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Summary

Aim. Functional polymorphism ER22/23EK glucocorticoid receptor leads to reduction
of its resistance and to increase in its sensitivity to the glucocorticoid that regulate the fun-
ctioning of the axis hypothalamus - pituitary - adrenal glands. Disturbances in the regulation
of this axis are observed in patients with psychiatric disorders. The aim of this study was
to demonstrate the association ER22/23EK polymorphism with bipolar disorder and major
depressive disorders.

Methods. In the study 144 patients with unipolar disorders and 479 patients with bipolar
disorder were included. Patients were diagnosed by two psychiatrists on the basis of medical
records and interview based on SCID criteria (Structured Clinical Interview for DSM Disor-
ders). The control group comprised 595 healthy subjects. As the research material peripheral
blood was used, from which DNA was obtained. Genotyping was performed using PCR -
RFLP method.

Results. No association of ER22/23EK polymorphism with unipolar disorder or with
bipolar disorder was found. GA genotype was not observed in any of the subjects.

Conclusion. ER22/23EK functional polymorphism of the glucocorticoid receptor gene is
not associated with unipolar and bipolar disorder.

Stowa Kklucze: rs6190, choroba afektywna jedno- i dwubiegunowa, ER22/23EK
Key words: rs6190, unipolar and bipolar disorder, ER22/23EK

Wstep

W rozwoju choroby afektywnej jednobiegunowej (ChAJ) oraz dwubiegunowe;j
(ChAD) istotna rolg odgrywa stres. Negatywne doswiadczenia zyciowe moga by¢
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odpowiedzialne za pojawienie si¢ pierwszych epizodéw depresji [1, 2]. U pacjentow
z choroba afektywna dwubiegunowa stwierdzono natomiast znaczacy wplyw stresu
na pojawianie si¢ nowych epizodow zaburzen nastroju [3, 4].

Z biologicznego punktu widzenia po zadziataniu na organizm czynnika wywo-
hujacego stres dochodzi do wydzielenia przez podwzgorze dwdoch neurohormondw:
kortykoliberyny (CRH) oraz wazopresyny (AVP). One z kolei stymuluja wydzielanie
hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) przez przysadke. ACTH odpowiada za
wydzielanie hormonow kory nadnerczy: glikokortykoidow oraz mineralokortykoiddw.
Hormony kory nadnerczy petnia wiele réznych funkcji w organizmie (np. reguluja
gospodarke weglowodanowa oraz sodowo-potasowa), dziatajac odpowiednio poprzez
receptory glikokortykoidowy (GR) i mineralokortykoidowy (MR). Sekrecja hormonow
kory nadnerczy pod wptywem ACTH powoduje zahamowanie wydzielania CRH, AVP
oraz ACTH w uktadzie nerwowym poprzez ujemne sprz¢zenie zwrotne [5]. Glikokorty-
koidy reguluja wigc dziatanie osi podwzgoérze—przysadka—nadnercza (PPN), natomiast
zaburzenia regulacji osi PPN prowadza do wzrostu poziomu kortyzolu we krwi.

Zaburzenia dziatania osi PPN sa obserwowane w przebiegu réznych zaburzen
psychicznych, w tym ChAD i ChAJ. Wykazano m.in. podwyzszony poziom kortyzolu
we krwi oraz w moczu pacjentdw z cigzkimi zaburzeniami depresyjnymi [6, 7] oraz
podwyzszone stezenie CRH w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow z ChAJ [8].
Schmider i wsp. wykazali podwyzszony poziom kortyzolu u pacjentéw podczas epizo-
dow depresji, a takze w czasie remisji w tescie supresji deksametazonem w potaczeniu
z CRH (test Dex/CRH) [9]. Z kolei Wichowicz w swoich badaniach obejmujacych
pomiar stezenia kortyzolu u chorych z depresja w godzinach popotudniowych nie
wykazatl istotnych réznic w stosunku do 0sdb zdrowych [10]. Natomiast Dashauer
1 wsp. wykazali, Ze podczas remisji st¢zenie kortyzolu nie zmienia si¢ w odniesieniu do
grupy kontrolnej 0sob zdrowych, co z kolei wskazuje na fakt, ze do hyperkortyzolizmu
dochodzi na skutek stresu oraz podczas epizodow chorobowych [11].

