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Wykaz skrotow

AML — (ang. Acute Myeloid Leukemia) ostra biataczka szpikowa

BCAC — (ang. Breast Cancer Association Consortium)
BDI — (ang. Beck Depression Inventory) inwentarz depresji Becka

BDNF — (ang. brain-derived neurotrophic factor) neurotroficzny czynnik pochodzenia

médzgowego

bp — (ang. base pair) par zasad

cDNA — (ang. complementary DNA) komplementarne DNA

CES-D — (ang. Center for Epidemiologic Studies Depression Scale)

CRD - (ang. Chronic Resitance Depression) przewlekta lekooporna depresja
DNA — (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

DSM - (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) diagnostyczny i

statystyczny podrecznik zaburzen psychicznych
EM — (ang. efficient metabolizer) osoba z prawidlowym metabolizmem lekow

ESM — (ang. European Staging Model) europejski model klasyfikacji stadiow depresji

lekoopornej

GBD - (ang. Global Burden of Disease) — globalne obcigzenie chorobami

GST - (ang. glutathione S-transferases) transferaza S-glutationowa

HDRS — (ang. Hamilton Depression Rating Scale) skala depresji Hamiltona
HWE - (ang. Hardy-Weinberg equalibrium) rownowaga Hardy’ego-Weinberga

ICD — (ang. International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems) Migdzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Choréb 1 Problemow
Zdrowotnych

IM — (ang. intermediate metabolizer) osoba o obnizonym metabolizmie lekow

MAOI - (ang. monoamine oxidase inhibitors) inhibitory monoaminooksydazy



MCP-1 — (ang. Monocyte Chemoattractant Protein 1) biatko chemotaktyczne

monocytow
MRNA — (ang. messenger RNA) informacyjny, matrycowy RNA

NDRI — (ang. norepinephrine-dopamine reuptake inhibitors) inhibitory wychwytu

zwrotnego noradrenaliny i dopaminy

NRI — (ang. morepinephrine reuptake inhibitor) inhibitory wychwytu zwrotnego

noradrenaliny

OCAC - (ang. Ovarian Cancer Association Consortium)

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PCR — (ang. polymerase chain reaction) reakcja tancuchowa polimerazy
PM — (ang, poor metabolizer) osoba o wolnym metabolizmie lekow
PXR — (ang. pregnane X receptor) receptor pregnanu X

RFLP — (ang. restriction fragment length polymoprhism) polimorfizm dlugosci
fragmentoéw restrykcyjnych

RFT — reaktywne formy tlenu

RNA — (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RT — (ang. reverse transcription) reakcja odwrotnej transkrypcji

RXR — (ang. retinoid X receptor) receptor retinoidowy X

SNP — (ang. single nucleotide polymorphism) polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SNRI — (ang. serotonin norepinephrine reuptake inhibitors) selektywne inhibitory

zwrotnego wychwytu serotoniny/noradrenaliny

SSRI — (ang. selective serotonin reuptake inhibitors) selektywne inhibitory wychwytu

zwrotnego serotnoiny
TBE - (ang. Tris/Borate/EDTA buffer) bufor Tris/kwas borny/ EDTA
TeCA — (ang. tetracyclic antidepressants) czteropierscieniowe leki przeciwdepresyjne

TLPD/TCA — (ang. tricyclic antidepressants) trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne



TNF-0 — (ang. tumor necrosis factor o) czynnik martwicy nowotworéw o
TRD — (ang. treatment-resistant depression) depresja lekooporna

TRSM - (ang. Thase and Rush Staging Model) model klasyfikacji stadiow depresji
lekoopornej

UM — (ang. ultrarapid metabolizer) osoba z bardzo szybkim metabolizmem lekow
WHO — (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia

XREM - (ang. xenobiotic response element module) region odpowiedzi na
ksenobiotyki

YLD — (ang. Years Lived with Disability) lata przezyte z niepetnosprawnoscia



Wstep

Depresja stata si¢ powszechng chorobg, ktora dotyka setki miliondw ludzi na
catym $wiecie. Dane z 2014 wskazuja, ze 16% amerykanskiego spoteczenstwa miato
przynajmniej jeden epizod depresyjny w swoim dotychczasowym zyciu [1]. Wedhlug
statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO),

depresja jest najczesciej wystepujacym zaburzeniem psychicznym na swiecie [2].

Bardzo wazng kwestig jest szybka diagnostyka 1 podjecie wlasciwego leczenia.
Obecnie psychiatria dysponuje srodkami, ktorymi potrafi w znaczny sposéb zlagodzi¢
objawy chorobowe depresji lub calkowicie je zniwelowa¢. Wigkszo$¢ pacjentow ma
rowniez mozliwos¢ leczenia ambulatoryjnego. Obligatoryjnym wskazaniem do
zastosowania leczenia szpitalnego jest nasilenie objawow choroby, ktore w zalezno$ci
od stopnia mogg stanowi¢ realne zagrozenie dla zycia pacjenta. Niestety nie kazda
osoba zglasza si¢ ze swoim problemem do lekarza. Wedlug statystyk okoto 60 %

chorych nie szuka pomocy u specjalisty [3].

Jeden na trzech pacjentow =z zaburzeniami depresyjnymi nie zauwaza
pozytywnych skutkow leczenia pierwszym zastosowanym antydepresantem. Jak wynika
z danych klinicznych, znaczna cze$¢ leczonych, uzyskuje staby efekt leczniczy, a 20%
przejawia widoczne symptomy choroby na dwa lata od momentu diagnozy [4].
Przyczyna tego stanu rzeczy moze by¢ specyficzny podtyp depresji nazywany depresja
lekooporna, u podstaw ktoérej znajdowac si¢ mogg zmiany w metabolizmie stosowanych
lekow. Duza role w poszukiwaniu przyczyn lekoopornosci zaczyna odgrywaé
farmakokinetyka oraz  farmakogenetyka. =~ Analiza  wchlaniania, transportu,
biodostgpnosci, metabolizmu i wydalania poszczegdlnych ksenobiotykow staje sie
waznym elementem w badaniu molekularnych podstaw chorob afektywnych. Caty czas

trwajg badania nad mozliwoscia personalizacji terapii 1 poprawa skutecznosci leczenia.

Celem ponizej pracy byta ocena ekspresji genu CYP3A4 u pacjentow chorych na

depresje. Ocenie poddano rowniez czesto$¢ wystepowania wariantow allelicznych:
CYP3A4*1B, CYP3A5*3 oraz CYP2C19*2 w grupie badanej w poréwnaniu do grupy

kontrolnej.
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Czes¢ teoretyczna
1. Depresja

Depresja to choroba psychiczna nalezaca do grupy zaburzen afektywnych,
ktorych glownym objawem sg =zaburzenia nastroju. U chorego obserwujemy
permanentne uczucie smutku, brak zdolnosci do odczuwania radosci, uczucie Igku oraz
szereg innych objawdw wystepujacych indywidualnie [5]. Wedlug danych WHO,
zaburzenia depresyjne s3 gldéwng przyczyng niezdolnosci do pracy na $wiecie oraz

najczesciej diagnozowanym zaburzeniem psychicznym [6].

1.1 Epidemiologia

Z danych udostgpnionych przez GBD (ang. Global Burden of Disease) w 2018
roku wynika, ze na depresje cierpi okoto 264 milionow ludzi na catym $wiecie. To
okoto 4% calej populacji ludzi [7, 8]. Na depresj¢ czgsciej chorujg kobiety niz
mezezyzni. Odsetek chorych kobiet szacuje sie¢ na 5,4%, w przypadku mezczyzn
wskaznik ten jest nizszy i wynosi 3,6%. Prawie polowa wszystkich chorych
zamieszkuje dwa rejony: rejon poludniowo-wschodniej Azji (27%) oraz rejon
zachodniego Pacyfiku (21%). Tak duzy odsetek chorych z tych dwoch rejonow $wiata
wynika zapewne z ogromnej liczby ludnos$ci panstw takich jak Indie i Chiny. Biorac
pod uwage odsetek chorych wzgledem calej populacji zamieszkujacej dany region,
najwyzsze rozpowszechnienie choroby wystepuje: w przypadku kobiet w Afryce oraz
rejonic Ameryk (w obu przypadkach okoto 6%), w przypadku mezczyzn w Afryce
(okoto 5%). Najnizsze rozpowszechnienie depresji obserwujemy zarowno w przypadku
kobiet jak i mezczyzn w rejonie zachodniego Pacyfiku (wynosi odpowiednio 3,1% oraz
2,9%). Geograficzne zroznicowane rozpowszechnienia zaburzen depresyjnych
przedstawiono na rycinie 1. Statystyki z 2017 roku dotyczace Polski wskazuja, ze

czgsto$¢ wystepowania choroby bez podziatu na pte¢ wynosi 5,1% [8].
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Rycina 1. Rozpowszechnienie zaburzen depresyjnych wsrod kobiet i
me¢zczyzn w roznych regionach swiata wg. WHO [8]

B KOBIETY WM MEZCZVINI I OCOLEM
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Badania z 2009 i 2014 roku wykazaly, ze $redni wspolczynnik
rozpowszechnienia choroby w ciggu calego zycia wsrdd populacji ogolnej wynosit
okoto 7% W rzeczywistosci wspotczynnik moze by¢ jeszcze wyzszy, ze wzgledu na
niewystarczajagcg diagnostyk¢ w panstwach slabo rozwinigtych i wykorzystywanie
danych  pochodzacych  z nieoficjalnych klasyfikacji diagnostycznych.
W poszczegdlnych regionach czesto$é wystgpowania depresji waha si¢ znaczaco od 3%
(Japonia) do 16,2% (Stany Zjednoczone) [1, 9]. Depresja dotyka ludzi w kazdym
wieku, jednak charakteryzuje jg rézna czgstotliwos¢, zalezna od grupy wiekowej.
Ryzyko zachorowania wzrasta wraz z wiekiem osiggajac maksimum w przedziale
wiekowym 54-72 lata. Z obserwacji wynika, ze problem depresji coraz czesciej pojawia

si¢ w grupie mtodych dorostych (20-29 lat), ale takze w grupie dzieci [8].

Depresja nie tylko upo$ledza jako$¢ zycia pacjenta, ale takze wylacza go z
aktywnego funkcjonowania w spoteczefistwie. Warto§¢ YLD (ang. Years Lived with
Disability) dla zaburzen depresyjnych to ponad 50 milionéw lat. Stanowi to okoto 7%
wszystkich YLD, co sprawia, ze zaburzenia depresyjne sa jedna z trzech najczestszych
przyczyn obnizajacych jako§¢ zycia . Depresja jest rowniez silnie zwigzana ze
zjawiskiem samobojstwa. Z 5-letnich badan wynika, ze blisko 15 % pacjentoéw chorych
na depresje podjeto przynajmniej jedng probe samobodjcza. Ryzyko $mierci w wyniku

samobojstwa u pacjentoOw z depresja w ciggu caltego zycia szacuje si¢ na 6 % [1].
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Ryzyko nawrotu choroby jest bardzo wysokie. Pacjenci u ktorych wystapit
epizod depresyjny narazeni sa na nawrot choroby z 50-80 % szansg. Ryzyko wzrasta
wraz kolejnym epizodem. W przypadku przebytych dwoch epizodéw choroby, ryzyko
wynosi juz 80-90% [10]. Badania przeprowadzone przez Solomon w 2000 wskazuja, ze
z 318 obserwowanych pacjentow, kolejny epizod choroby wystapit u 64%. Ryzyko
nawrotu zwigkszalo si¢ o 16% z kazdym kolejnym epizodem, a zmniejszalo wraz z

wydhizaniem si¢ okresu remisji [11].

1.2 Etiopatogeneza

Przyczyny depresji nie s3 do konca poznane. Do szerokiej listy czynnikow
predysponujacych oraz majacych udziat w rozwoju choroby mozna zaliczy¢ te ze sfery
psychologicznej 1 ekonomicznej: zly status materialny, negatywne przezycia z
dziecinstwa, neurotyczny typ osobowosci, przewlekty stres, niska aktywno$¢ w
spoteczenstwie (brak partnera 1 przyjacidt, samotnos¢) oraz te ze sfery biologiczne;j:
niezdrowy tryb zycia (siedzacy tryb zycia, zle zbilansowana dieta), choroby przewlekte,
czynniki genetyczne, naduzywanie substancji psychoaktywnych, ple¢ zenska [12].
Istotny wptyw czynnikow genetycznych potwierdzaja badania przeprowadzone na
bliznigtach oraz analizy rodowodu. Wspotistnienie choroby u  bliznigt
monozygotycznych ksztattuje si¢ na poziomie 40-50 %, a w przypadku bliZznigt
dizygotycznych na poziomie 25% [9]. W przypadku krewnych | stopnia ryzyko
zachorowania wynosi 10-25 %. Wraz ze wzrostem liczby chorych w rodzinie, maleje

wiek w ktorym obserwuje si¢ pierwszy epizod depresyjny [10].

Teorie traktujace o etiologii depresji mozemy umownie podzieli¢ na modele:
biologiczny i niebiologiczny. Do modelu biologicznego zaliczy¢ mozemy najczgsciej
cytowang teori¢ mono-aminowa oraz zyskujaca coraz wicksza popularnos$¢ teorie
zapalng. Najbardziej znane teorie nieoparte o model biologiczny to teoria
psychodynamiczna oraz model poznawczo-behawioralny. Warto zaznaczyé, ze
etiopatogeneza choroby jest bardzo ztozona i niewlasciwe wydaje si¢ sprowadzanie
przyczyn tej choroby do jednego czynnika. Wspolczesne koncepcje rozwoju depresji
nie tyle odrzucaja dotychczasowo poznane model, co niektore szlaki réznych modeli

prébuja ze soba polaczyc.
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1.2.1 Model biologiczny

Podstawa do stosowania wspolczesnych lekow przeciwdepresyjnych jest teoria
monoaminowa, w ktorej dochodzi do zaburzenia neuroprzekaznictwa w osrodkowym
ukladzie nerwowym (OUN). Wskazuje si¢ niedobor katecholamin takich jak
noradrenalina i dopamina (Schlidkraut, 1965) oraz na niedobdr serotoniny W Synapsach
komorek nerwowych (Lapin i Oxenkrug, 1969) [9]. Teoria ta oparta zostala na
depresyjnym dziataniu zwigzkéw niszczacych aminy, w tym rezerpiny, ktéra latwo
przenika do OUN i zapobiega magazynowaniu si¢ katecholamin w zakonczeniach
nerwoéw. Przez przypadek, odkryto roéwniez pozytywny wpltyw inhibitorow
monoaminooksydazy na poziom serotoniny w synapsach, co rowniez przyczynito si¢ do
utworzenia danego modelu. Wplyw antydepresantow na poziom serotoniny i
katecholamin w synapsach zostal pdzniej potwierdzony na modelu zwierzecym [13].
Kolejnym dowodem na to, ze serotonina moze mie¢ istotne powigzanie z depresjg sa
badania nad eliminacja z diety tryptofanu, aminokwasu niezbednego do syntezy
serotoniny. Scista dieta ograniczajaca podaz tryptofanu nie miata istotnego wpltywu na
rozwo6j objawow depresyjnych u zdrowych osob, jednak spowodowata nawrot objawodw
u 0sOb z remisjg choroby, ktore zakonczyly juz proces leczenia [13, 14]. U pacjentow z
cigzkg depresjg zaobserwowano réwniez nizszy poziom tryptofanu w osoczu krwi.
Powigzano to zjawisko z indukcjg enzymu rozkladajgcego tryptofan (indoloamino-2,3-
dioksygenazy), ktory obecny jest w mikrogleju oraz neuronach. Czynniki prozapalne
indukuja aktywno$¢ tego enzymu, co prowadzi do ograniczenia ilosci tryptofanu

niezbednego do syntezy serotoniny [15, 16].

