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1. Uvod i svrha rada

Osnovna namjena rada bila je doprinijeti znanstvenim spoznajama o objektivnom
vrednovanju tezine depresije te prepoznati moguce korelate i prediktore terapijskog odgovora
u lijeCenju depresije. S obzirom da se u¢inak antidepresivne terapije uobicajeno klinicki
prepoznaje tek nakon oko 4-6 tjedana, rezultati rada bi mogli ne samo doprinijeti pojasnjenju
etiologije depresivnog poremecaja, nego imati i izravnu primjenu u svakodnevnoj klinickoj
praksi. Narocit je problem suicidalnost koja se javlja kod depresije, tako da bi rano
prepoznavanje ucinkovitosti terapije doprinijelo ne samo brzem izlje¢enju i subjektivnom
smanjenju prozivljavanja tegoba, nego bi bilo i od izravne koristiti u Smanjenju mortaliteta

bolesnika koji boluju od depresivnog poremecaja.

Nisu poznati periferni biokemijski parametri koji bi omogucili objektivno prepoznavanje i
pracenje tezine depresivnog poremecaja. Dodatna je poteskoca $to bi takvo vrednovanje
trebalo provesti visekratno i u §to kra¢em vremenskom razdoblju dok se postize terapijski
odgovor na antidepresive, pa neuroradioloske ioniziraju¢e metode nisu metoda izbora. Jedina
neinvazivna i neionizirajuca radioloska metoda kojom bi bili dostupni dublji dijelovi mozga
je spektroskopija magnetskom rezonancijom. U ovom istrazivanju je primijenjena
spektroskopija magnetskom rezonancijom s ciljem prepoznavanja neurometabolita koji bi bili

korelati 1li moguc¢i prediktori terapijskog odgovora.

1.1 Depresija

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, depresija je na ¢etvrtom mjestu
najucestalijih bolesti. Depresija se javlja od ranog djetinjstva do starije dobi. Najces¢i
simptomi depresivnog poremecaja su snizeno raspolozenje, gubitak interesa, bezvoljnost,
manjak energije, osjecaj krivnje i smanjeno samopouzdanje i samopostovanje, oslabljena
koncentracija i otezano pamcenje, te anksioznost, poremecaj sna i apetita. U dijelu bolesnika
dolazi do suicidalnih promisljanja, a oko 15% bolesnika i po¢ini samoubojstvo. Polovina
bolesnika u remisiji ponovno dozivi recidiv. Oko % bolesnika s dvije ili viSe epizoda

.. - e 1
depresije dozive recidiv” .



1.2 Klini¢ka procjena tezine depresije

MADRS i HAM-D su dvije najc¢es¢e ocjenske ljestvice koje se primjenjuju u procjeni tezine

depresije.

U definiciji pojedinih simptoma depresije i u ukupnoj ocjeni njene tezine nije ujednacen stav
niti kod do sada uobicajeno koristenih klasifikacija, a niti kod onih koje su sada u uporabi,

ukljucuju¢i DSM-IV, DSM-1V-R, DSM-V, MKB-10 i MKB-11.

HAM-D17 ocjenska ljestvica koja se sastoji od 17 ¢estica i ima raspon od 0 do 52. Ukupni
rezultat od 0 do 7 se smatra normalnom, odnosno predstavlja nedostatak depresivnih
simptoma. Rezultat od 8 do 13 ukazuje na blagu depresiju, rezultat od 14 do 18 ukazuje na
umjerenu depresiju, rezultat od 19 do 22 ukazuje na tesku depresiju, a rezultati ve¢i od 23
ukazuju na izrazito teSku depresijuz. HAM-D ocjenska ljestvica je naj¢esce koriStena

ljestvica za procjenu depresije®.

MADRS je ocjenska ljestvica koju provodi educirana stru¢na osoba i koja se sastoji od 10
Cestica. Svaka Cestica se procjenjuje u rasponu od 0 do 6, te se ukupni rezultat kre¢e od 0 do
60; veci rezultati ukazuju na izraZenije depresivne simptome. Ukupni rezultat od 0 do 6
ukazuje na nedostatak depresivnih simptoma, odnosno normalu, rezultat od 7 do 19 ukazuje
na blagu depresiju, rezultat od 20 do 34 ukazuje na umjerenu depresiju, rezultati veci od 35

ukazuju na teSku depresijuA.

Do sada nisu uspostavljene konaé¢ne vrijednosti MADRS rezultata za procjenu remisije
depresije. Jedno istraZivanje je, uzimajuci u obzir izrazito usku definiciju remisije, doslo do
MADRS vrijednosti od < 4. NeS§to manje stroge definicije remisije, dovode do MADRS
vrijednosti < 9 za remisiju®. Veéina istraZivanja primjenjuje MADRS vrijednost od < 7

koriste¢i nesto Sire definicije remisije.

MADRS ocjenska ljestvica u odnosu na HAM-D17 ima nesto visu unutarnju dosljednost.
MADRS ljestvica ima i visoku razinu diskriminacije u procjeni tezine depresije®. Neka
istrazivanja procjenjuju da MADRS, u usporedbi s HAM-D17, ima vecu osjetljivost na
promjenu depresije tijekom terapije®, medutim druga istraZivanja ne dolaze do istog

zakljugka’.



1.3 LijeCenje depresivnog poremecaja

Depresivni poremecaj najcesce se lijeci psihofarmakoterapijom i psihoterapijskim metodama
ili njihovom kombinacijom. U svakodnevnoj klini¢koj praksi lije¢enje farmakoterapijskim
metodama daleko je ¢eSce, a teziSte primjene psihoterapijskih metoda kao metode izbora su
laksi oblici depresivnog poremecaja.

Od farmakoterapijskih metoda najcesce se primjenjuju antidepresivi iz skupine selektivnih
inhibitora ponovne pohrane serotonina (SIPPS). Klini¢ko pobolj$anje, u pravilu, slijedi tek 3-
4 tjedna nakon primjene antidepresiva. Terapijski odgovor na antidepresivnu terapiju postize
se kod 50% bolesnika®.

1.3.1 Selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina

Selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina su u uporabi, kao antidepresivna terapija,
dugi niz godina. Do sada je pokazano, na animalnim modelima, kao i na randomiziranim,
placebom kontroliranim klini¢kim istrazivanjima na ljudima, njihova ucinkovitost,

91011121314 'gelektivni inhibitori ponovne pohrane

neskodljivost i dobra podnosljivost
serotonina (SIPPS) dovode do povecanja koncentracije serotonina u dijelovima mozga koji
primaju serotonergicku inervaciju. Na animalnom modelu je pokazano kako kod Stakora,

koji su nakon rodenja bili odvojeni od majke, dolazi do poremecaja serotonergickih,
noradrenergickih 1 dopaminergickih sustava u onim dijelovima mozga za koje se smatra da
imaju zna¢ajnu ulogu u nastanku depresije™. IstraZivanja su pokazala da je amigdala jedan od
osnovnih centara reakcije na strah, a posljedicno tome je dokazano da ima znac¢ajnu ulogu u

depresivnom poremeéaju®®*"1819,

1.3.2 Vrijeme postizanja terapijskog odgovora u lijeCenju depresije

Terapija antidepresivima u lijecenju depresivnog poremecaja pokazuje klinicko poboljSanje
tek nakon 3-4 tjedna primjene dok je kod dijela pacijenata potrebna promjena antidepresivne
terapije zbog neucinkovitosti. Kod oko 40 % bolesnika se ne opaza terapijski odgovor pri
primjeni antidepresiva. Smatra se da je antidepresiv potrebno primjenjivati 4-8 tjedana prije
nego $to se razmotri moguénost promjene antidepresivazo. Nakon postignutog pobolj$anja,

doza odrzavanja primjenjuje se tijekom 6 mjeseci do godinu dana.



S obzirom na znacajno razdoblje izmedu pocetka lijeCenja 1 postizanja terapijskog ucinka, ne
samo da se produzuje trajanje tegoba bolesnika, nego se izravno produzuje i razdoblje veceg

suicidalnog rizika.

1.4 Prediktori i rani znaci terapijskog odgovora

Uzimajuci u obzir tegobne simptome prozivljavanja bolesti za samog bolesnika i prevalenciju
depresije u populaciji, broj istrazivanja kojima se pokusao prepoznati terapijski odgovor su
po brojnosti ve¢a nego kod drugih psihijatrijskih poremecaja i uglavnom su se u pocetku
svodila na klinicke znakove i istrazivanja herediteta, a kasnije na genetska istrazivanja i
prepoznavanja prediktora neuroslikovnim prikazom mozga.

Od klini¢kih prediktora ustanovljeni rizici za postojanje bolesti su promjena raspoloZenja u
obiteljskoj anamnezi®, s time da hereditet doseze ¢ak 37%2* , postojanje drugih
psihijatrijskih bolesti te rani podetak bolesti®.

Do sada ustanovljeni genetski uvjetovani ¢imbenici od utjecaja na terapijski odgovor
obuhvacaju od farmakokinetskih ¢imbenika citokrom P450, 2D6 1 2C19, a od
farmakodinamskih BDNF, 5-HTP 2A receptor i podjedinicu beta 3 G proteina, premda jos
postoje dvojbe o klinickom znacaju u poboljsanju terapijskog odgovora osnovanih na

genetskim &imbenicima®”.

1.5 Razlike u terapijskom odgovoru s obzirom na spol

Depresija je ¢eS¢a kod Zena nego kod muskaraca, no vrlo se malo zna o razlozima koji
dovode do tih razlika.

Razlika u terapijskom odgovoru takoder postoji, ali je slabo istrazena.

S pretpostavkom da je razina Cho povezana s terapijskim ishodom, Cho bi mogao biti jedan
od mogucih posrednika ili posljedica razlika po spolu, s obzirom da se pokazalo da estrogeni
dovode do porasta PC. Kod ¢ak 77% muskaraca i 80% Zena u postmenopauzalnom razdoblju
s deficitarnim unosom Cho doslo je do razvoja masne jetre (vrednovano putem 1H-MRS) i
misi¢nih oSte¢enja, dok je kod zena u premenopauzalnoj dobi taj postotak bio daleko manji
(44%)%.

Nedostatne spoznaje o razlikama po spolu i neizravni pokazatelj moguce posredne uloge Cho
koje dovode do tih razlika bili su razlog da se u ovom istraZzivanju posebna pozornost usmjeri

i na istrazivanje spolnih razlika u razinama neurometabolita u terapijskom odgovoru.



1.6 Kolin i funkcije mozga

Cetiri su najznacajnije uloge Cho u mozgu: (1) prekursor je acetilkolina, (2) ukljuéen je u
transport lipida, (3) esencijalni je sastojak membranskih fosfolipida® i (4) Cho je ukljucen u
metabolizam metilnih skupina, prekursor je u sintezi donorne molekule S-adenozilmetionina
(SAM) koji je ukljugen u postupke metilacije®® u tijelu.

Premda su ukupne zalihe kolina u mozgu velike (>20 pmol/g), razina slobodnog kolina je
mala. Prema nekim procjenama ¢ak je 90% kolina sastojak membranskih fosfolipida, a 9% je
vezano na hidrofilne metabolite ukljudujuéi fosfokolin i glicerofosfokolin®’.

De novo sinteza Cho sudjeluje s malim udjelom te se smatra da veéina sinteze Cho ovisi o
transportu kroz krvno-mozdanu barijeru, a izvori Cho u uobicajenoj prehrani su mlijeko, jaja,
jetra Zivotinjskog porijekla i oragasto voée®®. Vrlo malo se zna o minimalnom unosu Cho
prehranom. Poznato je da deficit nije letalan, ali se pokazalo da je deficit Cho u prehrani
povezan s masnom promjenom jetre i oslabljenom migiénom funkcijom?’.

Do vecine spoznaja o ulozi kolina u lije¢enju depresije doslo se posredno, usporedbom
farmakodinamskih aktivnosti agonistickog 1 antagnonisti¢kog djelovanja na kolinergicke
receptore i prac¢enjem njihovih ekvivalenata u funkcionalnim, bihevioralnim i kongnitivnim
promjenama.

Neka istrazivanja upucuju na povezanost kolina i BDNF-a, jer se, na animalnim modelima,
dodavanjem kolina u prehrani, pokazalo poveéanje BDNF-a u hipokampusu i korteksu®, pa
je pretpostavljen utjecaj Cho na neuroplasti¢nost, uz dodatni u¢inak na poboljsanje
kognitivnih funkcija. Moguce je da ove promjene nastaju i posredovanjem acetilkolina Cije
stvaranje ovisi o raspolozivosti Cho®!,

Razine kolina posredno utje¢u na razinu serotonina i to putem fosfatidilkolina (PC)* koji
povecava aktivnost triptofan hidroksilaze, koji je limitirajuéi enzim u sintezi serotonina®>.
Termin ,,lecitin nekad se koristi za opis svih molekula koje za sastojak imaju PC. Dijetalna
suplementacija kolinom tijekom gestacije i laktacije kod $takora, dovela je do povecane
razine serotonina u hipokampusu kod potomaka®, §to upuéuje na moguéi znacaj kolina
tijekom ranog neuralnog razvoja. Utjecaj Cho na serotonin mogao bi ukljucivati epigenetske
mehanizme, jer se pokazalo da deficit Cho mijenja metilaciju promotora DNA gena
povezanih sa serotonergickom transmisijom, kao Sto su SERT 1 MAO-A¥.
Glicerofosforilkolin (GPC, nekada se u literaturi navodi i kao glicerofosfokolin), koji zajedno

s fosforilkolinom ¢ini ve¢i dio Cho vrha na 1H-MRS suplementacijom poboljSava memoriju i



paznju kod bolesnika s blagim kognitivnim poremecajem, usporava kognitivnu degradaciju i
dovodi do poboljsanja izvrsnih funkcija u usporedbi s placebom36’37. Animalna istrazivanja
upucuju na neuroprotektivni u¢inak GCP-a i na ulogu u smanjenju opsega oksidativnog stresa
nakon ishemije®. Pozitivni u&inak GCP-a pokazao se u poboljanju oporavka i boljom
funkcionalnom rehabilitacijom kod bolesnika nakon CV1***°. S obzirom da je produkt

razgradnje PC, i GPC predstavlja izvor u anabolizmu acetilkolina i sintezi fosfolipida*..

e
phosphatidylethanolaming m===mm= === yphophaudylchohne
8000nmol/g 15000nmol/g
A pchohne plasmalogen
620 nmol/g
» sphingomyelin
3650nmol/g ) !
lysophosphatidyl -
. CDP-choline choline
CDP-ethanolaming == m me = < 50nmol/g v
a A sphingosylphosphoryl- |
choline
v
phosphoryl- glycerylphosphoryl -
phosphorylethanolamine » Jholine ﬁa%ﬂga f
950n mol/g BDDnmol/g g
K choline ‘J
28n mol/t_:|4
v
acetylcholine
15nmol/g

Grafikon 1. Metabolizam kolina kvantificiran u mozgu 3takora (prema Kewitz i dr.*?).
Plavom strelicom oznacen je put koji se uobi¢ajeno smatra sintezom de novo koja vrlo malim

dijelom sudjeluje u ukupnoj produkciji Cho

Slobodni Cho od znacaja je za enzimatske reakcije oksidacije, fosforilacije, acetilacije i moze
utjecati na preusmjeravanje nekih od osnovnih metabolickih puteva. Za funkciju mozga od
posebnog su znacaja acetilacija Cho u sintezi acetilkolina i fosforilacija koja je prvi korak u
sintezi PC.

Od dva endogena puta, u mozgu je znacajan onaj putem CDP-kolina, a sinteza CDP-kolina u
produkeciji PC je limitirajuéi faktor u ovom metabolickom putu.

PC je glavni sastojak fosfolipida. U katabolizmu fosfolipida najznacajniji je put razgradnje
PC u GPC.

Cho je najznacajniji dijetalni izvor labilnih metilnih skupina za S-adenozilmetionin

(AdoMet). AdoMet je najznacajniji metilni donor u metilaciji histona i DNK. Citotoksi¢ni



ucinak histona povezuje se s upalnim procesima®®, a metilacija DNK izravno ili neizravno

utjeCe na smanjenu gensku ekspresiju44.

1.7 Amigdala kod depresivnog poremecaja

Amigdala je limbicka struktura koja ima ulogu u modulaciji emocionalnog i socijalnog
ponaSanja i U memoriji, a promjene njene strukture i funkcije povezane su s afektivnim
poremecajima 454647

Amigdala dobiva serotonergicku inervaciju te ima nekoliko podtipova serotonergickih
receptora §to obja$njava njenu reaktivnost na primjenu antidepresivne terapije*®4°>%°!,
Pokazana je i povezanost polimorfizama gena za transport serotonina s aktivnosti amigdale i
njenom povezanosti s drugim regijama®2. IstraZivanje primjene SIPPS neposredno na
amigdalu, primjenom mikroinjekcije, pokazalo je njihovo anksioliticko djelovanje koje je
znacajno u lijeGenju depresije gdje je anksioznost jedan od Eestih simptoma te bolesti>>.
Istrazivanja su do sada dokazala ulogu amigdale u reakciji na strah, uz znacajnu ulogu kod

54,55,56

depresivnog poremecaja . Drugacija je reaktivnost amigdala kod dozivljavanja tude

tuge ili straha kod osoba koje boluju od depresije ili su trenutacno u remisiji, u odnosu na

. . . . , . 57 162 4. -
osobe koje nikada nisu bolovale od afektivnog poremecaja5 839606162~ *ipj

se mogucéim
postojanje razvojne uvjetovanosti u prozivljavanju tude emocionalne reaktivnosti®®, jer su
istrazivanja koja su kod istovjetnih metodologija ukljucivala djecu i adolescente koji boluju

od depresije i anksioznih poremeéaja pokazala drugagije rezultate®*>%,

1.8 Prepoznavanje terapijskog odgovora metodama neuroslikovnog
prikaza mozga

Pocetna istrazivanja neuroslikovnim metodama prikaza mozga ukljucivala su EEG.
Tehnoloskim razvojem radioloskih metoda, a naro¢ito MR, suvremene metode prepoznavanja

terapijskog odgovora ukljucivale su volumetrijske metode, fMRI, DTl i MRS.

ElektrofizioloSka istraZivanja pokazala su sniZenje nizih frekvencija na polisomnografiji,
promjene u REM fazi spavanja u smislu smanjene latencije REM faze i povecanu ucestalost 1

produZenje REM faze spavanja®’.

Ne-ionizirajuce radioloSke metode doimaju se jedinim na¢inom za prepoznavanje bioloskih

markera u mozgu, bilo da se radi o pracenju terapijskog odgovora ili prediktivnoj ulozi



procjene rizika za ponovni nastanak depresivnog poremecaja. Ionizirajuci radioloski postupci
nisu metoda izbora zbog potrebe ¢es¢ih ponavljanja mjerenja, pogotovo ako se radi o

pracenju poboljSanja unutar iste depresivne epizode.

Od ostalih metod,a terapijski odgovor se pokusao prepoznati molekularnim studijam putem
SPECT-a, PET-a i fNIRS-a, no za sada izostaju metode koje bi bile dovoljno pouzdane da bi

se koristile u klini¢kom praéenju stanja bolesnika®.

1.9 Protonska spektroskopija magnetskom rezonancijom (1H-MRS)

1H-MRS je jedina radioloska neinvazivna metoda s neskodljivom moguénosti uporabe
viSekratnih mjerenja u kra¢em vremenskom razdoblju.

Osnovna prednost u koriStenju ove metode je Sto ispitanik nije izloZen zracenju, Sto
omogucuje ponovljeno provodenje pretrage u kracem vremenskom razdoblju.

Najcesc¢e metode 1H-MRS su PRESS (eng. point resolved spectroscopy) i STEAM
(stimulated echo acquisition mode). Metode se razlikuju s obzirom na omjer signala i Suma
(eng. signal to noise ratio, S/N) i usporedbi Sirine vrha spektra na polovici njegovog
maksimuma (eng. full width — half maximum, FWHM), s time da je prednost PRESS metode
izraZenija kod signala vode, nego kod NAA vrha, koji se uobicajeno uzimaju kao standardi
kod utvrdivanja S/N 1 F WHM®, no STEAM omogucuje krace vrijeme odjeka (eng. echo
time, TE).

Razlika u vrhovima u 1H-MRS spektru predstavlja pomak uzrokovan kemijskom strukturom
molekule (eng. chemical shift), budu¢i da se rezonantne frekvencije protona razlikuju s
obzirom na kemijsku strukturu molekule unutar koje se proton nalazi jer gusto¢a okolnih
elektrona predstavlja §tit od utjecaja vanjskog magnetskog polja. Jedinica mjere ovih pomaka
s obzirom na okolnu kemijsku strukturu je ppm (dio u odnosu na milijun, eng. parts per
million), a u naravi predstavljaju normaliziranu vrijednosti frekvencije izrazene u Hz. VVrhovi
koji se mogu mjeriti unutar 1H-MRS spektra relativno su specifi¢ni za molekule i kemijske
skupine od kojih se molekula sastoji.

U nacelu je osnova 1H-MRS tehnologije okvirno podudarna kemijskoj spektrometriji i sastoji
se od mjerenja radiofrekventnog (RF) odgovara na radiofrekventni impuls. Povratni RF
signali uobicajeno su poznati kao FID 1 predstavljaju smanjenje signala tijekom vremena, a
brojni zasebni FID koji su prikupljeni u istom mjerenju, kasnije budu zajednicki analizirani
Fourierovom transformacijom’®. Vrijednosti na apscisi izrazeni u ppm ne ovise o snazi

magnetskog polja, odnosno vrhovi koji odgovaraju odredenoj molekuli prikazani su na istoj



poziciji, no FWHM i S/N se znacajno pobolj$avaju s ve¢om snagom magnetskoj polja, ali su
pozicije na apscisi komparabilne izmedu MR uredaja razli¢ite snage magnetskog polja.
Vrijednosti na ordinati su arbitrarne, tako da visina vrha predstavlja smislenu vrijednost tek
kada se dovede u omjer s referentnom vrijednos¢u (u slucaju ovog istrazivanja to je Cr).

Primjer izvornog i pretvorenog spektroskopskog signala prikazan je na grafikonu.
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Grafikon 2. Primjer 1H-MRS spektroskopske analize signala GABA, prema Novotny et al.”

A) 128 FID analizirano u 10 mM otopine GABA 8.5 T spektrometrom; B) spektar nakon
Fourierove transformacije s jedinicama na apscisi u Hz koji C) transformacijom u ppm

omogucuje simulaciju signala GABA koja se postize in vivo

Strucnost radiologa i radioloskih tehnicara od presudnog su znacaja za kvalitetu mjerenja,
budu¢i da na jasnocu i prepoznatljivost vrhova unutar 1H-MRS spektra utjece ¢itav niz
¢imbenika kao §to je optimizacija magnetskog polja (eng. shimming), ukljucujuéi globalnu
optimizaciju mozga i lokaliziranu optimizaciju unutar prostorne jedinice koja se analizira
(eng. voxel), tzv. J-coupling (buduci da se neke molekule prikazuju u multipletima, npr. CHs
i CH kod laktata), potiskivanje signala vode i lipida (poput CHESS metode za potiskivanje
signala vode koji bi inace bio viSestruko ve¢i od signala samih metabolita) i korekcije
nepozeljnih strujnih protoka (eng. eddy current) koje mogu deformirati glavno magnetsko

polje i uzrokovati distorzije vrhova u spektru. Ova i druga brojna pode$avanja obavljaju se



prije provodenja samog snimanja (eng. preprocessing) ili u sklopu obrade signala nakon

snimanja (eng. postprocessing).
1.10 Neurometaboliti u pracenju promjena putem 1H-MRS

Osnovni neurometaboliti ¢ija se razina uobicajeno pratila u istrazivanjima depresivnog
poremecaja putem 1H-MRS su N-acetil aspartat (NAA), kolin (Cho), kreatin (Cr) i
fosfokreatin (PCr) zajedno, glutamat (Glu), mioinozitol (M) i laktat.

