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POPIS KRATICA

A2[6]G1S1 — monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
A2B|3]G1 — digalaktoziliran biantenar s ra¢vajué¢im N-acetilglukozamin
A2G2[6]S1 — monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar

CGE-LIF - kapilarna gel elektroforeza s laserom potpomognutom detekcijom (prema engl.
capillary gel electrophoresis with laser-induced fluorescence)

DASS 21 — Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21 (prema engl. Depression Anxiety
Stress Scale 21)

DASS 21 A — Ljestvica depresivnosti, anksioznosti 1 stresa 21: Podljestvica anksioznosti (prema
engl. Depression Anxiety Stress Scale 21: Anxiety subscale)

DASS 21 D — Ljestvica depresivnosti, anksioznosti 1 stresa 21: Podljestvica depresivnosti (prema
engl. Depression Anxiety Stress Scale 21: Depression subscale)

DASS 21 S — Ljestvica depresivnosti, anksioznosti 1 stresa 21: Podljestvica stresa (prema engl.
Depression Anxiety Stress Scale 21: Anxiety subscale)

FA2 — srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar
FA2B - srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar

FA2B|[3]G1 — srzno fukoziliran, monogalaktoziliran biantenar s ra¢vaju¢im N-
acetilglukozaminom

FA2G2 — srzno fukoziliran, digalaktoziliran biantenar

HILIC - teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim
interakcijama (prema engl. hydrophilic interaction ultra-high-performance liquid
chromatography with fluorescence detection)

IgG — imunoglobulin G

PNG-F — peptidil-N4-(N-acetil-p-glukozaminil) asparagin amidaza F
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1. UVOD

1. 1. Mentalno zdravlje studenata

Mentalne bolesti predstavljaju znacajan javnozdravstveni problem danasnjice (1, 2). Prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, jedna od Cetiri osobe u svijetu tijekom svog zivota oboli od
neke mentalne bolesti, pri ¢emu su anksioznost i depresija najc¢es¢i (3). Razvijeni su brojni
preventivni programi i intervencije s ciljem smanjenja rastuc¢eg trenda mentalnih bolesti i njihovih
negativnih posljedica. Medutim, od 1990. godine nije uofeno smanjenje zastupljenosti mentalnih

poremecaja na svjetskoj razini (4 — 6).

Brojni poremecaji mentalnog zdravlja imaju najvecu ucestalost tijekom adolescencije i rane
odrasle dobi (7, 8). U dvadesetima pojedinci prelaze iz adolescencije u odraslu dob, pri cemu se
velik udio njih odlucuje na tercijarno obrazovanje (9). Za brojne studente odlazak na sveuciliste
predstavlja znacajan izvor stresa zbog naglih promjena u zivotnim uvjetima 1 na¢inu zivota (10).
Suocavaju se s brojnim izazovima, uklju¢ujuci donosenje odluka o karijeri, selidbi 1 ispunjavanju
akademskih zahtjeva (11, 12). Sukladno tomu, rezultati istrazivanja diljem svijeta upucuju na to da
su studenti koji pohadaju sveuciliSne programe izlozeniji ve¢em riziku razvoja mentalnih bolestiu
usporedbi s vr$njacima koji se nisu odlucili za tercijarno obrazovanje (13). Metaanaliza i sustavni
pregled Daniali 1 sur. (2023.), ukazuje na to da studenti na globalnoj razini izrazavaju vise razine

simptoma depresije, anksioznosti 1 stresa u usporedbi s vrSnjacima koji ne studiraju (14).

Brojna istrazivanja utvrdila su veliku zastupljenost negativnih afektivnih emocija unutar
studentske populacije. Rezultati metaanaliza i sustavnih pregleda upucéuju na to da priblizno tre¢ina
studenata na svjetskoj razini izrazava simptome depresije, anksioznosti i stresa (15 — 17). Presje¢na
istrazivanja u Hrvatskoj su takoder utvrdila veliku zastupljenost negativnih emocija unutar
studentske populacije, gdje je priblizno polovica studenata imalo simptome depresije, anksioznosti

i stresa (18 — 20).

Usporedbom po spolu, istraZzivanja pokazuju da su Zene sklonije razvoju negativnih
afektivnih poremecaja, odnosno depresije, anksioznosti i posttraumatskog stresa kada su izlozene
stresnim situacijama (21, 22). Unutar studentske populacije takoder su nadene razlike u

zastupljenosti simptoma negativnih afektivnih emocija po spolu (14). Rezultati metaanalize i
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sustavnog pregleda Daniali 1 sur. (2023.) pokazuju da studentice u usporedbi sa studentima, na

globalnoj razini izrazavaju vise razine simptoma depresije, anksioznosti i stresa (14).

1. 2. N-glikozilacija i mentalne bolesti

Glikozilacija je posttranslacijska modifikacija pri kojoj se Secerne strukture (glikani)
kovalentno vezu za bjelancevine i lipide (23, 24). U eukariotskim stanicama prisutna su dva
temeljna tipa proteinske glikozilacije: N-glikozilacija (N-vezana glikozilacija) i O-glikozilacija (O-
vezana glikozilacija) (23). N-glikozilacija zapo€inje u endoplazmatskom retikulumu, a daljnje
modifikacije vrSe se u Golgijevom aparatu (25). Sam proces N-glikozilacije vazan je za pravilno
funkcioniranje 1 lokalizaciju bjelanCevina jer navedena posttranslacijska modifikacija doprinosi
razli¢itim funkcijama bjelancevina kao Sto su stani¢na adhezija, prijenos signala, aktivacija
receptora, molekularno prometovanje i sustavno ¢is¢enje (26). Suvremene visokoproto¢ne analize
glikana omogucile su sustavnu analizu glikoma u predklinickim 1 klini€¢kim istraZzivanjima,
otkrivaju¢i abnormalne strukture glikana kao obiljezja brojnih bolesti (23). Utvrdeno je da se
promijenjene strukture N-glikana nalaze u autoimunim bolestima, zaraznim bolestima 1 kroni¢nim
upalnim bolestima, raku te starenju (23, 27). Nedavna istrazivanja upucuju na mogucu poveznicu
N-glikozilacije 1 razli¢itih mentalnih bolesti u ljudi, kao S§to su veliki depresivni poremecaj,
posttraumatski stresni poremecaj, poremecaj paznje s hiperaktivnoS¢u i1 demencija (28 — 32).
Navedena saznanja otvaraju mogucnost razvoja novih dijagnostickih alata i terapeutskih strategija,

potencijalno pruzajuci nov pristup u lijeCenju mentalnih bolesti (23).



