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STRESZCZENIE

Depresja jest najczestsza choroba psychiczna, dotykajaca okolo 350 miIn ludzi na calym
$wiecie. Pomimo licznych badan, etiologia tej choroby nadal pozostaje niejasna. Do-
tychczasowe badania sugeruja udzial powiazanych ze soba szlakéw biochemicznych, tj.:
stresu oksydacyjnego i nitracyjnego oraz nieprawidlowosci szlaku katabolitéw tryptofanu
(szlak TRYCATS, ang. tryptophan catabolites pathway) w rozwoju zaburzen depresyjnych.
W zwiazku z tym celem niniejszej pracy jest wyjasnienie roli stresu oksydacyjnego i nitra-
cyjnego oraz zaburzen przebiegu szlaku TRYCATs w molekularnym podlozu depresji. W
niniejszej pracy podjeto prébe okreslenia wptywu polimorfizméw pojedynczego nukleoty-
du, zlokalizowanych w genach kodujacych enzymy zaangazowane w stres oksydacyjny i
nitracyjny oraz szlak TRYCATSs na czestos¢ wystepowania depresji. Ponadto, wykorzystujac
model in vivo depresji dokonano oceny wplywu bodzcéw stresowych chronicznego lagod-
nego stresu na ekspresje na poziomie mRNA i iloé¢ bialka oraz stopiefh metylacji regionéw
promotorowych genéw kodujacych enzymy zaangazowane w badane szlaki. Uzyskane wy-
niki jednoznacznie potwierdzily udzial badanych szlakéw biochemicznych w patogenezie
depresji na poziomie molekularnym.

WPROWADZENIE

Zaburzenia psychiczne wystepuja znacznie czesciej niz ktérakolwiek prze-
wlekta choroba somatyczna. Wséréd tych zaburzen najliczniejsza grupe stanowia
zaburzenia afektywne, do ktoérych zaliczana jest depresja [1]. Depresja objawia
sie¢ dlugotrwalym obnizeniem nastroju, ktéremu moze towarzyszy¢ réwniez
uporczywe poczucie winy, anhedonia, niska samoocena, bezsennos¢, rozdraz-
nienie psychiczne i uczucie ciagtego zmeczenia, a takze nawracajace mysli sa-
mobodjcze. Szacuje sig, ze na calym $wiecie okoto 350 milionéw ludzi cierpi na
depresje, z czego okoto 1,5 mIn stanowia Polacy. Choroba ta dotyka zaréwno
kobiety, jak i mezczyzn, we wszystkich grupach wiekowych, przy czym najlicz-
niejsza grupe pacjentéw stanowia osoby w wieku 20-40 lat, a wéréd kobiet i
mezczyzn to kobiety choruja dwukrotnie czesciej. Ponadto, ryzyko zachorowa-
nia na depresje wrasta wraz z wiekiem, okoto 20% o0s6b po 65. roku zZycia cier-
pi na depresje [2-6]. Godnym uwagi pozostaja alarmujace prognozy Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization), ktére sugeruja, ze
do 2040 roku depresja stanie si¢ najczestsza przyczyna niepelnosprawnosci spo-
teczenistwa [7]. Niestety, pomimo, iz depresja jest powaznym problemem zdro-
wotnym wspoélczesnego spoleczeristwa, ponad polowa chorych nie korzysta z
pomocy lekarza. Co wiecej, u 15-20% pacjentéw moze rozwina¢ sie przewlekla
postac depresji, a jedna trzecia os6b leczonych nie odpowiada na tradycyjna far-
makoterapie [8,9]. Konwencjonalna terapia antydepresyjna obejmuje gléwnie
leki dzialajace jako inhibitory zwrotnego wychwytu neuroprzekaznikoéw, leki o
receptorowych mechanizmach dziatania oraz inhibitory monoaminooksydazy.
Najczesciej stosowane sg leki pierwszej grupy, do ktérej zaliczane sa tréjcyklicz-
ne leki przeciwdepresyjne (TCA, ang. tricyclic antidepressants), inhibitory zwrot-
nego wychwytu serotoniny i noradrenaliny (SNRIs, ang. serotonin norepinephrine
reuptake inhibitors) oraz inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (SSRIs, ang.
selective serotonin reuptake inhibitors) [10]. Konsekwencja dlugotrwalej, nasilajacej
sie i nieleczonej depresji moga by¢ préoby samobdjcze. Na Swiecie rocznie odno-
towuje sie okoto miliona samobéjczych zgonéw w grupie pacjentéw cierpiacych
na depresje [11]. Co wiecej, przewlekla depresja moze réwniez przyczynic sie
do rozwoju innych patologii, m. in.: choréb serca, udaru moézgu, osteoporozy
czy cukrzycy [12]. Obok wzrastajacej liczby nowych przypadkéw depresji i bra-
ku odpowiedzi na konwencjonalna terapie przeciwdepresyjna, depresja wigze
sie rowniez z wysokimi kosztami opieki medycznej. W Stanach Zjednoczonych
calkowity koszt leczenia depresji siega okoto 83,1 miliardéw dolaréw rocznie, a
w Europie jest to okoto 118 miliardéw dolaréw. Dla poréwnania, leczenie nie-
wydolnosci serca to koszt okoto 39,2 miliardéw, a AIDS - okolo 50 miliardow
dolaréw rocznie [13-16].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Poziom ROS & RNS

Rycina 1. W warunkach homeostazy ROS/RNS sg uwalniane w iloéciach bez-
piecznych dla komorki i moga indukowac réznicowanie komorek i apoptoze,
wplywac na synteze, uwalnianie lub dezaktywacje tlenku azotu oraz moga sty-
mulowac transport glukozy do komérek. Jednym z najwazniejszych zadan reali-
zowanych przez ROS/RNS jest regulacja proceséw transmisji sygnalu z komérki
do komorki i w jej obrebie. Wyzsze stezenia tych czasteczek sg toksyczne dla ko-
morek, prowadzac do ich uszkodzenia, a nawet zniszczenia. Szkodliwe dziatanie
ROS/RNS obejmuje m.in. utlenianie biatek. Utlenione biatka sg nieodwracalnie
uszkodzone i w konsekwencji sg selektywnie usuwane przez proteazy, ale wraz
ze starzeniem si¢ komoérek i obniZeniem ich aktywnosci proteolitycznej uszko-
dzone biatka moga gromadzic¢ si¢ w komoérce. Utlenianie biatek moze prowadzi¢
do przerwania tanicucha polipeptydowego, pojawienia si¢ zmienionych reszt
aminokwasowych i powstania dimeréw lub agregatéw bialek. W konsekwencji
zmiany te skutkujg utrata czynnoéciowej aktywnosci enzyméw, biatek regula-
torowych czy transporteréw blonowych. ROS moze réwniez uszkadza¢ zasady
purynowe i pirymidynowe, reszty cukrowe lub rozrywac wigzania fosfodiestro-
we faczace nukleotydy. Prowadzi to do peknie¢ nici DNA. Nadmierna produkcja
ROS moze skutkowaé réwniez peroksydacja lipidow, zwlaszcza fosfolipidow
btonowych, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komoérki [27].

