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Summary

Aim. The aim of this study was to analyze the expression of 3 genes involved in the
regulation of HPA axis: GR, HSP90 and FKBP5, in patients with major depressive disorder
(MDD) before antidepressant treatment and after 8 weeks of pharmacotherapy. Additionally,
we analyzed the level of glucocorticoid receptor isoforms before and after treatment.

Methods. The study included 30 female patients (aged 18—60 years), with major depres-
sive disorder diagnosed on the basis of the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID).
Antidepressant treatment included use of sertraline or venlafaxine. The assessment of patients’
mental state (severity of depression) was checked by the Hamilton Depression Rating Scale
(HDRS). After 8 weeks of treatment, the same clinical and molecular tests were performed.
All of the patients underwent dexamethasone suppression test (DST). MRNA was isolated
from the peripheral blood to evaluate the expression of the studied genes using real-time
PCR with TagMan probes. The concentration of GR isoforms (o and ) in serum was also
determined using ELISA. Statistical analysis was performed using Statistica v.12.0 software.

Results. The abnormal cortisol level was only seen in 20% of patients. Dysregulation on
HPA axis was observed in 10% of patients. We observed significant clinical improvement
after 8 weeks of pharmacotherapy in all patients. Almost the whole group of patients (except
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one patient) showed full remission of symptoms. We observed significant moderate correla-
tion between cortisol level after DST before treatment and after 8 weeks of pharmacotherapy
(*=0.44). The results showed no significant difference in the expression of 3 analyzed genes
compared before and after 8 weeks of therapy. The results of ELISA showed decreased level
of a isoform after pharmacotherapy, independent of drug.

Conclusions. The results showed no significant changes in the expression of genes involved
in the stress axis activity during antidepressant therapy.

Stowa Kklucze: depresja, oS stresu, test deksametazonowy

Key words: depression, stress axis, dexamethasone suppression test

Wstep

Jednym z endofenotypow choroby afektywnej jednobiegunowej (ChAJ) zwigza-
nym z depresja melancholiczng jest zaburzona regulacja osi podwzgorze-przysadka-
-nadnercza (PPN) (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis — HPA) [1-4]. Zaburzone
dziatanie osi PPN manifestuje si¢ nieprawidlowa odpowiedzia receptora glikokor-
tykoidowego (GR) na przewlekle podwyzszony poziom kortyzolu towarzyszacy
przewlektemu stresowi [2, 5]. Zaburzenia regulacji osi PPN mozna wykaza¢ w teScie
hamowania deksametazonem (DST), poniewaz u 50-70% chorych na depresj¢ ob-
serwuje si¢ brak hamowania wydzielania kortyzolu po podaniu deksametazonu [6].

Glikokortykoidy (GC) odgrywaja istotng role w regulacji wielu proceséw biolo-
gicznych, biorg udziat w odpowiedzi na stres, metabolizmie thuszczow i glukozy, a takze
w reakcjach odpornosciowych. Receptor glikokortykoidowy wystepuje w cytoplazmie
w postaci kompleksu biatkowego, sktadajacego si¢ z biatek opiekunczych (HSP90,
HSP70) oraz immunofilin (FKBPS5) [7]. Po przytaczeniu si¢ GC do kompleksu receptora
receptor GR oddysocjowuje od kompleksu biatek i ulega translokacji do jadra komor-
kowego, gdzie modyfikuje procesy transkrypcji poprzez bezposrednie oddziatywanie
z sekwencja promotora genéw docelowych (Glucocorticoid Response Element — GRE)
lub poprzez oddziatywanie typu biatko-biatko z czynnikami transkrypcyjnymi takimi
jak NF-«xB, AP-1, jun/fos, STAT i NFAT [5].

Alternatywny splicing genu GR (NR3C1) u cztowieka umozliwia regulacje ilo$ci
czasteczek mRNA receptora do stezenia GC. W jego wyniku moze powstawacé 5 izo-
form receptora: GRa, GRB, GRy, GR-A i GR-P. Podstawowa izoforma, GRa,, zwigksza
wrazliwos¢ receptora na GC, natomiast GRp jest izoformg mniej wrazliwg na obecno$¢
GC [7]. Istotny dla aktywnosci i biodostgpnosci receptora GR jest stosunek izoformy
a do B. Wykazano, ze u pacjentow z depresjg obserwuje si¢ spadek ilosci izoformy
GRao, ale nie GRP, co moze sugerowac nieprawidtlowy proces alternatywnego splicingu
transkryptu receptora GR w depres;ji [7].