NAA je relativno neaktivna aminokiselina koja ima svoju ulogu u neuralnom razvoju i
mijelinizaciji. Nalazi se pretezno u neuronima pa Se njegova razina tradicionalno smatra
pokazateljem neuralne gustoée i odrzanja neurona.

Razina kreatina je relativno nepromjenjiva tijekom vremena te se koristi kao unutarnji
standard za usporedbu. Glutamat, kao ekscitatorni neurotransmiter, nakon oslobadanja u
sinapsu, prelazi u glutamin (Gln). Budu¢i da dolazi do znacajnog preklapanja vrhova
glutamata i glutamina, oni se analiziraju kao jedan vrh-GIx™.

Neurometaboliti mjereni MRS dio su heterogenih neurometaboli¢kih puteva (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Neurometaboliti s dijelom metabolickog puta u koji su uklju¢eni (prema Ross i

72
I

Bluml™). Slike A. i B. odnose se na metabolite izravno mjerljive putem 1H-MRS.

1.10.1 Kolin (Cho) u 1H-MRS spektru

Kolin (Cho) je prekursor neurotransmitera acetilkolina i membranskih lipida: fosfatidilkolina
1 sfingomijelina. Rezonancija kolina je izraZenija u bijeloj tvari. Signal koji se magnetskom
rezonancijom dobiva od kolina ¢ine, ve¢inom glicerofosfokolin i fosfokolin, metaboliti kolina
koji se nalaze u citosolu. Vrh kolina na spektroskopskom nalazu smatra se biomarkerom
metabolizma membranskih fosfolipida. Glicerofosfokolin je katabolit, a fosfokolin prekursor
fosfatidilkolina. Fosfatidilkolin je izvor drugog glasnika, diacilglcerola, koji ima znacajnu
ulogu u provodenju unutarstani¢nog signala73‘74.

Razgradnja celularnih membrana rezultat je neurodegeneracije, bilo da se radi o akutnim

(npr. CVI) i kroni¢nim bolestima (npr. demencija), §to se o¢ituje kao porast vrha Cho u 1H-
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MRS spektru. U svakodnevnoj klinickoj praksi vrh Cho najcesce sluzi kao pokazatelj
aberantnog metabolizma fosfolipida kod nekih malignoma’®.

Vrh Cho na 3.2 ppm u 1H-MRS spektru primarno se sastoji od u vodi topivih -N(CHs)s-
sastojaka, kao §to su fosfokolin, glicerofosfokolin i kolin®”". In vivo putem 1H-MRS
izmjerena razina tih, u vodi topivih, komponenti stani¢nih membrana uobi¢ajeno se smatra
pokazateljem celularne gustoce i pregradnje membrana (eng. turnover)zs.

Udio pojedinih molekula u Cho vrhu koji se dobiva provodenjem 1H-MRS nije moguce
to&no ustanoviti, nego samo procijeniti’® da s po 40% u ukupnom udjelu sudjeluju
fosforilkolin i glicerofosforilkolin, oko 10% slobodni kolin’®, neizravno (putem udjela u
fosfolipidima mozga) se procjenjuje da manje od 5% otpada na fosfatidilkolin®, manje od
5% na sfingomijelin®, izmedu 0,5% do 1% na acetilkolin®. Premda se u literaturi fosfokolin
1 fosforilkolin navode kao razli¢ite molekule u metabolickom lancu kolina, radi se o
sinonimima® (za obje tvari CAS oznaka je 107-73-3; ChEBI: 18132)

IstraZivanja na animalnim modelima su pokazala, a na ljudima je i potvrdeno, kako se
koncentracija kolina, koja je tijekom depresije snizena u podru¢ju hipokampusa, nakon
elektrokonvulzivne terapije povisuje®*.

U istrazivanjima u kojima je promatran kolin u depresivnom poremecaju, primijeéena je
njegova sniZzena koncentracija koja se moze objasniti redukcijom broja, veli¢ine ili gustoce
oligodendrocita koje se i, postmortalno, nalazi u mozgu bolesnika koji su bolovali od
depresivnog poremecaj a828087.88

U nekim se istrazivanjima opisuje poviSenje razine kolina kod bolesnika koji boluju od
depresije. Cini se da varijacije nastaju ovisno o dijelu mozga gdje se mjeri rezonancija kolina,
osobinama ispitanika te tehni¢kim parametrima koji se primjenjuju® %

Cini se da bi porast razine kolina mogao biti uvjetovan i Zivotnom dobi ispitanika jer je kod
djece koja boluju od depresivnog poremecaja, u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu,
nadena njegova povecana razina® , kao i kod osoba starije Zivotne dobi®*9>%,

Uobicajene metode 1H-MRS ne omogucuju razdvajanje PC vrha od GPC vrha s obzirom na
njihovu relativnu blizinu u 1H-MRS frekvencijskom spektru — Cho je na 3.185 ppm, PC na
3.208 ppm a GPC 3.212 ppm. Ex vivo analizama kod uzoraka tumora s ve¢om snagom polja
(7 T), uz 31P, 13C i 15N metode MRS i uz modulirane radiofrekventne pulseve uspjelo se
97 «

posti¢i jasno razdvajanje Cho vrha u sastavne komponente™, $to je u uobiéajenoj klini¢koj

praksi znacajno za dijagnostiku 1 pracenje terapijskog odgovora kod onkoloskih bolesnika®®.
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Grafikon 4. Primjer 1H-MRS spektra kod zdravog ispitanika kod 3T (prema Kousi et al.*).
Cho vrh je na 3.185 ppm

1.11 Razina kolina u amigdali kod depresije

IstraZivanja koja su promatrala razinu kolina 1 bila usmjerena na amigdalu, su malobrojna, s
najve¢im udjelom onih istraZivanja koja su promatrala veci broj ROI, a amigdala je bila samo
jedan od njih. Zbog toga u literaturi nedostaje tumacenja o njegovoj mogucoj ulozi kao

prediktora, korelata i/ili moderatora/medijatora.

1.12 Kolin kod depresivnog poremecaja u drugim ROI

Najveci udio istrazivanja kojima se mjerio Cho putem MRS nisu bila vezana uz provodenje

terapije, nego se uglavnom analizirala razlika izmedu bolesne i zdrave populacije. Kolin

negativno korelira s dobi'®.

Razine Cho u frontalnom reznju, ukljucuju¢i ACC i DPFC, bile su nize kod depresivnih

101,102,103

bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike . Kod depresije u sklopu bipolarnog

;. . v . . .. .. 104
poremecaja, kod bolesnika su opazene povisene razine Cho u odnosu na zdrave ispitanike 04,

Kod drugih bolesti, kod demencije u sklopu Alzheimerove bolesti razina Cho je povecana i

korelira s kognitivnim propadanjem™®>%

107

. U strijatumu je zapazena visoka razina Cho u ranoj
fazi Huntingtonove bolesti™". U parijetalnoj bijeloj tvari Cho je povisen kod multiple

skleroze, za §to autori smatraju da upucuje na razgradnju mijelina’®®. U talamusu je kod

13



shizofrenih bolesnika poveéana razina Cho'®. U bazalnim ganglijima (kaudatusu) pokazala
se smanjena razina Cho kod opsesivno-kompulzivnog poremeéaja’®® i kod ADHD-a'*.
Kao $to se ranije pokazalo 1 kod animalnih modela, suplemetacija Cho u prehrani dovodi do
poveéane razine Cho signala.

Jedno od rijetkih terapijskih istrazivanja, pokazalo je da ketamin dovodi do porasta

kolinergi¢kih markera™®,

14



2. Hipoteza

Hipoteza istrazivanja je da postoji povezanost klinickog terapijskog odgovora kod
depresivnih bolesnika s promjenama razine kolina u amigdalama mjerenim 1H

spektroskopijom magnetskom rezonancijom.
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3. Ciljevi rada

3.1 Opéi cilj istrazivanja
Op¢i je cilj istrazivanja istraziti korelate klinickog terapijskog odgovora kod depresije s
parametrima mjerenim putem spektroskopije magnetskom rezonancijom. U provedbi tog cilja
istrazit ¢e se povezanost klinickog terapijskog odgovora nakon primjene selektivnih
inhibitora ponovne pohrane serotonina kod bolesnika koji boluju od depresije s promjenama

parametara mjerenih 1H-spektroskopijom putem magnetske rezonancije u podrucju amigdala,

s pretpostavkom najvece promjene omjera kolina u odnosu na Kreatin.

3.2 Specificni ciljevi istrazivanja

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja bili su:

1. Istraziti razliku u omjeru kolina i kreatina u predjelu amigdala putem 1H-MRS izmedu
bolesnika koji boluju od depresije kod kojih se opaza terapijski odgovor i bolesnika kod kojih
ga nema.

2. Analizirati promjene opazene 1H-MRS s obzirom na postignut klinicki terapijski odgovor.
3. Prepoznati simptome depresivnog poremecaja koji su povezani S promjenama parametara

mjerenima putem 1H-MRS.
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4. Ispitanici i metode
4.1 Ispitanici u istraZivanju

U istrazivanje su ukljuceni ispitanici u dobi od 18 do 65 godina, muskog i zenskog spola, koji
boluju od velikog depresivnog poremecaja, dijagnosticiranog prema DSM-IV kriterijima®** i

prema M.I.N.1. upitniku'*®,

Ocjena tezine depresivne simptomatike provedena je koriStenjem Hamiltonove ocjenske
ljestvice za depresiju''® (HAM-D) i Montgomery-Asbergove™’ ocjenske ljestvice za
depresiju (MADRS).

IstraZivanje je provedeno uz prethodno pribavljene suglasnosti Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu 1 Poliklinike Neuron.

Uz klinicke pokazatelje teZine depresije, kriteriji za uklju¢ivanje u istraZivanje bili su
sposobnost ispitanika za detaljno razumijevanje svih postupaka istrazivanja i prihvacanje
predlozene antidepresivne terapije. Kriteriji za isklju¢ivanje bili su pozitivna obiteljska
anamneza tezih psihoti¢nih poremecaja u obitelji, povijest uzimanja psihoaktivnih tvari,
intelektualna insuficijencija, ozbiljni tjelesni komorbidni poremecaji, suicidalni rizik, klini¢ki
znaajne EKG 1/ili laboratorijske abnormalnosti, u anamnezi nedjelotvornost dva ili vise
antidepresiva razli¢itog nacina djelovanja te nedjelotvornost dva ili vise SIPPS koji su

koristeni dovoljno dugo vremena u odgovarajuc¢oj dozi.

Ispitanicima koji zadovoljavaju sve kriterije za sudjelovanje u istraZivanju, kod kojih je bila
indicirana primjene antidepresivne terapije, predlozeno je sudjelovanje u istrazivanju. Prije
ukljucenja u istrazivanje ispitanicima je detaljno obrazlozen koncept istraZzivanja i dan na
uvid obrazac informiranog pristanka za sudjelovanje u istrazivanju. Prije ukljucivanje u

istrazivanje svi su bolesnici potpisali obrazac informiranog pristanka.

Odabir bolesnika proveden je u Poliklinici Neuron, Hrvatski institut za istrazivanje mozga, iz

prigodnog uzorka prema redoslijedu prijema bolesnika po pocetku istrazivanja.
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4.2 Spektroskopija magnetskom rezonancijom

Spektroskopija magnetskom rezonancijom se provodila na MR uredaju MAGNETOM Trio
Tim System ja¢ine 3T. 1H-MRS pretraga se radila u predjelu lijeve amigdale, lijevog
dorzolateralnog prefrontalnog korteksa, lijevog hipokampusa, lijevih bazalnih ganglija,

lijevog prednjeg cingularnog korteksa te su analizirani parametri mjerljivi ovom pretragom.

Svi ispitanici su napravili pretragu po dva puta. Ispitanici su pretragu napravili na pocetku
istrazivanja te osam tjedana nakon pocetka uzimanja antidepresivne terapije. Ukoliko su pri
prvom pregledu imali propisanu antidepresivnu terapiju, ona se postupno ukinula te se
pregled napravio nakon §to je ispitanik bio tri dana bez terapije. Postupak iskljucenja
antidepresivnog lijeka je ucinjen sukladno uobicajenim postupcima promjene antidepresive
terapije. Ispitanik je u to vrijeme uzimao ostalu prepisanu terapiju, imaju¢i na umu kriterije za
ukljucenje. U slucaju pogorsanja stanja ispitanika ili bilo kojeg drugog razloga napustanja
istrazivanja prije isteka osam tjedana, ispitanik je bio zamoljen da napravi drugi pregled

spektroskopije magnetskom rezonancijom.

MRS snimanje je obuhvacalo morfoloSko snimanje mozga pri ¢emu je kod ispitanika
isklju¢en organski uzrok postojanja psihickih tegoba, te je prikazane regije mozga koje su se
istrazivale — amigdala, dorzolateralni prefrontalni korteks, hipokampus, bazalni gangliji,
prednji cingularni korteks. Voksel veli¢ine 15 x 15 x 15 mm je pozicioniran u regiji mozga
koja se istrazuje s nastojanjem da se izbjegnu bliske strukture koje bi mogle utjecati na
homogenost magnetskog polja. 1H-MRS snimanje je provedeno sa 1500 ponavljanja (TR) i
35 ms TE (vrijeme odjeka, engl. time echo), sa 100 prosjeka. Metaboliti koji su praceni na
MRS snimkama su: NAA na 2.02 ppm, Cho na 3.2 ppm, GIx na 2.2 — 2.4 ppm, Ml na 3.5
ppm i Cr na 3.03 ppm.

4.3 Izracun veli¢ine uzorka

Uzorak u istrazivanju izraCunat je na temelju do sada opaZene razlike u promjeni omjera
kolina i kreatina izmedu ispitanika koji su imali odgovor na antidepresiv 1 kontrolne skupine
bez terapijskog odgovora, Koriste¢i podatke o varijabilitetu iz metodoloski najpodudarnijeg

istrazivanja (Sonawalla i sur. 118).

18



U tom je istrazivanju kod skupine kod koje je postignut terapijski odgovor opazen omjer
Cho/Cr na pocetku istrazivanja 0.69 + 0.16, a na kraju istrazivanja 0.83 + 0.11, odnosno
opazena je razlika 0.14 £ 0.20. U skupini kod koje nije opazen terapijski odgovor pocetna
vrijednost Cho/Cr omjera iznosila je 0.74 £ 0.09, a na kraju istrazivanja 0.65 = 0.19, odnosno

razlika je iznosila -0.09 + 0.22.

Steffens i sur. *° proveli su meta-analizu s ciljem procjene udjela bolesnika kod kojih se
postiZe terapijski odgovor na primjenu antidepresiva. Ta je meta-analiza pokazala da se kod

primjene SIPPS nakon 8 tjedana postiZe terapijski odgovor kod 63.2% bolesnika.

Uz primjenu jednosmjernog ANOVA testa, uz uzorak od 57 ispitanika (36 ispitanika s
pozitivnim terapijskim odgovorom, 21 ispitanik bez terapijskog odgovora), postigla bi se
snaga testa ("power") od 90%, uz razinu znacajnosti provodenja F-testa od 1%, kada bi
razlika u Cho/Cr promjenama izmedu dvije skupine iznosila 0.23 i uz zajedni¢ku standardnu
devijaciju skupina od 0.21. U slu¢aju da provedeno istrazivanje pokaze znacajnija odstupanja
od pretpostavljenog udjela bolesnika kod kojih se postize povoljan terapijski odgovor,
veli¢ina uzorka bit ¢e korigirana sukladno opazenom udjelu bolesnika s pozitivnim
terapijskim odgovorom. Zaklju¢no, uzorak u istraZivanju iznosit ¢e > 57, uz pocetni broj
ispitanika uskladen za isklju¢ivanje bolesnika iz istrazivanja zbog nedostatka krajnje procjene

u istrazivanju.

4.4 Metode analize podataka

Primarna hipoteza istrazivanja statisticki je analizirana putem jedne od varijanti linearnog
modela (Linear Mixed-Effects Model).

Druge metode statisticke analize koriStene su kao eksploratorne, kako bi se dobio sto bolji

uvid u distribuciju pojedinih varijabli i njihovu medusobnu povezanost.

Neke od analiza koriste standardizirane (skalirane) vrijednosti varijabli, s ciljem da se bolje
uoce doprinosi pojedinih prediktora varijabilitetu kriterijske varijable. Vrijeme istrazivanja,
odnosno dan u kojem je radena procjena stanja ispitanika i ne moze biti skalirano, jer su
prisutne samo dvije vrijednosti, pa je vrijeme procjene (T) u analizama koristeno kao faktor.
Vrijednosti MADRS takoder nisu transformirane kod analiza, s obzirom da se formalno radi
o ordinalnoj skali, no s obzirom na raspon vrijednosti, njen se ukupni zbroj uobicajeno smatra

intervalnim.
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Primarna analiza provedena je koriStenjem LMM modela, s obzirom na prednosti u odnosu
na standardni regresijski model u smislu da intercept i koeficijent regresije nisu fiksni za
cijeli uzorak ('Y = (B0 +b0) + (1 +bl) - X). Dodatna prednost LMM modela su manje
rigorozni statisti¢ki uvjeti u odnosu na linearne modele. Za razliku od standardnih modela

linearne regresije, LMM model u analizu ukljucuje stalne (fixed) i slu¢ajne (random) efekte.

Uz navedeno, bit ¢e provedena analiza s pocetnom vrijednosti HAM-D (tezina depresije),
promjenama na HAM-D te dobi ispitanika kao kovarijatama. Povezanost Cho/Cr promjena
na 1H-MRS s klinickim terapijskim odgovorom bit ¢e analizirana metodom multiple
regresije, sa Cho/Cr kao zavisnom varijablom i pocetnom vrijednosti HAM-D, promjenama

HAM-D, dobi i spolom ispitanika kao nezavisnim varijablama.

U sklopu deskriptivne statistike, kod varijabli ¢ije su vrijednosti mjerene kontinuiranom
skalom prikazane su srednje vrijednosti, standardne devijacije, minimum, maksimum, raspon
te 95%-tne granice pouzdanosti. Kod varijabli mjerenima ordinalnim skalama prikazan je
medijan, raspon te gornji i donji kvartili. Korelacija dviju varijabli bit ¢e prikazana
Pearsonovim ili Spearmanovim koeficijentom korelacije, a u slu¢ajevima kada su analizirane
korelacije izmedu viSe varijabli, a kada je to primjenjivo, analizirani su koeficijentom
parcijalne korelacije. Od neparametrijskih testova, analize su provedene Mann Whitney-evim
U-testom (,,Wilcoxon rank-sum test*) i testom po Wilcoxonu za zavisne uzorke (,, Wilcoxon

signed test).

Kod varijabli ¢ija stvarna (populacijska) distribucija je jo§ nedovoljno poznata ili nedovoljno
potvrdena drugim istraZzivanjima koristili smo neparametrijske testove. Taj pristup ukljucuje 1
slu¢ajeve kada rezultati mjerenja odgovaraju uvjetima uporabe parametrijskog testa (kao $to
je normalnost distribucije i jednak varijabilitet kod skupina). S obzirom na manje zahtjeva za
uporabu neparametrijskih testova, s jedne strane su oni otporniji na odstupanja od
pretpostavki, ali se uvrijezeno smatra da posjeduju manju snagu od njihovih parametrijskih
ekvivalenata. S prakticne strane to znaci da, ukoliko varijabla udovoljava uvjetima za
provodenje parametrijskog testa, primjena parametrijskog testa ima vecu pretpostavljenu
mogucnost prepoznavanja stvarnog efekta, ukoliko on postoji. Prema tome, uporaba

neparametrijskih testova je konzervativnija varijanta.

Primarna hipoteza istrazivanja vrednovat ¢e se na razini znacajnosti od 5%.
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4.5 Ocekivani znanstveni doprinos

Provedbom istrazivanja doprinijet ¢e se prepoznavanju neurodijagnostickih biomarkera za
objektivizaciju vrednovanja tezine depresivnog poremecaja i pracenja odgovora na
antidepresivnu terapiju, Sto bi moglo omoguciti bolje pracenje i prepoznavanje tijeka

depresivnog poremecaja, relapsa i povrata depresivne simptomatike.

Postojanje uloge kolina kao moguceg korelata u objektivizaciji tezine depresivnog

poremecaja moglo bi doprinijeti razjasnjenju neurofiziologije nastanka depresivnog

poremecaja i pojaSnjenju neurofizioloskih mehanizama u oporavku od bolesti. S obzirom da

je amigdala primarna regija mozga od interesa u ovom istrazivanju, pracenjem promjena
razina kolina doprinijet ¢e se i pojasnjenju uloge amigdala u etiologiji depresivnog

poremecaja.
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5. Rezultati

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 59 ispitanika, prosjecne dobi od 29.4 godine (SD = 7.4), u
rasponu od 18.4 godine do 42.5 godina. U istrazivanje je uklju¢eno 36 Zena i 23 muskarca.
Prosjeéna dob zena u uzorku bila je 28.7 godina, a muskaraca 30.5 godine. Nije bilo

statisti¢ke razlike po dobi izmedu muskaraca i zena (Mann-Whitney U = 352, p =.339.).

5.10p¢i odgovor na terapiju antidepresivima

Za vrednovanje terapijskog odgovora koristena je podjela na ispitanike kod kojih je postignut
terapijski odgovor (eng. responder) i na one kod kojih nije postignut o¢ekivani terapijski
odgovor (eng. non-responder). Pod pojmom pozitivnog terapijskog odgovora
podrazumijevalo se smanjenje poc¢etnog ukupnog zbroja na MADRS za vise od 50%. Takva
je podjela, bez obzira na redukciju preciznosti uvodenjem dihotomne varijable, koriStena radi
moguénosti usporedbe s do sada objavljenim istrazivanjima u kojima su analizirane promjene
neurometabolita putem 1H-MRS, a kod kojih je u najve¢em dijelu bila koristena upravo takva
podjela. Prema kriterijima smanjenja MADRS > 50%, pozitivan terapijski odgovor postignut
je kod 26 ispitanika (44.1%), a nije postignut kod 33 ispitanika (55.9%). Omjer pozitivnog i
negativnog terapijskog odgovora znatno je povoljniji kod muskaraca (11 s pozitivnim
terapijskim odgovorom, 12 s negativnim), nego kod zena (15 s pozitivnim terapijskim
odgovorom, 21 bez terapijskog odgovora). Takva je razlika podudarna do sada provodenim
istrazivanjima. Razli¢iti udjeli pozitivnog odgovora po spolu, uz omjer pozitivnog odgovora
po spolu koji je takoder podudaran drugim istrazivanjima, dovode do toga da su udjeli po

spolu ujednaceni u skupini s pozitivnim i negativnim terapijskim odgovorom (Tablica 1.
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Tablica 1. Terapijski odgovor po dobi i po spolu

Dob/Spol N Negativan® Pozitivan*
DOB 59 26.9 (22.6, 35.5) 28.1 (22.8, 36.0)
SPOL 59

Zene 21 (64%) 15 (58%)
Muskarci 12 (36%) 11 (42%)
Ukupno 33 (100%) 26 (100%)

! Medijan (IQR); n (%)

5.2Rezultati psihometrijskih testova

Psithometrijska evaluacija tezine depresivnog poremecaja provedena je koriStenjem klinickih
ljestvica za vrednovanje depresije koje se najcesce koriste u istrazivanjima depresije:
MADRS i HAM-D. Pojedinaéne ocjene pojedinih simptoma depresije u svakojoj od njih
mjere se ordinalnim skalama, a ukupan se zbroj tradicionalno smatra vrijednostima mjerenim

intervalnom skalom.

