematski prikaz razli¢ite stope ekspresije dviju formi enzima monoaminooksidaze

(MAO-A i MAO-B) u ljudskom organizmu kroz Zivotni vijek pojedinca

Budu¢i da je ustanovljeno da pacijenti koji boluju od depresije imaju smanjene koliCine DA,
NE i 5-HT u sinapsama za koje su odgovorne MAO-A i MAO-B, istrazivaci su poceli razvijati
inhibitore ovih enzima (IMAO) kako bi pojacali dostupnost ovih neurotransmitera u
sinapsama.®’ Osim toga, klinicke studije koje su istrazivale efikasnost IMAO, iproniazida, kod
pacijenata koji boluju od tuberkuloze, otkrile su da su ti pacijenti postali drustveniji, aktivniji i
boljeg raspolozenja.®"?1 2% Iproniazid je bio prvi klini¢ki efikasni IMAQ i prvi antidepresiv koji
je stavljen na trziSte. Samim time, prva kategorija antidepresiva koja je razvijena u svrhu
lijeCenja depresije bili su IMAO. Iproniazid ne diskriminira izmedu izoformi enzima MAO te
stvara kovaletnu vezu u veznom mjestu zbog ¢ega spada u ireverzibilni neselektivni IMAO.?*
Ova skupina inhibitora jedna je od Sest skupina koje su razvijene U svrhu smanjivanja simptoma
depresije. Ostale skupine su: ireverzibilni inhibitori selektivni za MAO-A, ireverzibilni

inhibitori selektivni za MAO-B, reverzibilni neselektivni IMAO, reverzibilni inhibitori

Lavinia Latin Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 23

selektivni za MAO-A i reverzibilni inhibitori selektivni za MAO-B.® Ireverzibilni inhibitori,
osim §to omogucuju povecanje koli¢ine NE, DA i 5-HT u sinapsi, smanjuju koli¢inu same
MAO jer enzim vise ne moze vezati drugi supstrat. Zbog toga organizam pokusava nadomjestiti
koncentraciju enzima MAO na nacin da ih regenerira. Proces regeneracije moze potrajati
tiednima tako da efekti inhibitora mogu trajati puno duze nego sam proces eliminacije lijeka iz
organizma.?®

lako su IMAO pokazali efikasnost kod lijeCenja simptoma depresije, vise se ne koriste
kao terapija zbog vrlo ozbiljnih nuspojava kao $to je zatajenje jetre.® Jog je jedna od neZeljenih
nuspojava vrlo teska i potencijalno letalna hipertenzivna kriza s cerebralnim krvarenjima koja
nastupna tipi¢no nakon konzumacije sira, vina ili druge fermentirane hrane koja je bogata
tiraminom. Tiramin uzrokuje rapidan porast tlaka zbog odsustva MAO-A i MAO-B zbog Cega
moze doé¢i do spomenutih krvarenja.?! Zbog navedenih i nekih drugih nuspojava te zbog
unapredenja antidepresivne terapije, lijecnici sve manje prepisuju IMAO za lije¢enje simptoma
depresije, no ovi lijekovi su pokazali efikasnost i kod lije¢enja simptoma nekih drugih bolesti

poput Parkinsonove bolesti.®%

2.1.4. Neurotrofna hipoteza

Osim monoaminske hipoteze o razvoju velikog depresivnog poremecaja, vazno je spomenuti i
neurotrofnu hipotezu. Neurotrofin je ziv€ani ¢imbenik rasta koji potice prezivljavanje i
aktivnost neurona.!” U ovoj hipotezi jedan je od glavnih neurotrofina tzv. mozdani neurotrofni
¢imbenik (BDNF, eng. brain-derived neurotrophic factor).* BDNF regulira zivéanu, odnosno
sinapti¢ku plasti¢nost, regulira broj i gustocu sinapsi U mozgu na temelju njihove aktivnosti,
neurogenezu, starenje i kognitivne aspekte ponaSanja povezane s raspolozenjem. BDNF se
eksprimira u velikim koli¢inama u mozgu zrelih sisavaca, a ponajviSe unutar prefrontalnog
korteksa, amigdale, hipokampusa i hipotalamusa koji su uklju¢eni u regulaciju ponasanja
povezanog s raspolozenjem.®

Kod nekih pacijenata koji pate od depresije, stres uzrokuje smanjenu koli¢inu BDNF-a
u hipokampusu i prefrontalnom Kkorteksu.*?>% Za razliku od stresa i boli, terapija
antidepresivima uzrokuje pojacanu ekspresiju BDNF-a u hipokampusu i prefrontalnom

korteksu.?®
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2.1.5. Farmakoterapija kod lijecenja velikog depresivnog poremecaja

Antidepresivi prve generacije nisu samo ve¢ spomenuti IMAO, ve¢ i triciklicki antidepresivi
(TCA). TCA blokiraju transportirajue proteine koji ponovno apsorbiraju DA, NE i 5-HT u
odgovarajuéi presinapticki neuron kako bi neurotransmiteri dulje ostali u sinapsi i kako bi dulje
podrazavali postsinapti¢ki neuron.* U tom slu¢aju zadrzavanja neurotransmitera u sinapsi,
simptomi depresije poc¢nu slabjeti. Medutim, kao i IMAO, TCA su takoder pokazali i negativne
strane svog djelovanja. Osim na monoaminske neurotransmitere, TCA djeluju i na druge
neurotransmitere u srediSnjem Ziv€anom sustavu i periferiji kao Sto su neurotransmiteri
histaminergi¢nog 1 acetil-kolinergi¢nog sustava. Rezultat takvog djelovanja je sedacija,
hipotenzija, suhoca u ustima te zamucenje vida. Osim toga, zbog djelovanja na kardiovaskularni
sustav, TCA mogu biti i letalni u slu¢aju predoziranja.®

Mehanizam djelovanja novijih generacija antidepresiva je antagoniziranje
presinaptickih inhibicijskih receptora 5-HT, NE i/ili DA $to dovodi do poveéanja sinaptickih
koncentracija ovih neurotransmitera.> Oni ukljucuju selektivne inhibitore ponovne pohrane 5-
HT (SSRI), parcijalne agoniste 5-HT i inhibitore ponovne pohrane 5-HT, inhibitore ponovne
pohrane 5-HT i NE (SNRI), inhibitore ponovne pohrane NE i DA, selektivne inhibitore
ponovne pohrane NE i mnoge druge.”*3

Skupina antidepresiva koja je uvelike unaprijedila farmakoterapiju u lijeCenju depresije
je SSRI. Djelovanje ovih lijekova primjenjuje se na velik spektar psiholoskih poremecaja, a ne
samo za MDD-a. Djeluju na na¢in da inhibiraju presinapticki transporter za 5-HT.” Nadalje,
svojstvo koje ih razlikuje od skupine antidepresiva TCA je da njihovo djelovanje ne rezultira
ozbiljnim nuspojavama kao §to je hipotenzija te da u slu¢aju predoziranja nisu letalni. 3

Vaznu ulogu u lijecenju depresije imaju 1 SNRI skupina antidepresiva. Oni kombiniraju
robusnu inhibiciju SERT-a s varijabilnim razinama inhibicije NET-a zbog ¢ega ova skupina
ima prednost nad skupinom SSRI.” Mehanizam djelovanja ove skupine antidepresiva prikazan
je na slici 7. Osim navedene, dodatna prednost je da djelovanje skupine lijekova SNRI nije
potpuno dualno, ve¢ gotovo trostruko. Ova skupina ne inhibira sve transportere DA U mozgu,
ali poveéava koli¢inu DA u prefrontalnom korteksu mozga. "' Povecanje razine DA nije
povezano s inhibicijom DAT-a, ve¢ s inhibicijom transportera za NE. Ovo ima posebno snazan
u¢inak na razinu DA u prefrontalnom korteksu, gdje su prijenosnici DA rijetki.”?” Osim uloge
5-HT i NE u neurobiologiji depresije, oni takoder upravljaju nizvodnim inhibitornim putevima

boli u mozgu i lednoj mozdini. Stoga antidepresivi koji utje¢u na neurotransmisiju 5-HT i NE
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pokazuju i veliki analgetic¢ki u¢inak koji je ve¢i nego kod antidepresiva koji inhibiraju ponovnu

pohranu samo jednog od monoaminskih neurotransmitera, kao §to su to SSRI.%

presinapticki

presinapticki

®
&%g& vvv

Receptori za
5-HT

Receptori za
NE

postsinapticki
neuron

ostsinaptic¢ki
p P A e
neuron

Bsmur

Slika 7. Shematski prikaz dualnog mehanizma djelovanja inhibitora ponovne pohrane
serotonina (5-HT) na slici A i norepinefrina (NE) na slici B, odnosno inhibitora transportera

serotonina (SERT) na slici A i inhibitora transportera norepinefrina (NET) na slici B’

Jedan od predstavnika skupine antidepresiva SNRI je i duloksetin prikazan na slici 8.
Duloksetin  ((+)-(S)-N-metil-y-(1-naftiloksi)-2-tiofenepropilamin  hidroklorid) vrlo je
djelotvorni inhibitor SERT-a i NET-a, odnosno ponovne pohrane 5-HT i NE, a pri tome ne
pokazuje afinitet prema drugim receptorima histaminergi¢nog, kolinergi¢nog, adrenergi¢nog,

glutamatnog te drugih sustava.'®28

Slika 8. Prikaz kemijske strukture duloksetina. Slika napravljena pomo¢u ChemSpider

programa.
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U kontekstu lije¢enja depresije, duloksetin se pokazao u¢inkovitim u svim fazama lijecenja:
akutnoj, nastavnoj i dugotrajnoj. Tijekom akutne faze, koja traje otprilike 6-12 tjedana,
duloksetin pomaze u smanjenju osnovnih simptoma depresije, ukljucujuci osjecéaj tuge, gubitak
interesa za svakodnevne aktivnosti, kroni¢ni umor, poteskoée s koncentracijom i poremecaje
sna.'® Pacijenti ¢esto veé u prvih nekoliko tjedana terapije primjeéuju poboljsanja, posebno u
smanjenju tjelesnih simptoma depresije, poput glavobolja, bolova u miSi¢ima 1 op¢e nelagode,
$to je znacajno jer tjelesni simptomi depresije esto ostaju neprepoznati i nelijeceni.” Duloksetin
djeluje na integriran nacin, istovremeno ublazavaju¢i emocionalne 1 tjelesne aspekte bolesti, $to
ga Cini idealnim izborom za pacijente s mijeSovitim simptomima.?® Vrste boli koje se
poboljsavaju uz primjenu duloksetina su razlicite, od dijabeticke periferne neuropatske boli,
preko fibromialgije, do kroni¢ne miSi¢no-koStane boli, poput one povezane s osteoartritisom i
problemima donjeg dijela leda.’

Nastavna faza lijeCenja, koja traje nekoliko mjeseci nakon akutne faze, usredotocuje se
na stabilizaciju postignutih rezultata i sprje¢avanje povratka simptoma.?® U ovoj fazi duloksetin
ne samo da odrzava remisiju depresije, ve¢ 1 pomaze u jacanju otpornosti pacijenata na stresne
dogadaje. Klinicke studije pokazale su da pacijenti koji redovito uzimaju duloksetin tijekom
nastavne faze imaju znacajno nizi rizik od relapsa u usporedbi s onima koji su prerano prekinuli
terapiju.®® Dugotrajna primjena duloksetina, koja mozZe trajati godinu dana ili vise, posebno je
vazna kod osoba s kroni¢nom ili ponavljaju¢om depresijom. Duloksetin u ovom razdoblju
pomaze odrzati remisiju 1 sprijeciti daljnje epizode depresije, ¢ime poboljSava dugorocnu
kvalitetu Zivota pacijenta.?®*° Osim toga, duloksetin ima potencijalno vaznu ulogu u lije¢enju
tzv. "rezistentne depresije”, gdje pacijenti nisu dobro odgovorili na terapiju drugim
antidepresivima.”*! Njegov dualni mehanizam djelovanja omoguéuje ciljano djelovanje na vise

puteva neurobioloske deregulacije u depresiji, poveéavajuéi $anse za postizanje remisije.®2

2.1.6. Terapija jakim svijetlom (fototerapija; BLT, eng. bright light therapy)

Veliki depresivni poremecaj zahvaca veliki broj ljudi od kojih samo oko 50 % adekvatno reagira
na prvotno lijecenje, odnosno na terapiju antidepresivima i psihoterapiju.®® Osim toga, samo
oko 30 do 40 % pacijenata pokazuje znakove remisije simptoma nakon primjene antidepresiva
kroz period od 8 tjedana.’ Nadalje, psihoterapija je ograni¢ena dostupnoséu psihijatara i

psihologa te su gerijatrijski pacijenti pod vecim rizikom od razvoja nuspojava na lijecenje
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antidepresivima od ostalih dobnih skupina.®® Upravo zbog ovih razloga, postoji potreba za
razvojem alternativne i efikasne metode lije¢enja depresivnog poremeéaja.833

Jedna od takvih alternativnih metoda je i terapija jakim svijetlom, odnosno fototerapija.
BLT je sigurna, dobro podnosiva, nefarmakoloska terapija koja se moze koristiti zasebno ili u
kombinaciji s drugim vrstama terapije.!®3* Terapija ukljucuje izlaganje umjetnom jakom
svijetlu odredeni period. Uredaj koji emitira takvo svijetlo najéesce se sastoji od fluorescentnih
cijevi, reflektora i difuznog zaslona.® Djelotvornost terapije jakim svijetlom ispitivana je pri
pacijentima koji boluju od sezonskog afektivnog poremecaja. To je vrsta depresivnog
poremecaja koji se javlja sezonski, najceS¢e u periodu jeseni 1 zime kada ima manje dnevnog
svijetla.®® Svjetlosna se terapija smatra efikasnom jer stimulira specijalizirane ganglijske stanice
mreznice osjetljive na svijetlo koje sadrze melanopsin. Svijetlo potice oslobadanje glutamata u
suprahijazmatskoj jezgri. Ona se smatra cirkadijalnim ,,pacemakerom* mozga.® Medutim,
toan biomolekularni mehanizam jo$ uvijek nije poznat.®® Razlog za primjenu ove vrste terapije
kod osoba koje boluju od nesezonske depresije, odnosno od velikog depresivnog poremecaja,
je da te osobe ¢esto pokazuju atipi¢ne simptome koji su povezani s cirkadijalnim poremecajima,
poput nepravilnih obrazaca spavanja, dnevnih oscilacija raspolozenja ili promijenjene tjelesne
temperature koji su implicirani u patofiziologiju MDD-a.**° Ispitivanja su pokazala da primjena
BLT kao monoterapije ili kao dodatne terapije uz terapiju antidepresivima rezultira redukcijom
simptoma depresije u usporedbi s placebo uvjetima te da ju pacijenti relativno dobro
toleriraju.81%%® NeZeljeni simptomi koji se povezuju s primjenom BLT terapije ukljuduju
naprezanje o€iju, blagu glavobolju, mu¢ninu, maniju te neke manje promjene u raspolozenju,

ali su ti simptomi tijekom provodenja klini¢kih ispitivanja smatrani zanemarivima.®

2.2. Metabolomika

Veliki depresivni poremecaj poznat je kao poremecaj ¢ija je simptomatologija heterogena i
kompleksna. Osim toga, prilikom primjene jedne ili viSe vrsta terapija, odgovori su varijabilni
1 individualni. Zbog toga je prvenstveno bitno to¢no dijagnosticirati depresiju te razviti
personaliziranu farmakolosku strategiju. U tom aspektu borbe protiv depresije uvelike pomazu
biomarkeri za kojima danas postoji rastuci interes buduci da omogucuju prilagodavanje terapije
pojedinim pacijentima.’®> Molekule koji imaju veliki biomarkerski potencijal u ovakvim
situacijama su metaboliti, male molekule koje se lako apsorbiraju i koje mogu proc¢i krvno-

mozdanu barijeru. To su endogene molekule poput lipida, aminokiselina, kratkih peptida,
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nukleinskih kiselina, Secera, alkohola ili organskih kiselina. One se proizvode rutinski putem
endogenog katabolizma ili anabolizma. Njihova je sinteza kodirana genomom domacina te su
kljuéni za rast, razvoj i mnoge vazne fizioloske funkcije.!? Za razliku od gena i proteina,
metaboliti pokazuju puno veéu varijabilnost ovisno o faktorima okoline, stresa, prehrane i
unutarnjih biokemijskih i metaboli¢kih puteva.!

Metabolomika je brzo rastu¢e podrucje znanosti o Zivotu koje koristi napredne tehnike
analiticke kemije u kombinaciji sa sofisticiranim statistickim metodama kako bi se
sveobuhvatno karakterizirao metabolom. Metabolom se obi¢no definira kao cjelokupna zbirka
metabolita, odnosno malih molekula, pronadenih u odredenom organelu, stanici, organu,
tjelesnoj tekuéini ili organizmu.? Metabolomika se temelji na kemijskim reakcijama koje
uklju¢uju molekule male molekularne mase (<1,5 kDa).*® Predstavlja alat koji pruza
informacije o sloZenim interakcijama genotipa 1 fenotipa, kao 1 o sloZenim metabolomskim 1
biokemijskim mehanizmima u zdravlju i bolesti.>” Zbog navedenih svojstava, metabolomika
ima $iroku primjenu u znanosti, odnosno, u biomedicinskim istrazivanjima, ukljucujuci
onkologiju, mikrobiologiju, farmakologiju, neuropsihijatriju i mnoge druge.'! Takoder, moze
se koristiti za identifikaciju dijagnosti¢kih i prognosti¢kih biomarkera.*® Kao glavni uzorci za
metabolomsku analizu koriste se razne tjelesne tekucine, tkiva ili stanice ukljucujuéi serum,
urin, cerebrospinalnu tekucinu, amnionsku tekuéinu, cisticne tekucine, krvne stanice,
trombocite pa tako i ekstracelularne vezikule i plazmu koja je kao tip uzorka koristena u ovom
radu.®” Metabolomika je jedna od najnovijih znanstvenih disciplina koje spadaju u grupu
,omika®“ te omogucuje pradenje promjena koje se zbivaju nizvodno od genomskih,
transkriptomskih i proteomskih modifikacija. Zbog toga je postala klju¢na u istrazivanju i
probiru lijekova jer posjeduje sposobnost identifikacije metabolickih promjena koje su rezultat

razli¢itih modaliteta lije¢enja.*?