Pomimo intensywnych badan, mechanizm rozwoju de-
presji nadal pozostaje niejasny. Dotychczasowe badania
wskazuja na wieloczynnikowy charakter tej choroby, ktorej
rozwdj i przebieg moga zaleze¢ od wielu czynnikéw, w tym
od indywidualnych cech biologicznych, czynnikéw gene-
tycznych oraz srodowiskowych [17]. Co wiecej, dotychcza-
sowe dowody wskazuja jednoznacznie, ze depresja jest jed-
nostka chorobowa zwiazang ze zmianami w prawidlowym
funkcjonowaniu mézgu, plastycznosci neuronéw i zmniej-
szong objetoscig kory czotowej i hipokampu [18]. Jako
glowna przyczyne tych strukturalnych i funkcjonalnych
zaburzen w strukturze moézgu, ktére zaobserwowano w
przebiegu depresji, upatruje sie stres oksydacyjny. Badania
przedkliniczne i kliniczne potwierdzily wptyw zwiekszone-
go wytwarzania reaktywnych form tlenu i azotu (ROS, ang.
reactive oxygen species; RNS, ang. reactive nitrogen species), jak
réwniez wyczerpania antyoksydacyjnych mechanizméw
obronnych, na zmiany struktury moézgu. Dotychczasowe
analizy struktur mézgowych pacjentéw z depresja potwier-
dzily, ze obszary czolowe mézgu cechowatly sie zmniejszo-
na liczba i wielkoscig komérek neuronalnych [19]. Zwiek-
szona produkcja ROS moze by¢ dodatkowo wzmacniana
na skutek zaburzer przebiegu réznych szlakéw metabo-
licznych, w tym szlaku katabolitow tryptofanu (TRYCATs,
ang. tryptophan catabolites pathway). Skutkiem tych zaburzen
jest zwiekszona produkcja neurotoksycznych zwigzkéw, w
tym kwasu chinolinowego, czy 3-hydroksykinureniny, kto-
re moga zwieksza¢ produkcje ROS, a w konsekwencji moga
indukowac apoptoze neuronéw, tym samym przyczyniajac
sie do neurodegeneracji, obserwowanej w przebiegu depre-
sji [20-26]. Postrzeganie depresji jako choroby dotykajacej
moézg komplikuje w znacznym stopniu trafng diagnostyke i
terapie. W zwiazku z tym istnieje uzasadniona koniecznos¢
poszukiwania biomarkeréw molekularnych o potencjale
diagnostycznym, ktére przyczynia sie do udoskonalenia
dotychczasowej diagnostyki, opartej gléwnie na wywia-
dzie lekarskim. Istotnym faktem jest to, iz biomarkery te
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powinny cechowac sie nie tylko tatwoscig oznaczenia, ale
réwniez zdolnoscig odzwierciedlania zmian zachodzacych
w osrodkowym ukladzie nerwowym. Ponadto, regulacja
okreslonych proceséw zaangazowanych w mechanizm roz-
woju depresji na poziomie molekularnym moze przyczyni¢
sie rowniez do opracowania nowego, skutecznego i sperso-
nalizowanego leczenia.

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO I
NITRACYJNEGO W ROZWOJU DEPRES]JI

Stres oksydacyjny definiowany jest jako brak réwnowa-
gi miedzy produkcja ROS i RNS, a wydajnoscia systemoéw
obrony antyoksydacyjnej komoérki. W warunkach fizjolo-
gicznych oba mechanizmy réwnowaza sig¢, a ROS i RNS
w niskich stezeniach dziataja gtownie jako przekazniki sy-
gnatéw i determinuja prawidlowe funkcjonowanie komo-
rek (Ryc. 1) [27]. W przypadku komoérek nerwowych niskie
poziomy ROS sa niezbedne m. in. dla regulacji ich prawi-
dtowego wzrostu i rozwoju, jak réwniez sa zaangazowane
w proces diugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP,
ang. long-term potentiation) poprzez mechanizmy zalezne od
glutaminianu. LTP, jako zlokalizowany w osrodkowym
ukladzie nerwowym mechanizm neuronalny, stanowi
podstawe tworzenia pamieci i uczenia sie oraz powoduje
zwigkszenie intensywnosci przewodzenia synaptycznego
[28,29]. Niestety, ROS i RNS odgrywaja nie tylko kluczowa
role w prawidlowym funkcjonowaniu mézgu, ale w wyso-
kich stezeniach sa zaangazowane w mechanizm rozwoju
wielu choréb (Ryc. 1). Dotychczasowe badania oparte na
réznych modelach eksperymentalnych wykazaty, ze ROS
i RNS moga indukowaé rozwdj molekularnych anomalii,
ktoére prowadza do rozwoju zaburzen psychicznych, w tym
depres;ji [30]. Ta wysoka wrazliwosé mézgu na ROSi RNS w
poréwnaniu do innych narzadéw wynika ze specyfiki tego
organu. Wysokie zapotrzebowanie energetyczne moézgu
sprawia ze, jest on gléwnym konsumentem tlenu [31,32].
To podwyzszone zuzycie tlenu skutkuje zwiekszona pro-
dukcjg ROS i RNS w mézgu [33]. GIéwnym celem dzialania
ROS w mozgu sa lipidy, zwlaszcza fosfolipidy, a ich nad-
mierna peroksydacja w moézgu jest waznym wydarzeniem
w patogenezie depresji [34-36]. Brak réwnowagi miedzy
produkcja ROS a ich neutralizacja przez systemy obrony
antyoksydacyjnej prowadzi do uszkodzenn oksydacyjnych
biomolekul, a w konsekwencji skutkuje rozregulowaniem
funkcji mézgu i zaburzeniami w sygnalizacji neuronalnej
[37]. W zwiazku z tym w tkance mézgowej obserwuje sie
procesy neurodegeneracyjne, w tym neuronalng degradacje
dopaminergiczna, dysfunkcje mitochondriéw, ekscytotok-
syczno$é oraz indukcje stanu zapalnego [38].

W zwiazku z tym, ze depresja dotyka przede wszystkim
moézgu, badania wyjasniajace jej patomechanizm wymagaja
zastosowania modeli eksperymentalnych, umozliwiajacych
obserwacje zmian na dwoéch poziomach - obwodowym
(krew) i centralnym (moézg). Takie podejscie pozwala zwe-
ryfikowac na ile zmiany w o$rodkowym uktadzie nerwo-
wym sg odzwierciedlane w zmianach we krwi chorych na
depresje. Dlatego tez wiele dotychczasowych badari doty-
czacych zaburzen depresyjnych opieralo si¢ na zwierzecych
modelach, a takze faczylo badania kliniczne z badaniami
post mortem pacjentéw chorych na depresje. W naszej do-
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Rycina 2. Badanie przeprowadzono na samcach szczuréw rasy Wistar Han (Charles River, Sulzfeld, Germany), ktére losowo podzielono na pie¢ grup (zwierzeta kon-
trolne, stresowane, kontrolne po terapii wenlafaksyna, stresowane po terapii solg fizjologiczna, stresowane po terapii wenlafaksyng) po szes¢ osobnikow kazda. Przed
rozpoczeciem wiasciwej ekspozycji na bodzce stresowe zwierzeta poddawano dwutygodniowej adaptacji do warunkéw laboratoryjnych. Procedura CMS polegata na dtu-
gotrwatlej ekspozycji zwierzat na tagodne bodzce stresowe, obejmujace pozbawienie zwierzat pokarmu lub wody, przechylanie klatki pod katem 45°, zmiana dobowych
rytméw o$wietlenia pomieszczen (wlaczanie i wylaczanie $wiatla co dwie godziny), zabrudzanie klatki (250 ml wody w trocinowej Scidlce) czy $wiatlo stroboskopowe
(150 btyskéw/minute). Bodzce stresowe stosowano indywidualnie i nieprzerwanie w dzieni i w nocy. Zwierzeta kontrolne nie miaty kontaktu z grupami stresowanymi.
Po dwoéch tygodniach ekspozycji na bodzce stresowe zwierzeta odpowiedniej grupy badawczej poddano terapii, ktora obejmowata iniekcje roztworu wenlafaksyny o
stezeniu 10 mg/kg masy ciata lub soli fizjologicznej w ilosci 1 ml/kg masy ciala. Terapia wenlafaksyng lub odpowiednio sola fizjologiczng trwata piec¢ tygodni [39]. Po
zakoniczeniu procedury stresowej badz terapii zwierzeta dekapitowano, a do dalszych analiz molekularnych (analiza ekspresji na poziomie mRNA z wykorzystaniem
fanicuchowej reakcji polimerazy z detekcja produktu specyficznego dla jednego allelu i/badz drugiego allelu w czasie rzeczywistym (real-time PCR, ang. real-time PCR),
iloéci bialka z zastosowaniem techniki Western Blot i stopnia metylacji regionéw promotorowych wybranych genéw z wykorzystaniem analizy topnienia DNA o wysokiej
rozdzielczoéci (MS-HRM, ang. methylation sensitive - high resolution melting) pobierano prébki krwi obwodowej, z ktérej pozyskiwano PBMCs i tkanki mézgowej z odpo-

wiednio wypreparowanymi strukturami mézgu (hipokamp, ciala migdatowate, srédmézgowie, podwzgoérze, kora mézgowa, jadra zwojow podstawy).

tychczasowej pracy badawczej wykorzystaliémy dwa ukla-
dy badawcze, obejmujace: (i) model in vivo, z wykorzysta-
niem jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (PBMCs,
ang. peripheral blood mononuclear cells) oraz komérek nerwo-
wych mézgu, pochodzacych od szczuréw (model depre-
sji chronicznego tagodnego stresu, CMS, ang. chronic mild
stress) (ii) oraz model in vitro, z wykorzystaniem prébek
krwi, pobranej od pacjentéw ze zdiagnozowana depresjq i
zdrowych ochotnikéw.

