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1 UvobD

Ratna zbivanja narusavaju temelj ljudske egzistencije s dalekoseznim posljedicama po fizicko i
mentalno zdravlje populacije. Ratni stres posljedica je slozenog djelovanja razli¢itih fizikalnih,
psiholoskih, kemijskih i bioloskih stresora s direktnim ucinkom na zdravlje, a duboke negativne
socioekonomske posljedice rata predstavljaju dodatno opterecenje za drustvo. U Hrvatskoj je tijekom
rata znacajno porasla incidencija nekih bolesti koje se vezu uz stres, kao Sto su dijabetes, tumori,
kardiovaskularne bolesti i &ir Zeluca.! Izrazito je porastao i broj suicida, osobito mladih ljudi,? a
psiholoske posljedice rata ocituju se i u velikom broju ratnih veterana s posttraumatskim stresnim
poremecajem (PTSP). PTSP karakterizira ponovno proZzivljavanje ekstremnog traumatskog iskustva (u
koje svakako spada ratno iskustvo, odnosno iskustvo borbe) u formi intruzivnih prisjecanja, noénih
mora i vrlo Zivih slika, zvukova i mirisa koji su odraz traumatskog iskustva (engl. flashbacks).
Ponasanje je usmjereno izbjegavanju podsjetnika na traumu uz pojavu emocionalne obamrlosti,
pojactanog opreza i budnosti, odnosno pojacane podraZljivosti (nesanica, razdraZljivost, gubitak
koncentracije).®> Studije s veteranima iz Drugog svjetskog rata pokazuju da PTSP moZe trajati
desetlje¢ima i $tovide, simptomi se mogu pogoriavati bez obzira na lije¢enje.* Pretpostavlja se da se
oko 40% osoba s dijagnozom kroni¢nog PTSP-a ne uspije nikada oporaviti.> Ako PTSP razmatramo u
svjetlu stresne reakcije, a znamo da je kroni¢ni stres vazan faktor u razvoju mnogih bolesti,® postavlja
se pitanje imaju li osobe s PTSP-em povedan rizik za razvoj somatskih bolesti i koji patofizioloski
mehanizmi u tome sudjeluju. lako epidemioloska slika u Hrvatskoj joS uvijek nije jasna, istraZivanja u
drugim zemljama ukazuju na poveéanu ucestalost somatskih, osobito autoimunosnih i
kardiovaskularnih bolesti u osoba koje boluju od PTSP-a.”®* Mehanizme odgovorne za ovu povezanost

treba traziti u mogucim poremecajima osnovnih komponenti fizioloSke stresne reakcije.

1.1 STRES

lako cesto koristen izraz u svakodnevnom Zargonu, joS uvijek nema jedinstvene definicije
stresa. Psihicko emocionalno opterecenje najcesce intuitivnho doZivljavamo kao stres, medutim to je
samo jedan od mogucih elemenata unutar kompleksnog kontinuuma podraZaja, obrade podrazaja i
fizioloskih reakcija organizma koje u cijelosti moZzemo nazvati stres. Isto tako, stres se intuitivno
dozivljava u negativnom kontekstu jer narusava osjecaj dusevnog i fizickog blagostanja koje moderno
drustvo postavlja kao imperativ zdravlja, medutim treba imati na umu da su fenomeni ukljuceni u
koncept stresa rezultat evolucijske ,igre” kojom je modeliran odnos jedinke prema okolisu i tako
predstavlja adaptivni mehanizam ocuvanja integriteta organizma kao cjeline u sloZzenoj interakciji s

vanjskim i unutarnjim promjenama koje ugrozavaju jedinku.
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Upotreba rijeci stres datira iz 16. stolje¢a i moze se uociti u Hook-ovom (1635-1703) zakonu
elasti¢nosti iz podru¢ja mehanike koji kaze da je deformacija tijela (engl. strain) proporcionalna
primijenjenoj sili (engl. stress) pod uvjetom da se ne prijede granica elasti¢nosti tijela. RijeC se kasnije
pocela koristiti u engleskom govornom podrucju za oznacavanje ,,nervoze” (psiholoske napetosti) Sto
se moze uociti i u djelima Waltera B. Cannona (1871-1945), americkog fiziologa, utemeljitelja
koncepta homeostaze, jednog od temeljnih bioloskih principa koji je okosnica veéine danasnjih
razmisljanja o fenomenu stresa. Princip homeostaze temelji se na opaZzanjima Clauda Bernarda
(1813-1878) o potrebi ocuvanja konstantnosti i stabilnosti unutrasnje sredine organizma (franc.
millieu intérieur). Cannon je dalje razradio princip i uveo pojam homeostaze. Prema Cannonu
organizam je otvoreni sustav, a oCuvanje ravnoteze unutar takvog sustava zahtijeva aktivaciju dobro
uskladenih i koordiniranih mehanizama koji ¢e djelovati suprotno od prvobitne promjene.'® Cannon
je takoder uolio da Zivotinje na prijetnju reagiraju aktivacijom simpatoadrenalnog sustava
(otpustanje adrenalina, konstrikcija krvnih Zila, dilatacija bronhiola, oslobadanje glukoze iz jetre) sto
ih priprema za borbu ili bijeg (engl. fight or flight response)™ i tako prvi puta opisao neurofiziologki
odgovor u sprezi s promjenama u ponasanju koji imaju adaptivnu funkciju. lako se danas mnogo vise
zna o fizioloskim mehanizmima uklju¢enim u ovaj odgovor, koncept akutne stresne reakcije kao

sloZzenog adaptivnog odgovora ,,borbom ili bijegom* je u osnovi isti.

Za medunarodno prihvacanje rijeci stres najzasluzniji je Hans Selye (1907-1982), kanadski
endokrinolog koji je eksperimentiranjem na Zivotinjama uocio da organizam na razli¢ite nespecificne
podraZaje reagira karakteristi¢nim trijasom promjena (1. povecanje korteksa nadbubrezne Zlijezde, 2.
atrofija timusa, slezene i limfnih &vorova, 3. krvarenje unutar gastrointestinalnog sustava).’”> Na
temelju ovih opazanja Selye je formirao koncept opéeg adaptacijskog sindroma (engl. General
Adaptation Syndrome, GAS) pri ¢emu organizam nakon Stetnog podrazaja (primjena razlicitih
toksi¢nih tvari, hladnoda, fizicki napor, kirurske ozljede itd.) prolazi kroz tri adaptivne faze: a) kratka
inicijalna alarmna reakcija , b) stadij otpora i c) stadij iscrpljenja. Uz brojne kritike tadasnje
akademske zajednice, Selye je uspio stres konceptualizirati kao zajednic¢ki naziv za nespecifi¢ne
adaptivne reakcije u organizmu uzrokovane agensom kojeg je on nazvao stresor. Pri tome su
karakteristicne morfoloske promjene unutar GAS-a i/ili adaptivne faze kroz koje organizam prolazi
zapravo stresne reakcije.”® lako Selye govori o stresu kao nespecifiécnom odgovoru na bilo koji zahtjev
koji se postavlja na organizam, potencijalne interindividualne razlike u odgovoru na stresni podrazaj
nasluéuju se u njegovom razlikovanju pojmova distres koji oznacava negativni, neugodni, Stetni oblik
stresa, i eustres koji oznacava pozitivni oblik tj. uspjeSnu adaptaciju na promjenu. Selye je uocio da
centralnu ulogu u fizioloskom odgovoru na stresor ima pojacana sekrecija glukokortikoidnih

hormona, a vecina njegovih zapaZanja temelji se na djelovanju fizikalnih agensa i na pokusima na
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Zivotinjama. Medutim, iako fizioloSki hormonski dgovor na razlicite Stetne fizikalne agense moze biti
uzrokovan njihovim zajednic¢kim djelovanjem na pobudenost sredidnjeg Zivéanog sustava (SZS), vrlo je
vazna i individualna procjena $tetnosti nekog podrazaja.’* Tako dolazimo do Lazarusovog koncepta
kognitivne procjene (engl. appraisal) kao klju¢nog faktora koji posreduje u odnosu izmedu stresora i
stresne reakcije.”® U primarnoj procjeni podrazaj se procjenjuje kao nevazan, pozitivan ili stresan.
Stresan podraZaj je onaj koji je ve¢ nanio neku Stetu, zatim prijetnja (podrazaj potencijalno moZze biti
Stetan ili dovesti do nekog gubitka) i izazov (potencijalni dobitak uz mogude teskoée). U sekundarnoj
procjeni procjenjuju se mogucnosti noSenja (engl. coping) sa stresnim podrazajem pri ¢emu se
aktiviraju kognitivni mehanizmi i modulira se ponasSanje s osnovnim ciljevima regulacije
uznemirujuéih emocija i/ili poduzimanja akcija koje ¢e rijesiti problem.'® Stres nastaje ukoliko u
dinami¢nom odnosu s okolinom jedinka dozZivi nerazmjer izmedu vlastitih resursa za nosSenje sa

stresnim podrazajem i zahtjeva koje nameée okolina odnosno podrazaj.

Objedinjuju¢i razli¢ite teorije Levine'’ definira stres kao stanje uzrokovano potencijalnom
prijetnjom od vitalnog interesa za organizam uz aktivaciju fizioloskih mehanizama i promjenu
ponasanja sa svrhom eliminacije uzroka stresa i ouvanja homeostaze. Pri tome vrlo vaznu ulogu ima
nedostatak informacije o potencijalnom pozitivnom ishodu ili moguénosti izbjegavanja negativnog
ishoda (nepredvidivost i nesigurnost). MoZemo zakljuciti da je stresna reakcija, u evolucijskom smislu,
bitan i neophodan homeostatski odgovor organizma na unutarnje i/ili vanjske promjene koje

ugrozavaju prezivljenje jedinke.'®

1.2 STRESORI

Pozivajuci se na gore spomenute razlicite fizioloSke, psiholoske i bihevioralne aspekte stresa
mozemo reci da stres predstavlja konstelaciju razli¢itih dogadaja i ukljucuje podrazaj (stresor) koji
dovodi do reakcija u mozgu (,percepcija“ stresa) Sto uzrokuje aktivaciju fizioloskih sustava u

organizmu (stresna reakcija).”

Ono $to vecina ljudi podrazumijeva pod pojmom stres zapravo je podrazaj koji se dozivljava
stresnim. Obzirom na individualne razlike u dozivljaju stresora, vrlo je tesko kategorizirati stresore.
Podjela stresora obzirom na prirodu podrazaja (fizikalni i psihosocijalni), trajanje (akutni i kronicni) i
tijek (diskretni i kontinuirani) predstavlja dobar koncept u koji se mogu uklopiti vecina istrazivanja na

ovom polju.

Fizikalni stresori ukljucuju ozljedu, infekciju, bol, kardiovaskularne stresore (krvarenje,
ortostatska hipotenzija, fizicki napor).?’ Psihosocijalni stresori mogu biti kratki akutni laboratorijski
stresori (javni nastup, rjeSavanje matematickih problema), kratki naturalisticki stresori (ograniceni

stresori iz stvarnog Zivota kao npr. polaganje ispita, stres na poslu, svakodnevni stresori iz okoline),
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stresni Zivotni dogadaji (kljucni dogadaj kao npr. gubitak supruznika dovodi do produljene stresne
reakcije koja s vremenom najceSée jenjava), kronicni stresori koji u potpunosti proZimaju Zivot
pojedinca bez naznake da bi se stresna reakcija mogla stisati (primjeri ukljucuju invaliditet, brigu za
bolesnog supruznika, izbjeglistvo), stresori iz proslosti (intenzivna trauma s dugoro¢nim posljedicama
kao npr. zlostavljanje u djetinjstvu, borbeno iskustvo, zarobljenistvo).”* Ovome jo§ moZemo dodati
sociodemografske faktore kao Sto je socioekonomski status koji bi po trajanju pripadao kroni¢nim
stresorima, kao i psiholoske osobine pojedinca (depresivnost, anksioznost, agresivnost). Razlikovanje
akutnih i kronic¢nih stresora je posebno vazno buduci da je adaptivna reakcija na stresore koji traju
kratko vrijeme ogranicena, dok produljena ili opetovana reakcija na kronicni stresor iscrpljuje rezerve

organizma i moze djelovati $tetno.*

1.3 PERCEPCIA, UTJECA) GENA | OKOLISA

Kljuénu ulogu u reakciji na stresor i odvijanju stresne reakcije ima mozak. Mozak je uklju¢en u
procjenu prijeteceg podrazaja i ovisno o individualnim mehanizmima nosenja sa stresnim situacijama
modulira ponasanje i usmjerava fiziolosku reakciju na stresor. 2> Pri tome valja naglasiti da percepcija
prijeteceg podrazaja i svijest o podraZzaju nisu uvijek potrebni za inicijaciju stresne reakcije, pogotovo
ako je stresor fizikalne prirode (npr. ozljeda uz gubitak krvi).>* U svakom sludaju, stresor dovodi do
aktivacije dijelova mozga Sto rezultira aktivacijom simpati¢kog sustava i osovine hipotalamus-

hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (HHN).

Postoje velike individualne razlike u odgovoru na stresore. Reaktivhost mozga odredena je
genetskim faktorima, faktorima koji djeluju na fetus in utero, ranim Zivotnim iskustvima kao i kasnijim

prethodnim iskustvima koji odreduju pripremljenost i osjecaj kontrole.

Osim dosada spomenutih okolisnih ¢imbenika, genetski faktori u velikoj mjeri odreduju kako ¢e
pojedinac reagirati na stresor.”® Tako su pojedinci s odredenim alelom gena za transporter serotonina
(5-hidroksitriptamin transporter, 5-HTT) skloniji razvoju depresije nakon stresnih Zivotnih iskustava.?®
Polimorfizam gena za receptor faktora oslobadanja kortikotropina (CRHR1, od engl. corticotropi-
releasing hormone receptor 1) moderira utjecaj zlostavljanja u djetinjstvu na razvoj depresije,”’ a
dokazan je i utjecaj polimorfizma FKBP5 (engl. FK506 (Fermentek catalogue number 506, tacrolimus)
binding protein 5) gena (gen za protein koji djelomi¢no odreduje senzitivnost glukokortikoidnog

receptora) u modulaciji utjecaja zlostavljanja u djetinjstvu na razvoj PTSP-a.?®

Postoje brojni dokazi da je stres u majki za vrijeme trudnoce vezan uz kasnije tjelesne® i
psihicke smetnje®* kao i promjene u sredidnjem Zivéanom i endokrinom sustavu® njihove djece.

Pokusi na Zivotinjama upucuju i na strukturalne promjene unutar $75-a.?
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Stresna iskustva u djetinjstvu takoder imaju velik utjecaj na kasniju reaktivnost na stresore i,
posljedicno tome, zdravlje pojedinca. Emocionalno, fizicko i seksualno zlostavljanje u djetinjstvu i
poremecaji u funkcioniranju u obitelji povecéavaju rizik za razvoj brojnih psihickih i tjelesnih bolesti u
odrasloj dobi.*®* Pokazano je da djeca depresivnih majki imaju povecanu razinu salivarnog kortizola,*
a na zdravlje moZe utjecati i kvaliteta odnosa medu uéenicima® kao i zlostavljanje od strane kolega.*®

37-38 .

Negativna rana Zivotna iskustva povecavaju rizik za razvoj depresije i posttraumatskog stresnog

poremecaja.*

U konacnici, prijasnja iskustva i/ili pripremljenost mogu pozitivno ili negativno utjecati na

percepciju i/ili tijek stresne reakcij *° u novim situacijama.

1.4 OSNOVE BIOLOGIJE STRESNE REAKCIJE

Stresna reakcija kompleksan je odgovor organizma na stresor koji dovodi do aktivacije velikog
broja neuronskih krugova u limbickom sustavu. To dovodi do promjena u ponasSanju, promjena
funkcije vegetativnog Ziv€anog sustava i sekrecije razli¢itih hormona uklju¢enih u stresnu reakciju.

Posljedi¢no dolazi do adaptivne regulacije razli¢itih fiziolodkih funkcija:*® a) poja¢anja mobilizacije

.....

i hranjenja; d) modulacije imunosustava; e) usmjeravanja paZnje prema izvoru prijetnje.

U tijeku stresne reakcije simpaticki sustav aktivira se unutar nekoliko sekundi $to rezultira
otpustanjem kateholamina (adrenalina i u manjoj mjeri noradrenalina) iz srzi nadbubrezne Zlijezde. U
aktivaciju simpatickog sustava ukljucena je jezgra locus coeruleus (sadrZi noradrenergicke neurone) u
mozdanom deblu koja dobiva projekcije iz limbickog sustava kao i CRH (faktor oslobadanja
kortikotropina, od engl. corticotropin-releasing hormone) projekcije iz hipotalamusa.** Istovremeno
se iz parvocelulrne regije paraventrikularne jezgre (engl. paraventricular nucleus, PVN) hipotalamusa
u portalnu cirkulaciju hipofize oslobada CRH, a iz straznjeg reznja hipofize u sistemsku cirkulaciju se
luc¢e oksitocin i vazopresin koji poticu iz magnocelularne i parvocelularne regije PVN-a. Signali za
luenje ovih faktora dolaze prema hipotalamusu polisinaptickim vezama iz limbickog sustava ili iz
periferije visceralnim aferentnim putevima koji se integriraju u nucleus tractus solitarius i Salju
projekcije prema PVN-u. Djelovanjem CRH na svoj receptor (CRHR1) na stanicama hipofize potice se
ekspresija gena i sinteza pro-opiomelanokortina (POMC) koji je prekursor adrenokortikotropnog
hormona (ACTH, od engl. adrenocorticotropic hormone). Treba naglasiti da CRH potice i
noradrenergic¢nu transmisiju inervacijom locus coeruleusa. Kroz 5-10 sekundi oslobada se ACTH iz
prednjeg reznja hipofize, a smanjuje se lu¢enje GnRH (engl. gonadotropin-releasing hormone) nakon

Cega se smanjuje i lucenje gonadotropina (luteotropni hormon (LH) i FSH (folikulostimulirajuci
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hormon)). Ubrzo se poveca i sekrecija prolaktina i hormona rasta. U sljededih nekoliko minuta i dalje
pada sekrecija gonadotropina, a povecava se sekrecija glukokortikoidnih hormona koji svoj vrhunac u
plazmi dosezu unutar 30 minuta i 1 sat od djelovanja stresora. Glukokortikoidi (kortizol) se
sintetiziraju u zoni fascikulati nadbubrezne Zlijezde, a sintezu poti¢e ACTH. U¢inci povecanog lucenja
glukokortikoida vidljivi su ne prije od 1 sat nakon stresora, a smanjenog lu¢enja gonadotropina tek
nakon nekoliko sati.*? Vecina gore navedenih adaptivnih reakcija organizma (uklju¢ujuéi i aktivaciju
imunosustava) zbiva se prema tome vec unutar nekoliko sekundi od stresnog podrazaja pri ¢emu
veliku ulogu ima aktivacija simpatickog sustava, dok su ucinci glukokortikoida vidljivi kasnije zbog
toga Sto glukokortikidi u velikom dijelu spektra svojih ucéinaka djeluju na ekspresiju gena, za Sto je

potrebno odredeno vrijeme.*?

Glukokortikoidi poveéavaju koncentraciju glukoze u krvi tako da djeluju na metabolizam
glikogena, proteina i lipida i povecavaju perifernu rezistenciju na inzulin. Promjene u metabolizmu
lipida oCituju se redistribucijom masnog tkiva Sto moZe rezultirati pojavom visceralne pretilosti.
proliferacija epidermalnih stanica i sinteza vezivnog tkiva) i kostima (inhibicija osteoblasta i promjene
u metabolizmu kalcija). Djelovanjem na bubrege i krvne Zile povecéavaju krvni tlak, a mogu pridonijeti
i nastanku glaukoma. Gastrointestinalni efekti mogu se o&itovati ulceracijama u zelucu.** U konaénici,

glukokortikoidi djeluju antiinflamatorno i imunosupresivno. *°

Treba naglasiti da su ucinci glukokortikoida u velikom dijelu adaptivni, a negativni ucinci dolaze
do izrazaja u slucaju poremecene regulacije lu¢enja glukokortikoida kao Sto je to u stanjima
kroni¢nog stresa, ili su potaknuti jatrogeno. Glukokortikoidi u sklopu stresne reakcije imaju
permisivhu ulogu (bazalna razina koja omogucuje odvijanje stresne reakcije), supresivnu ulogu
(sprecavanje negativnih ucinaka stresne reakcije), stimulacijsku ulogu (potenciraju ucinke inicijalne
stresne reakcije) i preparativhu ulogu (moduliraju tijek stresne reakcije u sljede¢em kontaktu sa
stresorom). Na primjeru aktivacije kardiovaskularnog sustava tijekom akutne stresne reakcije
(povecanje arterijskog tlaka i udarnog volumena srca, ubrzanje pulsa, preusmjerenje krvotoka u
misi¢e i mozak uz konstrikciju renalnih i mezenterijalnih arterija) koji su uglavhom posredovani
aktivacijom simpatickog sustava najbolje moZemo ilustrirati permisivne ucinke. Ako uklonimo
glukokortikoide adrenalektomijom ili ponistimo ucinke tretmanom s antagonistom glukokortikoidnih
receptora, gore opisana reakcija je slabija, a u Addisonovoj bolesti moZe dovesti do hipotenzivne
krize. Takoder se zna da glukokortikoidi povecavaju senzitivhost adrenergickih receptora na
kateholamine®® (permisivna i stimulacijska uloga). S druge strane, tijekom krvarenja, glukokortikoidi
indirektno inhibiraju djelovanje vazopresina, poveéavaju glomerularnu filtraciju i poveéavaju luéenje

atrijskog natriurietskog polipeptida Sto odrazava njihovu supresivnu ulogu cCime se ogranicavaju
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potencijalni Stetni ucinci mehanizama uklju¢enih u retenciju tekucine. | u konacnici, iako
glukokortikoidi povecavaju razinu glukoze djeluju¢i na metabolizam lipida i proteina, s druge strane
poticu odlaganje glikogena u jetri Sto je zapravo priprema za brzu mobilizaciju glukoze u sljededoj

stresnoj reakciji (preparativna uloga).*

Osim navedenih, i ostali neuroendokrini sustavi su ukljuceni u stresnu reakciju. Posebno treba
spomenuti hormone proteinske strukture kao Sto su hormon rasta, faktor rasta slican inzulinu, faktor
rasta neurona i osobito prolaktin koji, za razliku od glukokortikoida, ima stimulacijski u¢inak na
imunoreakcije.”’” Osim kateholamina, vaZna je uloga i ostalih monoamina kao $to je serotonin,® a ne
smijemo zaboraviti i brojne neuropeptide (vazopresin, vazoaktivni intestinalni polipeptid,
kolecistokinin, neuropeptid Y, tvar P) koji indirektno (najées¢e preko HHN-osovine) ili direktno preko

svojih centralnih i perifernih u¢inaka moduliraju tijek stresne reakcij. **

1.5 MEDUDJELOVANJE IMUNOSUSTAVA | NEUROENDOKRINOG SUSTAVA

1.5.1 KRATKI POVIJESNI PREGLED

Prepoznavanje utjecaja glukokortikoida na imunosustav datira jos iz 19. stolje¢a kada Thomas
Addison primjecuje da pacijent s insuficijencijom nadbubreine Zlijezde ima povecan broj
cirkulirajucih limfocita® $to je u skladu s kasnim opaZanjem da odstranjenje nadbubreine Zlijezde
uzrokuje hipertrofiju timusa.*® Ve¢ smo govorili o istraZivanjima Hansa Selyea koji opisuje hipertrofiju
nadbubreZne Zlijezde i involuciju timusa kao reakciji na nespecifiéni stresor.*? Philip S. Hench i Edward
Calvin Kendall, koji su uz Tadeus Reichsteina dobitnici Nobelove nagrade medicinu 1950. godine za
definiciju strukture i funkcije glukokortikoida, jasno su 1940. godine pokazali protuupalne efekte
kortizona na primjeru reumatoidnog artritisa.”* Sredinom 70-tih je prepoznato da protuupalni i
imunosupresivni efekti glukokortikoida ne dolaze do izrazaja samo u farmakoloskim koncentracijama,
vec¢ da endogeni glukokortikoidi sprecavaju prekomjernu aktivaciju imunosustava te da ogranicavaju i
usmjeravaju imunoreakciju tamo gdje je ona potrebna.’? U daljnjim istraZivanja Besedovsky i sur.
pokazali su da i komponente imunosustava mogu potaknuti lucenje glukokortikoida i tako
mehanizmom povratne sprege sprijetiti vlastitu prekomjernu aktivaciju.® Tako se pocela stvarati
slika o dvosmjernoj komunikaciji izmedu neuroendokrinog i imunosustava koja je dalje upotpunjena
radom Edwina Blalocka i suradnika koji su pokazali da citokini i hormoni u odredenim uvjetima imaju
sli¢tne utinke®® te da stanice imunosustava (npr. limfociti) mogu luditi hormone (npr. ACTH i
endorfine).” Do kraja 80-tih, na temeljima koji su postavili Besedovsky i Blalock, postalo je jasno da
citokini mogu utjecati na komponente HHN-osovine i to ne samo na nivou nadbubrezne Zlijezde i

hipofize,*® ve¢ i djelovanjem na hipotalamus®’ $to je znacilo da citokini mogu direktno utjecati na

aktivnost SZS-a. Danas se zna da proupalni citokini, u medusobnoj interakciji s komponentama SZS-a i
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endokrinog sustava, imaju centralnu ulogu u sistemskoj reakciji na upalu koje ukljucuju sintezu
proteina akutne faze,”® temperaturu,” gubitak apetita, umor i malaksalost, $to na primjeru vrlo
uobicajene klinicke slike opcih simptoma upalnih bolesti najbolje odrazava kompleksnu komunikaciju
SZS-a, endokrinog sustava i imunosustava. Anatomska i funkcionalna veza izmedu neuroendokrinog i
imunosustava ostvaruje se signalizacijom neurotransmiterima, hormonima, citokinima i kemokinima.
Ovi medijatori dospijevaju do stanica imunosustava oslobadajuc¢i se u perifernu cirkulaciju ili

8061 i/ili parasimpati¢ckom® inervacijom primarnih (kostana srz i timus) i

direktnom simpatickom
sekundarnih (slezena, limfni ¢vorovi, sluznicama pridruzeno limfoidno tkivo) limfoidnih organa. S
druge strane, citokini koji se otpustaju u toku imunoreakcija, stimuliraju aferentna zivéana vlakna i/ili
perifernom cirkulacijom dolaze do mozga prolazeci krvno-mozdanu barijeru, dovode do aktivacije
mozdanih struktura i mogu izazvati promjene u ponasanju, a moduliraju i HHN-osovinu ili aktiviraju
eferentna kolinergi¢na vlakna $to u konaénici dovodi do modulacije same imunoreakcije.®® Osim toga,
stanice imunosustava mogu sintetizirati hormone (npr. CRH, ACTH, FSH, prolaktin, oksitocin) i
neuropeptide (npr. endorfini, somatostatin, tvar P, vazoaktivni intestinalni polipeptid).®* Uz to se
brojni citokini (npr. IL (interleukin)-1a, TNF (engl. tumor necrosis factor)-a, IL-1B) i njihovi receptori
(npr. IL-1R1),** a pogotovo kemokini i njihovi receptori® nalaze unutar S75-a, prvenstveno stanicama

mikroglije, astrocita i oligodendrocita, a zatim i samim neuronima.

Za bolje razumijevanje slijedi pregled osnovnih karakteristika imunosustava i neuroendokrinog

sustava vaznih za ovo istraZivanje.