Regulacja osi PPN wiaze si¢ z prawidtowym funkcjonowaniem receptora glikokor-
tykoidowego. U pacjentow z depresja stwierdzono ograniczenie wptywu glikokortyko-
idow na uktad immunologiczny oraz funkcje metaboliczne w tkankach obwodowych,
co wskazuje na obnizenie wrazliwosci receptora GR [12]. Z kolei badania kliniczne
wykazaty, Zze zastosowanie antagonistow receptora GR, takich jak mifepriston, skut-
kowato poprawa nastroju u pacjentow z ChAJ oraz z ChAD [13].

Do tej pory opisano kilka istotnych klinicznie polimorfizméw receptora GR. Naleza
do nich: Bell (rs41423247), ER22/23EK (rs6189 1 rs6190), N363S (1s33389), A3669G
(rs6198), NR3C1-1 (rs10482605). Wykazano zwiazek polimorfizméw receptora GR
z depresja u pacjentdéw w populacji szwedzkiej oraz belgijskiej [14]. Schemat genu
wraz z zaznaczonymi polimorfizmami przedstawia rycina 1 [15]. Dwa spo$rod wymie-
nionych polimorfizméw (ER22/23EK oraz N363S) prowadza do zmiany w sekwencji
aminokwasowej receptora GR.

W niniejszej pracy zbadaliSmy zwiazek polimorfizmu ER22/23EK z ryzykiem
rozwoju choroby afektywnej jedno-i dwubiegunowe;.
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Rycina 1. Schemat genu receptora glikokortykoidowego z zaznaczonym badanym
polimorfizmem (modyfikacja Claesa, 2009) [15]

Egzony: 1A

Material i metody
Projekt badania

Lokalna Komisja Etyczna wyrazita zgodg na przeprowadzenie powyzszych ba-
dan. Pacjenci rowniez wyrazili pisemna zgode¢ na udziat w nich. Eksperyment zostat
przeprowadzony zgodnie z zasadami Deklaracji helsinskie;j.

Pacjenci

W badaniu wzigty udziat 623 osoby, w tym 144 pacjentow z choroba afektywna
jednobiegunowa oraz 479 pacjentow z choroba afektywna dwubiegunowsa. Pacjenci
pochodzili z regionu Wielkopolski, stanowili grupe jednorodna etnicznie [16] i byli
pacjentami Kliniki Psychiatrii oraz Poradni Przyklinicznych Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Diagnoz¢ postawito dwoch doswiadczonych psychiatrow na podstawie
dokumentacji medycznej oraz wywiadu w oparciu o kryteria SCID (Structured Cli-
nical Interview for DSM Disorders) [16]. Wszystkie informacje dotyczace przebiegu
choroby zostaty zamieszczone w SCID. Informacje dotyczace pacjentow przedstawia
tabela 1.

Tabela 1. Dane kliniczne dotyczace pacjentow oraz grupy kontrolnej

2omD o Kontrola

Liczba 479 144 595
Wiek (w latach; $rednia SD) 452+ 135 449+138 399127
Pte¢ (% mezczyzn) 42,8 254 425
Wiek rozpoznania (w latach) 316+£115 38,8+ 13,5 -
Ogolna liczba epizodéw 10,9+12,4 53+4,0 -
Epizody depres;ji 6,5+7,2 53+4,0 -
Epizody manii/hypomanii 54+6,7 -

SD — odchylenie standardowe, ChAJ — choroba afektywna jednobiegunowa, ChAD — choroba

afektywna dwubiegunowa
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Grupa kontrolna

Grupa kontrolna sktadala si¢ z 595 osob. Rekrutacja obejmowata osoby zdrowe:
ochotnikéw, dawcoéw krwi, pracownikow szpitala oraz studentow Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, a takze Kliniki Neuropsychologii w Bydgoszczy. 40%
grupy kontrolnej zostato przesiewowo zbadanych w zakresie wystepowania choroéb
psychicznych za pomoca polskiej wersji skali M.I.N.I Plus [17].