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO I
NITRACYJNEGO W PATOGENEZIE DEPRES]JI
NA PODSTAWIE BADAN IN VIVO

Zastosowanie zwierzecego modelu depresji miato na celu

identyfikacje zmian zachodzacych w tkance mézgowej i ko-
moérkach PBMCs na skutek ekspozycji na bodZce stresowe i
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w odpowiedzi na standardowa terapie przeciwdepresyjna z
zastosowaniem wenlafaksyny (nalezacej do grupy SNRIs).
Procedura CMS (schemat przebiegu zaprezentowano na
Ryc. 2) zostala przeprowadzona w Instytucie Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie dzieki wspélpracy z
Panem Profesorem Mariuszem Pappem. Wszystkie badania
zostaly przeprowadzone na podstawie zgody Komisji Bio-
etycznej Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie nr 1272/2015.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze na skutek diugotrwa-
tych bodZcéw stresowych badane zwierzeta wykazywaty
zaburzenia behawioralne i molekularne. Dwutygodniowa
procedura CMS przyczynila sie do rozwoju anhedonii u
stresowanych szczuréw, przejawiajacej sie istotnym spad-
kiem spozycia 1% roztworu sacharozy, ktéremu dodatko-
wo towarzyszyly zmiany ekspresji oraz stopnia metylacji

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 3. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg) na ekspresje CAT na poziomie mRNA w hipokampie (A) i PBMCs (B) oraz stopient metylacji
regionu promotorowego badanego genu w hipokampie (C) i PBMCs (D). Poziom ekspresji oszacowany wg wzoru 2. Dane w postaci érednia £ SEM. N = 6. # p < 0,05
dla réznic pomiedzy grupa kontrolng, a stresowang; * p < 0,05 dla réznic pomiedzy grupa stresowang i grupa stresowana po terapii wenlafaksyna (jednoczynnikowa

ANOVA i test post-hoc Tukey).

regionéw promotorowych genéw, kodujacych enzymy
zaangazowane w stres oksydacyjny i nitracyjny. Co wie-
cej, pieciotygodniowa terapia wenlafaksyna przywracata
spozycie sacharozy do poziomu osiagganego przez szczury
grupy kontrolnej [40]. Z kolei na poziomie molekularnym,
zaobserwowano, ze ekspresja CAT (katalazy, ang. catalase)
w hipokampie byla obnizona u zwierzat poddanych pro-
cedurze CMS (Ryc. 3) [40], co potwierdzilo wczedniejsze
doniesienia, wskazujace, ze przewlekly stres powoduje
zmniejszenie aktywnosci katalazy w korze mézgowej i hi-
pokampie [41,42]. Ponadto, terapia escitalopramem (anty-
depresant z grupy SSRIs) zwiekszata aktywnosé¢ CAT w
mozgu szczuréw poddanych chronicznemu, nieprzewidy-
walnemu, fagodnemu stresowi (CUMS, ang. chronic unpre-
dictable mild stress) [43]. Analiza stopnia metylacji regionu
promotorowego badanego genu nie wykazala istotnych
réznic miedzy badanymi grupami, zaréwno w hipokampie

jak i w komérkach PBMCs, co moze $wiadczy¢ o regulacji
ekspresji genéw na drodze innych niz metylacja mechani-
zmow epigenetycznych [40].

Nasze analizy wykazaly réwniez, ze pieciotygodniowa
terapia wenlafaksyna skutkowata wzrostem ekspresji SOD1
i SOD2 (dysmutazy ponadtlenkowej 1 i 2, ang. superoxide
dismutase 1/2) w komoérkach PBMCs stresowanych zwierzat,
podczas gdy w hipokampie ta sama terapia wywolywata
odwrotny efekt (Ryc. 4A, 4B, 4E, 4F). Co wiecej, ekspozycja
na bodzce stresowe skutkowata wzrostem metylacji regio-
néw promotorowych SOD1 i SOD2 w hipokampie, co prze-
kladalo sie na obnizenie poziomu ekspresji tych genéw, ale
W sposob nieistotny statystycznie (Ryc. 4C, 4D, 4G, 4H) [40].
Wczesniejsze badania z wykorzystaniem modelu CUMS
wykazaly, Ze stresowane zwierzeta cechowaly sie obnizo-
na aktywnoscia SOD w moézgu, ktéra wzrastala na skutek
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Rycina 4. Wptyw chronicznego fagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg) na ekspresje SOD1 na poziomie mRNA w hipokampie (A) i PBMCs (B) i oraz stopient mety-
lacji regionu promotorowego badanego genu w hipokampie (C) i PBMCs (D) oraz na ekspresje SOD2 na poziomie mRNA w hipokampie (E) i PBMCs (F) i oraz stopien
metylagji regionu promotorowego badanego genu w hipokampie (G) i PBMCs (H). Poziom ekspresji oszacowany wg wzoru 2. Dane w postaci §rednia + SEM. N = 6.
# p < 0,05 dla réznic pomiedzy grupa kontrolna, a stresowana; * p < 0,05; *** p < 0,001 dla réznic pomiedzy grupa stresowang i grupa stresowang po terapii wenlafaksyna

(jednoczynnikowa ANOVA i test post-hoc Tukey).
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ANOVA i test post-hoc Tukey).

zastosowanego leczenia przeciwdepresyjnego escitalopra-
mem [43]. Podobnie Berk i wsp. (2020) potwierdzili, ze na
skutek procedury CMS zwierzeta cechowaty sie obnizonym
poziomem SOD w hipokampie, ktéry po zastosowaniu im-
peraminy (antydepresant z grupy TCA) wzrastat [44].

Co wiecej, przeprowadzone przez nas badania wykazaty
réwniez, ze dwutygodniowa procedura stresowa skutkowata
wzrostem ekspresji na poziomie mRNA GPx1 (peroksydazy
glutationowej 1, ang. glutathione peroxidase 1) w sréodmézgowiu
(Ryc. 5A), a takze Gpx4 (peroksydazy glutationowej 4, ang.
glutathione peroxidase 4) i NOS1 (syntetazy tlenku azotu 1, ang.

nitric oxide synthase 1) w srédmoézgowiu i jadrach zwojéw pod-
stawy (Ryc. 6A, 7A). Godnym uwagi jest fakt, ze zastosowana
terapia wenlafaksyna przywracata poziom ekspresji badanych
genéw do poziomu grupy kontrolnej (Ryc. 5A, 6A, 7A), co
moze sugerowaé, ze w przypadku osobnikéw cechujacych
sie podwyzszong ekspresja GPx1, GPx4 i NOS1 wenlafaksyna
moze by¢ skutecznym lekiem w tagodzeniu objaw6éw depresji
[40]. Podobnie, Wang i wsp. (2008) wykazali, ze supresja NOS
w neuronach hipokampu moze chroni¢ przed rozwojem obja-
wow podobnych do depresji w zwierzecym modelu depresji
[45]. Co wazne, poziom ekspresji GPx1 w komoérkach PBMCs
wykazywal odwrotng zalezno$¢ niz w komorkach nerwo-
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Rycina 6. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg) na ekspresje GPx4 na poziomie mRNA w srodmozgowiu, jadrach zwojéw podstawy (A) i
PBMCs (B) oraz stopieri metylacji regionu promotorowego badanego genu w $srédmoézgowiu, jadrach zwojow podstawy (C) i PBMCs (D) jak réwniez na ilos¢ biatka Gpx4
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nlafaksyna (jednoczynnikowa ANOVA i test post-hoc Tukey).