1.5.2 NEKE KARAKTERISTIKE IMUNOSUSTAVA

1.5.2.1 STECENA | URODENA IMUNOST, RECIRKULACIJA LIMFOCITA

Neprestana recirkulacija stanica imunosustava izmedu limfnih organa i periferne krvi temeljno
je svojstvo imunosustava. Stanice limfoidne (T-limfociti, B-limfociti, NK-stanice) i mijeloidne loze
(neutrofili, eozinofili, bazofili, monociti) nastaju od zajednicke pluripotentne maticne stanice u
kostanoj srzi nakon ¢ega T-limfociti sazrijevaju u timusu dok B-limfociti sazrijevaju veé¢ u kostanoj
sr7i.%° Treba imati na umu da je proces nastajanja i nestajanja populacija stanica u dinamickoj
ravnotezi pri ¢emu se neke stanice vrlo brzo izmjenjuju (1-2 dana za neutrofile i nekoliko dana za
ostale granulocite), a druge sporije (mjeseci za naivne limfocite i godine za memorijske stanice) sto
ovisi o vrlo velikom broju kompleksnih faktora vezanih za njihovu funkciju. Naivni limfociti, ogromnog
potencijala za reakciju s velikom koli¢cinom antigena koji nas okruzuju, recirkuliraju u ravnotezi
izmedu krvi i limfnih organa gdje se nakon susreta s patogenom (antigenom) za koji su specificni,
klonski umnaZzaju, postaju efektorske stanice i ciljano mijenjaju svoj recirkulacijski put prema izvoru

antigena (mjestu upale). Zadivljujuce svojstvo limfocita jest njihova moguénost da pronadu antigen
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za koji su specifi¢ni bez obzira na mjesto ulaska. Od 1x10* limfocita, koji neprestano cirkuliraju kroz
oko 100 000 km krvnih Zila u odraslom organizmu, njih nekoliko desetaka specificnih za neki antigen
pronadu ga bez obzira na mjesto ulaska (500 m? epitelnih povriina koZe i sluznice probavnog i
respiracijskog sustava).”’” To je moguce jer se reakcije prepoznavanja odvijaju u lokalnim limfnim
¢vorovima i organiziranom limfnom tkivu pridruzenom sluznicama tako da limfociti ne moraju
pretraZivati ogromna ,tkivna prostranstva“. Antigen s periferije donose antigen-prezentirajuée
stanice (dendriticke stanice), a koordinirana ,potraga” za specificnim limfocitom wvrsi se u
ograni¢enom podrucju lokalnog limfnog ¢vora. Prepoznavanje antigena u kontekstu MHC Il (od engl.
major histocompatibility complex, glavni kompleks tkivne podudarnosti) molekule dendriticke stanice
(signal 1) i prisustvo nuznog kostimulacijskog signala (signal 2, vezanje CD28-CD80/86) dovodi do
proliferacije specificnih limfocita i ekspresije kemokinskih receptora i adhezijskih molekula (selektini i
integrini). Kontinuirano luéenje kemokina i citokina iz podrucja inicijalnog susreta s antigenom
usmjerava limfocite, a promjene se dogadaju i na endotelnim stanicama u tom podrudju Sto
omogucuje izlazak limfocita u tkivo gdje obavljaju svoju efektorsku funkciju.®® Veéina efektorskih
limfocita umire nakon toga, dok manji dio limfocita postaju dugoZivuée memorijske stanice
(centralne i efektorske) koje mnogo brZe reagiraju u sljedeéem susretu s antigenom zbog tkivno-
specificnog recirkulacijskog obrasca uslijed ekspresije karakteristicnih receptora (engl. homing
receptors).®* Memorija i antigenska specificnost osnovne su karakteristike ste¢ene imunosti.
Odgoden odgovor (nekoliko dana) takoder je karakteristican za ovaj tip reakcija, iako memorijske

stanice mogu vrlo brzo reagirati nakon ponovnog susreta s antigenom.

Brza reakcija (do nekoliko sati) osnovna je karakteristika urodene imunosti koju takoder
karakterizira manja specificnost i odsustvo memorije. Efektorske stanice urodene imunosti su
granulociti, makrofagi, dendriticke stanice i NK-stanice. Ove stanice dio su neprekinutog kontinuuma
imunoreakcija koje osim brze eliminacije patogena usmjeravaju komponente steCene imunosti, Sto
pospjesuje efikasnost eliminacije patogena i sprecava pretjeranu reakciju na vlastito. Podjela na
steenu i urodenu imunost je prema tome arbitrarna, pogotovo s obzirom na funkciju njihovih
stani¢nih komponenti. Bitna je razlika izmedu receptora ukljuéenih u prepoznavanje antigena, pri
¢emu su receptori urodene imunosti filogenetski stariji, javljaju se u beskraljeSnjaka, i tijekom
evolucije su odabrani na taj nacin da reagiraju na specificne, evolucijski konzervirane, molekulske
obrasce vezane za patogene (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) sto omoguduje
reakciju na ¢itave skupine patogena kojima su ovi obrasci zajednic¢ki.”® Primjer takvih receptora su
tollu sli¢ni receptori (engl. toll-like receptors, TLR) koji dominiraju na stanicama urodene imunosti, ali
se nalaze i na limfocitima.”" Za razliku od toga, receptori ste¢ene imunosti javljaju se tek u

kraljeSnjaka, odabiru se rekombinacijom varijabilnih dijelova gena, ekspanzijom reaktivnih klonova te
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delecijom ili anergijom autoreaktivnih klonova u toku Zivota pojedinca.”’ To omoguéuje reakcije na
patogene (mikrooragnizme) koji imaju vrlo velik evolucijski adaptivni potencijal. Efikasna
imunoreakcija podrazumijeva visoku uskladenost stani¢nih komponenti, nosioca oba tipa

receptora.n

Utjecaj stresa na komponente urodene’® i ste¢ene imunosti’® vrlo je slozen. Promjene
imunosustava se najbolje mogu razumjeti ako se o njima razmislja u adaptivnom smislu. Prvotne
pretpostavke da u toku stresne reakcije dolazi do imunosupresije kako bi se energija mogla efikasnije
iskoristiti za mnogo vaznije, vitalne funkcije, gube na vaznosti. Imunoregulacijski procesi koji dovode
do supresije komponenti imunosustava zahtijevaju energiju (npr. aktivost regulacijskih T-limfocita,
apoptoza), a brojna istrazivanja potvrduju da akutni stres zapravo poti¢e funkciju imunosustava.
Aktivacija fizioloskih procesa u kojima sudjeluje imunosustav (npr. cijeljenje, sprecavanje Sirenja
infekcije) nakon djelovanja stresora (npr. ozljeda ili potencijalna ozljeda uslijed napada predatora) u
evolucijskom smislu predstavlja veliku prednost. Stoga Dhabhar i sur.® na temelju brojnih
eksperimentalnih dokaza predlazu model bifazicnog odgovora imunosustava u toku stresne reakcije.
U prvoj fazi, neposredno nakon djelovanja stresora (minute) dolazi do mobilizacije leukocita iz
prirodnih odjeljaka (limfni ¢vorovi, slezena, marginalni cirkulacijski odjeljak). U toj fazi u cirkulaciji
mozemo zamijetiti reaktivnu leukocitozu (poglavito na racun granulocita i NK-stanica, ali je zamijeéen
i porast T- i B-limfocita). Efekt je vjerojatno potaknut kateholaminima koji djeluju na a,-receptore. U
sljededoj fazi koja je karakterizirana aktivacijom HHN-osovine i pojac¢anim lu¢enjem kortizola (nakon
vise od pola sata), leukociti napustaju cirkulaciju i odlaze na mjesta gdje mogu izvrsiti svoju
efektorsku funkciju (limfni ¢vorovi, koza, sluznice gastrointestinalnog i genitourinarnog sustava). U
ovoj fazi u cirkulaciji se detektira snizen broj leukocita. Ovaj efekt posredovan je djelovanjem
kateholamina na B-receptore i kortizola na glukokortikoidne receptore (GR). U ciljnim tkivima stanice
su u stanju ,pripravnosti“, a to se moze dokazati npr. pojaéanom odgodenom koznom reakcijom

preosjetljivosti na antigen nakon akutnog stresnog podrazaja.’”

U kronicnom stresu uslijed dugotrajnog djelovanja glukokortikoida i kateholamina dolazi do
preusmjeravanja imunoreakcija iz Thl u Th2 tip,”” a eksperimentalno se moZe zamijetiti supresija

nekih funkcija imunosustava.’®

1.5.2.2 URODENOUBILACKE STANICE

U sklopu neprekinutog kontinuuma izmedu urodene i steene imunosti, posebno je vazno
istaknuti ulogu urodenoubilackih (NK-, engl. natural killer) stanica koje su dio limfoidne loze,
veli¢inom i brojnim granulama u citoplazmi podsjecaju na aktivirane citotoksicne limfocite, ali nemaju

specifi¢ni receptor za prepoznavanje antigena u sklopu MHC molekule.”” Ove stanice karakterizira
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sposobnost brze eliminacije inficiranih i tumorskih stanica. Reakciju na vlastito sprecava aktivna
inhibicija koja se ostvaruje vezanjem KIR- (od engl. killer cell inhibitory receptor) receptora za MHC |
molekulu na stanicama domacina. Virusi i tumorske stanice smanjuju ekspresiju MHC | molekula i na
taj nacin izbjegavaju specificnu imunoreakciju. Smanjena ekspresija MHC | molekula (time i smanjena
inhibicija NK-stanica) i pojacana ekspresija molekula koje se veZu za aktivirajuée receptore NK-stanica
(npr. NKG2D) dovodi do aktivacije NK-stanica koje iz svojih granula otpustaju perforin i granzim B,
luce TNF-a i na svojoj povrsini eksprimiraju Fas-ligand (FasL). Perforinski kompleks stvara pore unutar
imunosinapse koje vjerojatno predstavljaju mjesto ulaska za granzime i ostale molekule vazne za
efektorsku funkciju. Vezanje TNF-o. i Fasl za receptore na membrani pokreée programiranu stani¢nu
smrt (apoptozu) ciljnih stanica, a granzim B aktivira kaspaze, klju¢ne enzime u procesu apoptoze.”
Aktivirane NK-stanice luce i brojne citokine (pogotovo interferon-y) ¢ime se pospjesuje celularna

specificha imunost (Th1 odgovor).

Funkcija NK-stanica vrlo je ¢esto odredivana u raznim modelima stresa. Prema posljednjoj
metaanalizi ¢ini se da akutni, najéesc¢e laboratorijski stresori (npr. matematicki zadatak) povisuju
citotoksi¢nost NK-stanica. Medutim, Cak i kratki stresori iz stvarnog Zivota (npr. ispit), a pogotovo
kronicni stres (npr. briga za kroni¢no bolesnog supruznika) dovode do smanjenja citotoksi¢nosti NK-

stanica.”

1.5.2.3 CITOKINI

Citokini predstavljaju grupe razli¢itih molekula polipeptidne, proteinske ili glikoproteinske
strukture koje luCe stanice imunosustava (ali i brojne druge stanice) u svrhu regulacije
imunoreakcija.®® Citokini su vrlo vazni i u komunikaciji s drugim fiziologkim sustavima pa osim $to
sudjeluju u razvoju i proliferaciji stanica imunosustva i usmjeravanju upalnog odgovora, takoder su
vazni posrednici u viesmjernoj komunikaciji imunosustava, SZS-a i endokrinog sustava. U&inci
citokina ostvaruju se na istim stanicama koje ih luce (autokrino), na susjednim stanicama (parakrino)
ili na udaljenim ciljnim stanicama (endokrino) vezanjem za specificne receptore. Na temelju ovih
svojstava sli¢ni su neurotransmiterima i hormonima s kojima sudjeluju u sloZzenoj mrezi medusobnih
interakcija razli¢itih fizioloskih sustava.®! Pet osnovnih grupa citokina (interleukini, interferoni, faktori
stimulacije kolonija, faktori nekroze tumora, kemokini) imaju razlicite ucinke na organizam pri cemu
su ucinci pojedinih citokina vrlo raznoliki (pleotropizam), a vise razliCitih citokina moze imati i slicne
funkcije (redundancija).®* Razli¢iti ¢&imbenici kao $to su infekcija, ozljeda ili stresna reakcija poti¢u
seriju dogadaja koji ukljucuju i lu¢enje citokina u sklopu imunoreakcije, a u cilju eliminacije patogena,
cijeljenja rana, odnosno ponovne uspostave homeostaze. Zajednicki naziv za seriju ovih dogadaja jest

upala. Pojedine citokine mozemo okarakterizirati kao imunoregulacijske jer sudjeluju u usmjeravanju
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imunoreakcija u Thl (stani¢ni odgovor, IL-1 IL-2, IL-12, TNF-a, IFN (interferon)-y) ili Th2 smjeru
(humoralni odgovor, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13). Za neke citokine kao $to su TNF-q., IL-6 i IL-1B uvrijeZio se
i naziv proupalni citokini. Ovi citokini poti¢u upalu tako Sto pozitivnho utjeCu na diferencijaciju i
funkciju citotoksi¢nih T stanica, permeabilnost kapilara te adheziju i migraciju upalnih stanica u tkiva.
Osim toga, potiCu sintezu i otpustanje proteina akutne faze u jetri (npr. C-reaktivni protein (CRP)), a
u¢inci na SZS manifestiraju se pojavom temperature i smanjenjem apetita.83 Suprotno tome, citokini
koji suprimiraju ove reakcije (neki Th2 citokini, npr. IL-10, IL-4) se ¢esto nazivaju protuupalnim, sto je
zapravo neopravdano jer ovi u konacnici, poti¢uéi stvaranje protutijela u sklopu Th2 reakcije, takoder

mogu djelovati proupalno.

Ucinci citokina izlu¢enih na periferiji na strukture unutar SZS-a ostvaruju se reguliranim
mehanizmima na nivou krvno-moZdane barijere kroz koju prolaze transportom posredovanim
nosacima, a djelovanjem na strukture krvno-moZdane barijere (endotelne stanice, periciti, nastavci
astrocita, mikroglija) mogu potaknuti lucenje istih ili drugih citokina u mozgu, odnosno potaknuti
aktivnost enzima kao $to su inducibilna NO sintetaza (iNOS) ili ciklooksigenaza-2 (COX-2) Sto rezultira

848 Na ovaj se nacin ostvaruje

otpustanjem NO i prostaglandina E2 s pridruzenim ucincima u mozgu.
pirogeni ucinak IL-1B koji inducira otpstanje prostaglandina E2, a ovi vezanj em za prostanoidne
receptore u termoregulacijskim centrima hipotalamusa i mozdanog debla dovode do povecanja
tjelesne temperature.?’ | drugi proupalni citokini, kao $to su IL-6 i TNF-o, imaju pirogeni uinak, a
djelovanjem na mozak stimuliraju i HHN-osovinu Sto dovodi do poveéanja sistemske razine kortizola.
IL-1 i TNF-a stimuliraju lucenje IL-6 koji zajedno s kortizolom potice sintezu proteina akutne faze u

jetri (npr. CRP), a IL-6 i kortizol zauzvrat inhibiraju proizvodnju IL-1 i TNF-a® &ime se ostvaruje

regulacijska petlja medusobne interakcije proupalnih citokina i HHN-osovine.

Dakle, za vrijeme upale, aktivacija stresnog sustava (lu¢enje glukokortikoida i kateholamina)
suprimira lu¢enje Th1 citokina (npr. proupalni citokini, IL-2) i potice se lucenje Th2 citokina (npr. TGF
(engl. transforming growth factor)-B, IL-10) ¢ime se organizam Sstiti od prekomjernih ucinaka
generaliziranog upalnog odgovora. Medutim, u odredenim uvijetima, hormoni stresne reakcije, kao
$to su CRH, tvar P, histamin mogu potaknuti upalu indukcijom lu¢enja IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a i
CRP-a.”” Zbog toga su i stanja koja su karakterizirana dugotrajnom aktivacijom stresnog sustava i
smetnjama negativne protuupalne povratne sprege zbog promjena u senzitivnosti HHN-osovine (npr.
depresija i PTSP) karakterizirane prisutstvom tzv. kroni¢ne upale niskog stupnja na Sto upucuje sve

vie dokaza o povisenim bazalnim vrijednostima brojnih citokina u ovim stanjima. 3%

1.5.3 NEKE KARAKTERISTIKE ENDOKRINOG SUSTAVA

1.5.3.1 GLUKOKORTIKOIDI
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Ve¢ smo naglasili da je aktivacija HHN-osovine koja rezultira pojaéanim otpustanjem
glukokortikoida (kortikosterona u miseva i kortizola u ljudi) iz kore nadbubreZne Zlijezde vrlo vazan
moment u fiziologiji stresne reakcije. Osim ve¢ spomenutih metabolickih ucinaka, glukokortikoidi
imaju vrlo izraZzeno protuupalno odnosno imunosupresivno djelovanje, svojstvo koje se ve¢ desecima

godina koristi u terapijske svrhe.

Glukokortikoidi ostvaruju svoje ucinke vezanjem za glukokortikoidni receptor (GR). GR se
svrstava u obitelj receptora za steroidne hormone i nalazi se u citoplazmi svih stanica organizma. Gen
za GR sastoji se od 9 eksona i lociran je na kromosomu 5 (5931-32). Alternativnim izrezivanjem
nastaju mRNA koje se prevode u dvije osnovne izoforme GR - a i B. Ove izoforme razlikuju se u
karboksiterminalnom dijelu bjelancevine tako da GRa ima 50 aminokiselina koje su dio domene za
koju se veze ligand, dok se za 15 aminokiselina u istoj regiji GRB ligand ne vee . Razli¢ita mjesta na
kojima zapocinje translacija uvjetuju postojanje dodatnih izoformi koje se razlikuju u N-terminalnom
djelu bjelancevine (duza A i kraca B izoforma) tako da postoje: GRa-A, GRa-B, GRB-A, GRpB-B.
Uzvodno od samog gena nalaze se promotori koji sadrze GRE (engl. glucocorticoid response element),
dio sekvence za koju se veze kompleks liganda i receptora sprecavajudi transkripciju GR-a. Tako
glukokortikoidi inhibiraju sintezu vlastitih receptora (homologna regulacija) smanjuju¢i njegovu
ekspresiju. To se dogada u vecini stanica, osim u T limfocitima gdje dolazi do poveéanja ekspresije GR
nakon djelovanja glukokortikoida $to se dovodi u vezu s proapoptotskim u¢incima glukokortikoida.”*
Citokini takoder utjecu na ekspresiju glukokortikoidnog receptora prekakBNF  (od engl. nuclear
factor kB, transkripcijski faktor kB) veznog mjesta na DNA koji se nalazi uzvodno od promotora.
Rezultati studija koje su istrazivale utjecaj citokina na ekspresiju GR-a su oprecni i ovise o metodi
kojom je mjerena ekspresija GR-a nakon tretmana stanica razli¢itim citokinima (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6,
TNF-a).”” Spomenimo da je na humanim mononuklearima iz periferne krvi i kulturi stanica sli¢nih
osteoblastima pokazana povecéana ekspresija mRNA za GR i samog receptora nakon tretmana s IL-2 i
IL-6.% Isto tako, ekspresija GR-mRNA se povecava nakon tretmana s IL-1 i TNF-a. i to osobito GRP
izoforme receptora.’® Obzirom da GRP nefeveligand i takoder moZe ograniciti djelovanje

funkcionalnog GRa, citokini na ovaj na¢in mogu uzrokovati rezistenciju na glukokortikoide.”

U odsustvu liganda, GR je vezan s pratecim proteiniom (Saperon) HSP90 (HSP, engl. heat-shock
protein) i imunofilinom p59 stvarajucéi kompleks koji nije bioloski aktivan. Vezanjem liganda dolazi do
konformacijskih promjena, disocijacije od prate¢ih proteina i dimerizacije. Takoder se oslobada

mjesto za koje se vezu proteini odgovorni za aktivni prijenos novostvorenog homodimera u jezgru.

Genomski u¢inci glukokortikoida ostvaruju se na vi$e nadina.” (1) Vezanjem GR-a za GRE u
podrucju promotora ciljnih gena dolazi do aktivacije transkripcije gena za proteine koji imaju

protuupalni ucinak. Primjer ukljucuje indukciju sinteze aneksina |, citoplazmatskog proteina koji
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inhibira fosfolipazu A2a. vaznu za oslobadanje arahidonske kiseline i produkciju eikosanoida
(prostaglandina, leukotriena, tromboksana, prostaciklina). (2) Vezanjem za negativni GRE dolazi do
inhibicije transkripcije ciljnih gena, npr. ciklooksigenaze 2 koja katalizira nastajanje eikosanoida. (3)
Vezanjem za druge transkripcijske faktore koji se aktiviraju djelovanjem brojnih citokina (AP-1 (od
engl. activator protein 1), NFkB, STAT (od engl. signal transducer and activator of transcription)),
uklju€ujuci i IL-6 i TNF-a, dolazi do inhibicije njihovih proupalnih udinka (inhibicija sinteze drugih
citokina, njihovih receptora, kemokina, adhezijskih molekula, kolagenaza, matriks metaloproteinaza).
Interferencija sa signalizacijskim putovima citokina takoder moZe narusiti funkciju GR pa tako citokini
direktno mogu uzrokovati rezistenciju na glukokortikoide.?® (4) Glukokortikoidi takoder induciraju
apoptozu u stanicama imunosustava interferirajuci s citokinskim putevima signalizacije koji su vazni
za prezivljenje stanica (osobito NB) i aktivacijom sinteze proapoptotskittanova Bcl-2 obitelji
proteina.”® (5) U&inci glukokortikoida mogu se ostvariti i negenomskim mehanizmima. Ovim se
mehanizmima ostvaruju brzi ucinci i ¢esto ukljucuju interfernciju s ¢lanovima signalizacijske kaskade
citokina u citoplazmi, npr. vezanje za JNK (c-jun N-terminalna kinaza) sprecava fosforilaciju c-jun koji

&ini AP-1 transkripcijski faktor i tako inhibira signalizaciju npr. IL-1. ¥’

Koristeci se gore navedenim molekularnim mehanizmima glukokortikoidi mijenjaju sve aspekte
imunoreakcija. Na nivou celularnih elemenata urodene imunosti, glukokortikoidi uzrokuju
neutrofiliju®® te smanjenje broja cirkuliraju¢ih eozinofila, bazofila i monocita. Ove promjene nastaju
zbog kompleksnog utjecaja na ekspresiju leukocitnih i endotelnih adhezijskih molekula (npr. L-
selektin) i sekreciju citokina (npr. faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita, engl. granulocyte
colony—stimulating factor, GM-CSF) i kemokina (npr. IL-8) koji reguliraju otpustanje stanica iz kostane
srzi, infiltraciju ciljnih tkiva i organa i apoptozu. Stimulacija i supresija lu¢enja brojnih proupalnih i
protuupalnih medijatora u konacnici dovodi do jenjavanja upalnog odgovora na nacin da
glukokortikoidi poti¢u odstranjivanje stranih antigena, toksina, mikroorganizama i stani¢nog

detritusa.

Na nivou spone urodene i steCene imunosti, glukokortikoidi inhibiraju ekspresiju molekula
MHC-II na povrsini dendriti¢kih stanica i spre¢avaju njihovo sazrijevanje, ometajuéi tako prezentaciju
antigena i pokretanje reakcija ste¢ene imunosti.®® Takoder inhibiraju aktivnost NK-stanica
mehanizmima koji uklju¢uju smanjenje ekspresije aktivirajué¢ih molekula na njihovoj povrsini.*®

Stecene imunoreakcije modelirane su na nacin da se suprimiraju Th1 reakcije, a istovremeno

101 Nakon administracije glukokortikoida dolazi do smanjenja broja cirkulirajucih

poti¢u Th2 reakcije.
limfocita i to osobito na ratun T limfocita pri ¢emu je efekt najizrazeniji na CD4 limfocitima.'®?
Smanjenje broja cirkulirajucih limfocita u prvom redu nastaje zbog poticanja migracije u tkiva, a zatim

i apoptoze.99
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1.5.3.2 PROLAKTIN

Tijekom stresne reakcije, uz aktivaciju HHN-osovine, potiCe se lucenje i drugih hormona s
potencijalnim utjecajem na imunosustav. Osobito su zanimljivi hormoni proteinske strukture koji se
luCe iz prednjeg reznja hipofize medu kojima je i prolaktin. Na relativno évrstim temeljima ranijih
istrazivanja jo$ je u ranim devedesetima uspostavljen koncept prema kojem ovi hormoni (uz prolaktin
tu su i hormon rasta i inzulinu slican faktor rasta-1) predstavljaju svojevrsnu protutezu ucincima
glukokortikoida na imunosustav u toku stresne reakcije.'® Pojacano luéenje prolaktina u akutnom

stresu dokazano je na humanom modelu.’***%

Prolaktin je proteinski hormon veli¢ine 23 kDa kojeg proizvode i luce laktotropne stanice
prednjeg reznja hipofize. Sinteza i luenje prolaktina pod tonickom je inhibicijom dopamina koji se u
portalnu cirkulaciju hipofize luéi iz neurona hipotalamusa. Osim specificnih stanica prednjeg reZnja
hipofize, prolaktin luce i druge stanice u tijelu (decidualne stanice, miociti maternice, epitelne stanice
Zlijezda znojnica, fibroblasti u koZzi), pogotovo limfociti (cirkulirajuci, unutar slezene, timusa i kostane
srzi), a moze se detektirati u vecini tjelesnih tekucina (serum, cerebrospinalni likvor, suze, majcino
mlijeko, urin, folikularna tekuéina u jajnicima). Lucenje prolaktina je pulsatilno (4-14 sekrecijskih
pulseva tijekom 24 sata) s najve¢im koncentracijama tijekom sna i najnizom koncentracijom u
serumu u prijepodnevnim satima. U toku trudnoée i dojenja razine prolaktina dosezu najviSe
vrijednosti. Zene u reproduktivnoj dobi imaju vi$u prosje¢nu razinu prolaktina u usporedbi s Zenama
nakon menopauze i muskarcima, a starenjem srednja razina prolaktina progresivno pada. Gore
spomenuti obrazac ritma lucenja prolaktina odrZan je bez obzira na spol i dob. lako su razvoj
Zljezdanog tkiva dojke, poticanje i odrzavanje laktacije osnovne funkcije prolaktina, receptori za

prolaktin iroko su rasprostranjeni u tijelu $to odrazava raznolikost njegovih funkcija.'®®

Receptor za prolaktin pripada obitelji citokinskih receptora klase | u koju spada i receptor za IL-
6 te receptori za ostale citokine kojima je zajednicko svojstvo poticanje hematopoeze. Nakon vezanja
prolaktina dolazi do dimerizacije receptora i aktivacije pridruzenih kinaza (JAK (Janus kinaza)-2) koje
fosforiliraju receptor Sto u konacnici dovodi do aktivacije STAT-5, i u manjoj mjeri STAT-1,3
transkripcijskih faktora. Prolaktinski receptori detektirani su na razli¢itim stanicama imunosustava
koje takoder mogu luciti prolaktin $to implicira njegovu lokalnu autokrinu i parakrinu regulaciju.'®’ %

Prema navedenim karakteristikama prolaktin bi se stoga mogao svrstati i u citokine. Prolaktin

stimulira proliferaciju limfocita,*” aktivnost NK-stanica'® i produkciju citokina’.
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1.6 STRESNA REAKCIJA — ODRZANJE INTEGRITETA

SZS, kao $to smo do sada vidjeli, ima centralnu ulogu u integraciji signala dospjelih iz okoline ili
iz samog organizma (u formi stresora) pri ¢emu uz vlastite efektorske funkcije mobilizira i ostale
sustave, kao Sto je to endokrini sustav, i na taj nacin modificira ponasanje i fiziolosSke reakcije
organizma u svrhu ocuvanja integriteta jedinke. Medutim, organizmi su se tijekom evolucije razvijali
u dinamickoj ravnotezi prema svojoj okolini (staniSte i ostali organizmi) okruzeni prijetnjama koje
nisu mogle u prvi mah modificirati ponasanje ili uzrokovati brzu aktivaciju SZS-a (nevidljivi
mikroorganizmi, ozljede). Osnovnu ulogu u prepoznavanju takvih podrazaja i homeostatskim

109 Efektorska funkcija imunosustava je u osnovi destruktivna

reakcijama na njih ima imunosustav.
prema onome S$to prepoznaje kao strano pri ¢emu eliminira prijetnju prema vlastitom.
Autoregulacijskim mehanizmima imunosustav sprecava destruktivnu reakciju na vlastito, sprecava
pretjeranu aktivaciju i/ili ograni¢ava reakciju te potice reparaciju (cijeljenje). Diskriminacija vlastitog i
stranog (engl. self-nonself), kao i brojni dobro istrazeni autoregulacijski mehanizmi, dugo su vremena
izdvajali imunosustav kao zasebnu cjelinu. Medutim, sa sve jasnijim dokazima o viSesmjernoj
komunikaciji sa SZS-om i endokrinim sustavom, imunosustav se prepoznaje kao dio kontinuuma
odredenog medusobnim interakcijama ovih sustava koje se aktivno odvijaju odrzavajuéi stanje
ravnotezZe. Ukoliko se ravnoteza narusi na bilo kojem nivou (sustavu), poti¢e se kompleksna reakcija
svih dijelova neprekinute cjeline, koji u osnovi nastoje povratiti ravnotezu, ali u odredenim
okolnostima (ako postoji naslijedena predispozicija, ako je podrazaj prejak, neprestano se ponavlja ili
je dugotrajan) mogu promijeniti reaktivnost organizma na svaki sljedeéi podrazaj i dovesti do
naru$ene regulacije u svakom od navedenih sustava.'® To sa stajali§ta imunosustava moze znatiti da
¢e stresor pod odredenim okolnostima uz aktivaciju stresne reakcije promijeniti imunoreakcije na
na¢in da organizam ili smanjeno reagira (sklonost infekcijama i nekontrolirani rast zlo¢udno
promijenjenih stanica) ili poja¢ano reagira na vlastito i/ili strano (sklonost autoimunosnim bolestima,

alergije).