2.2.1. Neciljano metabolomsko profiliranje

U metabolomici postoje dva glavna pristupa, a to su ciljana i neciljana metabolomska analiza.
Te dvije vrste analize naje$¢e su medusobno povezane jer istraZivanja u velikom broju
slu¢ajeva zapo€inju neciljanom metabolomskom analizom budu¢i da ona pruza globalni i
generalni uvid $to onda omogucuje formulaciju hipoteze za ciljanu analizu. Ponekad to ne mora

biti slu¢aj ovisno o biologkom pitanju koje treba rijesiti.!!
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U potrazi za metabolitima koji bi mogli predstavljati nove dijagnosticke, prognosticke
ili prediktivne biomarkere, najéesce se koristi neciljana metabolomska analiza.®® Za razliku od
neciljane analize koja mjeri Sirok raspon znacajki koje se mogu detektirati u odredenom uzorku,
ciljana se analiza temelji na ve¢ anotiranim biokemijskim metabolitima.®’ Ciljana analiza
usmjerena je na mjerenje poznatih i identificiranih metabolita koji su dio ve¢ utvrdenog i
bioloski znacajnog metabolickog puta u organizmu zbog Cega ova vrsta metabolomskog
pristupa pruza vecu osjetljivost i selektivnost.!* S druge strane, neciljana analiza generira jako
veliki skup podataka pa je potrebna kompleksna obrada podataka kako bi se mogla utvrditi
povezanost izmedu metabolita i postavljenog znanstvenog pitanja.®® Nadalje, odredivanje i
identifikacija metabolita u neciljanoj analizi povezana je s bazama podataka ili knjiznicama
zbog kojih ona omogucuje kvalitativnu analizu i relativnu kvantifikaciju.

Bez obzira na velik broj svojih prednosti, i ciljana i neciljana analiza imaju svoje
nedostatke. Sto se ti¢e neciljane analize, najvece izazove predstavljaju strukturna identifikacija,
obrada sirovih podataka i pristranost u detekciji.>® Osim toga, rezultati dobiveni nakon
neciljane, odnosno ciljane analize ne mogu objasniti uzroke odredenih promjena ili poremecaja
kao $to su smanjene ili povecane razine odredenih metabolita koje mogu biti posljedica

razli¢itih uzroka ukljucujuéi promjene u aktivnosti enzima.>®

2.2.2. Analiticke metode u metabolomici

Svaki segment neciljane metabolomske analize zahtijeva analiticke metode koje ¢e omoguciti
separaciju, detekciju i identifikaciju. Analiticke metode koje ¢e to omoguciti moraju biti
sofisticirane i visokog kapaciteta. Kao tehnike separacije metabolita u metabolomici koriste se
tekucinska kromatografija (LC), plinska kromatografija (GC), kapilarna elektroforeza (CE) te
separacija ionskom mobilnos¢u (IMS). Kako bi se metaboliti mogli detektirati, koriste se
odredene metode ionizacije. Najéesc¢e koriStene tehnike ionizacije su ionizacija elektronima
(EI), ionizacija elektrorasprsenjem (ESI), ablacija laserom u kombinaciji s tehnikom ESI
(LAESI), kemijska ionizacija (ClI), ionizacija kemijskim reagensima pod atmosferskim tlakom
(APCI) te desorpcija/ionizacija laserom uz pomo¢ matriksa (MALDI), dok se u svrhu detekcije
najéesée koriste UV/Vis spektroskopija i detekcija fluorescencijom.®” No, osnovne analiticke
metode koje se koriste u svrhu metabolomske analize u kombinaciji s razli¢itim metodama
separacije su spektrometrija masa (MS) sparena s odgovaraju¢com separacijskom metodom i

nuklearna magnetska rezonancija (NMR).*°
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2.2.3. Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS)

U navedenom istrazivanju za metabolomsko profiliranje uzoraka plazme pacijenata s
dijagnozom velikog depresivnog poremecaja, prije i nakon odgovarajuce terapije, te zdravih
kontrolnih ispitanika, koristena je plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa
(GC-MS).

Navedena je metoda sveobuhvatna metabolomska tehnika koja se koristi za detekciju,
identifikaciju i kvantifikaciju velikog skupa metabolita u koji spadaju alkoholi, Seceri, lipidi,
organske kiseline i aminokiseline, peptidi, aldehidi i ketoni te metaboliti lijekova.** Ova je
metoda osjetljiva, reproducibilna i vrlo u¢inkovita. Mobilne faze koje se koriste u ovoj metodi
su inertni plinovi nosioci, najc¢escée helij, zbog njegove stabilnosti i u¢inkovitosti. Osim helija,
koriste se i vodik ili dusik. Uzorak se injektira u sustav, gdje se u isparivacu pretvara u plinovito
stanje. Prenosi se kroz kapilarnu kolonu koja je oblozena tankim slojem stacionarne faze koja
se bira ovisno o polaritetu analiziranih spojeva. Komponente uzorka odvajaju se u koloni na
temelju razlika u hlapljivosti i interakciji sa stacionarnom fazom, dok temperaturni program
omogucuje bolje odvajanje spojeva razli¢itih svojstava. Nakon izlaska iz kolone, uzorak ulazi
u spektrometar masa, gdje se ionizira elektronima koji su ubrzani potencijalom od 70 V. Ovaj
proces izbacuje elektron iz molekula uzorka, stvarajuci pozitivno nabijene ione, koji se Cesto
razlazu u karakteristicne fragmente. Ti se ioni zatim selektiraju u analizatoru masa Koji je
naj¢esc¢e kvadrupol. Kvadrupol razdvaja ione prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z).
Konaéno, detektor biljeZi intenzitet iona i generira spektar mase koji omogucuje identifikaciju
spojeva prema njihovim fragmentacijskim obrascima.*?> Uzorak fragmentacije pojedinih
metabolita (nastali ioni i njihova zastupljenost) osnova su za stvaranje knjiznica i baza podataka
koje se koriste u identifikaciji metabolita detektiranih metodom GC-MS.*® Usporedba spektra
mase 1 retencijskog vremena pojedinog metabolita s korespondiraju¢im u bazi podataka,
odnosno knjiznici, omoguéuje identifikaciju tog metabolita.!! Kao i svaka analiti¢ka tehnika,
GC-MS ima odredene nedostatke. NajceS¢e se plinska kromatografija koristi za separaciju
hlapljivih spojeva koji su toplinski stabilni, a nehlapljivi se spojevi moraju ukloniti.***3 U svrhu
detekcije metabolita metodom GC-MS potrebno ih je uciniti hlapljivima i termostabilnima.
Kako bi nehlapljivi spojevi postali hlapljivi 1 toplinski stabilni, moraju pro¢i derivatizaciju
poput metoksimacije i sililacije. Metoda GC-MS omogucava detekciju spojeva koji su u pravilu
manji od 650 Da.
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GC se obi¢no kombinira s detektorima s jednim kvadrupolom S$to osigurava dobar
dinamicki raspon i visoku osjetljivost. Takoder, metoda je za razliku od LC-MS i CE-MS
pristupa izrazito ekonomi¢na, robusna te reproducibilna. Medutim, ponekad je broj metabolita
prevelik Sto uzrokuje vrlo bliska retencijska vremena pojedinih metabolita i time otezava
njihovu identifikaciju. Rjesenje je ovog izazova spajanje GC-a kao separacijske tehnike s
trostrukim kvadrupolom kako bi se omogucila identifikacija i kvantifikacija metabolita koji se
zajedno izlucuju iz kolone.

GC-MS s El smatra se zlatnim standardom u metabolomici te je jedna od glavnih
analitickih tehnika. Primjena ove analiticke metode je Siroka, a ukljucuje mikrobioloSku 1 biljnu

metabolomiku te klini¢ku metabolomiku.**

Lavinia Latin Diplomski rad



8§ 3. Eksperimentalni dio 32

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom je radu izucavano metabolomsko profiliranje uzoraka plazme pacijenata s dijagnozom
velikog depresivnog poremecaja, prije i nakon odgovarajuce terapije, te kontrolnih ispitanika,

za koje je koriStena metoda GC-MS.

3.1. Kemikalije i instrumenti
Reagensi 1 otapala koriSteni u ovom istrazivanju te njihova Cistoc€a i proizvodaci prikazani su u

tablici 1, a instrumenti i njihovi proizvodaci u tablici 2.

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih za pripremu uzoraka i za analizu GC-MS, njihove

specifikacije i proizvodaci

Kemikalija Specifikacije Proizvodac
Acetonitril za HPLC; ¢istoc¢a 100 % VWR Chemicals, SAD
Heptan za HPLC; cisto¢a > 99 % VWR Chemicals, SAD

O-metoksiamin hidroklorid Cistoca 97,5-102,5 % (AT) Sigma-Aldrich, Kina
N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamid (BSTFA) s

gistoca 99,9 % (bez TMCS) | Sigma-Aldrich, Svicarska

1 %-tnim

trimetilklorosilanom (TMCS)

Piridin za HPLC; ¢isto¢a>99,8% | VWR Chemicals, SAD

Metil-stearat (C18) referentni standard za GC Sigma-Aldrich, Svicarska

F.A.M.E. Mix (C8-C22) referentni materijal, 100 mg Sgpelc9, Sigma-Aldrich,
Njemacka

Helij Sistoca 100 % Messer Croatia Plin d.o.0.,
Hrvatska

Ultracista voda dobivena je koristec¢i sustav MilliQ®plus185 (Millipore, Billerica, MA, SAD).
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Tablica 2. Popis instrumenata koriStenih za pripremu uzoraka i za analizu GC-MS te njihovi

proizvodaci
Instrument Proizvoda¢
Centrifuga Centrifuga 5417 R, Eppendorf; Sorvall Legend RT
Koncentrator Concentrator plus, Eppendorf
Vorteks IKA Vortex 2, IKA
Pec¢nica Binder Series E, Binder
Ultrasonikator | Sonorex Digiplus, Bandelin electronic
Sustav GC-MS | Agilent 7890A GC s automatskim uzorkivacem Agilent Technologies
7693 spregnut s MSD Agilent Technologies 5975, Agilent

3.2. lIspitanici i uzorkovanje

U istrazivanju je sudjelovalo 100 ispitanika, 36 zdravih kontrolnih ispitanika prosje¢ne Zivotne
dobi od 58 (37-68) godina i 64 ispitanika s dijagnozom velikog depresivnog poremecaja. U
istrazivanje su ukljuceni ispitanici u dobi od 18 do 70 godina, oba spola, a dijagnozu velikog
depresivnog poremecaja postavili su psihijatri Klinickog bolnickog centra Zagreb prema
kriterijima navedenim u Dijagnostickom i statistickom priru¢niku za mentalne poremecaje, 5.
izdanje (DSM-V).#

Medu ispitanicima s dijagnozom velikog depresivnog poremecaja njih 33 su bolesnici s velikim
depresivnim poremecajem koji su lije¢eni duloksetinom, prosjecne Zivotne dobi od 45 (19-67)
godina. Druga skupina ispitanika s dijagnozom velikog depresivnog poremecaja (N=31),
prosjecne zivotne dobi od 53 (21-69) godine, skupina je koja je primala terapiju duloksetinom
u kombinaciji s fototerapijom. Svi ispitanici s dijagnozom velikog depresivnog poremeéaja dva
puta su uzorkovani, prvi put prije pocetka odgovarajuce terapije, a drugi put nakon 8 tjedana
terapije.

Ispitanicima je izvadena krv (10 ml) u staklene epruvete za hematoloske analize (BD
Vacutainer®) s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom tijekom
uobicajenih laboratorijskih pretraga na Klinici za psihijatriju i psiholoSku medicinu Klinickog
bolnickog centra Zagreb. Uzorci krvi svih ispitanika prikupljeni su dok su osobe bile nataste, a
dostavljeni su i1 obradeni unutar par sati od uzorkovanja na Institutu ,,Ruder Boskovi¢* u
Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju. Serijom centrifugiranja iz pune krvi prvo je

izdvojena plazma (3 min na 1 100xg), a zatim iz plazme trombociti (15 min na 5 087xg).
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Plazma siromasna trombocitima alikvotirana je u odgovaraju¢em volumenu te je nakon toga

pohranjena na -80 °C do daljnjih analiza.

3.3. Priprema uzoraka za analizu metodom GC-MS

Metodom GC-MS analizirani su uzorci plazme svih 100 ispitanika uklju¢enih u istrazivanje, a
u slucaju ispitanika s dijagnozom MDD-a uklju€eni su uzorci prije 1 nakon 8 tjedana
odgovarajuce terapije. U analizu su ukljuceni i uzorci kontrole kvalitete (QC) te slijepe probe
(BL). Uzorci kontrole kvalitete bili su smjesa jednakih volumena svih uzoraka plazme
ukljucenih u analizu, a slijepe su probe pripremljene jednako kao i svi ostali uzorci, ali je u njih
umjesto plazme dodan odgovarajuci volumen ultraciste Milli-Q vode.

Priprema uzoraka za analizu GC-MS-om izvodena je u svrhu detekcije onih uzoraka koji

pod odredenim uvjetima postaju hlapljivi. Priprema je radena unutar dva uzastopna dana.

3.3.1. Priprema uzoraka za analizu metodom GC-MS

Uzorci koji su bili pohranjeni na -80 °C otopljeni su na ledu te je na ledu radena priprema
uzoraka. Za svaki uzorak alikvotirano je 40 puL plazme. U slu¢aju uzoraka QC pripremljeno je
ukupno 12 uzoraka koji su injektirani tijekom analize u sklopu analizirane sekvence te dva
dodatna uzorka koja se koriste na pocetku sekvence za kalibriranje sustava. U slucaju slijepih
proba, pripremljeno je 6 uzoraka s po 40 uL ultraciste Milli-Q vode. U slucaju slijepih proba 3
se uzorka injektiraju na pocetku sekvence, a 3 na kraju sekvence. U sljede¢em je koraku svakom
uzorku dodano 120 pL hladnog acetonitrila (omjer 1:3) kako bi se uzorak deproteinizirao. Svi
su uzorci vorteksirani 2 minute te su nakon ostavljanja uzoraka 5 minuta na ledu, centrifugirani
na 16 200xg pri 4 °C 10 minuta. Nakon centrifugiranja, pazljivo je prebaceno po 100 pL svakog
uzorka u pripremljene staklene viale s fiksnim insertom (volumen inserta 0,3 mL, Clear Crimp
11 mm, Thermo Scientific, Njemacka) nakon ¢ega su uzorci evaporirani do suho¢e 30-45
minuta pri 30 °C u Eppendorf koncentratoru.

Prvi korak derivatizacije uzoraka bila je metoksimacija. Na svaki uzorak taloga dodano
je 10 uL O-metoksiamin hidroklorida otopljenog u piridinu (15 mg/mL) te su zatim uzorci
vorteksirani 5 minuta. Nakon toga, slijedila su tri ciklusa ultrasoniciranja po 2 minute i

vorteksiranja po 2 minute. Prije drugog koraka derivatizacije, uzorci su prekriveni
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aluminijskom folijom i ostavljeni 16 h na sobnoj temperaturi u mraku. Shematski prikaz prvog

dana pripreme uzoraka prikazan je na slici 9.
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Slika 9. Prikaz koraka prvog dana pripreme uzoraka za GC-MS analizu

Drugi korak derivatizacije uzoraka koji se izvodio drugi dan bila je sililacija. U svaki je uzorak
dodano 10 uL  N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) s 1 %-tnim
trimetilklorosilanom (TMCS) te su uzorci vorteksirani 5 minuta. U svrhu sililacije metabolita,
uzorci su stavljeni u pe¢nicu na 70 °C. Nakon jednog sata u pecnici, uzorci su ohladeni 30
minuta na sobnu temperaturu. U uzorke je dodano po 100 pL heptana u koji je prethodno dodan

interni standard metil-stearat C18 (10 ppm). Nakon vorteksiranja 2 minute, uzorci su
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centrifugirani 15 minuta na 1 500xg pri 20 °C. Analiza GC-MS slijedila je odmah po zavrsetku
drugog dana pripreme uzoraka. Shematski prikaz drugog dana pripreme uzoraka prikazan je na
slici 10.
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Slika 10. Prikaz koraka drugog dana pripreme uzoraka za GC-MS analizu

3.4. Metabolomska analiza metodom GC-MS

Odmah po zavrSetku sililacije, uzorci su poslozeni na stalke automatskog uzorkivaca (Agilent
Technologies 7693) koji je povezan s plinskim kromatografom (Agilent 7890A) spregnutim s
kvadrupolnim spektrometrom mase (Agilent Technologies 5975). Kao ionski izvor koristena je
ionizacija elektronima (EI). Za svaki derivatizirani uzorak ubrizgan je volumen od 2 pL s
omjerom razdvajanja 1:10. Konstantna brzina protoka helija postavljena je na 1 mL/min, a
temperatura ubrizgavaca odrzavana je na 250 °C. Temperatura pe¢i u kojoj se nalazi kolona
postavljena je na 60 °C uz brzinu povecanja od 10 °C/min dok temperatura ne dosegne 325 °C.
Za analizu koriStena je kolona GC-Column DB-5MS (duljina: 30 m, unutarnji promjer: 0,25

mm, debljina filma: 0,25 um, punjenje: 95 % dimetilpolisiloksan/5 % difenilpolisiloksan) s
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predkolonom (10 m J&W integrirana s Agilent 122-5532G). Linija za prijenos prema detektoru
postavljena je na 290 °C, temperatura ionskog izvora na 230 °C, a kvadrupol na 150 °C.
Energija ionizacije elektronima (El) postavljena je na 70 eV. Sustav je podesen da prikuplja

spektre mase u rasponu masa izmedu 50 i 600 m/z, brzinom od 2 spektra/s.