Badania na modelu zwierzgcym wykazaly, ze leki przeciwdepresyjne zwigkszajg
ekspresje mRNA GR w hipokampie u szczura [8, 9]. Dowiedziono, ze depresja u szczura
wywotana stresem prenatalnym korelowata ze zwigkszong ekspresja GR w hipokampie
oraz zmniejszong ekspresja FKB51 w korze czotowej, natomiast podanie leku prze-
ciwdepresyjnego (fluoksetyny, imipraminy, mirtazapiny lub tianeptyny) spowodowato
normalizacj¢ zmian biochemicznych w grupie badanej, ale w grupie kontrolnej nie
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wywolato zadnych zmian [10]. Xing i wsp. badali wptyw nowego potencjalnego leku
przeciwdepresyjnego (RO-05) i zaobserwowali, Ze jego przewlekte podawanie powo-
duje normalizacj¢ aktywnos$ci osi PPN [11]. Inkubacja jednojadrzastych komorek krwi
z mitrazaping powodowata wzrost ekspresji mRNA GR w leukocytach i monocytach
cztowieka po 2,5 godziny, a po 4, 24 1 48 godzinach ekspresja zmniejszata si¢ [12].

Dotychczasowe badania naszego zespotu wykazaty, ze polimorfizmy gendéw
zwigzanych z regulacja osi stresu (NR3C1, FKBP5) odgrywaja istotng role w pre-
dyspozycji do ChAJ [13-15]. Opierajac si¢ na wczesniejszych wynikach badan,
zatozono, ze leki przeciwdepresyjne moga wplywac na ekspresj¢ gendéw zwigzanych
z regulacjg osi PPN u kobiet chorych na depresje. Celem byta analiza ekspresji
trzech genow zwigzanych z regulacja osi PPN: GR, HSP90 i FKBPS5 oraz analiza
stezenia izoform GRa 1 GRP u pacjentéw z ChAJ przed rozpoczegciem leczenia
przeciwdepresyjnego oraz po 8 tygodniach farmakoterapii, uwzgledniajagc wynik
testu supresji deksametazonem.

Material

Do badania wtaczono 30 pacjentek z rozpoznaniem epizodu depresyjnego
w przebiegu ChAJ, w wieku miedzy 18 a 60 lat (Sredni wiek 38+10). Pacjentki byty
rekrutowane w Klinice Psychiatrii Dorostych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Diagnoza zostata postawiona w oparciu o kryteria diagnostyczne DSM-IV z uzyciem
ustrukturyzowanego kwestionariusza klinicznego (SCID) [16]. Stan psychiczny pa-
cjenta okreslono na podstawie 17-punktowej Skali Oceny Depresji Hamiltona HDRS
(The Hamilton Depression Rating Scale) [17]. Do badania zostaly wtaczone pacjentki
o nasileniu depresji co najmniej umiarkowanym (skala Hamiltona HDS > 18). Kry-
terium wykluczajace stanowito stosowanie doustnych $rodkoéw antykoncepcyjnych
lub hormonalnej terapii zastepczej, rozpoznanie ciezkich choréb somatycznych
ineurologicznych, wspotwystepowanie innych zaburzen psychicznych lub uzaleznien.
Pacjentki wlaczone do badania byly pacjentkami wezesniej nieleczonymi lub pacjent-
kami, u ktorych przerwa w leczeniu lekami przeciwdepresyjnymi (LPD) wynosita co
najmniej 6 miesiecy — tzw. drug free.

Do leczenia wykorzystano jeden z dwdch lekow przeciwdepresyjnych: sertraline
lub wenlafaksyne, do wyboru przez lekarza prowadzgcego w zalezno$ci od nasilenia
objawow klinicznych. Stosowano dawki dla sertraliny 50-150 mg, dla wenlafaksyny
pomigdzy 75 a 225 mg. Pacjentki byty leczone w monoterapii, dozwolone byto do-
razne aplikowanie lekow nasennych (zolpidem, benzodiazepiny) przy zalozeniu, ze
przed pobraniem krwi w dniu 0 1 po 8 tygodniach terapii konieczny jest co najmniej
dwudniowy ,,wash-out” z lekoéw nasennych.