1.7 KONCEPT ALOSTAZE | PTSP

Veé¢ smo u prethodnom poglavlju dali naslutiti da homeostaza u organizmu vrlo lako u
odredenim okolnostima moZe biti narusena. Ako su homeostatski mehanizmi tako precizni u
odrzanju unutarnjeg okolisa, kako objasniti sve vecu pojavnost npr. pretilosti, hipertenzije, pove¢anu
koncentracije glukoze u krvi, hiperlipidemiju? Mozemo pretpostaviti da do ovoga dolazi zbog sve
izrazenijih promjena u okoliSu na $to se organizam mora prilagoditi (stres!) pa mozemo zakljuciti da
organizam na neki nadin mijenja zadane postavke unutarnje okoline. Ovaj koncept ,odrZanja
stabilnosti kroz stalnu promjenu” nazvan je alostazom. Koncept su predloZili Sterling i Eyer,"! a

razradio i prodirio McEwan?. Prema ovim autorima alostaza je adaptacijski proces tijekom kojeg
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organizam svrsishodno usmjerava svoje energetske resurse kako bi ouvao stabilnost i izvan uskih
homeostatskih granica. Na modelu stresa (stresor-percepcija-aktivacija SZS-a-fiziolodka reakcija),
alostaza se odrzava istim medijatorima koji sudjeluju u stresnoj reakciji, a ako su ovi medijatori
produljeno ili trajno aktivni nastaje tzv. ,stanje alostaze” (engl. allostatic state) (npr. povecana
produkcija glukokortikoida i abdominalna pretilost, poviSen krvni tlak, pojacana produkcija
proupalnih citokina). Stanje alostaze je reverzibilno, a ako se ponavlja ili traje dugo za organizam

predstavlja opterecenje (engl. allostatic load) koje u konacnici moZe dovesti do bolesti.

PTSP se mozZe okarakterizirati kao stanje koje nastaje kao posljedica djelovanja stresora u
proslosti, a zbog svoje intenzivnost ostavlja dalekoseine posljedice. Zbog ponovnog prozivljavanja
stresora, stresna reakcija je opetovana ili kontinuirana i traje dulje vrijeme pa se moze
okarakterizirati kao kroni¢ni stres. Osim toga, vezan je za specificne promjene ponasanja
(izbjegavanje podsjetnika na traumu, sklonost nezdravim Zivotnim stilovima), a osobe s PTSP-om
nisu, naravno, postedene ni uobicajenih stresnih Zivotnih dogadaja. Sve to zahtjeva opetovanu
aktivaciju adaptacijskih sustava, tj. alostazu. Buduc¢i da je stanje dugotrajno, neprestana aktivacija
mehanizama stresne reakcije dovodi do karakteristicnog alostatskog stanja Sto se manifestira
karakteristicnim psihickim i bioloskim promjenama. Ove promjene predstavljaju alostatsko
opterecéenje Sto povecava rizik za razvoj bolesti u osoba s PTSP-om.

12 pryj

Cetiri predloZena tipa alostatskog optereéenja®> moZemo razmotriti na primjeru PTSP-a
tip alostatskog opterecenja predstavljaju ucestale opetovane stresne reakcije (npr. Ceste promjene
krvnog tlaka koje mogu dovesti do infarkta miokarda). Osim S$to ucestalo ponovo proZzivljavaju
stresno iskustvo iz proslosti, osobe s PTSP-om pojacano reagiraju i na druge stresne dogadaje, a
stresna reakcija Cesto proizlazi i iz pojatanog opreza tj. nerealisti¢ne anticipacije prijete¢ih dogadaja.

Ove reakcije pracene su pojatanom reaktivno$éu adrenergi¢nog'*® i kardiovaskularnog sustava'*.

Alostatsko opterecenje tipa 2 predstavlja nesposobnost organizma da se prilagodi opetovanim
podrazajima (stresorima). Otpornost na ekstinkciju refleksne reakcije na zvuéne podrazaje (engl.

startle response) primjer je ovog tipa alostatskog optere¢enja u PTSP-u.'™

Tip 3 alostatskog opterecéenja ukljucuje produljenu stresnu reakciju. Za razliku od tipa 1 kod
kojeg su odgovori fazi¢ni, ovdje je odgovor organizma tonicki, tj. dugotrajan. Trajno povecanje tlaka i
ritma srca u osoba s PTSP-om upucuje na ovaj tip opterec’enja.116 Ovome moZemo pridodati i
povidenje bazalnih razina kateholamina®® i trajne promjene HHN-osovine'’ s mogucim dugotrajnim

posljedicama na imunoreaktivnost'*2.

Tip 4 alostatskog opterecenja odnosi se na stanja u kojima je aktivacija odredenih komponenti

stresne reakcije neadekvatna. To dovodi do prekomjerne aktivaciju drugih komponenti stresne
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reakcije. U slucaju PTSP-a poremecaji u regulaciji HHN-osovine mogli bi dovesti do neadekvatnog

odgovora kortizola i posljedi¢no prekomjerne aktivacije imunosustava.*

1.8 PROMIJENE IMUNOSUSTAVA | NEUROENDOKRINOG SUSTAVA U PTSP-U
Kao Sto smo vidjeli u prethodnom poglavlju, PTSP je vezan uz niz promjena koje predstavljaju
alostatsko opterecenje $to povecava rizik za nastanak bolesti 8. Osobe s PTSP-om &eice logije

19120 5 to potvrduju i objektivni pokazatelji poveéane uéestalosti raznih

procjenjuju vlastito zdravlje,
tjelesnih bolesti u osoba s PTSP-om, osobito autoimunosnih i kardiovaskularnih®™*%, Uzrok tome

vjerojatno se nalazi u promjenama neuroendokrinog sustava i imunosustava.'?*

Neuroendokrini sustav i imunosustav tijesno su povezani i uzajamno djeluju u koordinaciji
odgovora jedinke na unutarnje i/ili vanjske promjene. SloZzena komunikacija ovih sustava omogucava
svrsishodne reakcije kao Sto je npr. brza i efikasna eliminacija patogena koja podrazumijeva
lokalizaciju odgovora imunosustava, spre¢avanje sistemskih Stetnih ucinaka i pravovremno utiSavanje
imunoreakcija.”® Jedan od centralnih dogadaja u sklopu stresne reakcije jest aktivacija SZS-a i HHN-
osovine Sto rezultira pojacanim lucenjem kortizola. Upalna zbivanja dovode do povecane razine
proupalnih citokina koji takoder stimuliraju HHN-osovinu i lu¢enje kortizola. Kortizol, izmedu ostalog,
djeluje na imunoreakcije tako da suprimira luenje proupalnih citokina i Th1 reakcije (inhibira lu¢enje
IL-12 iz antigen-prezentirajucih stanica) (vidi poglavlja Glukokortikoidi, str. 17; Citokini, str. 16) ¢ime
se ostvaruje fina regulacijska petlja. Stanja s uestalom i/ili dugotrajnom aktivacijom stresne reakcije
(npr. PTSP) mogu dovesti do promjena u signalizaciji glukokortikoidima (ili ona ve¢ inherentno

postoji) s posljedi¢nim smetnjama u regulaciji imunoreakcija i razvojem bolesti.**®

Rezultati studija o promjenama HHN-osovine i utjecaju PTSP-a na imunoreaktivnost nisu
ujednaceni. Moguce je da ovome pridonose razliciti faktori medu kojima su tip traume (npr. prirodna
katastrofa, ratno iskustvo), intenzitet i trajanje traume te vrijeme proteklo od traumatskog iskustva.

8 One kod kojih je trauma trajala ograni¢eno

Studije se u grubo mogu podijeliti u tri osnovne grupe.
kratko vrijeme, a mjerenja su uslijedila u kratkom vremenu (mjeseci) nakon prozivljenja traume bez
postavljene dijagnoze PTSP-a. Drugi tip predstavljaju studije provedene u kraem vremenu nakon
traume (do nekoliko godina) i uz jasnu dijagnozu PTSP-a. U treéem tipu studija dijagnoza PTSP-a je
jasno postavljena kod ispitanika koji su prozivjeli traumatsko iskustvo u daljoj proslosti (seksualno

zlostavljanje, ratno iskustvo). Smatramo da je ova podjela neobi¢no vazna jer govori o duljini

alostatskog opterecenja o ¢emu ée ovisiti i konacne bioloSke promjene u traumatiziranih osoba.

Obzirom na vaznost HHN-osovine u stresnoj reakciji, postoji mnostvo studija koje se odnose na
promjene HHN-osovine u osoba s PTSP-om. U ovim studijama odredivana je koncentracija kortizola u

serumu, plazmi, urinu i slini (u odredeno doba dana ili dnevni ritam luéenja kortizola), koristeni su
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stimulacijski i supresijski testovi, a procjenjivan je i broj, odnosno senzitivnost glukokortikoidnih
receptora. Vecina recentnih preglednih radova izdvojiti ¢e specifi¢ni obrazac HHN-osovine u PTSP-u,
koji ukljucuje smanjeno lucenje kortizola, pojacanu negativnu povratnu spregu (pojacana supresija
lu¢enja kortizola nakon administracije deksametazona) i poveéanu ekspresiju i senzitivnost GR.®
Ovo je u potpunosti suprotno od nalaza u depresiji i izdvaja PTSP i s bioloSke strane kao specifican
nozoloski entitet. Medutim, sustavna metaanaliza dosadasnjih istraZivanja razine kortizola u PTSP-

u,’? i vrlo detaljan pregled dosadasnjih ispitivanja funkcije HHN-osovine'!” jasno pokazuju da

rezultati nisu ujednaceni i ¢esto upravo suprotni'?’. PaZljivom analizom literature moze se zamijetiti
da se velik broj studija u kojima je pronadeno snizeno lucenje kortizola, pojacana supresija lu¢enja
deksametazonom i povecana ekspresija GR, odnose na Zrtve zlostavljanja u djetinjstvu, vijetnamske
veterane i Zzrtve Holokausta, dakle osobe kod kojih je od traumatskog iskustva proslo vise desetaka
godina. U jednoj od ovih studija’®® pokazano je da je kod osoba kod kojih se trauma dogodila kasnije
u Zivotu potrebno vise deksametazona da bi se suprimirala lizozimska aktivnost u perifernim
mononuklearima S$to upucuje da ispitanici kod kojih je manje vremena proSlo od traume do
ispitivanja imaju snizenu funkciju GR. U nasem istrazivanju na uzorku hrvatskih ratnih veterana kod
kojih je od traume proslo vise od deset godina pokazali smo da ekspresija GR u limfocitima pozitivho
korelira s vremenom od traumatskog iskustva.’? Cini se da upravo duljina aktivacije stresnog sustava

koja odrazava alostatsko opterecenje utjece na profil HHN-osovine. Sve ovo ukazuje na nuZnost

prospektivnih istrazivanja kako bi se utvrdila dinamika promjena HHN-osovine u osoba s PTSP-om.

| hormoni koji nisu izravno vezani za aktivaciju HHN-osovine imaju vazinu ulogu u stresnoj
reakciji pa tako i u PTSP-u.*” Smatra se da prolaktin djeluje kao protuteza poja¢anom luéenju i
ucincima kortizola u stresnoj reakciji. Do sada je objavljeno svega nekoliko studija u kojima je

odredivana koncentracija prolaktina u serumu osoba s PTSP-om i to bez konkretnih zaklju¢aka o

130-133

mogucoj vezi prolaktina i PTSP-a. Obzirom na potencijalno vaznu ulogu prolaktina u modulaciji

imunosti, ovaj je hormon potrebno ispitati upravo u kontekstu pokazatelja karakteristika

imunosustava.

Vedina studija koje se odnose na promjene imunosustava u PTSP-u pratila je odredene
broj¢cane pokazatelje recirkulacije leukocita, tj. broj leukocita, posebice limfocita i udjele pojedinih

limfocitnih subpopulacija (imunofenotip). lako su rezultati vrlo neujednaceni, moZze se izdvojiti nalaz

118,134

povecanja broja leukocita, limfocita, osobito T-limfocita u perifernoj cirkulaciji. Ovi nalazi, kao i

nalazi aktiviranih limfocita u perifernoj krvi****® upucuju na pojac¢anu aktivaciju imunosustava. Tome

137

u prilog govore i nalazi povecane koncentracije proupalnih citokina.”’ Nalazi pojatane odgodene

7,138

koZne reakcije preosjetljivosti upucuju na vaznu ulogu steCene imunosti iako neka istrazivanja

136, 139

pokazuju smanjenu proliferaciju T-limfocita nakon stimulacije mitogenom . Uz to, nalazi studija u
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kojima je odredivana citotoksi¢nost NK-stanica u PTSP-u vrlo su neujednaleni.’”® Prema tome,
dosadasnja istraZivanja imunosustava u PTSP-u ne prate obrazac koji je uocen u kroni¢nom stresu
(imunosupresija) vec¢ vise odgovaraju pojacanoj aktivaciji imunosustava koja je karakteristicna za

akutni stres.

lako postoji veliki broj istraZzivanja koje izvjeStavaju o promjenama komponenti HHN-osovine ili
imunosustava u PTSP-u, u svega nekoliko istraZivanja ovi su sustavi istraZzeni zajedno. U jednoj od
ovih studija snizeno lucenje kortizola u osoba s PTSP-om bilo je povezano s pojacanom
deksametazonom uvjetovanom supresijom lucenja citokina iz lipoplisaharidom (LPS) stimuliranih
mononuklearnih stanica periferne krvi.**® U drugoj studiji snizeno luéenje kortizola bilo je pra¢eno
pojacanom produkcijom IL-6 i TNF-a nakon stimulacije s LPS-om i PHA (od engl. phytohemagglutinin,

fitohemaglutinin) mononuklearnih stanica periferne krvi traumatiziranih zena s PTSP-om.™*

Ovakav pristup omogucéava nam iznalazenje izravnih veza izmedu mogucih promjena u HHN-
osovini i imunosustava. Tome treba dodati ve¢ spomenutu potrebu za prospektivnim studijama, a
pogotovo longitudinalnim epidemioloSkim istrazivanjima kojima ée se gore navedene promjene

mozda dovesti u izravnu vezu s vecom pojavnosti tjelesnih bolesti u osoba s PTSP-om.
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2 HIPOTEZA I CILJ

Osnovna hipoteza koju smo Zeljeli ispitati ovim istraZivanjem jest da u osoba s PTSP-om
postoje promjene endokrinog sustava i imunosustava koje su medusobno povezane i nisu
jednoznacne i staticne vec¢ ovise o duljini trajanja PTSP-a, odnosno vremenu proteklom od

traumatskog iskustva.

Kako bismo to dokazali, osnovni cilj istrazivanja bio je usporediti razinu hormona (kortizola i
prolaktina), citokina (IL-6 i TNF-a), citotoksi¢nost NK-stanica, ekspresiju GR na pojedinim
subpopulacijama limfocita, ukupni broj limfocita i udjele pojedinih subpopulacija izmedu hrvatskih
ratnih veterana s PTSP-om i zdravih dobrovoljaca bez ratnog iskustva i PTSP-a, i to u dva ispitivanja s
prosje¢nim razmakom od 6 godina. Drugi cilj bio je ispitati meduovisnost gore spomenutih varijabli
kako bi se dobio uvid u medusobnu interakciju komponenti endokrinog sustava i imunosustava u

obje vremenske tocke.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 ISPITANICI

U ovu studiju bile su uklju¢ene osobe koje su se ambulantno lijecile zbog kroni¢nog PTSP-a u
Psihijatrijskoj bolnici Vrapce. Svi ispitanici bili su muskarci, veterani Domovinskog rata. Dijagnoza
PTSP-a postavljena je na temelju kriterija MKB-10 (Medunarodna klasifikacija bolesti i srodnih

1218 3 za potrebe ove studije dijagnoza je na dan

zdravstvenih problema, deseta revizija)
prikupljanja uzoraka potvrdena na temelju Dijagnostickog i statistickog prirucnika za dusevne
poremecaje (engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM)-IV * kori$tenjem
Klinicke skale za procjenu posttraumatskog stresnog poremedaja (engl. Clinician Administered PTSD
Scale, CAPS)'**. Ova ispitivanja, kao i prikupljanje sociodemografskih podataka obavljali su iskusni
klinicari - psihijatri. Svi su bolesnici zadovoljili DSM-IV kriterije za dijagnozu kroni¢nog PTSP-a. To
znadi da je svaki od njih doZivio, prisustvovao ili bio suocen s dogadajem koji je podrazumijevao
stvarnu ili moguéu smrt ili prijetnju tjelesnom integritetu te osobe ili drugih osoba uz reakciju
izuzetnog straha, bespomocnosti ili uzasa (kriterij A). Svaki bolesnik morao je navesti mjesec i godinu
prozivljavanja traumatskog iskustva utvrdenog na temelju kriterija A. Neka obiljezja traumatskog
iskustva navedena su u tablici (Tablica 2, str. 40). Nadalje, da bi zadovoljio kriterije za dijagnozu PTSP-
a, ispitanik je morao imati barem jedan simptom iz skupine simptoma ponovnog prozivljavanja
traumatskog iskustva (kriterij B), barem tri simptoma iz skupine simptoma izbjegavanja i obamrlosti
(kriterij C) i barem jedan simptom iz skupine simptoma trajne podraZenosti vegetativnog Zivéanog
sustava (kriterij D). Kod svih ispitanika simptomi su trajali viSe od mjesec dana (kriterij E), a barem
jedan aspekt funkcioniranja (socijalno, profesionalno, subjektivno) bio je narusen (kriterij F). Kod svih
bolesnika stanje je trajalo duZe od 3 mjeseca (kroni¢ni PTSP), a kod odredenog broja njih PTSP se
javio vise od 6 mjeseci nakon traumatskog iskustva (PTSP s odgodenim pocetkom). U studiju nisu bili
ukljuceni bolesnici koji su zadovoljavali kriterije za drugu psihijatrijsku dijagnozu (komorbiditet) sto je

ukljucivalo depresiju, psihozu i ovisnost, odnosno zlouporabu alkohola i drugih psihoaktivnih tvari.

Druga skupina ispitanika (zdrave kontrole) ukljudivala je osobe bez ratnog traumatskog
iskustva, odnosno dijagnoze PTSP-a. Svi su bili muskarci, zaposlenici Psihijatrijske bolnice Vrapce i
Imunoloskog zavoda i nisu bili sudionici Domovinskog rata. Zdravi, kontrolni ispitanici takoder su
imali negativhu anamnezu prijasnjih psihijatrijskih bolesti i nisu se do trenutka ispitivanja psihijatrijski
lijecili.

U razdoblju od mjesec dana prije ispitivanja nitko od ispitanika nije uzimao psihotropne

lijekove. Svi ispitanici su za ovo razdoblje negirali zlouporabu alkohola i drugih psihoaktivnih
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supstanci. Lijecni¢kim pregledom potvrdeno je odsustvo simptoma i znakova akutnih i kroni¢nih

(infektivnih, alergijskih, kroni¢nih upalnih i endokrinoloskih) tjelesnih bolesti.

Studiju je odobrilo Eticko povjerenstvo Psihijatrijske bolnice Vrapce. Svaki ispitanik potpisao je
suglasnost za sudjelovanje u studiji nakon usmenog objasnjenja dizajna studije i predocenja iscrpne

obavijesti o studiji prilagodene opcoj populaciji radi boljeg razumijevanja.

Buducdi da je ispitivanje provedeno u dva navrata, sve do sada navedeno odnosi se na oba

ispitivanja. Slijede specifi¢nosti svakog od ispitivanja.

3.1.1 PRVO ISPITIVANIJE

Prvo ispitivanje osoba s PTSP-om (n=39) provedeno je u razdoblju izmedu 1997. i 1999 godine
u razmaku od 20 mjeseci, a zdravih kontrola (n=37) izmedu 1996. i 1999. godine u razmaku od 38
mjeseci. Nakon vadenja krvi za bioloske testove, ispitanike je pregledao lijecnik (psihijatar).
Zabiljezeni su osnovni sociodemografski podaci, a procjena simptoma PTSP-a u prvoj tocki je osim
koristenjem CAPS-a ucinjena i kratkom Klinickom skalom za procjenu ucinka lije¢enja PTSP-a (engl. 8-

145

item Treatment-outcome Posttraumatic Stress Disorder Scale, TOP-8) ", odnosno samoocjenskom

146

ljestvicom DTS (od engl. Davidson Trauma Scale) ProsjeCna tezina klinicke slike PTSP-a

procijenjena je Skalom za globalni klini¢ki utisak (engl. Clinical Global Impression Severity, CGI-S)** i
ocijenjena je kao umjerena (medijan=4, interkvartilni raspon=4-5). Bududi da zdravi ispitanici nisu bili
sudionici Domovinskog rata i nisu prozivjeli bilo koji drugi traumatski dogadaj koji bi zadovoljavao

kriterij A prema DSM-IV za dijagnozu PTSP-a, daljnju procjenu simptoma nije bilo potrebno provesti.

3.1.2 DRUGO ISPITIVANIE

Drugo ispitivanje osoba s PTSP-om (n=39) provedeno je u razdoblju izmedu 2003. i 2004.
godine u razmaku od 15 mjeseci, a zdravih kontrola (n=25) izmedu 2003. i 2004. godine u razmaku od
18 mjeseci. Za potrebe ove studije uspjeli smo kontaktirati i ispitati svih 39 ispitanika s PTSP-om koji
su sudjelovali u prvom ispitivanju i 25 od 37 zdravih ispitanika koje smo ispitali tijekom prvog
ispitivanja. Ukupno 12 zdravih ispitanika su u intervalu izmedu ispitivanja promijenili radno mjesto
i/ili mjesto stanovanja i nakon $to smo ih kontaktirali putem telefona odbili su sudjelovati u
ponovnom ispitivanju. Postupak vadenja krvi, laboratorijska obrada i klinicki pregled nisu se
razlikovali od prvog ispitivanja. Potvrdena je osnovna dijagnoza kod ispitanika s kroni¢énim PTSP-om, a
procjena simptoma PTSP-a ucinjena je pomoc¢u CAPS-a. TOP-8 i DTS nisu primijenjeni prilikom drugog
ispitivanja. Zdravi ispitanici u razdoblju izmedu ispitivanja nisu dozZivjeli traumatski dogadaj koji bi

zadovoljavao kriterij A prema DSM-IV za dijagnozu PTSP-a.
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3.2 LABORATORIJSKE METODE

Kako bismo mogli usporedivati rezultate izmedu dva ispitivanja, nastojali smo da se
laboratorijske metode ne razlikuju izmedu ispitivanja. Ovaj uvjet nismo uspjeli zadovoljiti u slucaju
odredivanja koncentracije citokina u serumu buduéi da su imunotestovi za njihovo odredivanje u
razdoblju izmedu ispitivanja znatno usavrSeni (bolje senzitivnosti i preciznosti s manjim stupnjem
nespecificnog vezanja, a time i laZino pozitivnih rezultata). Nacdin provodenja (engl. Standard
Operating Procedure, SOP) ostalih testova, koji su standardizirani u laboratorijima Imunoloskog

zavoda, nije se razlikovao izmedu ispitivanja.

3.2.1 POSTUPAK PRIKUPLJANJA UZORAKA KRVI

Svakom ispitaniku je izmedu 8 i 9 sati prijepodne iz kubitalne vene izvadeno 30 mL krvi: 2
epruvete od 10 mL s dodatkom heparina kao antikoagulansa (Becton Dickinson Vacutainer System
Europe, Grenoble, France), prva za odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti NK-stanica, a druga za
odredivanje udjela subpopulacija limfocita i razine GR na pojedinim subpopulacijama limfocita, i 1
epruveta od 10 mL bez dodatka antikoagulansa (BD Vacutainer) za odredivanje razine hormona i
citokina. Krv je nakon toga transportirana u laboratorij Imunoloskog zavoda gdje je isti dan odredena
citotoksi¢na aktivnost NK-stanica te udjeli subpopulacija limfocita i razine GR metodom protocne
citometrije. Serum je iz epruvete bez antikoagulansa odvojen nakon zgruSavanja krvi
centrifugiranjem i uskladisten u triplikatu (3x500 uL) na -80°C za kasnije odredivanje razine hormona i

citokina.

3.2.2 ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HORMONA U SERUMU

Koncentracija kortizola u serumu izmjerena je metodom radioimunoetesta koristenjem
komercijalno dostupnog kita CORT-CT2 (Schering S.A. Cis bio international, Gif-sur-Yvette, France).

12%)) obiljezenog kortizola i kortizola

Test se temelji na kompeticijskom vezanju izmedu radioaktivno (
sadrzanog u uzorcima i standardima za toc¢no odreden broj veznih mjesta antitijela kojima su
obloZene epruvete za provodenje testa. Veca koncentracija kortizola u uzorku sprje¢ava vezanje
radioaktivno obiljeZzenog *°I-kortizola za vezna mjesta na stijenci epruvete te se nevezani radioaktivni
kortizol uklanja ispiranjem. Konacna koncentracija kortizola u wuzorku je stoga obrnuto
proporcionalna izmjerenoj preostaloj radioaktivnosti u epruveti. Test je proveden prema napucima
proizvodaca u duplikatu i ukoliko je razlika unutar jednog uzorka bila veca od 10%, testiranje ovog
uzorka je ponovljeno. Ako je razlika nakon drugog testiranja i dalje bila prisutna, kao konacni rezultat
koristena je srednja vrijednost rezultata oba duplikata. Senzitivnost testa bila je 0,17 ug/100ml,

koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation, CV) istih uzoraka unutar jednog kita (engl. intra-

assay) iznosio je 6%, a medu istim kitovima (engl. inter-assay) 8%.
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Koncentracija prolaktina u serumu izmjerena je takoder metodom radioimunotesta pomocu
komercijalno dostupnog kita RIA-gnost PROL (Schering S.A. Cis bio international, Gif-sur-Yvette,
France). Princip testa se razlikuje od onog za odredivanje kortizola. U prvom koraku se prolaktin iz
uzorka veZe na vezna mjesta antitijela kojima je obloZena epruveta za provodenje testa. U drugom

23| obiljezena anti-prolaktinska antitijela koja se veiu na prolaktin vezan na

koraku se dodaju s
stijenci epruvete, a ostatak se uklanja ispiranjem. Konac¢na koncentracija prolaktina u uzorku stoga je
direktno proporcionalna izmjerenoj preostaloj radioaktivnosti. Test je takoder proveden u duplikatu
prema napucima proizvodaca. Senzitivnost testa bila je 0,1 ug/l, ,intra-assay” CV iznosio je 5,5-8,3%,

a ,inter-assay” CV 7,5-10,8%.

3.2.3 ODREDIVANJE KONCENTRACIJE CITOKINA U SERUMU

Koncentracije IL-6 i TNF-o. u serumu u prvom ispitivanju odredene su enzimskim imunotestom
na Cvrstoj fazi (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) pomocéu komercijalno dostupnih
Milenia kitova (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Testovi su provedeni prema
napucima proizvodaca u duplikatu. Senzitivnost testa za IL-6 bila je 4 pg/mL, ,intra-assay” CV iznosio
je 3,1-7,1%, a ,inter-assay” CV 3,5-7,9%. Za TNF-a senzitivnost testa bila je 6 pg/mL, ,intra-assay” CV
iznosio je 7,3-8,7%, a ,inter-assay” CV 7,7-8,1%.

U drugom ispitivanju, koncentracije IL-6 i TNF-a. takoder su izmjerene ELISA metodom, ali
pomocu Quantikine kitova (R&D Systems, Minneapolis, USA) bududi da kitovi koristeni u prvom
ispitivanju viSe nisu bili dostupni. lako se postupak obrade uzoraka nije razlikovao, performanse kita
su se razlikovale te se rezultati nisu mogli usporedivati. Testovi su provedeni prema napucima
proizvodaca u duplikatu. Senzitivnost testa za IL-6 bila je 0,7 pg/mL, ,intra-assay” CV iznosio je 2,0-
4,2%, a ,inter-assay” CV 3,8-6,4%. Za TNF-a senzitivnost testa bila je 1,6 pg/mL, ,intra-assay” CV
iznosio je 4,6-5,2%, a ,inter-assay“ CV 5,4-7,4%.