Genotypowanie

DNA zostal wyizolowany z leukocytow krwi obwodowej metoda wysalania
(Miller 1 wsp., 1988). Genotypowanie polimorfizmu rs6190 przeprowadzono metoda
PCR-RFLP. Sekwencje starterow do reakcji PCR zostaly zaczerpnigte z dostepne;j
literatury [18]. Reakcj¢ PCR przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler S (Ep-
pendorf). Produkt PCR wielkos$ci 482 pz w objgtosci 5 ul zostat poddany inkubacji
z endonukleaza restrykcyjna (Mnll). Wielkosci fragmentow restrykcyjnych wynosity
odpowiednio: dla genotypu GG — 163 1 142 pz, dla genotypu AG — 178, 163 1 142 pz,
dla genotypu AA—1781 163 pz. Po rozdziale elektroforetycznym w Zelu agarozowym
proby o genotypie heterozygotycznym (AG) zostaty poddane ponownej analizie w celu
potwierdzenia uzyskanych wynikow. Przeprowadzono réwniez kontrolg analizy RFLP
poprzez ponowne oznaczenie 25% losowo wybranych probek z obu grup.

Analiza statystyczna

Réznice w rozktadzie genotypow i alleli pomigdzy grupa pacjentow a grupa kon-
trolng zostaty obliczone odpowiednio za pomoca dwustronnego testu Chi*> Pearsona
oraz testu doktadnego Fishera. Wszystkie obliczenia wykonano za pomoca programu
Statistica version 9.0. llorazy szans zostaly obliczone przy uzyciu tabel kontyngencji
2x2 z zastosowaniem testu doktadnego Fishera w wersji demo programu GraphPad
InStat 3. Zgodno$¢ rozktadu genotypow z prawem réwnowagi Hardy’ego-Weinberga.
Moc analizy asocjacyjnej obliczono za pomoca programu Quanto v. 1.2.4 dostgpnego
na stronie internetowej http://hydra.usc.edu/gxe.

Wyniki

W niniejszym do$wiadczeniu zbadano polimorfizm receptora glikokortykoido-
wego (ER22/23EK) u pacjentow z choroba afektywna jedno- i dwubiegunowa, jak
rowniez w grupie kontrolnej osob zdrowych. Rozktad czgstosci genotypow w grupie
kontrolnej oraz w grupie pacjentow jest zgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga (p
> 0,05).Uzyskane wyniki wskazuja na brak istotnych r6znic pomigdzy badana grupa
pacjentéw z ChAJ i ChAD a grupa kontrolna, sugerujac brak zwiazku zwigkszonej
czgstosci wystepowania genotypu AA u pacjentdow z chorobg afektywna jedno- oraz
dwubiegunowa (tabela 2 — na nastepnej stronie). Nie stwierdzono réwniez zwiazku
badanego polimorfizmu z plcia (tabele 3 1 4 — na nastepnej stronie).
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Tabela 2. Wyniki genotypowania oraz warto$ci p obliczone za pomoca testu Chi Pearsona