3.5. Obrada podataka dobivenih GC-MS analizom
3.5.1. Kvalitativha obrada podataka

Neobradeni podaci koji su dobiveni analizom GC-MS uvedeni su u softver Agilent MassHunter
Quantitative Analysis (verzija B.09.00, Agilent Technologies) kako bi se pregledali dobiveni
kromatogrami ukupnih iona (engl. Total lon Chromatogram, TIC) za sve uzorke, a pogotovo
kromatogrami ukupnih iona za uzorke QC i slijepe probe. Takoder, provjerena je i
reproducibilnost signala internog standarda (C18) kod svih analiziranih uzoraka. Nakon toga,
slijedila je identifikacija 1 dekonvolucija uzoraka. Za dekonvoluciju koriSten je softverski paket
Agilent MassHunter Unknowns Analysis (verzija B.09.00, Agilent Technologies). Isti
programski paket nakon dekonvolucije kromatograma provodi i identifikaciju detektiranih
spektara mase koriste¢i Fiechn bazu podataka (verzija 2013) na nain da je identifikacija
dodijeljena na temelju retencijskog vremena (RT), odnosno retencijskog indeksa (RI). RI je
standardizirano retencijsko vrijeme koje Fiehn baza podataka koristi za identifikaciju spojeva.
Retencijski indeksi svih detektiranih metabolita u nasim uzorcima preracunati Su iz njihovog
RT-a uz pomoc¢ kalibracijskog pravca pripremljenog koriste¢i F.A.M.E Mix. Ova komercijalna
mjeSavina metilnih estera masnih kiselina sadrzi metilne estere masnih kiselina s 8 do 22 C
atoma za koje nam je poznat RI. Kalibracijski je pravac prikaz RT-a u odnosu na Rl za ukupno
10 probranih metilnih estera (metil-kaprilat, metil-kaprat, metil-laurat, metil-miristat, metil-
palmitat, metil-heptadekanoat, metil-oleat, metil-stearat, metil-eikozanoat, metil-dokozanoat).
Naknadno, dodatna potvrda identifikacije spojeva i identifikacija nepoznatih spojeva radena je
koriste¢i bazu podataka NIST (National Institute of Standards and Technology, knjiznica 2.2,
verzija 2014) koja za identifikaciju koristi usporedbu dobivenog spektra mase pojedinog

metabolita sa spektrima pohranjenima unutar navedene baze.
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3.5.2. Kvantitativna obrada podataka

Odredivanje povrsine ispod pikova napravljeno je integriranjem koriste¢i softver Agilent
MassHunter Quantitative Analysis (verzija B.09.00). Koli¢ina pojedinog spoja u dobivenoj
podatkovnoj matrici normalizirana je prema koli¢ini internog standarda C18 nakon §to su

slijepe probe anulirane.

3.5.3. Statisticka obrada podataka

Potrebna veli¢ina uzorka odredena je na temelju procedure opisane u radu kojeg su objavili
Billoir i sur.*® Prije statisticke analize, neobradeni podaci dobiveni analizom GC-MS filtrirani
su na nacin da su zadrzane varijable koje su bile prisutne u > 80% uzoraka QC i s relativnom
standardnom devijacijom (RSD) < 40% u navedenim uzorcima.

Nadalje, koriste¢i rezultate dobivene kvantitativnom obradom podataka, odnosno
rezultate kvantificiranja povrSine ispod pikova i1 normaliziranja prema intenzitetu internog
standarda C18 za svaki pojedini uzorak, izraCunat je i podatak postotka promjene za svaki
metabolit u svakoj usporedbi skupina. On se racuna tako da se razlika medijana dvaju skupa
podataka (Me(x) — Me(y)) podijeli s medijanom onog skupa podataka koji je oduzet od prvog
skupa (Me(y)), odnosno %A se ra¢una prema formuli:

Me(x) — Me(y)
T Me(y)
Za statisticku obradu podataka koristena je online platforma MetaboAnalyst 6.0

%A

(https://www.metaboanalyst.ca/). Podaci su analizirani univarijatnom i multivarijathom

statistickom analizom, ukljucuju¢i metodu analize glavnih komponenti (PCA) i ortogonalnu
analizu metodom najmanjih kvadrata (OPLS-DA). Kolmogorov-Smirnov test koriSten je za
provjeru normalne raspodijele u skupu podataka za svaki spoj zasebno. Vrijednosti detektiranih
i identificiranih metabolita usporedivani su pomocu odgovaraju¢ih parametrijskih ili
neparametrijskih statistickih testova izmedu razlicitih skupina ispitanika. U slucaju usporedbe
dvaju zavisnih skupina (pacijenti prije i poslije terapije) koriSten je t-test za zavisne uzorke ili
Wilcoxonov test. U sluc¢aju usporedbe nezavisnih uzoraka koriSten je t-test za nezavisne uzorke
ili Mann-Whitneyev U test. Prema potrebi napravljena je i transformacija podataka kako bi se
zadovoljio uvjet normalne distribucije. Platforma MetaboAnalyst nudi opciju transformacije

podataka, normalizacije te skaliranja prije daljnje statisticke obrade. Za sve analize razina
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znacajnosti (p-vrijednost) postavljena je na 0,05 (5%). U slucaju univarijatne statisticke obrade
podataka za korigiranje p-vrijednosti zbog Koristenja visSestrukih usporednih testova
MetaboAnalyst 6.0 koristi korekciju za visestruko testiranje pomocu Benjamini-Hochberg
stope za lazna otkri¢a (FDR, eng. False Discovery Rate) od 5%, kojom se kontrolira udio krivo
odbacenih hipoteza unutar skupa odbacenih hipoteza. Svi graficki prikazi takoder su

napravljeni koriste¢i platformu MetaboAnalyst 6.0.
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Derivatizacija metabolita za analizu metodom GC-MS

Metoksimacija i sililacija klju¢ni su koraci u pripremi uzoraka za analizu metodom GC-MS.
Ovi derivatizacijski postupci u metabolomskoj analizi poboljSavaju analiticku osjetljivost i
ponovljivost mjerenja.

Metoksimacija se koristi u svrhu stabilizacije spojeva poput aldehida, ketona i
ugljikohidrata. Karbonilne su skupine reaktivne te mogu stvarati hidrate ili polimere §to moze
uzrokovati varijacije u analizi. Dakle, metoksimacija pretvara karbonilne skupine u stabilne
derivate ¢ime se sprjeCava njihova degradacija i omogucuje dosljedna kvantifikacija. Takoder,
ovim se postupkom stabiliziraju ugljikohidrati na na¢in da se smanjuje izomerizacija izmedu a.-
1 B-anomera Secera.

S druge strane, sililacija je derivatizacijski postupak koji se koristi za povecanje
hlapljivosti i stabilnosti polarnih spojeva. Polarni metaboliti kao $to su aminokiseline, organske
kiseline i ugljikohidrati, sadrze hidroksilne, karboksilne ili aminoskupine koje su slabo
hlapljive. Sililacija pomoc¢u kemikalija BSTFA i TMCS zamjenjuje vodik u navedenim
funkcijskim skupinama sa sililnim grupama (-Si(CHz)3), ¢ime se povecava hlapljivost i
poboljsava separacija plinskom kromatografijom. Dakle, sililacija se koristi zbog poboljSanja
detektabilnosti spojeva pri GC-MS analizi te zbog smanjenja medumolekulskih interakcija koje
bi potencijalno utjecale na separaciju.

U metabolomskoj analizi najceS¢e se koriste oba postupka derivatizacije jer
metoksimacija osigurava stabilnost metabolita dok sililacija povecava hlapljivost i
kompatibilnost spojeva s metodom GC-MS. Obje metode derivatizacije se, osim navedenog,

koriste i u svrhu poboljSanja termicke stabilnosti spojeva.

4.2. Kvalitativna i kvantitativna obrada podataka dobivenih analizom
GC-MS

Analiza uzoraka metodom GC-MS rezultirala je velikim brojem kromatograma ukupnih iona

(TIC) analiziranih uzorka koji su uvedeni u softver Agilent MassHunter Qualitative Analysis

(verzija B.09.00, Agilent Technologies). Nakon pregleda dobivenih kromatograma ukupnih
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iona i provjere reproducibilnosti signala internog standarda (C18), napravljena je dekonvolucija
I identifikacija detektiranih metabolita pomocu softverskog paketa Agilent MassHunter
Unknowns Analysis (verzija B.09.00, Agilent Technologies). Programski paket za
dekonvoluciju koristi algoritam koji izdvaja pojedine ione iz pozadinske buke i rekonstruira
spektre pojedinacnih komponenti iz informacija 0 RT-u i obliku kromatografskog pika. Dakle,
dekonvolucija je proces izolacije spektra jednog spoja (metabolita) iz kompleksnih
kromatograma. Nakon procesa dekonvolucije i identifikacije koriste¢i Fiehn bazu podataka,
kromatogrami su pregledani te je svaka potencijalna identifikacija uz pomo¢ Fiehn baze
podataka dodatno provjerena koriste¢i bazu podataka NIST. Preliminarno je identificirano 97
spojeva od kojih su 52 identificirana pomoc¢u softvera koji koristi Fiehn bazu podataka te
identifikaciju radi na temelju podataka o RI-u. Ostalih 45 pikova dodatno je identificirano
pomocu baze podataka NIST. Nakon toga, napravljena je korekcija pocetnih rezultata te su
odbaceni metaboliti koji su identificirani samo uz Fiehn bazu podataka, odnosno cija
identifikacija nije mogla biti potvrdena bazom podataka NIST. Od 65 identificiranih metabolita
koji su prikazani u tablici 3, 30 ih je automatski identificirano pomoc¢u softvera uz Fiehn bazu
podataka i potvrdeno uz bazu podataka NIST, a 35 ih je naknadno detektirano te identificirano

uz pomo¢ baze podataka NIST.

Tablica 3. Popis 65 metabolita koji su identificirani tijekom kvalitativne obrade podataka. Za
svaki metabolit prikazan je ion (ION) koji je odabran kao karakteristian ion koji se koristi u
daljnjoj kvantifikaciji tog spoja te eksperimentalno dobivena vrijednost retencijskog vremena
(RTexp)

METABOLIT ION | RTexe | \ieragoLiT | JON | RTee
(m/z) | (min) (m/z) | (min)
1,3-Oksatian 74 8,25 | Limunska kiselina 273 16,56
1,5-Anhidroglucitol 217 | 16,95 | Linolna kiselina 67 20,41
1,2,3-Butantriol 103 13,01 | L-1zoleucin 86 8,64
2-Aminomalonska kiselina, 320 1253 | L-Leucin 1 117 8.33
N,0,0
2-Hidroksibutirinska 131|  7.82 | L-Norleucin 2 159 | 994
kiselina
2-Ketoizokaproinska 75| 9.05| L-Prolin 2 142 | 1027
kiselina 2
3,4-Dimetoksimandelinska | 39 | 25 02 | L-Serin 132 | 9,74
kiselina
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METABOLIT ('r;)/';') ?;F:)P METABOLIT ('rgl';') F&:%"
i;;:?rfgks'b““”mka 191| 833 L-Treonin 2 130 | 1144
5-Hidroksi-L-triptofan 1 290 22,14 | L-Valin 1 72 7,65
5-Metilhidantoin 258 7,73 | L-Valin 2 144 911
Arabinoza 204 | 18,17 | Merkaptoetanol 207 13,03
Benzenpropanojska kiselina 207 6,28 | Metil stearat 87 19,66
Borna kiselina 221 5,90 | Mio-inozitol 305 19,31
D (+) Galaktoza 2, D-manitol | 319 | 17,52 2""1‘”"“ kiselina | 441 | 19,35
D-Aloza 1, D-manoza 160 17,44 | Norvalin 1 130 7,69
D-Glukoza 1 73 17,38 | Oksalna kiselina 148 8,01
D-Manitol 191 18,17 | Oktanska kiselina 201 9,79
DL-lzoleucin 2 158 10,15 | Oleinska kiselina 129 20,46
Edeinska kiselina 202 | 22,14 E;'Qi';g‘s“a 313| 18,88
Fenilalanin 1 120 13,58 | Penicilamin 291 11,42
Fosforna kiselina 299 9,92 | Pentanska kiselina 89 8,57
Ftalna kiselina 149 17,09 | Pentasiloksan 281 8,49
Glicerol 1 205| 9,91 | Piruvicna kisclina 73| 697
- oktanska kiselina
Glicerol 2 205 | 10,34 | Propilen glikol 75 6,07
Glicin 248 10,39 | Putrescin 174 12,41
Glikolna kiselina 149 21,25 | Ribitol 205 17,19
Sedoheptuloza
Heksanska kiselina 75 0,10 | anhidrid 319 18,17
monohidrat
Heksanska kiselina 216 8,85 | Stearinska kiselina 341 20,67
Kolesterol 207 27,57 | Taloza 1 319 17,38
L-(+) Mlije¢na kiselina 117 6,88 | Tirozin 2 219 17,83
L-5-Oksoprolin 156 | 13,20 | Triptofan 202 20,36
Laktoza 361 17,98 | Urea 189 9,48
L-Alanin 1 116 7,50

65 metabolita je, nakon kvalitativne obrade, uvedeno u softver Agilent MassHunter

Quantitative Analysis (verzija B.09.00). Nakon integriranja povrsine ispod pika pojedinog

metabolita, zastupljenost svakog metabolita u svakom pojedinom uzorku normalizirana je

prema intenzitetu internog standarda C18 za svaki pojedini uzorak. Od 65 metabolita, neki su
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dvostruko detektirani, kao npr. L-valin 1 i L-valin 2. Navedeni su spojevi, zapravo, razliiti
derivati istog spoja (razli¢it broj vezanih TMS skupina) zbog ¢ega postoji razlika u njihovoj
masi, a time i u RT-u. U slucaju spoja L-valin 1 radi se o TMS derivatu, a u slu¢aju spoja L-
valin 2 o di-TMS derivatu aminokiseline valin. Ovako detektirani metaboliti su nakon
kvantifikacije sumirani, odnosno, njihova je zastupljenost u svakom pojedinom uzorku
zbrojena. Takoder, u slucaju nekih monosaharida (aldoheksoza), kao Sto su npr. glukoza i
galaktoza, nije moguce razlikovati spojeve jer su gradeni od iste vrste i istog broja atoma koji
su povezani u identi¢noj konfiguraciji (dijastereomeri). Zbog navedenog, identifikacija takvih
spojeva prikazana je kao kombinacija svih mogucih identifikacija  (npr.
Manoza/Galaktoza/Glukoza). Bioloski znacaj identificiranih metabolita provjeren je pomocu
online baze podataka Human Metabolome Database (HMDB; https://nmdb.ca).*’ U slu¢aju da

je provjera pokazala da identificirani metaboliti ne bi trebali biti prisutni u ljudskoj plazmi, isti
su iskljuceni iz daljnje analize.

Prije statisticke obrade podataka napravljena je dodatna filtracija na nac¢in da su za
statisticku analizu zadrZani samo oni metaboliti koji su prisutni kod viSe od 50 % uzoraka te
metaboliti ¢ija je prisutnost u uzorcima kontrole kvalitete bila veca od 80 %, a RSD vrijednost
manja od 40 %. U kona¢nu statisticku obradu uslo je 37 identificiranih i kvantificiranih
metabolita koji se nalaze u tablici D1 zajedno s korespondiraju¢im postotnim vrijednostima

relativne standardne devijacije (RSD) i postocima prisutnosti u uzorcima (PRES).
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4.3. Statisticka obrada podataka i interpretacija rezultata

U daljnju statisti¢ku obradu usli su metaboliti prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Popis metabolita ¢ija je zastupljenost u pojedinim skupinama ispitanika analizirana

odgovaraju¢im statistickim metodama. Za svaki metabolit prikazan je ion (ION) koji je odabran

kao karakteristican ion koji se koristi u kvantifikaciji tog spoja te eksperimentalno dobivena

vrijednost retencijskog vremena (RTexp)

METABOLIT ION (m/z) | RTexp(min)
1,5-Anhidroglucitol 217 16,95
2-Ketobutiriéna kiselina 188 1,72
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 117 8,33
5-Oksoprolin 156,1 13,21
Acetoacetat 89 8,04
Alanin 116,1 7,51
Arahidonska kiselina 75 21,76
D-Manitol 319,2 17,59
Fenilalanin 120,0/218,0 13,61/14,47
Fosforna kiselina 299,1 9,92
Glicerol 205,1 9,93
Glicin 174,1 10,40
Glikolna kiselina 66 6,88
Heksanska kiselina 189 9,07
I;ils%rl?#;uzomaslacna 131.1 7.84
Izoleucin 158,1 10,05
Jantarna kiselina 263 13,44
Kolesterol 329 27,59
Leucin 86,0/158,1 8,64/9,91
Linolna kiselina 337,3 20,43
Manoza/Galaktoza/Glukoza 205,1 17,28
Metil-galaktopiranozid 204 17,72
Mio-inozitol 305,1 19,33
Mlijecna kiselina 117 6,89
Mokracna kiselina 441,2 19,36
Oleinska kiselina 129 20,48
Palmitinska kiselina 313,3 18,89
Prolin 142 10,28/13,95
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METABOLIT ION (m/z) | RTexp(min)
Propanska kiselina 174,0/217,0 6,74/13,06
Serin 204 11,11
Stearinska kiselina 341,2 20,72
Tirozin 218 17,84
Treonin 218 11,45
Triptofan 202 20,38
Urea 189 9,50
Valin 144,1 9,12
B-D-Galaktofuranozid 217 18,20

Ispitanici su podijeljeni u pet skupina: zdrava, odnosno kontrolna skupina (CTRL), skupina
ispitanika s prvom epizodom depresije prije terapije duloksetinom (MDD) i nakon 8 tjedana
terapije duloksetinom (MDDD) te skupina ispitanika s depresijom otpornom na lijeCenje prije
terapije (TRD) i nakon lije¢enja kombinacijom duloksetina i fototerapije u trajanju od 8 tjedana
(TRDDF). U svrhu usporedbe dviju nezavisnih skupina koristen je t-test za nezavisne uzorke u
sklopu univarijatne statistiCke analize te su usporedene skupine CTRL i MDD, CTRL i TRD te
MDD i TRD, a u svrhu usporedbe dviju zavisnih skupina koriSten je t-test za zavisne uzorke te
su na ovaj nac¢in usporedene skupine MDD 1 MDDD te TRD i TRDDF.