wych, ale uzyskane wyniki okazaly sie by¢ nieistotne staty-
stycznie (Ryc. 5B). Z kolei analiza stopnia metylacji regionu
promotorowego GPx1 wykazala, ze zmiany w sr6dmézgowiu
byly odzwierciedlone w PBMCs, ale istotne podwyzszenie
stopnia metylacji zaobserwowano tylko dla komérek PBMCs
szczuréw poddanych procedurze stresowej (Ryc. 5C, 5D). Po-
nadto, mimo zwiekszonej ekspresji Gpx4 w srodmoézgowiu i
jadrach zwojoéw podstawy, nasze badania wykazaly, ze sto-
pien metylacji regionéw promotorowych badanego genu byt
wyzszy w grupie poddanej procedurze stresowej niz w grupie
kontrolnej (Ryc. 5C) [40]. Ten brak wplywu podwyzszonej me-
tylacji na ekspresje moze by¢ konsekwencja obecnosci wielu
regionéw promotorowych w badanym genie, ktére moga re-
gulowac jego ekspresje na drodze innych mechanizméw, np.
takich jak acetylacja histonéw czy miRNA [46]. Istotne zmia-
ny w ilosci biatka zaobserwowano dla Gpx4 w hipokampie i
korze mézgowej, jednak zmiany te nie sa synonimiczne (Ryc.
5E, 5F). W hipokampie zaobserwowano wzrost ilosci Gpx4
w grupie stresowej w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a te-
rapia wenlafaksyna powodowala dalszy wzrost ilosci biatka
(Ryc. 5E), podczas gdy w korze mézgowej zaobserwowano
przeciwstawny efekt w obu omawianych grupach badaw-
czych (Ryc. 5F). Wyniki te moga $wiadczy¢ o specyficznosci
strukturalnej badanych parametréw. Co wazne, w przypadku
PBMCs nie zaobserwowaliémy istotnych réznic w ekspres;ji
(Ryc. 6B) i stopniu metylacji promotora GPx4 (Ryc. 6D) oraz
metylagji regionéw promotorowych NOSI (Ryc. 7D, 7E) [40],
co sugeruje, ze zmiany zachodzace centralnie - w mézgu - nie
sg dokladnym odzwierciedleniem zmian obserwowanych ob-
wodowo, badz tez zmiany na obwodzie sa obserwowane ze
znacznym opdznieniem w poréwnaniu do zmian zachodza-
cych w tkance mézgowej. Dodatkowo, istotno$¢ zmian obser-
wowanych w mézgu moze wynikaé z wiekszej wrazliwosci
komoérek nerwowych nawet na mate stezenia ROS [47].

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO I

NITRACYJNEGO W PATOGENEZIE DEPRES]I
NA PODSTAWIE BADAN KLINICZNYCH

Weryfikacja badan prowadzonych na zwierzecych mode-
lach depresji powinny by¢ odpowiednie badania z udziatem
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ludzi, w tym réwniez badania przeprowadzane post mortem.
Jak wspomniano powyzej, mozg jest organem szczegdlnie
narazonym na szkodliwe dziatanie ROS. W zwigzku z tym,
dotychczasowe badania potwierdzily podwyzszony po-
ziom biomarkerow uszkodzen oksydacyjnych biomolekut
komoérkowych (biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych).
Pacjenci z depresja odznaczali si¢ podwyzszonym pozio-
mem 8-oksyguaniny (8-oxoG, ang. 8-oxoguanine) w moczu,
plynie mézgowo-rdzeniowym, osoczu i PBMCs, co potwier-
dza obecnos¢ uszkodzerr oksydacyjnych DNA [48-50]. Co
wiecej, w przebiegu depresji zaobserwowano réwniez pod-
wyzszony poziom malonylodialdehydu (MDA, ang. malon-
dialdehyde), produktu ubocznego peroksydacji wieloniena-
syconych kwaséw tluszczowych oraz 8-izo-prostaglandyny
F2 (8-iso-PGF2, ang. 8-iso-prostaglandin F2), ktéra powstaje
w wyniku utleniania kwasu arachidonowego [51-53].

Obok nadmiernej produkcji ROS w przebiegu depre-
sji obserwuje si¢ réwniez niewydolnos$¢é systeméw obro-
ny antyoksydacyjnej. Dotychczas wykazano, Ze pacjenci z
depresja cechujg sie obnizonym poziomem niskoczastecz-
kowych antyoksydantéw, w tym cynku, koenzymu Q10,
witamin A, E, C oraz glutationu w osoczu oraz zwiekszo-
na aktywnoscia enzymoéw prooksydacyjnych, takich jak
oksydaza ksantynowa [55-57]. Niestety, wiele z uzyskanych
wynikéw dotychczasowych badan pozostaje sprzecznych,
szczegblnie w przypadku badan dotyczacych analizy ak-
tywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych. Z jednej strony
naukowcy potwierdzaja zmniejszong aktywnosé SOD czy
GPx w surowicy chorych [58,59], a z drugiej strony istnie-
ja dowody przeczace tym wynikom [54-56]. Podobnie w
przypadku CAT, wiele badan klinicznych wykazalo wzrost
aktywnosci badanego enzymu w trakcie epizodu depresji
oraz w przewlekltych stanach depresyjnych [58,60-62]. Ta
zwigkszona aktywnos¢ CAT i innych enzyméw antyoksy-
dacyjnych moze wynika¢ z aktywacji mechanizméw kom-
pensacyjnych ukierunkowanych na zltagodzenie wpltywu
stresu oksydacyjnego. Jednak z drugiej strony inne badania
wskazuja na istotny spadek aktywnosci CAT podczas epi-
zodéw depresji, co moze by¢ konsekwencja skrajnego wy-
czerpania enzymoéw przy bardzo wysokim poziomie ROS w
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Tabela 1. Rozklad genotypéw i alleli polimorfizméw c.47T > C, ¢.-89A >T, c.660T > C i czestos¢ wystepowania depresji.

/T 9 0,039 29 0,103
T/C 150 0,655 170 0,605
c/C 70 0,306 82 0,292
T 169 0,367 228 0,406
C 290 0,633 334 0,594
AJA 12 0,183 33 0,117
A/T 98 0,428 160 0,569
T/T 89 0,389 88 0,313
A 182 0,397 226 0,402
T 276 0,603 336 0,598
/T 8 0,035 53 0,189
T/C 138 0,603 141 0,603
c/C 83 0,362 87 0,310
T 154 0,336 247 0,440
C 304 0,664 315 0,560

p < 0,05 wraz z odpowiednimi ORs sa pogrubione. *OR dostosowany do pici.

2,524
(1.308-6,06) %008 2,823 (1,308-6,095) 0,008
0,814

(0,566-1,170) 0,266 0,814 (0,565-1,172) 0,268
0,814

0566-1,170) 687 0,922 (0,629-1,353) 0,679
1,286

(Gows1753) 0111 1,289 (0,945-1,759) 0,109
0,778

0570-1,060) 0111 0,776 (0,569-1,058) 0,109
0,595

03630975 %039 0,595 (0,363-0,975) 0,039
1,757

(1230299 0002 1,762 (1,236-2,511) 0,002
0,721

(0500-1,040) 080 0,720 (0,498-1,041 0,080
1,020

07871301 8% 1,019 (0,786-1,321) 0,888
0,981

07571071 8% 0,982 (0,757-1,272) 0,888
6,450 (2,998 6,463 (3,003-

13,877 <0,001 13,907) <0,001
0,659

(0.463-0939) 0021 0,659 (0,463-0,939) 0,021
0,793

(05481148 0219 0,791 (0,546-1,145) 0,214
1,678

(2602206 <0001 1,684 (1,268-2,237) <0,001
et <0,001 0,594 (0,447-0,788) <0,001

(0,449-0,791)

trakcie przediuzajacego sie lub kolejnych epizodéw depresji
[63]. Proba rozstrzygniecia niejasnosci dotyczacych udziatu
stresu oksydacyjnego w rozwoju depresji byta wykonana
przez nas analiza czesto$ci wystepowania okreslonych wa-
riantéw polimorficznych (SNPs, ang. single nucleotide poly-
morphisms) CAT, SOD2 i GPx4 (Tab. 1). Material do badan
obejmowal DNA wyizolowany z prébek krwi obwodowej
pobranej od zdrowych ochotnikéw, nalezacych do grupy
kontrolnej oraz od pacjentéw ze zdiagnozowana depresja,
hospitalizowanych w Klinice Psychiatrii Dorostych Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi. Probki te otrzymano dzieki
wspolpracy z zespolem Pana Profesora Piotra Gateckiego.
Rozktad genotypoéw i alleli badanych SNPs przeprowadzo-
no z wykorzystaniem tarficuchowej reakcji polimerazy z
detekcja produktu specyficznego dla jednego allelu i/badz
drugiego allelu w czasie rzeczywistym (real-time PCR ang.
real-time polymerase chain reaction). Na wykonanie tej czesci
badarn zostata udzielona zgoda Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi nr RNN/70/14/KE. Analiza
rozkladu genotypéw wykazala, ze genotyp T/T polimorfi-
zmu c.47T>C (rs4880) genu SOD2 byl zwigzany z wieksza