Genotyp | Genotyp | Razem | Warto$¢ Allele OR
GG GA p G A p
Kontrola 583 12 595 1178 12
% 97,98% | 2,02% - 99% 1%
Pacjenci 604 | 19 | 623 | 025 | 1229 | 19 | 0341 | 1,5
(ogélna liczba)
% 96,95% | 3,04% - 98,5% | 1,5%
Ogot 1187 31 1218
Pacjenci z BD 464 15 479 943 15
0,24 0,338 1,7
% 96,87% | 3,13% - 98,5% | 1,5%
Pacjenci z depresjq 140 4 144 284 4
0,57 0,531 1,9
% 97,22% | 2,78% - 98,7% | 1,3%
Tabela 3. Wyniki genotypowania z uwzglednieniem plci (me¢zZczyzni)
Genotyp | Genotyp | Razem | Wartos¢ Allele
GG GA p p
G A
Kontrola 243 5 248 491 5
% 98% 2% - 045 99% 1% 054
Pacjenci z BD 185 6 191 ’ 376 6 ’
% 97% 3% - 98,5% 1,5%
Pacjenci z depresjq 41 0 41 82 0
0,35 1,00
% 100% 0% - 100% 0%
Tabela 4. Wyniki genotypowania z uwzglednieniem plci (kobiety)
Genotyp | Genotyp | Razem | Warto$¢ Allele p
GG GA p G A
Kontrola 340 7 347 687 7
% 98% 2% - 99% 1%
. 0,37 0,45
Pacjenci z BD 279 7 - 567 9
% 97% 3% - 98,5% 1,5%
Pacjenci z depresjq 99 4 103 202 4
0,28 0,57
% 96% 4% 98% 2%
Dyskusja

Receptor glikokortykoidowy odgrywa istotng rol¢ w regulacji dziatania osi PPN.
Zaburzenia dziatania osi PPN zwigzane z opornos$cia na glikokortykoidy stwierdzono
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w przebiegu réznych zaburzen psychicznych, migdzy innymi w chorobach afektyw-
nych jedno- i dwubiegunowych [19, 20]. Van Rossum i1 wsp. wykazali, ze polimorfizm
ER22/23EK jest funkcjonalny i odpowiada za zmniejszenie wrazliwos$ci receptora GR
[21]. Sprzgzenie polimorfizméw ER22/23EK jest zlokalizowane w eksonie drugim
(kodon 23), wiaze si¢ ze zmiana nukleotydu AGG na AAG, co na poziomie biatka
powoduje zamiang argininy na lizyng [22]. Mozliwe genotypy to GG — brak zmian
na poziomie biatka, AA — zamiana aminokwasow oraz GA — zamiana aminokwasow.
Wykazano, ze genotyp GG wystepuje z najwigksza czgstoscia zardwno wsrdd pacjen-
tow z ChAD oraz ChAlJ, jak i w grupie kontrolnej, wariant GA wystegpuje znacznie
rzadziej, natomiast genotyp AA wystepuje z najmniejsza czgstoscia [23].

W niniejszej pracy zbadano, czy polimorfizm ER22/23EK jest zwiazany z cho-
roba afektywna jedno- oraz dwubiegunowa. Uzyskane wyniki sugeruja, ze genotyp
GA, prowadzacy do zamiany aminokwasu na poziomie biatka, nie wystgpuje istotnie
czgsciej u pacjentow z ChAD oraz ChAJ w stosunku do grupy kontrolnej. Podobne
rezultaty uzyskali Spijker i wsp., badajac grupe pacjentéw z populacji niemieckiej
chorych na ChAD [24]. W badaniach z 2011 roku wykazali, ze polimorfizmy w ob-
rebie receptora GR, w tym takze ER22/23EK, maja wplyw na obecnos¢ objawow
klinicznych u pacjentéw z ChAD. Sezonowe zmiany nastroju u pacjentow z ChAD
zwiazane sa z funkcjonowaniem osi HPA i czg$ciowo zaleza od wariantu receptora
GR [25]. Mimo Ze polimorfizm ER22/23EK moze by¢ zwiazany z rozwojem objawow
klinicznych ChAD, uzyskane do tej pory wyniki badan nie wskazuja na zwigkszona
czgsto$¢ wystgpowania rzadkich wariantow polimoficznych receptora GR (AA, GA)
u pacjentow z ChAD. Z kolei Rossum 1 wsp. wykazali, ze badany polimorfizm jest
zwiazany z podatnos$cia na rozw6j ChAJ oraz ze warianty genu receptora GR maja
znaczacy wptyw na skuteczno$¢ leczenia depresji [22]. Van West 1 wsp., prowadzac
badania z udziatem pacjentow z populacji szwedzkiej oraz belgijskiej, roéwniez
wykazali zwiazek polimorfizmu ER22/23EK z ChAlJ, jednakze tylko w populacji
szwedzkiej [26]. W niniejszej pracy nie wykazano zwiazku migdzy badanym polimor-
fizmem a ChAJ. Mimo wyniku negatywnego nie mozna wykluczy¢ istnienia asocjacji
z uwagi na niewystarczajaca moc do wykrycia istotnych réznic migdzy grupa badana
a kontrolna. Z uwagi na rzadkie wyst¢gpowanie badanego polimorfizmu w populacji
nalezatoby zwigkszy¢ liczebno$¢ grup, zeby wykry¢ ewentualne asocjacje. Dodatkowo
brak badania psychiatrycznego u czg$ci osob z grupy kontrolnej moze implikowaé
falszywie negatywne wyniki asocjacji. Rozbieznosci w rezultatach moga by¢ wynikiem
réznic etnicznych, co potwierdzaja wyniki van Westa i wsp. [26] uzyskane w populacji
szwedzkiej 1 belgijskiej. Ponadto rozbieznosci moga wynikac z rdznic diagnostycznych
w kwalifikacji pacjentow z rozpoznaniem depresji do badania w r6znych cytowanych
pracach (pojedyncze epizody versus depresja nawracajaca).

