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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 TaqMan probes. The concentration of GR isoforms (α and β) 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 
(r2 = 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 α 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.

Słowa klucze: depresja, oś stresu, test deksametazonowy
Key words: depression, stress axis, dexamethasone suppression test

Wstęp

Jednym z endofenotypów choroby afektywnej jednobiegunowej (ChAJ) związa-
nym z depresją melancholiczną jest zaburzona regulacja osi podwzgórze-przysadka-
-nadnercza (PPN) (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis – HPA) [1–4]. Zaburzone 
działanie osi PPN manifestuje się nieprawidłową odpowiedzią receptora glikokor-
tykoidowego (GR) na przewlekle podwyższony poziom kortyzolu towarzyszący 
przewlekłemu stresowi [2, 5]. Zaburzenia regulacji osi PPN można wykazać w teście 
hamowania deksametazonem (DST), ponieważ u 50–70% chorych na depresję ob-
serwuje się brak hamowania wydzielania kortyzolu po podaniu deksametazonu [6].

Glikokortykoidy (GC) odgrywają istotną rolę w regulacji wielu procesów biolo-
gicznych, biorą udział w odpowiedzi na stres, metabolizmie tłuszczów i glukozy, a także 
w reakcjach odpornościowych. Receptor glikokortykoidowy występuje w cytoplazmie 
w postaci kompleksu białkowego, składającego się z białek opiekuńczych (HSP90, 
HSP70) oraz immunofilin (FKBP5) [7]. Po przyłączeniu się GC do kompleksu receptora 
receptor GR oddysocjowuje od kompleksu białek i ulega translokacji do jądra komór-
kowego, gdzie modyfikuje procesy transkrypcji poprzez bezpośrednie oddziaływanie 
z sekwencją promotora genów docelowych (Glucocorticoid Response Element – GRE) 
lub poprzez oddziaływanie typu białko-białko z czynnikami transkrypcyjnymi takimi 
jak NF-κB, AP-1, jun/fos, STAT i NFAT [5].

Alternatywny splicing genu GR (NR3C1) u człowieka umożliwia regulację ilości 
cząsteczek mRNA receptora do stężenia GC. W jego wyniku może powstawać 5 izo-
form receptora: GRα, GRβ, GRγ, GR-A i GR-P. Podstawowa izoforma, GRα, zwiększa 
wrażliwość receptora na GC, natomiast GRβ jest izoformą mniej wrażliwą na obecność 
GC [7]. Istotny dla aktywności i biodostępności receptora GR jest stosunek izoformy 
α do β. Wykazano, że u pacjentów z depresją obserwuje się spadek ilości izoformy 
GRα, ale nie GRβ, co może sugerować nieprawidłowy proces alternatywnego splicingu 
transkryptu receptora GR w depresji [7].

Badania na modelu zwierzęcym wykazały, że leki przeciwdepresyjne zwiększają 
ekspresję mRNA GR w hipokampie u szczura [8, 9]. Dowiedziono, że depresja u szczura 
wywołana stresem prenatalnym korelowała ze zwiększoną ekspresją GR w hipokampie 
oraz zmniejszoną ekspresją FKB51 w korze czołowej, natomiast podanie leku prze-
ciwdepresyjnego (fluoksetyny, imipraminy, mirtazapiny lub tianeptyny) spowodowało 
normalizację zmian biochemicznych w grupie badanej, ale w grupie kontrolnej nie 
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wywołało żadnych zmian [10]. Xing i wsp. badali wpływ nowego potencjalnego leku 
przeciwdepresyjnego (RO-05) i zaobserwowali, że jego przewlekłe podawanie powo-
duje normalizację aktywności osi PPN [11]. Inkubacja jednojądrzastych komórek krwi 
z mitrazapiną powodowała wzrost ekspresji mRNA GR w leukocytach i monocytach 
człowieka po 2,5 godziny, a po 4, 24 i 48 godzinach ekspresja zmniejszała się [12].