Ukupan zbroj na MADRS skali znacajno se razlikovao izmedu pocetka i kraja istrazivanja,
odnosno, nakon primjene antidepresivne terapije zapaZa se znacajno smanjenje intenziteta

depresivne simptomatike (Tablica 2. ).
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Tablica 2. MADRS s obzirom na vrijeme istraZivanja

Razdoblje istraZivanja

Pocetak Kraj p!
MADRS <0.001
N 59 59
M (D) 26.8 (3.8) 14.5 (7.6)

Medijan (IQR)  27.0 (24.5,29.0)  14.0 (7.0, 20.0)

Raspon 20, 35 2,31

1 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

S obzirom na podjelu ispitanika na one kod kojih je postignut povoljan terapijski odgovor i
one kod kojih nije postignut, i u skupini bolesnika kod kojih nije postignut terapijski odgovor
postignuto je u prosjeku znacajno smanjenje intenziteta depresivne simptomatike, a da kod
svakog pojedinog ispitanika nije doslo do takvog poboljSanja da bi doseglo nominalnu razinu

pozitivnog terapijskog odgovora (Grafikon 5.).

MADRS

—e— Pozitivan terapijski odgovor

25 —e— Bez terapijskog odgovora

20

Pocetak Kraj

Razdoblje istrazivanja
« srednja vrijednost | - SEM

Grafikon 5. Tezina depresije procijenjena na MADRS ljestvici s obzirom na vrijeme

istrazivanja i na terapijski odgovor
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Smanjenje intenziteta depresivne simptomatike bilo je podjednako kod oba spola
(Tablica 3. ), uz vrlo velike raspone u smanjenju zbroja kod pojedinaca: razlika izmedu
najpovoljnijeg i najlosijeg terapijskog odgovora kod muskaraca je bila 27 jedinica na
MADRS skali, a kod zena 28 (pozitivne vrijednosti znace da je doslo do pogorSanja

depresivne simptomatike, negativne vrijednosti da je doslo do poboljsanja simptomatike).

Tablica 3. Promjena u ukupnom zbroju na MADRS skali izmedu pocetka i
kraja istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
MADRS_Ch 0.926
N 23 36
M (SD) -11.8 (8.5) -12.6 (7.4)
Medijan (IQR) -14.0 (-18.0, -5.5) -13.0 (-17.5, -8.8)
Raspon -23.0,4.0 -26.0, 2.0

! Wilcoxonov test sume rangova

Udio (postotne vrijednosti) razlike zbroja na MADRS (Grafikon 6.)u odnosu na pocetni zbroj
doseze oko 65% kod skupine bolesnika koji se vode u skupini s pozitivnim terapijskim
odgovorom, a u skupini ispitanika s nedovoljnim terapijskim odgovorom u prosjeku je preko
20%, §to upucuje da razlika izmedu dviju skupina nije dihotomna, kao §to bi se iz samog
naziva podjele ispitanika na ,,pozitivan* 1 ,,negativan* terapijski odgovor moglo zakljuciti.
Takva je dihotomna podjela koristena u radu iskljuc¢ivo radi moguénosti izravne usporedbe s

drugim radovima.
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B Pozitivan terapijski odgovor
B Bez terapijskog odgovora

Promjena izmedu pocetka i kraja istraZivanja

SEM

Grafikon 6. Udio promjene MADRS na kraju istrazivanja

TeZina depresije izraZzena ukupnim zbrojem na HAM-D ljestvici takoder se oCekivano
znacajno smanjila nakon primjene antidepresivne terapije. Slicno kao i na MADRS, nakon 8
tjedana terapije ukupna tezina depresije mjerena HAM-D iznosila je manje od one pocetne
(Tablica 4.).

Tablica 4. HAMD s obzirom na vrijeme istraZivanja

Razdoblje istraZivanja

Potetak Kraj p-value
HAMD <0.001
N 59 59
M (SD) 20.9 (3.0) 115 (5.7)
Medijan (IQR) 21.0(19.0,23.0) 110 (6.0, 16.0)
Raspon 16, 28 3,23

1 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Intenzitet depresivne simptomatike mjeren HAMD smanijio se u prosjeku i kod skupine s
pozitivnim terapijskim odgovorom, ali i kod skupine koja je bila bez terapijskog odgovora
(Grafikon 7.).
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HAMD

—e— Pozitivan terapijski odgovor

20 —e— Bez terapijskog odgovora

5
Pocetak Kraj

time of study

Grafikon 7. Intenzitet depresivne simptomatike mjeren putem HAMD s obzirom na

terapijski odgovor

Promjena intenziteta depresije nakon 8 tjedana lijeCenja na HAM-D ljestvici pokazuje, kao i
kod MADRS, da nema znacajne razlike u prosjecnom smanjenju ukupnog zbroja izmedu

muskaraca i zena (Tablica 5. ).

Tablica 5. Promjena u ukupnom zbroju na HAM-D skali izmedu pocetka i kraja
istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
HAMD_Ch 0.988
N 23 36
M (SD) -9.1 (6.6) -9.6 (5.5)
Medijan (IQR) -11.0 (-13.0, -4.0) -10.0 (-13.2, -6.8)
Raspon -19.0, 3.0 -20.0, 1.0

! Wilcoxonov test sume rangova

PoboljSanje simptomatike iskazano udjelom na HAM-D ljestvici sli¢nih je vrijednosti kao i

kod MADRS (Grafikon 8).
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M Pozitivan terapijski odgovor
M Bez terapijskog odgovora

Promjena izmedu pocetka i kraja istraZivanja

SEM

Grafikon 8. Udio promjene intenziteta depresivne simptomatike mjerena HAM-D skalom, u

odnosu na pocetnu vrijednost

Na kraju istrazivanja intenzitet depresivne simptomatike mjeren HAM-D iznosio je tek oko

polovine intenziteta pocetne simptomatike $to je prikazano u Tablica 6.

Tablica 6. Promjena u udjelu promjene na HAM-D skali u odnosu na pocetni
zbroj, s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
HAMD_Ch_Pct 0.624
N 23 36
M (SD) -0.5 (0.3) -0.4 (0.2)
Medijan (IQR) -0.5(-0.8, -0.2) -0.4 (-0.7, -0.3)
Raspon -0.9,0.2 -0.8,0.0

1 Wilcoxonov test sume rangova
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5.2.1 Povezanost ocjenskih ljestvica MADRS i HAM-D

Podudarnost ocjena dviju najceSc¢e koristenih ocjenskih ljestvica za procjenu tezine depresije
bila je, o¢ekivano, vrlo visoka i na pocetku (r = 0.98, p <.001), i na kraju istrazivanja (r =
1.00, p <.001, N =59), sto se odrazilo i visoko podudarnim udjelima smanjenja simptoma u
odnosu na razinu pocetne simptomatike kod HAM-D (r = .99, p <.001, N = 59) i kod
MADRS (r =.99, p <.001, N =59), §to je prikazano na grafikonu Grafikon 9.

Premda je uobicajeno da se ukupni zbrojevi smatraju intervalnim skalama, podudarnost
HAM-D mjerena Spearmanovom korelacijom (rs = 0.98, p < 0.001, N = 59) je istovjetna na
pocetku, na kraju istrazivanja (rs = 1.00, p <.001, N =59), a i u udjelima poboljsanja
postignutima na kraju istrazivanja (rs = .99, p <.001, N = 59).
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Grafikon 9. Korelacija ukupnih zbrojeva na HAM-D i MADRS, (a) na pocetku istrazivanja,

(b) na kraju istrazivanja i (¢) u udjelima smanjenja u odnosu na pocetni zbroj

5.2.2 Druge osobitosti uzorka od mogucéeg utjecaja na tezinu depresije i terapijski
odgovor

Prosjecni indeks tjelesne mase U prosjeku se znacajno povecao u razdoblju od 8 tjedana

primjene antidepresivne terapije (Tablica 7.
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Tablica 7. Indeks tjelesne mase

Razdoblje istraZivanja

Potetak’ Kraj* p?
26.7 27.0
BMI (23.6, 29.1) 239,207y <0001

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Na pocetku istrazivanja BMI kod zena iznosio je 27.2 (SD=4.37) i bio je u rasponu od 19.05

do 35.21, dok je kod muskaraca prosjecni BMI na pocetku iznosio 25.03 (SD=3.87) i bio je
sliénom rasponu kao i kod Zena (18.30 - 35.07). Na kraju istrazivanja prosje¢ni BMI kod

u

zena bio je 27.63(SD=4.33), u rasponu od 19.99 do 35.37. I na kraju istrazivanja je BMI kod

muskaraca bio nesto nizi nego kod Zena, u prosjeku 25.54 (SD=3,81), u rasponu od 18.9 do

35.46. I kod muskaraca i kod Zena povecanje BMI bilo je statisticki znacajno (p <0.001 u oba

slucaja).

Tablica 7. Indeks tjelesne mase s obzirom na spol i vrijeme istraZivanja

Razdoblje istrazivanja

Spol N Poéetak’ Kraj* p’°

Zene 36 27.6 (24.1, 30.7) 28.6 (24.3, 30.9) <0.001

Muskarci 23 25.1(225,27.0)  259(23.1,275)  <0.001

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Vecéina ispitanika je u anamnezi je ve¢ imala barem jednu depresivnu epizodu (pa se
formalno radilo o povratnom depresivnom poremecaju), a benzodiazepine nije uzimala bilo

za vrijeme istrazivanja, bilo ranije (Tablica 8. ).
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Tablica 8. Uzimanje benzodiazepina i postojanje depresivne
epizode u anamnezi bolesnika

ZENE (N) MUSUISI‘?RCI N

. y % ukupno
% Zena % muskaraca P

ispitanika (M + Z)

Uzimanje benzodiazepina u anamnezi

Ne 25 14 39
64.1% 35.9% 66.1%
Da 11 9 20
55.0% 45.0% 33.9%

Uzimanje benzodiazepina tijekom istraZivanja

Ne 27 20 47
57.4% 42.6% 79.7%
Da 9 3 12
75.0% 25.0% 20.3%

Prethodna depresivna epizoda

Ne 26 16 42
61.9% 38.1% 71.2%
Da 10 7 17
58.8% 41.2% 28.8%

Izmedu muskaraca 1 Zena nije bilo znacajne razlike u postojanju prethodne depresivne
epizode [*(1, N =59) = 1.5501e-31, p < .001]; u uzimanju benzodiazepina istovremeno uz
antidepresiv tijekom istrazivanja , [}*(1, N =59) = 0.61026, p = 0.4347]; a niti u ranijem
uzimanju benzodiazepina [¥*(1, N =59)=0.15733, p =0.6916].

5.3Podrucja od interesa (ROI) i metaboliti u istrazivanju

Korelacija izmedu razine mjerenih metabolita po pojedinim ROI na pocetku istrazivanja
prikazana je na Grafikon 10. Korelacije izmedu pojedinih metabolita su vrlo male. Mala je

povezanost razine metabolita s istim metabolitom u drugim ROI.

Unutar istog ROI povezanost razina metabolita s drugim metabolitima u istom ROI je mala, a

najvisa je korelacija izmedu razina Cho i NAA u amigdali (r=0.36).
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Grafikon 10. Korelacija razine metabolita po ROI na pocetku istrazivanja, bez uskladenja za

kolinearitet)
(pomak prema izrazito svijetlim poljima oznacava vecu pozitivnu povezanost, pomak ka izrazito

tamnim poljima olaksava prepoznavanje visoko negativnih korelacija)

Razina Cho po pojedinim ROI u odnosu na tezinu depresije mjerenu MADRS ljestvicom na
pocetku istrazivanja u nacelu ne pokazuje veéu povezanost. Nesto su vece tek pozitivna
povezanost izmedu razina Cho i MADRS u hipokampusu i negativna povezanost razine Cho

s tezinom simptoma mjerenom putem MADRS u amigdali (Grafikon 11.).
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Grafikon 11. Povezanost razine Cho po pojedinim ROI u odnosu na tezinu depresije

(MADRS) na pocetku istrazivanja

5.4Primarna analiza — povezanost razine kolina u amigdali s teZinom
depresije

Okvirna distribucija promjene MADRS prikazana je po Cullenu i Freyu na Grafikon 12. koji
upucuje na normalnu distribuciju, prema granici s uniformnom. Pretpostavka normalnosti
distribucije promjene MADRS testirana je po Shapiro-Wilku (W = 0.96877, p = 0.1333), §to
upucuje da distribucija promjene MADRS u istrazivanju ne odsupa znacajnije od

pretpostavljene normalne distribucije .
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Grafikon 12. Okvirna distribucija promjena MADRS: a) u odnosu na najcesce teoretske

distribucije, grafikon po Cullenu i Freyu; b) prema distribucijskim razredima promjene na

MADRS i ¢) kumulativna distribucija promjene MADRS.

Pretpostavka normalnosti distribucije promjena Cho u Amyg podrzana je testom normalnosti
distribucije po Shapiro-Wilku W = 0.98759 (p = 0.8096), sto upucuje da distribucija Cho u

Amyg ne odstupa znacajnije od normalne distribucije (Grafikon 13.).

35



A
o — ® Observation Theoretical distributions

bootstrapped values #  normal
& uniform
o *® _
P ®  exponential
logistic
< - beta
+ Tl TNl e lognormal
tWeibul is close t9 SMTS and logrnormal)
w w o
7]
o
1=
3
Ea.
~ -
© -
@ e - S
o
T T
Q 1 2 3 4
square of skewness a)
o
- o
o
o
o
Q
/ 8
24 / o
- ! g
h Q
! @ | g
/ o 3
: <}
; o
B o]
h S
’ a
’ o
e o
. o
g
o | FA— = g
z - / $
2 w
5 a 4
a o o
IS
g
=+ |
o 8
c
S
00
)
o 7 &
’ <1
/ L 8
i N o
. . o o
; " S 8
! ~ o
b 5 o
- ‘\ o
B . -1
= s o
o ., g
- 4 o
F . g
o I =) s °
o S
f T T T T T ] T T T T T T T
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 086
Data b) Data C)

Grafikon 13. Okvirna distribucija promjena razine Cho u Amyg: a) u odnosu na najcesce
teoretske distribucije, grafikon po Cullenu i Freyu; b) prema distribucijskim razredima

promjene Cho u Amyg i ¢) kumulativna distribucija promjena Cho u Amyg.

5.4.1 Varijable u istraZivanju od utjecaja na MADRS

Prepoznate varijable od znacajnijeg utjecaja na MADRS kao mjeru teZine depresije, u dijelu

koji slijedi analizirane su (a) metodom jednostavne regresije, (b) modelom s varijabilnom
konstantom (eng. intercept) te (c) modelom s varijabilnom konstantom i varijabilnim

koeficijentima regresije (eng. slope).

36



5.4.2 Povezanost razine Cho i MADRS

Model koji slijedi naveden je radi lakse usporedbe redukcije neobjasnjenog dijela

varijabiliteta koji je postignut slozenijim modelima analize.

Uzimajuéi u obzir sva mjerenja zajedno, primjenom modela jednostavne regresije

(Tablica 9.), tj. uz pretpostavku normalne i neovisne distribucije €, promjene Cho opisuju
11.5% ukupnog varijabiliteta MADRS). Drugim rije¢ima, promatramo li svih 118 mjerenja u
istrazivanju, prisutna je statisti¢ki znacajna negativna povezanost Cho i MADRS, na nacin da

promjena za 1 na MADRS smanjuje teoretsku vrijednost Cho na 20.7 — 3.

Tablica 9. Linearni model - povezanost
Cho i MADRS

Varijabla Beta 95%CI p

Konstanta
=20.7

Cho -3.0 -45,-1.5 <0.001

Ovaj simplificirani model samo pokazuje da je razina Cho okvirno povezana s tezinom
depresije, no ne objasnjava ni na koji nacin od kuda takav varijabilitet potjeCe. Moguce je
postaviti dvojaku pretpostavku u pokusaju objasnjenja varijabiliteta (g): (a) u nacelu bi mogla
odrazavati pocetni varijabilitet izmedu ispitanika s time da je promjena razine Cho relativno
ujednacena izmedu ispitanika, ali da varira uglavnom zbog razli¢itih pocetnih vrijednosti
(pretpostavka varijabilne konstante izmedu ispitanika), dok bi regresijski koeficijent bio
podudaran kod ispitanika i (b) moguc¢nost da postoji znac¢ajni individualni varijabilitet i u

konstantnoj vrijednosti i u vrijednostima regresijskih koeficijenata.

5.4.3 Vrijeme istrazivanja

Tijekom pracenja u istrazivanju znacajno su se smanjile vrijednosti ukupnog zbroja MADRS,
odnosno primjenom antidepresivne terapije postignuto je znac¢ajno poboljSanje, kao Sto je

ocekivano 1 ve¢ pokazano ¢itavim nizom istrazivanja.

U ovom je istraZivanju varijabla od primarnog interesa bila vrijednost Cho, a posebno

promjena Cho u Amyg tijekom istrazivanja i meduovisnost te promjene s pobolj$anjem
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klini¢kog stanja. Povezanost razina Cho s MADRS na pocetku i na kraju istrazivanja
prikazana je na Grafikon 14. Tezina simptoma i vrijednosti Cho su u negativnoj korelaciji, s
prepoznatljivo ve¢om negativnom korelacijom razina Cho na kraju istrazivanja u odnosu na
pocetak istrazivanja. Negativna korelacija prikazana u Tablica 9. za sva mjerenja u
istrazivanju, vrijedi i kod pocetnih mjerenja i kod zavrsnih mjerenja Cho, no ta je negativna

korelacija ocigledno izrazenija kod zavr$nih mjerenja.

—— Baseline —— Week 8

35

30

25 H

MADRS

Cho3

Grafikon 14. Povezanost razine Cho i ukupnog zbroja na MADRS u ukupnom uzorku
(vrijednosti Cho su standardizirane u odnosu na izmjerene razine u svim ROI).
(Kod tumacenja rezultata treba uzeti u obzir da je ve¢i MADRS pokazatelj veceg stupnja depresije i

da krivulje predstavljaju regresijske koeficijente, a to¢ke pojedina mjerenja.)

5.4.4 Individualne varijacije u razini Cho

U ukupnom uzorku od 59 ispitanika prosje¢na razina Cho u Amyg pokazuje porast na kraju
istrazivanja: na pocetku istrazivanja prosjecna razina Cho u Amyg bila je 1.12 (SD = 0.17),
uz raspon od 0.70 do 1.53. Na kraju istrazivanja, 8 tjedana kasnije, prosjec¢na razina Cho u
Amyg povecala se na 1.17 (SD = 0.17), u rasponu od 0.91 do 1.55. Prosje¢na promjena Cho u
Amyg iznosila je 0.05 (SD = 0.22), no uz Siroki raspon od -0.51 do 0.54 (Tablica 10. ).
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Tablica 10. Razina Cho u amigdali

Vrijeme istraZivanja

Pocetak Kraj
N 59 59
M (SD) 1.12 (0.17) 1.17 (0.17)
Medijan (IQR) 1.15 (0.98, 1.22) 1.13(1.01, 1.31)
Raspon 0.70, 1.53 0.91, 1.55

Iz samih srednjih vrijednosti moze se ste¢i dojam o relativno pravilnom povecanju, no kada

se pogledaju promjene Cho kod svakog ispitanika pojedina¢no (Grafikon 15.), promjene se

vizualno uopc¢e ne doimaju ujednacenim, a naro€ito ne konstanata (eng. intercept), sto

upucuje na opravdanost odabira modela koji ukljucuje individualni varijabilitet s
promijenjivim konstantama.

MADRS

15 20 25 30 35
1 |

10
I

@ Cho na poéetku igtraZivanja

@ Cho na kaju istraZivanja

Grafikon 15. Pojedina¢ne promjene Cho i MADRS tijekom istraZivanja.

Promjene razina kolina kod pojedinih ispitanika prikazani su Grafikon 15. kao ilustracija o
razliitosti individualnih promjena kolina kod bolesnika. Vrijednosti Cho kod dva ispitanika

su iznad 2 vrijednosti standardne devijacije, ali ne odstupaju po vrijednostima na MADRS, a
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niti po promjenama na MADRS te nisu isklju¢ene kao vrijednosti sa znacajnijm odstupanjem

(“outlier”’), a takav pristup doprinosi usporedivosti s dosadasnjim istrazivanjima.

U nastavku, prvo su analizirane varijante jednostavhog LMM modela, a po odabiru
jednostavnog modela ukljucene su i dodatne varijable za koje se temeljem dosadasnjih

rezultata moze pretpostaviti da su od utjecaja na varijabilitet tezine depresije.

545 LMM s longitudinalnim tijekom MADRS i razina Cho u Amyg

Analizirano je viSe linearnih mjeSovitih modela (eng. linear mixed models; linear mixed
models; LMM) s MADRS kao zavisnom varijablom te Cho i vremenom mjerenja (T) kao
fiksnim efektima (eng. fixed effects) te s individualnim varijabilitetom (ID) kao slu¢ajnim
efektom (eng. random effect). Pretpostavka je linearnog mjeSovitog modela da su prosjek
zavisne varijable i fiksnih i slu¢ajnih utjecaja (efekata) linearna funkcija, da varijanca nije
funkcija prosjeka te da slu¢ajni utjecaji prate normalnu raspodjelu. U svim analizama
vezanim uz odabir i daljnju razradu LMM modela koristene su standardizirane (skalirane)

vrijednosti Cho.

Uzimajuci u obzir znacajnije pretpostavke o modifikatorima i medijatorima tijeka
depresivnog poremecaja iz literature te analize provedene u sklopu ovog istrazivanja koje su
prikazane ranije u tekstu, izdvojeno je 6 modela s ciljem odabira najpovoljnijeg modela za
objasnjenja varijabiliteta MADRS, istovremeno uzimajuci u obzir razinu Cho u Amyg i
vrijeme procjene kao prediktore te uzimajuéi u obzir individualni varijabilitet (Tablica 11.
Kod svih je modela kao fiksni efekt bila ukljuc¢ena i interakcija stupnja depresije po MADRS
s vremenom procjene. S obzirom da je vrijeme procjene bilo varijabla od interesa u
istrazivanju modificirana lijeCenjem, ta je varijabla u svim modelima bila ukljucena kao
fiksni efekt.

Varijabla “Vrijeme” istrazivanja, u naravi predstavlja trajanje lijeenja, tj. vrijeme izlozenosti

lijeku, buduci da su svi ispitanici cijelo vrijeme istrazivanja dobivali terapiju.
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Tablica 11. Analizirani linerni mjeSoviti modeli (LMM) u objaSnjenju
varijabiliteta MADRS

Model Fiksni efekti Shema pojasnjenja slucajnih efekata
(Fixed effects) (Random effects term)
1 Cho, T, Cho:T -
2 Cho, T, Cho:T (1]1D)
3 Cho, T, Cho:T (1]ID) + (0 + Cho2|T)
4 Cho, T, Cho:T 1+ (0+Cho2|ID)
5 Cho, T, Cho:T Cho2 + Cho2 | ID
Cho2 | ID
6 Cho, T, Cho:T (Cho2 * T | ID)

Osnovne kratice:

Model je koristen kao referentni model u daljnjoj procjeni varijabiliteta
ID — identifikacijski broj ispitanika
T — vrijeme procjene
1 — varijabilni intercept
1+ - zajednicki intercept
0 — varijabilni intercept i koeficijent (eng. slope) s minimizacijom korelacije
Dodatna pojas$njenja uz tablicu: Cho — razina kolina u amigdali; Cho:T — interakcija Cho-vrijeme,
odnosno promjena Cho opaZena u istrazivanju; ,,1°— brojka 1 navedena samostalno predstavlja
promjenjivi odsjecak (eng. intercept); samostalno ,,ID* je faktor i njegove razine predstavljaju
ispitanike kod kojih su obavljana mjerenja (ponekad se koristi opis ,,vrijednosti odzivne varijable na
entitetima 1. razine* (uz napomenu da se zapravo ne radi o viSerazinskom modelu u uzem smislu),

dok ,,(1 | ID)* predstavlja slu¢ajni prediktor svojstven skupni ID (u ovom sluc¢aju ID je identifikator
ispitanika) te izraz predstavlja varijabilitet kod pojedinog ispitanika).