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA
Studenti medicine Medicinskog fakulteta Osijek, Sveucilista u Osijeku izrazavaju visoke
razine simptoma depresije, anksioznosti i stresa te se s obzirom na prisutnost navedenih simptoma

razlikuju u N-glikozilacijskom profilu imunoglobulina G.



CILJEVI

3. CILJEVI

1. Ispitati prisutnost simptoma depresije, anksioznosti i stresa medu studentima.

2. Istraziti postoji li razlika u pojavnosti simptoma depresije, anksioznosti i stresa medu
studentima po spolu i1 godini studiranja.

3. Istraziti udruzenost simptoma depresije, anksioznosti i stresa s N-glikozilacijom

imunoglobulina G u studenata.
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4. ISPITANICI I METODE

4. 1. Ustroj istrazivanja

Presjecno istrazivanje.
4. 2. Ispitanici

Ispitanici istrazivanja bili su studenti prve i druge godine integriranog preddiplomskog i
diplomskog studija medicine, Medicinskog fakulteta Osijek, Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera
u Osijeku. Prije pocetka provodenja istrazivanja, ispitanici su informirani o strukturi i ciljevima
istrazivanja te njihovim ulogama u istoj. NaglaSena je vaznost iskrenog odgovora te da je
sudjelovanje u istrazivanju dobrovoljno i anonimno. Ispitanicima koji su se odlucili sudjelovati u
istrazivanju 1 koji su potpisali suglasnost za sudjelovanje dodijeljen je jedinstveni slucajni broj
(Sifra) pod kojim je voden svaki uzorak. Nakon urucenog jedinstvenog sluc¢ajnog broja, studenti su

zamoljeni da ispune upitnik.

4. 3. Upitnik
Upitnik koji se koristio u ovom istrazivanju sastojao se od dva dijela. Prvi dio upitnika
ispitivao je sociodemografska obiljezja sudionika, kao Sto su dob, spol, godina studija, mjesto

stanovanja, prosjek ocjena prosle akademske godine, puSenje cigareta i konzumiranje alkohola.

Drugi dio upitnika ispitivao je prisutnost simptoma depresije, anksioznosti i stresa za Sto je
koristena Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21 — DASS 21 (prema engl. Depression
Anxiety Stress Scale 21). DASS 21 predstavlja skracenu verziju DASS 42 ljestvice (prema engl.
Depression Anxiety Stress Scale 42), koja se koristi za prepoznavanje i razlikovanje simptoma tri
emocionalna stanja: depresije, anksioznosti i stresa. Ljestvica DASS 21 je podijeljena u tri
podljestvice: DASS 21 D (prema engl. Depression, anxiety, and stress scale 21: Depression
subscale), DASS 21 A (prema engl. Depression, anxiety, and stress scale 21: Anxiety subscale) 1
DASS 21 S (prema engl. Depression, anxiety, and stress scale 21: Stress subscale). Svaka
podljestvica sadrzi sedam pitanja, na koja ispitanici odgovaraju zaokruzivanjem jednoga od Cetiri
ponudena odgovora oznac¢ena brojevima na Likertovoj skali od 0 do 3. Nula (0) oznacava ,,Uopce
se nije odnosilo na mene®, 1 ,,0dnosilo se na mene u odredenoj mjeri ili neko vrijeme*, 2 ,,Odnosilo
se na mene u ve¢oj mjeri ili dobar dio vremena® i 3 ,,Gotovo u potpunosti ili ve¢inu vremena se
odnosilo na mene*. Zbrajanjem odgovora izratunavaju se ukupni rezultati podljestvica DASS 21

D, DASS 21 A1 DASS 21 S. Na osnovi ukupnog rezultata podljestvica, ispitanike se kategorizira

5
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u jednu od pet razina simptoma: normalna, blaga, umjerena, teska i izrazito teska razina simptoma

depresije, anksioznosti i stresa.

4. 4. Uzorkovanje venske krvi

Nakon ispunjenog upitnika studentima je ucinjeno uzorkovanje krvi na Katedri za
medicinsku biologiju i genetiku, Laboratorij za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Osijek.
Venepunkcija se vr$ila minimalnim invazivnim postupkom iz lakatne jame uz postivanje svih mjera
opreza tehniCara (educiranoga za izvodenje venepunkcije) 1 ispitanika. Za svrhu ovog istrazivanja
od ispitanika je uzeto 5 ml pune krvi u epruvete s antikoagulansom etilendiamintetraoctenom
kiselinom (EDTA). Uzorci krvi inkubirani su 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je
slijedilo centrifugiranje (1670 okretaja u minuti tijekom 10 minuta) radi odvajanja plazme. Uzorci

plazme su spremljeni na -80°C do daljnje analize.