3.2.4 CITOTOKSICNOST NK-STANICA

Funkcija NK-stanica, tj. njihova sposobnost ubijanja ciljnih stanica koje ne eksprimiraju
podudarne MHC molekule, moZe se odrediti mjerenjem otpustanja radioaktivnog kroma (°'Cr) iz
tumorskih ciljnih stanica (u nasem slucaju stani¢na linija mijeloicne leukemije K-562) koje su

prethodno bile izloZene razli¢itim koncentracijama efektorskih NK-stanica **2.

Test citotoksicnosti NK-stanica izvodio se istog dana kada je ispitanicima izvadena krv. Iz 10 mL
heparinizirane krvi ispitanika izdvojene su mononuklearne stanice na gradijentu gustoce (Ficcol-
Paque, Uppsala, Sweden) te je koncentracija mononuklearnih stanica (koje sadrzavaju efektorske NK-

stanice) podedena na 5 x 10° stanica/mL u tekucoj hranjivoj podlozi RPMI (engl. Roswell Park
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Memorial Institute)-1640 s gentamicinom (50 mg/L) uz dodatak 10% seruma govedeg fetusa (engl.
fetal bovine serum, FBS) (RPMI-FBS). U istoj teku¢oj hranjivoj podlozi, u suspenziji rastu i K-562 ciljne
stanice. Ova stani¢na kultura odrzavana je u laboratoriju Imunoloskog zavoda (odrzavanje u
eksponencijalnoj fazi rasta, promjena hranjive podloge svaka 3 dana). Dan prije izvodenja testa
koncentracija ciljnih stanica pode$ena je na 2 x 10°/mL. Na dan izvodenja testa stanice su obiljeZene s
>ICr (inkubacijom s Na,CrO4 u onoj koli¢ini koja na taj dan, obzirom na vrijeme poluraspada >'Cr, ima
aktivnost od 3,7 MBq). Nakon obiljeZavanja, koncentracija stanica podesena je na 5 x 10*/mL. Test

citotoksi¢nost proveden je na mikrotitarskim plocicama prema sljedecoj shemi:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ciljne Ciljne Ciljne Ciljne Ciljne Ciljne
A stanice + stanice + stanice + stanice + stanice + stanice +
medij medij medij Triton Triton Triton

Uzorak1 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

Uzorak 2 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

Uzorak 3 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

Uzorak4 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

Uzorak 5 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

Uzorak 6 | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

T O|mMmm|O|olw

Uzorak... | 100E:1C | 100E:1C | 100E:1C | 50E:1C 50E:1C 50E:1C 25E:1C | 25E:1C | 25E:1C

100 pl suspenzije ciljnih stanica obiljezenih s *Icr (5 x 10* stanica/ml)

po 200 pl suspenzije efektorskih 100 i RPMI

stanica (5 x 10° stanica/ml)

100 pl suspenzije stanica iz 1,2,3 100 pl suspenzije stanica iz 4,5,6

Test je proveden u triplikatu uz serijsko razrjedenje efektorskih stanica da bi se postigla tri
omjera efektorskih prema ciljnim stanicama (E:C; 100:1, 50:1, 25:1). JaZice u redu A nisu sadrzavale
efektorske stanice ve¢ su uz ciljne stanice sadrZavale samo medij (RPMI-FBS) za odredivanje
spontanog otpustanja 'Cr, ili Triton X-100 (lizira sve ciljne stanice) za odredivanje maksimalnom
otpu$tanja >'Cr. Nakon inkubacije (3 sata) gama-brojaéem je odredena radioaktivnost svakog
supernatanta pojedinacno. Za svaki omjer uzorka (O), spontano otpustanje (S) i maksimalno
otpustanje (M) izradunata je srednja vrijednost otkucaja u minuti (engl. counts per minute, cpm) te je

izraunat postotak lize ciljnih stanica prema formuli: (O-S)/(M-S)x100.

3.2.5 BROJLIMFOCITA, IMUNOFENOTIPIZACIJA | ODREDIVANJE EKSPRESIJE GR

Trostruko obiljezavanje mononuklearnih stanica periferne krvi metodom protocne citometrije
omogudilo nam je istovremeno odredivanje ukupnog broja limfocita, udjela pojedinih
subpopopulacija limfocita i ekspresije GR na istim subpopulacijama limfocita. U postupku su koristeni

sljedeci puferi i otopine:
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a) PBS-S (engl. phosphate buffered saline — staining) - pufer za obiljezavanje i ispiranje; Dulbecco PBS
(komercijalno dostupni), 1% FCS (engl. fetal calf serum), 0,1% natrijev azid (NaN3)

b) PBS-P (engl. phosphate buffered saline — permeabilization) — permeabilizacijski pufer; Dulbecco PBS,
1% FCS, 0,1% NaN3, 0,1% saponin

c) otopina za lizu eritrocita — komercijalno dostupna (FACS Lysing Solution, Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany), prije upotrebe razrijedeno 1:10 u reH,0

d) fiksativ 1 — Dulbecco PBS, 4% paraformaldehid

e) fiksativ 2 — FACS solution (komercijalno dostupni, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany), 1%
formaldehid

Za obiljezavanje stanica koriStena su komercijalno dostupna (Becton Dickinson) misja
monoklonska antitijela za povrSinske biljege na ljudskim stanicama (CD, engl. cluster of
differentiation) prema shemi u tablici (Tablica 1, str. 32). Za obiljezavanje unutarstani¢nog,
citoplazmatskog GR koristeno je monoklonsko antitijelo konjugirano s FITC (engl.
fluoresceinisothiocyanate) (IgG1, clone no. 5E4-B1, vidi referencu 149) razrijedeno u PBS-P puferu

(konaéna koncentracija 2,66 pg/mL).

Tablica 1. Raspored monoklonskih antitijela po epruvetama

Boja
Epruveta FITC PE PerCP Obiljezeno Populacija
1 cD45' D14 CD45+CD14- Ukupni limfociti
2 1gG, 18Gyq 1gG; (Izotipska kontrola)
3 GR CD3 CD4 CD3+ T-limfociti
CD3+CD4+ Pomocénicki T-limfociti
GR CD3 CD8 CD3+CD8+ Citotoksi¢ni T-limfociti
5 GR CD23 CD20 CD20+ B-limfociti
CD20+CD23+ Aktivirani B-limfociti
6 GR CD16,56 CD16,56+ NK-stanice
GR CD45RO CD4 CD45R0O+ Ukupni memorijski limfociti
CD4+CD45R0O+ Pomoc¢nicki memorijski T-limfociti
8 cD45'  cD14! Kuglice’  Limfociti, kuglice Apsolutni broj limfocita

Kratice: CD - engl. cluster of differentiation, FITC — engl. fluoresceinisothiocyanate, GR — glukokortikoidni receptor,
PE — engl. phycoerythrin, PerCP — engl. peridinin chlorophyll protein

U tablici su oznacene epruvete i monoklonska antitijela koja su koriStena za obiljezavanje stanica (npr. epruveta 1
sadrzavala je anti-CD45 antitijelo konjugirano s FITC i anti-CD14 antitijelo konjugirano s PE ¢ime su diferencirani
ukupni limfociti).

! Anti-CD45 FITC i anti-CD14 PE antitijela komercijalno su dostupna u kombinaciji (LeucogateTM, Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany)

2 Apsolutni broj limfocita odreden je pomoéu komercijalno dostupnih kuglica ¢ija fluorescencija se o€itava u istom
kanalu kao i PerCP (FIow-CountT'VI Fluorospheres, Coulter Corporation, Miami, USA)

U svaku od epruveta dodano je 5 pL pojedinacnog antitijela i izotipske kontrole (osim anti-GR
FITC i IgG, FITC izotipske kontrole) ili kombinacije anti-CD45/CD14 (LeucogateTM, Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) prema tablici (Tablica 1, str. 32). Nakon toga dodano je 50 uL pune krvi po
epruveti. Uslijedili su inkubacija (15 minuta u tami), ispiranje u 4 mL PBS-S pufera i centrifugiranje

(600 x g, 5 min.). Talog stanica je zatim fiksiran u fiksativu 1 uz inkubaciju od 20 minuta na 4°C u tami.



Materijal i metode

Nakon ponovnog ispiranja uslijedila je liza eritrocita — inkubacija od 15 minuta u otopini za lizu
eritrocita na sobnoj temperaturi u tami. Stanice su zatim ponovo isprane i centrifugirane te je
uslijedilo unutarstani¢no obiljeZzavanje citoplazmatskog GR-a. U epruvetu br. 2 dodadno je 5 puL
izotipske kontrole IgG; FITC i 50 puL PBS-P pufera za permeabilizaciju stanica. U druge epruvete
dodano je 50 pl anti-GR FITC antitijela razrijedenog u PBS-P puferu. Nakon inkubacije od 20 minuta
na 4°C u tami stanice su isprane u 4 mL PBS-P pufera, a preostali talog stanica nakon posljednjeg
centrifugiranja (600G, 5 min.) resuspendiran je u 500 mL fiksativa 2. U posljednju epruvetu (epruveta
8) dodano je 50 pL (isti volumen kao Sto je bio pocetni volumen pune krvi) kuglica za odredivanje
apsolutnih brojeva limfocita (Flow-Count™ Fluorospheres, Coulter Corporation, Miami, USA). Tako
pripremljeni uzorci propusteni su na FACSCalibur (Becton Dickinson) protoénom citometru, a analiza
je izvrSena pomocu pripadajuéeg programa CELLQuest (Becton Dickinson). Osnovni princip analize
prikazan je slici (Slika 1, str. 34). Propustanje je provedeno na nacin da je prikupljeno 5000 dogadaja
koji prema slici odgovaraju limfocitima (Slika 1a, str. 34). Korekcija limfocitne ograde izvrsena je
analizom anti-CD45 FITC vs. anti-CD14 PE (Leucogate™, Becton Dickinson) dijagrama i iznosila je vise
od 90%. Na tockastim dijagramima, kreiranim iz limfocitne ograde, prikazane su subpopulacije
limfocita prema kombinacijama biljega prikazanim u tablici (Tablica 1, str. 32) te su zabiljeZeni udjeli
pojedinih subpopulacija (Slika 1b i 1c, str.34). Oko svake od ovih subpopulacija limfocita postavljena
je ograda na temelju koje je formiran histogram koji je prikazivao dogadaje pozitivne za anti-GR FITC
(Slika 1b, 1c i 1d, str. 34) u doti¢noj subpopulaciji limfocita. Srednji intenzitet FITC fluorescencije
(engl. mean fluorescence intensity, m.f.i.) nespecifi¢cnog vezanja izotipske kontrole IgG; FITC oduzet je
od m.f.i. specificnog vezanja anti-GR FITC. Ova razlika intenziteta fluorescencije oznacavala je

relativnu koli¢inu GR u subpopulaciji limfocita izrazenu u m.f.i.

Analiza apsolutnih brojeva limfocita izvrSena je prema naputcima proizvodaca kuglica (Flow-
Count™ Fluorospheres, Coulter Corporation, Miami, USA). Ukratko, propusteno je 3000 limfocita
(epruveta 8, Tablica 1, str. 32) ogradenih na anti-CD45 FITC vs. anti-CD14 PE dijagramu. Bududi da se
u smjesi limfocita i kuglica uspostavlja stabilan protok cestica tijekom propustanja uzorka, protocni
citometar broji kuglice i limfocite u stalnom omjeru. Kako nam je poznata koncentracija kuglica (1022
kuglice/uL), apsolutni broj limfocita jednostavno se racuna prema formuli: (broj propustenih

kuglica/broj propustenih limfocita)x(1022/uL).
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Slika 1. Analiza ekspresije glukokortikoidnog receptora u subpopulacijama limfocita metodom protocne

citometrije
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a) postavljanje ograde oko limfocita i pripadajuca izotipska kontrola; b) udio pomoénickih T-limofcita (CD3+CD4+)
(tockasti dijagram lijevo) i ekspresija glukokortikoidnog receptora (GR) u ovim stanicama (histogram desno);
relativna ekspresija izrazava se kao m.f.i. (engl. mean fluorescence intensity) specifi¢cnog vezanja (marker oznacen s
CD3+CD4+) umanjen za m.f.i. nespecificnog vezanja, odnosno izotipske kontrole (marker oznacen s 1zo.); c) udio
urodenoubilackih (engl. natural killer, NK) stanica (CD16+CD56+) i pripadajuca ekspresija GR; d) zajednicki prikaz
histograma izotipske kontrole (tanka crna linija), ekspresije GR u CD3+CD4+ (siva linija) i ekspresije GR u
CD16+CD56+ (deblja crna linija); ekspresija GR u CD16+CD56+ veca je nego u CD3+CD4+ stanicama
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3.3 STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Kako je ovim istrazivanjem generiran veliki broj varijabli koje su rezultat razli¢itih psiholoskih
(12 varijabli) i bioloskih (25 varijabli) testiranja, razumljivo je da pojedini ispitanici nisu imali
vrijednosti za sve testove koji su planirani. Razlozi za to bili su razni, a navodimo neke od njih:
razbijena epruveta tijekom transporta, hemoliza pri razdvajanju seruma, greska istrazivaca pri
provodenju nekih od pokusa, nepredvidive tehnicke poteskoce, prisutnost vrijednosti koje odskacu
(engl. outliers). Rezultat toga je nedostatak pojedinih podataka (engl. missing values) kod nekih
ispitanika Sto moZe narusiti valjanost statisticke analize, pogotovo u metodama multivarijatne

analize.™

Koristenjem postupaka za nadomjestanje (engl. imputation) nedostaju¢ih podataka
mozemo doskoditi ovom problemu te smo u analizi podataka ove studije koristili metodu multiple
imputacije. Ovom metodom vrijednosti koje nedostaju mogu se nadomjestiti na temelju regresijske
analize koristenjem ostalih vrijednosti, koje su prisutne, kao prediktora. Na ovaj nacin dobivamo
procijenjenu distribuciju varijabli kojima su nadomjestene vrijednosti koje nedostaju. Kako se radi o
procjeni, u izracunu konacnih statistickih parametara i p-vrijednosti treba uzeti u obzir i dodatnu
nesigurnost nastalu ovom procjenom. U tu svrhu imputacije se vrSe n puta i Zeljene analize
provodimo na n novonastalih baza podataka. Kao rezultat uzimamo kombinirane statistike
(regresijski koeficijenti, standardne pogreske, t- i p-vrijednosti) kod kojih u obzir uzimamo i
nepreciznost nastalu imputacijom i novim uzorkovanjem (n imputacija)*. Koristenje multiple

imputacije potrebno je ako uzrok nedostatnosti podataka nije posve slucajan (engl. missing

completely at random, MCAR).

U ovoj studiji odlucili smo analizu provesti na dvije razliCite baze podataka. Prva baza
sadrzavala je podatke iz prvog ispitivanja svih 39 ispitanika s PTSP-om i 37 zdravih kontrola, a druga
baza podataka sadrzavala je podatke oba ispitivanja svih 39 ispitanika s PTSP-om i 25 zdravih kontrola
(12 kontrola koje nismo uspjeli ispitati u drugom ispitivanju izbacili smo iz cjelokupne analize). Za ovaj
pristup odlucili smo se kako bi ocuvali maksimalnu koli¢inu dostupnih podataka u prvom ispitivanju, a
u drugom ispitivanju 12 kontrola nije uopce ispitano pa nadomjestanje podataka ne bi bilo
opravdano. Dakle, analizom prve baze podataka procijenili smo razlike izmedu ispitanika s PTSP-om i
zdravih kontrola u prvom ispitivanju, a analizom druge baze podataka procijenili smo razlike izmedu
ispitanika s PTSP-om i zdravih kontrola u drugom ispitivanju, odnosno promjene varijabli unutar obje

grupe tijekom vremena.

Na obje baze ucinjena je temeljita analiza podataka koji nedostaju (Tablica 4, str. 43; Tablica 5,
str. 45). Analizom uzoraka nedostajuéih podataka utvrdeno je da u 21 od 76 ispitanika u prvom
ispitivanju imamo prisutne sve podatke. Ako uzmemo u obzir oba ispitivanja (druga baza) tada su svi

podaci bili dostupni za svega 15 od 64 ispitanika. Broji ispitanika kod kojih su nedostajali podaci po
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pojedinoj varijabli prikazan je u tabilcama (Tablica 4, str. 43; Tablica 5, str. 45). U sljede¢em smo
koraku analizirali matricu t-testova kako bismo utvrdili postoje li razlike u ostalim varijablama ako
usporedujemo ispitanike kod kojih je odredena varijabla prisutna i one kod kojih ista nedostaje.
Ovom analizom uvidjeli smo da ispitanici kojima nedostaju podaci o ekspresiji GR-a imaju znacajno
nize vrijednosti za prolaktin i citotoksicnost NK-stanica u sva tri omjera. Na temelju toga zakljucili smo
da podaci ne nedostaju posve slucajno tj. ne zadovoljavaju kriterij MCAR. To potvrduje i Littleov test
za MCAR (x°=665,387, df=549, p<0,001) za prvu bazu. Za drugu bazu, Littleov test (x’= 1289,084, df=
1324, p=0,749) upudivao je na potpuno slu¢ajnu nedostatnost (MCAR). lako bismo u tom slucaju
mogli koristiti neku drugu metodu za imputaciju nedostaju¢ih podataka (npr. jednostruka
imputacija), radi dosljednosti, kao i mnogo manje mogucnosti pogreske, odlucili smo se za koristenje

metode multiple imputacije za nadomjestanje podataka koji nedostaju u analizi obje baze.

Kako bi se mogao provesti postupak multiple imputacije, varijable su morale slijediti normalnu
distribuciju. Vizualnim pregledom podataka i prilikom testiranja normalnosti uocili smo da pojedine
vrijednosti unutar nekih varijabli znatno odskacu. Pretpostavili smo da bi ove vrijednosti mogle biti
rezultat pogresaka u mjerenju i odlucili smo ih izbaciti iz analize. Definirali smo ih kao one vrijednosti
koje su se nalazile visSe od 4 interkvartilna raspona iznad gornjeg ili ispod donjeg kvartila . Broj
izbacenih vrijednosti po pojedinim varijablama prikazan je u tablicama (Tablica 4, str. 43; Tablica 5,
str. 45). Normalnost distribucije po grupama testirana je Shapiro-Wilkovim testom nakon ¢ega smo
varijable koje se nisu normalno distribuirale transformirali na nacin naveden u tablicama (Tablica 4,
str. 43; Tablica 5, str. 45). U konacnici, nekoliko varijabli u nekoj od grupa nije bilo normalno
distribuirano (Tablica 4, str. 43), ali smo ih odludili ukljuciti u analizu jer je distribucija ovih varijabli
vizualno nalikovala normalnoj, a varijance medu grupama bile su homogene. Homogenost varijanci
izmedu grupa testirana je Levenovim testom. Treba napomenuti da varijablu TNF-o. nismo uspjeli
normalizirati i bili smo primorani izbaciti je iz modela i analizirati neprametarskom metodom (Mann-
Whitney U-test). Varijablu IL-6 uspjeli smo normalizirati koristenjem Box-Cox transformacije (vidi
podnoZje tablice (Tablica 4, str. 43)) i bila je uklju¢ena u model, ali buduci da je distribucija inicijalno
bila vrlo nepravilna i nalikovala onoj TNF-o, ovu smo varijablu dodatno analizirali i neparametarskom

metodom (Mann-Whitney U-test).

Uslijedio je postupak multiple imputacije te smo od svake baze generirali 5 impuiranih baza na
kojima smo vrsili sve daljnje analize. Utjecaj grupe na bioloSke varijable u pojedinim ispitivanjima
testiran je multivarijatnim generalnim linearnim modelom uz dob i pusenje kao kovarijate. Utvrdili
smo jednakost matrica kovarijanci (Box M-test) i testirali utjecaj grupe (Pillai's Trace, Wilks' Lambda,
Hotelling's Trace, Roy's Largest Root testovi). Ako je utjecaj grupe bio znacajan (p<0,05),

univarijantnim generalnim linearnim modelom uz dob i pusenje kao kovarijatama, testirali smo
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razliku u pojedinim varijablama izmedu grupa. Konacna statistika (f, standardna pogreska
aritmeticke sredine, t i p) prikazana je u obliku kombinacije rezultata 5 testiranja (Tablica 6, str. 48,
Tablica 7, str. 50). Kako bismo smanijili moguénost pogreske tipa Il zbog viSestrukih usporedbi (po 24
u svakom ispitivanju), tj. kako ne bi pogresno proglasili razliku znacajnom, p-vrijednosti su korigirane

152

metodom FDR (engl. false discovery rate)™". Uz svaku p-vrijednost prikazana je i d-vrijednost prema

FDR-metodi i ukoliko je p<d tada je razlika znacajna na nivou a=0,05 bez obzira na vrijednost p.

Kako bismo usporedili veli¢inu uc¢inka PTSP-a na pojedine varijable, za svaku varijablu izracunat

je Cohenov d prema formuli:

P Y (ﬂ1—1)5%+(ﬂz—1)5§!

s ny + N

X, —kombinirana aritmeticka sredina svih 5 imputacija grupe 1 (PTSP)

X, - kombinirana aritmeticka sredina svih 5 imputacija grupe 2 (kontrole)
nq - broj ispitanika s PTSP-om (39 u prvom i drugom ispitivanju)

n, — broj zdravih kontrola (37 u prvom ispitivanju i 25 u drugom ispitivanju)

sp - standardna devijacije aritmeticke sredine grupe 1 (dobivena iz kombinirane standardne

pogreske (SE,) aritmeticke sredine svih 5 imputacija prema formuli SE;\/n4 )

s, . standardna devijacije aritmeticke sredine grupe 2 (dobivena iz kombinirane standardne

pogreske (SE,) aritmeticke sredine svih 5 imputacija prema formuli SE;\/n{ )

Velic¢ina ucinka prema vrijednosti Cohenovog d klasificirana je kao: mala (0,1-0,3), umjerena

(0,3-0,5), visoka (vise od 0,5).153

Konacno, usporedba varijabli izmedu prvog i drugog ispitivanja za svaku od grupa ucinjena je
pomocu t-testova za zavisne uzorke. Kao i kod prije opisanih analiza, kombinirane vrijednosti t i p
dobivene su analizom 5 imputiranih baza (Tablica 8, str. 52). Vrijednosti p korigirane su metodom

FDR.

lako je gore opisana analiza valjanija, dodatno smo u svrhu graficke prezentacije rezultata,
varijable kortizol, prolaktin, citotoksicnost NK-stanica (100:1), ekspresija GR-a na limfocitima, broj
limfocita i imunofenotip ispitali pojedinaéno analizom varijance (ANOVA, od engl. Analysis of
Variance) za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme) koristeéi originalne vrijednosti (bez
nadomjestanja podataka metodom multiple imputacije). Ukoliko je interakcija faktora bila znacdajna,

grupe su usporedene pomocu Cetiri kontrasta tj. svaka grupa u vremenu, odnosno razlika izmedu
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grupa u pojedinoj vremenskoj tocki. Statisticke znacdajnosti razlika (na nivou a=0,05) dobivene

temeljem ove analize nisu se razlikovale od analize temeljene na multiploj imputaciji.

Odnos rezultata psihometrijskog testiranja i bioloskih testova, kao i medusobni odnos bioloskih
varijabli, analizirani su metodom parcijalne korelacije uz kontrolu za dob i pusenje. Analiza je
provedena na 5 baza generiranih metodom multiple imputacije, a vrijednosti koeficijenata korelacije
(r) i p-vrijednosti kombinirani su rezultati 5 analiza (Tablica 9, str. 63; Tablica 10, str. 64; Tablica 11,

str. 66).

Na temelju rezultata parcijalnih korelacija formirani su regresijski modeli. Ukupno je testirano
Sest modela (multipla linearna regresija), tj. po jedan model za svaku zavisnu varijablu pri ¢emu su
zavisne varijable predstavljali rezultati psihometrijskih testova. Prediktori su uz bioloSke varijable
uklju¢ivali i demografske varijable (Tablica 12, str. 67). R® izracunat je kao prosjek 5 vrijednosti
dobivenih nakon multiple imputacije, a vrijednosti B, t i p izvedene su kombinacijom pojeditaih

vrijednosti nakon 5 analiza.
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4 REZULTATI

4.1 KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Osnovne demografske karakteristike ispitanika prikazane su u tablicama (Tablica 2, str. 40;
Tablica 3, str. 41). Razmak izmedu dva ispitivanja kretao se izmedu 53 i 81 mjesec (68,2 + 6,7 mjeseci)
kod ispitanika s PTSP-om i od 59 do 95 mjeseci (73,6 £ 13,19 mjeseci) kod zdravih kontrola. Ispitanici
s dijagnozom PTSP-a bili su nesto stariji, medutim ova razlika nije bila statisticki znacajna (t=1,865,
p=0,066) u prvom ispitivanju. U drugom ispitivanju ova razlika bila je statisti¢ki znacajna (t=2,387,
p=0,020) bududi da 12 kontrola nismo uspjeli ponovo ispitati. Iz ovog razloga vecina daljnjih analiza
provedena je uz kontrolu za dob. Tijekom prvog ispitivanja ispitanici s PTSP-om nisu se razlikovali od
zdravih kontrola s obzirom na pusenje (X2:0,794, df=1 p=0,373), i bracni status (X2:2,292, df=2,
p=0,318). Medutim, razlika je postojala u stupnju edukacije (X2=12,562, df=2, p=0,002) bududi da je
veli broj zdravih ispitanika imao zavrSen fakultet. Isto tako, grupe su se razlikovale i po radnom
statusu (¢’=18,097, df=2, p<0,001) to je razumljivo obzirom da je relativno velik udio ispitanika s
PTSP-om ve¢ u ovoj dobi ostvario pravo na mirovinu. U drugom ispitivanju gore spomenute
karakteristike nisu se znacajno promijenile u osoba s PTSP-om (1 ispitanik postao je pusac, 1 se
rastao, 1 je ostvario pravo na mirovinu i 1 se zaposlio). Od 25 zdravih ispitanika koji su ispitani i u
drugom ispitivanu 1 je postao pusac, bracni status je svima ostao nepromijenjen, a 4 ispitanika od
njih 25 su se u meduvremenu zaposlili. Stupanj edukacije ostao je nepromijenjen u obje grupe.
Odnosi iz prvog ispitivanja ostali su nepromijenjeni u drugom ispitivanju, tj. grupe se nisu razlikovale
u pusenju (X2=1,377, df=1, p=0,241) i bracnom statusu (X2=1,322, df=2, p=0,517), a razlika je

postojala u stupnju edukacije i radnom statusu (y°=13,675, df=2, p<0,001).