U wszystkich pacjentek przed wlaczeniem leczenia wykonano podstawowe badania
laboratoryjne oraz test hamowania deksametazonem (Dexamethasone Suppression Test
— DST) przy uprzednim pobraniu krwi o godzinie 8.00 rano do oznaczenia st¢zenia
kortyzolu i ekspresji genow badanych. Po 8 tygodniach leczenia wykonano te same
badania laboratoryjne i kliniczne zgodnie z protokolem obowigzujacym w badaniu
GENDEP.
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Rekrutacja pacjentow i protokot badania zostaty zaakceptowane przez Komisje
Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu.

Metoda
Test hamowania deksametazonem (DST)

W dniu poprzedzajacym test wszystkie pacjentki przyjety tabletke 1 mg deksame-
tazonu o godzinie 23.00. Kolejnego dnia (dzien ,,1 ) 0 godzinie 8.00 pobrano krew do
oznaczenia stezenia kortyzolu w surowicy krwi. T¢ samg procedure przeprowadzono
ponownie po 8 tygodniach leczenia LPD (dzien ,,1,”) zgodnie ze schematem (ryc. 1).
W przypadku prawidlowego dziatania osi PPN po podaniu deksametazonu obserwuje
si¢ hamowanie wydzielania kortyzolu nastgpnego dnia rano. Jako wynik prawidlowy
przyjmuje si¢ stezenie kortyzolu < 50 nmol/l (< 1,8 ug/dl).

Podanie
(ECEER I —>

i Dzien 1 0
Pobranie krwi: mMRNA

i poziom kortyzolu

Dzien 0,,

23:00

Pobranie krwi:DST

+8:00

Rycina 1. Schemat procedury przeprowadzenia testu supresji deksametazonem (DST).
Dzien 0, — wlaczenie do badan w trakcie epizodu depresyjnego; dzien 0, — dzien przed
przeprowadzeniem DST po 8 tygodniach leczenia; dzien 1, — kolejny dzien po wigczeniu do
badan, w ktérym wykonano DST; dzien 1, — dzien po 8 tygodniach leczenia

Oznaczenie poziomu kortyzolu wykonano w laboratorium Szpitala Klinicznego
im. Karola Jonschera UM w Poznaniu metodg radioimmunologiczng (RIA).

Badanie molekularne

Analizowano ekspresje 3 genow na poziomie mRNA: GR (Hs00353740 ml),
HSP90 (Hs00743767 sH), FKBP5 (Hs01561006_m1) zwiazanych z regulacja aktyw-
nosci i biodostepnosci receptora GR. RNA wyizolowano z leukocytéw krwi obwodowe;j
w dniu wilaczenia do badania (tydzien 0) oraz po 8 tygodniach od momentu wiaczenia
leczenia przeciwdepresyjnego (tydzien 8). Odwrotng transkrypcje wykonano z uzy-
ciem zestawu SuperScript 111 First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Ekspresje
oznaczono metodg PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) z uzyciem sond ekspresyjnych
typu TagMan na aparacie Abi Prism7900HT (Thermo Fisher Scientific). Do analizy
wynikéw wykorzystano pomiar ekspresji wzglednej (metoda ddCt) wzgledem genu
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referencyjnego (18S rRNA). Analize wynikéw przeprowadzono w programie SDS
RQ Manager i Expression Suite v.1.0.3 (Thermo Fisher Scientific).

ELISA

Krew pobrang do probowek bez antykoagulantu wirowano po uptywie jednej go-
dziny w celu uzyskania surowicy i mrozono w — 80°C. Stezenie izoform: GRa i GRf
w surowicy w tygodniu 0. i 8. analizowano z uzyciem gotowych zestawéw ELISA
(Cloud-Clone Corp.) zgodnie z protokotem producenta.

Analiza statystyczna

Poréwnanie ekspresji gendw przed terapia i po terapii przeciwdepresantami u tych
samych pacjentek wykonano testem znakéw Wilcoxona, a analize¢ korelacji pomiedzy
nasileniem depresji a poziomem ekspresji genow przeprowadzono za pomocg testu
korelacji rang Spearmana. Analizy przeprowadzono w programie Statistica v.12.

Wyniki
Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowito 30 kobiet ze $rednig wieku 37,7+10,5 lat. Srednia dtugos¢
trwania choroby wynosita 5,146,0 lat (rozpigtos¢ 19,5). Nie zaobserwowano istotne;j
korelacji miedzy wiekiem pacjentek a stezeniem badanych hormonéw (kortyzolu,
hormondw tarczycy). Srednia liczba punktow w HDRS w momencie wejécia do ba-
dania (tydzien 0.) wyniosta 21,3£2,8 dla sertraliny oraz 26,9+3,7 dla wenlafaksyny.

