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 anksiozni (ili stresom uzrokovani) poremećaj koji nastaje nakon izlaganja ili svjedočenja 
teškom traumatskom događaju kod nekih, ali ne svih osoba

Kriteriji DSM-V (APA, 2013): 

 postojanje traumatskog iskustva

 ponovno proživljavanje traume (eng. reexperiencing)

 izbjegavanje (eng. avoidance)

 pojačana pobuđenost (eng. hyperarousal)

 neosjetljivost (eng. numbing) i negativne promjene mišljenja i raspoloženja

 trajanje (najmanje 1 mjesec)

 znatan poremećaj u radnom, socijalnom  ili drugom funkcioniranju

Posttraumatski stresni poremećaj (PTSP)



značajno narušeno psihičko, socijalno i radno funkcioniranje
 agresivno ponašanje, zloporaba alkohola i droga, suicidalnost

često prisutni i drugi psihopatološki komorbiditeti 
 veliki depresivni poremećaj, anksiozni poremećaji, panični poremećaj, poremećaj ličnosti, 

alkoholizam, suicidalnost…

često prisutni somatski komorbiditeti
 kardiovaskularne bolesti, koronarna bolest srca, endokrine bolesti, metabolički sindrom, 
respiratorne bolesti, probavni poremećaji

40% oboljelih od PTSP-a ne pokazuje dobar odgovor na terapiju

Opća populacija 7-12%

Hrvatski branitelji 25-30%

PTSP u društvu



Rizični čimbenici za razvoj PTSP-a

 doživljaj traume

 težina i vrsta traume

 spol

 komorbidne bolesti 

 genetski i epigenetski čimbenici

 neurobiološki i psihološki čimbenici

 okolišni čimbenici

 izloženost ranoj traumi

Michopoulos et al. 2015



Neurobiološke i neuroendokrinološke promjene u PTSP-u

Michopoulos et al. 2015

Poremećena neuroendokrinologija i os HHN

↑ CRF
paradoksalno ↓ aktivnost osi HHN

↓ kortizol u 24h urinu
kortizol u serumu

hipersupresija nakon DST-a
↓ mehanizam negativne povratne sprege

↑ broj receptora za GK u limfocitima
↓ volumen hipokampusa

teškoće pamćenja
poremećaji neurotransmisije

 kao odgovor na traumu amigdala stimulira simpatički živčani sustav i os HHN



 oligosaharidni lanci kovalentno vezani 
na polipeptide i lipide

 mijenjaju fizikalno-kemijska svojstva i 
biološku ulogu proteina

 modifikacija proteina u 
endoplazmatskom retikulumu i 
Golgijevom aparatu 

 poveznica genetičke upute i okolišnih 
čimbenika  adaptacija

 N-glikani i O-glikani

Glikani



Gotovo sve interakcije na površini stanice uključuju glikane

Uloga glikana u:

 međustaničnoj komunikaciji
 signalizaciji
 smatanju proteina
 regulaciji ekspresije gena
 diferencijaciji
 razvoju
 upalnim procesima
 metastaziranju…



 u neuropsihijatrijskim poremećajima: ADHD, Alzheimerovoj bolesti, autizmu, shizofreniji...

Promjene u glikozilaciji 

Pivac et al. 2011Barone et al. 2012

Plasma:  in glycan groups GP11 and DG7 and  in GP12



N-glikani u PTSP-u 

 testirali 9 N-glikanskih struktura iz plazme na
13 ispitanika s PTSP-om, 9 ispitanika koji su bili
izloženi traumi i 10 kontrolnih ispitanikaPeak1=FA2 - agalactosylated core-a-

1,6-fucosylated biantennary 

Peak6=FA2G2 - bigalactosylated core-
a-1,6-fucosylated biantennary; NA2F

PTSP

GlycoAge Test: = log10(FA2/FA2G2)
daje predodžbu o stvarnoj dobi ispitanika

Moreno-Villanueva et al. 2013

 koncentracija N-glikana se mijenja s dobi



Cilj istraživanja:

 ispitati razlike u glikozilaciji kod osoba s dijagnosticiranim PTSP-om (N=350) i zdravih
kontrolnih ispitanika (N=350) određivanjem N-glikana u plazmi i vezanih na IgG

 ispitati postoji li povezanost određenih genetskih polimorfizama i epigenetskih
modifikacija s glikomskim promjenama i shodno tome povećanim rizikom za razvoj PTSP-a