Iz rezultata Tablica 12. prepoznaje se da modeli koji ukljucuju varijabilno sjeciste (eng.
random intercept) postizu znacajno vece objasnjenje varijabiliteta, $to nije sluc¢aj s modelima
koji istovremeno ukljucuju varijabilni nagib regresijskog pravca (eng. slope), kao §to se veé
dalo okvirno prepoznati na Grafikon 15. Modeli u tablici iskazani su koristenjem redukcije

varijabiliteta metodom najvece vjerojatnosti (eng. maximum likelihood; ML).
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Tablica 12. Redukcija varijabiliteta po pojedinim modalitetima LMM

Broj param.’
(model br.)  AIC BIC logLik  Devijanca df PGy

5(1) 743.19 757.04 —366.59 733.19 NA NA NA
6 (4) 745.19 761.81 —366.59 733.19 0.00 1.00 1.00
6 (2) 741.24 757.86 —364.62 729.24 3.95 0.00 <0.01
7(3) 743.24 762.63 —364.62 729.24 0.00 1.00 1.00
8 (5) 745.21 767.37 —364.60 729.21 0.03 1.00 0.87

15 (6) 732.02 773.58 —351.01 702.02 27.19 7.00 <0.00

1. Broj parametara u modelu i redni broj modela odnosi se na sheme modela prikazane u Tablica
11.

AIC — mjera opisa adekvatnosti modela po Akaiku (eng. Akaike Information Criterion)

BIC — mjera opisa adekvatnosti modela po Bayesu (eng. Bayesian Information Criterion)

logLik — logaritam vjerojatnosti (eng. log-likelihood)

devijanca — u kontekstu statisticCkog modeliranja, mjera opisa adekvatnosti modela

df — stupnjevi slobode

Optimalni model odabran je prvenstveno temeljem AIC, uzimaju¢i u obzir i BIC, budu¢i da
BIC u ve¢oj mjeri iskazuje prekomjernu parametrizaciju koja je ocito prisutna kod modela br.
6 koji je najpovoljniji prema AIC, no najnepovoljniji po BIC. Sljede¢i model po redukciji
varijabiliteta je model br. 2 koji ukljucuje 6 parametara i uravnotezeniji je ako se istovremeno
uzime u obzir redukcija varijabiliteta, a da je izbjegnuta prekomjerna parametrizacija
uvjetovana sloZenoS¢u modela. Kod tog je modela nesto veca vrijednost AIC (741.24) no
istovremeno ima najnizu vrijednost BIC (757.86) uz nisku devijancu (729.24), sto upucuje

na bolji omjer efikasnosti i slozenosti modela, pa je taj model zadrzan kao konacan.

Model pod brojem 2 (Tablica 11. ) ukljucuje Cho, vrijeme procjene (T) i njihovu interakciju
kao fiksne varijable te varijabilitet osobit za ispitanika kao slu¢ajnu varijablu. Uopcéeno, taj
rezultat upucuje da je poboljsanje stanja depresivnih bolesnika (mjereno MADRS ljestvicom)
istovremeno praceno promjenom razine Cho na kraju istrazivanja, odnosno da je porast Cho

metabolicki korelat poboljSanja stanja. Kod posljednjeg tumacenja uzeti su u obzir i rezultati
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prethodno prikazane deskriptivne statistike i rezultati ostalih provedenih metoda u analizi

uzorka.

LMM podrazumijeva, uz homogenost varijance i homogenost distribucije reziduala i po tome
se razlikuje od vecine drugih statisti¢kih metoda izbora, koje ve¢inom imaju za pretpostavku

homogenost izvorne varijable*®. Raspodijela reziduala prikazana je kvantilima na Grafikon

16.

Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles
0
|

-10

Theoretical Quantiles
Grafikon 16. Distribucija reziduala zavr$nog LMM (kvantili u uzorku u usporedbi s idealnim

vrijednostima)

5.46 REML analiza

Premda je metoda tumacenja rezultata putem AIC i BIC primjerenija s obzirom na strukturu i
slozenost modela, rezultati su dodatno iskazani REML analizom istog konacnog LMM
[MADRS ~ Cho * T + (1 | ID)], odnosno u model su kao fiksni efekti bili ukljuceni skalirana
razina Cho, vrijeme istrazivanja (T) te varijabilni presjek osi pravca (eng. random intercept)
svojstven ispitaniku (ID). Za razliku od prethodne metode LMM koja je usmjerena k odabiru
najboljeg modela opisa varijabiliteta, REML metoda analizira postojanje uzajamnih odnosa
prethodno odabranih varijabli, a obje metode dijele zajednicki op¢i pristup statistickom
modeliranju. Dodatni je razlog $to procjena putem REML ukljucuje i jasnije mjerljive

pokazatelje za tumacenje znacajnosti. Konvergencija kod REML je iznosila 724.8, $to daje
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dodatno uporiste za odabir varijabli u zavrSnom modelu. Individualni varijabilitet koji nije
opisan fiksnim efektima je visok (varijanca = 8.47, SD = 2.91), dok (neobjasnjeni)
individualni varijabilitet osobit za ispitanika koji se ne moze pripisati fiksnim i slu¢ajnim
efektima iznosi 22 (4.69). Tezina depresije mjerena MADRS ocekivano je bila manja na
kraju istrazivanja (b =-11.5316, t = -13.147, p < .001), uz vecu razinu Cho na kraju
istrazivanja (b =-1.4791, t =-2.098, p = .037), §to se odnosi na apsolutne vrijednosti
(odnosno, tumaceno s relativne strane, poboljSanje depresivne simptomatike povezana je s
vecom razinom Cho). Znacajna interakcija razine Cho i MADRS bila je na kraju istrazivanja

(b=-1.947,t=-2.012, p = .046), ali ne i na pocetku istrazivanja.

Rezultati upucuju da je razina Cho nakon lijecenja negativni korelat ukupnog zbroja na
MADRS, tj. da je manja ukupna tezina simptoma depresije na kraju istraZivanja pracena
ve¢om vrijedno$c¢u razine Cho. Time bi razina Cho mogla biti bioloski pokazatelj postignutog

poboljsanja tijekom lijeenja, no ne i prediktor ishoda lijecenja.

Koeficijenti fiksnih efekata po REML analizi navedeni su u Tablica 13. a ispod tablice

naveden je i detaljni ispis rezultata REML analize.

Tablica 13. Koeficijenti fiksnih efekata - REML
MADRS ~Cho*T+ (1] ID)
B 95% CI*
Cho -1.48 -2.9,-0.10

Vrijeme istrazivanja (T)

Pocetak — —

Kraj (8. tjedan) -11.53 -13,-9.8
Cho*T

Cho * Kraj (8. tjedan) -1.95 -3.8,-0.05
Fiksni efekti - intercept 26.59

Slucajni efekt

ID.sd__(Intercept) 2.91

Residual.sd__Observation 4.69

L CI = Confidence Interval

Dodatni podaci vezani uz analizu:
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Linear mixed model fit by REML ['ImerMod']
Formula: MADRS ~ Cho2 * TIME + (1| ID)

REML criterion at convergence: 724.7732
Random effects:

Groups Name Std.Dev.

ID  (Intercept) 2.911

Residual 4.690

Number of obs: 118, groups: 1D, 59
Fixed Effects:

(Intercept) Cho2  TIMEWeek 8 Cho2:TIMEWeek 8
26.591 -1.479 -11.532 -1.947
> thl12st

Linear mixed model fit by REML ['ImerMod']
Formula: MADRS ~ Cho2 * TIME + (1| ID)
Data: Amyg_svi

REML criterion at convergence: 724.8

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-2.18526 -0.63224 0.05924 0.54210 2.08973

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
ID  (Intercept) 8.472 2.911
Residual 22.000 4.690
Number of obs: 118, groups: ID, 59

Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept)  26.5905 0.7265 36.602
Cho2 -1.4791 0.7049 -2.098
TIMEWeek 8 -11.5316 0.8771 -13.147
Cho2:TIMEWeek 8 -1.9466 0.9676 -2.012

Cho2 — skalirana (standardizirana) razina Cho

Pojasnjenja vrijednosti dobivenih analizom:

U pocetnom mjerenju (,, Baseline ), ako bi sve ostale varijable u teoriji bile vrijednosti 0, ukupan
zbroj na MADRS po ovom modelu bi iznosio 26.591 (SE = 0.7265, t = 36.602).

Procjena (, estimate “, koeficijent) Cho2 (skalirana vrijednost Cho) koja iznosi -1.479 (SE = 0.7049, t
=-2.098, p = 0.038) upucuje da porast Cho za 1 rezultira smanjenjem MADRS zbroja za 1.479, ako
su sve ostale varijable ostanu nepromijenjene.

Koeficijent povezan sa zavrsnim mjerenjem, odnosno Koji je povezan s terapijom tijekom vremena, t.j.
lijecenjem (T:Week 8) je -11.532 (SE = 0.8771,t =-13.147, p < 0.001, odnosno model predvida da se
lijecenjem tijekom 8 tjedana ukupan zbroj na MADRS smanjuje za 11.532 u odnosu na pocetno
mjerenje (,, Baseline ), ako sve ostale varijable ostanu nepromijenjene.

Efekt interakcije Cho i vremena istrazivanja (Cho:T Week8) je -1.947 (SE =0.9676,t =-2.012, p =

0.047) pokazuje da su Cho i zbroj na MADRS na kraju istrazivanja drugacije povezani nego na
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pocetku istrazivanja, odnosno da povecanje Cho za I na kraju istrazivanja dodatno snizava vrijednost
MADRS za 1.947 ako je ta vrijednost Cho izmjerena na kraju istrazivanja. Uopceno pojednostavijeno,
vec i sama vrijednost Cho povecana za 1 modelom predvida smanjenje MADRS za 1.479, a ako je to
povecanje Cho za 1 na kraju istraZivanja, tada je modelom predviden iznos MADRS dodatno smanjen
jos za 1.947.

Takva uloga Cho, kao moguceg korelata ili modifikatora depresivnog poremecaja, jasnije je
prepoznatljiva na grafikonu koji slijedi (Grafikon 17.). Na apcisi je skalirana (standardizirana)
vrijednost Cho u Amyg, a na apscisi je vrijednost MADRS iskazana kao f(Cho2), tj. kao funcija
standardizirane vrijednosti Cho koja je izracunata na temelju ovdje opisanog modela. Crvenom
linijom prikazana je jednostavna korelacija povezanosti Cho i MADRS (odnosno kao f(Cho2)) na
pocetku istrazivanja, plavom linijom je prikazana povezanost Cho i MADRS na kraju istraZivanja.
Uzmemo li, kao primjer bolesnika, s izuzetno visokom razinom Cho na pocetku istraZivanja (krajnje
desno na crvenoj liniji, vrijednosti oko 2 na apscisi oznacenoj s Cho2, takav ¢ée bolesnik po modelu
imati manji ukupni zbroj MADRS (fCho2), nego bolesnik na krajnje lijevom dijelu crvenog pravca,
kod kojeg bi vrijednosti na apscisi bila -2 sd. Bolesnik na krajnje desnom dijelu pravca ne samo da ée
u prosjeku imati manji zbroj na MADRS, nego ¢e se MADRS kod tog bolesnika u prosjeku znatno vise
sniziti nego kod bolesnika kod kojeg je pocetna vrijednost Cho na krajnje lijevom dijelu. Takvo, vece
prosjecno poboljsanje, odnosno veée smanjenje zbroja MADRS se prepoznaje po znatno veéem
razmaku izmedu crvene i plave linije na njenom krajnje desnom dijelu, nego Sto je razmak izmedu

crvene i plave linije na krajnje lijevom dijelu.

Zavrsni model prikazan je na Grafikon 17. kao funkcija povezanosti razine Cho sa stupnjem
depresije ocijenjene putem MADRS u to¢kama istrazivanja. Poveznost Cho i MADRS veéa
je na kraju istrazivanja nego poveznost kod uklju¢ivanja ispitanika u istrazivanje (Grafikon
17).
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Grafikon 17. Ukupan zbroj na MADRS opisan funkcijom f(Cho2) s parametrima razdoblja

istrazivanja (T) i razine Cho, prikaz jednostavnim linearnim modelom.

Kolrelacija fiksnih efekata intercepta, standardizirane vrijednosti Cho i vremena (T)

prikazana je u Tablica 14.

Tablica 14. Korelacija fiksnih efekata u zavr$nom modelu
Varijabla Intr Cho TIMEWS
Cho 0.15
T_Week8 -0.60 -0.13
Ch:T_Wk8 -0.10 -0.69 0.001

Opazene razine znacajnosti pojedinih komponenti fiksnog modela prikazane su po

provedenoj analizi varijance metodom po Satterthwaiteu u Tablica 15.
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Tablica 15. Tip 111 analize varijance metodom po Satterthwaiteu

Sum Sq Mean Sq NumDF DenDF F value Pr(>F)
Cho 510.6 510.6 1 112.5 23.2 <0.001
T 3,802.7 3,802.7 1 52.8 172.8 <0.001
Cho:T 89.0 89.0 1 92.0 4.0 0.047

Zakljuéno, LMM sa 6 parametara (naveden kao model br. 2 u poéetnom dijelu istrazivanja)
najpovoljniji je model za objasnjenje varijabiliteta prema mjerilima AIC, BIC i devijancije.
REML analizom je dodatno potvrdena znacajnost razine Cho s obzirom na vrijeme
istrazivanja u objaSnjenju varijabiliteta teZine depresije po MADRS, a REML analiza takoder

pokazuje i opravdanost ukljuc¢ivanja individualno varijabilnog intercepta u zavr$ni model.

5.5 Povezanost teZine depresije mjerene putem MADRS s promjenama
razina Cho po pojedinim ROI

Distribucija promjene Cho po pojedinim ROI nacelno slijedi normalnu raspodjelu, osim u
hipokampusu. Raspodjela MADRS oc¢ekivano ima manji nagib (eng. skew) udesno, §to se
moze objasniti na na¢in da je samo kod manjine bolesnika stanje bilo nepromijenjeno ili u

manjoj mjeri pogorsano (Grafikon 18.).
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Grafikon 18. Distribucija promjena razine Cho po ROI

Kako se ve¢ moze okvirno prepoznati s prethodnih grafikona, distribucija znacajnije odstupa

od normalne samo kod promjene Cho u Hippo (Tablica 16. ).

Tablica 16. Test normalnosti distribucije Cho po
pojedinim ROI i za promjenu MADRS

ROI Shapiro-Wilk test p

DLPFC 0.9778 0.3546
HIPPO 0.9500 0.0169
AMYG 0.9876 0.8096
BG 0.9847 0.6634
AC 0.9788 0.3903
MADRS 0.9688 0.1333

Povezanost promjena razina Cho s poboljsanjem depresije znatno se razlikuje po pojedinim
ROI. Na Grafikon 19. prikazane su korelacije promjene Cho s promjena na MADRS u

analiziranim ROIL.
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Grafikon 19. Korelacija promjene razine metabolita po ROI izmedu pocetka i kraja

istrazivanja (bez uskladenja za kolinearitet)

5.6 Povezanost razina Cho u amigdali s drugim neurometabolitima na
kraju istrazivanja

Daleko je najvecéa (r=0.79) poveznost promjene Cho i NAA u Amyg, a takoder postoji i
pozitivna korelacija (r=0.31) izmedu razina Cho 1 NAA u bazalnim ganglijima. Od nesto
vecih korelacija izdvaja se negativna povezanost izmedu promjena u razini GIx u Hippo i
promjena u razini Ml u Amyg (r=-0.36), negativna korelacija izmedu promjena u razini Glx
u BG i NAA u hipokampusu (r=-0.32), negativna povezanost (r=-0.31) izmedu razina Cho u
BG i Cho u ACC te pozitivna povezanost Ml u DLPFC i GIx u ACC (r=0.31). Koeficijenti
korelacija izmedu promjena u razini metabolita na kraju istraZivanja, po pojedinim ROI

prikazana su Grafikon 20.
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Grafikon 20. Koeficijenti korelacija izmedu promjena u razini metabolita na kraju

istrazivanja, po pojedinim ROI.

(pomak prema izrazito svijetlim poljima oznacava veéu pozitivau povezanost, pomak ka izrazito

tamnim poljima olaksava prepoznavanje visoko negativnih korelacija)
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5.7 Promjene neurometabolita po pojedinim ROI

5.7.1 Dorzolateralni prefrontalni korteks

Tijekom istrazivanja nije zapazena vec¢a promjene medijana razine NAA u DLPFC (Tablica

17.), sto je potvrdeno i Wilcoxonovim testom za zavisne uzorke (p = 0.754).

Tablica 17. NAA u DLPFC

Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj' p?

DLPFC_ NAA  1.75(1.50,1.90)  1.73(1.56,1.88)  0.754

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Premda u ukupnom uzorku nema vece razlike u razini NAA u DLPFC, ako se koristi
binomna podjela na pozitivan i negativan terapijski odgovor, promjene se kre¢u u suprotnim
smjerovima (Grafikon 21.), a i postoje i vecée razlike na pocetku istrazivanja, $to upucuje na
mogucu ulogu NAA u DLPFC kao jednog od potencijalnih indikatora u procjeni vjerojatnosti

terapijskog odgovora.

NAA u lijevom DLPFC Postotna promjena NAA u DLPFC tijekom istraZivanja

—e— Pozitivan terapijski edgavor W Pozitivan terapijski odgovor

—e— Bez terapijskog odgovora 015 B Be: terapijskog odgovara

Razdoblje istrazivanja

b)
a)

Grafikon 21. Promjena NAA u DLFPC s obzirom na razdoblje istrazivanja prikazana a)
kao srednja vrijednost sa standardnom pogreSkom aritmeticke sredine i b) kao postotna

promjena u odnosu na pocetnu razinu NAA u DLPFC

52



Niti na pocetku (p=0.165), a niti na kraju istrazivanja (p=0.945) nije opazena znacajna razlika

s obzirom na spol u razini NAA u DLPFC (Tablica 18.).

Tablica 18.

Pocetak
istraZivanja

N

M (SD)

Medijan (IQR)
Raspon

Kraj istrazivanja

N

M (SD)

Medijan (IQR)

Raspon

Razina NAA u DLPFC s obzirom na spol

Muskarci

23
1.77 (0.28)
1.72 (1.58, 1.98)

1.24,2.19

23
1.74 (0.28)
1.70 (1.57, 1.88)

1.27,2.31

! Wilcoxonov test sume rangova

Spol

Zene p1
0.165
36
1.69 (0.27)

1.76 (1.47, 1.85)
1.22, 2.52
0.945
36
1.73 (0.28)
1.74 (1.56, 1.89)

1.06, 2.24

Znacajnije razlike nema (Tablica 19. ) niti unutar skupine zena (p=0.470), a niti kod

muskaraca (p=0.601).

53



Tablica 19. NAA u DLPFC s obzirom na spol i vrijeme
istraZivanja

Vrijeme istrazivanja

Spol Pocetak’ Kraj' p-value?
Zene 1.76 (1.47, 1.85) 1.74 (1.56, 1.89) 0.470
Muskarci 1.72 (1.58, 1.98) 1.70 (1.57, 1.88) 0.601

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxon signed rank exact test

Razlika u razini NAA izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
DLPFC_NAA_Ch 0.463
N 23 36
M (SD) -0.03 (0.30) 0.05 (0.43)
Medijan (IQR) 0.08(-0.27,0.24)  0.08 (-0.20, 0.33)
Raspon -0.55, 0.59 -0.74, 0.89

! Wilcoxonov test sume rangova

Razina Cho u DLPFC ostala je stabilna u ukupnom uzorku (Tablica 20. ).

Tablica 20. Cho u DLPFC s obzirom na vrijeme
istrazivanja

Razdoblje istrazivanja
Pocetak’ Kraj' p-value?

DLPFC_Cho  0.95(0.86,1.03)  0.99(0.91,1.07)  0.299

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Premda u ukupnom uzorku nema znacajnije promjene izmedu pocetka i kraja istrazivanja,

sli¢no kao §to je to bio slucaj kod NAA u DLPFC, i kod Cho u DLPFC pokazuje se znatna
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razlika u poCetnim i krajnjim razinama Cho, ali i u smjeru promjene izmedu skupina s

pozitivnim i negativnim terapijskim odgovorom (Grafikon 22.).

Cho u lijevom DLPFC Promjena u razini Cho u DLPFC tijekom istraZivanja

== Pozitivan terapijski odgovor B Pozitivan terapijski odgovor
—e— Bez terapijskog odgovora B Bez terapijskog odgovora

Pocetak Kraj
B Promjena izmedu poZetka i kraja istraZivanja
Razdoblje istraZivanja

«sradnjavrjecnost | - SEM

a) b)
Grafikon 22. Cho u DLPFC s obzirom na razdoblje istrazivanja i terapijski odgovor: a)

kretanje razine Cho u DLPFC, b) promjena razina
Jednako kao $to je to bio slucaj kod NAA, niti kod razina Cho u DLPFC ne opazaju se

znacajne razlike niti izmedu skupina po spolu, niti unutar pojedine skupine u pojedinoj tocki

mjerenja (Tablica 21.).
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Tablica 21. a) Razina Cho u DLPFC s obzirom na spol i
vrijeme istraZivanja

Spol
Muskarci Zene p-value
Pocetak 0.969
N 23 36
M (SD) 0.96 (0.11) 0.96 (0.13)

Medijan (IQR)  0.95(0.88,1.02)  0.96 (0.86, 1.04)

Raspon 0.80, 1.16 0.69, 1.24

Kraj 0.283
N 23 36

M (SD) 1.01 (0.11) 0.97 (0.13)

Medijan (IQR) ~ 1.03(0.93,1.08)  0.97 (0.90, 1.06)

Raspon 0.79, 1.17 0.65,1.19

! Wilcoxonov test sume rangova

b) Promjena razlike u razini Cho izmedu poc¢etka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
DLPFC_Cho_Ch 0.573
N 23 36
M (SD) 0.04 (0.15) 0.00 (0.18)
Medijan (IQR) 0.04 (-0.02, 0.12) 0.05 (-0.10, 0.14)
Raspon -0.32,0.32 -0.42,0.32

! Wilcoxonov test sume rangova
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Izmedu pocetka i kraja istrazivanja nema znacajnije razlike u razini Glx kompozitnog vrha

(Tablica 22.).

Tablica 22. GIx u DLPFC s obzirom na vrijeme istraZivanja

Razdoblje istrazivanja

Pocetak’ Kraj' p-value®

DLPFC_GlIx 0.168 (0.154, 0.182) 0.173 (0.158, 0.194) 0.086

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Promjene kompozitnog pokazatelja Glx s obzirom na terapijski odgovor slijede isto nacelo
kao Sto je bio slucaj kod NAA i Cho u DLPFC: pocetne vrijednosti se znatno razlikuju, a i

smjerovi promjene su potpuno obrnuti (Grafikon 23.).

Glx u lijevom DLPFC Promjena u razini GIx u DLPFC tijekom istrazivanja

—=s— Pozitivan terapijski odgover W Pozitivan terapijski odgavor
—e— Bez terapijskog odgovora 0.02 B Bez terapijskog odgovora

0.165 o
016 -0.005

potetak kra) Promjena izmedu pogetka i kraja istraZivanja

Razdoblje istraZivanja

a) b)
Grafikon 23. Promjene GlIx u DLPFC s obzirom na terapijski odgovor a) izrazene srednjim

vrijednostima uz standardnu pogresku aritmeticke sredine 1 b) kao promjena izmedu pocetka 1

kraja istrazivanja.