Razina pojedinih metabolita u uzorku kvantificirana je na na¢in da je za svaki metabo lit
odabran specifi¢an ion za koji je odredena tzv. povrsina ispod pika. Navedena je vrijednost
zatim normalizirana prema koli¢ini internog standarda C18 za svaki pojedini uzorak. Za svaku
skupinu ispitanika i za svaki pojedini metabolit izracunati su medijani i odredene su minimalne
i maksimalne vrijednosti zastupljenosti. Navedeni podaci za skupinu CTRL prikazani su u
tablici D2, podaci za skupine MDD i MDDD u tablici D3, a podaci za skupine TRD i TRDDF
u tablici D4.

U ovom istrazivanju koriStene su dvije vrste multivarijatne statisticke analize, a to su
metoda analize glavnih komponenti (PCA) i ortogonalna analiza metodom najmanjih kvadrata
(OPLS-DA). Analiza PCA koristena je za interpretaciju, vizualizaciju i smanjenje
dimenzionalnosti velikog skupa podataka dobivenog nakon metabolomske analize. Ova metoda
definira glavne komponente koje obja$njavaju varijabilnost podataka (metabolita) na
najkoncizniji na¢in. Glavni je cilj redukcija broja medusobno koreliranih varijabli i analiza
njihove linearne povezanosti s ciljem dobivanja manjeg broja komponenti, novih varijabli, koje

su medusobno nekorelirane, ali na naCin da se zadrzi maksimalan broj informacija te da se

Lavinia Latin Diplomski rad



8§ 4. Rezultati i rasprava 46

najbolje prikaze varijabilnost izmedu analiziranih uzoraka. Metoda OPLS-DA sluzi za kreiranje
ortogonalnih vektora koji maksimiziraju razliku (varijanciju) izmedu dva razli¢ita skupa
podataka. Sli¢no kao i metoda PCA, OPLS-DA se primjenjuje kada imamo puno potencijalno
koreliranih varijabli koje zelimo svesti na manji broj relevantnih komponenti. Dakle, pomo¢u
metode OPLS-DA iz originalnih varijabli kreiramo mali broj novih varijabli koje imaju
svojstvo da najbolje predvidaju originalne varijable, istovremeno za oba skupa koja
usporedujemo. Ova analiza pronalazi linearne kombinacije originalnih varijabli (metabolita)
koje su najbolji linearni predvoditelji svih tih originalnih varijabli koje su usle u analizu. Iz
OPLS-DA modela dobivaju se i tzv. vrijednosti vaznosti pojedine varijable u projekciji (VIP,
eng. Variable Importance in Projection) koje nam omogucuju da procjenimo vaznost svake
varijable u projekciji koja se koristi u OPLS-DA modelu. Varijabla VIP koja je veca od 1
(jedan) moZe se smatrati varijablom koja znacajno doprinosi razdvajanju skupova podataka u
danom modelu.

Obje vrste modela koristene su za analizu vaznosti doprinosa pojedinih metabolita pri
razlikovanju skupina CTRL i MDD, CTRL i TRD, MDD i TRD, MDD i MDDD te TRD i
TRDDF.

4.3.1. Rezultati usporedbe skupina CTRL i MDD dobiveni univarijatnom statistickom

analizom

Za usporedbu skupina CTRL i MDD koristen je Studentov t-test, a prikazana je t-vrijednost, p-
vrijednost prije korekcije za viSestruko testiranje te p-vrijednost nakon korekcije (FDR) u tablici
5. One metabolite Cija zastupljenost se nije razlikovala izmedu usporedivanih skupina, program

MetaboAnalyst 6.0 oznacava kao neznacajne (NS, eng. non-significant).
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Tablica 5. Rezultati usporedbe zastupljenosti detektiranih metabolita izmedu skupina ispitanika

CTRL i MDD nakon univarijatne statistiCke analize (Studentov t-test). U stupcu FDR, crveno

su podebljane p-vrijednosti koje su nakon FDR korekcije ispale statisticki neznacajne

(FDR>0,050), a zeleno su podebljane one koje su nakon FDR korekcije ostale statisti¢ki

znacajne (FDR<0,050)
CTRL vs MDD
METABOLIT t p FDR

1,5-Anhidroglucitol NS NS NS
2-Ketobutiriéna kiselina -2,040 0,045 0,112
3-Hidroksibutiriéna kiselina NS NS NS
5-Oksoprolin NS NS NS
Acetoacetat 2,052 0,044 0,112
Alanin 2,533 0,014 0,055
Arahidonska kiselina -2,384 0,020 0,067
D-Manitol 3,739 0,000 0,006
Fenilalanin NS NS NS
Fosforna kiselina 2,935 0,005 0,024
Glicerol 2,502 0,015 0,055
Glicin NS NS NS
Glikolna kiselina NS NS NS
Heksanska kiselina 3,531 0,001 0,006
Hidroksiizomasla¢na

Kiselina NS NS NS
Izoleucin NS NS NS
Jantarna kiselina 3,657 0,001 0,006
Kolesterol NS NS NS
Leucin NS NS NS
Linolna kiselina NS NS NS
Manoza/Galaktoza/Glukoza 4,262 | 6,492x10° 0,002
Metil-galaktopiranozid 3,422 0,001 0,007
Mio-inozitol NS NS NS
Mlijecna kiselina -2,284 0,026 0,073
Mokracna kiselina -2,845 0,006 0,027
Oleinska kiselina 2,300 0,025 0,073
Palmitinska kiselina NS NS NS
Prolin NS NS NS
Propanska kiselina NS NS NS
Serin NS NS NS
Stearinska kiselina NS NS NS
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CTRL vs MDD
METABOLIT t p FDR
Tirozin NS NS NS
Treonin NS NS NS
Triptofan NS NS NS
Urea 3,563 0,001 0,006
Valin NS NS NS
B-D-Galaktofuranozid NS NS NS

*FDR - p-vrijednost nakon korekcije za visestruko testiranje metodom FDR; **NS -

statistiCki neznac¢ajan rezultat

Usporedba skupina CTRL i MDD rezultirala je s petnaest metabolita ¢ija zastupljenost se
znacajno razlikovala izmedu usporedivanih skupina. Nakon FDR korekcije, p-vrijednost je
ostala znacajna za 8 metabolita (tablica 5). Kod usporedbe skupina CRTL i MDD znacajno
promijenjeni metaboliti ukljucuju D-manitol, fosfornu, heksansku i jantarnu Kkiselinu,
aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid, mokra¢nu kiselinu i ureu.
Zastupljenost metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu usporedivanih skupina
ispitanika prikazana je i pomocu dijagrama pravokutnika (kutijasti dijagram). Na ovaj nacin
prikazani su metaboliti koji su ostali statisticki znacajno razli¢iti izmedu usporedivanih skupina
nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR. Rezultati su prikazani na slikama 11.1. i
11.2. Metaboliti ¢ija je zastupljenost bila znacajno razli¢ita izmedu skupina CTRL i MDD
nakon t-testa, ali Cija se znacajnost izgubila nakon FDR korekcije p-vrijednosti, su 2-
ketobutiri¢na kiselina, acetoacetat, alanin, arahidonska kiselina, glicerol, mlije¢na i oleinska

kiselina te su prikazani na slikama 12.1 i 12.2.
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Slika 11.1. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu
skupina CTRL 1 MDD (prikazani su metaboliti ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih
skupina ostala statisticki znacajna i nakon korekcije razine znac¢ajnosti metodom FDR). Slika
napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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Slika 11.2. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu
skupina CTRL 1 MDD (prikazani su metaboliti ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih
skupina ostala statisticki znacajna i nakon korekcije razine znac¢ajnosti metodom FDR). Slika
napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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Slika 12.1. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se nominalno znacajno razlikovali

izmedu skupina CTRL 1 MDD (prikazani su metaboliti ¢ija zastupljenost izmedu ispitivanih

skupina nije ostala statisticki znacajna nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR).

Slika napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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Slika 12.2. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se nominalno znacajno razlikovali
izmedu skupina CTRL i MDD (prikazani su metaboliti ¢ija zastupljenost izmedu ispitivanih
skupina nije ostala statisticki znacajna nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR).
Slika napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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4.3.2. Rezultati usporedbe skupina CTRL i TRD dobiveni univarijatnom statistickom

analizom

U svrhu usporedbe skupina CTRL i TRD, takoder je napravljen Studentov t-test za nezavisne
uzorke te su t-vrijednosti, p-vrijednosti prije korekcije za viSestruko testiranje te p-vrijednosti
nakon korekcije (FDR) prikazane u tablici 6. U slu¢aju da se zastupljenost pojedinih metabolita
ne razlikuje izmedu skupina CTRL i1 TRD, metaboliti su oznaceni kao neznacajni (NS, eng.

non-significant).

Tablica 6. Rezultati usporedbe zastupljenosti detektiranih metabolita izmedu skupina ispitanika
CTRL i TRD nakon univarijatne statisticke analize (Studentov t-test). U stupcu FDR zeleno su
podebljane one p-vrijednosti koje su nakon FDR korekcije ostale statistiCki znacajne
(FDR<0,050)

CTRL vs TRD
METABOLIT t p *FDR
1,5-Anhidroglucitol **NS NS NS
2-Ketobutiricna kiselina NS NS NS
3-Hidroksibutiricna kiselina NS NS NS
5-Oksoprolin NS NS NS
Acetoacetat NS NS NS
Alanin NS NS NS
Arahidonska kiselina -4,580 2,16x10° 0,001
D-Manitol NS NS NS
Fenilalanin NS NS NS
Fosforna kiselina NS NS NS
Glicerol NS NS NS
Glicin -2,819 0,006 0,047
Glikolna kiselina NS NS NS
Heksanska kiselina 2,751 0,008 0,047
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS NS
Izoleucin NS NS NS
Jantarna kiselina 3,333 0,001 0,026
Kolesterol NS NS NS
Leucin NS NS NS
Linolna kiselina NS NS NS
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CTRL vs TRD
METABOLIT t p FDR
Manoza/Galaktoza/Glukoza 2,628 0,011 0,050
Metil-galaktopiranozid NS NS NS
Mio-inozitol NS NS NS
Mlijje¢na kiselina NS NS NS
Mokraéna kiselina -2,990 0,004 0,047
Oleinska kiselina NS NS NS
Palmitinska Kiselina NS NS NS
Prolin 2,644 0,010 0,050
Propanska Kiselina NS NS NS
Serin NS NS NS
Stearinska kiselina NS NS NS
Tirozin NS NS NS
Treonin NS NS NS
Triptofan NS NS NS
Urea 2,783 0,007 0,047
Valin NS NS NS
B-D-Galaktofuranozid NS NS NS

*FDR - p-vrijednost nakon korekcije za viSestruko testiranje metodom FDR; **NS -

statistiCki neznacajan rezultat

Usporedba skupina CTRL i TRD rezultirala je s osam metabolita ¢ija se zastupljenost znac¢ajno
razlikovala izmedu usporedivanih skupina, ¢ak i nakon FDR korekcije (tablica 6). Kod
usporedbe skupina CTRL i TRD, zna¢ajno razli¢ita zastupljenost detektirana je u slucaju
arahidonske Kiseline, glicina, heksanske Kiseline, aldoheksoza (manoza/galaktoza/glukoza),
prolina, jantarne kiseline, uree i mokra¢ne kiseline.

Zastupljenost metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu usporedivanih skupina
ispitanika prikazana je i pomocu dijagrama pravokutnika (kutijasti dijagram). Znacajno
zastupljeni metaboliti izmedu skupina CTRL i TRD prikazani su na slikama 13.1 i 13.2. U
slucaju skupina CTRL i TRD, svi metaboliti ¢ija je zastupljenost bila statisticki znacajno
razli¢ita izmedu usporedivanih skupina nakon analize t-testom, zadrzali su tu znacajnost i nakon
FDR korekcije.
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Slika 13.1. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu

skupina CTRL i1 TRD (prikazani su metaboliti ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih skupina

ostala statisticki znacajna i nakon korekcije razine znac¢ajnosti metodom FDR). Slika

napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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Slika 13.2. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se znacajno razlikovali izmedu
skupina CTRL i TRD (prikazani su metaboliti ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih skupina
ostala statisticki znacajna i nakon korekcije razine znac¢ajnosti metodom FDR). Slika
napravljena pomoéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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4.3.3. Rezultati usporedbe skupina MDD i TRD dobiveni univarijatnom statistickom

analizom

Za usporedbu skupina MDD i TRD prikazan je rezultat usporedbe zastupljenosti pojedinih
metabolita Studentovim t-testom, odnosno prikazane su t-vrijednosti, p-vrijednosti prije
korekcije za viSestruko testiranje te p-vrijednosti nakon korekcije (FDR) u tablici 7. One
metabolite Cija zastupljenost se nije razlikovala izmedu usporedivanih skupina, program

MetaboAnalyst 6.0 oznacava kao neznacajne (NS, eng. non-significant).

Tablica 7. Rezultati usporedbe zastupljenosti detektiranih metabolita izmedu skupina ispitanika
MDD i TRD nakon univarijatne statisticke analize (Studentov t-test). U stupcu FDR crveno su
podebljane p-vrijednosti koje su nakon FDR korekcije ispale statisticki neznacajne
(FDR>0,050), a zeleno su podebljane one koje su nakon FDR korekcije ostale statisticki
znacajne (FDR<0,050)

MDD vs TRD
METABOLIT t p *FDR
1,5-Anhidroglucitol **NS NS NS
2-Ketobutiricna kiselina NS NS NS
3-Hidroksibutiricna kiselina NS NS NS
5-Oksoprolin NS NS NS
Acetoacetat NS NS NS
Alanin NS NS NS
Arahidonska kiselina -2,811 0,007 0,122
D-Manitol NS NS NS
Fenilalanin NS NS NS
Fosforna kiselina -3,420 0,001 0,041
Glicerol NS NS NS
Glicin NS NS NS
Glikolna kiselina NS NS NS
Heksanska kiselina NS NS NS
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS NS
Izoleucin NS NS NS
Jantarna kiselina NS NS NS
Kolesterol NS NS NS
Leucin NS NS NS
Linolna kiselina -2,304 0,025 0,228
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MDD vs TRD
METABOLIT t p FDR
Manoza/Galaktoza/Glukoza NS NS NS
Metil-galaktopiranozid -2,352 0,022 0,228
Mio-inozitol NS NS NS
Mlije¢na kiselina NS NS NS
Mokraéna kiselina NS NS NS
Oleinska kiselina NS NS NS
Palmitinska Kiselina NS NS NS
Prolin NS NS NS
Propanska kiselina NS NS NS
Serin NS NS NS
Stearinska kiselina NS NS NS
Tirozin NS NS NS
Treonin NS NS NS
Triptofan NS NS NS
Urea NS NS NS
Valin NS NS NS
B-D-Galaktofuranozid NS NS NS

*FDR - p-vrijednost nakon korekcije za viSestruko testiranje metodom FDR; **NS -

statistiCki neznacajan rezultat

Usporedba skupina MDD 1 TRD rezultirala je s ¢etiri metabolita koji su se znacajno razlikovali
izmedu usporedivanih skupina. Za navedene metabolite, nakon FDR korekcije, znaCajnost se
izgubila, odnosno Kkorigirana p-vrijednost bila je ve¢a od 0,050 (Tablica 7). Jedino je fosforna
kiselina ostala statistiCki znacajno razliita izmedu usporedivanih skupina i nakon FDR
korekcije razine znacajnosti (tablica 7).

Zastupljenost metabolita koji se znacajno razlikovao izmedu usporedivanih skupina
ispitanika prikazan je i pomocu dijagrama pravokutnika (kutijasti dijagram). Na ovaj nacin
prikazana je fosforna kiselina koja je ostala statisticki znacajno razli¢ita izmedu usporedivanih
skupina nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR te je prikazana na slici 14. Metaboliti
koji nisu zadrzali statisticki znacajnu p-vrijednost nakon FDR korekcije bili su arahidonska

kiselina, linolna kiselina te metil-galaktopiranozid i prikazani su na slici 15.
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Slika 14. Usporedba zastupljenosti fosforne kiseline izmedu skupina MDD i TRD (prikazan je
metabolit ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih skupina ostala statisticki znaCajna i nakon
korekcije razine znacajnosti metodom FDR). Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)

Lavinia Latin Diplomski rad


https://www.metaboanalyst.ca/

8§ 4. Rezultati i rasprava

60

Arahidonska kiselina Linolna kiselina
0,08 . .
0,20+ .
0,06 - % .
0,151 «
0.041 ) 0,104 ’ )
0,021 0,051
: ’ 0,00 . .
TRD MDD TRD MDD
Metil-galaktopiranozid
2 .
1,51
1,0+
0,51

MDD

Slika 15. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se nominalno znac¢ajno razlikovali
izmedu skupina MDD i TRD (prikazani su metaboliti ¢ija zastupljenost izmedu ispitivanih
skupina nije ostala statisticki znacajna nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR).

Slika napravljena pomo¢u vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%

(https://www.metaboanalyst.ca/)
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4.3.4. Rezultati usporedbe skupina MDD i MDDD dobiveni univarijatnom statistickom

analizom

U svrhu usporedbe dviju zavisnih skupina, koriSten je t-test za zavisne uzorke te su na taj na¢in
usporedene skupine MDD i MDDD. U tablici 8. prikazana je t-vrijednost, p-vrijednost prije
korekcije za viSestruko testiranje te p-vrijednost nakon korekcije (FDR). One metabolite ¢ija
zastupljenost se nije razlikovala izmedu usporedivanih skupina, program MetaboAnalyst 6.0

oznacava kao neznacajne (NS, eng. non-significant).