Prema karakteristikama traume moZzemo zakljuciti da je veéina ispitanika bila visoko
traumatizirana s velikim udjelom ratnih veterana koji su doZivjeli smrt svojih suboraca (Tablica 2,str.
40). Rezultati klinickih intervjua (CAPS, TOP-8) i samoocjenske ljestvice (DTS) upuduju na srednje
izrazenu klinicku sliku PTSP-a Sto se podudara i s rezultatima CGI-S skale (vidi poglavlje Ispitanici, str.
27). Temeljem korelacija izmedu ukupnih rezultata razli¢itih skala (CAPS vs. DTS, r=0,650, p<0,001;
CAPS vs. TOP-8, r=0,735, p<0,001; DTS vs. TOP-8, r=0,564, p<0,001) mozemo zakljuciti da je
provedeno testiranje bilo pouzdano. U drugom ispitivanju rezultati CAPS testiranja upucuju na laksu
klinicku sliku (Tablica 2). Na slici (Slika 2, str. 41) je vidljivo kako u drugom ispitivanju dolazi do

znacajnog pada razine svih skupina simptoma PTSP-a mjerenih pomocu CAPS.
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Tablica 2. Osnovne demografske karakteristike, karakteristike traume i rezultati psihometrijskog testiranja
osoba s posttraumatskim stresnim poremecajem

Karakteristika 1. ispitivanje 2. ispitivanje
Dob 38,4619,1 44,10+9,3
Pusenje 25/39 64,1% 26/39 66,7%
Bracni status
OzZenjen 21/39 53,8% 20/39 51,3%
Rastavljen 7/39 17,9% 8/39 20,5%
NeozZenjen 11/39 28,2% 11/39 28,2%
Edukacija
Osnovna $kola 5/39 12,8%
Srednja skola 29/39 74,4%
Fakultet 5/39 12,8%
Radni status
Zaposlen 22/39 56,4% 23/39 59,0%
U mirovini 15/39 38,5% 16/39 41,0%
Nezaposlen 2/39 5,1% 0/39 0,0%

Godine od traume
Karakteristike traume

5,8 (5,5-6,5)

11,4 (11,1-12,4)

Sudionik ili svjedok ratnih 39/39 100,0%
stradanja
Direktno sudjelovao u borbi 33/39 84,6%
Prisustvovao smrti drugih ljudi 23/39 41,0%
Iskustvo logora 2/39 5,1%

CAPS
Ukupno 68,0+10,2 58,7+7,5
Ponovno proZivljavanje 20,0 (20,0-22,0) 17,0 (15,0-18,0)
Izbjegavanje/ obamrlost 28,0 (27,0-29,0) 26,0 (24,0-28,0)
Pojacana podrazljivost 18,64,2 15,9+3,5
PTSP s odgodenim pocetkom 21/39 53,8%

DTS
Ukupno 65,4+10,7

Ponovno prozivljavanje

Izbjegavanje/ obamrlost

Pojacana podrazljivost
TOP-8

Ukupno

Ponovno prozZivljavanje

Izbjegavanje/ obamrlost

Pojacana podrazljivost

20 (19,0-21,0)
27 (24,0-28,0)
18 (16,0-21,0)

16,6+2,7

5,0 (4,0-5,0)
9,0 (8,0-10,0)
2,0 (1,0-4,0)

Kratice: CAPS - klinicka skala za procjenu posttraumatskog stresnog poremecaja (od engl. Clinician Administered
PTSD Scale); DTS - engl. Davidson Trauma Scale; TOP-8 - klini¢ka skala za procjenu ucinka lije¢enja PTSP-a (od engl.
8-item Treatment-outcome Posttraumatic Stress Disorder Scale)

! Rezultati su prikazani kao broj/ukupni broj ispitanika s pripadajué¢im postotkom, aritmeticka sredina * standardna
devijacija za varijable koje su pratile normalnu distribuciju i medijan (interkvartilni raspon) za ostale kvantitativne
varijable.
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Tablica 3. Osnovne demografske karakteristike zdravih kontrola

Karakteristika®

1. ispitivanje

2. ispitivanje

Dob

Pusenje

Bracni status
OZenjen
Rastavljen
NeozZenjen

Edukacija
Osnovna $kola
Srednja skola
Fakultet

Radni status
Zaposlen
U mirovini
Nezaposlen

34,2+10,6
20/37

15/37
3/37
14/37

0/37
17/37
15/37

32/37
0
5/37

54,1%

40,5%
8,1%
37,8%

0,0%
45,9%
40,5%

86,5%
0,0%
13,5%

38,7+8,3
13/25

12/25
3/25
10/25

25/25
0/25
0/25

52,0%
48,0%

12,0%
40,0%

100,0%

0,0%
0,0%

! Rezultati su prikazani kao broj/ukupni broj ispitanika s pripadaju¢im postotkom, a varijabla dob kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija.

Slika 2. Promjena razine simptoma na temelju Klinicke skale za procjenu posttraumatskog stresnog
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20 +

CAPS D

15¢
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== CAPS ukupno

CAPSB
CAPSC
CAPSD

Kratice: CAPS - Klini¢ka skala za procjenu posttraumatskog stresnog poremecaja (engl. Clinician Administered PTSD
Scale); B — simptomi ponovnog prozivljavanja; C — simptomi izbjegavanja/obamrlosti; D — simptomi poja¢ane

podrazljivosti

Tocke predstavljaju aritmeticke sredine, a vertikalne linije 95%-tne intervale pouzdanosti. CAPS B i CAPS C

analizirani su nakon transformacije (kvadrat), a pripadajuce tocke na grafu odgovaraju povratno transformiranim
vrijednostima (drugi korijen).
! Podaci su analizirani testom ANOVA (engl. Analysis of Variance) za ponavljana mjerenja.

2CAPS B (simptomi ponovnog prozivljavanja), F(1, 38)=164,83, p=<0,001; CAPS C (simptomi

izbjegavanja/emocionalne obamrlosti), F(1, 38)=33,529, p<0,001; CAPS D (simptomi pojac¢ane pobudljivosti), F(1,
38)=93,977, p<0,001; CAPS ukupno, F(1, 38)=185,99, p<0,001
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4.2 PODACI KOJI NEDOSTAJU

U tablicama (Tablica 4, str. 43; Tablica 5, str.45) je prikazana struktura podataka po ispitivanim
varijablama i deskriptivna statistika izracunata koriStenjem originalnih podataka (prije imputacije)
dostupnih nakon izbacivanja onih koji su odskakali (outlier-i), uz napomenu da su sve analize i
usporedbe vriene na temelju kombiniranih vrijednosti za 5 imputiranih baza. Vidljivo je da je u prvom
ispitivanju najviSe podataka nedostajalo unutar varijable broj limfocita kod ispitanika s PTSP-om,
odnosno varijable ekspresija GR kod zdravih kontrola (Tablica 4, str. 43). U drugom ispitivanju
nedostajalo je mnogo manje podataka, ali 12 zdravih kontrola nismo uspjeli testirati (Tablica 5, str.
45). Podaci koji nedostaju uglavnom se nisu podudarali izmedu prvog i drugog ispitivanja tj. Cest
slucaj je bio da u osobe koja u jednom ispitivanju ima odredeni podatak, u drugom isipitivanju kod
iste osobe ovaj podatak nedostaje. Prema tome, kada ne bismo koristili neku od metoda imputacije
doslo bi do gubitka velike koli¢ine informacija, pogotovo u analizi zavisnih varijabli. Detalje o analizi
podataka koji nedostaju i koristenoj metodi multiple imputacije vidi u poglavlju Statisticka analiza

podataka (str. 35).
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Tablica 4. Deskriptivna statistika i osnovna analiza podataka koji nedostaju u prvom ispitivanju

Osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem (n=39) Osobe bez posttraumatskog stresnog poremecaja (zdrave kontrole, n=37)

Nedostaje Nedostaje
Varijabla n' X /Medijan> SD/Q1-Q3 0 (n) P n % n X /Medijan sD/Q1-Q3 o p n % Transf.
Hormoni
Kortizol (ug/100mL) 31 16,45 14,55-21,15 0 0,169 8 20,5 32 14,97 12,01-16,84 0 0,892 5 13,5 sqrt
Prolaktin (ug/L) 32 11,12 7,29-29,55 1 0322 8 20,5 30 5,62 3,53-7,18 0 0,784 7 18,9 In
Citokini
IL-6 (pg/mL) 39 10,98 7,73-21,80 6 0,488 6 154 29 7,47 5,91-14,43 1 0,082 9 24,3 box*
TNF-a (pg/mL) 38 17,87 15,60-19,68 2 <0,001* 3 7,7 28 9,41 1,37-15,35 0 0,002 9 24,3
Citotosicnost NK-stanica (% lize)
25:1 39 33,00 20,00-45,00 0 0482 0 0,0 34 19,50 11,00-36,00 0 0,037* 3 8,1 sqrt
50:1 39 49,90 17,34 0 0,109 0 0,0 34 38,38 15,88 0 0,551 3 8,1
100:1 39 60,51 17,07 0 0,040* 0 0,0 34 45,06 16,20 0 0,354 3 8,1
Ekspresija GR (m.f.i.)
Limfociti 35 30,64 6,57 0 0,375 4 10,3 24 45,79 9,73 0 0,646 13 35,1
CD3+ 35 25,40 21,99-31,32 0 0,336 4 10,3 24 44,15 38,44-52,39 0 0,478 13 35,1 sqrt
CD4+ 35 24,53 21,31-29,97 0 0,221 4 10,3 24 44,09 37,50-52,03 0 0,465 13 35,1 sqrt
CD8+ 35 25,31 22,66-30,66 0 0,660 4 10,3 23 43,28 39,54-52,34 0 0,117 14 37,8 In
CD20+ 35 32,01 7,95 0 0,041* 4 10,3 24 44,66 9,69 0 0,107 13 35,1
CD20+CD23+ 35 31,91 7,77 0 0,033* 4 10,3 24 44,46 9,31 0 0,140 13 35,1
CD16+CD56+ 35 36,72 8,54 0 0,074 4 10,3 24 51,95 9,91 0 0,448 13 35,1
CD45R0O+ 35 30,06 7,50 0 0,377 4 10,3 23 42,96 10,13 0 0,418 14 37,8
CD4+CD45R0O+ 35 29,91 7,71 0 0,429 4 10,3 23 42,90 10,07 0 0,454 14 37,8
Broj limfocita/uL 28 3760,75 1343,67 0 0265 11 28,2 26 2405,06 1060,46 0 0,012 11 29,7
Imunofenotip (% od limfocita)
CD3+ 38 73,12 67,56-78,00 0 0411 1 2,6 37 67,40 60,00-72,34 0 0,472 0 0,0 square
CD4+ 38 47,19 5,80 1 0,463 1 2,6 35 36,65 9,48 0 0,264 2 54
CD8+ 38 25,87 5,31 1 0,487 1 2,6 37 24,56 6,87 0 0,589 0 0,0
CD20+ 38 12,46 5,00 0 0,037* 1 2,6 37 11,67 3,02 0 0,045* 0 0,0
CD20+CD23+ 38 5,81 4,00-9,02 0 0,109 1 2,6 37 6,00 5,00-8,00 0 0,533 0 0,0 In
CD16+CD56+ 39 19,69 12,29-24,85 0 0,464 0 0,0 37 24,20 17,65-28,00 0 0,196 0 0,0 sqrt
CD45RO+ 39 53,36 11,17 0 0,169 0 0,0 35 47,05 9,79 0 0,137 2 54
CD4+CD45RO+ 38 35,38 7,97 0 0,639 1 2,6 35 26,24 8,52 0 0,038* 2 5,4

Kratice: box — Box-Cox; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; In — prirodni logaritam; m.f.i. — srednji intenzitet fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity); NK —
urodenoubilacki (od engl. Natural Killer); norm. — normalnost distribucije; O — vrijednost koja odskace (od engl. outlier); Q1 — donji kvartil; Q2 — gornji kvartil; SD — standardna devijacija; sqrt —
drugi korijen; square - kvadrat; TNF-a - faktor nekroze tumora alfa (od engl. Tumor Necrosis Factor); Transf. — transformacija
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" Statisti¢ki znacajno (p<0,05)

! Broj ispitanika koji su imali dostupne podatke za varijablu.

2 Ukoliko je varijabla inicijalno bila normalno distribuirana prikazana je aritmeti¢kom sredinom (X) i standardnom devijacijom (SD), a ukoliko nije slijedila normalnu distribuciju prikazana je
medijanom i interkvartilnim rasponom (Q1-Q3). Parametri su izracunati koristeéi podatke koji su bili dostupni (bez nadomjestanja) nakon izbacivanja vrijednosti koje odskacu.

3 p-vrijednost Shapiro-Wilkovog testa za normalnost distribucije nakon primijenjene transformacije (ako je p<0,05 varijabla ne slijedi normalnu distribuciju).

* Box-Cox transformacija ima oblik T(x) = (x* - 1)/A pri &emu se vrijednost A za zavisnu varijablu procjenjuje na temelju multiple regresije.
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Tablica 5. Deskriptivna statistika i osnovna analiza podataka koji nedostaju u drugom ispitivanju

Osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem (n=39) Osobe bez posttraumatskog stresnog poremecaja (zdrave kontrole, n=25)

Nedostaje Nedostaje

Varijabla n' X /Medijan’ SD/Q1-Q3 O (n) p° n % n X /Medijan SD/Q1-Q3 o) p n %  Transf.

Hormoni

Kortizol (pug/100mL) 39 13,34 9,09-20,00 0 0,520 0 0,0 25 11,30 7,81-14,08 0 0,892 0 0,0 sqrt

Prolaktin (ug/L) 39 9,79 5,73-23,81 1 0,065 1 2,6 25 5,51 4,16-7,86 0 0,784 0 0,0 In

Citokini

IL-6 (pg/mL) 36 1,72 1,30-3,07 1 0,123 4 103 25 1,65 1,23-2,78 3 0,082 3 120 Box'

TNF-a (pg/mL) 36 9,21 7,48-11,15 1 0,694 4 10,3 25 9,31 7,85-10,78 0 0,002 0 0,0

Citotosicnost NK-stanica (% lize)

25:1 39 28,00 18,00-41,00 0 0,916 0 0,0 23 30,00 18,00-51,00 0 0,037 2 8,0 sqrt

50:1 39 46,59 17,65 0 0,292 0 0,0 23 49,52 18,11 0 0,551 2 8,0

100:1 39 56,51 17,13 0 0,275 0 0,0 23 59,65 17,26 0 0,354 2 8,0

Ekspresija GR (m.f.i.)

Limfociti 39 42,84 11,40 0 0,048 0 0,0 25 39,93 8,14 0 0,646 0 0,0

CD3+ 39 43,47 31,49-52,91 0 0,029 0 0,0 25 38,95 26,49-44,15 0 0,478 0o 00 sqrt

CD4+ 39 42,36 30,14-51,87 0 0,038 0 0,0 25 43,00 37,91-49,45 0 0,465 0 00 sqrt

CD8+ 39 45,16 31,68-54,40 0 0,005 0 0,0 25 45,37 39,36-49,94 0 0,117 0 0,0 In

CD20+ 39 44,52 10,88 0 0,180 0 0,0 25 46,42 9,40 0 0,107 0 0,0

CD20+CD23+ 39 43,10 11,50 0 0,134 0 0,0 25 45,76 9,74 0 0,140 0o 00

CD16+CD56+ 39 50,93 11,62 0 0,039 0 0,0 25 52,35 6,84 0 0,448 0 00

CD45RO+ 39 44,22 11,48 0 0,122 0 0,0 25 49,08 10,76 0 0,418 0 0,0

CD4+CD45R0O+ 39 43,20 11,42 0 0,084 0 0,0 25 47,10 8,87 0 0,454 0 0,0

Broj limfocita/uL 39  2294,65 669,06 0 0,701 0 0,0 24 1817,24 637,04 0 0,012 1 4,0

Imunofenotip (% od limfocita)

CD3+ 39 72,00 64,00-77,00 0 0,083 0 0,0 25 68,00 65,00-74,00 0 0,472 0 0,0 square

CD4+ 39 44,59 7,13 1 0,084 0 0,0 23 42,39 7,67 0 0,264 2 8,0

CD8+ 39 23,31 6,31 1 0,188 0 0,0 23 21,57 4,72 0 0,589 2 8,0

CD20+ 38 11,48 3,05 0 0,046 0 0,0 25 12,15 4,85 0 0,045 0o 00

CD20+CD23+ 38 4,80 2,90-6,00 0 0,294 0 0,0 25 5,60 3,30-7,60 0 0,533 0 00 In

CD16+CD56+ 39 16,00 13,00-23,00 0 0,876 0 0,0 25 17,00 15,00-21,00 0 0,196 0 0,0 sqrt

CD45RO+ 39 45,10 9,19 0 0,336 0 0,0 25 44,28 8,49 0 0,137 0 0,0

CD4+CD45R0O+ 39 30,31 5,84 0 0,061 0 0,0 25 28,04 7,23 0 0,038 0 0,0

Kratice: box — Box-Cox; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; In — prirodni logaritam; m.f.i. — srednji intenzitet fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity); NK —
urodenoubilacki (od engl. Natural Killer); O — vrijednost koja odskace (od engl. outlier); Q1 — donji kvartil; Q2 — gornji kvartil; SD — standardna devijacija; sqrt — drugi korijen; square - kvadrat;
TNF-q. - faktor nekroze tumora alfa (od engl. Tumor Necrosis Factor); Transf. — transformacija

" Statistieki znacajno (p<0,05)
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! Broj ispitanika koji su imali dostupne podatke za varijablu.
2 Ukoliko je varijabla inicijalno bila normalno distribuirana prikazana je aritmetickom sredinom (X) i standardnom devijacijom (SD), a ukoliko nije slijedila normalnu distribuciju prikazana je
medijanom i interkvartilnim rasponom (Q1-Q3). Parametri su izracunati koristeéi podatke koji su bili dostupni (bez nadomjestanja) nakon izbacivanja vrijednosti koje odskacu.
3 p-vrijednost Shapiro-Wilkovog testa za normalnost distribucije nakon primijenjene transformacije (ako je p<0,05) varijabla ne slijedi normalnu distribuciju).
4 - . A - .. . .. L . . ..
Box-Cox transformacija ima oblik T(X) = (X" - 1)/A pri éemu se vrijednost A za zavisnu varijablu procjenjuje na temelju multiple regresije.
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4.3 USPOREDBA GRUPA | PROMIJENE TIJEKOM VREMENA

Rezultati usporedbe grupa u prvom ispitivanju prikazani su u tablici (Tablica 6, str. 48). Vidljivo
je da je niz varijabli bio promijenjeno u osoba s PTSP-om u odnosu na zdrave kontrole, za razliku od
drugog ispitivanja (Tablica 7, str. 50) gdje postoji razlika izmedu samo dvije varijable. U tablicama nije
prisutna varijabla TNF-o. bududi da, zbog svoje distribucije, nije mogla biti uklju¢ena u multivarijatni
model. U sljededoj tablici (Tablica 8, str. 52) vidljivo je kod kojih je varijabli doslo do znacajnih
promjena izmedu dva ispitivanja u osoba s PTSP-om, odnosno zdravih kontrola. Znacajne promjene
tijekom vremena dogodile su se uglavnom unutar onih varijabli kod kojih je inicijalno postojala razlika
izmedu grupa. U ovoj tablici nisu prisutni niti TNF-c, niti IL-6 zbog toga jer se metoda odredivanja
koncentracije ovih faktora tijekom vremena znacajno promijenila pa se rezultati nisu mogli
usporedivati (vidi poglavlje Odredivanje koncentracije citokina u serumu, str. 30). Slijedi detaljna

analiza pojedinih varijabli.
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Tablica 6. Usporedba varijabli izmedu grupa u prvom ispitivanju®

95%-tni interval

pouzdanosti
Donja  Gornja
X’ granica  granica [53 SE t FDR (d)* p
Hormoni
. PTSP 17,99 16,20 19,88 *
Kortizol (pg/100mL) Kontrole 14,13 12,73 15,60 0,483 0,151 3,205 0,029 0,002
. PTSP 12,97 8,45 19,90 %
Prolaktin (ug/L) Kontrole 5,05 3,35 7,60 0,944 0,324 2,912 0,033 0,014
Citokini
PTSP 9,82 8,23 11,91
IL-6 (pg/mL) Kontrole 838 675 10,66 0,055 0,051 1,088 0,046 0,282
Citotosi¢nost NK stanica (%)
251 PTSP 31,36 26,45 36,68 0,888 0,369 2,407 0,035 0,017*
) Kontrole 22,21 17,30 27,72
. PTSP 49,91 44,48 5533 *
50:1 Kontrole 39,04 33,04 4503 10,871 4,176 2,603 0,031 0,009
) PTSP 60,38 55,00 65,75 "
100:1 Kontrole 45,86 40.10 5163 14,513 4,066 3,570 0,027 <0,001
Ekspresija GR (m.f.i.)
. - PTSP 30,47 27,81 33,14 "
Limfociti Kontrole 4377 3972 47,82 -13,295 2,164  -6,144 0,006 <0,001
PTSP 25,86 23,41 28,43 "
CD3+ Kontrole 40,78 37,39 44,30 1,301 0,185 7,017 0,002 <0,001
PTSP 25,27 22,78 27,89 N
CD4+ Kontrole 40,38 36,87 44,05 -1,327 0,191 -6,954 0,004 <0,001
PTSP 26,50 24,55 28,61 "
CD8+ Kontrole 40.92 35,29 4746 -0,435 0,071  -6,145 0,013 <0,001
PTSP 31,98 29,23 34,72 "
CD20+ Kontrole 43,04 38,26 47.82 -11,058 2,432 -4,548 0,015 <0,001
PTSP 31,91 29,24 34,59 N
CD20+CD23+ Kontrole 42,86 38,93 46,79 -10,945 2,142 -5,110 0,010 <0,001
PTSP 36,56 33,13 39,99 "
CD16+CD56+ Kontrole 47.03 4192 52,14 -10,464 2,721 -3,845 0,023 <0,001
PTSP 30,36 27,08 33,64 *
CD45RO+ Kontrole 39,17 3592 42,42 8,809 2,347 3,753 0,019 <0,001
PTSP 30,16 26,94 33,37 N
CD4+CD45R0O+ Kontrole 40,38 36,85 43,91 -10,227 2,430 -4,210 0,017 <0,001
- . PTSP 3720,42 3101,89 4338,95 "
Broj limfocita/pL Kontrole 230306 127154 333458 1417,360 548,106 2,586 0,038 0,023
Imunofenotip (% od limfocita)
PTSP 73,55 71,15 75,88 N
CD3+ Kontrole 66,93 6421 69,54 930,070 256,840 3,621 0,025 <0,001
PTSP 46,93 44,42 49,43 .
CD4+ Kontrole 36,85 34,26 39,44 10,077 1,856 5,429 0,008 <0,001
PTSP 25,94 23,94 27,94
CD8+ Kontrole 2478 2275 26,81 1,159 1,473 0,787 0,050 0,431
PTSP 12,54 11,18 13,89
CD20+ Kontrole 11,63 10,27 13,00 0,902 0,995 0,907 0,048 0,365
PTSP 6,23 5,42 7,17
CD20+CD23+ Kontrole 5,52 479 6,36 0,122 0,103 1,184 0,044 0,236
PTSP 19,65 16,95 22,54
CD16+CD56+ Kontrole 2264 19,67 25 83 -0,326 0,230 -1,421 0,042 0,160
PTSP 53,03 49,67 56,40 "
CD45RO+ Kontrole 4767 44,07 5127 5,368 2,530 2,122 0,040 0,034
PTSP 34,55 31,68 37,42 "
CD4+CD45R0O+ Kontrole 26.53 23.48 29,59 8,014 2,160 3,710 0,021 <0,001

Kratice: FDR — engl. False Discovery Rate; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; m.f.i. — srednji

intenziteta fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity); NK — urodenoubilacki (od engl. Natural Killer); SE —
standardna pogreska (od engl. Standard Error)
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" Statistieki znacajno (p<0,05)

! Analiza je provedena upotrebom multivarijatnog generalnog linearnog modela uz dob i pusenje kao kovarijate
nakon multiple imputacije na 5 imputiranih baza. Boxov M-test (df1=300, df2= 16544,530, p>0,05) za svih 5
imputacija upudivao je na jednakost matrica kovarijanci izmedu grupa. Svaki od multivarijatnih testova (Pillai's
Trace, Wilks' Lambda, Hotelling's Trace i Roy's Largest Root) upucdivao je na znacajan efekt grupe u svih 5 imputacija
(p<0,001).

2 Procijenjene vrijednosti nakon 5 imputacija. Ukoliko je analiza bila provedena na transformiranim varijablama
aritmeticka sredina, gornja i donja granica intervala pouzdanosti povratno su transformirani.

3 Nakon &to smo potvrdili znacajnost multivarijatnog modela, proveden je odgovarajuci broj usporedbi univarijatnim
generalnim linearnim modelom uz dob i pusenje kao kovarijate. Pripdajajuci B, SE, t i p, koji upucuju na efekt grupe,
kombinirane su vrijednosti 5 analiza nakon 5 imputacija.

* Faktor d dobiven je temeljem FDR analize (vidi poglavlje Statisticka analiza podataka) da bi se sprijetilo pogredno
zakljucivanje zbog visestrukih usporedbi. Efekt grupe za varijablu je znacajan na nivou p<0,05 ukoliko je p<d.
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Tablica 7. Usporedba varijabli izmedu grupa u drugom ispitivanju®

95%-tni interval

pouzdanosti
Donja Gornja
X’ granica  granica |33 SE t FDR (d)* p
Hormoni
. PTSP 13,46 11,27 15,85
Kortizol (ug/100mL) Kontrole 11.81 9.26 14,68 0,232 0,257 0,902 0,027 0,371
. PTSP 11,82 9,31 15,00 "
Prolaktin (ug/L) Kontrole 5,64 4,26 748 0,740 0,198 3,731 0,002 <0,001
Citokini
PTSP 1,74 1,16 2,44
IL-6 (pg/mL) Kontrole 152 0,68 272 0,099 0,246 0,402 0,044 0,690
Citotosi¢nost NK stanica (%)
PTSP 29,35 23,90 35,37
25:1 Kontrole 33,23 25 64 4181 -0,347 0,456 -0,760 0,035 0,447
PTSP 47,54 41,85 53,23
50:1 Kontrole 4898 4132 56,63 -1,434 4,957  -0,289 0,046 0,773
PTSP 57,53 52,03 63,04
100:1 Kontrole 57.92 5067 6518 -0,667 4,805 -0,139 0,050 0,890
Ekspresija GR (m.f.i.)
. - PTSP 43,13 39,74 46,52
Limfociti Kontrole 3952 35,25 43,80 3,608 2,788 1,294 0,017 0,201
PTSP 41,42 37,61 45,40
CD3+ Kontrole 36,68 3220 4145 0,379 0,249 1,524 0,013 0,133
PTSP 40,55 36,86 44,42
CD4+ Kontrole 4327 38,49 4835 -0,210 0,244 -0,861 0,029 0,393
PTSP 42,82 39,48 46,47
CD8+ Kontrole 44,35 4001 4914 -0,035 0,067 -0,515 0,042 0,608
PTSP 44,25 40,84 47,65
CD20+ Kontrole 46.84 4255 5114 -2,593 2,802 -0,926 0,025 0,358
PTSP 42,73 39,17 46,28
CD20+CD23+ Kontrole 46,34 4185 50,83 -3,611 2,928 -1,233 0,019 0,222
PTSP 50,64 47,33 53,94
CD16+CD56+ Kontrole 52.81 4864 5698 -2,176 2,720 -0,800 0,031 0,427
PTSP 43,62 39,99 47,24
CD45RO+ Kontrole 50,02 45,45 54,59 6,403 2,983 2,146 0,006 0,036
PTSP 42,87 39,41 46,32
CD4+CD45R0O+ Kontrole 47,62 43,26 51,98 -4,754 2,843 -1,672 0,010 0,100
PTSP 2296,42 2079,12 2513,72

Broj limfocita/pL 502,517 186,143 2,700 0,004 0,007*

Kontrole ~ 1793,90 1506,72 2081,09

Imunofenotip (% od limfocita)

D3+ Elf:role 2(7):2111 ZZZ ;i:gg 411,086 302,782 1,361 0015 0,179
D4+ Elf:mle 2‘1‘:22 ‘3‘;:2 247;:22 3634 2,148 1692 0008 0,092
D8+ Elf:mle ;ig(l’ g:gg ;51:251; 1483 1,885 0787 0033 0432
D20+ Eliirole 13;‘1‘2 18:;2 ig;g 0682 1051 -0649 0038 0519
CD20+CD23+ Elf:mle 2:31 35? ?;? 0,081 0,148 -0,546 0,040 0,587
CD16+CD56+ Elf:role ig:ig 1‘5‘;2 ;?i; 0261 0228 -1144 0023 0257
CD45RO+ Elf:role 2‘5‘:2; ﬁzzg i;g 0436 2339 -0186 0048 0,853
CDA+CDA5RO+ Elf:role ig:i; ;i; igzi 2,038 1,739 1,172 0021 0246

Kratice: FDR — engl. False Discovery Rate; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; m.f.i. — srednji
intenzitet fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity); NK — urodenoubilacki (od engl. Natural Killer); SE —
standardna pogreska (od engl. Standard Error)
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" Statistieki znacajno (p<0,05)
! Analiza je provedena upotrebom multivarijatnog generalnog linearnog modela uz dob i pusenje kao kovarijate
nakon multiple imputacije na 5 imputiranih baza. Boxov M-test (df1=300, df2= 8078,248, p>0,05) za svih 5
imputacija upudivao je na jednakost matrica kovarijanci izmedu grupa. Znacajnosti multivarijatnih testova (Pillai's
Trace, Wilks' Lambda, Hotelling's Trace, Roy's Largest Root) za 5 analiza bile su redom (za svaku analizu): 1. p=0,042;
2. p=0,030; 3. p=0,034; 4. p=0,027; 5. p=0,041. Prema tome, efekt grupe bio je znacajan u svih 5 imputacija
(p<0,05).