S obzirom na spol (Tablica 23. ) nisu opazene razlike u Glx u DLPFC niti izmedu spolova na
pocetku i1 na kraju istrazivanja, a niti izmedu pocetne i krajnje vrijednosti kod Zena 1

muskaraca.

57



Tablica 23. a) Glx u DLPFC s obzirom na spol i vrijeme istraZivanja

Spol
Zene N=36" Muskarci N=23" p-value?
Pocetak 0.17 (0.15, 0.18) 0.17 (0.16, 0.18) 0.694
Kraj 0.170 (0.158, 0.192) 0.175 (0.166, 0.194) 0.436

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test sume rangova

b) Razina Glx u DLPFC na pocetku i na kraju istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
Pocetak 0.694
N 23 36
M (SD) 0.17 (0.02) 0.17 (0.02)
Medijan (IQR) 0.17 (0.16, 0.18) 0.17 (0.15, 0.18)
Raspon 0.12,0.22 0.12,0.21
Kraj 0.436
N 23 36
M (SD) 0.18 (0.02) 0.17 (0.02)

Medijan (IQR)

Raspon

0.18 (0.17, 0.19)

0.14,0.22

! Wilcoxonov test sume rangova

0.17 (0.16, 0.19)

0.13,0.23
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c¢) Razlike u razinama Glx izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
DLPFC_GIx_Ch 0.717
N 23 36
M (SD) 0.01 (0.04) 0.00 (0.03)
Medijan (IQR) 0.01 (-0.01, 0.04) 0.01 (-0.01, 0.03)
Raspon -0.06, 0.07 -0.07, 0.06

! Wilcoxonov test sume rangova

Do sada analizirani metaboliti u DLPFC, a to su Cho, NAA 1 Glx pokazuju zajednicku
osobitost da se nema vecih razlika u kretanju kroz vrijeme u ukupnom uzorku, da nema
razlika s ozbirom na spol niti izmedu, a niti unutar skupina, no postoji zajednicka osobitost da
su razlike izmedu ispitanika koji ¢e imati povoljan terapijski odgovor znatne, 1 to ne samo na
kraju, nego i na pocetku istraZivanja, a da su i smjerovi promjene pojedinih metabolita

potpuno suprotni.

Kao ni svi ostali metaboliti, niti MI ne pokazuje znacajnu promjenu izmedu pocetka i kraja

istrazivanja u ukupnom uzorku ( Tablica 24.).

Tablica 24. MI u DLPFC s obzirom na vrijeme istraZivanja

Razdoblje istrazivanja
Pocetak’ Kraj' p-value®

DLPFC_MI 0.27 (0.26, 0.30) 0.28 (0.25, 0.30) 0.889

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke
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S obzirom na spol, znac¢ajne razlike nema izmedu Zena i muskaraca niti na pocetku, a niti na

kraju istrazivanja. Takoder se ne opaza niti vecih razlika u promjeni MI u DLPFC unutar

skupine zena i muskaraca izmedu dva mjerenja (Tablica 25. ).

Tablica 25.

Pocetak
N
M (SD)
Medijan (IQR)
Raspon
Kraj
N
M (SD)
Medijan (IQR)

Raspon

a) Razina M1 u DLPFC tijekom istraZivanja s
obzirom na spol

Muskarci

23
0.28 (0.05)
0.27 (0.25, 0.31)

0.20,0.41

23
0.29 (0.06)
0.29 (0.26, 0.32)

0.17,0.41

! Wilcoxonov test sume rangova

Zene p-value!
0.764
36
0.28 (0.04)

0.27 (0.26, 0.29)
0.20, 0.39
0.156
36
0.27 (0.03)
0.27 (0.25, 0.29)

0.21,0.39
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b) Promjena u razlikama razina MI izmedu pocetka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
DLPFC_MI_Ch 0.366
N 23 36
M (SD) 0.00 (0.09) 0.00 (0.05)
Medijan (IQR) 0.02 (-0.04, 0.03) 0.00 (-0.03, 0.02)
Raspon -0.23, 0.16 -0.10, 0.10

! Wilcoxonov test sume rangova

5.7.2 Prednji cingularni korteks

Razina Cho pribliZno je istih vrijednosti u ukupnom uzorku na poceku i na kraju istraZivanja

(Tablica 26.).

Tablica 26. Cho u ACC s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj' p-value?

AC_Cho  1.16(1.01,1.29)  1.15(1.04,1.28)  0.681

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Za razliku od obrasca promjena Cho u DLPFC kod kojeg su promjene s obzirom na terapijski
odgovor znacajne i u pocetku, na kraju i razli¢itih su smjerova, promjene Cho u prednjem
cingularnom korteksu su ujednacene izmedu skupine kod koje je opazen pozitivan terapijski

odgovor i skupine bez terapijskog odgovora (Grafikon 24.).
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Cho u anteriornom cingulumu

—e&— Pozitivan terapijski odgovor
—e— Bez terapijskog odgovora

1.18

1.14

112
Pocetak Kraj

Razdoblje istraZivanja
- srednja vrijednost | - SEM

Grafikon 24. Promjena razine Cho u ACC s obzirom na terapijski odgovor i vrijeme

istrazivanja

Cho u ACC ne pokazuje bilo kakve razlike po spolu, niti izmedu pocetka i kraja istrazivanja,

a niti unutar skupine zena i unutar skupine muskaraca izmedu dva mjerenja (Tablica 27.).

Tablica 27. a) Razina Cho u ACC na pocetku istrazivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
ACC_Cho_Bas 0.098
N 23 36
M (SD) 1.20 (0.14) 1.12 (0.18)
Medijan (IQR) 1.20 (1.10, 1.29) 1.09 (0.99, 1.29)
Raspon 0.88, 1.44 0.75, 1.45

! Wilcoxonov test sume rangova
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b) Razina Cho na kraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
ACC_Cho_W8 0.884
N 23 36
M (SD) 1.18 (0.20) 1.17 (0.15)
Medijan (IQR) 1.19 (1.01, 1.28) 1.15 (1.06, 1.28)
Raspon 0.85,1.64 0.90, 1.57

! Wilcoxonov test sume rangova

) Promjena u razini Cho izmedu pocetka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
ACC_Cho_Ch 0.276
N 23 36
M (SD) -0.02 (0.22) 0.05 (0.25)
Medijan (IQR) -0.01 (-0.21, 0.08) 0.02 (-0.11, 0.22)
Raspon -0.33, 0.45 -0.41, 0.60

! Wilcoxonov test sume rangova

Razina NAA u ACC ostala je u ukupnom uzorku priblizno istih vrijednosti (p=0.226), kao §to
je prikazano Tablica 28. , no ako se odvojeno analizira skupine s povoljnim i
neodgovaraju¢im terapijskim odgovorom, tada je primjetno da je razina NAA u pocetku
istrazivanja bila podudarna, medutim na kraju istraZivanja je znacajno porasla u skupini koja

je postigla povoljan terapijski odgovor (Grafikon 25.).
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Tablica 28. NAA u AC s obzirom na vrijeme
istraZivanja

Razdoblje istrazivanja

Pocetak’ Kraj' p-value®

ACC_NAA  157(1.42,1.72)  159(1.47,1.76)  0.226

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

NAA u lijevom AC

17 —e— Pozitivan terapijski odgovor
—e— Bez terapijskog odgovora
1.65
1.6
1.55 17
Pocetak Kraj

Razdoblje istrazivanja

« srednja vrijednost | - SEM

Grafikon 25. Promjena razine NAA u ACC s obzirom na terapijski odgovor i vrijeme

istrazivanja

Takve, zamjetne razlike izmedu skupine s povoljnim terapijskim odgovorom i skupine bez
terapijskog odgovora jasnije su vidljive iz prikaza analize razlika u NAA u AC izmedu

skupina (Grafikon 26.).



Promjena u razini NAA u prednjem cingularnom reznju

0.15 B Pozitivan terapijski odgovar

B Eez terapijskog odgovora

0.05

Promjena izmedu pofetka i kraja istraZivanja

S

Grafikon 26. Razlika u razini NAA izmedu pocetka i kraja istrazivanja

Wilcoxonov test sume rangova upucuje da na pocetku istraZivanja nije bilo znacajne razlike u

razinama NAA u ACC izmedu muskaraca i zena (U = 352, p =.908), a razlike nije bilo niti

na kraju istrazivanja. Ako se prati promjena u razinama NAA u ACC izmedu pocetka i 8.

tjedna istrazivanja takoder nije bilo znacajne razlike po spolu (U =293, p =.706.)

Sveukupno, razine NAA u ACC i promjene razina bile su usporedive izmedu muskaraca i

Zena u oba vremenska razdoblja (Tablica 29. ).

Tablica 29. a)Razina NAA u ACC na pocetku istraZivanja s obzirom na
spol
Spol
Muskarci Zene p-value
ACC_NAA_Bas 0.908
N 23 36
M (SD) 1.58 (0.20) 1.56 (0.23)
Medijan (IQR) 1.52 (1.44,1.70) 1.59 (1.40, 1.72)
Raspon 1.32,2.00 1.05,1.94

! Wilcoxonov test sume rangova
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b) Razina NAA na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
ACC_NAA_W8 0.896
N 23 36
M (SD) 1.60 (0.22) 1.62 (0.22)
Medijan (IQR) 1.56 (1.45, 1.77) 1.60 (1.48, 1.75)
Raspon 1.10, 2.02 1.18,2.29

! Wilcoxonov test sume rangova

¢) Promjena u razini NAA izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom

na spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
ACC_NAA Ch 0.706

N 23 36

M (SD) 0.02 (0.31) 0.06 (0.27)

Medijan (IQR) 0.04 (-0.14,0.32)  0.06 (-0.14, 0.20)

Raspon -0.59, 0.56 -0.38, 0.62

! Wilcoxonov test sume rangova

U razini kompozitnog Glx metabolita takoder nije bilo vece razlike (p=0.336) izmedu

pocetka i kraja istrazivanja (Tablica 30. ).



Tablica 30. GIx u ACC s obzirom na vrijeme istraZivanja

Razdoblje istrazivanja
Potetak’ Kraj' p-value?

ACC GIx  0.175(0.158,0.188)  0.176(0.158,0.192)  0.336

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

U GIx kompleksu u ACC razlike izmedu skupina s pozitivnim i negativnim terapijskim
odgovorom postojale su i u pocetku istrazivanja i ostale priblizno jednake sve do kraja

istrazivanja (Grafikon 27.).

GIx kompleks u anteriornom cingulumu

—e— Pozitivan terapijski odgovor
0.185 —e— Bez terapijskog odgovora
b
0.18 P’,,_’/’/’—”‘
0.175
017  _
///v
0.165 41
0.16
Pocetak Kraj

Razdoblje istraZivanja
- srednjavrijednost | - SEM

Grafikon 27. Promjena u razini GIx kompleksa u ACC s obzirom na terapijski odgovor i

vrijeme istraZivanja

Na pocetku istrazivanja nije bilo znacajne razlike u razinama glutamata/glutamina/GABA
(GIx) u ACC izmedu muskaraca ( U = 329, p =.553), a niti je razlika zapazena na kraju
istrazivanja (U = 275, p = .219). Razlike u razinama GIx u ACC izmedu pocetka i 8. tjedna

istrazivanja s obzirom na spol takoder nisu uoc¢ene (U = 369, p = .605) (Tablica 31.).



Tablica 31.

a) Razina GIx u ACC na pocetku istraZivanja s obzirom

na spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
ACC_GlIx_Bas 0.553
N 23 36
M (SD) 0.17 (0.02) 0.17 (0.03)
Medijan (IQR) 0.18 (0.16, 0.19) 0.18 (0.15, 0.18)
Raspon 0.13,0.20 0.11, 0.25
! Wilcoxonov test sume rangova
b) Razina GIx na Kraju istraZivanja s obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value'
ACC_GIx_W8 0.219
N 23 36
M (SD) 0.18 (0.03) 0.17 (0.02)
Medijan (IQR) 0.19 (0.16, 0.20) 0.17 (0.16, 0.19)
Raspon 0.12,0.22 0.12,0.23

! Wilcoxonov test sume rangova
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¢) Promjena u razini Glx izmedu pocetka i kraja istrazivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!

ACC_GIx_Ch 0.605

N 23 36

M (SD) 0.01 (0.03) 0.00 (0.03)
Medijan (IQR) 0.01 (-0.01, 0.03) 0.088—%02,

Raspon -0.07, 0.05 -0.07, 0.08

! Wilcoxonov test sume rangova

Kao sto je slucaj kod do sada analiziranih neurometabolita u ACC, niti MI ne pokazuje imalo

veéu promjenu tijekom istraZivanja (p=0.6), kao $to je prikazano u Tablica 32.

Tablica 32. MI u ACC s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj* p-value?

ACC_MI  031(0.29,0.34)  0.32(0.30,0.34)  0.600

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Razine M1 u ACC nisu se znacajno razlikovale izmedu muskaraca i Zena niti na pocetku
istrazivanja (Wilcoxon U =329, p =.542), a niti na kraju 8-tjednog lijeCenja
antidepresivima (U = 321, p = .4). Razlika u razinama MI izmedu pocetka 1 kraja istrazivanja
takoder je bila podudarna s obzirom na spol (U =293, p =.201), odnosno razine MI u ACC
bile su usporedive izmedu muskaraca i Zena, kako izmedu skupina, tako i unutar skupine

ispitanika istog spola (Tablica 33.).
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Tablica 33. a) Razina MI u AC na pocetku istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
AC_MI_Bas 0.542
N 23 36
M (SD) 0.31 (0.04) 0.32 (0.04)
Medijan (IQR) 0'3&3(2')29’ 0'35.3(2')29’
Raspon 0.23,0.38 0.23,0.38

! Wilcoxonov test sume rangova

b) Razina MI na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
ACC_MI_W8 0.400
N 23 36
M (SD) 0.32 (0.04) 0.31(0.04)

Medijan (IQR)  0.32 (0.30, 0.35) 0.32 (0.29, 0.33)

Raspon 0.26,0.41 0.20, 0.37

! Wilcoxonov test sume rangova
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c) Promjena u razini MI izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom

na spol
Spol
Muskarci Zene p-value
ACC_MI_Ch 0.201
N 23 36
M (SD) 0.01 (0.06) -0.01 (0.05)

Medijan (IQR)  0.02 (-0.03,0.06) 0.0 (-0.05, 0.03)

Raspon -0.11,0.11 -0.15, 0.09

! Wilcoxonov test sume rangova

5.7.3 Bazalni gangliji

Razina NAA ostala je bez vec¢ih promjena na kraju istrazivanja (p=0.643) u usporedbi s

pocetnom vrijednoscu (Tablica 34. ).

Tablica 34. NAA u BG s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istraZivanja
Potetak’ Kraj* p-value?
BG_NAA  124(1.08,152)  1.28(1.07,1.49)  0.643
! Medijan (IQR)

2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Na pocetku istrazivanja (Tablica 35. ) nije uocena znacajnija razlika u razini NAA u BG

izmedu muskaraca i zena (U = 371, p = .982), a razlike izmedu spolova nije bilo niti u

zavrsnom mjerenju (U = 325, p = .426). Razlika razine NAA izmedu dva mjerenja podudarna

je kod oba spola (U =293, p =.717).
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Tablica 35. a) Razina NAA u BG na pocetku istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value
BG_NAA_Bas 0.982

N 23 36

M (SD) 1.29 (0.33) 1.29 (0.28)

Medijan (IQR) 1.24 (1.08, 1.50) 1.28 (1.10, 1.52)

Raspon 0.80, 1.93 0.80, 1.87

! Wilcoxonov test sume rangova

b) Razina NAA na kraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
BG_NAA_W8 0.426
N 23 36
M (SD) 1.25 (0.25) 1.32 (0.31)
Medijan (IQR) 1.20 (1.07, 1.48) 1.31 (1.12, 1.48)
Raspon 0.83,1.72 0.64, 2.04

! Wilcoxonov test sume rangova
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C) Promjena u razini NAA u BG izmedu pocetka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
BG__NAA_Ch 0.717
N 23 36
M (SD) -0.04 (0.37) 0.03 (0.47)
Medijan (IQR) 0.00 (-0.18, 0.27) 0.07 (-0.21, 0.24)
Raspon -0.72, 0.54 -1.23,1.03

! Wilcoxonov test sume rangova

Cho u BG ostaje priblizno iste razine (Wilcoxonov test ekvivalentnih parova, V = 1486, p =

.997) na kraju istraZivanja, kao $to je bio i na pocetku (Tablica 36. ).

Tablica 36. CHO u BG s obzirom na vrijeme
istrazivanja

Razdoblje istraZivanja
Podetak’ Kraj* p-value?

BG_Cho  0.92(0.83,1.03)  0.93(0.82,1.04)  0.997

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Niti kod Zena ( V = 657, p = .825), a niti kod muskaraca razine Cho se nisu znacajno
razlikovale izmedu pocetka i kraja istrazivanja (V = 260, p = .875), a isto tako niti u

ukupnom uzorku Grafikon 28.
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Razine BG Cho na pocetku i na kraju istraZivanja
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Grafikon 28. Razine Cho u BG na pocetku i na kraju istrazivanja

Na pocetku istrazivanja razine Cho u BG bile su podudarne izmedu muskaraca i zena
(Wilcoxon U =389, p =.994), a podudarnost je ostala do kraja istrazivanja (Wilcoxon U =

389, p =.994.), interkvartilne razine, medijan i rasponi prikazani su na Grafikon 29.

Promjena razine BG Cho
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Grafikon 29. Promjena razine Cho u BG

Sljedec¢i primjer je naveden kao dodatno uporiste za koriStenje neparametrijskih metoda ili

metoda koje ne podrazumijevaju neophodnost standardne normalne distribucije kod pojedinih

varijabli, naro€ito metabolita u pojedinim ROI, premda se radi o uzorku umjerene do vece
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veli¢ine u ovoj vrsti istrazivanja. Temeljem srednjih vrijednosti, uz standardne pogreske
aritmeticke sredine vizualni dojam odaje prisutnost vecih razlika u Cho u BG izmedu
ispitanika s pozitivnim terapijskim odgovorom i ispitanika bez terapijskog odgovora.
Medutim, kod 26 ispitanika s pozitivnim terapijskim odgovorom medijan Cho na pocetku
istrazivanja iznosio je 0.91 (IQR: 0.83 - 1.02), a na kraju 0.93 (IQR: 0.81 - 1.05), a promjena
Cho u BG do kraja istrazivanja bila je 0.03 (IQR: -0.09 - 0.12), pa je i iz samih vrijednosti
ve¢ o€ito da nema nikakve veée promjene Cho u BG kod ispitanika s pozitivnim terapijskim
odgovorom tijekom istrazivanja (Wilcoxon V =299, p = 0.768). Sli¢no je i kod 33 ispitanika
bez terapijskog odgovora: na po¢etku medijan je iznosio 0.93 (IQR: 0.84 - 1.04), identi¢no
kao i na kraju istraZivanja 0.93 (IQR: 0.84 - 1.04), a promjena izmedu pocetka i kraja
istrazivanja bila je 0.00 (IQR: -0.10 - 0.11), uz isto tako ocito nepostojanje bilo kakvih
promjena (Wilcoxon V =434, p = 0.983), a nema niti bilo kakvih promjena u razlikama Cho
u BG izmedu skupina s pozitivnim i negativnim terapijskim odgovorom (Wilcoxon U = 375,
p = 0.825). Razlika nema niti izmedu dviju skupina na pocetku istrazivanja (U =407, p =

0.616), a niti na kraju istrazivanja (U = 399, p = 0.528) (Grafikon 30, Grafikon 31).

Cho u bazalnim ganglijima Promjena u razini Cho u bazalnim ganglijima

—e— Pozitivan terapijski odgovor W Pozitivan terapijski odgovor
—s— Bez terapijskog odgovora 0.1 B Bez terapijskog odgovora

-0.1

Razdoblje istraZivanja

a) b)

Grafikon 30. Promjena razine Cho u BG s Grafikon 31. Promjena razine Cho u BG s
obzirom na terapijski odgovor i vrijeme obzirom na terapijski odgovor i vrijeme
istrazivanja istrazivanja

Nisu zapazene znacajnije razlike u razini Cho u BG izmedu muskaraca i zena (Tablica 37.)
na pocetku istrazivanja (Wilcoxon U =413, p = .994), a nije bilo razlika niti na kraju
istrazivanja (U =413, p = .994).

Izmedu pocetka 1 kraja istraZivanja nije bilo zna€ajne promjene u razini Cho u BG s obzirom

na spol (U = 389, p =.706).
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Tablica 37.

a) Razina Cho u BG na pocetku istrazivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
BG_Cho_Bas 0.994
N 23 36
M (SD) 0.93 (0.17) 0.93(0.12)
Medijan (IQR) 0.91 (0.82, 1.07) 0.92 (0.84, 1.00)
Raspon 0.63,1.28 0.72,1.17
! Wilcoxonov test sume rangova
b) Razina Cho na kraju istraZivanja s obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value'
BG_Cho_W8 0.994
N 23 36
M (SD) 0.93 (0.15) 0.93 (0.15)

Medijan (IQR)

Raspon

0.96 (0.83, 0.98) 0.92 (0.82, 1.06)

0.68, 1.27 0.59, 1.22

! Wilcoxonov test sume rangova
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c) Promjena u razini Cho izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
BG_Cho_Ch 0.706

N 23 36

M (SD) 0.00 (0.23) 0.00 (0.18)

Medijan (IQR) -0.04 (-0.14, 0.11) 0.03 (-0.10, 0.10)

Raspon -0.41, 0.58 -0.41, 0.30

! Wilcoxonov test sume rangova

Vece promjene Cho u BG izmedu pocetka i 8. tjedna istrazivanja nije bilo niti kod muSkaraca

(W = 130.0, p = .823), a niti kod Zena (W = 319.0, p = .826).

Razina GIx kompleksa u ukupnom uzorku nije se zna¢ajnije promijenila izmedu pocetka i

kraja istrazivanja (Tablica 38. ).

Tablica 38. GlIx u BG s obzirom na vrijeme
istraZivanja

Razdoblje istrazivanja
Podetak’ Kraj* p-value?

BG GIx  0.20(0.17,0.24)  0.20(0.18,0.23)  0.979

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Nije bilo razlike u razini Glx u BG izmedu muskaraca i Zena na pocetku istrazivanja (U = -
0.031, p =.982), a niti na kraju istrazivanja (U = 1.306, p = .196). Takoder nije bilo
promjena u razlikama razine Glx u BG izmedu dvije tocke istrazivanja s obzirom na spol (W
=115.0, p =.283) (Tablica 39.).
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Tablica 39. a) Razina GIx u BG na po¢etku istrazivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
BG_GIx_Bas 0.982

N 23 36

M (SD) 0.21 (0.06) 0.21 (0.05)

Medijan (IQR) 0.20 (0.17, 0.24) 0.21 (0.17, 0.24)

Raspon 0.12,0.33 0.13,0.33

! Wilcoxonov test sume rangova

b) Razina GIx na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value’
BG_GIx_Ws8 0.196
N 23 36
M (SD) 0.22 (0.05) 0.21 (0.05)
Medijan (IQR) 0.22 (0.19, 0.23) 0.20 (0.17, 0.23)
Raspon 0.14,0.36 0.11,0.35

! Wilcoxonov test sume rangova



c) Promjena u razini Glx izmedu pocetka i kraja istrazivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value
BG_GIx_Ch 0.283

N 23 36

M (SD) 0.01 (0.06) 0.00 (0.07)

Medijan (IQR) 0.02 (-0.04, 0.05) 0.00 (-0.05, 0.03)

Raspon -0.10, 0.10 -0.14, 0.22

! Wilcoxonov test sume rangova

Razina MI takoder se nije znacajnije promijenila u ukupnom uzorku za vrijeme istraZivanja

(Tablica 40.).