Whioski

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na brak zwiazku polimorfizmu ER22/23EK
z choroba afektywna jedno- i dwubiegunowa. Jednak ze wzgledu na wyzej wymienio-
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ne ograniczenia badania konieczne jest przeprowadzenie badania potwierdzajacego
uzyskane wyniki na wigkszej grupie osob.

OrcyTrerBHe cB3M nouMopdusma (rs 6190) rena riIIOKOKOPTHKONIHOIO peLenTopa
¢ adppeKTUBHOI 01HO- M IBYXIIOJIIOCHOM 00JIe3HBIO

Conepixanue

3amanmne. OynkunoHanbHe nomumopdusm ER 22/23 EK IioKOKOPTHKOHIHOTO perentopa
MPOBOJHUT K YMEHBIICHUIO €r0 UyBCTBHUTEIHHOCTH U yBEJIMYECHUE CONPOTHBICHUS ACHCTBUS
[JTIOKOKOPTHKOM/IOB, KOTOPBIE PEeryIupyloT (yHKIHOHUPOBaHHE OcH MoOyrpoBas o0nacth —
runou3 — HaIMOYeIHUKN. Hapymienns B perymsuny yka3aHHOH OCH HAaOIIONAIOTCS Y TTAI[HEHTOB
C NMCUXMYECKHMHU HApYyHICHUAMHU. 3aJlaHUEM HACTOSIIEr0 MCCIEeJOBaHMS ObUI aHAIH3 CBA3HM
nonmumopdusma ER 22/23EK ¢ addexTrBHOI 011HO- 1 JBYXIIOIIOCHOH OOJIC3HBIO.

Metoabl. B nccnenosanue Bonwio 144 6onpHBIX addeKTUBHON OTHOMOIIOCHOH OONE3HBIO
1 478 manueHToB ¢ AByXIOI0CcHOH addexTuBHOI 6one3Hbio. [TaleHThl THarHoCTHPOBAHBI IBYMS
NICHXHATPaMH Ha OCHOBAHMH MEJHUIIHCKON JOKYMEHTAINU U aHAaMHe3a Ha OCHOBKHHUM KPHTEPHI
SCID (Structured Clinical Interview for DSM) KonTponbHyto rpyriny coctaBisuii 585 310poBbIxX
1. B kauecTBe ncciieJoBaTeIbcKoro MaTepraa HCIob30BaHa epudepuieckast KpoBb, H3 KOTOPOH
MOJTy4EeHO 1S. [ eHOTHITMpOBaHUE MPOBEICHO ¢ Hcnonb3oBanneM merona SCID.

PesyabTarel. He HaiiieHO CBsA3M HCCIIEOBAHHOTO MOIUMOP(H3MA C OTHO- U JBYXITOIIOCHOI
0O0JIe3HBIO0 B UCCIIEI0BAaHHOH NOMysiiyu. ['enotun GA He OTMedeH HU y OJJHOTO U3 HCCIIeJOBAHHBIX
MalUEeHTOB.