W ostatnich latach coraz wazniejsza staje si¢ teoria zapalna depresji. Wplyw
czynnikow zapalnych w etiologii zaburzen depresyjnych nie budzi juz watpliwosci.
Rola stresu fizycznego i psychicznego, jako czynnika prowadzacego do rozwoju
depresji poprzez mechanizmy biochemiczne i hormonalne, zostata potwierdzona przez
badaczy [16]. Liczne badania wykazuja zwigkszona, w grupie pacjentow z depresja,
aktywno$¢ enzymow takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa, mieloperoksydaza,
indukowalna syntaza tlenku azotu [17]. Sg to enzymy biorgce udzial w procesie
zapalnym, ale takze zwiazki, w tym odpowiedzialne za powstawanie reaktywnych form
tlenu (RFT). Zwiazki te negatywnie wplywaja na tkanke nerwowga ostabiajac proces
neurogenezy i rownoczesnie nasilajac procesy neurodegeneracyjne. Efekt dziatania tych

zwiazké6w na mozg jest nasilony ze wzgledu na duze zapotrzebowanie tkanki moézgowej
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na tlen oraz stabsza ochrong¢ przed dzialaniem stresu oksydacyjnego wynikajaca z
niskiego stezenia antyoksydantéow [16]. U osob z depresja obserwuje si¢ obnizony
poziom cynku i koenzymu Q10, ktore s naturalnymi antyoksydantami [18]. U chorych
stwierdza si¢ rowniez podwyzszony poziom cytokin prozapalnych: czynnika martwicy
nowotworow o (ang. Tumor necrosis factor a, TNF- a) oraz interleukiny 1 i 6. TNF- a
zwigksza zwrotny wychwyt serotoniny oraz indukuje indoloamino-2,3-dioksygenaze,
ktéra rozklada tryptofan, ograniczajac tym samym produkcje oraz dostepnosé
serotoniny [17]. Cytokiny prozapalne wptywaja rowniez na biodostgpnos¢ dopaminy.
Na modelu zwierzgcym wykazano, iz stymulacja immunologiczna z uzyciem
interferonu o prowadzi do zmniejszenia st¢zenia dopaminy oraz jej metabolitow w
pltynie moézgowo-rdzeniowym. Obnizenie st¢zenia dopaminy mozna powigzaé Z
niektorymi  objawami depresji takimi  jak: brak motywacji, spowolnienie
psychoruchowe, zmgczenie [19]. Poszukujgc zrodet procesu zapalnego prowadzgcego
do depresji warto zwrdci¢ uwage na problem otytosci. W ciggu ostatnich dwoch dekad,
rozpowszechnienie otylo$ci oraz powigzanych z nig jednostek chorobowych znacznie
wzrosto. Liczne badania wykazuja istotny zwigzek pomigdzy otyloscig a procesem
zapalnym, tym samym na obustronny zwigzek pomiedzy otyloscig a depresja [20]. Biata
tkanka thiszczowa produkuje szereg zwigzkéw biologicznie czynnych zwanych
adipokinami, ale takze chemokiny i cytokiny prozapalne (interleuking 6 oraz TNF- a).
Bialko chemotaktyczne monocytow MCP-1 (ang. Monocyte Chemoattractant Protein 1)
powoduje migracje makrofagdw oraz limfocytow T do tkanki tluszczowej, ktora w
odpowiedzi uwalnia cytokiny prozapalne. W mechanizmie tym upatruje si¢ szeroko
pojeta aktywacje uktadu immunologicznego, ktéra moze by¢ odpowiedzialna za rozwdj

cukrzycy typu 2, choroby wiencowej serca, NOwotworow oraz takze depres;ji [21].
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Rycina 2. Schemat zamknigtego kota otytos¢-zapalenie-depresja [18]
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Anhedonia

K—‘ DEPFESja ﬁ

Obnizona aktywnosé
Zapalenie _— Zmeczenle — Zmiana diety

L Otytosé 4—/

Kolejnym argumentem przemawiajacym za teoria zapalng jest zaburzenie
funkcjonowania osi podwzgorze-przysadka-nadnercza u pacjentoéw ze zdiagnozowang
depresja. Zjawisko to wystepuje u blisko 50-75 % pacjentow 1 objawia si¢
podwyzszonym st¢zeniem glikokortykoidow, zmiang profilu ich wydzielania oraz
anatomicznym wzrostem objeto$ci  przysadki i nadnerczy. Pod wzgledem
fizjologicznym jest to proces bardzo podobny do dzialania przewleklego stresu.
Zjawisko to ma szereg nast¢pstw w postaci: oslabienia neurogenezy, zmniejszenia

objetosci hipokampu, ostabienia funkcji ciata migdatowatego i kory przedczotowej [16].

Powyzsze badania wskazuja, ze zmiany w poziomie serotoniny mogg mieé
istotny udzial w wywotywaniu objawdéw depresji, jednak wydaje si¢, ze nie s3

czynnikiem wystarczajacym do rozwoju tej choroby.

U pacjentéw chorych na depresj¢ obecne sa zmiany anatomiczne w OUN, ktore
manifestujg si¢ obnizong iloscia komoérek nerwowych oraz ostabionym procesem
neurogenezy. Procesowi temu odpowiada zubozona ilo$¢ czynnika neurotrofowego
pochodzenia mézgowego BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) [10]. W
przypadku depresji jak i innych chordb psychicznych trudno wskaza¢ konkretny obszar
mozgu odpowiadajacy chorobie. W literaturze przedstawiono kilka wyjasnien takiego
stanu rzeczy. Mozliwe, ze depresja zlokalizowana jest w wielu rejonach moézgu
jednoczesnie i jest wynikiem zaburzen molekularnych w neuronach z r6znych obszaréw
mozgu. Druga mozliwoscig jest istnienie osobnego systemu, ktory steruje kilkoma

rejonami moézgu odpowiedzialnymi za sfer¢ afektywng. Zaburzenia funkcjonowania
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tego systemu mogg prowadzi¢ do nieprawidlowej pracy wielu zaangazowanych rejondw
mozgu. Mnogos$¢ objawdw depresji réwniez moze wskazywaé¢ na wielorejonowa
geneze tej choroby. Objawy kognitywne moga by¢ powigzane z nieprawidlowosciag
kory czotowej, anhedonia z brzusznym prazkowiem, natomiast objawy leku czesto
towarzyszace depresji, z hiperaktywacja ciala migdatowatego. Niestety, jak dotad nie
znaleziono korelacji, pomi¢dzy wykazywanymi objawami a nieprawidlowosSciag

poszczegodlnych struktur mézgu [22].

1.2.2 Modele psychoanalityczne

Wedlug modelu psychodynamicznego depresja ma swoje zrodlo w
wewnatrzosobowych konfliktach z przesztosci. Zygmunt Freud uwazatl, iz przyczyna
zaburzenia jest skumulowanie 1 skierowanie catej agresji do swojego wnetrza w wyniku
czego dochodzi do obnizenia samooceny, poczucia winy, samooskarzen, a w
najgorszym wypadku do samobodjstwa. Melanie Klein opracowala teori¢ relacji z
obiektem u podstaw ktorej lezy relacja matki z dzieckiem w pierwszym roku zycia. W
przypadku gdy w relacji dominuje gniew i strach, nad uczuciem mitosci, dochodzi
wtedy do rozwoju patologicznych mechanizméw reagowania na bodzce, ktore moga

by¢ rowniez wykorzystywane w dorostosci [23].

Teorie z zakresu modelu poznawczo-behawioralnego zakladajg, ze osoba chora
na depresje wyksztalcita nieprawidlowe wzorce poznawcze i reagowania. Na danym
modelu oparty zostal rodzaj terapii, ktory poprzez proces uczenia, ma doprowadzi¢ do
zmiany sposobu myslenia 1 wykluczenia nieprawidlowych zachowan. Model
psychodynamiczny charakteryzuje rowniez pojecie triady depresyjnej. Jest to schemat
poznawczy, charakteryzujacy osoby chore na depresje , ktory opiera si¢ na

negatywnych myslach 0 sobie, §wiecie i przysztosci [23].
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1.2.3 Depresja na tle choréb somatycznych

Objawy depresji sa czgsto pomijane w przypadku pacjentéw leczonych na
zaburzenia somatyczne. Ma to niekorzystny wplyw na proces leczenia pierwotnej
jednostki chorobowej. Wykazano korelacj¢ pomigdzy nasileniem objawow depresji a
pogorszeniem stanu zdrowia pacjenta oraz obnizong skuteczno$cig leczenia choroby

somatycznej [16].

Badania wskazuja na czgstsze wystgpowanie depresji u 0sob z cigzkg chorobg
somatyczng w porownaniu do populacji ogdlnej. Rozpowszechnienie depresji w takiej
grupie wynosi $rednio 25% 1 zalezy od jednostki chorobowej [1]. Wedlug danych,
objawy duzej depresji ma co druga osoba chorujgca na chorobe Parkinsona i ponad 50%
pacjentow z zespotami bdlowymi. Depresja wystepuje czesto u osdéb chorujacych na
nowotwory ztosliwe, cukrzyce oraz po przebytym zawale serca badz udarze mozgu
[24].

Diagnostyka zaburzen nastroju u o0sob chorujacych przewlekle jest bardzo
trudna. Objawy niespecyficzne takie jak: bezsenno$¢, zaburzenia apetytu, przewlekle
zmeczenie, moga wynika¢ z zaburzen afektu, ale takze wystepowac jako pochodna
chorob somatycznych. Objawy powstale na tle choréb przewleklych sa zazwyczaj
tagodniejsze, przy jednoczesnym braku tendencji do czgstszego wystepowania u kobiet.
Istnieje bledne przekonanie, ze objawy depresyjne sg zwykle normalng reakcjg pacjenta
na chorobg somatyczng. Symptomy ze sfery psychologicznej przypisywane sg ztemu

stanowi fizycznemu pacjenta oraz dzialaniom ubocznym stosowanych lekow [24].

W szczeg6lnych przypadkach, wtéorne objawy depresji moga wynika¢ z
przyjmowania niektorych kseniobiotykéw, w tym: lekow przeciwpsychotycznych,
doustnych srodkow antykoncepcyjnych, lekow steroidowych, benzodiazepin, opioidow

i interferonu.
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1.3 Diagnostyka zaburzen depresyjnych

1.3.1 Klasyfikacja ICD-10 (ang. International Statistical Classification of Diseases
and Related Health Problems)

Opierajac si¢ na obowigzujacej Miedzynarodowej Klasyfikacji Choréb ICD-10,

mozemy wyr6zni¢ [25]:

a. Pojedynczy epizod depresyjny (F32):

Lagodny epizod depresyjny (F32.0).

Umiarkowany epizod depresyjny (F32.1).

Ciezki epizod depresyjny bez objawdw psychotycznych (F32.2).
Cigzki epizod depresyjny z objawami psychotycznymi (F32.3).

Inny epizod depresyjny (F32.8) — w tym depresja atypowa i
maskowana.

Nieokreslony epizod depresyjny (F32.9).

b. Zaburzenia depresyjne nawracajace (F33) — diagnozowane wtedy gdy w

przesztosci wystapity przynajmniej dwa, niezalezne epizody depresyjne, bez

symptoméw maniakalnych:

Zaburzenia depresyjne nawracajace, obecny epizod tagodny (F33.0).
Zaburzenia depresyjne nawracajace, obecny epizod umiarkowany
(F33.1).

Zaburzenia depresyjne nawracajace, obecny epizod ci¢zki bez
objawow psychotycznych (F33.2).

Zaburzenia depresyjne nawracajace, obecny epizod cigzki z
objawami psychotycznymi (F33.3).

Zaburzenia depresyjne nawracajace, obecnie w remisji (F33.4).

Inne zaburzenia depresyjne nawracajace (F33.8).

Zaburzenia depresyjne nawracajace, nieokreslone (F33.9).
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1.3.2 Rozpoznanie wedlug klasyfikacji ICD-10

Uzywajac klasyfikacji ICD-10 diagnoze stawia si¢ na podstawie wystepowania

dwoch objawéw podstawowych 1 dwoch objawdéw towarzyszacych przez okres

przynajmniej dwoch tygodni [26]:

a. Objawy podstawowe

obnizenie nastroju,

anhedonia;

brak energii i spadek aktywnosci fizyczne;.

b. Objawy towarzyszgace

zaburzenia snu;
zmniejszony apetyt;
obnizenie samooceny;

mysli 1 czyny samobojcze;
pesymistyczny obraz $wiata,
ostabienie koncentracji;

Uczucie lgku.
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1.3.3 Rozpoznanie wedlug klasyfikacji DSM-V (ang. Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders)

W Stanach Zjednoczonych, podstawowym dokumentem klasyfikujacym

choroby psychiczne oraz podajacym kryteria do postawienia odpowiedniej diagnozy

jest Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM). Wedlug obecnie

obowigzujacej wersji DSM-V, aby rozpozna¢ epizod duzej depresji musza byc

spetnione ponizsze kryteria [27]:

a. Utrzymywanie si¢ pieciu lub wigkszej liczby objawow z ponizszej listy (przy

czym jednym z objawow musi by¢ anhedonia badz obnizony nastrdj) przez

okres co najmniej dwoch tygodni:

obnizony nastrdj wystepujacy przez wiekszo$¢ dnia, odczuwany
przez chorego, ale takze zauwazalny przez jego otoczenie;
anhedonia;

problemy ze snem (bezsenno$¢ badZz nadmierna sennos¢);

Znaczaca zmiana wagi;

spowolnienie psychoruchowe odczuwane przez pacjenta oraz
zarejestrowane przez otoczenie chorego;

brak energii i uczucie cigglego zmeczenia;

niska samoocena z poczuciem winy odczuwana kazdego dnia;
problemy z utrzymaniem uwagi oraz podejmowaniem decyzji,
odnotowane zarOwno przez pacjenta jak i otoczenie;

natretne mysli o $mierci, mysli samobojcze bez tendencji do

realizacji, planowanie samobojstwa, proba samobojcza.

b. Objawy powoduja cierpienie u pacjenta i utrudniajg mu funkcjonowanie w

zyciu codziennym, zaro6wno spolecznym jak i zawodowym.

c. Obserwowane symptomy nie wynikaja z przyjmowania niektorych

substancji i nie sg skutkiem ogdlnego stanu zdrowia pacjenta.

d. U pacjenta nie odnotowano stanu manii bagdz hipomanii.
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1.3.4 Testy psychometryczne

Testy psychometryczne, z ktorych do najpopularniejszych naleza: Inwentarz
Depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory — BDI) oraz Skala Depresji Hamiltona
(ang. Hamilton Depression Rating Scale — HDRS), stosowane sg do potwierdzenia

diagnozy, oceny nasilenia choroby oraz do oceny skutecznosci leczenia [28].

Inwentarz depresji autorstwa Aarona Becka jest kwestionariuszem skfadajacym
si¢ z 21 pytan testowych dotyczacych nastroju, mysli, zachowania, jakosci zycia oraz
uczu¢, na ktore pacjent odpowiada samodzielnie. Kazde pytanie posiada 4 mozliwe
odpowiedzi punktowane od 0 do 3. Oceny stopnia nasilenia objawow dokonuje si¢ po
zsumowaniu wszystkich punktéw. Wyzszy uzyskany wynik $wiadczy o cigzszym
epizodzie depresyjnym [29]. Zmiana Kkryteriow diagnostycznych dla duzej depresji
wywolata potrzebe uaktualnienia kwestionariusza Becka. BDI-II to obecnie uzywana
wersja, ktora powstata w 1996 roku. Inwentarz przeznaczony jest dla osob w wieku 13

lat i powyzej. Zakresy aktualnej wersji przestawiajg si¢ nastepujaco:

e (0-13 brak depresji bagdz minimalne objawy;
e 14-19 tagodna depresja;
e 20-28 umiarkowana depresja;

e 29-63 cigzka depresja.