4. 5. Analiza N-glikana imunoglobulina G

U svrhu odredivanja N-glikana imunoglobulina G (IgG) koriStena je kapilarna gel
elektroforeza s laserom potpomognutom detekcijom (CGE-LIF, engl. capillary gel electrophoresis
with laser-induced fluorescence) u skladu s prethodno opisanim postupcima analize N-glikana IgG
(33, 34). Navedenom analizom je odredeno 27 kromatografskih vrSaka N-glikana IgG. U
analitickom protokolu prvo se izvrsila izolacija IgG iz krvne plazme pomocu plo¢ice monolita s
proteinom G. Nakon izolacije IgG, otpustanje N-glikana s IgG ucinjeno je pomoc¢u enzima PNGaze
F (peptidil-N4-(N-acetil-B-glukozaminil) asparagin amidaza F). U idu¢em koraku napravljena je
derivatizacija N-glikana reduktivnom aminacijom gdje se reducirajuci kraj N-glikana obiljezio
fluorescentnom bojom (8-aminopirenl,3,6-trisulfonat). Prije odvajanja i1 detekcije obiljezenih N-
glikana provedeno je prociS¢avanje zaostale koli¢ine bjelancevina i1 soli u reakcijskoj smjesi.
Procis¢avanje je ucinjeno postupkom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi pomocu tekucinske kromatografije
temeljene na hidrofilnim interakcijama (HILIC-SPE, engl. hydrophilic interaction ultra-high-
performance liquid chromatography with fluorescence detection-based solid phase extraction). U
konac¢nici, glikoprofiliranje obiljeZenih N-glikana IgG provodilo se CGE-LIF postupkom na DNA
(prema engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina) sekvenceru (3130 Genetic

Analyzer, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).
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4. 6. Statisticke metode

Nominalne varijable deskriptivno su prikazane kao apsolutne i relativne ucestalosti
(postotci). Srednje vrijednosti numerickih varijabli prikazane su medijanom i interkvartilnim
rasponom (IQR, od engl. interquartile range). Za usporedbu ukupnih rezultata DASS 21 D, DASS
21 A i DASS 21 S po spolu i godini studiranja koriSten je Mann-Whitneyev U test. Mann-
Whitneyev U test takoder je koriSten za usporedbu vrijednosti kromatografskih vrSaka N-glikoma
IgG izmedu ispitanika koji su izrazavali i onih koji nisu izrazavali simptome depresije, anksioznosti
1 stresa. Razina statisticke znacajnosti je odredena uz P < 0.05. Za statisticku analizu koriSten je

statistiCki program SPSS (inacica 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
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REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo 82 ispitanika (23 muskarca i 59 Zena), medijana dobi od 19

godina. 44 ispitanika pohadalo je prvu , a 38 njih drugu godinu integriranog preddiplomskog i

diplomskog studija medicine Medicinskog fakulteta u Osijeku. Sva prikupljena sociodemografska

obiljezja prikazana su u tablici 1.

Tablica 1. Sociodemografska obiljezja ispitanika (N = 82)

Medijan (IQR”) ili n (%)

Spol Musko 23 (28,1)
Zensko 59 (72,9)
Dob (godine) 20 (19 - 20)
Godina studija Prva godina 44 (53,7)
Druga godina 38 (46,3)
Prosjek ocjena 4,5 (4,06 —4,86)
Mjesto stanovanja Grad 65 (79,3)
Selo 17 (20,7)
Trenutaéno Zivim Sam 14 (17,1)
S obitelji 41 (50)
Sa cimerom 27 (32,9)
Materijalno stanje Virlo lose 1(1,2)
Lose 0(0)
Dobro 56 (68,3)
Vrlo dobro 25 (30,5)
Obrazovanje oca Osnovna skola 2(2.4)
Srednja skola 46 (56,1)
Fakultet/veleuciliste 34 (41,5)
Obrazovanje majke Osnovna skola 337
Srednja skola 44 (53,6)
Fakultet/veleuciliste 35 (42,7)
Roditelji Zive Zajedno 74 (90,2)
Razdvojeno 8(9,8)
Pitanje partnera Slobodan/a 48 (58,4)
U vezi 34 (41,5)
Pusenje cigareta Da 12 (14,6)
Ne 70 (85,4)
Konzumacija alkohola Nikada 25(30.5)
Ponekad 50 (61)
Dva puta tjedno 7 (8,5)
Tri 1 viSe puta tjedno 0(0)

“interkvartilni raspon (engl. interquartile range)
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Simptome depresije, anksioznosti 1 stresa izrazavalo je 28 %, 50 % i 41,2 % ispitanika.
Izrazito teSke razine simptoma depresije, anksioznosti i stresa imalo je 6,1 %, 8,5 % 1 3,6 %
ispitanika. Zastupljenost razina simptoma negativnih afektivnih emocija ispitanika prikazana je u

tablici 2.

Tablica 2. Prisutnost i razine simptoma depresije, anksioznosti i stresa ispitanika DASS 217 (N =

82)

n (%)

Simptomi depresije Da 2328

Ne 59 (72)

Razina simptoma depresije Blaga 6(7.3)
Umjerena 10 (12,2)

Teska 2(2,4)

Izrazito teska 5(6,1)

Simptomi anksioznosti Da 41 (50)

Ne 41 (50)
Razina simptoma anksioznosti Blaga 20 (24.4)
Umjerena 11 (13,4)

Teska 33,7

Izrazito teSka 7 (8,5)
Simptomi stresa Da 33 (41.2)
Ne 49 (59,8)
Razina simptoma stresa Blaga 13 (15,9)
Umjerena 10 (12,2)

Teska 7 (8,5)

Izrazito teSka 2 (3,6)

*Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21 (prema engl. Depression Anxiety Stress Scale 21)

Usporedbom ukupnog rezultata DASS 21 D, DASS 21 A1 DASS-21 S po spolu, studentice
su imale ve¢i ukupni rezultat DASS 21 S od muskih studenata (P = 0,028) (Tablica 3).
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Tablica 3. Usporedba ukupnog rezultata DASS-21" D, DASS-21 A7, DASS-21 S* prema spolu
ispitanika (Mann-Whitneyev U test) (N = 82)

Musko Zensko
(n=23) (n = 59)
Medijan IQR? Medijan IQR® U P
DASS 21 D* 1 1-4 3 1-5,5 531 0,124
DASS 21 Af 3 1-4)5 4 2-6 583 0,323
DASS 21 S# 4 2-175 7 411 467 0,028

“Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica depresivnosti (prema engl. Depression, anxiety, and
stress scale 21: Depression subscale).

fLjestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica anksioznosti (prema engl. Depression, anxiety, and
stress scale 21: Anxiety subscale).

Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica stresa (prema engl. Depression, anxiety, and stress
scale 21: Stress subscale).

Sintervartilni raspon (engl. interquartile range)

Nije nadena razlika u ukupnim rezultatima DASS 21 D (P <0,248), DASS 21 A (P =0,328)
1 DASS 21 S (P =0,422) izmedu ispitanika prve i druge godine studija (Tablica 4).

Tablica 4. Usporedba ukupnog rezultata DASS 21 D", DASS 21 A", DASS 21 St prema godini
studiranja ispitanika (Mann-Whitneyev U test) (N = 82)

Prva godina Druga godina
n=44) (n=38)
Medijan IQRS Medijan IQRS U P
DASS-21 D* 3 1-7 2 1-4 959 0,248
DASS-21 AT 4 2-6 3 (1,25-5) 941 0,328
DASS-21 S 6,5 3-11 7 (2,25-8) 923 0,422

*Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica depresivnosti (prema engl. Depression, anxiety, and
stress scale 21: Depression subscale).

Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica anksioznosti (prema engl. Depression, anxiety, and
stress scale 21: Anxiety subscale).

Ljestvica depresivnosti, anksioznosti i stresa 21: Podljestvica stresa (prema engl. Depression, anxiety, and stress
scale 21: Stress subscale).

Sintervartilni raspon (engl. interquartile range)
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Kapilarnom gel elektroforezom odredeno je 27 kromatografskih vrSaka, odnosno 27 GP-

ova (prema engl. glycan peak, glikanski vrSak). Opis glikanskih struktura koje su najve¢im udjelom

Cinile pojedine kromatografske vrske prikazan je u tablici 5.

Tablica 5. Najzastupljenije glikanske strukture kromatografskih vr$aka (GP, prema engl. glycan
peak) N-glikana IgG

. N-glikan”

grréc:l?atografskl (kgratica Opis strukture
strukture)

GP1 A2G282 digalaktoziliran, disijaliniziran biantenar
GP2 A2BG2S2 :iiiﬁi:f;gﬁh ((i)isriialiniziran biantenar s ra¢vaju¢im N-
GP3 FA2G2S2 srzno fukoziliran, digalaktoziliran, disijaliniziran biantenar
GP4 FA2BG2S2 :rcierzicl)gfllﬁ;c;zzialli;aitrll,o ii]galaktoziliran, disijaliniziran biantenar s racvaju¢im N-
GP5 A2[6]G1S1  monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
GP6 A2[3]G1S1  monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
GP7 FA2[6]G1S1  srzno fukoziliran, monogalaktoziliran i monosijaliniziran biantenar
GP8 FA2[3]G1S1 srzno fukoziliran, monogalaktoziliran i monosijaliniziran biantenar
GP9 A2G2[6]S1  monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
GP10 A2G2[3]S1  monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
GP11 A2BG2S1 digalaktoziliran i monosijaliniziran biantenar
GP12 FA2G2S1 srzno fukoziliran, digalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar
GP13 FA2BG2S1 Is\f:; Slg(?jﬁg;zi; icllliéglerlllaktoziliran, monosijaliniziran biantenar s racvajuéim
GP14 A2B biantenar s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
GP15 FA2 srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar
GP16 A2[6]G1 digalaktoziliran biantenar
GP17 A2[3]G1 digalaktoziliran biantenar
GP18 FA2B srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar
GP19 A2B[6]G1 digalaktoziliran biantenar s ra¢vajué¢im N-acetilglukozaminom
GP20 A2B[3]G1 digalaktoziliran biantenar s ra¢vajué¢im N-acetilglukozaminom
GP21 FA2[6]G1 srzno fukoziliran, monogalaktoziliran biantenar
GP22 FA2[3]G1 srzno fukoziliran, monogalaktoziliran biantenar
GP23 FA2B[6]G1 ertlﬁgfﬁicz,zzi;ﬁi’o Ilqulonogalaktoziliran biantenar s ra¢vaju¢im N-
GP24 FA2B[3]G1 Zﬁ;ﬁlﬁgfﬁi%zzl;ﬁi’o ﬁonogalaktozﬂlran biantenar s ra¢vaju¢im N
GP25 A2BG2 digalaktoziliran biantenar s racvaju¢im N-acetilglukozaminom
GP26 FA2G2 srzno fukoziliran, digalaktoziliran biantenar
GP27 FA2BG2 srzno fukoziliran, digalaktoziliran biantenar s ra¢vajué¢im N-

acetilglukozaminom

“F na pocetku kratice — srzna fukoza; Ax — broj antena (grana); B —ra¢vajuéi N-acetilglukozamin; Gx — broj galaktoza;
Fx nakon Ax oznacava antenarnu fukozu; Sx — broj sijalinskih kiselina; [3] i [6] oznacavaju na kojoj grani je vezana
monosaharidna jedinica.
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U istrazivanju su analizirana 82 uzorka plazme. Rezultati analize kromatografskih vrSaka
N-glikoma IgG dobivenih kapilarnom gel elektroforezom prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Vrijednosti kromatografskih vrSaka (GP, od engl. glycan peak) N-glikoma

imunoglobulina G dobivenih kapilarnom gel elektroforezom

Kromatografski vriak” Medijan IQR'
GP1 0,4 0,35-0,45
GP2 0.22 0,19 0,25
GP3 2,19 1,89 —-2,57
GP4 1,79 1,61 -2,01
GP5 0,16 0,15-0,18
GP6 0,03 0,03 - 0,05
GP7 0,27 0,25-0,28
GPS 2,22 1,95 2,44
GP9 0,26 0,24 -0,29
GP10 0,56 0,5-0,65
GP11 0,28 0,26 — 0,32
GP12 11,9 10,41 - 13,26
GP13 2,38 2,1 -2,57
GP14 0,3 0,27 -0,33
GP15 14,23 11,89 — 16,52
GP16 0,4 0,29 - 0,59
GP17 0,26 0,2-0,32
GP18 2,04 1,81 -2,41
GP19 0,22 0,19-0,25
GP20 0,27 0,24 -0,31
GP21 18,85 17,72 - 20,14
GP22 11,19 10,35-12,17
GP23 4,9 4,51 -5,24
GP24 0.56 0,52 0.62
GP25 0.14 0.13-0.16
GP26 21,47 19,58 — 23,49
GP27 1,59 144- 18