Tablica 40. MI u BG s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istrazivanja

Pocetak® Kraj' p-value’

BG_MI  0.27(0.24,031)  0.29(0.23,0.32)  0.913

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Nije bilo znacajnije razlike u razini MI u BG izmedu muskaraca 1 Zena na pocetku

istrazivanja (U = 1.647, p = .101), a niti na kraju (U =-1.321, p =.191).

Statistic¢ki znacajne promjene opazene su izmedu dva vremena u razlici promjena MI u BG s
obzirom na spol (W = 256.0, p = .040). Medijan razlike bio je -0.03 (IQR =-0.05, 0.03) kod
muskaraca i 0.02 (IQR =-0.03, 0.08) kod Zena zene, s rasponima od -0.18 do 0.15 kod
muskaraca i 0d -0.14 do 0.14 kod Zena (Tablica 41.).
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Tablica 41. a) Razina MI u BG na pocetku istrazivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci
BG_MI_Bas
N 23
M (SD) 0.29 (0.05)
Medijan (IQR) 0.28 (0.26, 0.32)
Raspon 0.18, 0.40

! Wilcoxonov test sume rangova

Zene p-value
0.101
36
0.27 (0.06)

0.27 (0.23, 0.30)

0.13,0.38

b) Razina MI na kraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci
BG_MI_WS8
N 23
M (SD) 0.26 (0.07)
Medijan (IQR) 0.25 (0.22, 0.32)
Raspon 0.16, 0.40

! Wilcoxonov test sume rangova

Zene p-value!
0.191
36
0.28 (0.05)

0.29 (0.27, 0.31)

0.17,0.36
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c) Promjena u razini MI izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
BG_MI_Ch 0.040
N 23 36
M (SD) -0.03 (0.08) 0.02 (0.08)
Medijan (IQR) -0.03 (-0.05, 0.03) 0.02 (-0.03, 0.08)
Raspon -0.18, 0.15 -0.14,0.14

! Wilcoxonov test sume rangova

5.7.4. Hipokampus

U ukupnom uzorku (Tablica 42. ) nije bilo znacajne razlike u razini NAA u HIPPO izmedu
pocetka 1 kraja istraZzivanja (Wilcoxon V =314, p = .102), a razlika u promjenama NAA u
HIPPO nije opaZena niti izmedu skupine kod koje je postignut terapijski odgovor u usporedbi

sa skupinom kod koje nije bilo odgovarajuéeg terapijskog odgovora.

Tablica 42. NAA u HIPPO s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istraZivanja

Podetak’ Kraj' p-value?

1.06 1.11
HIPPO_NAA (0.88,1.23)  (096,1.30) 102

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Nisu uocene znacajnije razlike u razinama NAA u hipokampusu izmedu skupina s pozitivnim
I negativnim terapijskim odgovorom (Grafikon 32.) niti na poc¢etku (Mann-Whitney U = 355,
p = .958), a niti na kraju istrazivanja (Mann-Whitney U = 323, p = .262). Razlika unutar
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skupina takoder nije bilo, a kod skupine s pozitivnim terapijskim odgovorom razlike su vece
(Wilcoxon V =247, p = .057), nego kod skupine s negativnim terapijskim odgovorom
(Wilcoxon V = 271, p = .404).

Promjena u razini NAA u hipokampusu NAA u lijevom hipokampusu

B Pozitivan terapijski odgovor —e— Pozitivan terapijski odgovor
M 8ez terapijskog odgovora i —e— Bez terapijskog odgovora

Promjena izmedu potetka i kraja istraZivanja PoZetak Kraj

Razdoblje istraZivanja
e

Grafikon 32. Promjena u razini NAA u HIPPO kod ispitanika s pozitivnim terapijskim
odgovorom i kod ispitanika bez terapijskog odgovora.

Na pocetku istrazivanja (Tablica 43. ) nije bilo statisticki znacajne razlike u razinama NAA u
hipokampusu izmedu muskaraca (n=23, Medijan = 1.00, IQR =0.92 - 1.14) i zena (n=36,
Medijan = 1.10, IQR = 0.80 - 1.24) (Mann-Whitney U = 325, p = .957).

Tablica 43. Razina NAA u HIPPO na pocetku istrazivanja s
obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value!

HIPPO_NAA. 057

N 23 36

M (SD) 1.06 (0.20) 1.03 (0.25)

Medijan (IQR) 1.00 (0.92, 1.14) 1.10(0.80, 1.24)

Raspon 0.76, 1.53 0.59, 1.43

! Wilcoxonov test sume rangova
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U razini NAA u HIPPO nije bilo razlike po spolu niti na kraju istrazivanja (p= 0.191), a i
rasponi razina NAA u HIPPO bili su podudarni izmedu muskaraca i zena (Tablica 44. ).

Tablica 44. Razina NAA u HIPPO na Kraju istraZivanja s obzirom
na spol
Spol
Muskarci Zene p-value
HIPPO_NAA W8 0.191

N 23 36
M (SD) 0.26 (0.07) 0.28 (0.05)
Medijan (IQR) 0.25(0.22, 0.32) 0.29 (0.27, 0.31)
Raspon 0.16, 0.40 0.17,0.36

! Wilcoxonov test sume rangova

Nisu se pokazale vece razlike izmedu muskaraca i zena (Tablica 45. ) u razlikama razina
NAA u HIPPO izmedu pocetka i 8. tjedna istrazivanja (Mann-Whitney U = 293, p = .342).
Razlika po spolu nije bilo niti kada se usporede vrijednosti NAA u HIPPO po spolu u pocetku
istrazivanja (Mann-Whitney U = 325, p = .957), a niti na kraju istrazivanja (Mann-Whitney U
=324, p =.262).
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Tablica 45. a) Promjena razlika u razini NAA u HIPPO izmedu pocetka i
kraja istrazivanja s obzirom na spol

Spol
Muskareci Zene p-value
HIPPO_NAA_Ch 0.342
N 23 36
M (SD) 0.01 (0.35) 0.10 (0.34)
Medijan (IQR) 0.02 (-0.13, 0.23) 0.13 (-0.08, 0.31)
Raspon -0.76, 0.58 -0.60, 0.73

! Wilcoxonov test sume rangova

b) NAA u HIPPO s obzirom na spol i vrijeme istraZivanja

Spol
Zene N=36" Muskarci N=23" p-value®
Baseline 1.10 (0.80, 1.24) 1.00 (0.92, 1.14) 0.957
Week 8 1.14 (1.02, 1.30) 1.04 (0.90, 1.26) 0.262

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test sume rangova

U ukupnom se uzorku nije promijenio Cho u HIPPO izmedu pocetka i kraja istrazivanja
(Tablica 46. ).

Tablica 46. CHO u HIPPO s obzirom na vrijeme istrazivanja

Razdoblje istrazivanja
Pocetak’ Kraj' p-value®

HIPPO_Cho 1.10 (1.02, 1.16) 1.12 (1.05, 1.20) 0.212

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke



Nije bilo znacajnih razlika u razinama Cho u HIPPO izmedu skupina s pozitivnim (medijan
=1.11, IQR = 1.06 - 1.16) i negativnim (medijan=1.10, IQR = 1.02 - 1.16) terapijskim
odgovorom niti na pocetku (U = 371, p =.563), a niti na kraju istrazivanja kada je kod
skupine s pozitivnim terapijskom odgovorom medijan bio 1.09 (IQR = 1.04 - 1.20), a kod
skupine bez terapijskog odgovora medijan je iznosio 1.12 (IQR = 1.05 - 1.20), Mann-
Whitney U na kraju istrazivanja = 325, p = .283). Unutar skupina nije bilo znacajnih
promjena od pocetka do kraja istrazivanja, niti kod ispitanika s pozitivnim (Wilcoxon V =
210, p =.212), niti kod onih s negativnim terapijskim odgovorom (Wilcoxon V = 314, p =
404).

Ponovno se pokazalo da distribucije metabolita ne slijede pravilnosti normalne distribucije,

pa usporedba srednjih vrijednosti odaje potpuno drugaciji dojam (Grafikon 33).

Chou lijevom hipokampusu Promjena u razini Cho u hipokampusu

—e— Pozitivan terapijski odgovor W Pozitivan terapijski odgover
—e— Bez terapijskog odgovera |

Grafikon 33. Promjena razine Cho u hipokampusu s obzirom na terapijski odgovor i

vrijeme istraZivanja

Nije bilo znac¢ajnih razlika u razinama Cho u hipokampusu izmedu skupina na pocetku (U =
371, p = .563), niti na kraju istrazivanja (U = 325, p = .283). Razlika Cho u HIPPO nije bilo
niti u skupini s pozitivnim (V = 210, p =.212), niti negativnim terapijskim odgovorom (V =
314, p = .404), a niti kada se usporeduju razlike u razinama Cho u HIPPO po spolu (p=.616)
(Tablica 47.).
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Tablica 47.

a) Razina Cho u HIPPO na po¢etku istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value
HIPPO_Cho_Bas 0.563
N 23 36
M (SD) 1.10 (0.11) 1.10 (0.10)
Medijan (IQR) 1.08 (1.00, 1.16) 1.11 (1.06, 1.16)
Raspon 0.95, 1.33 0.78, 1.32
! Wilcoxonov test sume rangova
b) Razina Cho na kraju istraZivanja s obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value'
HIPPO_Cho_WS8 0.283
N 23 36
M (SD) 1.14 (0.10) 1.11 (0.12)
Medijan (IQR) 1.14 (1.09, 1.18) 1.09 (1.04, 1.20)
Raspon 0.90,1.34 0.94, 1.38

! Wilcoxonov test sume rangova
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) Promjena u razini Cho izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
HIPPO_Cho_Ch 0.616

N 23 36

M (SD) 0.04 (0.14) 0.02 (0.16)

Medijan (IQR) 0.05 (-0.08, 0.16) 0.06 (-0.13, 0.14)

Raspon -0.24, 0.27 -0.28, 0.30

! Wilcoxonov test sume rangova

Razlika u GIx kompleksu u HIPPO (Tablica 48. ) nije bilo u ukupnom uzorku izmedu dva

vremena mjerenja (p=.404).

Tablica 48. GIx u HIPPO s obzirom na vrijeme
istrazivanja
Razdoblje istrazivanja

Pocetak’ Kraj* p-value?

HIPPO GIx  0.16(0.13,0.18)  0.17(0.15,0.19)  0.404

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Kretanje razina GIx kompleksa bilo je skoro potpuno podudarno kod skupina s obzirom na
postignuti terapijski odgovor (Grafikon 34.). Kod skupine kod koje je postignut terapijski
odgovor na pocetku istrazivanja: medijan = 0.16, IQR = 0.13 - 0.18; na kraju istrazivanja: M=
0.17, IQR = 0.15 - 0.19; Wilcoxon V = 210, p = 0.070). Kod skupine kod koje nije postignut
terapijski odgovor: na pocetku istrazivanja M= 0.16, IQR = 0.14 - 0.18, na kraju istrazivanja
M =0.17, IQR = 0.14 - 0.19), takoder bez razlika (Wilcoxon V =271, p = 0.512). Izmedu
skupina s obzirom na terapijski odgovor, nije bilo razlika niti u pocetku (Mann-Whitney U =
369, p = 0.859), niti na kraju istrazivanja (Mann-Whitney U = 324, p = 0.512).
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Glx kompleks u lijevom hipokampusu

0.175

—e— Pozitivan terapijski odgovor
—e— Bez terapijskog odgovora
0.17
0.165 /
0.16 I
0.155
Pocetak Kraj

Razdoblje istraZivanja
« srednjavrijednost | - SEM

Grafikon 34. Promjena u razini GIx kompleksa u hipokampusu s obzirom na terapijski

odgovor i vrijeme istrazivanja

Razlika po spolu (Tablica 49. ) nije bilo niti na poéetku (U =371, p = 0.859), niti na kraju
istrazivanja (U =293, p = 0.512).

Tablica 49. a) Razina GIx u HIPPO na pocetku istraZivanja s obzirom na
spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
HIPPO_GIx_Bas 0.859

N 23 36
M (SD) 0.16 (0.04) 0.16 (0.03)
Medijan (IQR) 0.16 (0.13, 0.18) 0.16 (0.14, 0.18)
Raspon 0.09, 0.24 0.10, 0.21

! Wilcoxonov test sume rangova



b) Razina GIx na kraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
HIPPO_GIx_WS8 0.512
N 23 36
M (SD) 0.17 (0.03) 0.17 (0.04)
Medijan (IQR) 0.16 (0.15, 0.18) 0.17 (0.14, 0.19)
Raspon 0.12,0.23 0.09,0.24

! Wilcoxonov test sume rangova

c) Promjena u razini GlIx izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
HIPPO_GlIx_Ch 0.835

N 23 36

M (SD) 0.00 (0.05) 0.01 (0.05)

Medijan (IQR) 0.00 (-0.02, 0.04) 0.00 (-0.02, 0.04)

Raspon -0.09, 0.10 -0.09, 0.11

! Wilcoxonov test sume rangova

Kao i kod vecine metabolita, nije zapazena razlika niti u MI u HIPPO (Tablica 50. ) s

obzirom na vrijeme istrazivanja (p=.637).
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Tablica 50. MI u HIPPO s obzirom na vrijeme
istraZivanja

Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj' p-value®
0.30 (0.27, 0.31(0.27,
HIPPO_MI 0.37) 0.36) 0.637

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Razine M1 u hipokampusu (Tablica 51. ) bile su zna¢ajno vise kod Zena u usporedbi s
muskarcima na pocetku istrazivanja (U =297, p = .025), aline i u 8. tjednu (U =324, p =
.595). Razlike u razinama MI u HIPPO izmedu pocetka i 8. tjedna nisu bile znacajne s

obzirom na spol (U = 317, p = .180).

Tablica 51. a) Razina MI u HIPPO na pocetku istraZivanja s
obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value!

HIPPO_MI_Bas 0.025

N 23 36

M (SD) 0.29 (0.06) 0.33 (0.07)

Medijan (IQR) 0.29 (0.25, 0.32) 0.32 (0.28, 0.37)

Raspon 0.14,0.39 0.17,0.46

! Wilcoxonov test sume rangova
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b) Razina MI na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
HIPPO_MI_W8 0.595
N 23 36
M (SD) 0.32 (0.08) 0.32 (0.07)
Medijan (IQR) 0.30 (0.27, 0.37) 0.32 (0.27, 0.36)
Raspon 0.15,0.51 0.19, 0.47

! Wilcoxonov test sume rangova

c) Promjena u razini Ml u HIPPO izmedu pocetka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
HIPPO_MI_Ch 0.180
N 23 36
M (SD) 0.03 (0.12) -0.01 (0.09)
Medijan (IQR) 0.03 (-0.04, 0.10) 0.00 (-0.07, 0.05)
Raspon -0.24, 0.26 -0.26, 0.18

! Wilcoxonov test sume rangova

5.7.5. Amigdala

Razlika u NAA u AMYG nije bilo u ukupnom uzorku (Tablica 52.).
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Tablica 52. NAA u AMYG s obzirom na vrijeme
istraZivanja
Razdoblje istrazivanja

Pocetak’ Kraj' p-value®

AMYG_NAA  0095(0.79,1.12)  1.00(0.89,1.13)  0.367

! Medijan (IQR)
% Wilcoxonov test za zavisne uzorke

NAA u lijevoj amigdali

—e— Pozitivan terapijski odgovor
1.05 —e— Bez terapijskog odgovora

=

0.95

Pocetak Kraj

Razdoblje istraZivanja
« srednja vrijednost | - SEM

Grafikon 35. Promjena razine NAA u amigdali s obzirom na terapijski odgovor i vrijeme

istraZivanja

Nije bilo znac¢ajnih razlika u razinama NAA u amigdali (AMYG_NAA) izmedu skupina s
pozitivnim i negativnim terapijskim odgovorom niti na pocetku (U = 329, p = .553) niti na
kraju istrazivanja (U = 391, p = .391) (Grafikon 35). Unutar niti jedne od skupina s obzirom
na terapijski odgovor nisu zapazene razlike tijekom istrazivanja (niti kod onih s pozitivnim
(V =210, p =.764), niti kod onih s negativnim terapijskim odgovorom (V = 323, p = .235).
Usporedba izmedu skupina takoder nije pokazala znacajne razlike u promjenama NAA u

AMYG izmedu pocetka i 8. tjedna (U = 334, p =.735).
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S obzirom na spol (Tablica 53. , nisu zapazene znacajne razlike u po¢etnim razinama NAA u

Amyg izmedu muskaraca (n=23) i zena (n=36) niti na pocetku istrazivanja (U =329, p =

.553), niti na kraju istrazivanja (p=.391) (Tablica 53.)

Tablica 53. a) Razina NAA u AMYG na pocetku istraZivanja s obzirom na
spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
AMYG_NAA_Bas 0.553
N 23 36
M (SD) 0.95 (0.21) 0.98 (0.25)
Medijan (IQR) 0.89 (0.78, 1.13) 0.96 (0.82, 1.09)
Raspon 0.65, 1.38 0.46, 1.63

! Wilcoxonov test sume rangova

b) Razina u NAA u AMYG na kraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
AMYG_NAA_W8 0.391
N 23 36
M (SD) 0.96 (0.29) 1.03 (0.17)
Medijan (IQR) 0.94 (0.85, 1.11) 1.01 (0.92, 1.13)
Raspon 0.24,1.49 0.70, 141

! Wilcoxonov test sume rangova
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c) Promjena u razini NAA u AMYG izmedu pocetka i kraja istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
AMYG_NAA Ch 0.764
N 23 36
M (SD) 0.01 (0.39) 0.05 (0.28)
Medijan (IQR) 0.05 (-0.25, 0.33) 0.04 (-0.10, 0.25)
Raspon -0.89, 0.63 -0.62, 0.57

! Wilcoxonov test sume rangova

O razinama Cho u AMYG detalji su opisani ve¢ u ranijem dijelu ovog poglavlja.

Promjene razina Cho u ukupnom uzorku ispitanika (Tablica 54. ) nesto su vec¢e nego u
slucaju ostalih metabolita, no ne moze se zakljuciti o postojanju znacajne razlike (Wilcoxon
V =314, p = .053).

Tablica 54. CHO u AMYG s obzirom na vrijeme
istraZivanja
Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj* p-value?

AMYG Cho  1.15(0.98,1.22)  1.13(1.01,1.31)  0.053

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

Isto tako, vecih razlika nije bilo izmedu skupina s obzirom na terapijski odgovor (Grafikon
36.). Nisu se pokazale znacajne razlike u razinama Cho u Amyg izmedu skupina s
pozitivnim i negativnim terapijskim odgovorom niti na pocetku (U = 329, p =.070), niti na
kraju istrazivanja (U = 334, p = .180). Takoder, unutar svake skupine nije bilo znacajnih
promjena od pocetka do kraja istrazivanja, niti kod onih s pozitivnim (V = 246, p = .083), niti

kod onih s negativnim terapijskim odgovorom (V = 314, p = .438).
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Chou lijevoj amigdali Promjena u razini Cho u amigdali

—&— Pozitivan terapijski adgovor

M Pozitivan terapijski odgovor
—— Bez terapijskog odgovora W Bezu

erapljskog odgovora
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Grafikon 36. Usporedba razlika razina Cho s obzirom na terapijski odgovor.

Razine Cho u Amyg nisu se znacajnije razlikovale izmedu muskaraca i zena (Tablica 55.) na
pocetku istrazivanja (Mann-Whitney U=329, p=.070), a niti na kraju istrazivanja (U=334,
p=.180). Promjene u razini Cho u Amyg izmedu pocetka i 8. tjedna takoder su bile

usporedive izmedu muskaraca i Zena (U=334, p=.945).

Tablica 55. a) Razina Cho u AMYG na pocetku istraZivanja s
obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value!

AMYG_Cho_Bas 0.070

N 23 36

M (SD) 1.17 (0.17) 1.09 (0.17)

Medijan (IQR) 1.18 (1.08, 1.25) 1.13 (0.96, 1.19)

Raspon 0.81,1.53 0.70, 1.44

! Wilcoxonov test sume rangova
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b) Razina Cho na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value!
AMYG_Cho_WS8 0.180
N 23 36
M (SD) 1.21 (0.19) 1.15 (0.16)
Medijan (IQR) 1.28 (1.04, 1.36) 1.10 (1.01, 1.27)
Raspon 0.92,1.55 0.91,151

! Wilcoxonov test sume rangova

c) Promjena u razini Cho izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value'
AMYG_Cho_Ch 0.945

N 23 36

M (SD) 0.04 (0.24) 0.06 (0.21)

Medijan (IQR) 0.08 (-0.14, 0.25) 0.06 (-0.09, 0.16)

Raspon -0.51, 0.41 -0.44, 0.54

! Wilcoxonov test sume rangova

Analiza razina GIx u Amyg nije pokazala vece razlike izmedu skupina s pozitivnim i

negativnim terapijskim odgovorom niti na pocetku (U = 329, p = .835), a niti na kraju

istrazivanja (U = 324, p = .072). Promjene nije bilo niti u skupini s pozitivnim (V =221, p =

.115), niti s negativnim terapijskim odgovorom (V = 323, p = .396) (Grafikon 37).
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Grafikon 37. Promjena razine Glx kompleksa u amigdali s obzirom na terapijski odgovor i

vrijeme istrazivanja

U pocetnim razinama GIX u Amyg nije bilo vece razlike izmedu muskaraca i zena (Mann-
Whitney U = 329, p = .835), a nije uo€ena razlika niti na kraju istraZivanja (U=324,p=
.072). Promjene u razini Glx u Amyg izmedu pocetka i kraja istrazivanja sli¢ne su kod

muskaraca i zena (U = 334, p=.115) (Tablica 56. ).

Tablica 56. a) Razina Glx u AMYG na pocetku istraZzivanja s
obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value'

AMYG_GIx_Bas 0.835

N 23 36

M (SD) 0.24 (0.05) 0.24 (0.07)

Medijan (IQR) 0.23 (0.21, 0.28) 0.24 (0.19, 0.28)

Raspon 0.16, 0.32 0.12,0.39

! Wilcoxonov test sume rangova
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b) Razina GIx na Kkraju istraZivanja s obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
AMYG_GIx_W8 0.072
N 23 36
M (SD) 0.27 (0.06) 0.24 (0.05)
Medijan (IQR) 0.26 (0.23, 0.28) 0.24 (0.21, 0.28)
Raspon 0.19, 0.44 0.15, 0.38

! Wilcoxonov test sume rangova

) Promjena u razini Glx izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
AMYG_GIx_Ch 0.115

N 23 36

M (SD) 0.03 (0.07) 0.00 (0.07)

Medijan (IQR) 0.04 (-0.02, 0.10) 0.02 (-0.04, 0.04)

Raspon -0.09, 0.14 -0.13,0.13

! Wilcoxonov test sume rangova

Znacajne promjene u razini MI u Amyg izmedu pocetka istrazivanja i 8. tjedna (V=314,p =
.664) nije bilo (Tablica 57.), a nije bilo niti vece razlike izmedu skupina s obzirom na

postignuti terapijski odgovor tijekom istrazivanja (Grafikon 38).
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Tablica 57. MI u AMYG s obzirom na vrijeme

istrazivanja

Razdoblje istrazivanja

Potetak’ Kraj*

p-value?

AMYG_MI  0.35(0.31,0.38)  0.35(0.31,0.40)  0.664

! Medijan (IQR)
2 Wilcoxonov test za zavisne uzorke

0.36

0.34

Ml u lijevoj amigdali

/

Razdoblje istrazivanja
+ srednja vrijednost | - SEM

]

Pocetak Kraj

—e— Pozitivan terapijski odgovor
—e— Bez terapijskog odgovora

Grafikon 38. Promjena razine M1 u Amyg s obzirom na terapijski odgovor i vrijeme

istrazivanja

Pocetne razine MI u Amyg nisu se razlikovale s obzirom na spol (Mann-Whitney U = 329, p

=.799). Razlike s obzirom na spol nije bilo niti na kraju istrazivanja (U = 334, p = .089).