Czulo$¢ diagnostyczna inwentarza wynosi 81% a swoistos¢ 92% [30]. Istotng wada jest
mozliwos$¢ zawyzenia badz zanizenia wyniku wzgledem rzeczywistego stanu co
najczesciej spowodowane jest samodzielnym wypehianiem kwestionariusza. Na wynik
moze réwniez wplynaé miejsce w ktorym przeprowadzany jest inwentarz. Pacjenci
uzyskuja inne wyniki w zalezno$ci czy test wypetiany jest w warunkach szpitalnych

czy tez w domu [31].
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Zlotym standardem w ocenie nasilenia objawoéw depresyjnych jest skala depresji
Hamiltona. Jej autorem jest Max Hamilton, ktory przedstawit pierwszg wersje w 1960
roku. Obecnie uzywana jest 5 wersja, ktora zostala zaktualizowana w 1980 roku.
Kwestionariusz ten, w przeciwienstwic do Inwentarzu Becka, jest testem
obserwacyjnym, ktory przeprowadzany jest przez lekarza klinicyste. Test wystepuje w
paru wersjach, ktore réznig si¢ zestawem pytan. Najczesciej uzywana jest wersja
sktadajaca si¢ z 17 pytan, gdzie kazdy podpunkt oceniany jest w réznej skali
mieszczacej si¢ w przedziale od 0 do 4 punktow. Zakresy do kwestionariusza 17-

punktowego przedstawiajg si¢ nastgpujaco:

e (-7 brak zaburzen depresyjnych;

e 8-12 fagodna depresja;

e 13-17 depresja o nasileniu umiarkowanym;
e 18-29 cigzka depresja;

e 30-52 bardzo cigzka depresja [32].

Do wad danej wersji mozemy zaliczy¢ dlugi czas przeprowadzania wywiadu,
wynosi on okoto 20 minut. Wersja 17-punktowa coraz czesciej zastgpowana jest przez
wersje 7-punktows, ktorej przeprowadzenie trwa okoto 3—4 minut. Co wazne, wyniKi
wersji 7-punktowej sa zgodne z wynikami wersji 17-punktowej [33]. Kwestionariusz
Hamiltona jest rowniez krytykowany za zbyt duzg ilo$¢ pytan dotyczacych bezsennosci
wzgledem innych, bardziej charakterystycznych objawow. W  konsekwencji
skutecznos$¢ leczenia danym antydepresantem moze by¢ przeszacowana w sytuacji gdy

doszto do poprawy jako$ci snu, a nasileniu ulegty mysli samobdjcze [34].
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1.4 Leczenie zaburzen depresyjnych

Trzy glowne metody leczenia depresji to: farmakoterapia, terapia
elektrowstrzagsami oraz psychoterapia. Stosowanie jednej z metod nie wyklucza
mozliwosci stosowania drugiej, co wiecej, najlepsze efekty uzyskuje si¢ w leczeniu
skojarzonym. Dobor metody leczenia zalezy od bardzo wielu czynnikéw, m.in.: wieku
pacjenta, nasilenia objawow oraz etiologii zaburzenia. W przypadku reaktywnych form
depresji, czyli tych ktore wystepuja w skutek nagltego, traumatycznego zdarzenia, cz¢sto
wystarczajagcym postepowaniem okazuje si¢ psychoterapia. Zaburzenia o etiologii
endogennej wymagaja zastosowania leczenia farmakologicznego [35]. Celem leczenia
jest remisja objawdéw chorobowych i1 przywrdcenie prawidlowego nastroju, czgsto
okreslane jako catkowity wynik < 7 w skali depresji Hamiltona. Jako pozytywnag
odpowiedz na leczenie okresla si¢ > 50% zmniejszenie wyniku w HDRS w stosunku do
oceny przeprowadzonej przed wdrozeniem leczenia. Takie tradycyjne podej$cie ma
swoje wady, gdyz znaczna cze¢$¢ pacjentdw z teoretycznie pozytywna odpowiedzg na
leczenie, bedzie wcigz wykazywala pewne symptomy choroby, ktéore w znaczacy
sposob mogg uprzykrza¢ zycie [36]. W przypadku pelnej remisji nie przerywa si¢ od
razu procesu terapeutycznego. Przez nastepne 6 miesigcy stosuje si¢ leczenie
utrwalajace, a po pelnym powrocie do zdrowia, stosuje si¢ tzw. profilaktyke nawrotow.
Jezeli dojdzie do nawrotu objawow na ktorymkolwiek z etapéw leczenia, nalezy
powrdci¢ do aktywnej terapii [37]. Podstawowy schemat leczenia przedstawiono na
rycinie 3.

Rycina 3. Schemat leczenia przeciwdepresyjnego w zapobieganiu nawrotom
choroby [38]
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1.4.1 Leczenie farmakologiczne

Leczenie farmakologiczne jest najczgsciej wybierang metodg leczenia zaburzen
depresyjnych. Leki stosowane w leczeniu zaburzen afektywnych nalezag do réznych
grup ksenobiotykéw, ktore mozemy podzieli¢ ze wzgledu na mechanizm dzialania.

Wyroézniamy nastepujace grupy lekow [10, 39]:

a. Trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (ang. tricyclic antidepressants
TLPD/TCA) — hamujg zwrotny wychwyt noradrenaliny oraz serotoniny,
przyktady: imipramina, amitryptylina, klomipramina, doksepina.

b. Czterocykliczne leki przeciwdepresyjne (ang. tetracyclic antidepressants
TeCA) — maprotylina hamuje zwrotny wychwyt noradrenaliny, mianseryna
hamuje presynaptyczne receptory o2.

c. Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotnoiny (ang. selective
serotonin reuptake inhibitors SSRI) — przyktady: citalopram, fluoksetyna,
sertalina, escitalopram, paroksetyna.

d. Selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny/noradrenaliny (ang.
serotonin  norepinephrine reuptake inhibitors SNRI) — przykiady:
wenlafaksyna, deswenlafaksyna, milnacipran, duloksetyna.

e. Inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny (ang. norepinephrine reuptake
inhibitor NRI) — przyktady: reboksetyna.

f. Inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny i dopaminy (ang.
norepinephrine-dopamine reuptake inhibitors NDRI) — przykiady:
bupropion, amineptyna.

g. Inhibitory monoaminooksydazy (ang. monoamine oxidase inhibitors MAOI)
— leki 1 generacji dzialaja nieselektywnie na obie izoformy enzymu, nowe

generacje dziataja selektywnie oraz odwracalnie, przykiady: moklobemid.

Pierwszymi lekami stosowanymi w leczeniu zaburzen depresyjnych byty leki z
grupy nieselektywnych inhibitor6w monoaminooksydaz. Iproniazid przeznaczony do
leczenia pacjentow z gruzlica, okazatl si¢ skutecznym $rodkiem podnoszacym nastrdj
oraz stymulujagcym aktywno$¢ pacjentow. Na poczatku lat 50-tych XX wieku
opracowano TLPD, jednak stosowanie tych lekow przynosito wiele skutkow
ubocznych, m.in.: suchos¢ bton $sluzowych, tachykardie, zaburzenia akomodacji oraz
snu pod postacia wzmozonej sennosci, zaburzenia koncentracji i rytmu serca [10, 40].

W latach 80-tych wprowadzono tzw. druga generacje lekow przeciwdepresyjnych, ktorg
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stanowig SSRI. Lepsze dzialanie farmakologiczne oraz zdecydowanie mniejsza liczba
skutkéw ubocznych, spowodowaly ze pomimo uptywu lat, SSRI sa jedng z najczescie]
przepisywanych grup lekéw na zaburzenia afektywne [40]. Mechanizm dziatania lekow

z grupy SSRI przedstawiony zostal na rycinie 4.

Rycina 4. Mechanizm dziatania lekéw przeciwdepresyjnych z grupy SSRI
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A — przed podaniem leku, B — po zastosowaniu SSRI
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Liczne grupy lekow stosowanych jako leki przeciwdepresyjne wskazujg na to, ze
sg to $rodki o zrdéznicowanej budowie strukturalnej i r6znym mechanizmie dziatania.
Waznym aspektem terapii jest odpowiedni dobor leku i obserwacja skutkéw leczenia.
Na efekt terapeutyczny stosowania antydepresantow nalezy poczekaé okolo 2-4
tygodni. W przypadku braku poprawy po tym okresie wskazane jest zwickszenie dawki
leku, a jezeli po 6-8 tygodniach nie zauwaza si¢ poprawy, to nalezy zmieni¢ schemat
leczenia (dodanie nowej substancji lub zastosowanie leku o innych mechanizmie
dziatania) [41]. Leczenie farmakologiczne depresji jest procesem intensywnym i
dlugotrwatym. Konieczne jest dalsze przyjmowanie lekow przez po6t roku od ustgpienia

objawoéw w celu zniwelowania ryzyka nawrotu [10].

Rewolucyjng metodg leczenia depresji okazuje si¢ by¢ stosowanie ketaminy. W
anestezjologii ketamina stosowana jest jako $rodek do znieczulenia przedoperacyjnego
[42]. W randomizowanych badaniach z zastosowaniem placebo, ketamina wykazywata
silne dzialanie przeciwdepresyjne w ciggu kilku godzin od podania donosowego.
Ketamina dziatata réwniez na pacjentow w przypadku ktorych inne schematy leczenia
nie przynosily satysfakcjonujacych efektow. Do dziatan niepozadanych wynikajacych
ze stosowania ketaminy mozemy zaliczy¢: halucynacje, zawroty glowy, nudnosci,
wymioty, bole glowy [43]. Zanos i wsp., w swoich badaniach z 2016 roku wykazali, ze
metabolit ketaminy - (2S,6S;2R,6R)-hydroksynorketamina, posiada dziatanie
antydepresyjne ketaminy, jednak nie wykazuje skutkow ubocznych [44]. Enancjomer S
Ketaminy (Esketamina) w formie areozolu donosowego jest obecnie obiektem badan
klinicznych, majagcym na celu ocen¢ stosowania tego srodka w skojarzeniu z lekiem
przeciwdepresyjnym w zapobieganiu nawrotom choroby u pacjentdow z depresja
lekooporng [45]. W marcu 2019 roku esketamina zostala zarejestrowana w Stanach

Zjednoczonych jako lek do stosowania w przypadkach depresji lekooporne;.

RFT zdaja si¢ odgrywaé rownie istotng role w patogenezie zaburzen
depresyjnych jak ma to miejsce w przypadku procesu starzenia. Z tego tez wzgledu,
liczne badania kliniczne dotycza wykorzystania antyoksydantow jako farmakoterapii
majacej zwalcza¢ objawy depresji. Naringenina to naturalny, silny antyoksydant
wystepujacy w wysokim st¢zeniu w soku z grejpfruta. Naringenina wykazuje dziatanie
przeciwdepresyjne poprzez zwigkszenie poziomu serotoniny, noradrenaliny i BDNF
[18]. Badania japonskich naukowcow wskazuja na pozytywne efekty stosowania

minocykliny w skojarzeniu z klasycznymi antydepresantami, ktora u pacjentéow z
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depresja psychotyczna powodowala znaczaca poprawe samopoczucia i zlagodzenie
objawow. Minocyklina to antybiotyk z grupy tetracyklin, ktory wykazuje dziatanie
przeciwzapalne, antyoksydacyjne i neuroprotekcyjne [46]. Kurkuma posiada silne
wlasciwosci przeciwutleniajace. Wysoka dawka stosowana przez 8 tygodni u pacjentow
z depresjg przyniosta bardzo pozytywne skutki w postaci zmniejszenia objawodw

chorobowych zwigzanych z obnizonym nastrojem [47].

1.4.2 Leczenie niefarmakologiczne

Najwazniejsza, zaliczang do niefarmakologicznych metod leczenia depresji,
szczegblnie w cigzkiej, lekoopornej formie tej choroby jest terapia elektrowstrzasami.
Wykazuje duzg skutecznos¢ wzglgdem pacjentow, u ktérych leczenie farmakologiczne
nie przynosi pozytywnych rezultatow. Zabieg przeprowadzany jest w znieczuleniu
ogélnym w celu maksymalnego bezpieczenstwa pacjenta. Optymalizacja tej metody
leczenia doprowadzita do zminimalizowania skutkow ubocznych. D0 najczgsciej
zglaszanych efektow niepozadanych mozemy zaliczy¢ przejsciowe bdle glowy 1 migsni.
Do kilku dni od zakonczenia zabiegu moga wystepowac krotkotrwale zaniki pamigcei

[48].

W leczeniu depresji sezonowej wykazano skutecznos¢ fototerapii jako metody
leczenia. Codzienna terapia $wiatlem widzialnym przynosi widoczne efekty u 3/4
pacjentow z depresjg sezonowg. Odnotowano réwniez korzystne rezultaty w przypadku

0s0b wykazujacych objawy duzej depresji [10].

Deprywacja snu, czyli metoda wymuszonej bezsennosci okazala si¢ przydatna w
tagodzeniu objawow depresji. Przynosi ona pozytywny efekt u prawie potowy
pacjentow. Niestety, tylko u niektérych pacjentéw efekt terapeutyczny trwa dhuzej niz

do czasu pelnej regeneracji organizmu [49].

Psychoterapia jest bardzo waznym procesem w leczeniu depresji. W jej ramach
pacjent i jego rodzina powinni zosta¢ zapoznani z przebiegiem, objawami oraz
sposobem leczenia depresji. Psychoterapia ma takze na celu omawianie z pacjentem
sposobu radzenia sobie w sytuacjach stresujacych. Polecanym rodzajem terapii dla osob
z depresja jest terapia poznawcza. Ten rodzaj psychoterapii ma na celu zmiane
zaburzonych wzorcow poznawczych chorego na temat wlasnej osoby, otoczenia i

przysztosci. Leczenie terapeutyczne czesto laczone jest wraz z leczeniem
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farmakologicznym w celu zmniejszenia resztkowych objawdéw oraz minimalizacji

ryzyka nawrotu choroby [5].

1.5 Depresja lekooporna (ang. treatment-resistant depression, TRD)

Wedhug danych statystycznych, liczba przypadkow depresji opornej na leczenie
ciggle wzrasta. Nie istnieje uniwersalna, przyjeta definicja tego rodzaju depresji [50]. W
praktyce Klinicznej jest to taki podtyp choroby, w przypadku ktorego leczenie nie
przynosi zamierzonych efektow. O depresji lekoopornej mozemy mowi¢é w
przypadkach kiedy dwa schematy leczenia, z zastosowaniem odpowiedniej dawki
lekow, z dwdch réznych grup antydepresantdow rdznigcych si¢ mechanizmem dziatania,
nie przyniosty zauwazalnych skutkow terapeutycznych [51]. W tabeli ponizej
przedstawione zostaly stadia depresji lekoopornej wedlug modelu TRSM (ang. Thase
and Rush Staging Model) [50].