Procijenjene vrijednosti nakon 5 imputacija. Ukoliko je analiza bila provedena na transformiranim varijablama
aritmeticka sredina, gornja i donja granica intervala pouzdanosti povratno su transformirani.
* Nakon &to smo potvrdili znacajnost multivarijatnog modela, proveden je odgovarajuci broj usporedbi univarijatnim
generalnim linearnim modelom uz dob i pusenje kao kovarijate. Pripdajajuéi 3, SE, t i p, koji upuéuju na efekt grupe,
kombinirane su vrijednosti 5 analiza nakon 5 imputacija.
* Faktor d dobiven je temeljem FDR analize (vidi poglavlje Statisticka analiza podataka) kako bi se sprijecilo
pogresno zakljudivanje zbog visestrukih usporedbi. Efekt grupe za varijablu je znacajan na nivou p<0,05 ukoliko je
p<d.
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Tablica 8. Usporedba varijabli izmedu dva ispitivanja po grupi*

Osobe bez posttraumatskog stresnog poremecaja

Osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem (n=39) (zdrave kontrole, n=25)
Varijabla Srednja razlika® £ FDR (d)3 p Srednja razlika t FDR(d) p
Hormoni
Kortizol (ug/100mL) -0,44 -2,265 0,024 0,024* -0,43 -2,239 0,025 0,025*
Prolaktin (ug/L) -0,10 -0,506 0,047 0,613 0,06 0,375 0,048 0,708
Citotosicnost NK stanica (%)
25:1 -0,22 -0,793 0,040 0,433 1,45 3,554 0,016 <0,001*
50:1 -3,31 -0,803 0,039 0,427 16,27 3,714 0,014 <0,001*
100:1 -4,00 -1,067 0,037 0,293 19,44 4,095 0,013 <0,001*
Ekspresija GR (m.f.i.)
Limfociti 12,17 5,432 0,010 <0,001* -8,37 -3,631 0,015 <0,001*
CD3+ 1,35 6,741 0,004 <0,001* -0,73 -3,296 0,021 0,001*
CD4+ 1,33 6,804 0,003 <0,001* -0,20 -0,755 0,042 0,452
CD8+ 0,47 7,211 0,002 <0,001* 0,06 0,639 0,043 0,528
CD20+ 12,44 5,518 0,009 <0,001* -1,50 -0,544 0,046 0,587
CD20+CD23+ 11,15 4,769 0,012 <0,001* -2,12 -0,765 0,041 0,444
CD16+CD56+ 14,27 5,846 0,008 <0,001* -3,38 -1,418 0,030 0,156
CD45RO+ 14,15 6,586 0,005 <0,001* 1,88 0,604 0,045 0,546
CD4+CD45RO+ 13,25 6,147 0,007 <0,001* 0,44 0,165 0,050 0,869
Broj limfocita/pL -1466,56 -8,284 0,001 <0,001* -753,33 -5,310 0,011 <0,001*
Imunofenotip (% od limfocita)
CD3+ -477,27 -1,784 0,028 0,074 412,31 1,452 0,032 0,160
CD4+ -2,58 -1,924 0,027 0,054 6,68 3,096 0,022 0,002*
CD8+ -2,57 -1,967 0,026 0,049 -2,63 -1,658 0,029 0,097
CD20+ -0,95 -0,993 0,038 0,321 0,27 0,210 0,049 0,835
CD20+CD23+ -0,34 -2,915 0,023 0,004* -0,21 -1,354 0,034 0,188
CD16+CD56+ -0,33 -1,300 0,035 0,201 -0,61 -3,943 0,020 0,001*
CD45RO+ -8,25 -3,822 0,017 <0,001* -2,83 -1,162 0,036 0,245
CD4+CD45R0O+ -5,03 -3,479 0,018 0,001* 2,95 1,399 0,033 0,162

Kratice: FDR — engl. False Discovery Rate; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; mfi —srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity);
NK — urodenoubilacki (od engl. Natural Killer)

! Usporedba varijabli izmedu prvog i drugog ispitivanja za svaku od grupa ucinjena je pomocu t-testova za zavisne uzorke na 5 imputiranih baza.

2 Srednja razlika aritmetickih sredina (kombinirana vrijednost 5 imputiranih baza). Negativan predznak oznacava snizenje vrijednosti u drugom ispitivanju. Povratna transformacija nije
ucinjena za transformirane varijable.

% Faktor d dobiven je temeljem FDR analize (vidi poglavlje Statisticka analiza podataka) kako bi se sprijeCilo pogresno zakljucivanje zbog visestrukih usporedbi. Razlika je znacajna na
nivou p<0,05 ukoliko je p<d.




REZULTATI

4.3.1 HORMONI

Koncentracija kortizola u prvom je ispitivanju bila povisena u osoba s PTSP-om (Tablica 6, str.
48; Slika 3a). U drugom ispitivanju dolazi do znacajnog pada koncentracije kortizola u PTSP grupi
(Tablica 8, str. 52; Slika 3a) tako da se ova grupa vise nije razlikovala od zdravih kontrola (Tablica 7,
str. 50, Slika 3a). Rezultati analize na temelju multiplih imputacija upucuju na znacajan pad razine
kortizola i u zdravih kontrola (Tablica 8, str. 52), ali kako u drugom ispitivanju nema razlike izmedu

grupa mozemo zakljuciti da je u osoba s PTSP-om taj pad bio izraZeniji.

Prolaktin je u osoba s PTSP-om bio visi kako u prvom (Tablica 6, str. 48; Slika 3b), tako i u

drugom ispitivanju (Tablica 7, str. 50; Slika 3b).

Slika 3. Koncentracije kortizola i prolaktina u serumu
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Kratice: PTSP — osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem; K — zdrave kontrole
SrediSnja tocka oznacava aritmeticku sredinu, a vertikalne crte 95%-tni interval pouzdanosti aritmeticke sredine.

Varijable su analizirane pomoc¢u ANOVA-e za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme, dob i pusenje kao
kovarijate) na originalnim vrijednostima (bez imputacije). Ukoliko je interakcija faktora bila znacajna, grupe su
usporedene pomocu Cetiri kontrasta tj. svaka grupa u vremenu, odnosno razlika izmedu grupa u pojedinoj
vremenskoj tocki. Izdvojene su usporedbe koje su bile statisticki znacajne (kratica oznacava grupu, a broj
ispitivanje). a) PTSP1 vs. K1, F(1,50)=4,574, p=0,037 (*); PTSP1 vs. PTSP2, F(1,50)=7,728, p=0,008 (**), b) PTSP1 vs.
K1, F(1,47)=14,638, p<0,001 (*); PTSP2 vs. K2, , F(1,47)=12,911, p<0,001 (*)

4.3.2 CITOKINI

Koncentracija IL-6 nije se niti u jednom ispitivanju razlikovala izmedu grupa (Tablica 6, str. 48; Tablica 7, str. 50;
Slika 4 a i b) dok je koncentracija TNF-a bila poviSena u osoba s PTSP-om u odnosu na zdrave kontrole prilikom
prvog ispitivanja (Slika 4c).
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Slika 4. Koncentracije citokina u serumu
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Razlika izmedu grupa analizirana je pomoc¢u Mann-Whitney U testa. a) U=341,5, p=0,081, b) U=306,5, p=0,198, c)

U=309,0, p=0,008, d) U=433,5, p=0,952

4.3.3 CITOTOKSIENOST NK-STANICA

Citotoksi¢nost NK-stanica je u sva tri omjera efektorskih prema ciljnim stanicama (100:1, 50:1,

25:1) bila povisena u osoba s PTSP-om u odnosu na zdrave kontrole prilikom prvog ispitivanja (Tablica

6, str. 48; Slika 5). U drugom ispitivanju nije bilo razlike. Medutim, ocekivano sniZzenje NK-

citotoksi¢nosti unutar PTSP grupe nije nastupilo, ve¢ je doSlo do povisenja NK-citotoksi¢nosti kod

zdravih kontrola (Tablica 8, str. 52; Slika 5).
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Slika 5. Citotoksi¢nost NK-stanica (omjer efektorskih prema ciljnim stanicama, 100:1)
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Kratice: PTSP — osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem; K — zdrave kontrole
Sredi$nja tocka oznacava aritmeticku sredinu, a vertikalne crte 95%-tni interval pouzdanosti aritmeticke sredine.

Varijable su analizirane pomo¢u ANOVA-e za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme, dob i pusenje kao
kovarijate) na originalnim vrijednostima (bez imputacije). Ukoliko je interakcija faktora bila znacajna, grupe su
usporedene pomocu Cetiri kontrasta tj. svaka grupa u vremenu, odnosno razlika izmedu grupa u pojedinoj
vremenskoj tocki. Izdvojene su usporedbe koje su bile statisti¢ki znacajne (kratica oznacava grupu, a broj
ispitivanje). PTSP1 vs. K1, F(1,59)=22,007, p<0,001 (*); K1 vs. K2, F(1,59)=15,843, p<0,001 (**)

4.3.4 EKSPRESIJA GLUKOKORTIKOIDNOG RECEPTORA

Neovisno o grupi, razina ekspresije GR na pojedinim subpopulacijama limfocita slijedila je
specifican obrazac. Najvisa ekspresija GR bila je izmjerena na NK-stanicama (CD16+CD56+) u obje
grupe, kako prilikom prvog, tako i prilikom drugog ispitivanja (Slika 6). U prvom ispitivanju osobe s
PTSP-om imale su znacajno nizu ekspresiju GR u svim subpopulacijama limfocita (Tablica 6, str. 48;
Slika 6 a i c) da bi se u drugom ispitivanju ova razlika izgubila (Tablica 7, str. 50; Slika 6 b i c). Kod
ispitanika s PTSP-om tijekom vremena je doSlo do znacajnog povecanja razine GR u svim
subpopulacijama limfocita (Tablica 8, str. 52; Slika 6c). U zdravih kontrola primijeéen je znacajni pad
razine GR u ukupnim limfocitima (Tablica 8, str. 52; Slika 6c) $to je rezultat sniZzenja ekspresije
poglavito u T-limfocitima (CD3+). Razina ekspresije GR u ostalim subpopulacijama limfocita nije se
mijenjala kod zdravih ispitanika, ali buduc¢i da T-limfociti predstavljaju najbrojniju subpopulaciju

limfocita, to se odrazilo na razinu ekspresije u ukupnim limfocitima.
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Slika 6. Ekspresija glukokortikoidnog receptora
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Kratice: PTSP — osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem; K — zdrave kontrole; GR — glukokortikoidni
receptor

SrediSnja tocka oznacava aritmeticku sredinu, a vertikalne crte 95%-tni interval pouzdanosti aritmeticke sredine.

a) i b) Profil ekspresije GR po pojedinim subpopulacijama limfocita. Varijable su analizirane pomo¢u ANOVA-e za
ponavljana mjerenja (9x2x2 dizajn, subpopulacija x grupa x vrijeme) pri cemu su subpopulacija i vrijeme bile zavisne
varijable. Testirani su kontrasti koji odrazavaju razliku ekspresije GR u CD16+CD56+ stanicama prema svim ostalim
subpopulacijama po pojedinoj grupi i vremenskoj tocki (ukupno 4 analize). Svaki od analiziranih kontrasta bio je
statisticki znacajan u svih 5 imputacija (p<0,001). c) Ekspresija GR u ukupnim limfocitima. Varijable su analizirane
pomoc¢u ANOVA-e za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme, dob i pusenje kao kovarijate) na originalnim
vrijednostima (bez imputacije). Izdvojene su usporedbe koje su bile statisti¢ki znacajne (kratica oznacava grupu, a
broj ispitivanje). PTSP1 vs. K1, F(1,47)=47,572, p<0,001 (*); PTSP1 vs. PTSP2, F (1,47)= 31,159, p<0,001 (**); K1 vs.
K2, F(1,47)=5,715, p=0,021 (**)

4.3.5 UKUPNI BROJ LIMFOCITA | IMUNOFENOTIP

Ukupni broj limfocita bio je povisen u osoba s posttraumatskim stresnim poremecajem (Slika 7,
str. 57), kako u prvom (Tablica 6, str. 48) tako i u drugom ispitivanju (Tablica 7, str. 50). U vremenu
izmedu dva ispitivanja doslo je do znacajnog pada broja cirkulirajucih limfocita u obje grupe (Slika 7,

str. 57; Tablica 8, str. 52).
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Slika 7. Ukupni broj limfocita
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Kratice: PTSP — osobe s posttraumatskim stresnim poremecajem; K — zdrave kontrole
SrediSnja tocka oznacava aritmeticku sredinu, a vertikalne crte 95%-tni interval pouzdanosti aritmeticke sredine.

Varijable su analizirane pomoc¢u ANOVA-e za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme, dob i pusenje kao
kovarijate) na originalnim vrijednostima (bez imputacije). Ukoliko je interakcija faktora bila znacdajna, grupe su
usporedene pomocu Cetiri kontrasta tj. svaka grupa u vremenu, odnosno razlika izmedu grupa u pojedinoj
vremenskoj tocki. Izdvojene su usporedbe koje su bile statisti¢ki znacajne (kratica oznacava grupu, a broj
ispitivanje). PTSP1 vs. K1, F(1,41)=8,714, p=0,005 (*);PTSP2 vs. K2, F(1,41)=13,215, p<0,001 (*); PTSP1 vs. PTSP2,
F(1,41)=43,999, p<0,001 (**); K1 vs. K2, F(1,41)=5,141, p=0,029 (**).

Tijekom prvog ispitivanja kod ispitanika s posttraumatskim stresnim poremecajem ustanovljen
je povecani udio ukupnih T-limfocita (CD3+), pomoc¢nickih T-limfocita (CD4+), ukupnih memorijskih T-
limfocita (CD45R0+) i pomoc¢nickih memorijskih T-limfocita (CD4+CD45R0+) (Slika 8, str. 58; Tablica
6, str. 48). U drugom ispitivanju nismo uodili znacajne razlike izmedu ispitanika i zdravih kontrola
(Slika 8, str. 58; Tablica 7, str. 50). Tijekom vremena znacajno je porastao udio pomocnickih T-
limfocita u zdravih kontrola kod kojih je uocen i znacajan pad udjela NK-stanica (Slika 8, str. 58;
Tablica 8, str. 52). Udio ukupnih memorijskih i pomoc¢ni¢kih memorijskih T-limfocita znadajno se
smanjio tijekom vremena u osoba s posttraumatskim stresnim poremecajem (Slika 8, str. 58;Tablica

8, str. 52).
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Sredisnja tocka oznacava aritmeticku sredinu, a vertikalne crte 95%-tni interval pouzdanosti aritmeticke sredine.

Svaka varijabla analizirana je pomoc¢u ANOVA-e za ponavljana mjerenja (2x2 dizajn, grupa x vrijeme, dob i pusenje kao kovarijate) na originalnim vrijednostima (bez imputacije). Ukoliko
je interakcija faktora bila znacajna, grupe su usporedene pomocu Cetiri kontrasta tj. svaka grupa u vremenu, odnosno razlika izmedu grupa u pojedinoj vremenskoj tocki. Izdvojene su
usporedbe koje su bile statisticki znacajne (kratica oznacava grupu, a broj vremensku tocku):

CD3+: PTSP1 vs K1, F(1,61)=15,372, p<0,001

CD4+: PTSP1 vs K1, F(1,58)=31,64, p<0,001; K1 vs K2, F(1,58)=9,348, p=0,003

CD16+CD56+: K1 vs K2, F(1,62)=7,712, p=0,007

CD45RO+: PTSP1 vs K1, F(1,60)=4,938, p=0,030; PTSP1 vs PTSP2, F(1,60)=15,384, p<0,001

CD4+CD45+: PTSP1 vs K1, F(1,59)=23,677, p<0,001; PTSP1 vs PTSP2, F(1,59)=10,293, p=0,002
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4.3.6 VELICINA UCINKA

Veli¢ina ucinka PTSP-a na izmjerene varijable u prvom ispitivanju prikazana je na slici (Slika 9,
str. 61). Vidljivo je da prisutnost PTSP-a ima najizrazeniji u¢inak na ekspresiju GR-receptora, i to
posebno unutar svih T (GR CD3+) i pomoc¢nickih (GR CD4+) limfocita. Statisticki znacajan ucinak PTSP-
a vidljiv je i kod hormona, NK-citotoksi¢nosti i nekih subpopulacija limfocita (ukupnih T-limfocita
(CD3+), pomoénickih T-limfocita (CD4+), ukupnih memorijskih T-limfocita (CD45R0+) i pomocnickih
memorijskih T-limfocita (CD4+CD45R0+)).

U drugom ispitivanju veli¢ina u¢inka PTSP-a bila je manje izraZzena kod vedine varijabli (Slika 10,
str. 62). Ucinak PTSP-a u drugom ispitivanju bio je statisticki znaCajan samo za koncentraciju
prolaktina u serumu i ukupni broj limfocita. PTSP nije imao statisticki znac¢ajan ucinak na ostale

varijable u drugom ispitivanju.
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Slika 9 . Standardizirana veli¢ina ucinka posttraumatskog stresnog poremecaja (PTSP-a) na varijable
odredivane u prvom ispitivanju

Standardizirana veli¢ina u¢inka
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Kratice: GR — glukokortikoidni receptor (ekspresija izraZzena kao mfi (od engl. mean fluorescence intensity)); IF —
imunofenotip (% od ukupnih limfocita); IL-6 — interleukin-6; NK — urodenoubilacke (od engl. Natural Killer) stanice
(% lize u naznacem omjer efektorskih prema ciljnim stanicama)

Jedinice: IL-6 — pg/mL; kortizol - pg/100mL; prolaktin - pg/L

Sredi$nja tocka oznacava veli¢inu ucinka (Cohenov d), a horizontalne crte 95%-tni interval pouzdanosti veli¢ine
ucinka. Negativna veli¢ina ucinka oznacava sniZzene vrijednosti u osoba s PTSP-om. Ukoliko interval pouzdanosti
prelazi O (vertikalna crta), ucinak nije statisticki znacajan.
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Slika 10. Standardizirana veli¢ina uc¢inka posttraumatskog stresnog poremecaja (PTSP-a) na varijable
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Kratice: GR — glukokortikoidni receptor (ekspresija izrazena kao mfi (od engl. mean fluorescence intensity)); IF —
imunofenotip (% od ukupnih limfocita); IL-6 — interleukin-6; NK — urodenoubilacke (od engl. Natural Killer) stanice

(% lize u naznacem omjer efektorskih prema ciljnim stanicama)
Jedinice: IL-6 — pg/mL; kortizol - ug/100mL; prolaktin - pg/L

Sredi$nja tocka oznacava veli¢inu u¢inka (Cohenov d), a horizontalne crte 95%-tni interval pouzdanosti veli¢ine
ucinka. Negativna veli¢ina ucinka oznacava snizene vrijednosti u osoba s PTSP-om. Ukoliko interval pouzdanosti

prelazi O (vertikalna crta), ucinak nije statisticki znacajan.
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4.4 MEDUODNOSI BIOLOSKIH VARIJABLI

Tablice (Tablica 9, str. 63; Tablica 10, str. 64) prikazuju odnos hormona i citokina prema ostalim
bioloskim varijablama odredenim u ovom istraZivanju. lzmedu ostalih, potrebno je izdvojiti pozitivnu
korelaciju prolaktina prema citotoksi¢nosti NK-stanica (NK 25:1, p=0,008; NK 50:1, p=0,040) u osoba s
PTSP-om u prvom ispitivanju, Sto nije slucaj u zravih kontrola (Tablica 9, str. 63). U drugom ispitivanju
istaknuli bismo pozitivhu korelaciju koncentracije kortizola u serumu s ekspresijom GR u osoba s
PTSP-om (GR limfociti, p=0,015; GR CD20+CD23+, p=0,041; GR CD45RO+, p=0,041; GR
CD4+CD45R0+, p=0,034) i u zdravih kontrola (GR limfociti, p=0,019; GR CD3+, p=0,029) (Tablica 10,
str. 64). U osoba s PTSP-om uocena je i pozitivha korelacija koncentracije kortizola u serumu s nekim

imunofenotipskim varijablama (IF CD3+, p=0,035; IF CD8+, p=0,014) (Tablica 10, str. 64).

Tablica 9. Meduodnosi bioloskih varijabli — prvo ispitivanje®

PTSP (N=39) Zdrave kontrole (N=37)
Kortizol  Prolaktin IL-6 TNF-o” Kortizol ~ Prolaktin  IL-6 TNF-o”
Kortizol 1,000 0,029 -0,029 0,196 1,000 0,185 -0,112 -0,134
Prolaktin 0,029 1,000 -0,084 -0,270 0,185 1,000 -0,317 0,201
IL-6 -0,029 -0,084 1,000 -0,119 -0,112 -0,317 1,000 -0,321
TNF-o’ 0,196 -0,270 -0,119 1,000 -0,134 0,201 -0,321 1,000
NK 25:1 0,275 0,469* -0,186 -0,163 -0,373* 0,062 0,271 -0,332
NK 50:1 0,283 0,370* 0,002 -0,032 -0,348 0,074 0,249  -0,452*
NK 100:1 0,109 0,259 0,069 0,063 -0,278 0,077 0,245 -0,348
GR Limfociti -0,074 -0,156 -0,055 0,302 0,367 -0,090 0,067 0,513*
GR CD3+ 0,082 -0,174 -0,088 0,212 0,024 -0,198 0,053 0,378
GR CD4+ 0,113 -0,155 -0,073 0,229 0,006 -0,206 0,064 0,325
GR CD8+ 0,001 -0,243 -0,039 0,243 0,109 -0,260 0,253 0,190
GR CD20+ 0,078 0,133 -0,004 0,275 0,276 -0,281 -0,104 0,368
GR CD20+CD23+ 0,153 0,059 -0,030 0,218 0,272 -0,310 -0,082 0,297
GR CD16+CD56+ 0,239 -0,050 -0,212 0,246 0,192 -0,148 -0,034 0,557*
GR CD45RO+ 0,012 0,036 -0,096 0,327 -0,045 -0,036 -0,191 0,377
GR CD4+CD45R0O+ -0,091 -0,064 -0,030 0,177 -0,044 -0,027 -0,202 0,351
Broj limfocita -0,123 -0,117 -0,083 0,290 0,263 0,338 -0,748* -0,178
IF CD3+ 0,151 -0,067 0,167 -0,029 0,113 -0,061 -0,216  -0,452*
IF CD4+ 0,044 -0,022 0,252 -0,170 -0,230 0,031 -0,054 -0,245
IF CD8+ -0,043 -0,047 -0,012 0,148 0,096 -0,058 -0,311 -0,231
IF CD20+ 0,152 -0,080 -0,320 -0,069 0,120 -0,236 0,096 -0,001
IF CD20+CD23+ 0,028 -0,075 -0,387 -0,015 0,096 0,029 0,036 0,104
IF CD16+CD56+ 0,015 0,088 0,281 -0,113 -0,036 0,009 -0,193 0,121
IF CD45RO+ 0,287 0,027 0,170 -0,006 0,168 -0,328 0,103 0,152
IF CD4+CD45R0O+ 0,138 0,226 0,068 -0,212 -0,360 -0,303 0,307 0,039

Kratice: GR — glukokortikoidni receptor (ekspresija izrazena kao mfi (od engl. mean fluorescence intensity)); IF —
imunofenotip (% od ukupnih limfocita); IL-6 — interleukin-6; NK — urodenoubilacke (od engl. Natural Killer) stanice
(% lize u naznacem omjer efektorskih prema ciljnim stanicama); PTSP — posttraumatski stresni poremecaj; TNF-a —
faktor nekroze tumora a (od engl. Tumor Necrosis Factor)

Jedinice: IL-6 — pg/mL; kortizol - ug/100mL; prolaktin - ug/L; TNF-a — pg/mL
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! Prikazane su kombinirane vrijednosti (5 analiza na 5 imputiranih baza) koeficijenata korelacije (r) nakon metode
multiple imputacije. U analizi su koristene transformirane varijable ukoliko inicijalno nisu slijedile normalnu
distribuciju.

?Bududi da TNF-a u prvom ispitivanju nismo mogli normalizirati, korelacija TNF-a s ostalim varijablama izra¢unata je
pomocu Spearmanove korelacije ranga, a pripadajuce vrijednosti u tablici predstavljaju Spearmanov koeficijent
korelacije (p).

* Statisticki znacajno (p<0,05)

Tablica 10. Meduodnosi bioloskih varijabli — drugo ispitivanje®

PTSP (N=39) Zdrave kontrole (N=25)
2.ispitivanje Kortizol ~ Prolaktin IL-6 TNF-a Kortizol ~ Prolaktin  IL-6 TNF-a
Kortizol 1,000 -0,063 -0,196 -0,118 1,000 0,261 0,075 0,006
Prolaktin -0,063 1,000 -0,191 -0,134 0,261 1,000 -0,254 0,283
IL-6 -0,196 -0,191 1,000 0,315 0,075 -0,254 1,000 0,445*
TNF-a -0,118 -0,134 0,315 1,000 0,006 0,283 0,445* 1,000
NK 25:1 0,216 -0,116 0,090 -0,171 -0,004 0,022 -0,266 0,373
NK 50:1 -0,046 0,007 0,177 -0,075 0,031 0,098 0,011 0,521*
NK 100:1 -0,035 0,023 0,197 -0,062 -0,021 0,062 -0,124 0,444*
GR Limfociti 0,386* 0,086 -0,136 0,051 0,464* 0,122 -0,258 0,094
GR CD3+ 0,287 0,059 -0,131 0,110 0,437* 0,157 -0,355 -0,275
GR CD4+ 0,284 0,048 -0,132 0,117 0,236 0,114 -0,217 -0,001
GR CD8+ 0,280 0,126 -0,161 0,107 0,264 0,148 -0,247 -0,097
GR CD20+ 0,313 0,024 -0,135 0,077 0,195 0,003 -0,010 0,111
GR CD20+CD23+ 0,330* 0,055 -0,149 0,073 0,187 0,017 -0,013 0,113
GR CD16+CD56+ 0,311 0,047 -0,211 0,053 0,314 0,136 -0,250 -0,056
GR CD45RO+ 0,329* 0,086 -0,177 0,077 -0,037 -0,129 0,206 0,326
GR CD4+CD45R0O+ 0,341* 0,094 -0,144 0,017 -0,010 -0,071 0,059 0,250
Broj limfocita -0,027 0,110 -0,040 0,072 0,094 -0,150 0,406 -0,230
IF CD3+ 0,338* 0,051 -0,258 -0,338 -0,390 -0,064 -0,354 -0,258
IF CD4+ 0,102 0,016 -0,198 -0,196 0,054 -0,245 0,009 -0,047
IF CD8+ 0,389* 0,060 -0,159 -0,218 -0,105 0,004 -0,400 -0,224
IF CD20+ -0,193 0,020 0,137 0,269 -0,081 -0,136 0,119 -0,267
IF CD20+CD23+ -0,137 -0,237 0,294 0,324 -0,083 0,002 0,058 0,050
IF CD16+CD56+ -0,188 0,023 0,039 0,069 -0,041 -0,221 0,142 -0,173
IF CD45RO+ 0,201 -0,075 -0,039 -0,040 -0,154 -0,096 0,311 0,173
IF CD4+CD45R0O+ -0,096 -0,009 -0,050 -0,133 0,194 -0,012 0,063 -0,084

Kratice: GR — glukokortikoidni receptor (ekspresija izrazena kao mfi (od engl. mean fluorescence intensity)); IF —
imunofenotip (% od ukupnih limfocita); IL-6 — interleukin-6; NK — urodenoubilacke (od engl. Natural Killer) stanice
(% lize u naznacem omjer efektorskih prema ciljnim stanicama); PTSP — posttraumatski stresni poremecaj; TNF-a —
faktor nekroze tumora a (od engl. Tumor Necrosis Factor)

Jedinice: IL-6 — pg/mL; kortizol - ug/100mL; prolaktin - ug/L; TNF-a — pg/mL.

! Prikazane su kombinirane vrijednosti (5 analiza na 5 imputiranih baza) koeficijenata korelacije (r) nakon metode
multiple imputacije. U analizi su koriStene transformirane varijable ukoliko inicijalno nisu slijedile normalnu
distribuciju.

* Statisticki znac¢ajno (p<0,05)
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4.5 ODNOS PSIHICKIH SIMPTOMA | BIOLOSKIH VARIJABLI

U tablici (Tablica 11, str. 66) su prikazane korelacije psihickih simptoma izmjerenih
samoocjenskom ljestvicom DTS i strukturiranim klinickim intervjuima TOP-8 i CAPS s bioloskim
varijablama kod osoba s PTSP-om u prvom ispitivanju. U istoj tablici prikazani su i rezultati korelacija
u drugom ispitivanju pri ¢emu su izostavljene korelacije s razinom simptoma izmjerenih pomoc¢u DTS i

TOP-8 instrumenata buduci da ova testiranja nisu u drugom ispitivanju provedena.