Promjena u razinama MI u Amyg tijekom istrazivanja takoder je bila usporediva po spolu (U

=293, p

= .237) (Tablica 58. ).
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Tablica 58.

a) Razina MI u AMYG na pocetku istraZivanja s
obzirom na spol

Spol
Muskarci Zene p-value
AMYG_MI_Bas 0.799
N 23 36
M (SD) 0.35(0.07) 0.35 (0.06)
Medijan (IQR) 0.35(0.31, 0.39) 0.35 (0.32, 0.38)
Raspon 0.23,0.52 0.21, 0.45
! Wilcoxonov test sume rangova
b) Razina MI na kraju istraZivanja s obzirom na spol
Spol
Muskarci Zene p-value
AMYG_MI_W8 0.089
N 23 36
M (SD) 0.38 (0.07) 0.34 (0.05)
Medijan (IQR) 0.37 (0.32, 0.42) 0.34 (0.3, 0.37)
Raspon 0.27,0.53 0.26, 0.47

! Wilcoxonov test sume rangova

100



c) Promjena u razini MI izmedu pocetka i kraja istraZivanja s obzirom na

spol
Spol
Muskarci Zene p-value!
AMYG_MI_Ch 0.237

N 23 36

M (SD) 0.02 (0.11) 0.00 (0.07)

Medijan (IQR) 0.02 (-0.04, 0.09) 0.00 (-0.06, 0.03)

Raspon -0.25, 0.23 -0.13, 0.15

! Wilcoxonov test sume rangova

5.8 Razlike u distribucijama razina neurometabolita

Grafikon 39. prikazuje distribuciju pojedinog neurometabolita u svakom od vremena
istrazivanja s obzirom na ukupni zbroj na MADRS ljestvici. Distribucije su prikazane z-
vrijednostima koje su raCunate odvojeno za pocetak 1 za kraj istrazivanja, buduci da je cilj
ovog djela okvirno prikazati razlike u razini pojedinog neurometabolita izmedu analiziranih
ROL. Odvojenim prikazom za pocetak i odvojenim za kraj istrazivanja nastojalo se izostaviti
mogudi ucinak antidepresivne terapije na pojedini metabolit. Pojasnjenja radi, ukupni uzorak
na grafikonima koji slijede je npr. 295 vrijednosti NAA, buduci da je na pocetku istrazivanja
NAA bio mjeren kod 59 ispitanika u 5 ROI. Grafikoni ilustriraju do koje mjere je razina
NAA razli¢ita izmedu ROI.

Razvidne su velike razlike u razini pojedinog neurometabolita u svakom od vremena
istrazivanja. Primjera radi, u grafikonu koji slijedi razlike u razini NAA znacajno su razlicite

izmedu NAA u DLPFC (znacajno su vece) i NAA u Amyg (znacajno su manje od razina u
DLPFC).

S druge strane, razina Glx na pocetku istrazivanja kod ve¢ine ROI ne upucuje na bilo kakvu

vecu povezanost s tezinom depresije, nesto je veca negativna povezanost u Amyg.
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Grafikon 39. Distribucija z-vrijednosti mjerenih neurometabolita u usporedbi s MADRS: a)

Cho na pocetku istrazivanja, b) Cho na kraju istrazivanja, ¢) NAA na pocetku istrazivanja, d)

102



NAA na kraju istrazivanja, ) Glx na pocetku istrazivanja, f) GIx na kraju istrazivanja, g) MI

na pocetku istrazivanja, h) MI na kraju istrazivanja.

Gotovo u pravilu, na kraju istrazivanja povezanosti su daleko vece nego na pocetku, a
narocCito odskace negativna povezanost razine Glx u ACC te neSto manja, ali takoder
negativna povezanost u DLPFC. Jos je blaza, ali ista po predznaku, poveznost razine Glx u
Amyg s MADRS na kraju istrazivanja. Suprotno, u BG i Hippo prepoznaje se samo manja, i
to pozitivna, povezanost razine Cho s tezinom klini¢ke slike. Od metabolita pracenih u
istrazivanju, najmanje relativne promjene bile su zapazene kod MI. Premda znacajnije
promjene razina MI po pojedinim ROI nisu bile uocene tijekom istrazivanja, zanimljivo je
zapaziti u pocetku istrazivanja relativno visoku pozitivnu korelaciju MI s obzirom na tezinu
depresije u DLPFC, dok na kraju istraZivanja ta povezanost ostaje velika, ali tada je

negativnog predznaka.
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Grafikon 40. Distribucija analiziranih neurometabolita na pocetku i na kraju istrazivanja (z-

vrijednosti).
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Bez obzira na opseg razlika u razini povezanosti neurometabolita s MADRS, distribucije

razina pojedinog metabolita unutar istog ROI pokazale su se znacajno stabilnijima u vremenu

(Grafikon 40.).
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6. Rasprava

Istrazivanje je pokazalo da je razina Cho korelat terapijskog odgovora, §to upucuje na

mogucnost uloge Cho u objektivizaciji terapijskog odgovora kod depresivnog poremecaja.

Analiza putem LMM upucuje na znacajnu povezanost poboljSanja simptomatike mjerene
promjenom ukupnog zbroja na MADRS s efektima Cho (1.48, p=0.036), vremena lijeCenja
(-11.53, p<0.001) i promjene Cho izraZene interakcijom Cho i vremena istrazivanja (-1.95, p

= 0.044),

Istrazivanje je pokazalo povezanost razine Cho nakon 8 tjedana lijeCenja antidepresivnom
farmakoterapijom. Daljnjim bi istraZivanjima posebno vrijedilo istraziti kada dolazi do
promjene razine Cho tijekom lijecenja, odnosno istraziti je li Cho korelat terapijskog
odgovora ili ¢ak, ako bi promjena razine Cho u nekom razdoblju lijeCenja prethodila kasnije
opazenom terapijskom odgovoru, mogu¢i prediktor terapijskog odgovora. S druge strane, ne
moze se iskljuciti da je razina Cho modifikator terapijskog odgovora. Ipak, rezultati
istrazivanja upucuju da razina Cho nema ulogu modifikatora u samom pocetku lijecenja jer bi
tada znacajna razlika u Cho bila opazena ve¢ na samom pocetku istrazivanja, a za o¢ekivati je
da bi se razlika u daljnjem tijeku lijeCenja samo jo§ viSe povecéavala. Isto tako, temeljem
provedenog istrazivanja moguce je zakljuciti o Cho kao korelatu terapijskog odgovora nakon
8 tjedana lijeCenja, no ne moze se iskljuciti moguénost da korelacija nije linearna tijekom

razdoblja lijecenja.

6.1 Ogranicenja istraZivanja
6.1.1 Reprezentativnost uzorka

Odabirom uzorka nastojalo se posti¢i da uzorak bude reprezentativan za populaciju u
rutinskoj klini¢koj praksi koja je lijeCena SIPPS, a to je velika veéina bolesnika koji su
farmakoloski lijeceni. Ipak, jedan manji dio bolesnika zapocinje i nastavlja lijeCenje

antidepresivima iz drugih skupina.

Kriteriji uklju€ivanja u istraZivanje nisu ukljucivali pokazatelje longitudinalnog tijeka, jer

dosadas$nje znanstvene ¢injenice ne daju dovoljno uporista za razdvajanje depresivne epizode
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od depresivne epizode u sklopu povratnog depresivnog poremecaja. Ako bi pokazatelji
longitudinalnog tijeka bili kriteriji uklju¢ivanja ispitanika, neminovno bi bili pogresni, buduci
da bi ukljucivali povijest bolesti ispitanika, a naravno da ne bi mogli ukljuc¢ivati naknadni
longitudinalni tijek s obzirom da nisu ustanovljeni bilo kakvi pouzdani bioloski ili drugi
pokazatelji koji bi mogli upucivati na kasniju pojavu hipomanic¢ne ili manicne epizode.
Samim nastupom takve epizode trenutni depresivni poremecaj bolesnika presao bi u
kategoriju bipolarnog poremecaja, koji se formalno vodi kao psihijatrijski poremecaj druge

vrste.

Istrazivanjem nisu bili obuhvaéeni bolesnici koji boluju od blage depresije, buduéi da je kod
blagog depresivnog poremecaja psihotepija metoda prvog izbora lijecenja. Iz etickih razloga

u istraZivanje nisu bili uklju€eni suicidalni bolesnici.

Depresivni poremecaj obuhvacéa znacajan raspon tezina klinicke slike 1 brojnost moguce
simptomatike. Premda se prema MKB-10 tezina depresivne epizode dijeli na blagu, umjerenu
1 teSku (s dodatnim karakteristikama tezine 1 longitudinalnog tijeka), ipak se ne radi o
gradiranju na imaginarnoj skali ordinalnog tipa, pa je umjerenu depresiju sa znacajnom
tezinom simptoma tesko razluciti od teske depresije. Gradiranje teZine depresivne
simptomatike u svakodnevnoj klini¢koj praksi temelji se na prepoznatim simptomima
osobitim za depresiju, njihovoj tezini, autoanamnestickim i heteroanamnestickim podacima te

se ocjenske ljestvice rutinski ne koriste, a niti sama klasifikacija po MKB-u to zahtjeva.

Pristup da u istrazivanje bude ukljucen uzorak $to podudarniji klini¢koj praksi €ini se
pogodnijim $to se ti¢e translacije rezultata istraZivanja na rutinsku praksu, no takav pristup
nije koriSten u svim istraZivanjima. Po strukturi uzorka naroc€ito odstupaju rezultati dobiveni
klinickim ispitivanjima lijekova, a koji se vrlo Cesto publiciraju, budu¢i da neizostavno
ukljucuju brojne 1 detaljne ocjenske i samoocjenske ljestvice 1 bioloSke pokazatelje. Kod
klinickih ispitivanja lijekova uzorak je naj¢esce vrlo malo podudaran svakodnevnoj praksi
budu¢i da se kod depresije cesto provodi na relativno uskom spektru umjerene i teske
depresivne simptomatike, ukljucuje brojnije kontakte s lijeCnikom, i1z istrazivanja su izuzeti
bolesnici s bilo kojim tezim tjelesnim bolestima, a od svakodnevne prakse posebno

odudararaju rigidni Kriteriji za prisutnost konkomitantne terapije.

106



6.1.2 Razlike u analitickom pristupu izmedu pojedinih istraZivanja

Osim razlika u uklju¢nim i iskljuénim kriterijima istrazivanja, narocite razlike izmedu
pojedinih istrazivanja postoje i u prisutupu analizi rezultata. Brojna istrazivanja uz primjenu
MRS na malim uzorcima a priori podrazumijevaju normalnost distribucija i koriste takve
parametrijske statisticke metode kod kojih su normalnost distribucije i homogenost varijanci
osnovni uvjet. Niti jedno od do sada provedenih istrazivanja, pa niti ovo, nije ukljucivalo
uzorke dovoljne veli¢ine da bi se izbjegla greska tipa II. S druge strane, nepodudarnost
metoda i pristupa u istraZivanju i brojnost istraZzivanih ROI takvim razli¢itim metodama,

znatno otezava, ako ne i onemogucava provedbu meta-analize.

U ovom je istrazivanju naroCitu dvojbu predstavljao odabir varijabli u primarnoj analizi i
njihova karakterizacija kao fiksnog ili slu¢ajnog efekta. Pripadnost fiksnom ili slu¢ajnom
efektu zajednicka je potesSkoca s kojom se suocavaju sva istrazivanja koja koriste LMM 1
nema ujednacenih kriterija koji bi nedvosmisleno pomogli u karakterizaciji pojedine
varijable, a nema ujednacenog pristupa niti da se post hoc potvrdi ispravnost takve
karakterizacije. Istrazivanje koje je po primjenjenoj statistickoj metodi bilo sukladno ovom
istrazivanju, pokazalo je da na rezultate mjerenja metabolita analizirane LMM znacajno
utjeCe Cak 1 proizvodac opreme po karakteristikama istog MR uredaja, a 1 ustanova u kojoj je

mjerenje obavljeno?

. Znacajan napredak u smanjenju pogreske mjerenja je neuro-
ComBat'? kolaborativna incijativa koja je napravljena po modelu po kojem je razraden
izvorni ComBat model za primjenu u genomskim istraZivanjima, koja bi analizom velikih
uzoraka ucinila dostupnom referentni standard s kojim bi bilo moguce usporedivati dobivene
rezultate (u vrijeme analize rezultata istrazivanja bili su dostupni moduli za strukturni MR,
fMRI i DTI, ali ne i za MRS). INSPECTOR™ je takoder novije nastojanje za
ujednacavanjem pristupa, no odnosi se vise na postizanje standarda u procesiranju izvornog

signala, nego na odredivanje referentnih vrijednosti.

Pristupi odredivanju varijable kao fiksne variraju od pristupa da je fiksni u¢inak onaj koji je
od interesa za istrazivanje ili pristupa da fiksni efekt moze biti samo u istraZivanju uzoraka za
koje je pouzdano da su reprezentanti populacije, pa do pokusaja da se pripadnost odredi
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kvantitativnim metodama " koji se ¢esto koristi kod ekonometrijskih modela.
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6.1.3 Pogreske u razvrstavanju bolesnika s dobrim terapijskim odgovorom

Dosadasnja su istrazivanja ucestalo primjenjivala kategoriju “responder”, kojom bi se
opisivalo bolesnike kod kojih je postignuto smanjenje na ocjenskoj ljestvici (najcesce
MADRS i HAM-D), a kao kriterij postizanja terapijskog odgovora koristilo bi se 30%-tno,
50%-tno ili vise smanjenje od rezultata na ljestvici prije pocetka lije¢enja. Takva se
kategorizacija ¢ini pogresnom jer se radi o udjelima od prvotnog iznosa na skali koja se
uobicajeno smatra intervalnom, no u sustini ima i osobitosti ordinalnih skala. Jednaka
distanca susjednih ocjena na ljestvici se podrazumijeva, $to je vrlo tesko u nedostatku
objektivnih metoda koje bi omogucavale nepristranu procjenu stanja. Drugim rije¢ima nije
nedvosmisleno jasno da je 50%-tno smanjenje na MADRS od pocetne vrijednosti 32,

identi¢no 50%-tnom smanjenju na MADRS od pocetne vrijednosti npr. 26.

6.2 Prisutnost komorbidne simptomatike i nepoznat longitudinalni tijek

GPC koji znacajnim udjelom sudjeluje u Cho vrhu na 1H-MRS, kao i Cho, utjece pozitivno

... . .. e .y . v .. 7
na kogniciju, smanjenu kognitivnu degradaciju i utjete na izvrine funkcije®*?

, Uz to Sto se
pokazao korelatom promjene stupnja depresije, mogao bi odrazavati i rane Simptome
kognitivnog propadanja jos u vrijeme dok kognitivna simptomatika nije manifestna. Poznato
je da depresija moze biti jedan od ranih, prodromalnih simptoma demencije u sklopu
Alzheimerove bolesti. Daljnjim bi se istrazivanjima, uz longitudinalno prac¢enje u duzem
vremenskom razdoblju, moglo razjasniti do koje je mjere GPC korelat ili moderator rane

simptomatike kognitivne deterioracije.

6.3 Razjasnjenje uloge Cho kao moderatora ili medijatora u
depresivhom poremecaju

Istrazivanje upucuje na znatan individualni varijabilitet u razini Cho, §to uz podudarnost Cho
kao markera terapijskog odgovora kod skupine s pozitivnim odgovorom moze upuéivati na
genetski varijabilitet. Takav genetski varijabilitet mogao bi biti izravno vezan uz

metabolizam Cho, ali je moguce da je Cho samo jedan od odraza takvog varijabiliteta.
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Istrazivanje je pokazalo da je terapijski odgovor povezan s razinom Cho. Manji porast ili
snizenje Cho bilo je povezano s lo$ijim terapijskim odgovorom, odnosno depresivna
simptomatika je perzistirala u manjoj ili ve¢oj mjeri i na kraju istrazivanja. Samo
istrazivanjem duzeg longitudinalnog tijeka dalo bi se prepoznati je li snizenje Cho pokazatelj
trenutne ili dugoro¢ne osobitosti. Ako bi se radilo u dugotrajnijoj osobitosti, snizenje Cho
moglo bi se povezati s pretpostavkom dugotrajnijeg snizenja kapaciteta pohrane Cho koja bi
mogla dovesti do smanjenog kapaciteta metilacije homocisteina u metionin uz posljedi¢no
povecanje razine homocisteina u plazmi za koje je ustanovljeno da je u vezi s poveéanim

rizikom nastanka bolesti srca i inzulta'®, karcinoma, osteoporoze i kognitivnog propadanja.

6.4 Neurobioloska osnova promjene razina 1H-MRS kolina u mozgu

U redovitoj klini¢koj praksi mjerenje razine Cho u mozgu najcesce se primjenjuje kao jedna
od metoda u ustanovljavanju malignih degeneracija. Kod bolesti koje isklju¢uju malignitet i
strukturalna oste¢enja mozga tumacenje razine Cho nije u zna¢ajnoj mjeri dokumentirano
istraZivanjima, no ¢ini se da je povecana razina Cho indikativna za produkciju stani¢nih
membrana®?®, prije nego za njihovu razgradnju. Takvo tumacenje temelji se na &injenici da je

Cho glavni sastavni dio fosfolipida.

Premda se moZe doimati da je povecano obnavljanje membrana pozeljni efekt u ocuvanju
zdrave funkcije stanica, s obzirom da je obnavljanje membrana sastavni dio normalne
funkcije, ¢ini se da bi povecanje razine Cho moglo upuéivati upravo na suprotno jer je MRS
istrazivanjima ustanovljeno da je razina Cho u mozgu veca u starijoj Zivotnoj dobi nego u

mladoj 127 Ipak, neka istraZivanja upucuju da je Cho pokazatelj sinteze membrana'?,

Za fosforilkolin i glicerilfosfokolin istraZene su promjene s obzirom na dob’®. Uzimajuéi u
obzir omjere navedene u uvodnom dijelu da u ukupnom vrhu Cho na 1H-MRS 40% ¢ini
fosforilkolin i 40% glicerofosforilkolin, iz samog kretanja krivulje ne moze se sa sigurno$é¢u
zakljuciti o dobno uvjetovanim promjenama, buduéi da se razina fosfokolina s dobi smanjuje,
a razina glicerofosfokolina poveéava (Grafikon 41). Promjene i jednog i drugog metabolita
dogadaju se do oko 50. godine Zivota, a da se radi o razini kolina koja je dobno uvjetovana

porastom glicerofosfokolina, te bi promjene bile pogotovo izrazene nakon 50. godine Zivota.
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Grafikon 41. Promjene fosfokolina (lijevo) i glicerofosforilkolina (desno) s obzirom na dob.

Premda se iz same zivotne dobi ne moze zakljuciti da je kolin u ve€oj mjeri pokazatelj
degenerativnih promjena u mozgu, glavno uporiste za pretpostavku da je poveéanje Cho
pokazatelj katabolickih promjena ostaju istrazivanja koja su pokazala povecanu razinu kolina
kod neurodegenerativnih promjena kao $to je to slu¢aj kod Alzheimerove bolesti i

105,106

kognitivnih disfunkcija te kod multiple skleroze'®,

Premda se fosforilkolin i glicerofosforilkolin uobi¢ajeno smatraju pokazateljem anabolizma,
odnosno katabolizma u pregradnji membrana, istrazivanja su pokazala da fosforilkolin
poprima ulogu epitopa po modelu haptena na oksidiranoj formi LDL (oxLDL) i da je niska
razina antitijela za fosforilkolin pokazatelj rizika za nastanak kardiovarskurne bolesti i

ateroskleroze!?13°

, N0 nije u potpunosti razjaSnjena veza izmedu razine fosforilkolina i
protutijela, a pogotovo nije razjas$njeno do koje se to mjere odnosi na mozak. Ove su
pretpostavke iznijete stoga §to je jedan od stabilnijih rezultata istraZivanja depresije

postojanje njene, za sada jo$ nerazjasnjene, veze S upalnim promjenamal?’1

. Istrazivanja
kojima bi cilj bilo razjasniti do koje bi mjere razina Cho mogla biti pokazatelj upalnih
promjena mogla bi doprinijeti razjaSnjenju poveznosti upalnih promjena kod depresije
samostalno, depresivne simptomatike koja se javlja u post-COVID-19 sindromu i kod koje je
ve¢ potvrdena povezanost s upalnim prom;j enama’®. Opcenito se ¢ini da su upalne promjene
povezane s depresivnos$éu naro€ito potencirane sistemskim dugotrajnijim upalnim procesima

koji induciraju proinflamatorne citokine koji izazivaju neuroinflamaciju**

. Istrazivanja
bioloskih markera upalnih promjena u mozgu in vivo, za sada su vise istrazena primjenom
PET-a'**, nego primjenom ne-ionizirajué¢ih metoda. Upalne bi promjene, ¢ini se, mogle biti
znacajne ne samo kod depresivnog poremecaja, nego su prepoznate 1 kod opsesivno-
kompulzivnog poremeéaja™>. Primjenom PET-a, upalne promjene su ustanovljene u
frontalnim, temporalnim i parijetalnim strukturama, kao i u bijeloj tvari kod Alzheimerove
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bolesti'®®

te se javljaju ne samo u uznapredovaloj fazi bolesti, nego i kod kognitivnih
promjena koje joj prethode. Istrazivanja upucuju da bi upalne promjene narocito mogle biti
inducirane pretjeranom reaktivnoséu mikroglije™’ koje dovode do povec¢anih ROS s
posljedicnom neurotoksi¢nos$cu koju one izvazivaju. Da bi forforilkolin mogao biti povezan s
upalnim promjenama mozga upucuju i rezultati istrazivanja u kojem monoklonalno antitijelo
na fosforilkolin smanjuje neuralnu degeneraciju kod eksperimentalno uzrokovanog

meningitisa'®.

6.5 Razine neurometabolita s obzirom na spol

Ranija saznanja o ulozi estrogena u regulaciji PC i pokazani utjecaj estrogena na razinu PC*°
bili su razlog da se razine i promjene razina svakog od neurometabolita u istrazivanju

analiziraju i s obzirom na spol.

Rezultati istrazivanja nisu pokazali razlike po spolu u razini izmjerenih neurometabolita.
Znacajno je ograniCenje u tumacenju ovog rezultata Sto istrazivanje razlika po spolu nije bilo
primarni cilj istraZivanja te uzorak nije strukturiran na nacin koji bi bio usmjeren
ustanovljavanju takvih razlika. Za ocekivati je da bi se najvece razlike mogle pokazati
izmedu skupine Zena u pre-menopauzalnoj i post-menopauzalnoj dobi bez nadomjestne
terapije estrogenima, no pomak u istrazivanom uzorku je bio izrazit prema mladoj zivotnoj
dobi. S druge strane, uzimajuci u obzir rezultate provedenih istrazivanja, razlike bi bile
najocitije kod deficitarnog unosa kolina hranom, za $to ne postoje pretpostavke da je bio

slucaj kod bilo kojeg ispitanika u istrazivanju.

6.6 Kontinuitet 1H-MRS istraZivanja u depresiji

Ovo istrazivanje nadopunjuje nasa prethodna istrazivanja neurokemijskih markera u lije¢enju
depresivnog poremecaja, s ciljem razjaSnjenja neurobioloSkih temelja depresije i njezina
ponavljanja. Od naseg posebnog interesa su bile razine kolina (Cho) u depresiji jer su i rana
1H-MRS istrazivanja povezala razine Cho s depresijom; medutim, smjer te promjene bio je
dvosmislen. Pregledom 68 recenziranih istraZivanja utvrdena je povezanost kolina i depresije.
Ipak, samo dva istrazivanja su pokazala znac¢ajnu povezanost, dok ostala nisu pokazala

razliku u razini Cho izmedu skupina bolesnika s razli¢itim odgovorom na antidepresivnu
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terapiju~”. Ova istrazivanja su dovela do pocetne hipoteze o poviSenim razinama Cho u

depresiji.