BeiBoabl. Oynkiponansubiil monmumopdusm EP 22/23EK B pagmyce NIIOKO-KOPTHKOBOTO
pernenTopa He CBSI3aH C OJHO- U IBYXITOIIOCHON a)peKTUBHOI OOIE3HBIO.

KurueBbie cioBa: s 6190, oqHo- U 1By XI10Ir0CHas ad(eKTHBHAS OONC3Hb.

Mangel an Genpolymorphismus (rs6190) des Glukokortikol-Rezeptors mit der affektiven
unipolaren und bipolaren Krankheit

Zusammenfassung

Ziel. Der funktionelle Polymorphismus ER22/23EK des Glukokortikol - Rezeptors fiihrt zur
Senkung seiner Sensibilitdt und Steigerung der Resistenz gegen die Wirkung von Glukokortide, die
die Funktion Hypothalamus — Hypophysen - Nebennierenrinden - Systems regulieren. Die Stdrungen
in der Regulierung des obigen Systems werden bei den Patienten mit psychischen Stérungen
nachgewiesen. Das Ziel der vorliegenden Studie war die Analyse des Zusammenhanges zwischen
dem ER22/23EK — Polymorphismus mit der affektiven unipolaren und bipolaren Krankheit.

Methoden. Die Studie umfasste 144 Patienten mit der affektiven unipolaren Krankheit und 479
Patienten mit der affektiven bipolaren Krankheit. Die Patienten wurden von zwei Psychiatern aufgrund
der medizinischen Dokumentation und der Anamnese nach den SCID Kriterien (Structured Clinical
Interview for DSM Disorders) diagnostiziert. Die Kontrollgruppe bildeten 595 gesunde Probanden.
Als Untersuchungsmaterial wurde das periphédre Blut benutzt, von der DNA isoliert wurde. Das
Genotypisieren wurde mit dem PCR — RFLP durchgefiihrt.

Ergebnisse. Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem untersuchten Polymorphismus mit
der affektiven unipolaren und bipolaren Krankheit nachgewiesen. Der GA — Genotyp wurde bei
keinem von den untersuchten Patienten nachgewiesen.

Schlussfolgerungen. Der funktionelle Polymorphismus ER22/23EK im Bereich des Glukokortikol
- Rezeptors ist mit der affektiven unipolaren und bipolaren Krankheit nicht verbunden.

Schliisselworter: rs6190, affektive unipolare und bipolare Krankheit
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Le manque de corrélation du polymorphisme (rs6190) du géne récepteur de glucocorticoide
et de la dépression et du trouble bipolaire

Résumé

Objectif. Le polymorphisme fonctionnel ER22/23EK du récepteur de glucocorticoide cause la
diminution de sa sensibilité et ’augmentation de sa résistance aux glucocorticoides qui reglent le
fonctionnement de 1’axe : hypothalamus-hypophyse-glande surrénale. On observe les troubles du
fonctionnement de cet axe chez les patients souftrant des troubles mentaux. Ce travail vise a analyser
la corrélation du polymorphisme ER22/23EK, de la dépression et du trouble bipolaire.

Méthodes. On examine 144 patients souffrant de la dépression et 479 patients avec le trouble
bipolaire. Ces patients sont diagnostiqués par deux psychiatres qui analysent leurs histoires de maladie
et en usant le questionnaire SCID (Structured Clinical Interview for DSM Disorder). Le groupe de
contrdle compte 595 personnes saines. On examine leur sang périphérique pour en extraire I’ADN.
Le génotype est établi avec la méthode PCR-RFLP.

Résultats. On n’atteste pas la corrélation du polymorphisme examiné et de la dépression et du
trouble bipolaire. Le génotype GA n’est observé chez aucun patient examiné.

Conclusion. Le polymorphisme fonctionnel ER22/23EK du récepteur glucocorticoide ne se lie
pas avec la dépression et le trouble bipolaire.

Mots clés : rs6190, dépression, trouble bipolaire
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