Tablica 8. Rezultati usporedbe zastupljenosti detektiranih metabolita izmedu skupina ispitanika
MDD i MDDD nakon univarijatne statisticke analize (Studentov t-test). U stupcu FDR zeleno
je podebljana ona p-vrijednost koja je nakon FDR korekcije ostala statisticki znacajna
(FDR<0,050)

MDD vs MDDD
METABOLIT t p *FDR

1,5-Anhidroglucitol **NS NS NS
2-Ketobutiri¢na kiselina NS NS NS
3-Hidroksibutiri¢na kiselina NS NS NS
5-Oksoprolin NS NS NS
Acetoacetat NS NS NS
Alanin NS NS NS
Arahidonska kiselina 3,445 0,001 0,044
D-Manitol NS NS NS
Fenilalanin NS NS NS
Fosforna kiselina NS NS NS
Glicerol NS NS NS
Glicin NS NS NS
Glikolna kiselina NS NS NS
Heksanska kiselina NS NS NS
Hidroksiizomasla¢na

kiselina NS NS NS
Izoleucin NS NS NS
Jantarna kiselina NS NS NS
Kolesterol NS NS NS
Leucin NS NS NS
Linolna kiselina NS NS NS
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MDD vs MDDD
METABOLIT t p FDR
Manoza/Galaktoza/Glukoza NS NS NS
Metil-galaktopiranozid NS NS NS
Mio-inozitol NS NS NS
Mlijje¢na kiselina NS NS NS
Mokraéna kiselina NS NS NS
Oleinska kiselina NS NS NS
Palmitinska Kiselina NS NS NS
Prolin NS NS NS
Propanska kiselina NS NS NS
Serin NS NS NS
Stearinska kiselina NS NS NS
Tirozin NS NS NS
Treonin NS NS NS
Triptofan NS NS NS
Urea NS NS NS
Valin NS NS NS
B-D-Galaktofuranozid NS NS NS

*FDR - p-vrijednost nakon korekcije za viSestruko testiranje metodom FDR; **NS -

statistiCki neznacajan rezultat

Usporedba skupina MDD i MDDD rezultirala je s jednim metabolitom ¢ija se zastupljenost

znacajno razlikovala izmedu usporedivanih skupina prije (p<0,005) te nakon FDR korekcije

(tablica 8). Radi se o arahidonskoj kiselini.

Zastupljenost arahidonske kiseline koja se znacajno razlikovala izmedu usporedivanih

skupina ispitanika (MDD i MDDD) prikazana je i pomoc¢u dijagrama pravokutnika (kutijasti

dijagram) na slici 16.
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Slika 16. Usporedba zastupljenosti arahidonske kiseline izmedu skupina MDDD i MDD
(prikazan je metabolit ¢ija je zastupljenost izmedu ispitivanih skupina ostala statisti¢ki
znacajna 1 nakon korekcije razine znacajnosti metodom FDR). Slika napravljena pomocu

vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)

4.3.5. Rezultati usporedbe skupina TRD i TRDDF dobiveni univarijatnom statistickom

analizom

U sluéaju skupina TRD i TRDDF, takoder je koriSten t-test za zavisne uzroke. Rezultati
usporedbe prikazani su u tablici 9 kao t-vrijednosti, p-vrijednosti prije korekcije za viSestruko
testiranje te p-vrijednost nakon korekcije (FDR). One metabolite ¢ija zastupljenost se nije
razlikovala izmedu usporedivanih skupina, program MetaboAnalyst 6.0 oznacCava kao

neznacajne (NS, eng. non-significant).
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Tablica 9. Rezultati usporedbe zastupljenosti detektiranih metabolita izmedu skupina ispitanika
TRD i TRDDF nakon univarijatne statistiCke analize (Studentov t-test). U stupcu FDR crveno
su podebljane p-vrijednosti koje su nakon FDR korekcije ispale statisticki neznacajne
(FDR>0,050)

TRD vs TRDDF
METABOLIT t p *FDR
1,5-Anhidroglucitol **NS NS NS
2-Ketobutiri¢na kiselina NS NS NS
3-Hidroksibutiri¢na kiselina NS NS NS
5-Oksoprolin NS NS NS
Acetoacetat NS NS NS
Alanin NS NS NS
Arahidonska kiselina 2,399 0,020 0,170
D-Manitol 2,106 0,040 0,247
Fenilalanin NS NS NS
Fosforna kiselina 2,837 0,006 0,119
Glicerol NS NS NS
Glicin NS NS NS
Glikolna kiselina NS NS NS
Heksanska kiselina NS NS NS
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS NS
Izoleucin NS NS NS
Jantarna kiselina NS NS NS
Kolesterol NS NS NS
Leucin NS NS NS
Linolna kiselina NS NS NS
Manoza/Galaktoza/Glukoza 2,541 0,014 0,170
Metil-galaktopiranozid 3,093 0,003 0,117
Mio-inozitol NS NS NS
Mlijecna kiselina NS NS NS
Mokracna kiselina NS NS NS
Oleinska kiselina NS NS NS
Palmitinska Kiselina NS NS NS
Prolin NS NS NS
Propanska kiselina NS NS NS
Serin NS NS NS
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TRD vs TRDDF
METABOLIT t p FDR
Stearinska kiselina NS NS NS
Tirozin NS NS NS
Treonin NS NS NS
Triptofan NS NS NS
Urea NS NS NS
Valin NS NS NS
B-D-Galaktofuranozid 2,342 0,023 0,170

*FDR - p-vrijednost nakon korekcije za visestruko testiranje metodom FDR; **NS —

statistiCki neznac¢ajan rezultat

Kod usporedbe skupina TRD i TRDDF, prije korekcije p-vrijednosti metodom FDR,
detektirana je znacajno razli¢ita zastupljenost ukupno Sest metabolita (p<0,005); arahidonske
kiseline, D-manitola, fosforne Kkiseline, aldoheksoza (manoza/galaktoza/glukoza), metil-
galaktopiranozida i B-D-galaktofuranozida. Nakon korekcije metodom FDR statisti¢ka znacajna
razlika izmedu ispitivanih skupina nije zadrzana ni za jedan od Sest navedenih metabolita
(tablica 9).

Zastupljenost metabolita koji su se nominalno znacajno razlikovali izmedu
usporedivanih skupina ispitanika prije FDR korekcije prikazana je i pomocu dijagrama

pravokutnika (kutijasti dijagram) na slici 17.
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Slika 17. Usporedba zastupljenosti metabolita koji su se nominalno znac¢ajno razlikovali
izmedu skupina TRD i TRDDF (prikazani su metaboliti ¢ija zastupljenost izmedu ispitivanih
skupina nije ostala statisticki znacajna nakon korekcije razine zna¢ajnosti metodom FDR).
Slika napravljena pomocu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%
(https://www.metaboanalyst.ca/)
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4.3.6. Rezultati usporedbe skupina CTRL i MDD dobiveni multivarijatnom statistickom

analizom

PCA dijagram za skupine ispitanika CTRL i MDD pokazao je nejasnu distribuciju izmedu
osoba s dijagnozom MDD-a (prva epizoda depresije) i zdravih kontrolnih pojedinaca te
zadovoljavaju¢e grupiranje uzoraka kontrole kvalitete (QC) (slika 18). Medutim, nadzirani
OPLS-DA model (slika 18) pokazao je puno jasnije definirano razdvajanje izmedu dvaju

skupina ispitanika.
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Slika 18. PCA (lijevo) i OPLS-DA (desno) graficki prikazi za usporedbu skupina CTRL
(zeleni kruzi¢i) i MDD (crveni kruzi¢i). QC prikazani plavim kruzi¢ima. Slika napravljena
pomocéu vizualizacije integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0

(https://www.metaboanalyst.ca/)

Rezultati usporedbe skupina CTRL i MDD uz koriStenje multivarijatne statisticke analize,
odnosno metode OPLS-DA prikazani su u tablici 10. Analiza OPLS-DA omogucava
identifikaciju onih metabolita koji su odgovorni za klasifikaciju analiziranih skupina ispitanika.
Vaznost svakog pojedinog metabolita u razdvajanju usporedivanih skupina ispitanika

procijenjena je pomocu vrijednosti VIP na nacin da metaboliti kojima je dodijeljena vrijednost
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VIP>1 smatraju se onima koji znacajno doprinose razdvajanju usporedivanih skupina
ispitanika, dok oni s manjom vrijednoséu VIP imaju manji doprinos. Pri usporedbi skupina
CTRL i MDD petnaest metabolita imalo je vrijednost VIP>1 (tablica 10). Zna¢ajni metaboliti,
odnosno metaboliti s vrijednoséu VIP vecom od jedan su 1,5-anhidroglucitol, 2-ketobutiricna
kiselina, acetoacetat, alanin, arahidonska kiselina, D-manitol, glicin, heksanska Kkiselina,
hidroksiizomasla¢na kiselina, jantarna kiselina, kolesterol, aldoheksoze
(manoza/galaktoza/glukoza), mokraéna kiselina, prolin i urea. U odnosu na kontrolnu skupinu,
metaboliti koji su pokazali smanjenu zastupljenost u skupini MDD su svi metaboliti s
vrijednoséu VIP vec¢om ili jednakom jedan osim alanina, heksanske i jantarne Kiseline,

aldoheksoza, prolina te uree.

Tablica 10. Usporedba skupina CTRL i MDD: prikaz vrijednosti VIP dobivenih metodom
OPLS-DA te vrijednosti postotka promjene (%A) za sve analizirane metabolite. Metaboliti koji
znacajno doprinose razdvajanju skupina (VIP>1) oznaceni su zeleno, a njihove su vrijednosti

VIP zelene i podebljane

CTRL vs MDD
METABOLIT VIP %A

1,5-Anhidroglucitol 1,31 -4,72
2-Ketobutiri¢na kiselina 1,24 -158,67
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 0,48 -59,10
5-Oksoprolin 0,01 -17,12
Acetoacetat 1,28 -12,24
Alanin 1,08 10,95
Arahnidonska kiselina 1,88 -99,45
D-Manitol 1,07 -4,82
Fenilalanin 0,89 -11,55
Fosforna kiselina 0,34 21,93
Glicerol 0,77 -1,32
Glicin 1,25 -56,13
Glikolna kiselina 0,05 -91,10
Heksanska kiselina 1,68 6,35
Hidroksiizomasla¢na

Kiselina 1,27 -22,33
Izoleucin 0,50 -25,47
Jantarna kiselina 1,79 1,73
Kolesterol 1,28 -103,19
Leucin 0,58 -22,88
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CTRL vs MDD
METABOLIT VIP %A
Linolna kiselina 0,64 0,29
Manoza/Galaktoza/Glukoza 1,24 6,65
Metil-galaktopiranozid 0,85 3,86
Mio-inozitol 0,26 -24,16
Mlijecna kiselina 0,28 -77,33
Mokraéna kiselina 2,16 -177,78
Oleinska kiselina 0,18 15,03
Palmitinska Kiselina 0,20 -15,68
Prolin 1,32 10,28
Propanska kiselina 0,05 -60,29
Serin 0,25 -27,64
Stearinska kiselina 0,28 -3,74
Tirozin 0,02 -47,69
Treonin 0,27 -35,30
Triptofan 0,68 -30,05
Urea 1,68 6,35
Valin 0,49 -11,48
B-D-Galaktofuranozid 0,25 -10,81

4.3.7. Rezultati usporedbe skupina CRTL i TRD dobiveni multivarijatnom statistickom

analizom

PCA dijagram za skupine ispitanika CTRL i TRD pokazao je nejasnu distribuciju izmedu osoba
s dijagnozom TRD-a (depresija otporna na lijeCenje) i zdravih kontrolnih pojedinaca te
zadovoljavajuce grupiranje uzoraka QC (slika 19). No, nadzirani OPLS-DA model (slika 19)

pokazao je puno jasnije definirano razdvajanje izmedu dvaju skupina ispitanika.
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Slika 19. PCA (lijevo) i OPLS-DA (desno) graficki prikazi za skupine CTRL (zeleni kruzici) i
(zuti kruzi¢i). QC prikazani plavim kruzi¢ima. Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)

Rezultati usporedbe skupina CTRL i TRD uz koriStenje multivarijatne statisticke analize,
odnosno metode OPLS-DA prikazani su u tablici 11. Metaboliti s vrijednostima VIP koje su
vece ili jednake jedan smatraju se metabolitima koji zna¢ajno doprinose razlici izmedu skupina
CTRL i TRD (tablica 11). Znacajni metaboliti, odnosno metaboliti s vrijednos¢u VIP ve¢om
od jedan su acetoacetat, D-manitol, fosforna kiselina, glicerol, heksanska kiselina, jantarna
kiselina, linolna kiselina, aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid,
mlije¢na, mokracna, oleinska, palmitinska, stearinska kiselina i urea. Metaboliti s vrijednosc¢u
VIP vecom ili jednakom jedan ¢ija je zastupljenost povecana u odnosu na kontrolnu skupinu
bile su heksanska i jantarna kiselina te urea. Zastupljenosti svih ostalih metabolita s vrijednoscéu

VIP ve¢om ili jednakom jedan bile su smanjene u skupini TRD.
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Tablica 11. Usporedba skupina CTRL i TRD: prikaz vrijednosti VIP dobivenih metodom
OPLS-DA te vrijednosti postotka promjene (%A) za sve analizirane metabolite. Metaboliti koji
znacajno doprinose razdvajanju skupina (VIP>1) oznaceni su zeleno, a njihove su vrijednosti

VIP zelene i podebljane

CTRL vs TRD
METABOLIT VIP %A

1,5-Anhidroglucitol 0,39 -2,23
2-Ketobutiriéna kiselina 0,74 -56,89
3-Hidroksibutiriéna kiselina 0,49 -42,31
5-Oksoprolin 0,21 -19,26
Acetoacetat 1,01 -23,51
Alanin 0,40 -4,32
Arahnidonska kiselina 0,85 -64,45
D-Manitol 1,82 -10,68
Fenilalanin 0,12 -6,56
Fosforna kiselina 1,10 -32,98
Glicerol 1,20 -10,42
Glicin 0,13 -58,25
Glikolna kiselina 1,02 -38,43
Heksanska kiselina 1,62 11,23
Hidroksiizomasla¢na

Kiselina 0,14 -27,67
Izoleucin 0,27 -21,49
Jantarna kiselina 1,69 0,48
Kolesterol 0,22 -50,24
Leucin 0,36 -17,58
Linolna kiselina 1,23 -38,01
Manoza/Galaktoza/Glukoza 2,02 -9,90
Metil-galaktopiranozid 1,82 -12,58
Mio-inozitol 0,64 -26,16
Mlijecna kiselina 1,18 -41,78
Mokracna kiselina 1,27 -67,05
Oleinska kiselina 1,31 -21,41
Palmitinska kiselina 1,25 -36,57
Prolin 0,48 4,56
Propanska kiselina 0,85 -29,70
Serin 0,12 -20,15
Stearinska kiselina 1,29 -27,51
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CTRL vs TRD
METABOLIT VIP %A
Tirozin 0,22 -32,39
Treonin 0,23 -20,53
Triptofan 0,26 -12,66
Urea 1,62 11,23
Valin 0,44 -12,42
B-D-Galaktofuranozid 0,42 -13,82

4.3.8. Rezultati usporedbe skupina MDD i TRD dobiveni multivarijatnom statistickom

analizom

PCA dijagram za skupine ispitanika MDD 1 TRD pokazao je nejasnu distribuciju izmedu osoba

s dijagnozom TRD-a (depresija otporna na lijeCenje) i osoba s dijagnozom MDD-a (prva

epizoda depresije) te zadovoljavajuce grupiranje uzoraka QC (slika 20). Medutim, nadzirani

OPLS-DA model (slika 20) pokazao je puno jasnije definirano razdvajanje izmedu dvaju

skupina ispitanika.
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Slika 20. PCA (lijevo) i OPLS-DA (desno) grafovi za skupine MDD (crveni kruzi¢i) i

(zuti kruzi¢i). QC prikazani plavim kruzi¢ima. Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)
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Rezultati usporedbe skupina MDD i TRD uz koriStenje multivarijatne statisticke analize,
odnosno metode OPLS-DA prikazani su u tablici 12. Pri usporedbi skupina MDD i TRD
jedanaest metabolita je imalo vrijednost VIP>1 (tablica 12). Znacajni metaboliti, odnosno
metaboliti s vrijednos¢u VIP ve¢om od jedan su 3-hidroksibutiri¢na kiselina, arahidonska
kiselina, fenilalanin, fosforna kiselina, hidroksiizomasla¢na kiselina, linolna Kkiselina,
aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid, oleinska, palmitinska i
stearinska kiselina. Fenilalanin jedini je metabolit s vrijednoséu VIP ve¢om od jedan cija je
zastupljenost povecana u skupini ispitanika s depresijom otpornom na lijeenje u odnosu na

ispitanike s prvom epizodom depresije.