Analiziraju¢i razine metabolita u AMYG na 1H-MRS tijekom pocetne faze oporavka kod
bolesnika na terapiji odrzavanja antidepresivima, istrazili Smo moguénost predvidanja

ponovne pojave depresivne epizode™*

. Prethodnim istrazivanjem smo istrazili mogu li rane
promjene u razini mozdanih metabolita nakon oporavka od depresije ukazivati na rizik od
povrata depresivnih simptoma. Nasi klju¢ni rezultati su pokazali da su povecane razine Cho u
AMYG tijekom ranog oporavka povezane s produljenim razdobljima bez depresivnih
epizoda, ukazujuci tako na Cho kao potencijalni biomarker za pracenje razvoja depresivnog
poremecaja. Ovo je bilo istrazivanje longitudinalnog kohortnog dizajna s dva 1H-MRS
snimanja na podru¢ju AMYG, provedena u razmaku od Sest mjeseci. Klinicke ljestvice
ocjene za tezinu depresije i IH-MRS kao metoda neurometabolicke procjene omogucile su
kvantifikaciju razina N-acetil aspartata (NAA), Cho i glutamat-glutamina (GIx). Klju¢na
vremenska razdoblja promatranja su bila pocetak faze oporavka i praéenje nakon Sest
mjeseci, naglasavajuci time prognosti¢ku vrijednost Cho za dugotrajnije intervale bez
depresije.

Istrazivanje smo prosirili prouc¢avajuci vezu izmedu razina metabolita na IH-MRS u DLPFC-
u tijekom ranog oporavka od depresije i vjerojatnosti ponavljanja depresivne epizode***.
Uocili smo da smanjene razine NAA i Cho u ovoj fazi udvostrucuju rizik od naknadnih
depresivnih epizoda. Razine NAA, Cho i GIx na 1H-MRS smo mjerili na pocetku oporavka i
Sest mjeseci kasnije, a teZinu depresivnih simptoma smo procjenjivali ocjenskim ljestvicama
za depresiju. Klju¢na vremenska razdoblja u prac¢enju bolesnika su bila pocetak oporavka i
Sest mjeseci nakon oporavka. Stabilnost razina NAA i Cho u DLPFC-u u ranoj fazi oporavka
mogla bi ukazivati na pove¢anu mozdanu otpornost zbog antidepresivne terapije. Pad razina
ovih metabolita mogao bi odrazavati prolazni odgovor na lijeenje, vezan uz osobine li¢nosti,
Sto bi ukazivalo na postojanje podskupine bolesnika s drugacijom neurobioloskom reakcijom

na depresiju.

U istrazivanju retrospektivnog kohortnog dizajna istrazivali smo povezanost
neurometabolickih promjena u DLPFC-u i ponavljanje depresivnih epizoda kod bolesnika
koji su bili na terapiji odrzavanja'*>. 1H-MRS snimanjem smo pratili razine Cho i NAA u
DLPFC-u. Provedena su dva 1H-MRS snimanja, prvo tijekom akutne depresivne epizode, a

drugo tijekom faze oporavka. Primijetili smo da su manji porast Cho/Cr i nemoguc¢nost

112



odrzavanja razina NAA/Cr tijekom faze oporavka bili prediktori u¢inkovitosti antidepresiva i
korelirali su sa smanjenim rizikom od ponovne pojave depresije. Nasa istrazivanja upucuju
na potencijal ovih metoda da povecaju dugotrajniji u¢inak antidepresiva i pobolj$aju klinicke

ishode.

Zakljucno, nasi rezultati naglasavaju potencijal IH-MRS za predvidanje uspjeha terapije
odrzavanja kod depresivnog poremecaja. Rezultati nasih prethodnih istrazivanja potvrduju
mogucénost metabolita mjerenih 1H-MRS da sluze kao biomarkeri za rizik od ponovnog
javljanja depresije, Sto bi moglo posluziti u razvoju personaliziranih pristupa lijecenju
depresije. 1z neurobioloske perspektive, naSe istrazivanje naglaSava vaznost odrzavanja
razine Cho kao neurometaboli¢kog pokazatelja mozdane otpornosti protiv ponavljanja
depresivnih epizoda. Uo¢ene promjene u omjeru Cho upucuju na njegovu ulogu markera
izmjene membrane i mozdane metabolicke aktivnosti tijekom oporavka. Nasi rezultati,
potkrijepljeni i drugim istraZivanjima, podupiru dosljedno opazanje povisenog Cho/Cr u
oporavku od depresije i njegovu povezanost s produljenim vremenskim periodom bez
depresivnih epizoda. Ovi rezultati imaju implikacije za poboljSanje personaliziranih strategija

lijeCenja depresivnog poremecaja.

Promjene razine Cho u Amyg tijekom depresije, kao $to je objavljeno u naSem prethodnom
istrazivanju, mogu proizaci iz neravnoteze izmedu sinteze i razgradnje fosforilkolina 1
glicerofosforilkolina, §to moze odgovarati promjenama u funkcionalnoj povezanosti uoc¢enim

u studijama DLPFC-a**®, hipokampusa™** 145

te studijama na lipidima™™. Odrziva je hipoteza da
fosfolipidi odraZavaju Siru neravnoteZu lipida 1 proteina, s obzirom da lipidi upravljaju
lokalizacijom proteina i funkcijom unutar stanicne membrane, regulirajuci tako sinapticki
prijenos u neuronima. Znacajno je i to da je fosfolipidno-proteinska neravnoteza ocigledna u
frontalnim i hipokampalnim regijama nakon olfaktorne bulbektomije, modela depresije kod
Stakora, te da ona postoji unato¢ u¢inkovitoj farmakoterapiji**°. Povezanost olfaktornog
sustava, fosfolipida i depresivnih simptoma u post-COVID periodu je bila jedna od polaznih
todaka istrazivanja funkcionalnih, bihevioralnih i kognitivnih simptoma post-COVID-a**" u
kojemu su se najizrazenijima pokazali simptomi depresije, anksioznosti i kognitivne

148 h 149

tegobe™™, a javljaju se u oko 35% preboljeli

S obzirom na to da su AMYG, DLPFC i HIPPO klju¢ni za neurobiologiju posttraumatskog
stresnog poremecaja (PTSP), te uzimajuci u obzir simptomatsko preklapanje 1 Ceste

komorbiditete depresije i PTSP-a, moguce je da bi kvantifikacija neurometabolita MRS-om
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poboljsala u¢inkovitost lijeCenja 1 ovog poremeéajalSo. Cini se da su metabolizam i promjena
membranskih fosfolipida mnogostruko povezani s neurobiologijom depresije, iako tocno
stani¢no podrijetlo ove neravnoteze ostaje nedokucivo. Neizravni dokazi, na temelju meta-
analize apsolutnih prefrontalnih neurometaboli¢kih koncentracija, upucuju na selektivnu
ukljucenost glije u glutamatne mehanizme regulacije raspolozenja u depresiji. lako su
fosfolipidi koji sadrze kolin prepoznati kao klju¢ni markeri propadanja neuronske membrane
u raznim akutnim i kroni¢nim neuroloskim stanjima, jo$ uvijek je neizvjesno je li gubitak

membranskih fosfolipida uzrok ili posljedica procesa neurodegenerativne bolesti*>,

6.7 Moguci razlozi nepodudarnosti istraZzivanja u prepoznavanju
bioloSkih markera

Istrazivanja putem 1H-MRS zbog visokih troskova vrlo se rijetko provode na ve¢em broju
ispitanika. Istrazivanja na manjim uzorcima posebno su podlozna tipu I i tipu II statisticke
pogreske. Negativan rezultat istrazivanja gotovo neminovno motivira istrazivace da cilj
svojeg znanstvenog interesa prebace na drugi ROI i/ili na druge metabolite, premda bi mozda
na ve¢em uzorku i pocetno istrazivanje pokazalo rezultate iznad postavljene razine statisticke
znacajnosti. S druge strane, brojnost manjih istraZzivanja s malim uzorcima povecava
mogucnost greske tipa I, tj. da se pogresno odbaci nulta hipoteza i ,,pozitivan‘ ishod prihvati
kao ¢injenica. Mala statisticka snaga s obzirom na veli¢inu uzorka 1 varijabilitet pogoduje
pogresnom zaklju¢ivanju po modelu tipa II statisticke pogreske.

Dodatna je poteskoca i pristranost sklonosti objavljivanju rezultata i kod istrazivaca, a i kod
Casopisa. Istrazivaci pretpostavljaju da su ¢asopisi manje motivirani za objavu negativnih
rezultata, s obzirom na manju citiranost takvih istrazivanja, pa ¢esto odustaju 1 od samog
pokusSaja objavljivanja istraZivanja koja nisu pokazala barem neki ,,pozitivan‘ rezultat.

Od drugih ¢imbenika od utjecaja su znacajno razli€iti planovi istraZivanja koja su razli¢itog
trajanja s razli¢itim kriterijima ukljucivanja i isklju¢ivanja, u kojima su ukljucene razlicite
tezine bolesti ili pak isklju¢eni bilo kakvi trenutni komorbiditeti ili druge psihijatrijske bolesti
u anamnezi.

Takoder, od znacajnog su utjecaja razli¢ite tehnike neuroslikovnog prikaza mozga ¢ak i
unutar iste vrste neuroslikovnog prikaza, kao $to je slucaj i kod MRS.

Medu istrazivanjima, razli¢iti su i nacini analize podataka, uklju¢ujuéi pripremu podataka; iz
nekih su istraZivanja iskljucene arbitrarno odredene vrijednosti koje odskacu (eng. outlier), iz

drugih istrazivanja nisu, a vrlo su velike razlike u metodama analize podataka.
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6.8 Moguénosti poboljSanja prepoznavanja bioloSkih markera putem
1H- MRS

U interpretaciji rezultata 1H-MRS istrazivanja, klju¢no je uzeti u obzir sve prethodno
navedene ¢imbenike te pokusati uvesti standardizirane metode u buduca istrazivanja kako bi
se povecala pouzdanost i valjanost dobivenih rezultata.

Za daljnja istrazivanja pouzdanosti primjene 1H-MRS u objektivizaciji psihijatrijskih
poremecaja od posebne bi koristi bilo objedinjavanje rezultata razlic¢itih istrazivackih

skupina, na nacin kao §to je to ve¢ bilo u€injeno u neuroznanstvenim podrucjima.

6.9 Utvrdivanje tocnije specificnosti i osjetljivosti metode putem
translacijskih istrazivanja

Sadasnje pretpostavke o 40%-tnom ukupnom udjelu fosforilkolina i istom udjelu
glicerofosforilkolina, 10%-tnom slobodnog kolina, 5%-tnom fosfatidilkolina, jo§ manjem
udjelu sfingomijelina, 1%-tnom acetilkolina i jedva postoje¢em fosfokolina u ukupnom vrhu
kolina na 1H-MRS temelje se na neizravnom zaklju¢ivanju iz razlicitih pretklini¢kih
istrazivanja, a kojem niti jednom nije bio cilj ustanoviti to¢niju molekularnu strukturu 1H-
MRS mijerljivih parametara.

Cak i da se ustanovi toéna struktura udjela u Cho vrhu mjerenom 1H-MRS, jo§ uvijek ostaje
nepoznato koja se molekularna frakcija sa sadrzajem kolina zapravo mijenja, tesko je za
pretpostaviti da kod npr. smanjenja kolina tijekom lijecenja depresivnog poremecaja dolazi
do linearnog smanjenja svake od molekula u proporcionalnom dijelu.

To¢nije udjele 1 doprinos promjenama pojedinih molekula u ukupnim mjerama
neurometabolita koji se odreduju putem 1H-MRS nije moguce istraZiti iskljucivo
provodenjem klini¢kih istrazivanja, nego prvenstveno integracijom s pretklinickim
istrazivanjima primjenom razlicitih analiti¢kih metoda.

Ocigledno je da tijekom pojave i lijeCenja psihijatrijskih poremecaja ne dolazi samo do
promjene kolina, nego da je kolin samo jedna od molekula unutar slozene strukture promjena.
Translacijskim istrazivanjima moglo bi se doprinijeti razjasnjenju meduovisnosti s drugim
medijatorima ili moderatorima kod depresivnog poremecaja, kao §to su BDNF ili

glukokortikoidi za koje postoje ¢vrste pretpostavke da bi mogle utjecati na razinu kolina.
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. Zakljucak

Razina Cho u amigdali mjerena protonskom spektroskopijom magnetskom
rezonancijom negativni je korelat tezine depresivne simptomatike ocjenjene putem
MADRS nakon 8 tjedana antidepresivne terapije selektivnim inhibitorima ponovne
pohrane serotonina. Analiza putem LMM upucuje na zna¢ajnu povezanost
poboljsanja simptomatike mjerene promjenom ukupnog zbroja na MADRS sa
statistiCkim efektima Cho (1.48, p =0.036), vremena lije¢enja (-11.53, p < 0.001) i
promjene Cho izraZene interakcijom Cho i vremena istrazivanja (-1.95, p = 0.044).
Povezanost manje izrazene depresivne simptomatike s ve¢om razinom Cho u amigdali
opazenoj na kraju istrazivanja, ali ne i na pocetku, uz ustanovljenu vecu varijabilnost
u pocetnim razinama Cho, upucuje na mogucnost postojanja optimalne razine Cho u
amigdali, za koju se moze pretpostaviti da je modelirana nizom neurokemijskih
parametara u istom ROI, ali i u drugim dijelovima mozga, $to bi moglo upucivati na
genetski uvjetovani varijabilitet.

Nije ustanovljena izravna povezanost razine Cho u amigdali s razinom Cho u drugim
ROI, niti u razdoblju prisutne depresivne simptomatike, niti nakon povlacenja
simptoma.

Nije ustanovljena izravna povezanost razine Cho u amigdali s razinama NAA, GIx
(glutamin, glutamat i GABA) i Ml u bilo kojem ROI.

Povecanje razine Cho tijekom lijeCenja narocito je povezano sa smanjenjem razine
suicidalnih ideacija, Sto bi vrijedilo provjeriti dodatnim analizama koje bi ukljucivale
specifi¢ne instrumente usmjerene na pracenje razine suicidalnosti.

. Nize promjene razine Cho opazene su kod ispitanika s klinicki dijagnosticiranim
kognitivnim deficitima u sklopu moguce Alzheimerove bolesti, no nedostatak
genotipizacije i pathohistoloske potvrde postojanja sigurne Alzheimerove bolesti za
sada nije Cvrsto uporiste za zakljuc¢ak o ranoj prisutnosti neurometabolickog markera.
Znacajan inter-individualni varijabilitet razine Cho moguc¢i je korelat regionalne
aktivacije, ali i funkcionalnog konektiviteta, sto bi vrijedilo istraziti longitudinalnim
pracenjem razina Cho i drugih neurometabolita mjerljivim MRS.

S obzirom da u provedenom istraZivanju nije ustanovljena prediktivna valjanost
razine Cho u prognozi bolesti, a da su nasa ranija istrazivanja pokazala prediktivnu

vrijednost razine Cho kod konverzije depresivnog poremecaja u druge entitete,
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vrijedilo bi nastaviti s longitudinalnim prac¢enjem razina neurometabolita ukljucujuci
razdoblja remisije, relapsa, povrata i konverzije depresivnog poremecaja. Ovim bi se
pristupom pojasnilo postoji li prediktivna vrijednost razine Cho za konverziju u drugi
psihijatrijski poremecaj i u razdoblju koje prethodi konverziji u drugi psihijatrijski
poremecaj, narocito u bipolarni poremeca;.

Istrazivanja Cho putem 1H-MRS tijekom lijeCenja vrlo su malobrojna, jer je vecina
istrazivanja bila usmjerena na razlike izmedu bolesne i zdrave populacije.
Objedinjavanjem istrazivanja koja prate promjene metabolita tijekom terapijskih
postupaka znatno bi se doprinijelo kvaliteti daljnjih istrazivanja i smanjila vjerojatnost
pogreske tipa I 1 tipa II koje se sada mogu ¢Cesto dogadati zbog malih uzoraka
ispitanika, odnosno detaljnije bi se procijenila osjetljivost i specificnost metode u
objektivizaciji tezine depresivnog poremecaja i terapijskog odgovara te procijenila

prediktivna vrijednost metode.
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8. Sazetak

Depresija je najcesci psihijatrijski poremecaj sa zivotnom prevalencijom od preko 10% 1
povezan je s visokom stopom suicida. Metoda prvog izbora farmakoloskog lijeCenja unutar
skupine antidepresiva su selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (SIPPS), a
terapijski odgovor se najéeSée opaza tek nakon 4-6 tjedana. Nisu ustanovljeni pouzdani
bioloski markeri ranog prepoznavanja ili korelacije s klinickim terapijskim odgovorom.
Najcesée koristene ocjenske ljestvice u klinickoj praksi su Montgomery-Asbergova ljestvica
(MADRYS) i Hamiltonova ocjenska ljestvica za depresiju (HAM-D). Konzervativnim
pristupom se pozitivnim terapijskim odgovorom smatra smanjenje ukupnog zbroja na
MADRS od najmanje 50%.

Spektroskopija protonskom magnetskom rezonacijom (1H-MRS) je ne-ionizirajuca
radioloska metoda koja omogucuje visekratne procjene u kra¢em vremenskom razdoblju i
jedina je metoda koja omogucuje in vivo prepoznavanje razina metabolita u mozgu.

Cilj je istrazivanja bio prepoznati korelate klinickog terapijskog odgovora kod depresije s
parametrima mjerenim putem spektroskopije magnetskom rezonancijom, a posebno razine
kolina (Cho) u amigdali (AMYG). Istrazivanje je ukljucivalo i druge neurometabolite: N-
acetil-aspartat (NAA), kompleks glutamin/glutamat/GABA koji se na 1H-MRS ocituje kao
GIx vrh, mioinozitol (MI) i kreatin (Cr) koji se zbog svoje relativne stabilne razine smatra
referentnim parametrom za odredivanje razine pojedinog metabolita. Uz AMYG, druga
podrucja mozga od interesa (ROI) ukljucivala su dorzolateralni prefrontalni korteks
(DLPFC), bazalne ganglije (BG), prednji cingularni korteks (ACC) i hipokampus (HIPPO).
Istrazivanje je provedeno na skupini od 59 ispitanika (36 zena i 23 muskarca) koji su u
pocetku istrazivanja udovoljavali klinickim kriterijima depresivnog poremecaja prema DSM-
IV, prosje¢ne dobi od 29,4 godine (SD = 7,4), u rasponu od 18,4 godine do 42,5 godina.
Mijerenja razina neurometabolita putem 1H-MRS na 3T ucinjena su na pocetku istrazivanja,
prije zapocinjanja antidepresivne terapije, i nakon 8 tjedana lijecenja.

U pocetnim razinama Cho u AMYG nisu ustanovljene znacajne razlike izmedu skupine
ispitanika s pozitivnim terapijskim odgovorom i skupine kod koje nije postignut ocekivani
terapijski odgovor.

Analizom mjes$ovitim linearnim modelom (LMM) ustanovljena je negativna korelacija razine
Cho sa stupnjem depresivne simptomatike nakon 8 tjedana antidepresivne terapije SIPPS.

LMM analiza upucuje na znacajnu povezanost poboljSanja simptomatike mjerene promjenom
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ukupnog zbroja na MADRS s efektima Cho (1.48, p=0.036), vremena lijeCenja (-11.53, p <
0.001) i promjene Cho izraZene interakcijom Cho i vremena istrazivanja (-1.95, p = 0.044).
Razina Cho na kraju istrazivanja bila je znacajno visa kod ispitanika kod kojih je postignut
pozitivni terapijski odgovor.

Rezultati istrazivanja upucuju da je razina Cho mjerena 1H-MRS objektivni korelat klinicke
procjene terapijskog odgovora mjerenog putem MADRS, uz znac¢ajan inter-individualni
varijabilitet u razinama Cho. Razlike po spolu nisu opazene. Prediktivna valjanost Cho nije
potvrdena.

Ponovljenim rezultatima na ve¢im skupinama ispitanika, uz ¢esc¢a objektivna vrednovanja
putem 1H-MRS 1 duzim longitudinalnim prac¢enjem, bilo bi moguée pouzdanije utvrditi
korelacijski potencijal Cho mjerenog 1H-MRS kao objektivnog parametra u pra¢enju

terapijskog odgovora.

Kljuéne rije¢i: depresivni poremecaj, antidepresivi, 1 H-spektroskopija magnetskom

rezonancijom, kolin, NAA, amigdala, DLPFC
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9. Abstract

Correlation of therapeutic response with changes in 1H-MRS findings in
treatment of depression

Depression is the most common psychiatric disorder with a lifetime prevalence of over 10%
and is a disorder associated with a high suicide rate. The method of first choice of
pharmacological treatment within the group of antidepressants is selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRI). The therapeutic response is usually observed only after 4-6 weeks. No
reliable biological markers for early recognition or correlation with clinical therapeutic
response have been established. The most commonly used rating scales in clinical practice
are the Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (MADRS) and the Hamilton
Depression Rating Scale (HAM-D). Conservatively, a positive therapeutic response is
considered a reduction of the total sum on the MADRS of at least 50%.

Proton magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) is a non-ionizing radiological method
that enables multiple assessments in a shorter period of time and is the only method that
allows in vivo recognition of metabolite levels in the brain.

The aim of the research was to identify the correlations of clinical therapeutic response in
depression with parameters measured by magnetic resonance spectroscopy, and especially
choline (Cho) levels in the amygdala (AMYG). The research also included other
neurometabolites: N-acetyl-aspartate (NAA), the glutamine/glutamate/GABA complex which
appears on 1H-MRS as a GlIx peak, myoinositol (MI) and creatine (Cr), which is considered a
reference for determining the level of an individual metabolite due to its relatively stable
level parameter. In addition to the amygdala, other brain regions of interest (ROIs) included
the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC), basal ganglia (BG), anterior cingulate cortex
(ACC), and hippocampus (HIPPO).

The research was conducted on a group of 59 subjects (36 women and 23 men) who, at the
beginning of the study, met the clinical criteria for a depressive disorder according to DSM-
IV, with an average age of 29.4 years (SD = 7.4), in the range of 18.4 years to 42.5 years.
Neurometabolite levels were measured by 1H-MRS at 3T at the beginning of the study,

before starting antidepressant therapy, and after 8 weeks of treatment.
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No significant differences were found in the initial levels of Cho in AMYG between the
group of subjects with a positive therapeutic response and the group in which the expected
therapeutic response was not achieved.

A linear mixed models (LMM) analysis revealed a negative correlation of Cho level with the
degree of depressive symptoms after 8 weeks of SSRI antidepressant therapy. LMM analysis
indicates a significant association of improvement in symptoms measured by the change in
the total score on the MADRS with the effects of Cho (1.48, p = 0.036), treatment time (-
11.53, p < 0.001) and the change in Cho expressed by the interaction of Cho and research
time (-1.95, p = 0.044). The level of Cho at the end of the study was significantly higher in
subjects who achieved a positive therapeutic response.

Research results suggest that Cho level measured by 1H-MRS is an objective correlate of
clinical assessment of therapeutic response measured by MADRS, with significant inter-
individual variability in Cho levels. No gender differences were observed. The predictive
validity of Cho has not been confirmed.

Repeated results on larger groups of subjects, with more frequent objective evaluations by
1H-MRS and longer longitudinal follow-up, would make it possible to more reliably
determine the correlation potential of Cho measured by 1H-MRS as an objective parameter in

monitoring the therapeutic response.

Keywords: depressive disorder, antidepressants, proton magnetic resonance spectroscopy,
choline, NAA, amygdala, DCPFC

Petra Kalember, 2024.
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