“opis i kratica najzastupljenijih glikanskih struktura svakog od 27 kromatografskih vriaka prikazana je u tablici 5.

finterkvartilni raspon (engl. interquartile range)

Usporedbom vrijednosti kromatografskih vrSaka N-glikoma IgG nije nadena statisti¢ki

znacajna razlika izmedu studenata koji su izrazavali simptome depresije 1 onih koji nisu izraZavali

simptome depresije (Tablica 7).
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Tablica 7. Usporedba vrijednosti kromatografskih vr§aka N-glikoma imunoglobulina G (GP1 —
GP27) izmedu ispitanika koji su izrazavali simptome depresije i onih koji nisu izrazavali simptome

depresije, Mann-Whitneyev U test (N = 82)

Simptomi depresije

Da Ne
(n=23) (n=59)

Kromatografski vriak” Medijan IQR' Medijan IQR' U P
GP1 0,43 0,37-0,47 0,39 0,35-0,44 814 0,163
GP2 0,22 0,19-0,25 0,22 0,19-0,25 691 0,901
GP3 2,19 1,86 —2,54 2,2 1,90-2,6 615 0,516
GP4 1,76 1,50-1,90 1,82 1,61 -2,07 582 0,322
GP5 0,16 0,15-0,18 0,16 0,15-0,18 738 0,543
GP6 0,04 0,03 -0,05 0,03 0,02 -0,05 761 0,397
GP7 0,26 0,24-0,28 0,27 0,25-0,29 603 0,439
GP8 1,98 1,82 -2.,44 2,22 2-2,44 559 0,219
GP9 0,26 0,23 -0,27 0,27 0,24-0,3 493 0,056
GP10 0,56 0,49 — 0,66 0,56 0,5-0,63 700 0,828
GPI11 0,27 0,26 - 0,29 0,3 0,27-0,32 513 0,089
GP12 11,92 10,46 — 13,04 11,9 10,32 -13,3 683 0,967
GP13 2,33 2,13-2,41 2,39 2,09-27 560 0,223
GP14 0,29 0,25-0,33 0,3 0,28 - 0,33 587 0,348
GP15 14,44 11,36 — 16,12 13,87 11,97 - 17,19 648 0,757
GP16 0,42 0,29 - 0,65 0,4 0,29 - 0,54 767 0,364
GP17 0,26 0,22 -0,33 0,25 0,2-0,32 769 0,353
GP18 2,02 1,78 -2,29 2,06 1,83 -2,42 656 0,82
GP19 0,22 0,19-0,25 0,21 0,19-0,25 746 0,489
GP20 0,28 0,23 -0,32 0,27 0,24 -0,31 667 0,91
GP21 18,77 17,95 —-19,88 18,9 17,74 — 20,16 653 0,796
GP22 11,33 9,61 —12,17 11,19 10,54 - 12,13 624 0,577
GP23 5,11 4,60 — 5,48 4,84 4,51 -5,11 838 0,101
GP24 0,55 0,53 -0,58 0,56 0,51-0,63 623 0,57
GP25 0,15 0,13-0,17 0,14 0,13-0,16 751 0,457
GP26 21,78 20,57 —23,83 21,3 19,44 — 23,44 772 0,337
GP27 1,59 1,49 -1,7 1,54 1,42 -1,82 704 0,796

“opis i kratica najzastupljenijih glikanskih struktura svakog od 27 kromatografskih vriaka prikazana je u tablici 5.

Tinterkvartilni raspon (engl. interquartile range)
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Usporedbom vrijednosti kromatografskih vrSaka N-glikoma IgG izmedu studenata koji su
imali simptome anskioznosti i onih koji nisu imali simptome anskioznosti ustvrdeno je da su
studenti sa simptomima anksioznosti imali nize razine GP20 (A2B[3]G1 — digalaktoziliran
biantenar s ra¢vaju¢im GlcNAc-om) (P = 0,016) (Tablica 8).

Tablica 8. Usporedba vrijednosti kromatografskih vrSaka N-glikoma imunoglobulina G (GP1 —
GP27) izmedu ispitanika koji su izrazavali simptome anksioznosti i onih koji nisu izrazavali

simptome anksioznosti, Mann-Whitneyev U test (N = 82)

Simptomi anksioznosti

Da Ne
(n=41) (n=41)

Kromatografski vriak” Medijan IQR' Medijan IQR' U P
GP1 0,43 0,36 — 0,46 0,39 0,35-0,44 996 0,151
GP2 0,22 0,20-0,25 0,21 0,18—-0,24 1016 0,105
GP3 2,19 1,89 —2,58 2,23 1,90 — 2,56 833 0,948
GP4 1,82 1,63 -2,12 1,76 1,61 -1,97 885 0,683
GP5 0,16 0,15-0,18 0,16 0,15-0,18 934 0,388
GP6 0,04 0,03 -0,05 0,03 0,02 -0,04 919 0,469
GP7 0,27 0,24 -0,29 0,27 0,25-0,28 798 0,697
GP8 2,18 1,87 -2,45 2,22 2,06 —2.,44 730 0,308
GP9 0,26 0,23 -0,29 0,27 0,25-0,29 687 0,156
GP10 0,57 0,5-0,68 0,56 0,50 -0,59 942 0,349
GP11 0,28 0,26 — 0,33 0,29 0,26 — 0,31 856 0,889
GP12 11,9 10,07 — 13,26 11,91 10,72 — 13,26 780 0,578
GP13 2,38 2,19-2.72 2,37 2,05 2,47 945 0,335
GP14 0,29 0,27-0,32 0,3 0,28 — 0,33 767 0,498
GP15 14,38 11,56 — 16,22 13,87 12,03 - 17,07 830 0,926
GP16 0,41 0,29 -0,62 0,39 0,31-0,53 893 0,63
GP17 0,26 0,2-0,34 0,25 0,2-0,31 935 0,383
GP18 2,02 1,8—-2,27 2,09 1,85-2,42 771 0,522
GP19 0,22 0,19-0,25 0,21 0,19-0,25 858 0,875
GP20 0,25 0,23 -0,29 0,28 0,25-0,32 580 0,016
GP21 18,77 17,79 — 19,87 19,41 17,69 — 20,53 749 0,399
GP22 11,28 10,33 -12,3 11,14 10,43 — 12,04 836 0,97
GP23 4,92 4,58 — 5,25 4,84 4,51 -5,14 909 0,528
GP24 0,54 0,52 -0,62 0,56 0,52 -0,61 761 0,464
GP25 0.15 0.13-0.17 0.14 0.13-0.16 043 0.344
GP26 22.33 19.91 - 24,17 20,95 19.57-23.02 932 0399
GP27 1,59 1,48 1,79 1,54 1.41—1.80 899 0,591