Tabela 1. Stadia depresji lekoopornej wedtug TRSM [44]

Brak skuteczno$ci terapii przy
) zastosowaniu przynajmniej jednego
Stadium 1 ]
schematu leczenia antydepresantem z

danej klasy

Brak skuteczno$ci terapii przy
Zastosowaniu przynajmniej dwoch
Stadium 2 schematéw leczenia antydepresantami z
dwoch klas o r6znym mechanizmie

dzialania

) Stadium 2 plus brak odpowiedzi na lek z
Stadium 3
grupy TCA

Stadium 3 oraz brak odpowiedzi na lek z
grupy MAOI

Stadium 4

Stadium 5 Stadium 4 oraz terapia elektrowstrzgsami
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Model europejski ESM (ang. European Staging Model) uwzglednia rowniez czas
leczenia (tabela 2) [52].

Tabela 2. Stadia depresji lekoopornej wedtug ESM [46]

Czas trwania

Stadium Definicja _
leczenia
o Oporny na zastosowane leczenie przy
Brak odpowiedzi na .
) uzyciu leku z grupy: TCA, SSRI, 6-8 tygodni
leczenie .
MAOI, SNRI lub innych.
TRD1 12-16 tygodni
TRD2 18 -24 tygodni
TRD (ang. Oporny na zastosowane dwa schematy TRD3 24-32
Treatment-resistant leczenia antydepresantami z dwoch tygodnie
depression) réznych grup TRD4 30-40 tygodni
TRD5 36 tygodni do
1 roku

) Oporny na zastosowanie Kilku
CRD (ang. Chronic
) schematow leczenia z uzyciem r6znych
Resitance Powyzej 12 miesigcy
. grup antydepresantow oraz na
Depression)

potencjalizacje leczenia (augmentacje)

Proces augmentacji znaczgco r16zni si¢ od terapii skojarzonej. Terapia
skojarzona, inaczej zwana kombinowang, obejmuje stosowanie dwoéch Srodkow
farmakologicznych o r6znym mechanizmie dziatania, przeznaczonych do leczenia dane;j
jednostki chorobowej. W przypadku depresji, stosuje si¢ zazwyczaj antydepresanty z
dwoéch roéznych grup w celu zwigkszenia efektu terapeutycznego [53]. Augmentacja
polega na wspomaganiu dziatania leku przeciwdepresyjnego innym S$rodkiem,
niebedagcym antydepresantem, ktory nie jest przeznaczony w swoim zalozeniu do
leczenia depresji. Celem augmentacji jest przySpieszenie momentu osiggnig¢cia remisji
objawéow w przypadku kiedy monoterapia nie przynosi efektu. Najlepiej
udokumentowang skuteczno$¢ wykazuje potaczenie leku przeciwdepresyjnego z solami
litu badz atypowym lekiem przeciwpsychotycznym [54]. Dotaczenie soli litu do lekow
przeciwdepresyjnych zwieksza trzykrotnie szans¢ uzyskania pozytywnej odpowiedzi na

leczenie w poréwnaniu do grupy, w ktorej dodaje si¢ placebo. U potowy chorych,
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poprawe obserwuje si¢ w ciggu miesigca, a u niewielkiego odsetka nawet po tygodniu
[10]. W piSmiennictwie wskazuje si¢ rowniez na skuteczno$¢ schematow leczenia w
ktorych dodaje si¢ zwiazki takie jak: hormony tarczycy, hormony piciowe (testosteron,
estrogeny), beta-blokery (pindolol), benzodiazepiny [54].

Do potencjalnych przyczyn zjawiska lekoopornosci u 0oséb chorych na depresje

mozemy zaliczy¢ [10]:

e depresje w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej;

e Wwspotistnienie chorob somatycznych;

e niedobor witamin z grupy B i kwasu foliowego;

e Wspolistnienie innych zaburzen (zaburzenia osobowosci, zaburzenia lgkowe,
uzaleznienia);

e rodzinne wystepowanie chordb afektywnych;

e nieprawidlowo prowadzone leczenie;

e Zmiany w metabolizmie lekow.
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2. Cytochrom P450

Cytochromy P450 to liczna grupa, heterogennych i wielofunkcyjnych biatek o
wlasciwosciach monooksygenaz, wystgpujaca niemal we wszystkich komodrkach
jadrzastych ssakow za wyjatkiem tkanki mig$niowej prazkowanej. Najwicksza
aktywno$¢ bialka te wykazuja w hepatocytach gdzie zachodza glowne procesy
detoksykacji, przewyzsza ona taczng aktywno$¢ w pozostatych komoérkach organizmu
[55]. Cytochromy to hemoproteiny transblonowe o masie 42-63 kDa posiadajace w
centrum aktywnym atom zelaza, dzigki redukcji ktorego, sa w stanie przytaczy¢ dwie
czasteczki tlenu [56]. Na rycinie 5 przedstawiono budowe izoenzymu 3AS5 cytochromu
P450.

Rycina 5. Schemat budowy enzymu CYP3A5 [57]
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Ze wzgledu na rdéznice w strukturze pierwszorzedowej, cytochromy
sklasyfikowane zostaly w rodziny i podrodziny. W obrebie rodziny, struktura
pierwszorzgdowa jest identyczna w co najmniej 40%, w przypadku podrodzin odsetek
ten wzrasta do przynajmniej 55%. Poszczegodlne izoenzymy wykazuja 95% homologii
[55]. W ludzkim genomie zidentyfikowano 57 gendéw kodujacych 58 izoenzymow

cytochromu [58] .

Cytochrom P450 Katalizuje reakcje hydroksylacji, ktora przebiega wedhug

sumarycznego wzoru [55]:

RH + O+ NADPH (lub NADH) + H" — ROH + H.0 + NADP™ (lub NAD")

gdzie RH — substrat, ROH — produkt reakcji

Cytochromy zaangazowane sg w bardzo wiele reakcji zachodzacych w naszym
organizmie. Uczestnicza w metabolizmie zwigzkoéw endogennych np. odpowiadajg za
biosynteze¢ cholesterolu oraz zwigzkéw steroidowych, uczestnicza w przemianach
kwasow tluszczowych i ich pochodnych. Drugg grupe przemian stanowi metabolizm
ksenobiotykow wprowadzanych do organizmu, w tym lekow, toksyn, kancerogenow
[56]. Ze wzgledu na mnogos¢ izoform oraz niskg specyficznos¢ substratowg tych
enzymow, spektrum substratowe jest bardzo szerokie. Za transformacje ponad 90%
obecnie stosowanych lekéw odpowiedzialne s enzymy z rodzin CYP1, CYP2, CYP3.
Za metabolizm 80% ksenobiotykow odpowiadaja dwie izoformy: CYP3A4 oraz
CYP2D6 [59]. Na biotransformacje ksenobiotykow skladaja si¢ dwie fazy. I faza
obejmuje reakcje: hydroksylacji, redukcji, utleniania, hydrolizy. 1 faza ma zadanie
przeksztatcenie zwigzkow w bardziej hydrofilowe oraz bardziej reaktywne. W II fazie
biotransformacji, nastgpuje sprzeganie produktow I fazy z substancjami endogennymi:
kwasem glukuronowym, siarkowym, octowym, ale tez glutationem. Zwiazki po II fazie
biotransformacji staja si¢ mniej toksyczne oraz bardziej polarne. Zwigkszenie
polarnosci zwigzkoéw ulatwia ich wydalanie wraz z moczem. Reakcje biotransformacji
ksenobiotykow prowadza takze do aktywacji prolekow. W wyniku przemian | fazy
substancje te ulegaja przeksztalceniu w forme¢ aktywna, co pozwala wyzwoli¢ funkcje

terapeutyczng [60].
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2.1 Cytochrom P-450 a stres oksydacyjny

RFT mozemy podzieli¢ na wolne rodniki i czgsteczki nie begdace wolnymi
rodnikami. Do wolnych rodnikéw zaliczamy: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
hydroperoksylowy, rodnik hydroksylowy, rodnik peroksylowy, rodnik alkoksylowy.
Wsrod RFT nie bedacych wolnymi rodnikami wymieni¢ mozna: tlen singletowy, ozon,
nadtlenek wodoru [61].

Zaburzenie rOwnowagi pomiedzy indukcjag RFT, a dzialaniem antyoksydantéw
nazywamy stresem oksydacyjnym. W wyniku stresu oksydacyjnego i dziatania RFT
dochodzi do uszkodzef 1 apoptozy komorek, modyfikacji lipidow badz biatek. RFT
moga takze oddziatywa¢ na kwasy nukleinowe czego skutkiem moga by¢ rdéznego typu
mutacje [62]. Tego typu mechanizmy lezg u podloza wielu chordob. Do wyzej
wymienionych chorob zwigzanych z RFT zaliczamy m.in.: rd0znego typu nowotwory,
choroby serca, choroby zapalne (astma, miazdzyca), choroby neurodegeneracyjne
(choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane, choroba Parkinsona, schizofrenia) [61].

Badania wskazujg takze na udziat RFT w etiologii zaburzen depresyjnych [63, 64].

Cytochrom P450 generuje RFT w postaci anionorodnika ponadtlenkowego i
nadtlenku wodoru. RFT mogg powstawa¢ podczas utleniania substratow i rozpraszania
powstajacej podczas tego procesu energii. Reakcje takg nazywamy reakcja rozprzggania
[62]. Tlos¢ powstajacych RFT zalezy w gtownej mierze od konkretnego izoenzymu [65],
ale takze od utlenianego substratu oraz pH $rodowiska reakcji. Roznice pomiedzy
poszczegdlnymi izoenzymami wynikajag z roznic strukturalnych w budowie rejonu
odpowiadajacego za wigzanie substratow [62]. Jako jedno ze Zrodet RFT, aktywno$é
izoenzyméw cytochromu P450, moze leze¢ u podloza chordb rozwijajacych sie w

wyniku stresu oksydacyjnego.

2.2 Podrodzina CYP3A

Podrodzina CYP3A stanowi najliczniejsza grupe cytochromow w watrobie,
ktore odpowiadajg za metabolizm okoto 50% ksenobiotykéw. Do przedstawicieli tej
podrodziny zaliczamy: CY3A4, CYP3A5, CYP3AY7 oraz CYP3A43 [66]. Przestawione
izoenzymy charakteryzuje roznica W ekspresji. Najliczniej wystepujacym W naszym
organizmie izoenzymem, a zarazem najlepiej poznanym z podrodziny CYP3A jest

CYP3A4. CYP3A7 wystepuje w duzych ilo$ciach w zyciu plodowym, a jego aktywno$¢
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zanika stopniowo po narodzinach. CYP3A43 wykazuje niskg ekspresj¢ oraz cechuje go
niska aktywno$¢ kataliczna. CYP3AS5 posiada bardzo zblizone spektrum substratowe do
CYP3A4 [66, 67].

2.2.1 1zoenzym CYP3A4

CYP3A4 wystgpuje gldéwnie w watrobie i jelicie cienkim. Stanowi 60%
wszystkich cytochroméw P450 obecnych w watrobie. Dodatkowo, enzym ten stanowi
30% puli wszystkich enzymoéw biatkowych w tym narzadzie. CYP3A4 praktycznie nie
wykazuje aktywnosci w zyciu plodowym. Wykazuje matg aktywnos¢ w tkankach takich
jak: phuca, jelito grube, zotadek, prostata, mozg. W przeciwienstwie do innych
cytochromow nie wystepuje w jadrach oraz tarczycy [55]. Gen kodujacy cytochrom
CYP3A4 zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 7 w regionie 7q22.1
(rycina 6). Sktada sie z 27,592 bp oraz zawiera 13 eksonow [68].

Rycina 6. Lokalizacja genu CYP3A4 [56]
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2.2.1.1 Polimorfizm CYP3A4*1B (rs2740574)

Polimorfizmem  pojedynczego  nukleotydu (ang. Single  Nucleotide
Polymorphism, SNP) nazywamy zjawisko zmiany pojedynczego nukleotydu w
sekwencji genu pomiedzy dwoma osobnikami badZz w przypadku jednego osobnika,
miedzy jego dwoma chromosomami, ktéra wystepuje w populacji z czestoscia wigksza
niz 1 %. W przypadku gdy polimorfizm wystgpuje w sekwencji kodujacej genu,
dochodzi do zmiany struktury i funkcji produktu biatkowego. Skutkiem zmiany
pojedynczego nukleotydu w sekwencji niekodujacej moze by¢ zmiana poziomu
ekspresji genu. Ostatecznie, polimorfizmy moga wptywaé na aktywnos¢ enzymatyczng
cytochroméw €O moze oznacza¢ problemy w uzyskaniu efektu terapeutycznego.
Mozliwa jest roOwniez sytuacja, gdzie dany polimorfizm genu nie bgdzie miat istotnego
wplywu na funkcjonowanie kodowanego przez niego biatka. W przypadku podrodzin

cytochromow gdzie poszczegolne izoenzymy maja podobng specyficznos$¢ substratowa,
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moze dochodzi¢ do zjawiska gdzie dany izoenzym przejmuje funkcje drugiej i nie

zauwaza si¢ negatywnych skutkéw polimorfizmu [69].

Ze wzgledu na wystgpujace, genetycznie uwarunkowane rdéznice W

metabolizmie ksenobiotykow, mozemy wyrdzni¢ nastgpujace grupy pacjentow [70]:

e 0s0by 0 wolnym metabolizmie lekéw (ang. poor metabolizer, PM);

e 0soby o obnizonym metabolizmie lekow (ang. intermediate metabolizer,
IM);

e 0soby z prawidlowym metabolizmem lekow (ang. efficient metabolizer,
EM);

e o0soby z bardzo szybkim metabolizmem lekéw (ang. ultrarapid
metabolizer, UM).

W przypadku 0s6b oznaczonych jako PM moze dochodzi¢ do kumulacji leku 1 tym
samym osiggni¢cia dawki toksycznej, co bedzie przekladato si¢ na wystgpowanie
nasilonych objawow niepozadanych. Jednak w przypadku prolekow, skutecznosé
leczenia u takich osob moze by¢ niska ze wzglegdu na obnizong mozliwosé
przeksztalcenia zwigzku do formy aktywnej, ktora wykazuje efekt terapeutyczny.
Osoby opisane jako UM wymagaja zwykle wickszej dawki leku aby osiggna¢ efekt
terapeutyczny. Dochodzi u nich do szybszej przemiany zwigzku w nicaktywny

metabolit, ktory nast¢pnie wydalany jest z organizmu [70].

Zidentyfikowano kilkanascie wariantow polimorficznych genu CYP3A4. Jednym
z najczesciej opisywanych w literaturze jest polimorfizm rs2740574, ktéry odpowiada
za powstawanie allelu CYP3A4*1B. Wplyw polimorfizmu na aktywno$¢ cytochromu
CYP3A4 nie jest do konca znany. Niektore prace badawcze wskazuja na zwigkszenie
ekspresji genu poprzez ograniczenie przylaczania represoréOw transkrypcji. Kodowany
w ten sposOb enzym wykazuje wyzszg aktywnos¢ metaboliczng [71, 72]. Czg$¢ zrodet
moéwi o niewielkim wptywie tego polimorfizmu na ekspresj¢ genu CYP3A4 [66], a
jeszcze inne dane wskazuja na obnizenie poziomu ekspresji genu CYP3A4 [73].
CYP3A4*1B wystepuje z rdzng czgstotliwoscia w poszezegdlnych grupach etnicznych.
Dla populacji kaukaskiej czgstos¢ ta wynosi 2-9%. Najwieksza czestotliwoscig
wystgpowania charakteryzuje si¢ populacja Afroamerykanow (54%), najmniejsza

natomiast populacja azjatycka, gdzie zmutowany allel nie wystepuje [74].
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2.2.2 1zoenzym CYP3A5

Izoenzym CYP3AS5 to biatko o masie 52,5 kDa skladajace si¢ z 502
aminokwasow. Gen CYP3A5 kodujacy to biatko, zlokalizowany jest na dlugim ramieniu
chromosomu 7 w regionie 7922.1. Sekwencja biatka CYP3AS5 pokrywa si¢ w 80% z
sekwencja izoenzymu CYP3A4. Oba izoenzymy wykazujg rowniez bardzo podobng

swoistos$¢ substratowa [75].