86

czestoscia wystepowania depresji. W przypadku polimor-
fizmu c.-89A>T (rs7943316) genu CAT, wykazano, ze geno-
typ A/ A jest pozytywnie skorelowany z wystepowaniem
depresji, podczas gdy genotyp A/T znacznie czesciej wy-
stepowal w grupie kontrolnej. Ponadto, genotyp T/T po-
limorfizmu c.660T>C (rs713041) genu GPx4 byt zwigzany
ze zwiekszona czestodcia wystepowania depresji, podczas
gdy heterozygota T/C oraz allel C wykazywaly odwrotna
zaleznoé¢ [64]. Dodatkowo, w zwiazku z tym, ze kobiety ce-
chuja sie dwukrotnie wyzszym ryzykiem rozwoju depresji
niz mezczyzni, [3] wykonano analize rozkltadu genotypéw
badanych polimorfizméw z uwzglednieniem pici, ktéra po-
twierdzita réznice miedzy populacja kobiet i mezczyzn. W
przypadku polimorfizmu c.47T>C (p.Vall6Ala) genu SOD2
(rs4880), genotyp T/ T wystepowal znacznie czesciej u mez-
czyzn z depresja, podczas gdy w populacji kobiet nie obser-
wowano wplywu badanego polimorfizmu na czestos¢ wy-
stepowania depresji. Genotyp A/A polimorfizmu c.89A>T
genu CAT (rs7943316) u mezczyzn, a genotypy A/TiT/T
u kobiet byly zwigzane ze zmniejszeniem czestosci wyste-
powania depresji. W przypadku polimorfizmu ¢.660T>C
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Rycina 8. Wplyw genotypéw polimorfizméw c.47T>C (p.Vall6Ala) - SOD2 (rs4880) (A) oraz c.-89A>T - CAT (rs7943316) (B) na wiek pacjenta podczas pierwszego epi-
zodu depresji. * p < 0.05

(rs713041) genu GPx4 genotyp T/T byl pozytywnie sko- i homozygoty A/A (dla c.-89A >T - CAT) (Ryc. 8). Analizy
relowany z wystepowaniem depresji zaréwno w popula- nie wykazatly wptywu polimorfizméw na odpowiedz na za-
qji kobiet jak i mezczyzn, jednakze heterozygota T/C tego stosowang terapie lekami z grupy SSRIs [64].

SNP bylta zwigzana ze wzrostem czestoéci depresji tylko

w grupie mezczyzn. Co istotne, analiza wieku pierwszego Wazne dla prawidlowego funkcjonowania komérki sa
epizodu depresji wykazata, ze homozygoty T/T polimorfi- réwniez RNS, takie jak tlenek azotu (NO, ang. nitric oxide),
zmu c.47T>C (p.Vall6Ala) zlokalizowanego w genie SOD2 kation nitrozylowy (NO?, ang. nitrosyl cation), anion nitro-
oraz heterozygoty polimorfizmu c.-89A >T - CAT doéwiad- zylowy (NO-, ang. nitrosyl anion) i nadtlenoazotyn (ONOO-,
czaly pierwszego epizodu depresji w miodszym wieku niz ang. peroxynitrite) [65]. Nadprodukcja RNS prowadzi do
odpowiednio heterozygoty T/C (dla c.47T>C (p.Vall6Ala) rozwoju stresu nitracyjnego, ktéry réwniez jest zaanga-
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Rycina 9. Metabolizm tryptofanu w organizmie. 2,3-dioksygenazy tryptofanu 2 (TDO2, ang. tryptophan 2,3-dioxygenase) oraz 2,3-dioksygenazy indolaminowej 1 (IDO1,
ang. indoleamine 2,3-dioxygenase 1) katalizuja rozszczepienie pierécienia indolowego tryptofanu (egzogenny aminokwas) z jednoczesnym przytaczeniem atomu tlenu w
pozycji 213, prowadzac finalnie do powstania kinureniny. TDO2 wykazuje najwyzsza ekspresje w watrobie, a IDO1 ulega ekspresji w wiekszosci tkanek, w tym w komor-
kach osrodkowego ukladu nerwowego. W nastepnym etapie kinurenina jest przeksztalcana do 3-hydroksykinureniny dzieki aktywnosci 3-monooksygenazy kinurenino-
wej (KMO, ang. kynurenine 3-monooxygenase), a 3-hydroksykinurenina jest przeksztatcana do silnie toksycznego kwasu chinolinowego. Tryptofan, kinurenina i 3-hydroksy-
kinurenina moga przenikac przez bariere krew-mé6zg. W mézgu, tryptofan ulega przemianom prowadzacym do powstania melatoniny (dzieki aktywnosci hydroksylazy
tryptofanu 1 - TPH1, ang. tryptophan hydroxylase 1; dekarboksylazy aromatycznych L-aminokwaséw - AADC, KATI, ang. aromatic l-amino acid decarboxylase lub kynurenine
aminotransferase I, N-acetylotransferaza serotoniny - SNAT, ang. serotonin N-acetyltransferase; 5-hydroksyindolo-O-metylotransferaza - HOMT, ang. hydroxyindole-O-me-
thyltransferase), serotoniny (dzieki aktywnosci hydroksylazy tryptofanu 2 - TPH2, ang. tryptophan hydroxylase 2; dekarboksylazy aromatycznych L-aminokwaséw - AADC,
KATI), kwasu kinureninowego (dzieki aktywnosci aminotransferazy kinureniny II - KATII, ang. kynurenine aminotransferase II) i kwasu chinolinowego (dzieki aktywnosci
KMO, 3,4-dioksygenaza kwasu antranilowego - 3-HAQO, ang. 3-hydroxyanthranilate oxidase). Kwas kinureninowy wykazuje aktywnos¢ antagonisty receptora N-metylo-D-
-asparaginowy (NMDAR, ang. N-methyl-D-aspartate receptor) i receptora a7 nikotynowych receptoréw cholinergicznych (a7nAChR, ang. alpha-7 nicotinic receptor), podczas
gdy kwas chinolinowy aktywuje receptor a7nAChR [70].
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zowany w patofizjologie depresji. Dotychczasowe wyniki
badan wskazujg, ze obok podwyzszonego stezenia ROS,
pacjenci z depresja cechuja sie rowniez nadprodukcjg RNS.
W przebiegu depresji obserwuje sie podwyzszony poziom
NO. Co wiecej, pacjenci po prébach suicydalnych cecho-
wali sie wyzszym poziomem NO w surowicy niz pacjenci,
ktérzy nie dokonywali tych préb [66-68]. Ponadto, konse-
kwencja zbyt wysokiego stezenia NO moze by¢ nitrowanie
i hipernitrozylacja aminokwaséw i biatek. Prowadzi to do
produkgji reaktywnych zwigzkéw, w tym NO-tyrozyny,
NO-tryptofanu i NO-argininy. Z drugiej strony udowod-
niono, ze ograniczenie syntezy NO moze wykazywa¢ dzia-
tanie o charakterze antydepresyjnym [29,69]. Jednakze do-
konane przez nas analizy wariantéw polimorficznych 420-
34221G>A (rs1879417) genu NOSI, ¢.1823C> T (rs2297518)
i¢.-227G>C (rs10459953) genu NOS2 nie wykazaly korelacji
miedzy rozkladem ich genotypéw/alleli a zmiang czesto-
§ci wystepowania depresji w ogdlnej populacji. Jednak-
Ze analiza z uwzglednieniem plci wykazata, Ze w grupie
kobiet genotyp G/C polimorfizmu ¢.227G>C genu NOS2
(rs10459953) byt zwigzany ze zmniejszeniem czestosci wy-
stepowania depresji, podczas gdy genotyp G/G tego SNP
wykazywatl odwrotny zwigzek. W populacji mezczyzn nie
zaobserwowano wplywu badanego polimorfizmu na cze-
stoé¢ wystepowania depresji, co moze potwierdza¢ wigksze
ryzyko rozwoju depresji u kobiet [64].

ROLA NIEPRAWIDEOWEGO PRZEBIEGU SZLAKU
KATABOLITOW TRYPTOFANU W ROZWOJU DEPRES]JI

Tryptofan jest egzogennym aminokwasem, prekursorem
serotoniny, ktérego bogatym Zrédiem sg pestki dyni, ser
z6lty, pestki stonecznika, mieso wieprzowe i siemie Iniane.
Przemiany szlaku TRYCATs zaprezentowano na Ryc. 9.

Dotychczasowe badania nad rola szlaku TRYCATs w
rozwoju depresji byly skoncentrowane przede wszystkim
na analizach poziomu serotoniny i ilosci jej receptoréw, co
zaowocowalo opracowaniem w latach 60. XX wieku teorii
serotoninowej, wyjasniajacej mechanizm rozwoju depres;ji.
Jednak poézniejsze badania wykazaly, Ze nie tylko etapy
tworzenia serotoniny sa kluczowe w mechanizmie rozwoju
depresji, ale caly szlak TRYCATS, poczawszy od niedoboru
tryptofanu poprzez nieprawidtowosci przebiegu szlaku ki-
nureninowego oraz syntezy monoamin, zaréwno serotoni-
ny jak i melatoniny [71,72]. W zwiazku z tym nasze badania
objety analize molekularnych zaburzeni enzyméw zaanga-
zowanych w szlak metabolizmu tryptofanu na podstawie
zwierzecego modelu CMS oraz wplywu SNPs, zlokalizo-
wanych w genach, kodujacych enzymy szlaku TRYCATs na
czesto$¢ wystepowania depresji w ogoélnej populaciji.