“opis i kratica najzastupljenijih glikanskih struktura svakog od 27 kromatografskih vriaka prikazana je u tablici 5.

Tinterkvartilni raspon (engl. interquartile range)
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Usporedbom vrijednosti kromatografskih vrSaka N-glikoma IgG izmedu studenata sa
simptomima stresa i onih bez simptoma, nadene su znacajne razlike vrijednosti u sedam
kromatografskih vr§aka. Studenti sa simptomima stresa imali su viSe razine GP5 (A2[6]G1S1 —
monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar) (p = 0,006) i GP26 (FA2G2 — srzno fukoziliran,
digalaktoziliran biantenar) (P = 0,005), dok su imale nize razine P9 (A2G2[6]S1 —
monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar) (P = 0,03), P15 (FA2 — srzno fukoziliran,
agalaktoziliran biantenar) (P = 0,038), P18 (FA2B — srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar)
(P=0,014)1P20 (A2B[3]G1 — digalaktoziliran biantenar s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom) (P
=0,002) (Tablica 9).
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Tablica 9. Usporedba vrijednosti kromatografskih vr§aka N-glikoma imunoglobulina G (GP1 —
GP27) izmedu ispitanika koji su izrazavali simptome stresa i onih koji nisu izrazavali simptome

stresa, Mann-Whitneyev U test (N = 82)

Simptomi stresa

Da Ne
(n =33) (n = 49)

Kromatografski vriak” Medijan IQR' Medijan IQR' U P
GP1 0,43 0,36 —0,45 0,39 0,35-0,45 936 0,23
GP2 0,22 0,2-0,27 0,22 0,18—-0,24 935 0,233
GP3 2,25 1,93 -2,58 2,12 1,89 —2,55 863 0,61
GP4 1,8 1,62 -2,01 1,78 1,61 -2,05 770 0,719
GP5 0,17 0,16-0,19 0,16 0,15-0,17 1100 0,006
GP6 0,04 0,03 - 0,05 0,03 0,03 -0,04 963 0,145
GP7 0,27 0,25-0,29 0,26 0,24-0,28 915 0,316
GP8 2,1 1,81-2,4 2,22 2,01 —2.,46 627 0,087
GP9 0,25 0,22 -0,29 0,27 0,25-0,29 578 0,03
GP10 0,56 0,48 -0,7 0,56 0,5-0,6 884 0,478
GP11 0,28 0,26 — 0,33 0,29 0,26 — 0,31 893 0,427
GP12 11,96 10,89 — 13,55 11,61 9,8 —12,82 977 0,112
GP13 2,33 2,15-2.47 2,39 2,09 -2,57 722 0,416
GP14 0,29 0,26 - 0,32 0,31 0,28 -0,34 626 0,085
GP15 13,86 11,16 — 14,88 14,73 12,83 -17,35 588 0,038
GP16 0,4 0,29 - 0,65 0,4 0,28 - 0,53 920 0,294
GP17 0,27 0,22 -0,35 0,24 0,2-0,29 977 0,112
GP18 1,94 1,75-2,11 2,1 1,92 -2,44 549 0,014
GP19 0,22 0,18-0,24 0,21 0,19-0,25 808 0, 988
GP20 0,25 0,22 -0,28 0,29 0,25-0,33 477 0,002
GP21 18,77 17,44 — 19,96 19,36 18,03 — 20,34 703 0,321
GP22 10,92 9,59 - 12,04 11,28 10,68 — 12,21 635 0,102
GP23 5,01 4,67-5,33 4,82 4,51 -5,11 979 0,108
GP24 0,53 0,5-0,59 0,57 0,54 - 0,63 560 0,019
GP25 0,15 0,13-0,17 0,14 0,13-0,15 982 0,102
GP26 22,78 21,3 -24,89 20,56 18,82 —22,83 1105 0,005
GP27 1,62 1,5-1,78 1,54 1,4-1,8 930 0,253

*opis 1 kratica najzastupljenijih glikanskih struktura svakog od 27 kromatografskih vr§aka prikazana je u tablici 5.

finterkvartilni raspon (engl. interquartile range)
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6. RASPRAVA