HrZZ projekt : Genomski i glikanski biomarkeri PTSP-a 
GlikoGenPTSP (voditelj: prof. dr. Nela Pivac)



Materijali i metode

Ispitanici: Klinika za psihijatriju Vrapče , Zagreb

 osobe s PTSP-om (N=204): DSM-IV (SCID, CAPS)
 zdrave kontrole (N=134)
 ispitanici su muškarci (prosječna dob: 56 god.) hrvatskog podrijetla, koji

nisu u međusobnom srodstvu

Obrada N-glikana: Laboratorij za glikobiologiju, Genos d.o.o, Zagreb

 visokotlačna tekućinska kromatografija (HPLC) fluorescentno
obilježenih N-glikana za kvantitativnu analizu glikoma u plazmi i vezanog
za IgG
 naša studija obuhvaća 39 N-glikanskih pikova iz plazme i 24 N-glikanska

pika vezana za IgG



Rezultati

Plazma
GP1 – GP39

PTSP
Kontrole

GP14, GP15, GP26, GP27, GP30, 
GP32, GP33, GP34, GP35, GP36,
GP37, GP38, GP39

GP4, GP5, GP10, GP13, GP16, 
GP19, GP22, GP29

(13)
6

PTSP

 snažan utjecaj dobi na razinu N-glikana korekcija (p=0,05; korekcija na višestruko 
testiranje:  p=0,001*)

N-glikani u plazmi:

(8)
4



p=1,56E-4

p=7,66E-6p=6,39E-8p=1,59E-10

p=0,001p=0,001

GP39 = A4F1G4S4 - tetraantennary, 
tetragalactosylated and tetrasialylated with 
antennary fucose

GP15 = A2BG2S1 - biantennary 
bigalactosylated and sialylated 
with bisecting GlcNAc

GP32 = A3F1G3S3 – triantennary, 
trigalactosylated and trisialylated 
with antennary fucose

GP34 = A4G4S3 - tetraantennary, 
tetragalactosylated and trisialylated 

GP36 = A4S4 - tetraantennary 
tetragalactosylated and tetrasialylated 

GP38 = A4G4S4 - tetraantennary, 
tetragalactosylated and tetrasialylated 

Triantenarni i 
tetraantenarni sijalizirani 
N-glikani povećani kod 
upalnih procesa 
(Gudelj et al. 2016) i 
hepatocelularnog 
karcionoma
(Vanhooren at al. 2009) 

N-glikani u plazmi:

Rezultati

GlcNAC - N-acetylglucosamine



p=1,23E-4

p=0,001p=9,85E-5

p=2,55E-5

GP10 = FA2G2, vrijednost 
ovog N-glikana se drastično 
snižava s dobi 

GP4 = FA2[6]BG1 -biantennary 
monogalactosylated with core fucose
and bisecting GlcNAC

GP22 = FA2G2S2 -biantennary digalactosylated 
and disialyted with core fucose

GP5 = FA2[3]BG1 -biantennary 
monogalactosylated with core fucose 
and bisecting GlcNAC

GP10 = FA2G2 -biantennary 
digalactosylated with core fucose

Rezultati

N-glikani u plazmi:

GlcNAC - N-acetylglucosamine



IgG
GP1 – GP24

PTSP

Kontrola

Rezultati
N-glikani vezani za IgG:

GP3, GP5, GP6, GP7, GP13, 
GP17, GP22

GP9, GP14, GP18, GP2

(7)
5

PTSP

 snažan utjecaj dobi na razinu N-glikana korekcija (p=0,05; korekcija na višestruko 
testiranje:  p=0,001*)

4
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p=9,13E-6p=6,18E-17

p=2,91E-20 p=2,81E-11p=1,86E-6

GP17=A2G2S1 - Biantennary 
digalactosylated and monosialyated

GlcNAC - N-acetylglucosamine

GP3 =A2B- Biantennary agalactosylated 
with bisecting GlcNAC

GP5 = M5 - High mannose GP7 =A2G1 - Biantennary 
monogalactosylated

GP13 = A2BG1 - Biantennary 
digalactosylated with bisecting GlcNAc

p=0,054

GlycoAge test

GlycoAge test 
= log10(FA2/FA2G2) 
= log10(GP4/GP14)