Dotychczasowe badania naszego zespołu wykazały, że polimorfizmy genów 
związanych z regulacją osi stresu (NR3C1, FKBP5) odgrywają istotną rolę w pre-
dyspozycji do ChAJ [13-15]. Opierając się na wcześniejszych wynikach badań, 
założono, że leki przeciwdepresyjne mogą wpływać na ekspresję genów związanych 
z regulacją osi PPN u kobiet chorych na depresję. Celem była analiza ekspresji 
trzech genów związanych z regulacją osi PPN: GR, HSP90 i FKBP5 oraz analiza 
stężenia izoform GRα i GRβ u pacjentów z ChAJ przed rozpoczęciem leczenia 
przeciwdepresyjnego oraz po 8 tygodniach farmakoterapii, uwzględniając wynik 
testu supresji deksametazonem.

Materiał

Do badania włączono 30 pacjentek z rozpoznaniem epizodu depresyjnego 
w przebiegu ChAJ, w wieku między 18 a 60 lat (średni wiek 38±10). Pacjentki były 
rekrutowane w Klinice Psychiatrii Dorosłych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. 
Diagnoza została postawiona w oparciu o kryteria diagnostyczne DSM-IV z użyciem 
ustrukturyzowanego kwestionariusza klinicznego (SCID) [16]. Stan psychiczny pa-
cjenta określono na podstawie 17-punktowej Skali Oceny Depresji Hamiltona HDRS 
(The Hamilton Depression Rating Scale) [17]. Do badania zostały włączone pacjentki 
o nasileniu depresji co najmniej umiarkowanym (skala Hamiltona HDS > 18). Kry-
terium wykluczające stanowiło stosowanie doustnych środków antykoncepcyjnych 
lub hormonalnej terapii zastępczej, rozpoznanie ciężkich chorób somatycznych 
i neurologicznych, współwystępowanie innych zaburzeń psychicznych lub uzależnień. 
Pacjentki włączone do badania były pacjentkami wcześniej nieleczonymi lub pacjent-
kami, u których przerwa w leczeniu lekami przeciwdepresyjnymi (LPD) wynosiła co 
najmniej 6 miesięcy – tzw. drug free.

Do leczenia wykorzystano jeden z dwóch leków przeciwdepresyjnych: sertralinę 
lub wenlafaksynę, do wyboru przez lekarza prowadzącego w zależności od nasilenia 
objawów klinicznych. Stosowano dawki dla sertraliny 50–150 mg, dla wenlafaksyny 
pomiędzy 75 a 225 mg. Pacjentki były leczone w monoterapii, dozwolone było do-
raźne aplikowanie leków nasennych (zolpidem, benzodiazepiny) przy założeniu, że 
przed pobraniem krwi w dniu 0 i po 8 tygodniach terapii konieczny jest co najmniej 
dwudniowy „wash-out” z leków nasennych.

U wszystkich pacjentek przed włączeniem leczenia wykonano podstawowe badania 
laboratoryjne oraz test hamowania deksametazonem (Dexamethasone Suppression Test 
– DST) przy uprzednim pobraniu krwi o godzinie 8.00 rano do oznaczenia stężenia 
kortyzolu i ekspresji genów badanych. Po 8 tygodniach leczenia wykonano te same 
badania laboratoryjne i kliniczne zgodnie z protokołem obowiązującym w badaniu 
GENDEP.
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Rekrutacja pacjentów i protokół badania zostały zaakceptowane przez Komisję 
Bioetyczną przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu.

Metoda

Test hamowania deksametazonem (DST)

W dniu poprzedzającym test wszystkie pacjentki przyjęły tabletkę 1 mg deksame-
tazonu o godzinie 23.00. Kolejnego dnia (dzień „10”) o godzinie 8.00 pobrano krew do 
oznaczenia stężenia kortyzolu w surowicy krwi. Tę samą procedurę przeprowadzono 
ponownie po 8 tygodniach leczenia LPD (dzień „18”) zgodnie ze schematem (ryc. 1). 
W przypadku prawidłowego działania osi PPN po podaniu deksametazonu obserwuje 
się hamowanie wydzielania kortyzolu następnego dnia rano. Jako wynik prawidłowy 
przyjmuje się stężenie kortyzolu < 50 nmol/l (< 1,8 μg/dl).