U 16 pacjentek do leczenia depresji zastosowano sertraling, u 14 pacjentek
wenlafaksyne. U wszystkich pacjentek zaobserwowano znaczacg poprawe kliniczng
po 8 tygodniach farmakoterapii, niezaleznie od stosowanego leku (> 50% redukcja
objawow depresji w skali Hamiltona, HDRS), a u wszystkich, z wyjatkiem jednej
pacjentki, zaobserwowano catkowita remisje objawow (punkty w skali HDRS < 8).
Sredni wynik w skali HDRS po 8 tygodniach leczenia wyniést 3,4+3,1 dla sertraliny
15,0+£2.,4 dla wenlafaksyny.

Analiza stezenia kortyzolu

Srednia w grupie badanej w momencie rozpoczecia badania wyniosta
507,234209,70 nmol/L, po 8 tygodniach terapii $redni poziom kortyzolu nieznacznie
spadt ($rednia wartos¢ 476,50+200,73 nmol/L). W grupie badanej w momencie roz-
poczecia terapii poranne stezenie kortyzolu wykazato odchylenia od normy jedynie
u 20% pacjentek (przekroczenie gornej granicy normy), u pozostatych miescito si¢
w granicach normy (130-690 nmol/1). Sredni poziom kortyzolu nie roznit sig istotnie
mig¢dzy grupa pacjentek leczonych sertraling a grupa otrzymujacg wenlafaksyng — ani
wyjsciowo (p = 0,381), ani po 8 tygodniach terapii (p = 0,868).
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Analiza testu hamowania deksametazonem

Zaobserwowano wyjsciowo zaburzong regulacje osi stresu (nieprawidtowy wynik
DST) jedynie u trzech pacjentek (10% populacji badanej), u dwoch z nich nastgpita
normalizacja po 8 tygodniach terapii. Odnotowano istotng umiarkowang korelacje¢
miedzy stezeniem kortyzolu po DST przed rozpoczeciem terapii a stezeniem kortyzolu
po 8 tygodniach terapii (#* = 0,44). W badanej grupie stwierdzono wyzsze $rednie
stezenie kortyzolu po DST w momencie rozpoczgcia terapii (450,83+229,88 nmol/L)
w poréwnaniu ze stezeniem kortyzolu po DST po 8 tygodniach terapii (447,03+191,72
nmol/L), jednak roznica ta nie byta istotna statystycznie (p = 0,944). Srednie stezenie
kortyzolu po DST w tygodniu 0. i 8. nie roznito si¢ istotnie migdzy pacjentkami sto-
sujagcymi roézne leki (p > 0,05).
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Rycina 2. Analiza poréwnawcza ekspresji mRNA genow (GR, HSP90 i FKBPS) przed terapia
i po terapii farmakologicznej

Analiza ekspresji mRNA badanych genoéw
Wyniki nie wykazaly istotnych réznic w ekspresji trzech badanych gendéw po

8 tygodniach terapii w porownaniu z ekspresja przed rozpoczgciem terapii (ryc. 2). Na-
tomiast analiza zmian w ekspresji badanych genéw w zaleznosci od stosowanego leku
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wykazata, ze po sertralinie ekspresja mRNA badanych genow ulegata obnizeniu, a po
wenlafaksynie zwickszata si¢, jednak rdznice te nie byty istotne statystycznie (ryc. 3).
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Rycina 3. Analiza porownawcza ekspresji genow (GR, HSP90 FKBP5) w zaleznoSci
od stosowanego leku (sertralina/wenlafaksyna)

Analiza korelacji ze stopniem nasilenia depres;ji

Analiza korelacji ekspresji badanych gendw z nasileniem objawow depresji w skali
Hamiltona na poczatku terapii, jak i po 8 tygodniach leczenia nie wykazata istotnych
zwigzkow (p > 0,05 dla wszystkich genow), niezaleznie od stosowanego leku.

Stezenie izoform receptora GR

Analiza ELISA wykazala, ze st¢zenie izoformy GRa zmniejsza si¢ po terapii
farmakologicznej, niezaleznie od stosowanego leku, jednak spadek nie byt istotny
statystycznie (ryc. 4). Natomiast dla izoformy GRp st¢zenie powyzej progu detekceji
stwierdzono tylko u jednej pacjentki, u pozostatych oséb stezenie tej izoformy byto nie-
wykrywalne w surowicy. Z tego wzgledu izoforme¢ GRB wykluczono z dalszej analizy.