ROLA NIEPRAWIDEOWOSCI SZLAKU
TRYCATS W PATOGENEZIE DEPRES]I
NA PODSTAWIE BADAN IN VIVO

Rozwdj depresji jest zwigzany z obnizonym poziomem
tryptofanu, ktéry z jednej strony moze by¢ konsekwencja
przyjmowania diety ubogiej w tryptofan, a z drugiej moze
wynikaé z nadmiernej aktywnosci enzymoéw metabolizuja-
cych tryptofan, w tym hydroksylaz tryptofanu, limitujacych
szybko$¢ syntezy serotoniny i metioniny [73]. Badania na
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Rycina 10. Wplyw chronicznego fagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg) na
ekspresje Tph2 na poziomie mRNA w $rédmoézgowiu. Poziom ekspresji oszaco-
wany wg wzoru 2. Dane w postaci érednia £ SEM. N = 6. # p < 0,05 dla roznic
pomiedzy grupa kontrolna, a stresowana; * p < 0,05 dla r6znic pomiedzy grupa
stresowangq i grupa stresowana po terapii wenlafaksyna (jednoczynnikowa ANO-
VA i test post-hoc Tukey).

zwierzetach wykazaly, ze stresowane zwierzeta cechowaty
sie cechowaly si¢ zmniejszonym poziomem ekspresji mRNA
gendéw Tphl i Tph2, ktére limituja szybkos¢ syntezy seroto-
niny [74]. Jiao i wsp. (2019) wykazali, ze przewlekly stres
zwiazany z unieruchomieniem (CIS, ang. chronic immobili-
zation stress) zwiekszal ekspresje Tph2 i ilos¢ kodowanego
przez niego bialka w hipokampie, podczas gdy fluoksetyna
(antydepresant z grupy SSRIs) normalizowata te efekty [75].
Podobnie nasze badania z udzialem zwierzat wykazaly, ze
podwyzszony poziom ekspresji Tph2 w srédmoézgowiu stre-
sowanych zwierzat (procedura CMS) ulegal normalizacji po
podaniu wenlafaksyny (Ryc. 10). Godnym uwagi jest fakt, iz
ani procedura CMS, ani terapia wenlafaksyna nie wplywa-
ly istotnie na zmiany poziomu ekspresji badanych genéw
w komoérkach PBMCs, co moze sugerowaé, ze zaburzenia
przebiegu szlaku TRYCATS sa specyficzne dla mézgu [76].

Dotychczasowe badania wykazaly, ze deficyt tryptofanu
moze by¢ réwniez zwiazany z podwyzszonym poziomem
Idol. Ponadto, w wyniku aktywnosci tego enzymu gene-
rowane sa neurotoksyczne metabolity, w tym 3-hydroksy-
kinurenia i kwas chinolinowy. Te szkodliwe produkty me-
tabolizmu tryptofanu dodatkowo wzmagaja stres oksyda-
cyjny, ktéory w konsekwencji moze prowadzi¢ do indukcji
apoptozy neuronéw [77]. Apoptoza komoérek nerwowych
zostata potwierdzona w badaniach klinicznych donosza-
cych, ze objetos¢ hipokampu i ciala migdalowatego jest
zmniejszona u pacjentéw z depresja [78]. Ponadto, wysoka
ekspresja biatka Idol moze przyczyniac¢ sie do hamowania
produkgji serotoniny, ktérej niski poziom jest charaktery-
styczny dla pacjentéw z depresja [79,80]. Dwutygodniowa
procedura stresowa CMS powodowata wzrost ekspresji
Idol w $r6dmozgowiu (Ryc. 11A). Co wiecej, nasze wyniki
potwierdzajg réwniez, ze skuteczna terapia przeciwdepre-
syjna wenlafaksyna moze znosi¢ toksyczny efekt dziatania
badanego enzymu, w celu przywrécenia prawidlowego
metabolizmu tryptofanu poprzez obnizanie ilosci biatka
Ido1l w neuronach jader zwojow podstawy (Ryc. 11B, 11C)
[76]. Podobnie, Jiao i wsp. (2019) stwierdzili, ze CIS zwiek-
sza poziom ekspresji mRNA i bialek Ido1 w hipokampie, a
efekty te normalizuje fluoksetyna (antydepresant z grupy
SSRIs) [75]. Terapia citalopramem (antydepresant z grupy
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Rycina 11. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg)
na stopient metylacji regionu promotorowego Idol w $rédmézgowiu (A) oraz na
iloé¢ biatka Idol w jadrach zwojéw podstawy (B, C). W przypadku oznaczania
iloéci bialka intensywnos¢ prazkéw na btonie rentgenowskiej badano densytome-
trycznie mierzac wartos¢ IOD normalizowana w poréwnaniu do genu referencyj-
nego p-aktyny. Wyniki przedstawiono jako zaleznos¢ IOD,,,/IOD .. Dane w
postaci érednia + SEM. N = 6. # p < 0,05 dla r6znic pomiedzy grupa kontrolng, a
stresowang; $ p < 0,05 dla r6znic pomiedzy grupa stresowana po terapii sola fizjo-
logiczna i grupa stresowang po terapii wenlafaksyna (jednoczynnikowa ANOVA
i test post-hoc Tukey).

SSRIs) z kolei hamowata aktywnoécé Idol, przyczyniajac sie
tym samym do zwigkszenia obrotu serotoniny w hipokam-
pie, ciele migdalowatym i podwzgérzu zestresowanych

szczuréw [81]. Podobny efekt zwigzany ze zlagodzeniem
objawéw depresyjnych zaobserwowano w grupie zwierzat,
ktérym podawano inhibitory Idol oraz u myszy z nokau-
tem Idol [82-85]. Wyniki te moga wskazywaé na zdolnos¢
terapii przeciwdepresyjnej do modulowania ekspresji en-
zymow zaangazowanych w szlak TRYCATSs, a w szczegol-
noéci badane leki przeciwdepresyjne z grup SSRIs i SNRIs
moga ograniczaé¢ produkcje kinureniny, a tym samym obni-
za¢ poziom szkodliwych metabolitéw i hamowa¢ procesy
neurodegeneracyjne zwigzane z rozwojem depres;ji.

Z jednej strony rozwdj depresji wiaze sie z nadprodukcja
neurotoksycznych produktéw metabolizmu tryptofanu, a
z drugiej ze zmniejszonym poziomem kwasu kinurenino-
wego o charakterze neuroprotekcyjnym [73]. Istniejaca kon-
cepcja neurotoksycznosci aminokwaséw pobudzajacych w
moézgu zaproponowana przez Olney i wsp. (1995), zaklada
udzial nadmiernego pobudzenia NMDAR przez agoni-
ste, np. kwas glutaminowy, w patogenezie ré6znych form
uszkodzenia komérki nerwowej [86]. Jednym z agonistow
tego receptora moze by¢ réwniez kwas chinolinowy, ktéry
w nadmiernych iloéciach prowadzi do niedoczynnosci in-
terneuronéw GABAergicznych i indukcji apoptozy neuro-
néw, co w konsekwencji moze odpowiadaé za rozwéj ob-
jawow charakterystycznych dla depresji. Co wiecej, kwas
chinolinowy zwieksza réwniez presynaptyczne uwalnianie
glutaminianu i zmniejsza jego wychwyt przez astrocyty,
co dodatkowo wzmaga pobudzenie receptoréw NMDAR i
skutkuje ekscytotoksycznoscia. Z kolei kwas kinureninowy
dziala jako antagonista receptora NMDAR, a tym samym
znosi efekt dzialania kwasu chinolinowego [87,88]. Dotych-
czasowe wyniki wykazaly, ze myszy poddane procedurze
CUMS wykazuja obnizony poziom kwasu kinureninowego,
$wiadczacy o niskim poziomie lub aktywnosci Kat w cia-
tach migdatowatych i prazkowiu [89]. Jednakze w naszym
badaniu to dwutygodniowa ekspozycja na bodzce streso-
we powodowala wzrost ekspresji Katl w srédmoézgowiu,
co moze $wiadczyé o uruchomieniu mechanizméw kom-
pensacyjnych na poczatkowym etapie rozwoju depresji
majacych na celu zneutralizowane toksycznego dziatania
kwasu chinolinowego (Ryc. 12A). Przedluzajacy sie epizod
depresji lub kazdy kolejny epizod prowadza do wyczer-
pania mechanizméw kompensacyjnych, a w konsekwengji
skutkuja wyczerpaniem kwasu kinureninowego. Co wiecej,
w komoérkach PBMCs nie odnotowano znaczgcych réznic
w poziomie ekspresji Katl miedzy wszystkimi badanymi
grupami, co moze $wiadczy¢, ze czes¢ zmian na poziomie
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Rycina 12. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i wenlafaksyny (10 mg/kg) na ekspresje Katl na poziomie mRNA w §rédmézgowiu (A) i PBMCs (B) oraz KatIl w ciatach
migdatowatych i sSrodmézgowiu (C). Poziom ekspresji oszacowany wg wzoru 22, Dane w postaci §rednia + SEM. N = 6. # p < 0,05 dla réznic pomiedzy grupa kontrolng,
a stresowanag; * p < 0,05 dla r6znic pomiedzy grupa stresowang i grupa stresowana po terapii wenlafaksyna (jednoczynnikowa ANOVA i test post-hioc Tukey).
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Rycina 13. Wplyw genotypow polimorfizmu c.-844G>T - TPH2 (rs4570625) na wiek pacjenta podczas pierwszego epizodu depresji oraz polimorfizméw c.*456G>A - KAT1
(rs10988134) i ¢.975-7T>C (rs1480544) genu KATII na skuteczno$¢ terapii lekami SSRIs. ** p < 0.01, *** p < 0.001