Pobranie krwi:DST

Dzień 10

Dzień 18 • 8:00

• 8:00

Dzień 00i8
23:00

Podanie
deksametazonu

Pobranie krwi: mRNA
i poziom kortyzolu

Rycina 1. Schemat procedury przeprowadzenia testu supresji deksametazonem (DST). 
Dzień 00 – włączenie do badań w trakcie epizodu depresyjnego; dzień 08 – dzień przed 

przeprowadzeniem DST po 8 tygodniach leczenia; dzień 10 – kolejny dzień po włączeniu do 
badań, w którym wykonano DST; dzień 18 – dzień po 8 tygodniach leczenia

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

Badanie molekularne

Analizowano ekspresję 3 genów na poziomie mRNA: GR (Hs00353740_m1), 
HSP90 (Hs00743767_sH), FKBP5 (Hs01561006_m1) związanych z regulacją aktyw-
ności i biodostępności receptora GR. RNA wyizolowano z leukocytów krwi obwodowej 
w dniu włączenia do badania (tydzień 0) oraz po 8 tygodniach od momentu włączenia 
leczenia przeciwdepresyjnego (tydzień 8). Odwrotną transkrypcję wykonano z uży-
ciem zestawu SuperScript III First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Ekspresję 
oznaczono metodą PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) z użyciem sond ekspresyjnych 
typu TaqMan na aparacie Abi Prism7900HT (Thermo Fisher Scientific). Do analizy 
wyników wykorzystano pomiar ekspresji względnej (metoda ddCt) względem genu 
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referencyjnego (18S rRNA). Analizę wyników przeprowadzono w programie SDS 
RQ Manager i Expression Suite v.1.0.3 (Thermo Fisher Scientific).

ELISA

Krew pobraną do probówek bez antykoagulantu wirowano po upływie jednej go-
dziny w celu uzyskania surowicy i mrożono w – 80°C. Stężenie izoform: GRα i GRβ 
w surowicy w tygodniu 0. i 8. analizowano z użyciem gotowych zestawów ELISA 
(Cloud-Clone Corp.) zgodnie z protokołem producenta.

Analiza statystyczna

Porównanie ekspresji genów przed terapią i po terapii przeciwdepresantami u tych 
samych pacjentek wykonano testem znaków Wilcoxona, a analizę korelacji pomiędzy 
nasileniem depresji a poziomem ekspresji genów przeprowadzono za pomocą testu 
korelacji rang Spearmana. Analizy przeprowadzono w programie Statistica v.12.

Wyniki

Charakterystyka grupy badanej

Grupę badaną stanowiło 30 kobiet ze średnią wieku 37,7±10,5 lat. Średnia długość 
trwania choroby wynosiła 5,1±6,0 lat (rozpiętość 19,5). Nie zaobserwowano istotnej 
korelacji między wiekiem pacjentek a stężeniem badanych hormonów (kortyzolu, 
hormonów tarczycy). Średnia liczba punktów w HDRS w momencie wejścia do ba-
dania (tydzień 0.) wyniosła 21,3±2,8 dla sertraliny oraz 26,9±3,7 dla wenlafaksyny.

U 16 pacjentek do leczenia depresji zastosowano sertralinę, u 14 pacjentek 
wenlafaksynę. U wszystkich pacjentek zaobserwowano znaczącą poprawę kliniczną 
po 8 tygodniach farmakoterapii, niezależnie od stosowanego leku (> 50% redukcja 
objawów depresji w skali Hamiltona, HDRS), a u wszystkich, z wyjątkiem jednej 
pacjentki, zaobserwowano całkowitą remisję objawów (punkty w skali HDRS < 8). 
Średni wynik w skali HDRS po 8 tygodniach leczenia wyniósł 3,4±3,1 dla sertraliny 
i 5,0±2,4 dla wenlafaksyny.