Obzirom da postotci lize u sva tri omjera efektorskih prema ciljnim stanicama u testu
citotoksi¢nosti NK-stanica snazno medusobno koreliraju, prikazan je samo jedan od tri omjera
(100:1). Iz istog razloga je u korelacijskoj analizi koristena razina ekspresije GR u ukupnim limfocitima,
tj. izostavljena je ekspresija GR u pojedinim subpopulacijama limfocita. Koncentracija TNF-a nije
uvrstena u analizu jer nije slijedila normalnu distribuciju. Neparametarskom metodom (Spearmanova
korelacija ranga) nisu pronadene znacajne korelacije s razinom psihi¢kih simptoma. U regresijskim
modelima su kao prediktori koriStene sve bioloske varijable kao u koralacijskim analizama osim onih
imunofenotipskih varijabli kod kojih nije pronadena znacajna korelacija s psihickim simptomima.

Osim toga, u analizu su kao prediktori uvrstene demografske varijable (Tablica 12, str. 67).

U prvom ispitivanju pronadeno je vise znacajnih korelacija psihickih simptoma s bioloskim
varijablama (Tablica 11, str. 66). Jutarnja koncentracija kortizola u serumu pozitivno je korelirala s
razinom psihickih simptoma (CAPS D, p=0,006; CAPS (ukupno), p=0,033). Pozitivha korelacija razine
psihi¢kih simptoma uocena je i s ekspresijom GR u limfocitima (TOP-8, p=0,004; CAPS C, p=0,010;
CAPS D, p=0,038; CAPS (ukupno), p=0,016). Koncentracija IL-6 u serumu negativno je korelirala s
psihickim simptomima (TOP-8, p=0,026; CAPS D, p=0,022). Udio cirkulirajuc¢ih B-limfocita (CD20+)
pozitivno je korelirao s psihickim simptomima (DTS, p=0,004; TOP-8, p=0,008; CAPS C, p=0,024; CAPS
D, p=0,040; CAPS (ukupno), p=0,016) kao i udio aktiviranih B-limfocita (DTS, p=0,0,023; TOP-8,
p=0,007; CAPS C, p=0,029; CAPS D, p=0,040; CAPS (ukupno), p=0,020). Za razliku od toga, udio NK-
stanica bio je u negativhom odnosu s razinom psihickih simptoma (TOP-8, p=0,006; CAPS D, p=0,031).

U drugom ispitivanju nije bilo znacajnih korelacija.

Na temelju dobivenih koeficijenata determinacije (R?) modela multiple linearne regresije, iz
tablice (Tablica 12, str. 67) je vidljivo da se izmedu 47% i 49% varijabilnosti psihi¢kih simptoma (TOP-8
(ukupno), CAPS D i CAPS (ukupno)) mozZe opisati varijacijom koristenih prediktora. Pri tome je
takoder vidljivo da, neovisno od ostalih prediktora, statisticki znacajan utjecaj imaju ekspresija GR u

limfocitima i udio cirkulirajuéih B-limfocita (CD20+).
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Tablica 11. Odnos psihickih simptoma i bioloskih varijabli - korelacije

DTS TOP-8 CAPS B CAPS C CAPSD CAPS
(ukupno) (ukupno) (ukupno)

Prvo ispitivanje

Kortizol (ug/100mL) 0,142 0,309 0,202 0,310 0,479* 0,384*
Prolaktin (ug/L) -0,157 -0,247 -0,194 -0,299 -0,129 -0,244
IL-6 (pg/mL) -0,164 -0,388* -0,272 -0,199 -0,398* -0,313
NK 100:1 (%lize) 0,152 -0,179 0,031 0,090 0,218 0,131
GR limfociti (mfi) 0,168 0,473* 0,238 0,430* 0,353* 0,403*
Broj limfocita/pL 0,042 -0,119 -0,210 -0,032 0,233 0,024
IF CD3+ (%) -0,067 -0,008 0,144 0,166 0,021 0,122
IF CD4+ (%) 0,098 0,010 0,311 0,301 -0,170 0,158
IF CD8+ (%) -0,155 -0,072 -0,081 -0,169 0,202 -0,026
IF CD20+ (%) 0,453* 0,423* 0,303 0,365* 0,335* 0,390*
IF CD20+CD23+ (%) 0,369* 0,428* 0,265 0,355* 0,334* 0,377*
IF CD16+CD56+ (%) -0,233 -0,434* -0,246 -0,181 -0,346* -0,298
IF CD45RO+ (%) 0,031 0,096 0,014 0,092 -0,093 0,007
IF CD4+CD45R0O+ (%) 0,146 0,083 0,058 0,033 -0,184 -0,039
Drugo ispitivanje

Kortizol (ug/100mL) 0,018 -0,232 -0,065 -0,114
Prolaktin (ug/L) -0,265 -0,197 -0,244 -0,278
IL-6 (pg/mL) -0,254 -0,065 0,029 -0,091
NK 100:1 (% lize) -0,068 -0,108 0,008 -0,045
GR Limfociti (mfi) 0,199 -0,087 -0,048 0,001
Broj limfocita/pL 0,010 0,107 0,058 0,055
IF CD3+ (%) 0,057 -0,144 0,015 -0,044
IF CD4+ (%) 0,159 -0,056 -0,015 0,001
IF CD8+ (%) -0,160 -0,218 0,009 -0,125
IF CD20+ (%) 0,150 0,073 0,158 0,166
IF CD20+CD23+ (%) 0,007 -0,018 -0,051 -0,053
IF CD16+CD56+ (%) -0,042 0,109 0,174 0,140
IF CD45RO+ (%) 0,035 -0,174 0,023 -0,051
IF CD4+CD45R0O+ (%) 0,197 0,039 0,152 0,148

Kratice: CAPS - klini¢ka skala za procjenu posttraumatskog stresnog poremecaja (od engl. Clinician Administered
PTSD Scale); CAPS B — kriterij B, simptomi ponovnog proZivljavanja traumatskog iskustva; CAPS C — kriterij C,
simptomi izbjegavanja i obamrlosti; CAPS D — kriterij D, simptomi trajne podraZenosti vegetativnog Ziv€anog
sustava; DTS - engl. Davidson Trauma Scale; GR — glukokortikoidni receptor; IL-6 — interleukin-6; mfi —srednja
vrijednost intenziteta fluorescencije (od engl. mean fluorescence intensity); NK — urodenoubilacki (od engl. Natural
Killer); TOP-8 - klini¢ka skala za procjenu ucinka lije¢enja PTSP-a (od engl. 8-item Treatment-outcome Posttraumatic
Stress Disorder Scale)

! Prikazane su kombinirane vrijednosti (5 analiza na 5 imputiranih baza) koeficijenata korelacije (r) kao rezultat
parcijalnih korelacija kontroliranih za dob i pusenje. U analizi su koriStene transformirane varijable ukoliko inicijalno
nisu slijedile normalnu distribuciju.

" Statistieki znacajno (p<0,05)
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Tablica 12. Odnos psihickih simptoma i bioloskih varijabli — multipla linearna regresija

Koristeni prediktori Zavisna varijabla R2: Znacajni prediktori
Kortizol (ug/100mL) B? t p
Prolaktin (ug/L)

- GR limfociti 0,690 2,581 0,013
IL-6 (pg_/mt) . CAPS (ukupno) 0,486
NK'100:1 (% lize) IF CD20+ 0,713 2,406 0,016
GR Limfociti (mfi)
IF CD20+ (%) GR limfociti 0,234 2,203 0,030

o CAPSD 0,478

IF CD20+CD23+ (%) IF CD20+ 0,217 1,783 0,045
IF CD16+CD56+ (%)
Puten TOP-8 (ukupno) 0,471

usenje IF CD20+ 0,200 2,553 0,011
Edukacija

Radni status

Kratice: CAPS - klinicka skala za procjenu posttraumatskog stresnog poremecaja (od engl. Clinician Administered
PTSD Scale); CAPS D — kriterij D, simptomi trajne podrazenosti vegetativnog Ziv€anog sustava; GR — glukokortikoidni
receptor; IL-6 — interleukin-6; NK — urodenoubilacki (od engl. Natural Killer); TOP-8 - klinicka skala za procjenu
ucinka lije¢enja PTSP-a (od engl. 8-item Treatment-outcome Posttraumatic Stress Disorder Scale)

! Koeficijent determinacije R? izracunat je kao prosjek 5 vrijednosti dobivenih nakon multiple imputacije i bio je
statisticki znacajan (p<0,05) u svih 5 slucajeva.
2Vrijednosti B, tipizvedene su kombinacijom pojedinacnih vrijednosti nakon 5 analiza.
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5 RASPRAVA

Ovim prospektivnim istraZivanjem prvi puta smo, prema nasem saznanju, pokazali da
promjene izmjerenih varijabli (i njihov meduodnos) u osoba s PTSP-om nisu jednoznacne i stati¢ne,
ve¢ se mijenjaju s vremenom. U prvom ispitivanju, u prosjeku 6 godina od traumatskog iskustva,
osobe s PTSP-om imale su povisenu jutarnju koncentraciju kortizola, snizenu ekspresiju GR u svim
izmjerenim subpopulacijama limfocita, povisenu koncentraciju prolaktina i TNF-a, poviSenu
citotoksi¢nost NK-stanica, povisen ukupni broj limfocita i udio pojedinih subpopulacija limfocita u
odnosu na zdrave kontrole (Tablica 6, str. 48). Prvo ispitivanje karakterizira i nalaz niza korelacija
izmedu pojedinih bioloskih varijabli sto upucuje na meduodnos izmjerenih komponenti endokrinog
sustava i imunosustava (Tablica 9, str. 63). Pojedine bioloske varijable bile su u odnosu i s razinom

psihi¢kih simptoma PTSP-a( Tablica 11, str. 66; Tablica 12, str 67).

U drugom ispitivanju, u prosjeku 12 godina od traumatskog iskustva, vecina razlika se gubi i to
uglavnom na nacin da varijable koje su inicijalno bile povisene kod ispitanika s PTSP-om padaju, a one
koje su bile sniZzene rastu (Tablica 7, str. 50; Tablica 8, str. 52). Jedino su koncentracija prolaktina i
ukupni broj limfocita ostali poviseni u osoba s PTSP-om. Takoder se gubi i veéina korelacija koje su
postojale u prvom ispitivanju (Tablica 10, str. 64; Tablica 11, str. 66). lako svi ispitanici i u drugom
ispitivanju zadovoljavaju sve kriterije za dijagnozu PTSP-a, razina simptoma u drugom ispitivanju je
znacajno pala (Slika 2, str. 41). Moguci razlog gubitka promjena u drugom ispitivanju upravo je pad
razine simptoma. Medutim, mali broj promjena je ostao, a smjer promjena daje naslutiti da, ukoliko
simptomi PTSP-a potraju (a time i alostatsko optereéenje), promjene u buduénosti dosegnu onaj
obrazac koji je pronaden u osoba s PTSP-om kod kojih je proslo vise desetaka godina od traumatskog

iskustva.

5.1 KORTIZOL | EKSPRESIJA GLUKOKORTIKOIDNOG RECEPTORA

lako na temelju jednokratnog odredivanja jutarnjeg kortizola ne moZemo zakljucivati o
aktivnosti HHN-osovine, istovremeno snizena ekspresija GR u svim subpopulacijama limfocita u
prvom ispitivanju (Tablica 6, str. 48; Slika 6, str. 56) upucuje na kompezatorno sniZenje (engl.
downregulation) zbog mogudéeg prekomjernog utjecaja povisene koncentracije kortizola (Tablica 6,

str. 48; Slika 3, str. 53).

Dosadasnja istrazivanja takoder su pokazala povisene bazalne vrijednosti kortizola u osoba s

154-159 161-167

PTSP-om u urinu , plazmi*® i slini . Povisene razine kortizola u PTSP-u pronadene su i nakon

160-161, 168

stimulacije s CRH™® te nakon akutnog stresnog podrazaja . Medutim, u velikom broju

169-172 :173-175

istrazivanja izvjeStava se o snizenim bazalnim vrijednostima kortizola u urinu , plazmi i

140, 176-180

slini . a podosta studija izvje$tava i o nedostatku razlike'®*®. | posljednja metaanaliza nije
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126 Analiza

uspjela dokazati sistematsku povezanost izmedu razine bazalnog kortizola i PTSP-a.
podgrupa studija u ovoj metaanalizi takoder nije pokazala znacajan utjecaj ratne traume na razinu
kortizola, ali je utvrdeno da studije koje se odnose na fizicko i/ili seksualno zlostavljanje u djetinjstvu
pokazuju znacajno nizu razinu kortizola u osoba koje su kasnije razvile PTSP. U istoj metaanalizi
ispitan je i utjecaj godina od traumatskog iskustva koji nije bio statisticki znacajan, ali je vidljiva
tendencija nizim razinama kortizola u studijama kod kojih se trauma dogodila unazad vise od 20
godina (studije koje se odnose na zlostavljanje u djetinjstvu i koje ukljucuju vijetnamske veterane i
Zrtve Holokausta) i viSim razinama kortizola ako se trauma dogodila unutar 10 godina od ispitivanja.

U ovaj obrazac uklapaju se i naSi rezultati povisenih vrijednosti kortizola u prvom ispitivanju i

nedostatak razlike u drugom ispitivanju.

lako vec varijacije u razini kortizola govore o odredenim promjenama u funkcioniranju HHN-
osovine kod osoba s PTSP-om, mnogo se jasnija slika dobiva ukoliko se u procjeni koriste supresijski
testovi deksametazonom, a mnogo nam govori i razina, odnosno funkcija GR-a. U prvoj studiji koja je

odredila razinu GR-a na leukocitima vijetnamskih veterana koristeéi radioaktivni test vezanja liganda

187

(*H-deksametazon) uodena je poviena gustoéa GR-a.'®” Studije koje su uslijedile ponovile su ovaj

128, 188191 posljednjoj studiji takoder je

rezultat koristedi istu metodu za odredivanje receptora.
pokazano da u osoba s PTSP-om postoji pojacana inhibicija lizozimske aktivnosti nakon tretmana
kultura perifernih mononukleara deksametazonom $to govori o pojacanoj funkciji GR-a.*® U dijelu

188-191

ovih studija istovremeno je dokazana pojacana supresija lu¢enja kortizola deksametazonom Sto

je u skladu s povecanim brojem, odnosno funkcijom GR-a. Pojacana supresija luenja kortizola

192-194

deksametazonom utvrdena je u jo$ nekoliko studija , ali u nemalom broju istrazivanja ovaj se

efekt nije uspio dokazatj.®*?6 186 1951% pajliivom analizom ovih studija vidljivo je da su rezultati

128, 187-189, 193 3 191

dobiveni na uzorku vijetnamskih veterana, rtava Holokausta™" i osoba zlostavljanih u

djetinjstvu, % 12

tj. viSe od 20 godina nakon traumatskog iskustva. Istrazivanja na uzorcima veterana
Zaljevskog rata® i razli¢itih ratova iz 90-tih'®*® ™ ne pokazuju specifi¢an u¢inak PTSP-a na inhibiciju
lu¢enja kortizola deksametazonom. Medutim, dva vrlo zanimljiva istraZzivanja, jedno na uzorku
izbjeglica iz Bosne,™ a drugo na uzorku veterana razli¢itih ratova iz 90-tih,**’ pokazuju promijenjenu
funkciju GR-a u PTSP-u. U prvom je istrazivanju pokazano da deksametazon pojacano inhibira
lipopolisaharidom (LPS) potaknuto lucenje IL-6 i TNF-a na uzorcima pune krvi osoba s PTSP-om Sto
govori o pojacanoj funkciji GR-a. Ovaj je ucinak izostao u drugom spomenutom istraZivanju, ali je
ustanovljeno da osobe s PTSP-om imaju nizu razinu GR-a u odnosu na kontrole. Isto tako,
deksametazonom potaknuta inhibicija proliferacije T-limfocita bila je manje izrazena u osoba s PTSP-

om $to upucuje i na snizenu funkciju GR-a. Nasa istraZzivanja na uzorku hrvatskih ratnih veterana

unutar 8 godina od traumatskog iskustva pokazuju snizenu ekspresiju GR-a u razliCitim
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subpopulacijama limfocita u osoba s PTSP-om,**’ a kod ratnih veterana koji su proZivjeli traumatsko

198 ili nismo uoéili razliku®. U

iskustvo unazad vise od 10 godina ekspresija GR-a bila je povisena
posljednjem istraZivanju pokazali smo i da razina glukokortikoidnog receptora pozitivho korelira s
godinama proteklim od traumatskog iskustva. Temeljem svega navedenog moZemo pretpostaviti da
se ekspresija GR-a mijenja ovisno o vremenu od traumatskog iskustva tj. o duljini trajanja stresne

reakcije karakteristicne za PTSP.

U ovom je istraZivanju izravno vidljivo da je ekspresija GR-a u osoba s PTSP-om porasla oko 6
godina nakon prvog ispitivanja (Tablica 8, str. 52). Ovaj porast izraZen je na svim limfocitnim
subpopulacijama (Slika 6, str. 56). Istovremeno je doslo i do pada ekspresije GR-a u zdravih kontrola,
ali je taj pad mnogo manje izrazen i vidljiv je na ukupnim limfocitima i T-limfocitima dok na ostalim
subpopulacijama nije bio znacajan (Tablica 8, str. 52). U oba ispitivanja obje grupe imale su najvisu
ekspresiju GR u NK-stanicama (Slika 6, str. 56). U prvom ispitivanju zamijetili smo negativnu korelaciju
ekspresije GR-a na NK-stanicama s citotoksi¢nos¢u NK-stanica u svim omjerima efektorskih prema
cilinim stanicama u zdravih kontrola (NK25:1, r=-0,691, p<,001; NK50:1, r=-567, p=0,007; NK100:1, r=-
710, p<0,001). Negativna korelacija u zdravih kontrola tijekom prvog ispitivanja uocena je i izmedu
kortizola i NK-citotoksi¢nosti (Tablica 9, str. 63). Kod ispitanika s PTSP-om nije bilo korelacije $to, osim
snizene ekspresije, upucuje i na smetnje funkcije GR-a. U drugom ispitivanju koncentracija kortizola
pozitivno je korelirala s razinom GR-a (Tablica 10, str. 64). Mogli bismo pretpostaviti da ovaj nalaz
takoder upucuje na poremecaj funkcije GR-a buduci da izostaje kompenzatorno snizenje receptora
na povecane razine kortizola. Medutim, ova je korelacija izraZena i u zdravih kontrola $to, doduse, ne
iskljucuje moguce smetnje u funkciji i njihovih receptora. Druga je moguénost da neki treci faktor
podjednako djeluje na razine GR-a i kortizola. Moguci kandidat je IL-6 buduc¢i da on stimulira
produkciju glukokortikoida, a istovremeno poti¢e sintezu GR-a u perifernim mononuklearima *.
Nepostojanje razlike u razini IL-6 izmedu ispitanika s PTSP-om i zdravih kontrola (Tablica 7, str. 50) i
nedostatak korelacije GR-a s IL-6 u oba ispitivanja (Tablica 9, str. 63; Tablica 10, str. 64) ne iskljucuje
ovu moguénost obzirom na ogranicenu senzitivnost koristenog testa za IL-6 te smatramo da je ovaj

odnos potrebno dalje istraZiti.

Korelacijskom i regresijskom analizom u prvom ispitivanju pokazano je da osobe s jace
izrazenim simptomima PTSP-a, i to osobito iz skupine pojacane podraZljivosti (prema regresijskoj
analizi), imaju i viSu ekspresiju GR-a (Tablica 11, str. 66; Tablica 12, str. 67). Ovo je neocekivan nalaz
bududi da je ekspresija GR-a generalno sniZzena u ispitanika s PTSP-om. To bi znacilo da je PTSP
specificno doista vezan uz poveéanje ekspresije GR-a, ali da je neki drugi faktor koji snizava ekspresiju
imao vedi utjecaj tijekom prvog ispitivanja. Osobe s PTSP-om pokazuju pojac¢anu reaktivnost na

160-161, 168

razliite stresore i reagiraju povec¢anim lu¢enjem kortizola Sto bi moglo rezultirati i snizenjem
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ekspresije GR-a. Moguce je da se s vremenom reakitvnost smanjuje, tj. smanjuje se ucestalost
aktivacije HHN-osovine i kompenzatorno sniZzenje GR-a, te dolazi do izraZaja upravo povecana
ekspresija GR-a. U drugom ispitivanju nije uocena ovakva korelacija niti su pronadene razlike u GR-u i
kortizolu u odnosu na zdrave kontrole (Tablica 10, str. 64; Tablica 11, str. 66). Medutim, bududi da
prema nasim rezultatima GR tijekom vremena raste, a kortizol pada, mogli bismo ocekivati da ce,
ukoliko simptomi PTSP-a perzistiraju, u konacnici doéi do jos vece ekspresije GR-a i sniZenja razine
kortizola. Dakle, promjene u HHN-osovini zasigurno postoje u osoba s PTSP-om, ali one nisu

jednoznacne i stati¢ne, ve¢ se mijenjaju tijekom vremena.

5.2 PROLAKTIN

lako se promjene u HHN-osovini najéesée vezu uz promjene imunoreaktivnosti, osim kortizola
za koji se smatra da djeluje primarno imunosupresivno, ispitali smo i vezu izmedu PTSP-a i razina
prolaktina koji se takoder oslobada tijekom stresne reakcije, ali su njegovi ucinci primarno
imunostimulacijski i djeluju kao protuteza glukokortikoidima . Koncentracija prolaktina u serumu bila
je konzistentno povisena u osoba s PTSP-om u oba ispitivanja (Tablica 6, str. 48; Tablica 7, str. 50;
Slika 3, str. 53). Do sada nisu pronadene povisene bazalne vrijednosti prolaktina u osoba s PTSP-om.

10132 5 5soba prezivielih nakon potresa®®® bazalne razine

Na uzorcima vijetnamskih ratnih veterana
prolaktina se nisu razlikovale od zdravih kontrola. Stovide, na mije$anom uzorku ispitanika koji su
prozivjeli razliite vrste traume'®® uocena je niza razina prolaktina u osoba s PTSP-om. Nalaz povisene

razine prolaktina karakteristi¢an je za akutni stres'®*'®

iako je povisena koncentracija prolaktina
pronadena i u policajaca izloZzenim pojacanoj razini razli¢itih kemijskih, fizikalnih i psihosocijalnih
stresora®® $to bi odgovaralo kroni¢nom stresu. U kontekstu pojacanog lu¢enja kortizola i snizene
ekspresije GR na svim subpopulacijama limfocita moZemo pretpostaviti da je pojacano lucenje
prolaktina u nasem uzorku ispitanika s PTSP-om zaista kompenzacijsko te da se na ovaj nacin nastoje
umanjiti imunosupresivni uéinci glukokortikoida®’. Tome govori u prilog i pozitivna korelacija izmedu
prolaktina i citotoksi¢nosti NK-stanica u ispitanika s PTSP-om u prvom ispitivanju (Tablica 9, str. 63). U
zdravih kontrola ovo nije bio slucaj, a korelacija nije pronadena niti u drugom ispitivanju kada se
koncentracija kortizola i razina GR nisu razlikovali od zdravih kontrola (Tablica 10, str. 64). Medutim,
veli¢ina ucinka PTSP-a na koncentraciju prolaktina u serumu bila je izrazenija u drugom ispitivanju
(Slika 10, str. 62) tako da treba razmisliti i o drugim mogudéim faktorima koji su mogli djelovati na
razinu prolaktina. U ovoj studiji nije sistematski evaluiran mogudi utjecaj terapije. Ispitanici doduse
nisu koristili lijekove mjesec dana prije ispitivanja, ali u razdoblju izmedu ispitivanja zasigurno su
koristili lijekove. U terapiji PTSP-a najcesce se koriste antidepresivi iz skupine SSRI (od engl. selective
serotonine reuptake inhibitor), ¢esto u kombinaciji s atipicnim antipsihoticima, a lijekovi iz obje
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navedene skupine mogu povisiti razinu prolaktina. Medutim, dokazano je da se razina
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prolaktina vrada na normalu unutar mjesec dana od promjene terapije tipicnim u atipicni
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k,

antipsihoti a ucinak antidepresiva iz SSRI skupine i atipi¢nih antipsihotika na razinu prolaktina nije

velik.

5.3 CITOKINI

Bez obzira na stanje HHN-osovine u PTSP-u koje je prema nekim istraZivanjima karakterizirano
snizenjem lucenja kortizola uz pojacanu senzitivnost glukokortikoidnih receptora, ili su prema nasem
i drugim istraZivanjima promjene sasvim suprotne, moZe se slobodno rec¢i da u PTSP-u postoje
odredene smetnje u signalizaciji glukokortikoidima. Bilo na nivou lucenja kortizola (snizenje) ili na
nivou receptora (snizenje ekspresije i poremecaj funkcije) imunosupresijski ucinci glukokortikoida su
vjerojatno poremeceni i mozemo pretpostaviti da dolazi do dezinhibicije imunosustava **°. Povecéana
koncentracija proinflamatornog citokina TNF-a (Slika 4c, str. 54) i visoka citotoksi¢nost NK-stanica u
prvom ispitivanju (Tablica 6, str. 48), povisen ukupni broj limfocita u oba ispitivanja (Tablica 6, str. 48;
Tablica 7, str. 50; Slika 7, str. 57) i povecani udio pojedinih subpopulacija u prvom ispitivanju u

ispitanika s PTSP-om govore u prilog ovoj pretpostavci (Tablica 6, str. 48; Slika 8, str. 58).

Od solubilnih upalnih faktora u osoba s PTSP-om do sada su pronadene poviSene serumske
razine IL-1B,%7 2%42% |L-6,2%2% solubilnog IL-6 receptora,”®® *® TNF-a™*’. U jednoj od studija autori su
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pronasli i povisenu koncentraciju IL-6 u cerebrospinalnom likvoru.”" Osim toga, dokazana je i

pojacana produkcija IL-6 i TNF-a nakon stimulacije pune krvi LPS-om (od engl. lipopolysaccharide)**°
ili s PHA i LPS-om,™*! te IFN-y*'® nakon stimulacije pune krvi LPS-om. Analizom genskog ¢ipa (engl.
microarray) na uzorku mononukleara periferne krvi osoba s PTSP-om, Segman i sur.”*! pokazali su

pojacanu aktivaciju onih gena koji upucuju na aktivaciju imunosustava.

Nalaz povisene koncentracije TNF-a u osoba s PTSP-om u prvom ispitivanju (Slika 4c, str. 54) u
skladu je s navedenim istrazivanjima. Koncentracija IL-6 (Slika 4a, str. 54) takoder je bila neSto visa u
prvom ispitivanju, ali ova razlika nije bila statisticki znacajna. Ni TNF-a, ni IL-6 nisu se razlikovali
izmedu ispitanika s PTSP-om i zdravih kontrola u drugom ispitivanju (Slika 4b i d, str. 54). Treba
naglasiti da u nekim studijama takoder nije pronadena razlika prema zdravim kontrolama u IL-6, i to
u osoba s PTSP-om koje su prezivjele potres212 te osoba koje su razvile PTSP nakon razli¢itih vrsta
trauma u posljednjih nekoliko godina®®’. U posljednjoj studiji autori su, unato¢ nepostojanju razlike
izmedu nekih citokina, pokazali da su citokini u pozitivnoj mulitvarijatnoj korelaciji sa simptomima
PTSP-a. Nedostatak razlike izmedu grupa pripisuju ograni¢enoj senzitivnosti testova i niskoj snazi
studija tj. premalom broju ispitanika. Zbog razlika u senzitivnosti koristenih u dvije razliCite
vremenske tocke u nasem ispitivanju, nismo bili u moguénosti usporediti grupe u vremenu. Nadalje,

moderni imunoenzimski testovi mnogo su senzitivniji od testova koje smo koristili u ovoj studiji i
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smatramo da bi se njihovim koristenjem otkrile mnogo suptilnije razlike. To je vrlo vazno jer, prema
dosadasnjim istraZivanjima promjene u PTSP-u ocito postoje i to vjerojatno u smislu kroni¢ne upale
niskog stupnja (engl. chronic low grade inflammation) sto predstavlja rizik za razvoj niza bolesti. Da bi
se ove razlike detektirale, studije je potrebno paZljivo dizajnirati uz koriStenje senzitivnih testova

kojima se istovremeno moze odrediti viSe proupalnih faktora.

TNF-a i IL-6 nisu korelirali s ostalim bioloskim varijablama u osoba s PTSP-om niti u jednom od
ispitivanja (Tablica 9, str. 63; Tablica 10, str. 64). Pronadene korelacije u zdravih kontrola vjerojatno
reflektiraju imunoregulacijske aktivnosti. Zna se da TNF-a potie luéenje IL-6% $to obja$njava nalaz
njihove pozitivne korelacije u zdravih kontrola u drugom ispitivanju. Isto tako, TNF-a potie

ekspresiju GR-a*? ¢ime se moze objasniti pozitivna korelacija u zdravih kontrola u prvom ispitivanju.