Oméwienie wynikow

W naszym badaniu wykazano spadek poziomu kortyzolu po 8 tygodniach terapii, co
znalazto odzwierciedlenie w sytuacji klinicznej: u pacjentek zaobserwowano redukcje
objawoéw w skali Hamiltona 1 poprawe kliniczna.

Wezesniejsze opublikowane badania wskazuja na zaburzong regulacje osi PPN
u okoto 50-70% pacjentow z depresja [7]. Zaburzenia te dotyczyly zar6wno zwigkszo-
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Rycina 4. Stezenie izoformy GRa w momencie rozpoczecia terapii oraz po 8 tygodniach
leczenia a) sertraling (p = 0,498) oraz b) wenlafaksyng (p = 0,262)

nego poziomu kortyzolu [5], jak i zmniejszonej wrazliwo$ci receptora GR [18]. Badania
Newport i wsp. potwierdzajg wzmozona odpowiedz osi PPN na stres psychologiczny
u pacjentow z depresja [19]. Dodatkowo u pacjentow, u ktorych stwierdzono w histo-
rii choroby wystepowanie traumy dziecigeej, odnotowano wyzszy poziom Kortyzolu
po tescie DST niz u pacjentéw bez traumy [20]. W naszych badaniach wynik testu
supresji deksametazonem wykazat zaburzenie osi HPA jedynie w przypadku 10%
grupy badanej, co moze by¢ powodem braku widocznego wpltywu terapii na ekspresje
analizowanych genow.

Oba leki przeciwdepresyjne z grupy selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotne-
go serotoniny — SSRI (Selective Serotonin Reuptake Inhibitor) zastosowane w badanej
grupie r6znig si¢ migdzy soba mechanizmem dziatania. Wenlafaksyna jest zwigzkiem
dwupierScieniowym, blokujacym zwrotny wychwyt serotoniny, noradrenaliny i,
W znacznie mniejszym stopniu, rowniez dopaminy [21]. Sertralina dziata bezposrednio
na transporter serotoniny i dopaminy [22]. Analiza ekspresji trzech gendw zwigzanych
z regulacja osi PPN: GR, HSP90 1 FKBP5 u pacjentéw z ChAJ przed rozpoczgciem
leczenia przeciwdepresyjnego oraz po 8 tygodniach farmakoterapii nie wykazata
istotnych statystycznie roznic dla badanych genoéw. Jednak wyodrgbnienie podgrup
pacjentow ze wzgledu na rodzaj zastosowanego leku przeciwdepresyjnego dowiodto,
ze istnieje tendencja do obnizenia ekspresji mRNA badanych genow po sertralinie,
natomiast po wenlafaksynie obserwowano wzrost ekspresji po terapii. Dotychczas nie
opublikowano zadnych prac analizujacych zalezno$¢ miedzy zastosowanym lekiem
a jego wptywem na regulacje osi PPN lub ekspresje genéw zwigzanych z osig stresu.

Lukic 1 wsp. wykazali istotnie zwigkszong ilo$¢ czasteczek receptora GR w cy-
toplazmie u pacjentéw z depresja w stosunku do oséb zdrowych z jednoczesnie pod-
wyzszonym poziomem ekspresji genu FKBP5. Gen FKBPS5 wiaze si¢ do kompleksu
receptora GR, zmniejszajac jego powinowactwo do liganda i ograniczajac translokacje
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do jadra. Skutkiem zwigkszonej aktywnosci FKBPS5 moze by¢ rowniez zmniejszenie
ilosci receptora GR w cytoplazmie [23].

Analiza stezenia izoformy receptora GRa wykazata spadek stezenia po farmakote-
rapii. Weze$niejsze badania Matsubary 1 wsp. wykazaty redukcje izoformy GRao u pa-
cjentow nie tylko w trakcie epizodu cigzkiej depres;ji, ale rOwniez podczas remisji [24].

Whioski

Podsumowujac, mozemy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki nie wskazuja na istotne
zmiany ekspresji badanych gendéw w trakcie terapii przeciwdepresyjnej. Nalezy miec¢
jednak na uwadze, ze powodem braku istotnych réznic moze by¢ relatywnie mata
grupa badana oraz to, ze jedynie u 10% pacjentek obserwowano wyj$ciowo zaburzenia
regulacji osi PPN w tescie supresji deksametazonem.
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