Analiza stężenia kortyzolu

Średnia w grupie badanej w momencie rozpoczęcia badania wyniosła 
507,23±209,70 nmol/L, po 8 tygodniach terapii średni poziom kortyzolu nieznacznie 
spadł (średnia wartość 476,50±200,73 nmol/L). W grupie badanej w momencie roz-
poczęcia terapii poranne stężenie kortyzolu wykazało odchylenia od normy jedynie 
u 20% pacjentek (przekroczenie górnej granicy normy), u pozostałych mieściło się 
w granicach normy (130–690 nmol/l). Średni poziom kortyzolu nie różnił się istotnie 
między grupą pacjentek leczonych sertraliną a grupą otrzymującą wenlafaksynę – ani 
wyjściowo (p = 0,381), ani po 8 tygodniach terapii (p = 0,868).
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Analiza ekspresji mRNA badanych genów

Wyniki nie wykazały istotnych różnic w ekspresji trzech badanych genów po 
8 tygodniach terapii w porównaniu z ekspresją przed rozpoczęciem terapii (ryc. 2). Na-
tomiast analiza zmian w ekspresji badanych genów w zależności od stosowanego leku 

Analiza testu hamowania deksametazonem

Zaobserwowano wyjściowo zaburzoną regulację osi stresu (nieprawidłowy wynik 
DST) jedynie u trzech pacjentek (10% populacji badanej), u dwóch z nich nastąpiła 
normalizacja po 8 tygodniach terapii. Odnotowano istotną umiarkowaną korelację 
między stężeniem kortyzolu po DST przed rozpoczęciem terapii a stężeniem kortyzolu 
po 8 tygodniach terapii (r2 = 0,44). W badanej grupie stwierdzono wyższe średnie 
stężenie kortyzolu po DST w momencie rozpoczęcia terapii (450,83±229,88 nmol/L) 
w porównaniu ze stężeniem kortyzolu po DST po 8 tygodniach terapii (447,03±191,72 
nmol/L), jednak różnica ta nie była istotna statystycznie (p = 0,944). Średnie stężenie 
kortyzolu po DST w tygodniu 0. i 8. nie różniło się istotnie między pacjentkami sto-
sującymi różne leki (p > 0,05).
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Rycina 2. Analiza porównawcza ekspresji mRNA genów (GR, HSP90 i FKBP5) przed terapią 
i po terapii farmakologicznej
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Rycina 3. Analiza porównawcza ekspresji genów (GR, HSP90 FKBP5) w zależności 
od stosowanego leku (sertralina/wenlafaksyna)

wykazała, że po sertralinie ekspresja mRNA badanych genów ulegała obniżeniu, a po 
wenlafaksynie zwiększała się, jednak różnice te nie były istotne statystycznie (ryc. 3).

Analiza korelacji ze stopniem nasilenia depresji

Analiza korelacji ekspresji badanych genów z nasileniem objawów depresji w skali 
Hamiltona na początku terapii, jak i po 8 tygodniach leczenia nie wykazała istotnych 
związków (p > 0,05 dla wszystkich genów), niezależnie od stosowanego leku.

Stężenie izoform receptora GR

Analiza ELISA wykazała, że stężenie izoformy GRα zmniejsza się po terapii 
farmakologicznej, niezależnie od stosowanego leku, jednak spadek nie był istotny 
statystycznie (ryc. 4). Natomiast dla izoformy GRβ stężenie powyżej progu detekcji 
stwierdzono tylko u jednej pacjentki, u pozostałych osób stężenie tej izoformy było nie-
wykrywalne w surowicy. Z tego względu izoformę GRβ wykluczono z dalszej analizy.