CYP3AS wykazuje ekspresje gtownie watrobie, ale takze w takich narzadach
jak: jelito cienkie, pluca, nerki, piersi oraz prostata [76]. Gen CYP3A5 jest wysoce
polimorficzny, do tej pory zidentyfikowano blisko 30 polimorfizméw. Prawidlowa
wersja izoenzymu jest kodowana przez allel CYP3A5*1 [75]. Allel CYP3A5*2 jest
uznawany za nie w petni funkcjonalny i wystepuje on tylko w przypadku 1% ludzi rasy
biatej. CYP3A5*4 i CYP3A5*5 to kolejne dwie rzadkie mutacje, ktore wedlug doniesien
naukowych wystepuja z czestotliwoscig ponizej 1%, jedynie w populacji chinskie;j.
Skutkiem tych mutacji jest zmniejszenie aktywnosci izoenzymu CYP3AS5. Allele
CYP3A5*6 i CYP3A5*7 odpowiedzialne sg za produkcje niestabilnej formy biatka,
ktore nie spetlnia swojej funkcji. Wystepuja gldwnie w populacji Afroamerykanow
(odpowiednio 17% 1 10% czestotliwosci wystgpowania). Wedlug réznych danych, w
populacji kaukaskiej oraz azjatyckiej te dwa allele nie wyst¢puja wcale badz z bardzo
matg czestotliwoscig. Najczesciej wystepujagcym zmutowanym allelem jest CYP3A5*3
[75, 77].

2.2.2.1 Polimorfizm CYP3A5*3 (rs776746)

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w pozycji 6986, w postaci zamiany
adeniny na guaning¢ (6986A>G), powoduje zmiany w splicingu mRNA. Alternatywny
splicing powoduje zmian¢ ramki odczytu, co skutkuje powstaniem niedojrzatego
kodonu terminacyjnego. Powstajace w tym procesie biatko pozbawione jest swoich
funkcji [75]. Allel CYP3A5*3 wystepuje u blisko 85-95% populacji kaukaskiej, 60-70%
populacji azjatyckiej, a najrzadziej w przypadku Afroamerykanoéw 27-50% [78]. Osoby
z genotypem AA (CYP3A5*1/*1) oraz AG (CYP3A5*1/*3) wykazuja ekspresje
izoenzymu CYP3AD5, przy czym w drugim przypadku aktywno$¢ enzymatyczna biatka
jest nizsza. Homozygoty zmutowane GG (CYP3A5*3/*3) nie posiadaja funkcjonalne;j
formy biatka [75].

37



2.3. Podrodzina CYP2C

U ludzi zidentyfikowano nast¢pujace izoenzymy z rodziny CYP2C: CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19. Te 4 izoenzymy sa odpowiedzialne za metabolizm
20% obecnie wykorzystywanych lekow. Najwyzsza ekspresja tych enzymoéw wystepuje
w watrobie, z wyjatkiem izoenzymu CYP2CI18, ktéry wykazuje ekspresje tylko na
poziomie mRNA. Poza watroba, enzymy te wystepuja réwniez w nerkach, jelicie
grubym, sercu, mézgu oraz phlucach [79]. Izoenzym CYP2C8 ma znikomy udzial w
metabolizmie ksenobiotykdéw, charakterystyczna jest jego wysoka ekspresja w nerkach.
CYP2C9 odgrywa glowng role w metabolizmie ksenobiotykow. Zaangazowany jest
m.in. w metabolizm niesteroidowych lekow przeciwzapalnych oraz w przemiang

warfaryny, leku stosowanego w terapii przeciwzakrzepowej [55].

2.3.1 1zoenzym CYP2C19

Izoenzym CYP2C19 kodowany jest przez gen CYP2C19, ktory zlokalizowany
jest na dtugim ramieniu chromosomu 10 w pozycji 23.33 (10g23.33) (rycina 7). Biatko
to bierze udziat w metabolizmie wielu, klinicznie istotnych lekow. Metabolizuje m.in.
proguanil (lek przeciwmalaryczny), warfaryne (antykoagulant), cyklofosfamid (lek
przeciwnowotworowy), clopidogrel (lek przeciwptytkowy), leki dziatajgce jako
inhibitory pompy protonowej oraz rowniez leki stosowane w leczeniu zaburzen
depresyjnych (amitryptylina, klomipramina, imipramina, trimipramina, citalopram,

escitalopram, sertalina, doksepina) [80].

W pismiennictwic opisano ponad 69 wersji polimorficznych genu CYP2C109.
Wigkszo$¢ tych zmian to polimorfizmy pojedynczego nukleotydu regionu kodujacego
genu CYP2C19 [81]. Allele CYP2C19*2, CYP2C19*3 oraz CYP2C19*17 odgrywaja
kluczowsa rolg w warunkowaniu efektywnosci terapii. Warianty CYP2C19*2, *3
odpowiadajg za obnizong aktywno$¢ enzymu, natomiast CYP2CI19*17 powoduje
zwigkszenie aktywnos$ci cytochromu. Homozygoty dzikie, czyli osoby posiadajacy dwa
prawidtowe allele CYPC19*1 uznawane sa za efektywnych metabolizerow (EM) [82].
Allel CYP2C19*2 wystepuje w we wszystkich grupach etnicznych, CYP2C19*3
gldwnie w populacji azjatyckiej, a CYPC19*17 u ludzi pochodzenia europejskiego [83].
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Rycina 7. Lokalizacja genu CYP2C19 [84]
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2.3.1.1 Polimorfizm CYP2C19*2 (rs4244285)

W przypadku tego polimorfizmu dochodzi do zamiany guaniny na adening w
pozycji 681 w eksonie 5 (681G>A), co skutkuje zmiang ramki odczytu i powstaniem
skroconego, nieprawidtlowego biatka [82]. Allel ten jest najczes$ciej wystepujacym
defektem izoenzymu CYP2C19 we wszystkich populacjach. Wystepowanie allelu
CYP2C19*2 zwigzane jest z fenotypem stabego metabolizera (PM). Rozpowszechnienie
fenotypu PM, wynikajacego z obecnosci mutacji (681G>A) w genie CYP2C19 r6zni si¢
w zaleznosci od populacji. W przypadku populacji kaukaskiej i afrykanskiej wynosi 2-
5%, w przypadku populacji azjatyckiej okoto 15% [85] Wedlug innych danych z

pismiennictwa, odsetek ten dla populacji azjatyckiej moze wynosi¢ nawet 29-35% [80].

2.4 Regulacja aktywnosci CYP3A4

Cytochrom CYP3A4 indukowany jest przez bardzo szeroka grupe ligandow
(tabela 3). Indukcja CYP3A wzmaga metabolizm dostarczonych substratow, co moze
skutkowa¢ oslabiong odpowiedzig na stosowane leki, ale moze takze wywota¢ proces
zapalny watroby. Ligandy te przylaczaja si¢ do receptora pregnanu X (PXR) [86]. PXR
jest receptorem jadrowym, ktorego glownag funkcja jest regulacja ekspresji enzymow
odpowiedzialnych za metabolizm 1 usuwanie substancji, ktore stanowig rowniez swoisty
ligand dla danego receptora. Receptor ten wystepuje gldownie w watrobie, nerkach,
jelicie cienkim oraz grubym. Po przylaczeniu liganda do receptora PXR, nastgpuje jego
aktywacja, w skutek czego laczy si¢ on z receptorem retinoidowym X (RXR), tworzac
heterodimer PXR-RXR. Nastepnie dimer ten, taczy sie ze specyficzng, docelowsa
sekwencja DNA. W przypadku genu CYP3A4, kodujacego cytochrom 3A4 sekwencja
docelowa sa regiony odpowiedzi na ksenobiotyki: XREM (ang. xenobiotic response

element module) oraz ER6, ktorych rolg jest bezposrednia indukcja procesu transkrypcji
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[87]. Receptor PXR ma rowniez wptyw na druga fazg biotransformacji leku poprzez

regulacj¢ ekspresji enzymu S-transferazy glutationowej (GST), uczestniczacego w

procesie sprzegania produktow z glutationem [88].

Tabela 3. Przyktadowe substraty cytochromu CYP3A4 z grupy lekow
stosowanych w leczeniu depresji, inhibitory oraz induktory [89, 90]

Substraty

TCA (amitryptylina, imipramina, klomipramina);
SSRI (citalopram, sertalina, fluoksetyna);

SNRI (trazodon, wenlafaksyna);

pozostate leki przeciwdepresyjne  (mirtazapina,
nefazodon, reboksetyna, bupropion );

leki przeciwpsychotyczne (kwetiapina).

Induktory

stabilizatory nastroju;
barbiturany;
glikokortykosteroidy;
dziurawiec zwyczajny;

niektore antybiotyki.

Inhibitory

blokery kanalu wapniowego;
antybiotyki makrolidowe;
aozolowe leki przeciwgrzybiczne;
inhibitory proteazy;

sok grejpfrutowy.
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Cze¢s¢ praktyczna
1. Zalozenie i cel pracy
1.1 Zalozenie pracy

Wsréd substratow metabolizowanych przez kompleks cytochroméw p450
mozemy odnalez¢ wiele substancji stosowanych w leczeniu zaburzen depresyjnych.
Zmiany w sekwencji nukleotydéw gendow, kodujacych biatka z kompleksu p450 moga
prowadzi¢ do zwigkszenia badZz zmniejszenia, a nawet =zaniku aktywnosci
poszczegbdlnych cytochromow. Polimorfizmy wybranych w pracy cytochromoéw moga
mie¢ znaczacy wpltyw na proces leczenia pacjentow cierpigcych na depresje, ale nie
tylko. Etiologia zaburzen depresyjnych pozostaje nie do konca wyjasniona. Z wielu
przedstawionych do tej pory teorii na temat etiologii choroby najwigcej zwolennikow
posiadajg teorie modelu biologicznego: teoria monoaminowa oraz teoria zapalna.
Zgodnie z jednym z zalozen teorii zapalnej u 0séb chorujacych na depresje, stwierdza
si¢ podwyzszony poziom enzymdéw odpowiedzialnych za wytwarzanie RFT. U
pacjentow chorych na zaburzenia depresyjne za stres oksydacyjny odpowiadaja zbyt
duze ilosci generowanych RFT, ale takze obnizony potencjat antyoksydacyjny.
Cytochromy sg bezposrednio zwigzane ze zjawiskiem stresu oksydacyjnego Zmiany
genetyczne w obrgbie genow kodujacych te biatka mogg bra¢ udziat w patogenezie

zaburzen depresyjnych.

Wybdr cytochroméw do pracy badawczej opieral si¢ o ich spektrum
substratowe. W pracy uwzgledniono te cytochromy, ktére odgrywaja kluczowa rolg w
metabolizmie obecnie stosowanych lekow przeciwdepresyjnych. Stosowane w badane;j
grupie leki znajduja si¢ na liScie substratowej ocenianych cytochromow: CYP3A4/5
(doksepina, wenlafaksyna, kwetiapina, mirazapina, citalopram, fluoksetyna, trazodon),

CYP2C19 (agomelatyna, sertalina, escitalopram, citalopram, wenlafaksyna).
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1.2 Cel pracy

e Ocena czestosci wystepowania wariantow allelicznych CYP3A4*1B, CYP3A5*3
oraz CYP2C19*2 w grupie pacjentoOw cierpigcych na zaburzenia depresyjne
nawracajace oraz w grupie osob zdrowych

e Ocena wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4 oraz powigzanie go z
wariantem polimorficznym CYP3A4*1B

e Poszukiwanie korelacji pomiedzy poszczegdlnymi allelami i genotypami
wybranych polimorfizmow i badanymi cechami:

o wiekiem oraz plcig pacjenta;

o wiekiem w momencie zachorowania;

o nasileniem objawow choroby przed wdrozeniem leczenia;
o skutecznoscig terapii.

e Poszukiwanie korelacji pomigdzy relatywnym poziomem ekspresji genu

CYP3A4 a badanymi cechami:
o wiekiem oraz plcig pacjenta,
o wiekiem w momencie zachorowania;
o nasileniem objawow choroby przed wdrozeniem leczenia;

o skutecznoscig terapii.
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2. Materialy i metody
2.1 Material

Material do badan stanowil material resztkowy — krew pelna pozostala po
badaniach diagnostycznych pacjentow szpitala im. Jozefa Babinskiego w Lodzi,
chorujacych na zaburzenia depresyjne nawracajace. Przekazany material nie zawierat
danych osobowych pacjentéw, nie zostaly one nigdy ujawnione na potrzeby badan
przeprowadzonych w powyzszej rozprawie doktorskiej. Do grupy badanej wiaczono 72
kobiety 1 36 mgzczyzn. Mediana wieku w grupie wynosita 51 lat. Z krwi pacjentow
wyizolowano 108 prob DNA oraz 38 prob RNA. Materiat kontrolny stanowito DNA
wyizolowane z leukocytéw krwi obwodowe] pobranej od zdrowych osoéb (n=93).
Pozostale cechy charakteryzujace grupe badang oraz kontrolng przedstawiono w tabeli
4. Do grupy badanej wiaczono 72 kobiety i 36 mezczyzn. Mediana wieku w grupie
wynosita 51 lat. Z krwi pacjentow wyizolowano 108 prob DNA oraz 38 prob RNA.
Material kontrolny stanowilo DNA wyizolowane z leukocytow krwi obwodowe]
pobranej od zdrowych osob (n=93). Pozostale cechy charakteryzujgce grupe badang

oraz kontrolng przedstawiono w tabeli 4.

Pacjenci zostali zdiagnozowani przez lekarzy psychiatrow z Kliniki Psychiatrii
Dorostych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Diagnoza zostalo postawiona zgodnie z
kryteriami 1CD-10 (F33.0-F33.8). Stopien nasilenia objawow depresji zostat oceniony
na podstawie 17 punktowego kwestionariusza Hamiltona i przedstawiony w formie
punktowej. Skutecznos$¢ leczenia obrazuje rdéznica miedzy ilo$cig punktéw w skali
Hamiltona uzyskang przez pacjenta po zakonczeniu cyklu leczenia a ilo$cig punktow
przed wdrozeniem leczenia. Pacjenci leczeni byli pojedynczymi lekami badz
kombinacja lekow przeciwdepresyjnych z réznych grup. Stosowano takie leki jak:
mianseryna, doksepina, wenlafaksyna, agomelatyna, kwetiapina, mirtazapina, trazodon
oraz szereg lekow z grupy selektywnych inhibitoréw zwrotnego wychwytu serotoniny

(sertalina, escitalopram, citalopram, fluoksetyna).
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Opierajac si¢ o 17 punktowg wersj¢ kwestionariusza Hamiltona (rozdziat 1.3.4
czedci teoretycznej), podziatl pacjentdow z grupy badanej pod wzgledem nasilenia

objawoéw wygladat nastepujaco:

e pojedyncze symptomy depresji — 1 pacjent;

e lagodna depresja — 6 pacjentow;

e depresja 0 nasileniu umiarkowanym — 20 pacjentow;
e ci¢zka depresja — 63 pacjentdw;

e Dbardzo cigzka depresja — 15 pacjentow.