Neocekivan je nalaz negativnhe korelacije izmedu razine psihi¢kih simptoma PTSP-a i
koncentracije IL-6 (Tablica 11, str. 66; Tablica 12, str. 67). Ve¢ smo prije naglasili potencijalno vaznu
ulogu IL-6 u modulaciji ekspresije GR-a. Budu¢i da u prvom ispitivanju postoji tendencija visim
vrijednostima IL-6 u ispitanika s PTSP-om, moguce je da je on u dijelu bolesnika s najvise izrazenim
simptomima inducirao pojacanu sintezu GR-a. Zbog vece ekspresije GR-a i posljedi¢no pojacane
senzitivnosti na glukokortikoide, sinteza IL-6 u stanicama ovih bolesnika sada postaje smanjena Sto
rezultira i niZim koncentracijama u serumu. Ekspresija GR-a pozitivho je korelirala s psihickim
simptomima u prvom ispitivanju tako da su oni s najizrazenijim simptomima imali visu ekspresiju GR-

a i nizu razinu IL-6.

5.4 CiITOTOKSICNOST NK-STANICA

Pretpostavka o dezinhibiciji imunosustava najbolje se odrazava na nalazima citotoksi¢nosti NK-
stanica. Osobe s PTSP-om imale su povisenu citotoski¢nost NK-stanica u sva tri omjera efektorskih
prema ciljnim stanicama u prvom ispitivanju (Tablica 6, str. 48; Slika 5, str. 55). Ve¢ je spomenuta
pozitivna korelacija s razinom prolaktina Sto izvrsno pokazuje moguéi mehanizam dezinhibicije

imuosustava u sluc¢aju poremecene signalizacije glukokortikoidima.

Citotoksi¢nost je ostala visoka i u drugom ispitivanju, medutim nije se razlikovala od zdravih
kontrola kod kojih je citotoksi¢cnost NK-stanica porasla (Slika 5, str. 55; Tablica 8, str. 52). U
posljednjoj metaanalizi literature o utjecaju stresa na imunosustav’® vidljivo je da akutni, vremenski
ograniceni, najcesc¢e laboratorijski stresori (npr. matematicki zadatak) povisuju citotoksi¢nost NK-
stanica. Medutim, ¢ak i kratki stresori iz stvarnog Zivota (npr. ispit), a pogotovo kronicni stres (npr.
briga za kroni¢no bolesnog supruznika) dovode do smanjenja citotoksicnosti NK-stanica. Stoga,
vjerojatnost da su psihicki faktori uzrok visokoj citotoksi¢nosti NK-stanica u zdravih kontrola je mala.

Ne mozemo iskljuciti niti metodoloske promjene u izvodenju testa u drugom ispitivanju. U tom
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slucaju, rezultate izmedu dva ispitivanja ne bismo mogli usporedivati i sigurnije bi bilo nalaz u
drugom ispitivanju interpretirati jednostavno kao nedostatak razlike izmedu osoba s PTSP-om i
zdravih kontrola buduci da su testovi tijekom drugog ispitivanja sigurno napravljeni na isti nacin i pod

istim uvjetima za ispitanike i kontrole.

Unato¢ gore navedenim problemima u interpretaciji rezultata, ostaje nalaz povisene
citotoksi¢nosti NK-stanica u prvom ispitivanju $to je u skladu i s nekoliko drugih studija. PoviSena

citotoksi¢nost NK-stanica pronadena je u vijetnamskih veterana s PTSP-om?*?

te u nekih studija koje
su ukljucivale ekstremno traumatsko iskustvo, ali nije postavljena dijagnoza PTSP-a: kod hrvatskih
profesionalnih vojnika nakon akcije?™, izraelskih civila nakon raketiranja®® i radnika na aerodromu
izlozenim ledevima nakon avionske nesre¢e’*®. Medutim, podjednako se izvje$tava i o snizenoj
citotoksi¢nosti NK-stanica nakon traume bez razvijenog PTSP-a i to u osoba oslobodenih iz

koncentracijskog logora®® i preZivjelih nakon uragana®™®. SniZena citotoksi¢nost NK-stanica
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pronadena je i u osoba s razvijenom klinickom slikom PTSP-a ili koje su u proslosti imale PTSP*.
Nasi neobjavljeni rezultati na uzorku ratnih veterana kod kojih je proslo vise od 10 godina od
traumatskog iskustva takoder pokazuju snizenu citotoksi¢nost NK-stanica u osoba s PTSP-om.**® Ako
uzmemo u obzir da u ovom istrazivanju nismo pronasli razliku citotoksi¢nosti NK-stanica u odnosu na
zdrave kontrole u drugom ispitivanju, mozemo pretpostaviti da bi promjene u citotoksi¢nosti mogle

pratiti isti obrazac kao i promjene u GR-u, tj. ukoliko se stresno opterecenje nastavi citotoksi¢nost

NK-stanica bi mogla biti niZza kao Sto je to slucaj u kroni¢nom stresu.

5.5 UKUPNIBROJ LIMFOCITA | IMUNOFENOTIP

| nalazi koji se odnose na sastav stanica imunosustava u odjeljku periferne krvi najéesce se
interpretiraju kao pojacana aktivacija imunosustava osoba s PTSP-om ¢ime se objasnjava i poveéana
u¢estalost autoimunosnih i drugih tjelesnih bolesti.?*° Prije nego $to se osvrnemo na rezultate naseg
istrazivanja, potrebno je naglasiti nekoliko problema u interpretaciji ovih istrazivanja. Normalne
vrijednosti limfocita i udjela pojedinih subpopulacija limfocita dosta su Sirokog raspona, odnosno
postoji velika varijabilnost medu pojedincima. Rezultati studija najées¢e se odnose na usporedbu
bolesnika i zdravih kontrola u jednoj tocki (presjecne studije), a razlike o kojima se izvjestava naj¢esée
su unutar normalnih vrijednosti. Ve¢ smo u uvodu naglasili da se distribucija leukocita izmedu
pojedinih odjeljaka (krv, limfa i limfni Cvorovi, slezena, tkiva) mijenja nakon akutnog stresnog
podraZaja i da promjene broja leukocita i udjela pojedinih populacija ne moraju odrazavati njihovu
funkciju. Efektorska funkcija leukocita obavlja se u ciljnim tkivima (i lokalnim limfnim ¢vorovima), a u
stresnoj reakciji recirkulacija se usmjerava upravo prema ovim odjeljcima tako da leukociti i pojedine
19,221

populacije leukocita mogu biti u perifernoj krvi snizeni uz istovremenu aktivaciju imunosustava.

Ako naSe presjecno istrazivanje ukljucuje skupine koje se razlikuju iskljuivo po prisutnosti ili
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odsutnosti PTSP-a, pronadene razlike u imunofenotipu izmedu skupina moZemo u najboljem slucaju
interpretirati kao utjecaj neuroendokrinih faktora vezanih uz PTSP na recirkulaciju limfocita sto moze

(ali ne mora) imati svoj odraz u njihovoj funkciji.

U nasem istrazivanju broj limfocita bio je u obje vremenske tocke povisen u osoba s PTSP-om u
odnosu na zdrave kontrole (Tablica 6, str. 48; Tablica 7, str. 50; Slika 7, str. 57). Zabiljezen je i
znacajan pad broja limfocita u drugom ispitivanju u odnosu na prvo, ali on je bio izraZzen u obje grupe
tako da je razlika u drugoj tocki o¢uvana s otprilike podjednakom veli¢éinom ucinka PTSP-a na broj
limfocita (Tablica 8, str. 52; Slika 7, str. 57; Slika 9, str. 61; Slika 10, str. 62). Na uzorku od preko 2000
vijetnamskih ratnih veterana pokazano je da osobe s dijagnozom PTSP-a imaju vedi broj limfocita,?*° a
isti autori kasnije pokazuju da istovremeno uz povecan broj limfocita, osobe s dijagnozom PTSP-a
imaju i nekoliko puta veéu $ansu za razvoj raznih autoimunosnih bolesti’. Nadalje, na uzorku od preko
4000 vijetnamskih ratnih veterana pokazana je veza izmedu inicijalnog povisenja ukupnog broja

leukocita u PTSP-u i mortaliteta zbog raznih bolesti 15 godina kasnije.***

U jednoj od studija ukupni
broj limfocita pozitivno je korelirao sa simptomima PTSP-a kod osoba preZivjelih nakon uragana.’*®
Medutim, pronaden je i sniZeni broj limfocita, i to u osoba s pozitivnom anamnezom simptoma koji

219

upucuju na PTSP, ali bez sadasnje bolesti.”~ U ostalim studijama nije bilo razlike u broju limfocita i/ili
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ukupnih leukocita izmedu traumatiziranih osoba i kontrola. lako su rezultati dosadasnjih

istraZivanja nacelno neujednaceni, nasi rezultati u skladu su s rezultatima Boscarina i sur.”*® gdje je
koristen najvedi uzorak i dijagnoza PTSP-a je jasno postavljena. MoZemo se stoga prikloniti hipotezi
Boscarina i sur. da bi povecan broj limfocita u perifernoj cirkulaciji osoba PTSP-om mogao biti
znacajan rizicni faktor za razvoj autoimunosnih bolesti. Vrijednost ovog nalaza lezi i u ¢injenici Sto su
osobe s PTSP-om imale povecan broj limfocita u perifernoj krvi u odnosu na zdrave kontrole u obje
vremenske tocke. To upuduje da bi ovo mogla biti stabilna karakteristika vezana za PTSP koja ne ovisi

o vremenu proteklom od traume.

Poveéan udio ukupnih T-limfocita (CD3+), posebno pomocnickih T-limfocita (CD4+), kao i
odsustvo razlike u postotcima citotoksicnih T-limfocita (CD8+) i B-limfocita (CD20+) izmedu osoba s
PTSP-om i zdravih kontrola u prvoj vremenskoj tocki (Tablica 6, str. 32; Slika 8, str. 58) u potpunosti

220 povecan broj T-limfocita potvrden je

su u skladu s gore spomenutim istraZzivanjem Boscarina i sur.
u sljede¢oj Boscarinovoj studiji u kojoj je pronadena i veza izmedu PTSP-a i vece pojavnosti
autoimunosnih bolesti.” Zanimljivo je i istraZivanje u kojem je ispitana reaktivnost imunofenotipskih
varijabli (CD4+, CD8+ i NK-stanica (CD16+CD56+)) na akutni stresni podrazaj kod maiki tesko bolesne
djece koje su pokazivale simptome PTSP-a.?** Za vrijeme ispitivanja (unutarjednkrvje vadena 5

puta) majke sa simptomima PTSP-a imale su povecani udio pomocnickih T-limfocita (CD4+) i sniZeni

udio citotoksi¢nih T-limfocita (CD8+) u perifernoj krvi u svih 5 mjerenja. Udio cirkulirajué¢ih NK-stanica


asabioncello
Callout
g


Rasprava

(CD16+CD56+) bazalno nije bio promijenjen izmedu grupa, ali je rastao nakon generickog akutnog
stresnog podrazaja i nakon Citanja individualiziranih traumatskih scenarija. Medutim taj je porast bio
manje izrazen u majki koje su pokazivale simptome PTSP-a u odnosu na majke bez simptoma. Ovo
istrazivanje je vrlo vazno jer pokazuje da bi neke promjene imunofenotipa (u ovom slucaju CD4+)
mogle biti stabilne i karakteristicne za PTSP. U drugom istraZivanju pracene su subpopulacije
limfocita kod ljudi na podrucju zahva¢enom teskim potresom, i to u tri navrata kroz 4 mjeseca nakon

° Broj ukupnih T-limfocita (CD3+), citotoksi¢nih T-limfocita (CD8+) i NK-stanica

po‘cresa.13
(CD16+CD56+) progresivno je padao paralelno sa simptomima distresa. U nasem istraZivanju,
znacajno je pao udio subpopulacija limfocita koje su inicijalno bile povisene (memorijski limfociti
(CD45R0+), pomocnicki memorijski T-limfociti (CD4+CD45R0+)), dok su druge inicijalno povisene
subpopulacije pokazivale tendenciju pada (ukupni T-limfociti (CD3+), pomo¢énicki T-limfociti (CD4+))
(Tablica 8, str. 52; Slika 8, str. 58), tako da u drugom ispitivanju nije bilo razlike u odnosu na zdrave
kontrole (Tablica 7, str. 50). Istovremeno je pala i razina simptoma PTSP-a $to upucuje na manji
utjecaj psihickih faktora na recirkulaciju limfocita u drugom ispitivanju (Slika 2, str. 41). Medutim,
kako je ukupni broj limfocita bio povisen u odnosu na zdrave kontrole i u drugom ispitivanju, ispitali
smo razlike u apsolutnim brojevima subpopulacija limfocita. Gruba neparametarska analiza (Mann-
Whitney U test), bez korekcije za viSestruke usporedbe, pokazuje da su apsolutni brojevi upravo onih
subpopulacija limfocita ciji su udjeli bili poviseni u prvom ispitivanju, bili poviseni i u drugom
ispitivanju (CD3+, U=281, p=0,008; CD4+, U=263, p=0,012; CDA5RO+, U=327, p=0,046;
CD4+CD45R0O+, U=308, 0,023). MoZemo pretpostaviti da, unato¢ padu razine simptoma, i dalje
postoji ucinak faktora uklju¢enih u patogenezu PTSP-a na recirkulaciju gore spomenutih

subpopulacija limfocita.

Neka istrazivanja ukazuju na mogucnost pojacane aktivacije pojedinih subpopulacija limfocita u
perifernoj krvi traumatiziranih osoba. Dekaris i sur.”*® pokazali su da osobe koje su netom otpustene
iz koncentracijskog logora imaju povisen udio aktiviranih T- i B-limfocita u perifernoj krvi. Isto to
pokazali su Sabioncello i sur.”*® na uzorku od 20 Zena prognanih iz podrudja pogodenih ratom. Na
pojacanu aktivaciju limfocita u perifernoj krvi upucuje i nalaz Wilsona i sur.?** koji su pronasli da Zene
s dijagnozom PTSP-a koje su zlostavljane u djetinjstvu imaju povedan omjer memorijskih prema
naivnim limfocitima (CD45RO+/CD45RA+). To je u skladu i s istraZivanjem Dekarisa i sur.”®> koji su
pokazali sniZzeni udio naivnih pomoénickih T-limfocita (CD4+CD45RA+) u perifernoj krvi
traumatiziranih osoba. U jednom od novijih istraZivanja, takoder na uzorku Zena traumatiziranih u
djetinjstvu, ovi rezultati nisu potvrdeni, ve¢ je pronadeno upravo suprotno tj. povisen udio CD45RA+
pomocnickih i citotoksi¢nih T-limfocita i snizen udio CD45RO+ limfocita.’”® Koriste¢i ne$to drugaciji

pristup u obiljeZavanju stanica, Sommershof i sur.”*® su pokazali da osobe koje su nakon ratnog
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traumatskog iskustva razvile PTSP (od kojih je velik dio prezivio mucenje) imaju povisen udio
centralnih (CD45RA- CCR7+) i efektorskih (CD45RA- CCR7-) memorijskih limfocita u odnosu na
kontrole. Prema tome, veéina studija upuduje na povisen udio memorijskih limfocita u perifernoj krvi
traumatiziranih osoba u Sto se uklapa i nas nalaz povisenih udjela CD45R0O+ i CD4+CD45R0O+ limfocita
u prvom ispitivanju (Tablica 6, str. 48; Slika 8, str. 58). Apsolutni brojevi ovih subpopulacija u drugom
ispitivanju takoder su bili poviseni. CD45 je transmembranski protein uklju¢en u signalizaciju preko T-
stani¢nog receptora. Naivni limfociti u cirkulaciji posjeduju CD45RA-izoformu ovog biljega. Nakon
aktivacije, limfociti eksprimiraju i CD45R0-izoformu te su neko vrijeme dvostruko pozitivni da bi u
konacnici eksprimirali samo CD45RO-izoformu pa se smatra da CD45RO+ stanice predstavljaju
dugozivuée memorijske limfocite.’® Obzirom na to, poveéan udio ovih limfocita moZe oznacavati
njihovu nedavnu ili proslu aktivaciju, a moguce je da do ove aktivacije dolazi i uslijed neuroendokrinih
faktora. Medutim, veéi broj memorijskih limfocita moze znaciti i povecanu ucestalost kontakta s
razlicitim antigenima u proslosti $to nije isklju¢eno obzirom uvijete u kojima su veterani boravili na
ratiStu. Isto tako, udio memorijskih limfocita u periferiji ne govori mnogo o njihovoj funkciji u ciljnim
tkivima kao Sto je to pokazano kod Zena zlostavljanih u djetinjstvu koje su imale PTSP i pojacanu
odgodenu koZnu reakciju preosjetljivosti u odnosu na kontrole, bez razlke u omjeru

CD45R0/CDA45RA limfocita u perifernoj cirkulaciji.*®

Udio ukupnih i citotoksi¢nih T-limfocita pozitivnho je korelirao s koncentracijom kortizola u
drugoj vremenskoj tocki (Tablica 10, str. 64). Ovaj nalaz upucuje na nedavnu aktivaciju stresnog
sustava bududi da kortizol (uz kateholamine) u prvoj fazi akutne stresne reakcije dovodi do povecanja

broja limfocita u cirkulaciji."

Zanimljiv je i nalaz pozitivne korelacije B-limfocita i aktiviranih B-limfocita (CD20+CD23+) s
razinom psihi¢kih simptoma u prvom ispitivanju (Tablica 11, str. 66). CD23 integralni je membranski
protein, receptor niskog afiniteta za imunoglobulin E (FceRIl). Ima vaznu ulogu u alergijskim i nekim
autoimunosnim bolestima u kojima je dokazana i povedana ekspresija ovog markera na B-

limfocitima.?*" 2%

Prema nasSim saznanjima, ovaj marker do sada nije istrazivan na modelima stresa.
lako nismo pronasli razliku u subpopulaciji CD20+CD23+ limfocita izmedu osoba s PTSP-om i zdravih
kontrola, pronadeni odnos s razinom simptoma upuduje na potencijalni utjecaj stresa na ekspresiju

CD23.

Nadalje, osim Sto je pozitivno korelirao s razinom psihickih simptoma, udio ukupnih B-limfocita
bio je i znacajan prediktor psihickih simptoma u regresijskom modelu koji se odnosi na prvo
ispitivanje (Tablica 12, str. 67). Rezultati nekoliko istrazivanja u kojima je odredivan broj ili udio

cirkulirajucih B-limfocita u traumatiziranih osoba vrlo su nekonzistentni.'®>*3% 220222230 potrepna su
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daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo je li ovaj nalaz od kakvog znacaja za promjene u humoralnoj

imunosti koje su do sada pronadene u PTSP-u.?"

Nasi rezultati, kao i rezultati drugih istrazivanja imunofenotipa upuduju na ¢injenicu da PTSP
svakako utjeCe na recirkulaciju pojedinih subpopulacija limfocita, medutim promjene nisu
jednoznacne i vjerojatno, izmedu ostalog, ovise i o uCestalosti aktivacije stresnog sustava u osoba s
PTSP-om koja je u ovoj populaciji svakako ¢es¢a u odnosu na ostatak populacije. Zbog toga je i veca
vjerojatnost da ¢emo u jednom trenutku pronacéi odredene promjene. Te promjene ¢e ovisiti o
frekvenciji i intenzitetu simptoma, tj. o vremenu kada je posljednji put nastupila aktivacija stresnog
sustava. Vjerojatno zbog toga promjene koje su do sada opaZzene u imunofenotipu osoba s PTSP-om
vise odgovaraju rezultatima istrazivanja u akutnom stresu.”” U sklopu akutne stresne reakcije, ve¢
unutar jednog sata u cirkulaciji moZzemo pronadi najprije poveéanje broja leukocita, zatim pad i u
konaénici povratak na poletne vrijednost™ (vidi poglavlje Ste¢ena i urodena imunost, recirkulacija
limfocita, str. 13). lako se Cini da bi neke promjene mogle biti stabilne i karakteristicne za PTSP (npr.
broj limfocita, pogotovo pomocnickih T-limfocita kao Sto je i nase istraZivanje pokazalo), tek
longitudinalne studije mogu to potvrditi. NuZno je pracenje imunofenotipa u kombinaciji s
funkcijskim testovima u kratkim vremenskim intervalima (u toku dana, kroz nekoliko dana) uz
ispitivanje reaktivnosti na akutni stresni podrazaj u kontroliranim laboratorijskim uvjetima. Tada
¢emo modi i bolje zakljucivati o uzrocima i funkcionalnim posljedicama ovih nalaza i moguc¢im

implikacijama za razvoj bolesti.
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Unutar priblizno 6 godina od traumatskog iskustva promjene endokrinog sustava koje upucuju
na aktivnost HHN-osovine (poviSena koncentracija kortizola, sniZzena ekspresija GR) suprotne su od
promjena dobivenih u velikom broju drugih istrazivanja. Za razliku od naseg, velik dio ovih istrazZivanja

ukljucivao je ispitanike s PTSP-om vise desetaka godina od traume.

Poveéanje ekspresije GR u subpopulacijama limfocita u narednih 6 godina upuéuje na dva

moguca scenarija:

a) Zbog efikasnog lije¢enja (psihofarmakoterapija) smanjuje se intenzitet i frekvencija
simptoma, a time i ucestalost aktivacije stresnog sustava, odnosno lucenja stresnih

hormona, Sto rezultira postupnim povecanjem ekspresije GR.

b) Unato¢ padu razine psihickih simptoma PTSP-a, taj pad nije bio velik tako da su
simptomi u drugom ispitivanju i dalje bili izraZeni, a to podrazumijeva aktivaciju
stresnog sustava. Ucestala aktivacija stresne reakcije predstavlja alostatsko
optereéenje, tj. niz fizioloskih adaptacijskih promjena koje mijenjaju regulaciju
ekspresije GR. Porast ekspresije GR je stoga rezultat alostatskog optereéenja Sto bi u
konacnici moglo rezultirati daljnjim porastom ekspresije GR do razine opaZene u

drugim istraZivanjima.

Rezultati poviSene koncentracije proinflamatornog citokina TNF-a, poviSene citotoksi¢nosti NK-
stanica, i poveéanih udjela pojedinih subpopulacija T-limfocita u cirkulaciji govore u prilog pojacanoj
imunoreaktivnosti osoba s PTSP-om u prvih priblizno 6 godina od traumatskog iskustva. Cini se da
imunoreaktivnost nije u direktnoj vezi s razinom kortizola i GR u limfocitima vec¢ da ovisi o djelovanju
drugih medijatora koji sudjeluju u stresnoj reakciji. Nasi rezultati upucuju na mogucu vaznu ulogu

prolaktina.

Nadalje, nase istrazivanje pokazuje da bi povecanje broja ukupnih cirkulirajucih limfocita moglo
biti stabilna karakteristika PTSP-a. Dodatnu teZinu ovom nalazu daje i nedavno istraZivanje u kojem je
poveéan broj cirkulirajucih limfocita u PTSP-u doveden u vezu s veéom pojavnosScu autoimunih

bolesti.

Konafan odgovor na pitanje koliko su istraZivane promjene u PTSP-u vaine za nastanak
tjelesnih bolesti mogu dati samo dobro dizajnirane longitudinalne studije na ve¢em uzorku koje ce

ukljucivati pracenje pojavnosti bolesti u sprezi s promjenama neuroendokrinog i imunosustava.
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Posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) vezan je uz povecanu pojavnost tjelesnih, osobito
autoimunosnih i kardiovaskularnih bolesti. Smatra se da su stresom uvjetovane promjene endokrinog
i imunosustava kljucni posrednici u razvoju ovih bolesti. Unato¢ opseznom istrazivanju u ovom
podruéju, ne postoje jasni dokazi o specificnim promjenama imunosustava i endokrinog sustava u
PTSP-u. Postoje naznake da bi ove promjene mogle ovisiti o trajanju PTSP-a. Cilj naSe studije bio je
ispitati mijenjaju li se razine hormona (kortizol i prolaktin), citokina (interleukin-6 (IL-6) i faktor
nekroze tumora a (TNF-a)), ekspresija glukokortikoidnog receptora (GR) u pojedinim limfocitnim
subpopulacijama, funkcija imunosustava (citotoksi¢nost urodenoubilackih (NK, engl. natural killer)
stanica) i udio raznih subpopulacija limfocita (T-limfociti, pomoc¢nicki i citotoksicni T-limfociti, B-
limfociti, NK-stanice, ukupni i pomoc¢nicki memorijski T-limfociti) tijekom vremena u osoba s PTSP-
om. Takoder smo Zeljeli ispitati medudjelovanje gore navedenih varijabli kao i njihov odnos prema

razini simptoma PTSP-a.

Ispitali smo 39 hrvatskih ratnih veterana s dijagnozom PTSP-a i 37 (25 u drugom ispitivanju) po
spolu i dobi ujednacenih zdravih dobrovoljaca u dvije vremenske tocke u razmaku od 5,6 godina
(medijan; interkvartilni raspon: 5,4-6,3). Koncentracija hormona u serumu odredena je
radioimunotestom, a koncentracija citokina imunoenzimskim testovima. Funkcija imunosustava
procijenjena je testom citotoksi¢nosti NK-stanica prema tumorskim K562 ciljnim stanicama
obiljezenim s *'Cr. Ukupni broj limfocita, udio pojedinih subpopulacija limfocita i ekspresija GR-a u

tim stanicama odredena je metodom protocne citometrije.

U prvoj vremenskoj tocki osobe s PTSP-om imale su povisenu koncentraciju kortizola,
prolaktina i TNF-a u serumu, povisenu citotoksicnost NK-stanica, povec¢an ukupni broj cirkulirajuéih
limfocita, povisen udio T-limfocita, pomocniékih T-limfocita, ukupnih memorijskih i pomocnicékih
memorijskih T-limfocita dok je ekspresija glukokortikoidnog receptora bila snizena u svim
subpopulacijama limfocita u odnosu na zdrave kontrole. U drugoj vremenskoj tocki samo su
koncentracija prolaktina i ukupni broj limfocita ostali poviseni dok u drugim varijablama nije bilo

razlike u odnosu na zdrave kontrole.

MoZemo zakljuciti da promjene endokrinog i imunosustava nisu staticne u osoba s PTSP-o, ve¢
vjerojatno ovise o trajanju alostatskog optereéenja koje je uvjetovano samim stresnim poremecajem
i njegovim utjecajem na medudjelovanje kompoenti endokrinog i imunosustava ukljué¢enih u stresnu

reakciju.
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8 ABSTRACT

Title: Endocrine and immune system interactions in posttraumatic stress disorder —

longitudinal study

Posttraumatic stress disorder (PTSD) has been associated with increased medical morbidity,
particularly with the autoimmune and cardiovascular diseases. It is assumed that stress-related
changes in the endocrine and immune systems are key mediators involved in the development of
diseases. Despite extensive research in the field, there is no conclusive evidence linking specific
changes in the endocrine and immune systems to PTSD. Some evidence suggests that those changes
might be realated to the duration od the PTSD. The aim of our study was to investigate weather
hormones (cortisol and prolactin), proinflammatory cytokines (interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a)), lymphocyte expression of glucocorticoid receptor (GR), immune function
(NKCC, natural killer cell cytotoxicity) and peripheral blood percentages of various lymphocyte
subpopulations (T cells, helper T cells, cytotoxic T cells, B cells, natural killer (NK) cells, memory T cells
and memory helper T cells) change in patients with PTSD over time. We also wanted to investigate

mutual interactions of above mentioned variables and their relation to PTSD symptomes.

We assessed 39 Croatian war veterans with PTSD and 37 (25 in the second time point) sex and
age matched healthy volunteers in two time points separated by 5.6 years (median; interquartile
range: 5.4-6.3). Hormones were measured by radioimmunoassay and cytokines were determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Immune function was assessed with the in vitro natural
killer cell cytotoxicity (NKCC) toward >'Cr-labeled K562 target cells. Lymphocyte counts,
immunophenotye and intracellular glucocorticoid receptor expression were determined by three-

color flow cytometry.

In the first time point serum levels of cortisol, prolactin, and TNF-a, NKCC, lymphocyte count,
total T cells, helper T cells, total memory cells, and helper memory T cells were increased, while
glucocorticoid receptor expression was decreased in all lymphocyte subpopulations in PTSD patients
compared to controls. In the second time point only prolactin levels and lymphocyte counts

remained elevated and no significant differences in other variables have been observed.

We can conclude that changes in the endocrine and immune systems are not static in persons
with PTSD but rather depend on duration of alostatic load posed by the disorder and its impact on

interactions between endocrine and immune systems involved in stress response.

Andelko Vidovi¢, 2009.
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