molekularnym w rozwoju depresji jest charakterystyczna
jedynie dla komoérek nerwowych badz zmiany obwodowe
(w komorkach PBMCs) sa obserwowane z duzym opdz-
nieniem w stosunku do zmian w o$rodkowym ukladzie
nerwowym (Ryc. 12B). Ponadto, w ciatach migdatowatych
i srodmozgowiu stresowanych zwierzat zaobserwowano
zwiekszony poziom ekspresji Katll, ktéry ulegal obnizeniu
do poziomu grupy kontrolnej po zastosowaniu terapii we-
nlafaksyna (Ryc. 12C). Ekspresja Katll w komérkach PBMCs
pozostawala na niewykrywalnym poziomie [76]. Nasze wy-
niki, cho¢ sprzeczne z dotychczasowymi danymi, moga by¢
konsekwencja uruchomienia mechanizméw obronnych w
postaci zwiekszonej ekspresji enzyméw Kats, majacych na
celu zniesienie zwiekszonego stezenia kwasu chinolinowe-
go poprzez indukgje produkcji kwasu kinureninowego.

ROLA NIEPRAWIDEOWOSCI SZLAKU KATABOLITOW
TRYPTOFANU W PATOGENEZIE DEPRESJI
NA PODSTAWIE BADAN KLINICZNYCH

Badania kliniczne réwniez potwierdzaja role zaburzen
przemian tryptofanu w patogenezie depresji. Maes i wsp.
(2011a,b) wykazali, Ze pacjenci z depresja charakteryzuja
si¢ obnizonym stezeniem tryptofanu i kwasu kinureni-
nowego, wykazujacego wlasciwosci neuroprotekcyjne, a
podwyzszonym stezeniem neurotoksycznych produktéw
ubocznych przemian tryptofanu, takich jak 3-hydroksy-
kinurenina i kwas chinolinowy [90,91]. Obok zaburzen
prawidtowych pozioméw metabolitow szlaku TRYCATSs
zaobserwowano zmiany dotyczgce enzymow, zaangazowa-
nych w przemiany tryptofanu. Rozwdj depresji moze by¢
zwiazany z obnizeniem aktywnosci enzyméw zaangazo-
wanych w produkcje kwasu kinureninowego o wiasciwo-
$ciach przeciwutleniajacych i neuroprotekcyjnych, KATI i II
[77,92]. Jak zauwazono powyzej, przemiany tryptofanu sa
zwiazane z synteza melatoniny, ktéra jest zaangazowana w
regulacje rytméw okolodobowych czlowieka. Niski poziom
tryptofanu obserwowany u pacjentéw z depresja wiaze sie
ze zmniejszong synteza melatoniny, a tym samym przyczy-
nia sie do rozwoju bezsennosci u pacjentéw z depresja. 80%
pacjentow ze zdiagnozowana depresja charakteryzuje sie
zaburzeniami snu. Niestety, nasilajaca si¢ bezsenno$¢ moze
przyczyniac sie do ryzyka nawrotu i zwiekszenia ciezkosci
przebiegu epizodu depresji. Ponadto, wykazano, ze bezsen-
nos¢ jest charakterystyczna dla oséb, ktére podejmowaty
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proby samobéjcze. Nieleczona bezsenno$é moze byé row-
niez przyczyna nawrotu petnoobjawowej depresji [93].

Przeprowadzone przez nas badania skoncentrowaty sie
na poszukiwaniu skutecznych biomarkeréw diagnostycz-
nych wsréd polimorfizméw zlokalizowanych w genach
TPH1, TPH2, IDO1, KATI, KATII [94,95]. Wsr6d badanych
polimorfizméw, genotyp C/C oraz allel C polimorfizmu c.
804-7C>A (1s1799913), homozygota A/A polimorfizmu c.
803+221C>A (rs1800532), genotypy T/G oraz genotyp T/T
iallel T polimorfizmu c.-173A>T (rs10488682), zlokalizowa-
nych w genie TPH1 byly zwigzane ze zwiekszong czestoscia
wystepowania depresji. Z kolei genotyp T/T polimorfizmu
c.-1668T>A (rs623580) genu TPH1 byt ujemnie skorelowa-
ny z wystepowaniem depresji, podczas gdy genotyp A/A i
allel A tego SNP byly zwiazany ze wzrostem czestoéci roz-
woju depresji. Ponadto, genotyp G/G oraz allel G polimor-
fizmu c.-844G>T (rs4570625) genu TPH2 byly pozytywnie
skorelowane z wystgpieniem depresji, podczas gdy hetero-
zygota G/T i allel T tego SNP wykazywaty odwrotna kore-
lacje. Genotyp C/C oraz allel C polimorfizmu c.-1449C>A
(rs7963803) genu TPH2 zmniejszal czestos¢é wystapienia de-
presji, natomiast heterozygota C/A i allel A tego polimorfi-
zmu wykazywata odwrotng zaleznosé [94]. W przypadku
polimorfizmu ¢.*456G>A (rs10988134) genu KATI genotyp
A/ A zwiekszal czestosé wystapienia depresji. W przypad-
ku pozostatych badanych polimorfizméw c.975-7T>C genu
KATII (rs1480544), c.-1849C>A (rs3824259) i c.-1493G >C
(rs10089084) genu IDO1 nie wykazano ich wplywu na cze-
sto§¢ wystapienia depresji [95]. Co ciekawe, analiza wieku
pierwszego epizodu depresji wykazala, ze heterozygoty
polimorfizmu c.-844G>T (rs4570625) zlokalizowanego w
genie TPH2 (rs4570625) doswiadczaly pierwszego epizodu
depresji w miodszym wieku niz homozygoty G/G (Ryc.
13A) [94]. Ponadto, Andre i wsp. (2013) wykazali, Ze geno-
typ C/C polimorfizmu A218C genu TPHI moze wigzac sie
z ciezkim przebiegiem depresji i zmniejszong szansa uzy-
skania remisji w odpowiedzi na zastosowane leczenie [96].
Z kolei analiza wptywu plci na czestoé¢ wystapienia depre-
sji wykazata, ze genotyp A/A polimorfizmu c. *456G>A
(rs10988134) genu KAT1 byl pozytywnie skorelowany z roz-
wojem depresji, podczas gdy genotyp G/G byl zwigzany ze
zmniejszeniem czestosci przypadkéw depresji w populacji
mezczyzn. Natomiast w populacji kobiet nie zaobserwowa-
no wplywu tego polimorfizmu na czesto$¢ rozwoju depre-
sji. Przeprowadzone badania wykazaly wplyw wystapienia
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Tabela 2. Rozklad genotypéw i alleli polimorfizméw ¢.804-7C>A, c.-1668T>A, ¢.803+221C>A, c.-173A>T, c.-1449C>A and c¢.-844G>T, c¢.*456G>A i czestos¢ wystepowania
depres;ji.