Rezultati

N-glikani vezani za IgG:

fiziološka dob 
ispitanika s PTSP-om



Zaključak
osobe oboljele od PTSP-a imaju 
statistički značajno: 

 povišene razine N-glikana povezanih s  
upalnim procesima (Kaneko et al. 
2006; Shibata-Koyama et al. 2009)

 povišene razine N-glikana povezanih s 
preuranjenim starenjem (Knezevic et 
al. 2009, Dall'Olio et al. 2012)

osobe oboljele od PTSP-a imaju:

 veću vrijednost GlycoAge testa  
(trend! grupe)

Dall'Olio et al. 2013



 ispitati razine N-glikana na preostalim uzorcima PTSP-a i kontrola
 istražiti povezanost razine N-glikana i pojedinih fenotipova PTSP-a (agitacija, psihoza…)

 u bolesnika s PTSP-om i kontrolnih ispitanika potvrditi polimorfizme (12) odabranih gena (6)
(FUT8, HNF1A, FUT6/FUT3, SLC9A9, MGAT5 i B3GAT1) koji reguliraju glikozilaciju proteina,
određenih GWAS studijama

 procijeniti utjecaj epigenetske regulacije (DNA metilacije) i genske ekspresije HNF1A u
bolesnika s PTSP-om i kontrolnih ispitanika

 ispitati nove modele predviđanja stvarne dobi na temelju koncentracije pojedinih N-glikana
u plazmi i N-glikana vezanih za IgG

 istražiti promjene N-glikana u animalnim modelima PTSP-a (prof. dr. sc. Dora Zelena,
Mađarska akademija znanosti)

 neovisna replikacijska studija (prof. dr. sc. Tanja Jovanovic, Emory University, USA) na 200
ispitanika s PTSP-om (muškarci i žene, civilne žrtve traume-nasilje, silovanja, nesreće…) i 200
zdravih osoba uključenih u Grady Trauma Project (crna i bijela rasa, hispano populacija)

Daljnji ciljevi istraživanja



Cilj istraživanja

 ispitati razlike u metabolit ima kod osoba s dijagnosticiranim
PTSP-om (N=350) i zdravih kontrolnih ispitanika (N=350) primjenom
necil jane višeplatformske analize metaboloma

offset project CRO_A-00033 
"Technology & Know-how Transfer in Metabolomics and 
Establishment of Latest Scientific Equipment in Zagreb", 

financiran od tvrtke Patria, Finska
(voditelj: prof. dr. Neven Žarković)



Endometabolome Nutribiome Microbiome Xenobiome

Tissue / cell

DNA / Genes

Genomics

RNA

Transcriptomics
Protein

Proteomics

Amino 
acids

Lipids

Lipidomics

Carbohydrates

Glycomics

Metabolomics

Phenotype

 metabolički biomarkeri iz urina, krvi i
sl. - važni u razjašnjavanju
mehanizama bolesti, predviđanju
odgovora na lijekove ili prehrambene
intervencije ili toksičnih učinaka

Metabolomika

 proučava metabolom- niz spojeva
niskih molekularnih težina
(metabolita npr. nukleotidi,
ugljikohidrati, aminokiseline, lipidi… )
koji su rezultat ili su uključeni u
metaboličke procese važne za
normalno funkcioniranje stanice i
cijelog organizma



 razine metabolita -
vrlo osjetljive na
genetske, epigenetske
i okolišne čimbenike
npr. dob, stres, bolest,
liječenje, prehrambeni
status…

 metabolomika -
nadopunjuje "starija" -
omics polja kao što su
transkriptomika,
proteomika i genomika

 personalizirani pristup
u medicini



Pristupi u metabolomici: neciljana i ciljana analiza

‘Fingerpritning’‘Footprinting’ Profiliranje Ciljana analiza

Priprema uzoraka  Standardi za kvantifikaciju  Selektivnost

Nepristranost  Obrada podataka

-

-

+

+



Tijek rada u metabolomici

Biološki problem

Dizajn 
eksperimenta

Eksperimentalna 
analiza

Procesiranje 
podataka

Obrada 
podataka

Statistička 
analiza

Identifikacija

Metabolička 
interpretacija

Validacija

Vrsta uzorka
Odabir pristupa

NMR
LC-MS
GC-MS
CE

Dekonvolucija
Sravnjenje

Normalizacija
Skaliranje

MVA
(PCA, PLS-DA)