Tablica 12. Usporedba skupina MDD i TRD: prikaz vrijednosti VIP dobivenih metodom OPLS-
DA te vrijednosti postotka promjene (%A) za sve analizirane metabolite. Metaboliti koji
znacajno doprinose razdvajanju skupina (VIP>1) oznaceni su zeleno, a njihove su vrijednosti

VIP zelene i podebljane

MDD vs TRD
METABOLIT VIP %A

1,5-Anhidroglucitol 0,63 2,38
2-Ketobutiri¢na kiselina 0,11 11,52
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 1,26 -8,22
5-Oksoprolin 0,09 -5,43
Acetoacetat 0,41 -14,15
Alanin 0,37 -14,80
Arahnidonska kiselina 1,90 -29,09
D-Manitol 0,83 -6,38
Fenilalanin 1,33 4,24
Fosforna kiselina 1,35 -47,67
Glicerol 0,95 -9,24
Glicin 0,78 -34,81
Glikolna kiselina 0,57 17,67
Heksanska kiselina 0,25 4,16
Hidroksiizomasla¢na

Kiselina 1,52 -11,52
Izoleucin 0,96 -1,50
Jantarna kiselina 0,35 -1,26
Kolesterol 0,31 1,11
Leucin 0,98 1,28
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MDD vs TRD
METABOLIT VIP %A
Linolna kiselina 1,86 -38,19
Manoza/Galaktoza/Glukoza 1,16 -15,88
Metil-galaktopiranozid 1,81 -15,96
Mio-inozitol 0,65 -8,32
Mlijecna kiselina 0,56 3,25
Mokraéna kiselina 0,18 -8,48
Oleinska kiselina 1,85 -33,22
Palmitinska kiselina 1,73 -26,62
Prolin 0,31 -6,19
Propanska kiselina 0,52 12,68
Serin 0,63 1,91
Stearinska kiselina 1,70 -24,80
Tirozin 0,50 -0,15
Treonin 1,00 7,53
Triptofan 0,39 13,58
Urea 0,25 4,16
Valin 0,05 -2,36
B-D-Galaktofuranozid 0,30 -4,50

4.3.9. Rezultati usporedbe skupina MDD i MDDD dobiveni multivarijatnom statistickom

analizom

PCA dijagram za skupine ispitanika MDD i MDDD pokazao je nejasnu distribuciju izmedu
osoba s dijagnozom MDD-a (prva epizoda depresije) prije i nakon 8 tjedana lijeCenja
duloksetinom te zadovoljavajuce grupiranje uzoraka QC (slika 21). No, nadzirani OPLS-DA
model (slika 21) pokazao je puno jasnije definirano razdvajanje izmedu dvaju skupina

ispitanika.
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Slika 21. PCA (lijevo) i OPLS-DA (desno) grafovi za skupine MDD (crveni kruzic¢i) i MDDD

(narancasti kruzi¢i). QC prikazani plavim kruzi¢ima. Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)

Rezultati usporedbe skupina MDD 1 MDDD uz koriStenje multivarijatne statisticke analize,
odnosno metode OPLS-DA prikazani su u tablici 13. Metaboliti s vrijednostima VIP ve¢ima od
jedan su oni metaboliti koji znacajno doprinose razdvajanju skupina MDD i MDDD i takvih
metabolita ima trinaest. Znacajni metaboliti, odnosno metaboliti s vrijednos¢u VIP ve¢om od
jedan su arahidonska Kiselina, glicerol, heksanska kiselina, hidroksiizomasla¢na kiselina,
jantarna kiselina, kolesterol, mio-inozitol, oleinska kiselina, propanska kiselina, stearinska
kiselina, tirozin, urea i B-D-galaktofuranozid. Po pitanju promjene u zastupljenosti izmedu
navedenih skupina, metaboliti s vrijedno$s¢u VIP vecom ili jednakom jedan koji su vise
zastupljeni u skupini MDDD u odnosu na skupinu MDD su arahidonska kiselina, mio-inozitol,
kolesterol i B-D-galaktofuranozid. Ostali su metaboliti sa statistic(kom znaéajno$¢u manje

zastupljeni u skupini MDDD u odnosu na MDD.
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Tablica 13. Usporedba skupina MDD i MDDD: prikaz vrijednosti VIP dobivenih metodom
OPLS-DA te vrijednosti postotka promjene (%A) za sve analizirane metabolite. Metaboliti koji
znacajno doprinose razdvajanju skupina (VIP>1) oznafeni su narancasto, a njihove su

vrijednosti VIP zelene i podebljane

MDD vs MDDD
METABOLIT VIP %A

1,5-Anhidroglucitol 0,47 -7,15
2-Ketobutiriéna kiselina 0,47 8,82
3-Hidroksibutiri¢na kiselina | 0,83 -0,02
5-Oksoprolin 0,05 -5,30
Acetoacetat 0,98 30,16
Alanin 0,52 -8,45
Arahidonska kiselina 1,76 126,17
D-Manitol 0,50 4,74
Fenilalanin 0,35 6,22
Fosforna kiselina 0,04 10,65
Glicerol 1,98 -29,31
Glicin 0,11 22,13
Glikolna kiselina 0,67 36,55
Heksanska kiselina 1,76 -3,28
Hidroksiizomasla¢na
kiselina 1,22 -24,01
Izoleucin 0,59 6,05
Jantarna kiselina 1,77 -12,00
Kolesterol 1,01 4,58
Leucin 0,58 7,08
Linolna kiselina 0,92 -29,65
Manoza/Galaktoza/Glukoza | 0,67 -3,74
Metil-galaktopiranozid 0,81 -11,52
Mio-inozitol 1,11 7,30
Mlijecna kiselina 0,65 9,25
Mokra¢na kiselina 0,55 -10,66
Oleinska kiselina 1,27 -39,17
Palmitinska Kiselina 0,99 -1,73
Prolin 0,94 -21,71
Propanska kiselina 1,07 -3,96
Serin 0,77 -2,98
Stearinska kiselina 1,14 -19,14
Tirozin 1,19 -5,27
Treonin 0,12 14,12
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MDD vs MDDD
METABOLIT VIP %A
Triptofan 0,18 7,38
Urea 1,76 -3,28
Valin 0,93 3,04
B-D-Galaktofuranozid 1,24 21,14

4.3.10. Rezultati usporedbe skupina TRD i TRDDF dobiveni multivarijatnom statistickom

analizom

PCA dijagram za skupine ispitanika TRD 1 TRDDF pokazao je nejasnu distribuciju izmedu
osoba s dijagnozom TRD-a (depresija otporna na lijeCenje) prije i nakon 8 tjedana lijeCenja
duloksetinom i fototerapijom te zadovoljavajuée grupiranje uzoraka QC (slika 22). Medutim,
nadzirani OPLS-DA model (slika 22) pokazao je puno jasnije definirano razdvajanje izmedu

dvaju skupina ispitanika.
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Slika 22. PCA (lijevo) i OPLS-DA (desno) grafovi za skupine (zuti kruzi¢i) i TRDDF
(crveni kruzi¢i). QC prikazani plavim kruzi¢ima. Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u programu MetaboAnalyst 6.0%° (https://www.metaboanalyst.ca/)
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Rezultati usporedbe skupina TRD i TRDDF uz koriStenje multivarijatne statisticke analize,
odnosno metode OPLS-DA prikazani su u tablici 14. Metaboliti s vrijednostima VIP ve¢ima od
jedan su oni metaboliti koji znacajno doprinose razdvajanju skupina TRD i TRDDF i takvih
metabolita ima Cetrnaest. Znacajni metaboliti, odnosno metaboliti s vrijednoséu VIP ve¢om od
jedan su 5-oksoprolin, arahidonska kiselina, D-manitol, fosforna kiselina, glicin, glikolna
kiselina, linolna kiselina, aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid,
mlije¢na i mokraéna kiselina, tirozin, triptofan i B-D-galaktofuranozid. Sto se tie promjena u
zastupljenosti navedenih metabolita s vrijednoS¢u VIP veom ili jednakom jedan,
zastupljenosti linolne kiseline, tirozina i triptofana su smanjene kod ispitanika skupine TRDDF
u odnosu na skupinu TRD. Zastupljenost ostalih znacajnih metabolita povecana je u skupini

TRDDF.

Tablica 14. Usporedba skupina TRD i TRDDF: prikaz vrijednosti VIP dobivenih metodom
OPLS-DA te vrijednosti postotka promjene (%A) za sve analizirane metabolite. Metaboliti koji
znacajno doprinose razdvajanju skupina (VIP>1) oznaceni su plavo, a njihove su vrijednosti

VIP zelene i podebljane.

TRD vs TRDDF
METABOLIT VIP %A

1,5-Anhidroglucitol 0,22 2,76
2-Ketobutiri¢na kiselina 0,31 38,87
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 0,91 12,22
5-Oksoprolin 1,15 9,69
Acetoacetat 0,95 -22,06
Alanin 0,50 -4,39
Arahidonska kiselina 1,22 37,85
D-Manitol 1,82 26,67
Fenilalanin 0,29 6,51
Fosforna kiselina 1,85 56,38
Glicerol 0,09 9,95
Glicin 1,12 73,38
Glikolna kiselina 1,41 6,14
Heksanska kiselina 0,79 -8,41
Hidroksiizomasla¢na
Kiselina 0,01 -2,11
Izoleucin 0,24 0,75
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TRD vs TRDDF
METABOLIT VIP %A

Jantarna kiselina 0,12 3,29
Kolesterol 0,59 8,95
Leucin 0,39 1,44
Linolna kiselina 1,21 -12,41
Manoza/Galaktoza/Glukoza 1,93 20,89
Metil-galaktopiranozid 1,52 21,78
Mio-inozitol 0,54 5,26
Mlijecna kiselina 1,52 7,02
Mokraéna kiselina 1,23 2,63
Oleinska kiselina 0,63 -28,46
Palmitinska Kiselina 0,65 5,82
Prolin 0,25 -13,98
Propanska Kiselina 0,87 1,18
Serin 0,09 -0,87
Stearinska kiselina 0,47 4,98
Tirozin 1,31 -3,17
Treonin 0,90 -23,12
Triptofan 1,23 -11,00
Urea 0,79 -8,41
Valin 0,04 0,10
B-D-Galaktofuranozid 1,63 29,29

4.4. Sumarni rezultati univarijatne i multivarijate statisticCke obrade
podataka dobivenih neciljanom GC-MS-metabolomskom analizom

Kombinacijom rezultata univarijatne i multivarijate statisticke obrade podataka dobivenih
neciljanom GC-MS-metabolomskom analizom na uzorcima plazme ispitanika s dijagnozom
MDD-a (prva epizoda depresije i TRD), prije i poslije 8 tjedana odgovarajuce terapije
(duloksetin i fototerapija), te zdravih kontrolnih ispitanika, dobiveni su metaboliti ¢ija se
zastupljenost znacajno razlikovala izmedu ispitivanih skupina ispitanika te su prikazani u tablici
15.
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Tablica 15. Metaboliti koji su kombinacijom statisticki znacajnih rezultata univarijatne i
multivarijatne statistike zadrzali znacaj promjene u zastupljenosti u uzorku, njihove FDR i
vrijednosti VIP te vrijednosti postotka promjene (%A) u zastupljenosti u skupini (crvenom

bojom oznaceno smanjenje u zastupljenosti, a zelenom povecéanje)

Univarijanta Multivarijanta
statisticka analiza | statisticka analiza
CTRL vs MDD FDR VIP %A
D-Manitol 0,006 1,07 -4,82
Heksanska kiselina 0,006 1,68 6,35
Jantarna kiselina 0,006 1,79 1,73
Manoza/Galaktoza/Glukoza 0,002 1,24 6,65
Mokra¢éna kiselina 0,027 2,16 -177,78
Urea 0,006 1,68 6,35
CTRL vs TRD FDR VIP %A
Heksanska kiselina 0,047 1,62 11,23
Jantarna kiselina 0,026 1,69 0,48
Manoza/Galaktoza/Glukoza 0,050 2,02 -9,90
Mokracna kiselina 0,047 1,27 -67,05
Urea 0,047 1,62 11,23
MDD vs TRD FDR VIP %A
Fosforna kiselina 0,041 1,35 -47,67
MDD vs MDDD FDR VIP %A
Arahidonska Kkiselina 0,044 1,76 126,17
TRD vs TRDDF FDR VIP %A
/ / / /

Kombinirani rezultati univarijatne i multivarijatne statistiCke analize istaknuli su vaznost 0sam
metabolita (tablica 15) medu kojima je i D-manitol, Secerni alkohol koji je prisutan u ljudskom
organizmu, a sintetiziraju ga bakterije, gljive te razliCite biljke. NajéeSce se javlja u niskim
koncentracijama te se, zbog svoje minimalne metabolizacije u ljudskom organizmu, D-manitol
brzo izluCuje putem bubrega Sto ga Cini korisnim sredstvom za poticanje diureze i za
olak$avanje izlu¢ivanja toksi¢nih tvari.*® Zanimljivo je i da se mjerenje razine manitola koristi
kao jedan od markera propusnosti crijeva, a u zadnje se vrijeme jako puno govori o vaznosti
dvosmjerne komunikacije izmedu crijeva i mozga te njezine uloge u nastanku psihijatrijskih
poremeéaja.*® U nasem istraZivanju, detektirana je znac¢ajno promijenjena zastupljenost D-
manitola izmedu skupina CTRL i MDD na nacin da je njegova zastupljenost smanjena u skupini

MDD u odnosu na CTRL S$to je prikazano u tablici 15. S druge strane, recentna istraZivanja
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indiciraju poviSene razine manitola kod pacijenata koji boluju od MDD-a. Ova cinjenica
implicira povezanost izmedu razina D-manitola i MDD-a, medutim potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se utvrdila pozadina.*

Nadalje, heksanska kiselina, takoder poznata kao i kapronska kiselina, ¢esto se javlja u
ljudskim tjelesnim tekuéinama i tkivima, ukljuéujuéi i urin.®® Heksanska je Kkiselina
kratkolan¢ana masna kiselina i glavni je metabolit koji nastaje u debelom crijevu putem
anaerobne fermentacije neprobavljivin polisaharida. Kratkolanane masne kiseline mogu
prije¢i krvno-mozdanu barijeru i pronadene su u ljudskom cerebrospinalnom likvoru. Takoder
se pretpostavlja da kratkolancane masne kiseline pozitivno utje¢u na emocije, kogniciju i
Jedna je studija pokazala da su razine heksanske Kkiseline smanjene u urinu starijih osoba s
MDD-om i/ili agorafobijom, $to sugerira da bi kod tih osoba proizvodnja heksanske kiseline
putem crijevne mikrobiote mogla biti smanjena i/ili da je smanjena razina heksanske kiseline
kod takvih osoba potencijalno povezana s razvojem depresije.>? Kombinacija zna¢ajnih
rezultata univarijatne i multivarijatne statistike pokazala je da je razina heksanske kiseline
znacajno promijenjena izmedu skupine CTRL i MDD te skupina CTRL i TRD. U oba slucaja,
detektirana je povecana razina zastupljenosti heksanske kiseline kod osoba s prvom epizodom
depresije ili s depresijom otpornom na lijeCenje antidepresivima u odnosu na zdrave kontrole
(tablica 15) $to nije u skladu s dosada$njim literaturnim podacima.>?

Sljede¢i metabolit ¢ija je zastupljenost bila znacajno razli¢ita kod usporedbe skupina
CTRL i MDD te CTRL i TRD je jantarna kiselina. Jantarna Kiselina, klju¢ni intermedijer u
ciklusu limunske kiseline, sudjeluje u proizvodnji energije u mitohondrijima, a poremecaji u
mitohondrijskoj funkciji prepoznati su kao potencijalni ¢imbenik u patofiziologiji depresije.>
Istrazivanja derivata jantarne kiseline pokazala su da ovaj metabolit ima akutne antidepresivne
uc¢inke u eksperimentalnim uvjetima te stimulira oporavak zivéanog sustava i jaéa imunoloski
sustav.®® Usporeduju¢i skupine CTRL i MDD te CTRL i TRD detektirana je poveéana razina
zastupljenosti jantarne kiseline kod osoba s prvom epizodom depresije i kod osoba s depresijom
otpornom na lijeCenje u odnosu na zdrave kontrole $to je prikazano u tablici 15. S druge strane,
u urinu misjeg modela depresije detektirana je smanjena razina jantarne kiseline u odnosu na
kontrolne Zivotinje, $to upucuje na prepreku u sustavu opskrbe energijom kod miseva sa

simptomima depresije.>*
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Aldoheksoze, ukljuCuju¢i glukozu, manozu i galaktozu, monosaharidi su sa Sest
ugljikovih atoma koji su Siroko prisutni u ljudskoj fiziologiji. Ovi Seceri igraju klju¢nu ulogu u
energetskom metabolizmu i stani¢énim funkcijama. Koriste¢i metodu GC-MS i dostupne
knjiznice za identifikaciju metabolita, nije moguée tocno identificirati o kojoj se aldoheksozi
radi buduéi da su to dijastercomeri, odnosno gradeni su od iste vrste i istog broja atoma zbog
Cega ih je nemoguce razlikovati. Glukoza je primarni izvor energije za stanice tijela. Njena je
razina u krvi strogo regulirana, a odstupanja mogu dovesti do stanja poput dijabetesa. Ona je
takoder prekursor za sintezu drugih aldoheksoza, uklju¢uju¢i manozu i galaktozu. Manoza je
manje zastupljena od glukoze, ali je klju¢na za procese glikozilacije, gdje doprinosi pravilnom
smatanju i stabilnosti glikoproteina. Poremeéen metabolizam manoze povezan je s depresijom.’
Povecane razine GDP-manoza-pirofosforilaze B, klju¢nog enzima u metabolizmu manoze,
detektirane su u prefrontalnom korteksu osoba s depresijom, §to je popraceno i vi§im razinama
manoze u plazmi. Zanimljivo je da je primjena vitamina B12 normalizirala razinu GDP-
manoza-pirofosforilaze B i razinu manoze u plazmi, $to sugerira potencijalni terapeutski
u¢inak.®® U ovom istraZivanju, zastupljenost aldoheksoza takoder je znacajno razli¢ita kod
skupina CTRL i MDD te kod skupina CTRL i TRD (tablica 15). U slu¢aju osoba s MDD-om,
detektirana je povecana zastupljenost aldoheksoza u odnosu na kontrolne ispitanike, a u slucaju
osoba s TRD-om, detektirana je smanjena zastupljenost.

Sljede¢i metabolit ¢ija se razina kod skupine CTRL znacajno razlikovala od razine
detektirane kod skupina ispitanika s dijagnozom depresije (skupine MDD i TRD) je mokra¢na
kiselina. Mokra¢na kiselina djeluje kao snazan antioksidans i kontinuirano se trosi u borbi
protiv oksidativnog stresa.>® Smatra se da njezina povezanost sa simptomima depresije proizlazi
iz negativnih u¢inaka oksidativnog stresa, ukljucujuéi povecano osteenje stanica i smanjenje
razine antioksidansa. To moze dovesti do poremecaja mozdanih funkcija i nepravilnosti u
neuronskoj signalizaciji, $to doprinosi razvoju depresije.*® Nase je istraZivanje pokazalo da su
razine mokraéne kiseline smanjene kod ispitanika s dijagnozom depresije (skupine MDD i
TRD) u odnosu na kontrolne ispitanike (skupina CTRL), $to je prikazano u tablici 15.