Omówienie wyników

W naszym badaniu wykazano spadek poziomu kortyzolu po 8 tygodniach terapii, co 
znalazło odzwierciedlenie w sytuacji klinicznej: u pacjentek zaobserwowano redukcję 
objawów w skali Hamiltona i poprawę kliniczną.

Wcześniejsze opublikowane badania wskazują na zaburzoną regulację osi PPN 
u około 50–70% pacjentów z depresją [7]. Zaburzenia te dotyczyły zarówno zwiększo-
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nego poziomu kortyzolu [5], jak i zmniejszonej wrażliwości receptora GR [18]. Badania 
Newport i wsp. potwierdzają wzmożoną odpowiedź osi PPN na stres psychologiczny 
u pacjentów z depresją [19]. Dodatkowo u pacjentów, u których stwierdzono w histo-
rii choroby występowanie traumy dziecięcej, odnotowano wyższy poziom kortyzolu 
po teście DST niż u pacjentów bez traumy [20]. W naszych badaniach wynik testu 
supresji deksametazonem wykazał zaburzenie osi HPA jedynie w przypadku 10% 
grupy badanej, co może być powodem braku widocznego wpływu terapii na ekspresję 
analizowanych genów.

Oba leki przeciwdepresyjne z grupy selektywnych inhibitorów wychwytu zwrotne-
go serotoniny – SSRI (Selective Serotonin Reuptake Inhibitor) zastosowane w badanej 
grupie różnią się między sobą mechanizmem działania. Wenlafaksyna jest związkiem 
dwupierścieniowym, blokującym zwrotny wychwyt serotoniny, noradrenaliny i, 
w znacznie mniejszym stopniu, również dopaminy [21]. Sertralina działa bezpośrednio 
na transporter serotoniny i dopaminy [22]. Analiza ekspresji trzech genów związanych 
z regulacją osi PPN: GR, HSP90 i FKBP5 u pacjentów z ChAJ przed rozpoczęciem 
leczenia przeciwdepresyjnego oraz po 8 tygodniach farmakoterapii nie wykazała 
istotnych statystycznie różnic dla badanych genów. Jednak wyodrębnienie podgrup 
pacjentów ze względu na rodzaj zastosowanego leku przeciwdepresyjnego dowiodło, 
że istnieje tendencja do obniżenia ekspresji mRNA badanych genów po sertralinie, 
natomiast po wenlafaksynie obserwowano wzrost ekspresji po terapii. Dotychczas nie 
opublikowano żadnych prac analizujących zależność między zastosowanym lekiem 
a jego wpływem na regulację osi PPN lub ekspresję genów związanych z osią stresu.

Lukic i wsp. wykazali istotnie zwiększoną ilość cząsteczek receptora GR w cy-
toplazmie u pacjentów z depresją w stosunku do osób zdrowych z jednocześnie pod-
wyższonym poziomem ekspresji genu FKBP5. Gen FKBP5 wiąże się do kompleksu 
receptora GR, zmniejszając jego powinowactwo do liganda i ograniczając translokację 
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do jądra. Skutkiem zwiększonej aktywności FKBP5 może być również zmniejszenie 
ilości receptora GR w cytoplazmie [23].

Analiza stężenia izoformy receptora GRα wykazała spadek stężenia po farmakote-
rapii. Wcześniejsze badania Matsubary i wsp. wykazały redukcję izoformy GRα u pa-
cjentów nie tylko w trakcie epizodu ciężkiej depresji, ale również podczas remisji [24].

Wnioski

Podsumowując, możemy stwierdzić, że uzyskane wyniki nie wskazują na istotne 
zmiany ekspresji badanych genów w trakcie terapii przeciwdepresyjnej. Należy mieć 
jednak na uwadze, że powodem braku istotnych różnic może być relatywnie mała 
grupa badana oraz to, że jedynie u 10% pacjentek obserwowano wyjściowo zaburzenia 
regulacji osi PPN w teście supresji deksametazonem.
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