Badania przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi (numer zgody RNN/566/08/KB) i w odniesieniu do zasad
Deklaracji Helsinskiej.
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Tabela 4. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

Grupa badana Grupa kontrolna
Badana cecha
(n=108) (n=93)
K 72 57
Ple¢
M 36 36
Mediana 51 40
) Minimum 17 20
Wiek (lata) )

Maximum 63 54
IQR 13 12
Mediana 44 _

Wiek w momencie diagnozy | Minimum 14

(lata) Maximum 61

IQR 16

HDRS (punkiy) Srednia 22,1
un
Punety SD 6,8 -
_ Srednia 15,4 —
Zmiana HDRS (punkty)
SD 6,5 _
Mediana 71 -
] Minimum 0 -
% zmiany HDRS (%) )

Maximum 100 —
IQR 28 -

SD — odchylenie standardowe, IQR — rozstep migdzykwartylowy
HDRS to liczba punktéw w skali Hamiltona opisujgca stopien nasilenia choroby.
Zmiana HDRS dotyczy r6znicy punktow w skali Hamitlona przed i po zakonczeniu leczenia

% zmiany HDRS = (Zmiana HDRS/HDRS)*100%

2.2 Metody

2.2.1 lzolowanie DNA

Izolowanie DNA z krwi obwodowej wykonano metoda kolumienkowa przy
uzyciu zestawu ,,Blood Mini” (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska) zgodnie z

zalaczong instrukcja.

Do 1,5 ml probowki typu Eppendorf odpipeptowano 400 pl krwi petnej, a

nastgpnie dodano 200 pl roztworu do lizy erytrocytow (roztwér LE). Calo§¢ mieszano
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do uzyskania przejrzystosci roztworu, po czym probke zwirowano przy 12 000 obr/min
w czasie 3 minut. Supernatant odrzucono, a do pozostalej zawartosci dodano 100 pl
buforu TRIS i wymieszano przez pipetowanie. Do tak przygotowanej probki dodano
200 pl buforu lizujacego LT zawierajacego sole chaotropowe umozliwiajace wigzanie
DNA ze zlozem krzemionkowym oraz 20 ul proteinazy K (600 U/ml). Enzym ten ma
zadanie usung¢ zanieczyszczenia bialkowe oraz inaktywowaé obecne W roztworze
DNazy. Probe wymieszano i inkubowano przez 30 minut w 37°C. Nastepnie
przeniesiono roztwor do minikolumny i wirowano przez 1 minute przy 12 000 obr/min.
Obecne w roztworze DNA wigze si¢ ze zlozem krzemionkowym zawartym w
kolumience. Po zakonczeniu wirowania, wyjeto mini kolumn¢ z probowki, wylano
przesacz oraz z powrotem umieszczono mini kolumng w pustej probowce. Dodano 500
ul roztworu pluczacego Al bezposrednio na ztoze krzemionkowe i wirowano przez 1
minut¢ przy 12 000 obr/min. Mini kolumng przeniesiono do nowej proboéwki, dodano
400 pl roztworu phluczacego Al i wirowano przez 2 minuty przy 12 000 obrotow.
Kolumny przeniesiono do nowych, docelowych probéwek typu Eppendorf i dodano 200
ul buforu TRIS, podgrzanego wczeéniej do temperatury 75°C. Probke inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej w celu catkowitej elucji materiatu ze zloza, a
nast¢pnie wirowano przez 1 minute przy 12 000 obr./min. Uzyskany materiat DNA

przechowywano w zamrazarce (-20°C) do momentu dalszych analiz.

2.2.2 1zolowanie RNA

Materiat w postaci RNA izolowano z uzyciem zestawu ,,Total RNA Mini” (A&A

Biotechnology, Gdynia, Polska) zgodnie z zaleceniami zalgczonymi przez producenta.

Do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml odmierzono 1000 pl krwi
pelnej, a nastepnie dodano 800 pl fenozolu (mieszania soli chaotropowych i fenolu) i
doktadnie wymieszano poprzez pipetowanie. Fenozol powoduje liz¢ komorek i
inaktywuje obecne w roztworze endogenne rybonukleazy tak aby nie trawily
izolowanego materiatu. Roztwdr inkubowano przez 5 minut w 50°C. Nastgpnie do
mieszaniny dodano 200 pl chloformu w celu ekstrakcji zanieczyszczen biatkowych, ale
takze w celu rozdzielenia DNA i RNA. Po 3 minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej oraz wirowaniu przy 12 000 obr/min przez 10 minut dochodzi do
rozdzielenia trzech faz. RNA zgromadzone jest w fazie wodnej znajdujacej si¢ na gorze.

Po pobraniu calego supernatantu do osobnej probowki, dodano nastepnie 250 pl
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izopropanolu w celu wytracenia RNA. Nastepnie calo$¢ przebiegata podobnie jak w
przypadku protokohu izolacji DNA. 3 krotne wirowanie przy 12 000 obr/min wraz z
plukaniem roztworem phluczacym Al w celu oczyszczenia znajdujacego si¢ na zlozu
RNA z resztek detergentoéw oraz biatek. Elucje przeprowadzono z wykorzystaniem 50
ul czystej, jalowej, wolnej od RNAz wody. RNA przechowywano w temperaturze (-

80°C) do momentu dalszych analiz.

Stezenie oraz czysto$¢ RNA oceniano przy uzyciu aparatu NanoPhotometer
UV/VIS (Implen, Niemcy). Aby okresli¢ stezenie proby wykonano pomiar absorbancji
przy dtugosci fali A= 260 nm. Przy tej dtugosci fali, kwasy nukleinowe wykazuja
maksimum absorbcji wigzki $wiatta. Zdolnos¢ pochlaniania $wiatta w zakresie UV
wynika z obecnosci wigzan podwdjnych oraz heteroatomow w pierscieniach zasad

nukleotydowych. Stezenie RNA zapisano w w ng/pl.

W celu oceny czystosci wyizolowanego materiatu aparat wykonuje trzy pomiary
przy r6éznych dlugosciach fali: 230 nm, 260 nm, 280 nm, a nastgpnie wylicza dwa
wspotczynniki  260/280 oraz 260/230. Wspolczynnik 260/280 okresla czystosé
preparatu RNA pod wzglgdem zanieczyszczenia biatkami, ktérych maksimum absorbcji
przypada na dlugos¢ fali A=280 nm. Za czyste RNA przyjmuje si¢ warto$ci w przedziale
1,8-2,0. Wartos$ci <1,8 $wiadcza o obecnosci biatek w roztworze RNA. Wspdtezynnik
260/230 okresla stopien zabrudzenia probki przez odczynniki stosowane w procesie

izolacji. Za czyste RNA uzna si¢ to o wspotczynniku 260/230 wynoszacym 1,8-2,0.

2.2.3 Reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription, RT)

Przepisanie informacji z RNA na cDNA (ang. complementary DNA)
przeprowadzono przy uzyciu zestawu ,,High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit” (Applied Biosystems, Massachusetts, USA) zgodnie z protokotem producenta.

W pierwszej kolejnosci sporzadzono mieszaning reakcyjng w ktorej na jedna

probke skfadalo sig:

e 2,0 ul buforu reakcyjnego 10X RT buffer;

e 2,0 pl uniwersalnego startera oligo (dT)23 (0,5 pg/pl);

e 0,8 pl roztworu deoksyrybonukleotydéw 25X dNTP Mix (10mM);

e 1,0 ul odwrotnej transkryptazy MultiScribe™ Reverse Transcriptase ( 50 U/pl);
e 1,0 ulinhibitora RNaz.
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Tak przygotowana mieszaning wymieszano poprzez worteksowanie 1
rozpipetowano w rownej objetosci 6,8 pl do sterylnych 200 pl proboéwek. Nastepnie
calo$¢ mieszaniny uzupehiono jalowa, wolng od RNAz woda oraz RNA w stosunku
zaleznym od stezenia wcze$niej wyizolowanego RNA, tak aby w kazdej probowce
reakcyjnej byla identyczna masa RNA. Przyjeto, ze w kazdej probowce powinno
znajdowac¢ si¢ 0,18 pg RNA co daje stezenie 0,009 pg/ul RNA w kazdej badanej probie
przy koncowej objetosci reakcyjnej 20 ul. Probki wymieszano i zwirowano, reakcje
odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler
(Bio-rad, Kalifornia, USA). Po =zakonczeniu reakcji, cDNA przechowywano w

temperaturze -20°C.

Tabela 5. Profil termiczny reakcji odwrotnej transkrypcji

Parametr Etapl Etap 2 Etap 3 Etap 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Czas (min.) 10 120 5 0

2.2.4 Polimerazowa reakcja lancuchowa (ang. polymerase chain reaction, PCR)

W przebiegu cze$ci cksperymentalnej zoptymalizowano a nast¢pnie
przeprowadzono 5 typoéw jakosciowej reakcji PCR. Wykonano trzy amplifikacje
genomowego DNA w celu namnozenia fragmentow gendéw: CYP3A4, CYP3AS,
CYP2C19, ktoére nastgpnie postuzyly do analizy polimorfizméw CYP3A4*1B,
CYP3A5*3, CYP2C19*2, namnazanie fragmentu genu CYP3A4, z uzyciem starterOw
wybranych do oceny ekspresji gendw oraz przepisanego cDNA. Wykonano rowniez
powielanie fragmentu genu GAPDH (gen metabolizmu podstawowego) dla kazdego
przepisanego cDNA w celu oceny poprawnos$ci przeprowadzonej reakcji odwrotnej

transkrypciji.
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Do amplifikacji DNA w celu oceny polimorfizméw: CYP3A4*1B, CYP2C19*2
oraz do oceny jakosciowej ekspresji genéw CYP3A4 i GAPDH uzyto polimerazy
DreamTaq (Thermo Scienfitic Fisher, Massachusetts, USA). Dokladne sktady
mieszanin reakcyjnch zamieszczono w Tabeli 6. Do kazdej przedstawionej mieszaniny
reakcyjnej dodano 1 pl materiatu genetycznego w postaci DNA. W celu namnozenia
fragmentu genu CYP3A5 uzyto gotowego mixu reakcyjnego PCR Super Master Mix
(Bimake.com, Houston, USA). Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej proby wygladat

nastepujaco:

e 10 pl mixu reakcyjnego 2x PCR Super Master Mix;
e 0,5 ul Forward primer (10 pM);

e 0,5 ul Reverse Primer (10 uM);

e 8,0 ul jatowej wody;

e 1,0 ul matrycy w postaci DNA.

Tabela 6. Sktadniki mieszanin reakcyjnych dla PCR

DreamTaq
10x dNTP
MgCl, F R ) polymerase
DreamTa ] ] mix H20
(25mM) | primer | primer (5U/ul,
g Buffer (10mM)
500V)
CYP3A4*1B 2,5ul 0,5ul | 0,4ul | 0,4pul 1,2 ul 0,3 ul 18,7 wl

CYP2C19*2 3,5ul 07wl | 07ul | 0,7l | 04l 0,2 ul 12,8 ul

CYP3A4 exp 3,5ul 1.0u | 07l | 07l | 04l 0,2 ul 12,5 ul

GAPDH 3,5ul 07wl | 05ul | O5ul | 04l 0.2l 13,2 ul

Wszystkie reakcje przeprowadzono w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal
Cycler (Bio-rad, Kalifornia, USA). Po zakonczeniu reakcji proby przechowywano w
temperaturze 4°C do momentu wizualizacji produktow w zelach agarozowych. Profil

termiczny reakcji oraz uzyte startery przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7. Profil termiczny PCR oraz wykorzystane sekwencje starterowe

Starter Sekwencia Liczba Profil Wielkos§¢
J cykli termiczny produktu
- 5 GGA ATG AGG ACA
cypaaarip | CCCATAGAG ACA D 95°C, 60 sekund
AGG GGA 3
, 30 | H60°C, 90 sekund | 385bp
R >’ CCT TTC AGC TCT E 72°C, 120 sekund
cypaagetg | GTG TTG CTCTTT :
GCT G 3’
F 5" CAT CAG TTA GTA ]
sy | Ghseatias | [BCE s |
R 5" GGT CCA AAC AGG E 790 60 s P
CYP3A5*3 GAA GAA ATA 3’ ’
F 5 CAA CCA GAG CTT ]
CYP2C19*2 |  GGC ATA TTG 3’ % o 2‘9‘8 28 Sel;ing 004
R 5" CAC AAA TAC GCA E 720, 60 ::k ;‘d P
CYP2C19*2 |  AGC AGT CAC 3’ ’ 4
- 5 TGG TAT CGT GGA
GAPDH AGG ACT;: ATG AC D 94°C, 50 sekund
. 5" ATG CCA GTG AGC | 20 E' ;gg 658 :eell;‘jgg 188 bp
cappy | TTCCCG ?')I',TC CAGC
F 5" AGT CTT TCC ATT ]
CYPSAdexp | CCTCATCC S 30 IH) 2(5)8 gg ZZ‘EEES 180 b
R 5 TGC TTT TGT GTA E 7200190 coloumd P
CYP3A4 exp TCT TCG AG 3’ ’

D — denaturacja
H — hybrydyzacja
E — elongacja
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2.2.5 Polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment
length polymorphism, RFLP)

Obecnos¢ alleli CYP3A4*1B, CYP3A5*3 oraz CYP2C19*2 oceniono przy
uzyciu metody RFLP. Metoda ta opiera si¢ na analizie roznej dtugosci fragmentow
DNA powstatych w wyniku trawienia produktu reakcji PCR specyficznym enzymem
restrykcyjnym. W wyniku mutacji dochodzi do powstania badz zaniku miejsca
restrykcyjnego, ktore rozpoznawane jest przez stosowany enzym. Nastepnie odczytuje
si¢ charakterystyczne wzory prazkowe specyficzne dla danego genotypu [91].
Zastosowane enzymy oraz ich charakterystyke przedstawiono w tabeli 8. Matryca do
reakcji RFLP byt produkt PCR o znanej wielkosci, wczesniej zweryfikowany na
podstawie rozdziatu elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym (elektroforeze opisano
w rozdziale 2.2.6). Amplikon poddano catlonocnemu trawieniu, a powstale fragmenty

rozdzielono w zelu agarozowym.