Zastupljenost uree takoder je bila zna¢ajno razli¢ita kod skupine CTRL u odnosu na
skupine ispitanika MDD i TRD. Urea (karbamid) organski je spoj koji je glavni krajnji produkt
metabolizma dusSikovih spojeva te nastaje u jetri tijekom ciklusa uree. Rezultati nedavnih
studija sugeriraju da kroni¢na upala ima klju¢nu ulogu u induciranju neuroinflamacije i

depresije, $to je ve¢ potvrdeno i kod mnogih drugih kroni¢nih bolesti (poput kardiovaskularnih
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bolesti, ateroskleroze, kroniéne bubrezne bolesti i raka), kao i u fiziologiji stani¢nog starenja.>’
Sli¢no tome, markeri upale i oksidativnog stresa znacajno su i pozitivno povezani s prisutnoséu
depresije. Osim toga, recentna istrazivanja sugeriraju povezanost depresije i oStecenja
sinapti¢ke plasticnosti uzrokovanih karbamilacijom. Trenutno razumijevanje sugerira da
naru$eni metabolizam uree, zajedno s oksidativnim i upalnim odgovorima u mozgu, moze igrati
znac¢ajnu ulogu u razvoju i trajnosti simptoma depresije.%” Sli¢no heksanskoj kiselini, takoder
je detektirana povecana razina uree u skupinama MDD i TRD u odnosu na CTRL.

Fosforna kiselina mineralna je kiselina koja u bioloSkim sustavima disocira u fosfatne
ione. Fosfati su kljucni za razli¢ite fizioloske procese, ukljuCujuéi proizvodnju energije,
mineralizaciju kostiju 1 stani¢nu signalizaciju. U istraZivanju gdje je mjerena razina
anorganskog fosfata u serumu kod 33 hospitalizirana pacijenta s MDD-om rezultati su pokazali
znacajnu korelaciju izmedu razine fosfata u serumu i anksioznih simptoma. Navedeno sugerira
da niZe razine fosfata mogu biti povezane s jakim intenzitetom anksioznosti kod MDD-a.%
Osim navedenog, istrazivanje u kojem je koriStena magnetska rezonancijska spektroskopija
fosfora pokazalo je da su razine fosfokreatina znacajno smanjene kod tesko depresivnih
bolesnika u usporedbi s onima s blazim simptomima depresije.>® Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da je razina fosforne kiseline kod osoba s prvom epizodom depresije (skupina MDD)
znacajno visa nego kod zdravih ispitanika (univarijatna statistica analiza). Razina ovog
metabolita znacajno pada kod ispitanika s depresijom rezistenthom na terapiju (skupina TRD)
u odnosu na ispitanike s prvom epizodom depresije (tablica 15). Zbog navedenog, fosforna se
kiselina isti¢e kao potencijalni marker za razlikovanje depresije otporne na terapiju od depresije
koja dobro odgovara na lije¢enje antidepresivima. Ovaj je rezultat od osobitog znac¢aja buduci
da se u oba slucaja radi o ispitanicima s MDD-om, a samu razliku ¢ini intenzitet simptoma,
dugotrajnost poremecaja te mogucnost lije¢enja antidepresivima.

Kod istrazivanja utjecaja duloksetina na metaboli¢ki profil osoba s dijagnozom
depresije, usporedba skupina MDD 1 MDDD, multivarijatna statisticka analiza dala je velik broj
metabolita koji doprinose razdvajanju navedenih skupina ispitanika, uklju¢uju¢i arahidonsku
kiselinu, glicerol, heksansku Kiselinu, hidroksiizomasla¢nu Kiselinu, jantarnu kiselinu,
kolesterol, mio-inozitol, oleinsku kiselinu, propansku kiselinu, stearinsku kiselinu, tirozin, urea
i B-D-galaktofuranozid. Medutim, univarijatna statisticka analiza potvrdila je znac¢ajni doprinos
samu u slucaju arahidonske kiseline (tablica 15). Arahidonska kiselina detektirana kao

metabolit ¢ija je zastupljenost znacajno promijenjena na nacin da je njena razina povecana kod
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ispitanika koji su lijeceni 8 tjedana duloksetinom u odnosu na te iste ispitanike prije pocetka
terapije (tablica 15). Opcenito, arahidonska kiselina i njezini metaboliti imaju vaznu ulogu u
razvoju organa i razli¢itim bolestima, ukljucujuci razvoj kardiovaskularnog sustava, bubrega,
jetre i kostiju, kao i u stanjima poput dijabetesa, pretilosti i raka.®® Arahidonska je kiselina
esencijalna masna kiselina koja sudjeluje u sintezi eikozanoida, medijatora upale. Povecana
razina upalnih procesa sve se vise povezuje s patogenezom depresije, Sto implicira da
poremecaji u metabolizmu arahidonske kiseline mogu igrati vaznu ulogu u razvoju simptoma
depresije.®* U slucaju arahidonske kiseline zanimljivo je da je njezina razina bila nominalno
znacajno niza kod ispitanika s dijagnozom depresije u odnosu na kontrolne ispitanike prije
pocetka terapije duloksetinom (tablica 15). Nakon terapije duloksetinom u trajanju od 8 tjedana,
dolazi do znafajnog povecanja u razini arahidonske Kiseline kod ispitanika s MDD-om,
odnosno, do normalizacije razine ovog metabolita, $to upucuje na protuupalni ucinak
duloksetina.

U slu¢aju osoba koje boluju od depresije koja je rezistentna na lije¢enje antidepresivima,
multivarijatna statistiCka analiza pokazala je da kod navedenih ispitanika, prije i poslije dodatne
fototerapije u trajanju od 8 tjedana, postoji znacajna razlika u zastupljenosti 5-oksoprolina,
arahidonske Kiseline, D-manitola, fosforne kiseline, glicina, glikolne kiseline, linolne kiseline,
aldoheksoza (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozida, mlije¢ne i mokra¢ne
kiseline, tirozina, triptofana i PB-D-galaktofuranozida (tablica 14). Univarijatna statisticka
analiza dala je par nominalno znacajnih metabolita Cija se razina mijenja kao posljedica
fototerapije (tablica 9). Nominalna znacajnost za arahidonsku kiselinu, D-manitol, fosfornu
kiselinu, aldoheksoze, metil-galaktopiranozid te B-D-galaktofuranozida izgubila se nakon
korekcije za viSestruko testiranje (tablica 15). Medutim, zanimljivo je da i u slucaju depresije
otporne na terapiju nakon 8 tjedana fototerapije dolazi do povecanja razine arahidonske
kiseline, unato¢ tome $to ta promjena nije ostala statisti¢ki znacajna nakon FDR korekcije.

Ako se uzmu u obzir nominalno znacajni rezultati (prije FDR korekcije) univarijatne
statistike u kombinaciji s metabolitima koji su znac¢ajno doprinijeli razdvajanju skupina u
OPLS-DA modelu, tada uz ve¢ spomenute metabolite tu su i 2-ketobutirina kiselina,
acetoacetat, alanin i arahidonska kiselina koji potencijalno doprinose razlici izmedu ispitivanih
skupina ispitanika CTRL i MDD ¢iji su rezultati prikazani u tablici D5. U slu¢aju usporedbe
skupina CTRL i TRD, svi metaboliti koji su bili znacajni prije FDR korekcije, ostali su znacajni

i nakon korekcije za viSestruko testiranje (tablica D6). Rezultati univarijatne statistike upucuju
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i na znacajno razli¢itu zastupljenost arahidonske i linolne kiselina te metil-galaktopiranozida
izmedu skupina ispitanika MDD i TRD, medutim, ova znacajnost se gubi nakon FDR korekcije
(tablica D7). S obzirom na to da je njihov znacajni doprinos razdvajanju skupina potvrden i
modelom OPLS-DA, ne treba zanemariti ove metabolite. U slu¢aju skupina MDD i MDDD, ni
jedan drugi metabolit ne doprinosi razlici izmedu skupina buduéi da je u univarijatnoj statistici
jedino arahidonska kiselina bila ta koja je zadovoljila uvjete statisticke znacajnosti prije, ali i
poslije FDR korekcije (tablica D8) te je znacajno doprinijela i razdvajanju skupina u modelu
OPLS-DA. Kona¢no, bez obzira Sto kombinacija znacajnih rezultata univarijatne i
multivarijatne statistike skupina TRD i TRDDF nije dala ni jedan znacajni metabolit (tablica
15), ne treba zanemariti metabolite s nominalno znaCajnim p-vrijednostima i1 znacajnim
vrijednostima VIP i trebalo bi ih uzeti u obzir u buduc¢im istrazivanjima na potencijalno ve¢im
skupinama ispitanika. Navedeni metaboliti prikazani su u tablici D9. Takoder, navedeni
metaboliti detektirani su s pove¢anom zastupljeno$¢u kod osoba s TRD-om nakon 8 tjedana

lije¢enja duloksetinom i fototerapijom u odnosu na stanje prije pocetka adekvatne terapije.
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§5 ZAKLJUCAK

U ovom radu napravljeno je neciljano metabolomsko profiliranje u svrhu otkrivanja terapijskog
ucinka duloksetina i fototerapije na uzorcima plazme ispitanika s dijagnozom velikog
depresivnog poremecaja. Metaboliti su razdvojeni i analizirani metodom GC-MS te su nakon
kvalitativne obrade i kvantifikacije podvrgnuti statistickoj obradi podataka koristeci
univarijatnu i multivarijatnu statisticku analizu na skupini zdravih kontrolnih ispitanika
(CTRL), ispitanika s prvom epizodom depresije prije (MDD) i nakon (MDDD) 8 tjedana
lije¢enja duloksetinom te na skupini ispitanika s depresijom otpornom na lije¢enje prije (TRD)
i nakon (TRDDF) 8 tjedana kombinirane terapije duloksetina i fototerapije.

Statisticki zna¢ajna razlika u zastupljenosti metabolita izmedu skupina CTRL i MDD,
nakon primjene univarijatne statistiCke analize, detektirana je u slu¢aju D-manitola, fosforne,
heksanske i jantarne Kiseline, aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-
galaktopiranozida, mokra¢ne kiseline 1 uree. U slucaju skupina CTRL i TRD, metaboliti koji
su zadrzali statisticki znacaj nakon FDR korekcije uklju¢uju arahidonsku kiselinu, glicin,
heksansku kiselinu, aldoheksozu (manoza/galaktoza/glukoza), prolin, jantarnu kiselinu, ureu i
mokraé¢nu kiselinu. Kod usporedbe skupina MDD 1 TRD, samo je fosforna kiselina zadrzala
zeljenu razinu znacaja. Usporedba skupina MDD i MDDD takoder je rezultirala jednim
metabolitom za kojeg je odredena znacajno promijenjena razina zastupljenosti, a to je
arahidonska kiselina. U slu¢aju skupina TRD i TRDDF, univarijatna statisticka analiza nije
potvrdila znaCajnu povezanost niti jednog detektiranog metabolita s dobrim odgovorom na
fototerapiju.

Multivarijatna statistika koristena je kako bi se za sve pojedine detektirane metabolite
odredila vrijednost VIP koja nam govori koji to metaboliti znac¢ajno doprinose razdvajanju
usporedivanih skupina ispitanika u modelu OPLS-DA. Za skupine CTRL i MDD metaboliti s
vrijednostima VIP ve¢ima od jedan su 1,5-anhidroglucitol, 2-ketobutiri¢na kiselina,
acetoacetat, alanin, arahidonska kiselina, D-manitol, glicin, heksanska, hidroksiizomasla¢na i
jantarna Kiselina, kolesterol, aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), mokra¢na Kkiselina,
prolin i urea. U slucaju usporedbe skupina CTRL i TRD, metaboliti koji zna¢ajno doprinose
razdvajanju ovih skupina u modelu OPLS-DA su acetoacetat, D-manitol, fosforna kiselina,

glicerol, heksanska, jantarna i linolna kiselina, aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-
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galaktopiranozid, mlije¢na, mokra¢na, oleinska, palmitinska, stearinska kiselina i urea. U
slu¢aju skupina MDD i TRD, kao znacajni metaboliti istaknuli su se 3-hidroksibutiri¢na i
arahidonska kiselina, fenilalanin, fosforna, hidroksiizomasla¢na kiselina i linolna kiselina,
aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid, oleinska, palmitinska i
stearinska kiselina. Metaboliti s vrijednos¢u VIP ve¢om od jedan kod usporedbe skupina MDD
i MDDD su arahidonska kiselina, glicerol, heksanska, hidroksiizomasla¢na i jantarna kiselina,
kolesterol, mio-inozitol, oleinska, propanska kiselina i stearinska kiselina, tirozin, urea i -D-
galaktofuranozid, a u slucaju skupina TRD i TRDDF takvi metaboliti su 5-oksoprolin,
arahidonska kiselina, D-manitol, fosforna kiselina, glicin, glikolna i linolna Kkiselina,
aldoheksoze (manoza/galaktoza/glukoza), metil-galaktopiranozid, mlijeéna i mokra¢na
kiselina, tirozin, triptofan i B-D-galaktofuranozid.

Rezultati kombiniranih statistickih pristupa za usporedbu skupina CTRL i MDD
pokazali su da su metaboliti, ¢ija je zastupljenost znacajno promijenjena izmedu usporedivanih
skupina, D-manitol, heksanska i jantarna kiselina, aldoheksoza (manoza/galaktoza/glukoza),
mokrac¢na Kiselina i urea, a u slucaju usporedbe skupina CTRL i TRD takvi metaboliti su
heksanska 1 jantarna kiselina, aldohekzoza (manoza/galaktoza/glukoza) mokraéna kiselina i
urea. U slucaju skupina MDD i TRD, kombinacija statistickih pristupa rezultirala je samo s
jednim metabolitom (fosfornom kiselinom) ¢ija zastupljenost je znaajno promijenjena izmedu
navedenih skupina ispitanika, kao i u slu¢aju skupina MDD i MDDD gdje je to arahidonska
kiselina. Budu¢i da metaboliti kod usporedbe skupina TRD i TRDDF nisu zadrzali znacajnu p-
vrijednost nakon FDR korekcije, kombinacija statistickih pristupa za usporedbu navedenih
skupina ispitanika nije iznjedrila niti jedan znacajan metabolit koji odgovara ovim strogim
kriterijima probira znaCajnih rezultata metabolomskih istrazivanja.

Navedeni metaboliti koji su bili znacajni nakon univarijatne ili multivarijatne statisticke
analize, a osobito oni koji su se istaknuli kao znacajni u oba pristupa analizi podataka,
predstavljaju biomarkere koji mogu doprinjeti prilagodbi i individualizaciji terapije pacijenata

s velikim depresivnim poremecajem te omoguciti efikasan odgovor na terapiju.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

. 5-HT — serotonin

. 5-HTP — 5-hidroksitriptofan

. BDNF — mozdani neurotrofni ¢imbenik (eng. brain-derived neurotrophic factor)
. BL — slijepa proba

. BLT — fototerapija (eng. bright light therapy)

. BSTFA — N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamid

. C18 — interni standard metil-stearat

. CTRL — skupina zdravih kontrolnih ispitanika

. DA — dopamin

. DAT - transporter dopamina

. El —ionizacija elektronima

. GC-MS — plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

. IMAO — inhibitori monoamin-oksidaze

. LC-MS — tekuc¢inska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa
. MAO — monoamin-oksidaza

. MDD - veliki depresivni poremecaj

. MDD - skupina ispitanika koja dobro reagira na terapiju antidepresivima
. MDDD - skupina ispitanika lije¢ena duloksetinom 8 tjedana

. NE — norepinefrin

. NET- transporter norepinefrina

. NS — neznacajni rezultati

. OPLS-DA - ortogonalna analiza metodom najmanjih kvadrata

. PCA — analiza glavnih komponenti

. QC — uzorci kontrolne kvalitete

. RI — retencijski indeks

. RT — retencijsko vrijeme

. SERT - transporter serotonina

. SNRI — selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina i norepinefrina
. SSRI — selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina

Lavinia Latin Diplomski rad



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 89

. TCA — triciklicki antidepresivi

. TMCS — trimetilklorosilan

. TRD — skupina ispitanika s depresijom otpornom na lijecenje

. TRDDF — skupina ispitanika lije¢ena duloksetinom i fototerapijom 8 tjedana

. VIP —vrijednost vaznosti pojedine varijable u projekciji (VIP, eng. Variable Importance

in Projection)
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§8. DODATAK

Tablica D1. Identificirani i kvantificirani metaboliti zajedno s korespondirajuéim postotnim

vrijednostima relativne standardne devijacije (RSD) i postocima prisutnosti u uzorcima

(PRES).
RSD/ PRES/ RSD/ PRES/
METABOLIT % % METABOLIT % %
L-Mljjecna
1,5-Anhidroglucitol 32,45 100 | kiselina 45,34 100
2-Hidroksibutiriéna kiselina 39,81 100 | Mio-inozitol 36,10 100
2-Ketoizokaproinska
kiselina 26,18 100 | Norleucin 28,58 100
3-Hidroksibutiriéna kiselina 47,20 100 | Oksalna kiselina 47,98 100
5-Hidroksitriptofan 38,42 80 | Oksoprolin 44,69 100
Alanin 37,74 100 | Oktanska kiselina 13,37 80
Arabinoza 44,55 100 | Oleinska kiselina 8,72 100
Palmitinska
D-Manitol 44,62 100 | kiselina 5,22 100
Pentanska
Fenilalanin 23,38 100 | kiselina 12,20 100
Piruvinska
Fosforna kiselina 35,40 100 | kiselina 43,83 100
Galaktoza / Glukoza /
Manoza 45,88 100 | Prolin 35,35 100
Glicerol 19,88 100 | Propilen glikol 27,13 100
Glicin 23,86 80 | Serin 43,99 100
Stearinska
Glikolna kiselina 8,68 100 | kiselina 19,55 100
Izoleucin 30,12 100 | Tirozin 12,33 80
Kolesterol 16,96 100 | Triptofan 40,31 100
Leucin 24,06 100 | Urea 34,56 100
Limunska kiselina 46,36 80 | Valin 38,56 100
Linolna kiselina 4,74 100
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Tablica D2. Vrijednosti medijana te minimalne i maksimalne vrijednosti rezultata kvantitativne

obrade podataka za zdravu skupinu ispitanika (CTRL).