6. 1. Zastupljenost simptoma depresije, anksioznosti i stresa ispitanika

Rezultati istrazivanja upucuju na veliku zastupljenost simptoma negativnih afektivnih
emocija medu studentima prve i druge godine medicine Sveucilista u Osijeku. Usporedujuéi s
rezultatima istrazivanja iz svijeta, slicnu zastupljenost simptoma depresije (37 %), anksioznosti (29
%) 1 stresa (23 %) utvrdili su Wang i sur. metaanalizom i sustavnim pregledom 28 istrazivanja u
436 799 studenata na globalnoj razini (15). Takoder, sli¢nu zastupljenost simptoma depresije (34
%) 1 anksioznosti (39 %) studenata na globalnoj razini ustanovili su Li 1 sur., sustavnim pregledom
1 metaanalizom 64 istrazivanja u 100 187 ispitanika (16). Nadalje, Zhang i sur. su metanalizom
ispitivali zastupljenost simptoma negativnih afektivnih emocija medu studentima Isto¢ne Europe
te su takoder utvrdili sli¢nu zastupljenost depresije (31 %) 1 anksioznosti (32 %) (17). Presjecna
istrazivanja provedena u Hrvatskoj takoder su pronasla veliku zastupljenost simptoma negativnih
afektivnih emocija. Mili¢ 1 sur. su medu studentima Medicinskog fakulteta u Osijeku, Sveucilista
u Osijeku pronasli vecu zastupljenost depresije (60 %) i anksioznosti (55 %) u odnosu na rezultate
ovog istrazivanja (20). Vecu zastupljenost simptoma depresije (51 %), anksioznosti (51 %) 1 stresa
(50 %) medu studentima Sveucilista u Osijeku utvrdili su 1 Talapko i sur. (18). Velika zastupljenost
depresije, anksioznosti 1 stresa u studenata moze nastati zbog akademskog pritiska koji je Cesto
izazvan ispitnim rokovima 1 o¢ekivanjima za visokim ocjenama (35). Nadalje, studenti s nizim
materijalnim statusom ¢esto dozivljavaju dodatni stres zbog Skolarina 1 zivotnih troskova (36).
Takoder, socijalna izolacija studenata uz nedostatak podrske obitelji i obrazovnih institucija moze
potaknuti osjeaje usamljenosti i emocionalne izolacije §to u konacnici moze pridonijeti vecoj

zastupljenosti negativnih emocija (37 — 39).

Usporedbom po spolu utvrdeno je da su studentice izrazavale viSe razine stresa. Navedenu
razliku po spolu opisuju Daniali i sur. koji su metaanalizom 1 sustavnim pregledom 59 istrazivanja
u 193 337 ispitanika utvrdili da studentice na globalnoj razini izrazavaju veée razine stresa (14).
Nadalje, Talapko 1 sur. takoder su pronasli da studentice SveuciliSta u Osijeku izraZzavaju vece
razine stresa od muskih studenata (18). nadena razlika mogla bi se objasniti rezultatima istrazivanja
koja upucuju na to da su Zene, psiholoski gledano, sklonije internalizaciji stresa i emocija, Sto
potencijalno donosi pojacanju osjecaja stresa (40). Dodatno, izraZenije hormonske fluktuacije u

zena mogu doprinijeti povecanoj razdraZljivosti i emocionalnim reakcijama, odnosno viSim
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razinama stresa (41). Takoder, Cesto se od mladih zena uz akademsku izvrsnost ocekuje i
sposobnost upravljanja slozenim socijalnim i obiteljskim aktivnostima pa bi uskladivanje ovih
zahtjeva formativnim godinama bi moglo doprinijeti viSim razinama emocionalnog stresa

studentica (42).

6. 2. N-glikani IgG i simptomi depresije, anksioznosti i stresa

Ovo istrazivanje je jedinstveno jer po prvi puta ispituje udruzenost N glikozilacije IgG 1
simptoma depresije, anksioznosti i stresa ispitanika. Usporedujuci N-glikane IgG izmedu studenata
koji su imali simptome depresije 1 onih koji nisu imali simptome depresije, nije uocena statisticki
znacajna razlika. Znacajno je za napomenuti da u ovom istrazivanju nismo kategorizirali ispitanike
na osnovi postojanosti dijagnoze depresije, nego smo uz pomo¢ DASS 21 ispitanike kategorizirali
na one koji su imali 1 one koji nisu imali simptome depresije. Stoga se rezultati ovog istrazivanja
ne bi trebali koristiti u svrhu komentiranja poveznice depresije kao mentalne bolesti 1 N glikana
IgG. Istrazivanja koja su analizirala N-glikane IgG ispitanika s uspostavljenim dijagnozama
depresije uocile su da je teza klinicka slika depresije povezana sa promjenama N-glikana IgG u
plazmi (29, 38, 39). Studija Boeck 1 sur. utvrdila je da su izrazeniji simptomi depresije pacijenata
s dijagnozom depresije povezani s viSim razinama agalaktoziliranih N-glikana te nizim razinama
triantenarnih N-glikana (43). Nadalje, istrazivanje Park i sur. koje je analiziralo N-glikane plazme
bolesnika s dijagnosticiranim velikim depresivnim poremecajem utvrdila je da oni s izraZzenijim
simptomima depresije imaju ve¢i udio galaktoziliranih i sijaliliranih glikoformi N-glikoma IgG

(29).

Do sada nisu bila provedena istrazivanja koja su ispitivala poveznicu anksioznosti i N-
glikozilacije IgG u ljudi. Ovim istrazivanjem nadeno je da su ispitanici sa simptomima anksioznosti
imali nize razine GP20 (A2B[3]G1) od ispitanika koji nisu izrazavali simptome anksioznosti.
Navedeni rezultat upucuje na potrebitost provodenja daljnjih istrazivanja s ciljem utvrdivanja

moguce poveznice N-glikozilacije IgG 1 anksioznosti u ljudi.

Studenti sa simptomima stresa imali su viSe razine dva N-glikana IgG (A2[6]GIS1 i
FA2G2) i nize razine 5 N-glikana IgG (A2G2[6]S1, FA2, FA2B, A2B[3]G1 1 FA2B[3]G1) u
usporedbi s ispitanicima koji nisu izrazavali simptome stresa. DosadaSnja istraZivanja nisu
istrazivala poveznicu prisutnosti simptoma stresa i1 N-glikoma IgG unutar zdrave populacije, no

istrazivanje Tudor 1 sur. analiziralo je N-glikane IgG osoba s dijagnosticiranim posttraumatskim
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stresnim poremecajem (PTSP) (28). Nadeno je da osobe s PTSP-om imaju nize razine FA2B; N-
glikana IgG c¢ije su vrijednosti bile snizene u ispitanika ovog istrazivanja koji su izrazavali
simptome stresa (28). Nadalje, u ovom istrazivanju je utvrdeno da su ispitanici sa simptomima
stresa imali viSe razine FA2G2 od ispitanika koji nisu izrazavali simptome stresa. Fazekas i sur. su
na modelima Stakora utvrdili da su veée razine FA2G2 u plazmi Stakora prije izlaganja traume bile
povezane s izrazenijim stresnim odgovorom i izrazenijim ponasanjem povezanim s PTSP-om
Stakora (45). Navedeno upucuje na potrebitost daljnjih istrazivanja poveznice razine FA2G2 N-

glikana 1 osjetljivosti pojedinca na stres.