Tabela 8. Stosowane enzymy restrykcyjne

) ) Rozpoznawana Dhugo$¢ fragmentoéw
Polimorfizm | Enzym ) _
sekwencja restrykcyjnych
AA (*1A/*1A) — 175, 169, 41 bp

5-GAAGA(N)8-3’
CYP3A4*1B | Mboll GG (*1B/*1B) — 210, 175 bp

3-CTTCT(N)7- 5’
AG (*1A/*1B) — 210, 175, 169, 41 bp

AA (*1/*1) — 148, 125, 20 bp
5. AATATT...-3’
CYP3A5*3 | Sspl GG (*3/*3) — 168, 125 bp
3- . TTATAA...-5’
AG (*1/%3) — 168, 148, 125, 20 bp

GG (*1/*1) — 200, 100 bp
5'-CCCGGG-3'
CYP2C19*2 | Smal AA (*2/*2) — 300 bp
3-GGGCCC-5'
GA (*1/*2) — 300, 200, 100 bp
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Wszystkie reakcje trawienia przeprowadzono w termocyklerze MJ Mini Personal
Thermal Cycler (Bio-rad, Kalifornia, USA). Po zakonczeniu reakcji proby
przechowywano w temperaturze 4°C do momentu wizualizacji produktow w zelach
agarozowych. Profile termiczne reakcji oraz skltady mieszanin reakcyjnych

przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Profil termiczny RFLP oraz sktad mieszaniny reakcyjnej

Polimorfizm Mieszanina reakcyjna Profil termiczny

Mboll (EURX, Gdansk Polska) — 0,1 pl

Bufor — 2,0 ul )
CYP3A4*1B 37°C, 16 godzin
Woda jatlowa — 1,9 pl

DNA — 16,0 pl

Sspl (NewEngland Biolabs, Ipswich UK) — 0,2 pl

Bufor — 2,0 pl )
CYP3A5*3 37°C, 16 godzin
Woda jatlowa — 1,8 pl

DNA —-16,0 ul

Smal (EURX, Gdansk, Polska) — 0,2 ul

Bufor — 2,0 pl _
CYP2C19*2 25°C, 16 godzin
Woda jatlowa — 1,8 ul

DNA —-16,0 ul

2.2.6 Elektroforeza w zelu agarozowym

Wizualizacje produktoéw reakcji PCR 1 RFLP przeprowadzono w zelu
agarozowym. Produkty reakcji PCR oraz RFLP dla CYP2C19*2 uwidoczniono w 2%
zelu agarozowym. W celu uzyskania zelu 0 stezeniu 2%, dodano 0,7 g agarozy do 35 mi
0,5X buforu TBE (108 g Tris, 55 g kwasu bornego, 9,3 g wersenianu dwusodowego na
1L buforu) Produkty reakcji po RFLP dla polimorfizméw CYP3A4*1B i CYP3A5*3
wymagaly zelu o wyzszej zawartosci agarozy (4%, 1,49 agarozy, 35 ml 0,5X buforu
TBE), ze wzgledu na male réznice w wielko$ci uzyskanych w wyniku trawienia
fragmentow DNA. W celu przygotowaniu zelu, roztwor podgrzewano do momentu
catkowitego rozpuszczenia agarozy. Substancja stosowana w celu wizualizacji prazkow
DNA byt bromek etydyny (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Do cieptego, ptynnego zelu

dodawano 2 pl bromku etydyny i mieszano delikatnie, uwazajac aby nie napowietrzy¢
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zelu. Nastepnie zawartos¢ kolby wylewano na sanki elektroforetyczne i zostawiono zel
na 10 minut do zastygniecia. 4 pl produktu po PCR badz 7 ul produktu po trawieniu
mieszano z 2 ul roztworu obcigzajacego. Stosowano wzorzec masy molekularnej
sktadajacy si¢ z 5 prazkow o wielkosci: 100, 200, 300, 400, 500 par zasad firmy DNA-
Gdansk (DNA-Gdarnsk, Gdansk, Polska). Nastepnie calo$¢ przenoszono do studzienek w
zelu agarozowym. Produkty po reakcji PCR rozwijano przez 5 minut przy napieciu 110
V, a nastepnie zwickszano napigcie do 130 V i1 prowadzono elektroforeze przez 12
minut. Produkty po reakcji RFLP rozwijano przez 10 minut przy napigciu 100 V,
nastepnie 40 minut przy napieciu 120 V. Zele ogladano pod $wiatlem UV, a obraz
rejestrowano przy uzyciu transiluminatora MiniBis (DNR Bio-Imaging Systems,
Jerozolima, Izrael). Aparat obstugiwano przy uzyciu komputerowego oprogramowania
GelCapture wersja 2.6 tej samej firmy. Przyktadowe rozdziaty produktow po reakcjach
PCR oraz RFLP przedstawiono na rycinach 8 i 9.

Rycina 8. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu
CYP3A4

100 bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp

8 9 10 11 12

1 —wzorzec masy molekularnej, 2 — kontrola negatywna, 3-12 — produkt reakcji PCR
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Rycina 9. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu po trawieniu dla
polimorfizmu CYP3A4*1B

100 bp

200 bp

300 bp
400 bp
500 bp

1 —wzorzec masy molekularnej, 2-5,7 — heterozygota (genotyp AG)

2.2.7 PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-time PCR)

Do oceny ekspresji genu CYP3A4 zastosowano metode Real-Time PCR. Dzigki
zastosowaniu barwnikoéw fluoroscencyjnych metoda pozwala na §ledzenie przyrostu
amplikonu w czasie rzeczywistym. W badaniu zastosowano niespecyficzny barwnik
SYBR Green, ktory emituje nawet tysigckrotnie silniejsza wigzke $wiatlta podczas
przytaczania si¢ do podwojnej helisy DNA niz pozostajac niezwigzany W roztworze.
Poziom fluorescencji jest wprost proporcjonalny do ilo§ci materialu genetycznego
znajdujacego si¢ w probowce reakcyjnej. Po reakcji Real-time PCR krzywej
amplifikacji odczytano warto$¢ Ct. Jest to cykl reakcji w ktorym wartos$¢ fluorescencji
przekracza prog graniczny, czyli prog fluorescencji tta. Im nizsza warto$¢ Ct, tym
wigksza poczatkowa ilo§¢ materiatu genetycznego w probce. Wartos¢ Ct mozemy
rowniez zdefiniowaé jako moment w ktorym reakcja wkracza w fazg logarytmicznego

wzrostu.
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Reakcje Real-time PCR przeprowadzono na aparacie Rotor-Gene 6000 (Qiagen
Corbett, Hilden, Niemcy). Do analizy zastosowano gotowy mix reakcyjny SYBR®
Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). W jednej

probéwce reakcyjnej znajdowato si¢ odpowiednio:

e 7,5 ul mixu reackyjnego SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™;
e 0,7 ul Forward primer (10 pM);

e 0,7 ul Reverse Primer (10 uM);

e 06,1 uljatowej wody;

e 1,0 pl cDNA.

W celu oceny wzglednej poziomu ekspresji genu CYP3A4, réwnolegle do reakcji
dla genu badanego, prowadzono analiz¢ genu metabolizmu podstawowego (ang.
housekeeping gene) GAPDH. Reakcje¢ dla kazdej badanej proby przeprowadzono w
trzech powtorzeniach dla genu badanego i trzech dla genu referencyjnego celem
zapewnienia wigkszej doktadnosci oznaczenia. Do kazdego eksperymentu dodawano
réwniez kontrole negatywne w celu kontroli czystosci reagentow. Profil termiczny

reakcji wygladat nastepujaco:

e Wstepna denaturacja: 95°C, 10 minut;
e Denaturacja: 95°C, 15 sekund;

e Annealing: 59°C, 30 sekund;

e Elongacja: 72°C, 20 sekund.

Reakcja skladata si¢ z 40 cykli. Na koncu kazdego eksperymentu wykonano
krzywa topnienia dla wszystkich prob. W tym celu stopniowo podgrzewano mieszaniny
reakcyjne od 70°C do 95°C. W momencie denaturacji produktu nast¢puje gwaltowny
spadek poziomu fluorescencji, co przedstawione jest na wykresie w postaci piku.
Obecnos¢ wiecej niz jednego piku moze $wiadczy¢ o namnozeniu niespecyficznych
produktow. Produkty tej samej reakcji, z tymi samym starterami, powinny wykazywacé
niemalze identyczng temperatur¢ topnienia. Przyktadowe krzywe topnienia oraz
wykresy amplifikacji dla genu badanego oraz referencyjnego, przedstawiono

odpowiednio na rycinie 10,11,12 i 13.
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Rycina 10. Przyktadowa krzywa amplifikacji fragmentu genu badanego

CYP3A4

Morm. Fluoro.
3

20 2 30 35 40

Rycina 11. Przyktadowa krzywa amplifikacji fragmentu genu referencyjnego

GAPDH
1000
10-05
i 10-!0
§. 107 Y/
E
/ / /
Threshold / /// //
1 p: N

30 35 40
Cycle
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Rycina 12. Przyktadowa krzywa topnienia dla powielonego fragmentu genu
badanego CYP3A4

40 ]

Rycina 13. Przyktadowa krzywa topnienia dla powielonego fragmentu genu
referencyjnego GAPDH

40

i3

30

23
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Pierwszym etapem w matematycznej ocenie wzglednej ocenie ekspresji genu
CYP3A4 bylo obliczenie z jaka wydajnoscig zachodzity reakcje zaréwno dla genu
badanego jak ireferencyjnego. Od wydajnosci obu reakcji zalezalo dobranie
odpowiedniego modelu matematycznego stuzacego do obliczenia wzglednej ekspresji
genu. Wydajnos$¢ reakcji zostala wyznaczona na podstawie sporzadzonych dla obu
genéw krzywych standardowych. W celu sporzadzenia krzywych standardowych
przygotowano szereg siedmiu rozcienczen (10* — 107 krotnie rozcienczonych) produktu
reakcji PCR o znanym stezeniu DNA. Dla rozcienczonych produktow przeprowadzono
reakcje Real-time PCR. Po odczytaniu wartosci Ct, sporzadzono krzywe standardowe
dla obu gendéw 1 na podstawie nachylenia krzywych, obliczono wydajnos¢ reakcji.

Wydajnosci dla obu gendéw przedstawialy si¢ nastgpujaco:

e GAPDH - 89%j;
e CYP3A4 -103,5%.

Ze wzgledu na roznice w wydajnos$ciach tych dwoch reakeji, do obliczenia relatywnego
poziomu ekspresji wybrano model matematyczny zaproponowany przez Michaela W.
Pfaffla.

2.3 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono w programie STATISTICA 13.1 (Statsoft

Inc.). We wszystkich testach za poziom istotnosci przyjeto wartos¢ 0,05.

W celu oceny zgodnosci rozkladu genotypow oraz alleli analizowanych
polimorfizméw z prawem Hardy’ego-Weinberga wykorzystano test Chi-kwadrat. Te
sam test wykorzystano do oceny réznic w rozkladzie genotypéw oraz alleli pomigdzy
grupg badang i kontrolng w przypadku polimorfizméw CYP2C19*2 i CYP3A4*1B.
Poréwnanie czestosci wystepowania zmutowanego allelu CYP3A5*3 pomigdzy grupa
kontrolng a grupa badang oceniono z wykorzystaniem testu V-kwadrat. Zgodnos¢
rozktadu cech ciggtych z rozkladem normalnym sprawdzono przy uzyciu testu Shapiro-
Wilka. W przypadku zgodnos$ci rozkladu cechy z rozkladem normalnym, do oceny
zalezno$ci miedzy dana cecha a obecnos$cig allela zmutowanego w grupie badanej,
stosowano test t Studenta oraz analiz¢ ANOVA dla grup niezaleznych. W przypadku
braku takiej zgodnosci, stosowano test nieparametryczny U Manna-Whitneya oraz

ANOVA Kruskala Wallisa. Do oceny zaleznosci pomigdzy wzglgdnym poziomem
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ekspresji genu CYP3A4 a badanymi cechami w postaci ciaglej wykorzystano macierze
korelacji Pearsona i Spearmana. Do porownania wartosci wzglgdnego poziomu
ekspresji genu CYP3A4 w zaleznosci od rodzaju genotypu polimorfizmu CYP3A4*1B
wykorzystano test t Studenta. Test t Studenta wykorzystano rowniez do oceny
zalezno$ci pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu CYP3A4 a plcig oraz

stopniem nasilenia objawow.

Do przeprowadzenia analizy statystycznej wykorzystano warto$¢ liczbowa
parametru % zmiany HDRS.

3. Wyniki
3.1 Ocena polimorfizméw CYP3A4*1B, CYP3A5*3, CYP2C19*2

3.1.1 Rozklad czestosci wystepowania poszczegolnych genotypow i rownowaga
Hardy’ego-Weinberga w grupie kontrolnej i badanej
Analiz¢ czgstosci wystepowania badanych alleli przeprowadzano dla rdoznej

liczby prob DNA. Dla polimorfizmu:

e CYP3A4*1B okreslono genotyp dla 102 prob w grupie badanej oraz 90 prob
w grupie kontrolnej.

e CYP3A5*3 okreslono genotyp dla 105 prob w grupie badanej oraz 93 prob
w grupie kontrolnej.

e CYP2C19*2 okreslono genotyp dla 102 prob w grupie badanej oraz 93 prob

w grupie kontrolnej.

Roznice te wynikaja z probleméw z namnazaniem wybranych fragmentow
genéw w niektorych probach badz trudnosci z uzyskaniem wzoru prazkowego po
procesie trawienia, ktory powala na jednoznaczng interpretacje. Kolejno na rycinach
14,15,16,17 przedstawiono przykladowe rozdzialy elektroforetyczne dla ocenianych
genéw CYP3AS5 i CYP2C19. Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne dla badanego
genu CYP3A4 przedstawiono w rozdziale 2.2.6.
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Rycina 14. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla
fragmentu genu CYP3A5

1,10 — wzorzec masy molekularnej, 2 — kontrola negatywna, 3-9 — proby badane

Rycina 15. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu po trawieniu
dla polimorfizmu CYP3A5*3

1,8 — Wzorzec masy molekularnej, 2,3,5,6,7 — homozygota zmutowana, 4 — heterozygota
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Rycina 16. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla
fragmentu genu CYP2C19

100 bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp

1 — wzorzec masy molekularnej, 2-6 — proby badane, 7 — kontrola negatywna

Rycina 17. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu po trawieniu
dla polimorfizmu CYP2C19*2

50 bp

100 bp

200 bp ooy
p

250 bp ggg Bp

300 bp p

1 —wzorzec masy molekularnej, 3,4,5,7,9,10,12 — heterozygota, 6,8,11 — homozygota dzika

Przy uzyciu testu Chi-kwadrat oceniono réznice migdzy obserwowang a
oczekiwang czestoscig genotypow dla badanych polimorfizméw. Test Chi-kwadrat nie
wykazatl statystycznie istotnych odstgpstw od rownowagi Hardy’ego-Weinberga (ang.
Hardy-Weinberg equalibrium, HWE) w grupie badanej oraz kontrolnej dla badanych
polimorfizméw CYP3A5*3, CYP2C19*2. Stwierdzono odstgpstwo od rownowagi H-W
w rozkladzie genotypow analizowanego polimorfizmu CYP3A4*1B, zar6wno w grupie
badanej jak i kontrolnej. Przyczyna tego zjawiska mogt by¢ m.in.: blad z proby
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wynikajacy ze zbyt malej populacji uwzglednionej w badaniu, istnienie czynnika, ktory
sprawia, ze osobnicy z konkretnym genotypem maja wicksza szanse na wilaczenie do
badania, badz tez blad w genotypowaniu. Cz¢s¢ prob zostata powtdérzonych w celu
sprawdzenia potencjalnego bledu w okreslaniu genotypu. Wyniki byly zgodne z
pierwszymi oznaczeniami. Dokladne wyniki genotypowania oraz warto$ci testow
statystycznych dla grupy kontrolnej i badanej przedstawiono odpowiednio w tabeli 11 i
12.