CTRL

METABOLIT MEDIAN MIN MAX
1,5-Anhidroglucitol 0,559 0,274 | 1,612
2-Ketobutiriéna kiselina 1,185 0,008 | 5,035
i;;:?;;k“b““mna 1,026|  0,143| 4406
5-Oksoprolin 0,918 0,324 | 1,569
Acetoacetat 0,937 0,216 | 2,582
Alanin 1,498 0,140 | 3,781
Arahidonska Kiselina 0,062 0,011 | 0,272
D-Manitol 6,328 2,408 | 17,339
Fenilalanin 0,270 0,043 | 0,528
Fosforna kiselina 1,661 0,217 | 3,578
Glicerol 0,445 0,111 | 1,747
Glicin 0,615 0,176 | 1,427
Glikolna kiselina 1,825 0,362 | 7,390
Heksanska kiselina 32,976 7,836 | 83,507
E;derl‘i’f;mmasmna 0,277 0,081 | 1,386
Izoleucin 1,784 0,061 | 4,044
Jantarna kiselina 0,126 0,061 | 0,247
Kolesterol 2,114 0,418 | 6,702
Leucin 1,747 0,170 | 4,044
Linolna Kkiselina 0,078 0,013 | 0,280
Manoza/Galaktoza/Glukoza 24,418 10,621 | 50,704
Metil-galaktopiranozid 0,861 0,313 | 3,674
Mio-inozitol 0,125 0,021 | 0,324
Mlije¢na kiselina 16,630 2,892 | 63,768
Mokra¢na kiselina 0,532 0,046 | 2,488
Oleinska kiselina 0,194 0,011 | 0,929
Palmitinska Kiselina 0,456 0,053 | 1,690
Prolin 1,169 0,340 | 2,831
Propanska kiselina 0,690 0,234 | 2,323
Serin 0,204 0,065 | 0,408
Stearinska kiselina 0,088 0,012 | 0,293
Tirozin 0,488 0,073 | 1,347
Treonin 0,196 0,055 | 0,525
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CTRL
METABOLIT MEDIAN MIN MAX
Triptofan 0,456 0,119 | 1,333
Urea 32,976 7,836 | 83,507
Valin 1,914 0,180 | 4,621
B-D-Galaktofuranozid 0,333 0,127 | 1,371

Tablica D3. Vrijednosti medijana te minimalne i maksimalne vrijednosti rezultata kvantitativne

obrade podataka za skupinu ispitanika koja dobro ponosi lijecenje antidepresivima prije (MDD)

i nakon 8 tjedana terapije duloksetinom (MDDD).

MDD MDDD
METABOLIT MEDIAN | MIN | MAX | MEDIAN | MIN | MAX
1,5-Anhidroglucitol 0,534 | 0,119 | 0,986 0,495| 0,285| 1,203
2-Ketobutiri¢na kiselina 0,458 | 0,001| 2,315 0,499 | 0,010| 2,235
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 0,645 | 0,242 | 7,472 0,645| 0,477 | 2,082
5-Oksoprolin 0,784 | 0,109 | 1,867 0,743 | 0,393 | 1,646
Acetoacetat 0,835 | 0,214 | 4,805 1,086 | 0,264 | 3,505
Alanin 1,682 | 0,070 | 3,980 1,540 | 0,184 | 3,338
Arahidonska kiselina 0,031| 0,011 0,080 0,070 | 0,014 | 0,364
D-Manitol 6,037 | 2,586 | 12,404 6,323 | 3,627 | 21,083
Fenilalanin 0,242 | 0,037 | 0,482 0,257 | 0,044 | 0,500
Fosforna kiselina 2,127 | 0,087 | 10,080 2,354 | 0,276 | 6,783
Glicerol 0,439 | 0,098 | 1,753 0,311 | 0,088 | 1,135
Glicin 0,394 | 0,081 | 1,159 0,481 | 0,145| 1,003
Glikolna kiselina 0,955| 0,250 | 3,159 1,304 | 0,454 | 6,895
Heksanska kiselina 35,212 | 12,818 | 78,871 34,056 | 14,792 | 71,411
Hidroksiizomasla¢na kiselina 0,226 | 0,075| 0,629 0,172 0,098 | 0,397
Izoleucin 1,422 | 0,096 | 2,710 1,508 | 0,481 | 2,778
Jantarna kiselina 0,128 | 0,032 | 0,254 0,113 | 0,066 | 0,169
Kolesterol 1,040 | 0,204 | 6,676 1,088 | 0,489 | 4,262
Leucin 1,422 | 0,145| 2,710 1,522 | 0,533 | 2,778
Linolna kiselina 0,078 | 0,010 | 0,228 0,055 | 0,027 | 0,155
Manoza/Galaktoza/Glukoza
26,156 | 12,176 | 62,686 25,179 | 15,941 | 96,900
Metil-galaktopiranozid 0,896 | 0,416 | 1,977 0,793 | 0,499 | 3,354
Mio-inozitol 0,100 | 0,016 | 0,271 0,108 | 0,033 | 0,231
Mlije¢na kiselina 9,378 | 2,155 27,990 10,246 | 3,560 | 63,156
Mokra¢éna kiselina 0,192 | 0,043| 1,053 0,171 | 0,033 | 1,415
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MDD MDDD

METABOLIT MEDIAN | MIN | MAX | MEDIAN | MIN | MAX
Oleinska kiselina 0,228 | 0,011| 0,820 0,139 | 0,020 | 0,457
Palmitinska kiselina 0,394 | 0,117 | 1,418 0,387 | 0,149 | 0,770
Prolin 1,303 | 0,110 | 5,865 1,020 | 0,197 | 3,569
Propanska kiselina 0,430 | 0,159 | 1,162 0,413 | 0,119| 2,289
Serin 0,160 | 0,019 | 0,349 0,155 | 0,054 | 0,282
Stearinska kiselina 0,085 | 0,020| 0,307 0,068 | 0,016 | 0,182
Tirozin 0,330 | 0,117| 0,892 0,313 | 0,066 | 1,089
Treonin 0,145| 0,011| 0,314 0,166 | 0,063 | 0,490
Triptofan 0,351 | 0,064 | 1,461 0,377 | 0,115| 0,680
Urea 35,212 | 12,818 | 78,871 34,056 | 14,792 | 71,411
Valin 1,717 | 0,305| 3,371 1,769 | 0,631| 3,624
B-D-Galaktofuranozid 0,301 | 0,078 | 0,615 0,365| 0,156 | 0,981

Tablica D4. Vrijednosti medijana te minimalne i maksimalne vrijednosti rezultata kvantitativne

obrade podataka za skupinu ispitanika koja je otporna na lije¢enje prije (TRD) 1 nakon 8 tjedana

kombinirane terapije duloksetinom i fototerapije (TRDDF).

TRD TRDDF
METABOLIT MEDIAN | MIN | MAX | MEDIAN | MIN | MAX
1,5-Anhidroglucitol 0,546 | 0,083 | 1,040 0,561 | 0,296 0,960
2-Ketobutiri¢na kiselina 0,511 | 0,006 | 2,351 0,710 | 0,010 3,237
3-Hidroksibutiri¢na kiselina 0,592 | 0,368 | 1,384 0,664 | 0,331 3,609
5-Oksoprolin 0,742 | 0,402 | 1,068 0,813 | 0,446 1,758
Acetoacetat 0,717 | 0,175| 9,405 0,558 | 0,031 4,982
Alanin 1,433 | 0,171 | 4,013 1,370 | 0,070 4,370
Arahidonska kiselina 0,022 | 0,008 | 0,047 0,030 | 0,011 0,062
D-Manitol 5,652 | 3,004 | 10,994 7,160 | 3,728 | 22,694
Fenilalanin 0,252 | 0,040 | 0,464 0,269 | 0,072 0,530
Fosforna kiselina 1,113 | 0,247 | 3,432 1,741 | 0,205 3,612
Glicerol 0,399 | 0,066 | 1,314 0,438 | 0,194 2,012
Glicin 0,257 | 0,082 | 0,998 0,446 | 0,112 1,021
Glikolna kiselina 1,124 | 0,385| 5,161 1,193 | 0,542 2,793
Heksanska kiselina 36,678 | 19,674 | 72,124 33,594 | 11,056 | 58,763
Hidroksiizomasla¢na kiselina 0,200 | 0,031| 0,612 0,196 | 0,082 0,711
Izoleucin 1,400 | 0,485 | 2,706 1,411 | 0,228 3,160

Lavinia Latin

Diplomski rad




§ 8. Dodatak

XiX

TRD TRDDF
METABOLIT MEDIAN | MIN | MAX | MEDIAN | MIN MAX
Jantarna kiselina 0,127 | 0,065| 0,203 0,131 | 0,067 0,184
Kolesterol 1,052 | 0,622 | 4,966 1,146 | 0,509 3,792
Leucin 1,440 | 0,589 | 2,779 1,461 | 0,489 3,160
Linolna kiselina 0,048 | 0,012| 0,124 0,042 | 0,013 0,249
Manoza/Galaktoza/Glukoza 22,002 | 14,177 | 62,240 26,598 | 17,358 | 114,694
Metil-galaktopiranozid 0,753 | 0,496 | 1,362 0,917 | 0,496 3,550
Mio-inozitol 0,092 | 0,025| 0,268 0,097 | 0,032 0,173
Milije¢na kiselina 9,683 | 3,355 | 45,928 10,363 | 4,683 | 32,985
Mokraéna kiselina 0,175| 0,015| 1,288 0,180 | 0,030 0,897
Oleinska kiselina 0,152 | 0,024 | 0,431 0,109 | 0,035 1,276
Palmitinska kiselina 0,289 | 0,097 | 0,967 0,306 | 0,134 1,602
Prolin 1,222 | 0,462 | 2,659 1,051 | 0,409 2,579
Propanska kiselina 0,485| 0,218 | 1,011 0,491 | 0,210 0,923
Serin 0,163 | 0,045| 0,314 0,162 | 0,037 0,412
Stearinska kiselina 0,064 | 0,012| 0,161 0,067 | 0,022 0,341
Tirozin 0,330 | 0,131 1,118 0,319 | 0,120 0,605
Treonin 0,156 | 0,029 | 0,294 0,120 | 0,031 0,410
Triptofan 0,398 | 0,164 | 1,185 0,354 | 0,145 0,503
Urea 36,678 | 19,674 | 72,124 33,594 | 11,056 | 58,763
Valin 1,677 | 0,444 | 2,769 1,678 | 0,068 3,879
B-D-Galaktofuranozid 0,287 | 0,124 | 0,582 0,372 | 0,163 0,998
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Tablica D5. Rezultati univarijatne statisticke analize (p-vrijednost i FDR) i multivarijatne
statistiCke analize (VIP) te postotak promjene (%A) u zastupljenosti metabolita kod usporedbe
skupina CTRL i MDD. Prikazani metaboliti pokazuju znacajni (zeleno podebljanje) rezultat ili
u univarijatnoj statistici ili u multivarijatnoj ili u obje. Crveno podebljanje oznacuje neznacajnu

p-vrijednost nakon FDR korekcije.

Univarijatna Multivarijatna
statistiCka analiza | statistiCka analiza
CTRL vs MDD p-vrijednost | FDR VIP %A
1,5-Anhidroglucitol NS NS 1,31 -4,72
2-Ketobutiri¢na kiselina 0,045 0,112 1,24 -158,67
Acetoacetat 0,044 0,112 1,28 -12,24
Alanin 0,014 0,055 1,08 10,95
Arahidonska kiselina 0,020 0,067 1,88 -99,45
D-Manitol 3,85x10* | 0,006 1,07 -4.82
Fosforna kiselina 0,005 0,024 0,34 21,93
Glicerol 0,015 0,055 0,85 -1,32
Glicin NS NS 1,25 -56,13
Heksanska kiselina 0,001 0,006 1,68 6,35
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS 1,27 -22,33
Jantarna kiselina 0,001 0,006 1,79 1,73
Kolesterol NS NS 1,28 -103,19
Manoza/Galaktoza/Glukoza | 6,492x10° | 0,002 1,24 6,65
Metil-galaktopiranozid 0,001 0,007 0,85 3,86
Mlije¢na kiselina 0,026 0,073 0,28 -77,33
Mokracna kiselina 0,006 0,027 2,16 -177,78
Oleinska kiselina 0,025 0,073 0,18 15,03
Prolin NS NS 1,32 10,28
Urea 0,001 0,006 1,68 6,35

*NS - statisticki neznacajan rezultat

Lavinia Latin Diplomski rad



§ 8. Dodatak XXi

Tablica D6. Rezultati univarijatne statisticke analize (p-vrijednost i FDR) i multivarijatne
statistiCke analize (VIP) te postotak promjene (%A) u zastupljenosti metabolita kod usporedbe
skupina CTRL i TRD. Prikazani metaboliti pokazuju znacajni (zeleno podebljanje) rezultat ili

u univarijatnoj statistici ili u multivarijatnoj ili u obje.

Univarijatna Multivarijatna
statistiCka analiza |[statistiCka analizal

CTRL vs TRD p-vrijednost | FDR VIP %A
Acetoacetat NS NS 1,01 -23,51
Arahidonska kiselina 2,16x10° | 0,001 0,85 -64,45
D-Manitol NS NS 1,82 -10,68
Fosforna kiselina NS NS 1,10 -32,98
Glicerol NS NS 1,20 -10,42
Glicin 0,006 0,047 0,13 -58,25
Glikolna kiselina NS NS 1,02 -38,43
Heksanska kiselina 0,008 0,047 1,62 11,23
Jantarna kiselina 0,001 0,026 1,69 0,48
Linolna kiselina NS NS 1,23 -38,01
Manoza/Galaktoza/Glukoza 0,011 0,050 2,02 -9,90
Metil-galaktopiranozid NS NS 1,82 -12,58
Mlijecna kiselina NS NS 1,18 -41,78
Mokracna kiselina 0,004 0,047 1,27 -67,05
Oleinska kiselina NS NS 1,31 -21,41
Palmitinska Kiselina NS NS 1,25 -36,57
Prolin 0,010 0,050 0,48 4,56
Stearinska kiselina NS NS 1,29 -27,51
Urea 0,007 0,047 1,62 11,23

*NS - statisticki neznacajan rezultat
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Tablica D7. Rezultati univarijatne statisticke analize (p-vrijednost i FDR) i multivarijatne
statistiCke analize (VIP) te postotak promjene (%A) u zastupljenosti metabolita kod usporedbe
skupina MDD i TRD. Prikazani metaboliti pokazuju znacajni (zeleno podebljanje) rezultat ili
u univarijatnoj statistici ili u multivarijatnoj ili u obje. Crveno podebljanje oznacuje neznacajnu

p-vrijednost nakon FDR korekcije.

Univarijatna Multivarijatna
statistiCka analiza | statistiCka analiza

MDD vs TRD p-vrijednost | FDR VIP %A
3-Hidroksibutiri¢na kiselina NS NS 1,26 -8,22
Arahidonska kiselina 0,007 0,122 1,90 -29,09
Fenilalanin NS NS 1,33 4,24
Fosforna kiselina 0,001 0,041 1,35 -47,67
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS 1,52 -11,52
Linolna kiselina 0,025 0,228 1,86 -38,19
Manoza/Galaktoza/Glukoza NS NS 1,16 -15,88
Metil-galaktopiranozid 0,022 0,228 1,81 -15,96
Oleinska kiselina NS NS 1,85 -33,22
Palmitinska kiselina NS NS 1,73 -26,62
Stearinska kiselina NS NS 1,70 -24,80

*NS - statistiCki neznacajan rezultat
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Tablica D8. Rezultati univarijatne statisticke analize (p-vrijednost i FDR) i multivarijatne
statistiCke analize (VIP) te postotak promjene (%A) u zastupljenosti metabolita kod usporedbe
skupina MDD i MDDD. Prikazani metaboliti pokazuju znacajni (zeleno podebljanje) rezultat

ili u univarijatnoj ili u multivarijatnoj statistici ili u obje.

Univarijatna Multivarijatna
statistiCka analiza |statistiCka analiza

MDD vs MDDD p-vrijednost | FDR VIP %A
Arahidonska kiselina 0,001 0,044 1,76 126,17
Glicerol NS NS 1,98 -29,31
Heksanska kiselina NS NS 1,76 -3,28
Hidroksiizomasla¢na kiselina NS NS 1,22 -24,01
Jantarna kiselina NS NS 1,77 -12,00
Kolesterol NS NS 1,01 4,58
Mio-inozitol NS NS 1,11 7,30
Oleinska kiselina NS NS 1,27 -39,17
Propanska Kiselina NS NS 1,07 -3,96
Stearinska kiselina NS NS 1,14 -19,14
Tirozin NS NS 1,19 -5,27
Urea NS NS 1,76 -3,28
B-D-Galaktofuranozid NS NS 1,24 21,14

*NS - statistiCki neznacajan rezultat
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Tablica D9. Rezultati univarijatne statisticke analize (p-vrijednost i FDR) i multivarijatne
statistiCke analize (VIP) te postotak promjene (%A) u zastupljenosti metabolita kod usporedbe
skupina TRD i TRDDF. Prikazani metaboliti pokazuju znacajni (zeleno podebljanje) rezultat
ili u univarijatnoj statistici ili u multivarijatnoj. Crveno podebljanje oznacuje neznacajnu p-

vrijednost nakon FDR korekcije.

Univarijatna Multivarijatna
statistiCka analiza | statistiCka analiza
p-vrijednost

TRD vs TRDDF prije FDR FDR VIP %A
5-Oksoprolin NS NS 1,15 9,69
Arahidonska kiselina 0,020 0,170 1,22 37,85
D-Manitol 0,040 0,247 1,82 26,67
Fosforna kiselina 0,006 0,119 1,85 56,38
Glicin NS NS 1,12 73,38
Glikolna kiselina NS NS 1,41 6,14
Linolna kiselina NS NS 1,21 -12,41
Manoza/Galaktoza/Glukoza 0,014 0,170 1,93 20,89
Metil-galaktopiranozid 0,003 0,117 1,52 21,78
Mlijecna kiselina NS NS 1,52 7,02
Mokracna kiselina NS NS 1,23 2,63
Tirozin NS NS 1,31 -3,17
Triptofan NS NS 1,23 -11,00
B-D-Galaktofuranozid 0,023 0,170 1,63 29,29

*NS - statisticki neznacajan rezultat
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