S obzirom na to da rezultati ovog istrazivanja upucuju na postojanost razlike u N-
glikanskim strukturama IgG izmedu ispitanika koji jesu 1 onih koji nisu izrazavali simptome
anksioznosti 1 stresa, stavlja se naglasak na potrebitost daljnjeg istraZzivanja poveznice N-
glikozilacije IgG 1 negativnih afektivnih emocija zbog moZzebitnog koristenja struktura N-glikana

IgG kao biomarkera izraZzenosti anksioznosti 1 stresa u ljudi.
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ZAKLIUCAK

7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

- studenti integriranog preddiplomskog i diplomskog studija medicine Sveucilista u Osijeku
su izrazavali visoke razine simptoma depresije, anksioznosti i stresa;

- usporedbom po spolu, Zene su izrazavale vise razine stresa od muskaraca;

- ispitanici koji su izrazavali simptome anksioznosti i stresa imali su razli¢it N-glikanski

profil u usporedbi s ispitanicima koji nisu izraZzavali simptome anksioznosti 1 stresa.
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SAZETAK

8. SAZETAK

UdruZenost depresije, anksioznosti i stresa s N-glikozilacijom imunoglobulina G u studenata

Cilj istrazivanja. Cilj je bio ispitati zastupljenost simptoma depresije, anksioznosti i stresa medu

studentima te istraziti udruzenost navedenih simptoma s N-glikozilacijom imunoglobulina G (IgG).
Nacrt studije. Presjecno istrazivanje.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 82 studenta (23 muskarca i 59 zena). Za procjenu
zastupljenosti simptoma depresije, anksioznosti 1 stresa koriSten je DASS 21 (prema engl.
Depression, Anxiety, and Stress Scale 21). 1gG je izoliran iz plazme, a sastav N-glikana je

analiziran kapilarnom gel elektroforezom.

Rezultati. Simptome depresije, anksioznosti i stresa izrazavalo je 38 %, 50 % 1 41,2 % ispitanika.
Studentice su izraZavale viSe razine stresa od muskih studenata (P = 0,028). Nije nadena znacajna
razlika u N-glikomu IgG ispitanika koji su izraZavali simptome depresije 1 onih koji nisu izrazavali
simptome depresije. Ispitanici sa simptomima anksioznosti izrazavali su nize razine A2B[3]G1
(digalaktoziliran biantenar s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom) od studenata bez takvih simptoma
(P = 0,016). Studenti sa simptomima stresa imali su viSe vrijednosti A2[6]G1S1
(monogalaktoziliran, monosijaliniziran biantenar) (P = 0,006) 1 FA2G2 (srzno fukoziliran,
digalaktoziliran biantenar) (P = 0,005), a nize vrijednosti A2G2[6]S1 (monogalaktoziliran,
monosijaliniziran biantenar) (P = 0,03), FA2 (srzno fukoziliran, agalaktoziliran) (P = 0,038), FA2B
(srzno fukoziliran, agalaktoziliran biantenar) (P = 0,014) 1 A2B[3]G1 od studenata koji nisu imali
simptome stresa (P = 0,002).

Zakljucak. Unutar studentske populacije nadena je visoka zastupljenost simptoma depresije,
anksioznosti 1 stresa. Utvrdene su razlike u N-glikanima IgG izmedu ispitanika koji su imali

simptome anksioznosti i stresa 1 onih koji nisu imali navedene simptome.

Kljucéne rijeci: depresija; anksioznost; stress; N-glikani; immunoglobulin G; studenti
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SUMMARY

9. SUMMARY
Association of depression, anxiety, and stress with N-glycosylation of immunoglobulins G in

students

Objectives. The study aimed to examine the prevalence of depression, anxiety, and stress
symptoms among students, and investigate their association with immunoglobulin G (IgG) N-

glycosylation.
Study design. Cross-sectional study.

Participants and methods. The study involved 82 students (23 males and 59 females). The DASS
21 (Depression, Anxiety, and Stress Scale 21) was used to assess the prevalence depression,
anxiety, and stress symptoms. IgG was isolated from plasma, and the composition of N-glycans

was analyzed by capillary gel electrophoresis.

Results. Depression symptoms were reported in 38 % of participants, anxiety in 50 %, and stress
in 41.2 %. Female students exhibited higher levels of stress than male students (P = 0.028). No
difference in N-glycans was observed between participants with symptoms of depression and those
without symptoms of depression. Participants with anxiety symptoms expressed lower levels of
A2B[3]G1 (digalactosylated biantennary with branching N-acetylglucosamine) than students
without symptoms of anxiety (P = 0.016). Students with stress symptoms had higher levels of
A2[6]G1S1 (monogalactosylated, monosialylated biantennary) (P = 0.006) and FA2G2 (core
fucosylated, digalactosylated biantennary) (P = 0.005), but lower levels of A2G2[6]S1
(monogalactosylated, monosialylated biantennary) (P = 0.03), FA2 (core fucosylated,
agalactosylated) (P = 0.038), FA2B (core fucosylated, agalactosylated biantennary) (P = 0.014)
and A2B[3]G1 compared to students without stress symptoms (P = 0.002).

Conclusion. A high prevalence of depression, anxiety, and stress symptoms was observed within
the student population. Differences in IgG N-glycans were found between participants who had

symptoms of anxiety and stress and those who did not have these symptoms.

Keywords: depression; anxiety; stress; N-glycans; immunoglobulin G; students
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