Grupa kontrolna (n = 229) Pacjenci z depresjg (n = 281)

Genotyp/ Skorygowane

allel Liczba Czgstosc Liczba Czgstosc CRELEISERa OR (95% CI)?

pacjentbw  wystepowania pacjentéw  wystepowania
¢,804-7C>A - TPH1 (rs1799913)

c/C 65 0,283 100 0,357 1,473 (1,013-2,141) 0,042 1,413 (0,969-2,060) 0,073
C/A 118 0,513 127 0,454 0,865 (0,613-1,222) 0411 0,787 (0,555-1,117) 0,180
A/A 47 0,204 53 0,189 0,964 (0,623-1,492) 0,868 0,908 (0,586-1,408) 0,666
C 248 0,539 327 0,584 1,288 (1,012-1,639) 0,040 1,196 (0,935-1,531) 0,154
A 212 0,461 233 0,416 0,911 (0,715-1,160) 0448 0,836 (0,653-1,070) 0,154
¢,803+221C>A - TPH1 (rs1800532)

c/C 66 0,287 93 0,331 1,319 (0,905-1,922) 0,150 1,212 (0,831-1,769) 0,318
(7N 151 0,657 158 0,564 0,772 (0,543-1,098) 0,49 0,676 (0,471-0,969) 0,033
A/A 11 0,048 29 0,104 2,416 (1,180-4,947) 0,016 2,308 (1,126-4,730) 0,022
C 283 0,615 344 0,614 1,160 (0,872-1,544) 0,307 0,970 (0,719-1,309) 0,843
A 173 0,376 216 0,386 1,170 (0,871-1,571) 0,298 1,058 (0,784-1,429) 0,712
¢,-173A>T - TPH1 (rs10488682)

/T 119 0,517 167 0,596 1,515 (1,070-2,145) 0,019 1,377 (0,968-1,958) 0,075
A/T 99 0,430 98 0,35 0,772 (0,541-1,102) 0,154 0,713 (0,498-1,020) 0,064
A/A 12 0,052 15 0,054 1,080 (0,495-2,355) 0,846 1,032 (0,473-2,252) 0,937
T 337 0,733 432 0,771 1,444 (1,095-1,904) 0,009 1,242 (0,927-1,664) 0,147
A 123 0,267 128 0,229 0,860 (0,644-1,149) 0309 0,805 (0,601-1,079) 0,147
¢,-1668T>A - TPH1 (rs623580)

/T 121 0,267 116 0,414 0,701 (0,496-0,992) 0,045 0,638 (0,449-0,908) 0,012
T/A 95 0,733 132 0,471 1,371 (0,967-1,943) 0,077 1,264 (0,888-1,798) 0,193
A/A 14 0,061 32 0,114 2,092 (1,089-4,021) 0,027 1,996 (1,037-3,839) 0,038
T 337 0,413 364 0,65 0,800 (0,617-1,039) 0,094 0,667 (0,505-0,881) 0,004
A 123 0,526 19 0,35 1,598 (1,212-2107)  <0,001 1,500 (1,136-1,981) 0,004
G/G 48 0,209 167 0,596 5,942 (3,999-8,831)  <0,001 5,647 (3,790-8,413) <0,001
G/T 179 0,778 111 0,396 0,223 (0,153-0,324)  <0,001 0,186 (0,125-0,275) <0,001
T/T 3 0,013 2 0,007 0,571 (0,0946-3,444) 0541 0,546 (0,0905-3,299) 0,510
© 275 0,598 445 0,794 5496 (3,764-8,027)  <0,001 5213 (3,632-7,695) <0,001
T 185 0,402 115 0,205 0,230 (0,159-0,333)  <0,001 0,192 (0,130-0,283) <0,001
¢,-1449C>A - TPH2 (1s7963803)

c/C 114 0,496 96 0,343 0,581 (0,408-0,828) 0,003 0,529 (0,370-0,759) <0,001
C/A 106 0,461 178 0,636 2,223 (1,563-3,160) <0,001 2,054 (1,438-2,934) <0,001
A/A 10 0,043 0,506 (0,181-1,413) 0,193 0,478 (0,171-1,338) 0,160

X2=7,447; p = 0,024
C 334 0,726 370 0,661 0,823 (0,609-1,111) 0,203 0,641 (0,463-0,886) 0,007
A 126 0,274 190 0,339 1,694 (1,228-2,335) 0,001 1,561 (1,128-2,159) 0,007
Grupa kontrolna (n = 236) Pacjenci z depresjg (n = 281)

5'13:10’5}’]3/ Licgba : Czestosé . Licz.ba : Czestosé . Crude OR (95% CI)* p %l;)l(}gfg%wcalr)lf

pagjentbw  wystgpowania pacjentow  wystepowania
¢,*456G>A - KAT1 (rs10988134)
A/A 9 0,038 23 0,082 2,266 (1,027-4,998) 0,043 2,269 (1,029-5,007) 0,042
A/G 77 0,326 95 0,338 1,066 (0,738-1,540) 0,733 1,065 (0,737-1,539) 0,736
G/G 150 0,636 163 0,580 0,782 (0,548-1,117) 0,176 0,783 (0,548-1,117) 0,177

X2 =3,659; p =0,056
A 95 0,201 141 0,251 1,323 (0,991-1,766) 0,058 1,323 (0,991-1,766) 0,058
G 377 0,799 421 0,749 0,756 (0,566-1,009) 0,058 0,756 (0,566-1,009) 0,058

p < 0,05 wraz z odpowiednimi ORs sa pogrubione. * OR dostosowany do plci.
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genotypu A/A SNP c.*456G>A (rs10988134) genu KAT1
oraz genotypu T/T polimorfizmu ¢.975-7T>C (rs1480544)
genu KATII na obnizenie skutecznoéci konwencjonalnej te-
rapii SSRIs (Ryc. 13B, 13C i Tab. 2) [95].

PODSUMOWANIE

Szeroka analiza oparta o wyniki uzyskane w ramach ba-
dan in vivo i in vitro i wnioski ujete w pracy przyczyniaja
sie do pelniejszego poznania mechanizméw odpowiedzial-
nych za rozwoj depresji na poziomie molekularnym. Z uwa-
gi na ciggly wzrost nowych zachorowan oraz wystgpienia
kolejnych epizodéw depresji u tych samych pacjentow, jak
réwniez problemy diagnostyczne i terapeutyczne, dane z
przeprowadzonych badart moga postuzy¢ do opracowa-
nia nowych, skuteczniejszych metod, ulatwiajacych trafna
diagnostyke, a takze moga przyczynic sie w przysziosci do
opracowania spersonalizowanej terapii wiasciwej dla dane-
go pacjenta.

Do najwazniejszych wnioskéw przeprowadzonych ba-
dan nalezg:

e stres oksydacyjny i nitracyjny, a takze zaburzenia w
przebiegu szlaku katabolitow tryptofanu sa zaangazo-
wane w mechanizm rozwoju depresji na poziomie mo-
lekularnym;

* polimorficzne warianty genéw zaangazowanych w stres
oksydacyjny (SOD2, GPx4, CAT) i nitrowanie (NOSI,
NOS2) oraz szlak katabolitéw tryptofanu (I'PH1, TPH2,
IDO1, KATI, KATII) wplywaja na ryzyko wystgpienia de-
presji oraz

* depresja i terapia wenlafaksyna moga modulowa¢ po-
ziom ekspresji i stopieni metylacji regionéw promoto-
rowych genéw zaangazowanych w stres oksydacyjny i
nitrowanie (SOD1, SOD2, GPx1, GPx4, NOS1) oraz szlak
katabolitow tryptofanu (Ido1, Tphl, Tph2, Katl, Katll), a
zmiany te zalezg od rodzaju tkanki, a takze od badanych
struktur mézgu.
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ABSTRACT

Depression is the most common mental illness, affecting approximately 350 million people around the world. Despite numerous studies, the
etiology of this disease remains unclear. Previous studies suggest the involvement of interrelated biochemical pathways, i.e. oxidative and ni-
trative stress as well as abnormalities of the tryptophan catabolites pathway (TRYCATS) in the depression development. Therefore, the aim of
this study was to explain the role of oxidative and nitrative stress as well as disorders in the course of the TRYCATSs pathway in the molecular
basis of depression. In this study, an attempt was made to determine the effect of single nucleotide polymorphisms, located in genes, encod-
ing enzymes involved in oxidative and nitrative stress, and the TRYCATSs pathway on the incidence of depression. Moreover, using an in vivo
model of depression, the impact of chronic mild stress stimuli on mRNA expression and protein amount as well as the degree of methylation
of the promoter regions of genes encoding enzymes involved in the studied pathways was assessed. The obtained results clearly confirmed
the studied biochemical pathways are involved in the development of depression at the molecular level.
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