UVA

Odgovor
Hipoteza



NMR MS

Princip
detekcije

Magnetska
svojstva

atomskih
jezgara

(1H, 13C, 31P)

Odnos mase i naboja ioniziranih čestica

LC GC CE

Priprema uzorka + + - +

Reproducibilnost/ 
robustnost

+ - + -

Osjetljivost - + + -

Vrsta komponenti
Polarne i 

nepolarne

Širok spektar
uporabe ovisno

o tipu LC-a

Termostabilne i
molekule koje

isparavaju

Polarne
nabijene
molekule

Analitičke metode u metabolomici



Metabolomska istraživanja u 
psihijatrijskim poremećajima



‘Raw data’Rezultati

 uzorci plazme 100
ispitanika - 50
ratnih veterana
oboljelih od PTSP-a
i 50 zdravih
kontrolnih
ispitanika

 neciljana
višeplatformska
analiza
metaboloma



‘Raw data’Rezultati



Identifikacija



…….
128 x 81  tablica

 identificirana 81 komponenta



12981 17596 10319 4473 7743 6423 8742 7445 7420 10483 18102 11229 7837 8603 8777 7411 8094 18184 5179 17450 14977 17657 16800 16414

2340 2233 1960 1267 1647 1599 1725 1513 1598 1761 2537 2045 1387 1299 1726 1315 1217 2874 2558 2467 2207 2114 1987 2849

18280 13402 12619 12273 12118 10165 12252 13956 10468 10905 25091 8673 10759 10449 9501 8917 8258 26343 42001 24340 21616 22949 19288 20104

25244 22344 24474 10293 13987 10902 15492 24763 11465 23495 49049 14054 16228 19593 16596 14227 17053 39106 36668 50001 30122 30846 25935 33260

1884 1667 1929 958 1203 1498 1462 943 1352 1161 2149 1455 1501 800 1174 1187 1550 2749 1935 2350 2412 1541 1942 1630

4009 4379 3752 2391 3159 3104 3114 3093 2668 2983 5398 3707 3326 3654 3587 2561 2964 5519 3833 6051 4010 5335 4857 5358

201266 249359 159997 66200 114377 107630 121726 104391 116551 135144 262466 154325 132239 131355 129216 103242 122355 249632 42815 241402 206778 227994 238168 247578

5724609 6419558 5553968 3254807 4648984 4369147 4826638 4360441 4526513 4761697 7941388 5262977 4955477 4926808 4700828 4006646 4507179 8231060 3768042 7074034 6803636 6824828 6515214 6613021

7114 5121 4590 3259 3049 3829 3414 3990 2769 4728 8873 3529 4698 3586 3396 2436 2640 8620 10266 11471 9086 6726 7173 8948

155448 189788 127304 48683 92054 88467 99178 81835 95779 108720 210952 131003 115240 112877 106668 89934 104084 205636 36529 189692 174497 175797 179821 194472

115985 119830 103133 93484 122070 108682 123138 123536 106996 93100 70001 78380 77612 81466 72913 66662 79679 71771 44062 68504 58482 55910 136131 139445

75718 155861 73097 27481 32568 37187 44416 35375 40404 106367 131442 62357 63273 54915 50803 40092 49298 140891 85599 133283 94834 83469 80514 116062

67715 82499 55433 23654 41204 36804 40845 34142 40529 44219 87173 55028 44347 46900 45008 37073 42259 90384 17505 83477 74044 74991 73441 76213

5958 4813 4337 2641 4056 3904 3094 3871 3540 4371 6393 2458 3616 2394 3775 3488 3740 6678 9689 7274 6237 5493 6003 6430

162022 192894 133055 55571 94629 84703 105873 84098 101362 107950 206386 133286 112120 117423 114635 93472 106598 193310 53194 190306 168026 154401 165697 171612

26130 41004 24331 12360 17200 17956 19138 18270 19868 28445 38469 34463 26338 27179 23624 20373 24225 57746 24063 40229 31384 43726 36805 45692

384 289 423 0 281 70 105 149 66 188 746 270 307 0 145 0 390 675 74 427 624 224 384 333

4328 5447 4210 2419 2708 2550 2872 2542 2868 3062 5776 3805 2952 3388 2756 2658 3346 6580 4680 5655 4907 5163 4908 5403

12529 23597 13511 4168 8730 6375 11536 7063 10969 10992 19198 14577 11989 13524 13204 10175 12839 19100 4205 19338 13635 16325 15843 18717

1557 1158 1177 716 989 1192 1261 1254 846 980 1955 757 893 1384 1182 849 1189 1150 985 1802 1261 1110 1232 1247

10487 18668 11504 3721 5591 6070 8051 5633 7248 8049 14925 10751 8632 8448 9186 6993 9448 16609 3237 14073 11758 11584 13651 14111

3398 1462 1317 1314 1236 1197 934 2006 1011 2198 3940 1057 1308 1252 1006 927 1125 3188 3169 4579 3646 2612 3459 4104

4019 3039 1812 1260 2085 1606 2865 1854 2684 2518 1540 3517 2842 2568 2216 2175 3399 3320 1857 2401 2316 3052 4067 3489

1831 2783 1624 414 857 514 911 446 794 1835 2580 1345 1545 1135 1086 1128 1188 2542 1851 3438 1889 1793 1666 2225

3085 3144 2658 1840 2166 2081 2093 1747 2074 2285 3844 2640 2619 2375 2295 1838 1762 4276 2603 3730 3314 3448 3495 3791

3805 6860 3931 1436 3210 2355 4234 2263 3647 2650 6485 4330 3664 3836 4032 3652 3820 6416 1135 5034 2784 6316 4490 3683

60601 64028 55979 26953 40828 30740 45211 38163 41083 38684 93598 53206 51276 49684 50627 38667 45262 98844 63067 100621 86359 75165 72224 79247

2680 4427 3051 802 1808 2052 2237 1714 1781 2313 3614 2624 2721 3102 3227 2643 2753 4186 712 4375 2136 3940 2411 3248

2863 1214 1233 488 920 430 129 1140 565 1187 3095 746 694 745 305 155 158 2287 3407 3985 3863 2246 2616 4469

3716 4667 3385 1445 1937 1829 2535 1508 1863 2455 4258 2649 2268 2325 2580 2486 1934 4162 3342 4438 3424 3944 3400 4756

20877 11517 8860 6865 8084 8290 8291 11892 7126 11348 25985 7891 9791 8787 5935 5381 6783 19571 21053 30837 26251 16374 21515 24834

21384 24929 20976 8862 16448 15395 16804 16805 14350 17245 29688 16820 18953 15409 16567 15778 15716 28741 17958 25413 24323 18252 23647 24752

2688 7997 4566 772 2233 2197 2979 1843 3101 4686 5664 4637 5400 4801 3774 3096 4084 6009 251 3776 3390 5953 3300 4479

11441 22726 15845 4793 11680 9639 16531 8168 14749 12477 23805 20630 14424 15439 18289 13387 15071 26352 2976 17208 16709 25747 14944 13613

3218 4334 4133 1706 1670 2259 2442 2324 1818 3090 6055 2804 2751 2820 2966 2140 3474 4657 2757 5317 4131 4815 4182 5593

8899 9515 6953 4330 5454 5200 6088 5916 6030 6498 11172 7190 6642 6364 6902 5763 5435 10917 7074 10638 9652 9781 9319 11163

6720 6621 5137 3110 4262 3726 4138 4196 4918 4956 9518 5254 5786 4669 4689 3969 4337 7628 5713 8248 7214 6435 8312 6182

3635 3829 3529 1548 2327 1762 2469 2023 1789 2137 4553 3048 2396 2697 2598 2026 2694 4855 2986 5553 3924 3839 3794 3899

7007 12104 5885 1866 3725 3996 5364 4534 4495 9031 6535 6779 6612 6399 5893 5284 6375 6341 0 6861 5307 5766 6120 7044

17104 21232 14934 9348 13032 10671 13375 11317 11540 15529 20047 14735 17115 16326 15341 14035 15616 17639 15383 22694 21860 14903 13530 14573

Obrada podataka                          Normalizacija, skaliranje



Statistička analiza          Multivarijantna statistička analiza (SIMCA 14.1)

PCA

PLS-DA



Univarijantna statistička analiza (MATLAB R2015a)

Compound p value p value after pBH

2-Deoxy-arabino-hexonic acid, 1,4-lactone 1.25 x 10-6 8.12 x 10-5

Aminomalonic acid 0.026192277 0.388454062

pyruvic acid 0.032976896 0.272873017

phosphoric acid 0.041030902 0.388454062

Methionine sum 0.057476969 0.388454062

Unknown sugar 1 0.063492937 0.388454062

Unknown sugar 2 0.068442229 0.388454062

citric acid 0.071976143 0.388454062

lactic acid 0.07418802 0.388454062

Glutamic acid sum 0.087389936 0.388454062

alanine 1 0.091604064 0.388454062

cholesterol 0.10112804 0.388454062

Glycine sum 0.103865585 0.388454062

2-ketoisocaproic acid sum 0.108403445 0.369878546

Tyrosine sum 0.110793438 0.388454062

Phenylalanine 0.118693867 0.388454062

Isoleucine sum 0.119859363 0.388454062

Pentose (D-lyxosylamine / lyxose) 0.121903834 0.388454062

myo-inositol 0.123995121 0.388454062

Proline sum 0.133468588 0.388454062

Leucine sum 0.135414432 0.388454062

palmitic acid 0.137452976 0.388454062

Phenylalanine sum 0.141902131 0.369878546

Pyranose sum 0.147377706 0.399147955

glycerol 0.162293708 0.421963641

Valine sum 0.206933683 0.498173681

oleic acid 0.218482358 0.507191189

glyceric acid 0.23215539 0.520348288

linoleic acid 0.273901801 0.593453903

stearic acid 0.306115525 0.627337325

threonine 2 0.308842991 0.627337325

Compound p value p value after pBH

Nonanoic acid 0.33243156 0.654789436

3-Hydroxybutyric acid 0.382868003 0.731953534

Serine sum 0.410894139 0.763089116

tartaric acid 0.446060843 0.783787944

urea 0.446156214 0.783787944

2-ketobutyric acid 0.469261482 0.785857131

Threonine sum 0.471514279 0.785857131

p-cresol 0.484681689 0.787607744

acetoacetate 2 0.498747586 0.790697393

2-hydroxybutyric acid 0.528852169 0.812178773

tryptophan 2 0.539227347 0.812178773

threitol 0.563890353 0.812178773

Unknown 1 0.57324981 0.812178773

pyroglutamic acid 0.57477267 0.812178773

Unknown 2 0.603222438 0.829581137

Creatinine 0.608008541 0.834168292

N-methylalanine 0.616213278 0.834168292

3-indolelactic acid 2 0.616364287 0.829581137

trans-4-hydroxy-L-proline 2 0.628834559 0.834168292

uric acid 1 0.642153093 0.834799022

xylitol 0.670371542 0.854395102

Unknown 4 0.705349038 0.881686298

glutamine 3 0.736285412 0.886269478

oxalic acid 0.755963561 0.893411481

citramalic acid 0.791087446 0.898863957

2-hydroxypyridine 0.8155264 0.898863957

Threonic acid 0.8158919 0.898863957

glycolic acid 0.866455272 0.9253313

Hydracrylic/Propanoic acid 0.868387835 0.9253313

gluconic acid 2 0.889298145 0.9323287

Furanose sum 0.908669948 0.937516613

2-Hydroxy-3-methylbutyric acid 0.979095359 0.98163448

2-furoic acid 0.98163448 0.98163448



Daljnji ciljevi istraživanja

napraviti metabolomsku analizu na preostalim
uzorcima PTSP-a i kontrola

 identificirati promijenjene metabolite iz plazme
kao potencijalne biomarkere u PTSP-u

utvrdite nove metaboličke putove uključene u
patofiziologiju PTSP-a

 prijenos tehnologije i znanja u metabolomici u
primjena najnovije znanstvene opreme u
Zagrebu
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