Tabela 10. Rozktad genotypow i alleli w grupie kontrolnej oraz zgodno$¢ z
HWE

Czestos¢ | Czestosc HW*
Polimorfizm | Genotyp n (%) Allelu Allelu 0 p**
A G n (%)
AA 5 (5,6) 18,7 (20,8)
CYP3A4*1B GA 72 (80,0) 0,46 0,54 44,6 (49,6) | <0,001
GG 13 (14,4) 26,7 (29,7)
AA 0(0,0) 0 (0,0)
CYP3A5*3 GA 1(1,0) 0,01 0,99 1(1,0) 0,958
GG 92 (99,0) 92 (99,0)
GG 63 (67,7) 64,6 (69,5)
CYP2C19*2 GA 29 (31,2) 0,17 0,83 25,8 (27,7) | 0,237
AA 1(1,1) 2,6 (2,8)

* warto$¢ oczekiwana czesto$ci genotypow wynikajaca z Prawa Hardy’ego — Weinberga

** test Chi-kwadrat

Tabela 11. Rozktad genotypow i alleli w grupie badanej oraz zgodnos$¢ z
HWE

Czestos¢ | Czestosc H-W*
Polimorfizm | Genotyp n (%) Allelu Allelu 0 p**
A G n (%)
AA 0 (0,0) 17,3 (17,0)
CYP3A4*1B AG 84 (82,4) 0,41 0,59 49,4 (48,4) | <0,001
GG 18 (17,6) 35,3 (34,6)
AA 0 (0,0) 0,3 (0,3)
CYP3A5*3 AG 12 (11,4) 0,06 0,94 11,3 (10,8) 0,534
GG 93 (88,6) 93,3 (88,9)
GG 76 (74,6) 75,1 (73,6)
CYP2C19*2 GA 23 (22,5) 0,14 0,86 24,9 (24,4) 0,446
AA 3(2,9) 2,1(2,0)

* warto$¢ oczekiwana czestosci genotypow wynikajaca z Prawa Hardy’ego — Weinberga

** test Chi-kwadrat
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3.1.2 Polimorfizm CYP3A4*1B

3.1.2.1 Poréwnanie rozkladu czestosci wystepowania genotypow oraz alleli
pomiedzy grupg badang a kontrolng

Sprawdzono czy istnieje statystycznie istotna roznica w czesto$ci wystepowania
genotypoéw oraz alleli pomiedzy grupa badang a grupg kontrolng dla polimorfizmu
CYP3A4*1B. Przy uzyciu testu Chi-kwadrat nie wykazano statystycznie istotnej réznicy
w rozkladzie genotypow (p=0,050). Dystrybucja alleli, ktora zostala oceniona z
wykorzystaniem testu chi kwadrat, rowniez nie roznita si¢ statystycznie pomiedzy
grupami. W grupie badanej z wigkszg czestoScig wystgpowal genotyp homozygoty
zmutowanej oraz zaobserwowano tendencje do czestszego wystepowania zmutowanego
allela CYP3A4*1B. W grupie badanej, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, nie
zaobserwowano zadnej homozygoty dzikiej. Szczegdtowe dane zostaly przedstawione

w tabeli 12 oraz na rycinie 18.

Tabela 12. Czesto$¢ wystepowania poszczegolnych genotypow oraz alleli
dla polimorfizmu CYP3A4*1B w grupie badanej oraz kontrolnej

s Genot ) Allel G Allel A
rupa eno n (%
P & n (%) n (%)
obecny obecny
AA (*1A/*1A) | 0 (0,0) 102 (100,0) 84 (82,4)
Badana | AG (*1A/*1B) | 84 (82,4) |— .
GG (*1B/*1B) | 18 (17.6) nieobecny nieobecny
0 (0,0) 18 (17,6)
obecny obecny
AA (*1A/*1A) | 5 (5,6) 85 (94,4) 77 (85,6)
Kontrolna | AG (*1A/*1B) | 72 (80,0) . :
GG (*1B/*1B) | 13 (14.4) nieobecny nieobecny
5 (5,6) 13 (14,4)
p:0,050* p:0,050** p:0,547*

* test Chi-kwadrat

** test Chi-kwadrat z poprawka Yatesa
AA — homozygota dzika

AG - heterozygota

GG - homozygota zmutowana
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Rycina 18. Czgsto$S¢ wystepowania poszczegdlnych genotypoéw dla
polimorfizmu CYP3A4*1B w grupie badanej oraz kontrolnej
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3.1.2.2 Ocena zaleznosci pomiedzy genotypem/allelem a poszczegolnymi cechami
klinicznymi w grupie badanej

Przy uzyciu testu Chi-kwadrat, nie wykazano statystycznie istotnej zalezno$ci
pomiedzy wystepowaniem poszczegélnych genotypdw oraz obecnoscig allela
CYP3A4*1B a analizowanymi cechami klinicznymi. Nie wykazano rowniez zwigzku
pomiedzy wystepowaniem poszczegélnych genotypdw oraz obecnoscig allela
CYP3A4*1B a wiekiem i picig pacjentow. Doktadne wyniki analizy przedstawiono w
tabeli 13.

Tabela 13. Zalezno$¢ pomiedzy poszczegdlnymi wariantami polimorfizmu
CYP3A4*1B a badanymi cechami

Badana cecha Genotyp Srednia Mediana p
. . AG 48,3 51
Wiek pacjenta 0,262**
GG 44,6 50
Wiek w momencie AG 42,3 45
) 0,417**
diagnozy GG 38,8 38
AG 22,3 22
HDRS 0,938*
GG 22,2 22
) AG 15,4 15
Zmiana HDRS 0,755*
GG 15,8 16
] AG 0,69 0,73
% zmiany HDRS 0,934**
GG 0,72 0,70
Badana cecha Genotyp K (n) M (n) p
AG 54 29
Ple¢ 0,437***
GG 14 5
*test t Studenta

** test U Manna-Whitney’a
*** test VV-kwadrat
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3.1.3 Polimorfizm CYP3A5*3

3.1.3.1 Porownanie rozkladu czestosci wystepowania genotypow oraz alleli
pomiedzy grupa badana a kontrolna.

Przy uzyciu testu V-kwadrat wykazano statystycznie istotng rdznice w czestosci
wystgpowania poszczegdlnych genotypow oraz dystrybucji allela CYP3A5*3 pomigdzy
grupa badang a kontrolng. W obu grupach nie zaobserwowano wyst¢powania
homozygoty dzikiej AA. Allel CYP3A5*3 zostal zidentyfikowany u wszystkich
badanych zarazem w grupie oso6b chorych na depresje, jak i1 grupie kontrolne;j.
Statystycznie istotna roznica dotyczyla dystrybucji genotypu GA oraz allelu A. W
grupie badanej zidentyfikowano wigcej 0sob z genotypem GA w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,034). Dane zamieszczono w tabeli 14 a rozklad genotypow

zobrazowano na rycinie 19.

Tabela 14. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypoéw oraz alleli

dla polimorfizmu CYP3A5*3 w grupie badanej oraz kontrolnej

G Genot %) Allel G Allel A
rupa eno n (%
p g n (%) n (%)
obecny obecny
AA (*1/*1) | 0(0,0) 105 (100,0) 12 (11,4)
Badana AG (*1/*3) | 12 (11,4) _ .
GG (*3/*3) 93 (88,6) nleobecny meobecny
0(0,0) 93 (88,6)
obecny obecny
AA (*1/*1) 1 0(0,0) 93 (100,0) 1(1,0)
Kontrolna | aAG (*1/%3) | 1 (1,1) _ .
GG (*3/*3) 92 (98,9) n|80becny n|eobecny
0(0,0) 92 (98,9)
p=0,034* - p=0,034*

* test V-kwadrat

AA — homozygota dzika

AG - heterozygota

GG - homozygota zmutowana

66



Rycina 19. Czgsto$S¢ wystegpowania poszczegdlnych genotypoéw dla
polimorfizmu CYP3A5*3 w grupie badanej oraz kontrolnej
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3.1.3.2 Ocena zalezno$ci pomiedzy genotypem/allelem a poszczegélnymi cechami
klinicznymi w grupie badanej

Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu nieparametrycznego U Manna-

Whitney’a wykazala statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy wickiem pacjenta w

momencie pojawienia si¢ pierwszych objawdéw chorobowych a poszczegdlnym

genotypem oraz obecnoscig allela dzikiego CYP3A5*1. Srednia wicku pacjentow

bedacymi heterozygotami, posiadajacych jeden prawidlowy allel byta o 7 lat wyzsza

(p=0,034) wzgledem pacjentow z dwoma wariantami allelu CYP3A5*3. W przypadku

pozostatych cech klinicznych nie zaobserwowano zwigzku. Nie wykazano rowniez

zaleznos$ci pomigdzy poszczegdlnym genotypem oraz obecnoscig allela CYP3AS5*3 a

wiekiem i plcig pacjentow. Szczegdtowe dane z analiz zamieszczono w tabeli 15.

Tabela 15. Zalezno$¢ pomiedzy poszczegdlnymi wariantami polimorfizmu
CYP3A5*3 a badanymi cechami

Badana cecha Genotyp/Allel Srednia Mediana p
) ) AG 51,5 54
Wiek pacjenta 0,263**
GG 47,3 51
AG 48,4 48
0,034**
Wiek w momencie GG 41,3 43
diagnoz A obecn 48,4 48
nosy _ Y 0,034**
A nieobecny 41,3 43
AG 25,8 25
HDRS 0,401*
GG 22,0 21
) AG 18,1 21
Zmiana HDRS 0,538*
GG 15,2 15
) AG 0,70 0,58
% zmiany HDRS 0,643**
GG 0,69 0,71
Badana cecha Genotyp K (n) M (n) p
AG 8 4
Ple¢ 0,947***
GG 62 31
*test t Studenta

** test U Manna-Whitney’a

*** test Chi-kwadrat z poprawka Yatesa
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Rycina 20. Zalezno$¢ pomigdzy obecnoscig allela CYP3A5*3 a wiekiem w
momencie postawienia diagnozy
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3.1.4 Polimorfizm CYP2C19*2

3.1.4.1 Poréwnanie rozkladu czestoSci wystepowania genotypow oraz alleli
pomiedzy grupa badang a kontrolna.

Rozktad genotypow oraz alleli dla polimorfizmu CYP2C19*2 nie réznit si¢
istotnie pomiedzy grupg osob chorych na depresje a grupa osob zdrowych. W grupie
badanej osoby z genotypem GG (homozygota dzika) stanowily o 7% wigcej, niz w
przypadku grupy osob zdrowych. Roéznica ta byla jednak statystycznie nieistotna

(p=0,287). Wszystkie dane przedstawiono w tabeli numer 16 oraz na rycinie 21.
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Tabela 16. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypoéw oraz alleli
dla polimorfizmu CYPC19*2 w grupie badanej oraz kontrolnej

G Genot (%) Allel G Allel A
rupa €eno n (%o
P P n (%) n (%)
obecny obecny
GG (*1/*1) | 76 (74,5) 99 (97,0) 26 (25,5)
Badana AG (*1772) 123 (22,5) nieobecn nieobecn
AA (*2/%2) |3(3,0) y y
3(3,0) 76 (74,5)
obecny obecny
GG (*1/*1) | 63 (67,7) 92 (98,9) 30 (32,3)
Kontrolna - AG (*1/%2) |29 (31.2) nieobecn nieobecn
AA (*2/%2) |1(1,1) y \eobechy
1(1,1) 63 (67,7)
0=0.287* | P=0,680** | p=0,207*
* test Chi-kwadrat
** test Chi kwadrat z poprawka Yatesa
GG — homozygota dzika
AG - heterozygota
AA — homozygota zmutowana
Rycina 21. Czesto$S¢ wystepowania poszczegdlnych genotypoéw dla

polimorfizmu CYP2C19*2 w grupie badanej oraz kontrolnej
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3.1.4.2 Ocena zaleznoS$ci pomiedzy genotypem/allelem a poszczeg6Ilnymi cechami
klinicznymi w grupie badanej

Analiza statystyczna wykazala statystycznie istotne zaleznosci pomigdzy
poszczegolnymi genotypami polimorfizmu CYP2C19*2 a % zmiany HDRS. Pacjenci z
przynajmniej jednym allelem CYP2C19*2 uzyskiwali statystycznie lepsze rezultaty
leczenia (p=0,027). Zalezno$¢ ta zostata zilustrowana na rycinie 22. Nie wykazano
statystycznie istotnej zaleznosci pomiedzy genotypem a % zmiany HDRS.
Zaobserwowano jednak tendencje do uzyskiwania lepszych rezultatéw leczenia w
przypadku homozygot zmutowanych. Wykazano istotnie statystyczna zalezno$¢
pomigdzy poszczegdlnym genotypem polimorfizmu CYP2C19*2 a picig pacjentow. W
przypadku obu pici najczesciej wystepowat genotyp GG (homozygota dzika). U kobiet
homozygota dzika stanowita 79,40% wszystkich genotypow, u mezczyzn o prawie 15
% mniej (64,70%). Pacjenci 0 genotypie heterozygoty stanowili 35,30% wszystkich
mezezyzn z grupy badanej gdzie w odniesieniu do kobiet udziat ten wynosit jedynie
16,20%. U kobiet zanotowano rowniez trzy przypadki osob posiadajacych dwa allele
CYP2C19*2. W przypadku me¢zczyzn nie zaobserwowano wystepowania homozygoty
zmutowanej. Procentowy udziat poszczegdlnych genotypow w przypadku obu pilci
zostal przedstawiony na rycinie 23. Wszystkie dane dotyczace polimorfizmu

CYP2C19*2 zostaly zebrane i przedstawione w tabeli 17.
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Tabela 17. Zalezno$¢ pomigdzy poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu
CYP2C19*2 a badanymi cechami

Badana cecha Genotyp/Allel Srednia Mediana p
GG 47,7 51
Wiek pacjenta AG 49,9 51 0,623*
AA 43,0 46
Wiek w momencie G e 44
diagnozy AG 43,8 47 0,748*
AA 42,0 45
GG 22,4 22
HDRS AG 21,7 21 0,828*
AA 21,0 21
GG 14,9 14
Zmiana HDRS AG 16,5 16 0,515*
AA 17,3 15
GG 0,66 0,68
AG 0,77 0,77 0,073*
% zmiany HDRS AA 0,82 0,71
A obecny 0,77 0,77
A nieobecny 0,66 0,68 0,027
Badana cecha Genotyp K (n) M (n) p
GG 54 22
Plec¢ AG 11 12 0,039**
AA 3 0

* test Kruskala-Wallis’a
** test Chi-kwadrat
*** test U Manna-Whitney’a
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Rycina
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3.2 Ocena wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4

Ocen¢ wzglednego poziomu ekspresji wykonano dla 38 pacjentow. Pierwsza
przeprowadzong analizag byla ocena jakosciowa ekspresji genu CYP3A przy uzyciu
metody PCR. Warunki reakcji przedstawiono w rozdziale 2.2.4. We wszystkich 38
prébach wykazano obecno$¢ ekspresji genu CYP3A4. Przykladowy rozdziat
elektroforetyczny produktéw reakcji jakosciowej dla genu CYP3A4 przedstawiono na
rycinie 24.

Rycina 24. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji jakosSciowej dla
fragmentu genu CYP3A4
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1 — wzorzec masy molekularnej, 2 — kontrola negatywna, 3-9 — proby badane

Po przeprowadzeniu analizy jakoSciowej przystgpiono do oceny iloSciowe;.
Pierwszym etapem bylo wyznaczenie $rednich wartosci Ct dla genu referencyjnego oraz
genu badanego dla wszystkich prob. Sporzadzono roéwniez krzywe standardowe dla obu
reakcji w celu wyliczenia wydajnosci co pozwolito dobra¢ model Michaela W. Pfaffla
jako matematyczne narz¢dzie oceny wzglednej ekspresji genu (patrz rozdziat 2.2.7).
Poziom wzglednej ekspresji oznaczono jako R, do obliczen statystycznych oraz
sporzadzenia wykresow uzyto zlogarytmowanej wartosci R (log R). Wartosci R>1
wskazuja na wyzszy poziom ekspresji genu badanego w stosunku do genu
referencyjnego, analogicznie wartosci R<l przemawiaja za wyzszym poziomem
ekspresji genu referencyjnego w danej probie w stosunku do genu badanego. Statystyki
opisowe dotyczace wartosci wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4
przedstawiono w tabeli 18. Po odrzuceniu wartosci odstajacych, do analiz wykorzystano
37 préb. Na rycinie 25 przedstawiono wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 w
postaci zlogarytmowanej.
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Tabela 18. Wartos¢ wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4

Liczba ] o ] Rozstep
Mediana Minimum Maksimum .
N migdzykwartylowy
R
37 0,976387 0,022771 57,147447 0,988935
CYP3A4

Rycina 25. Log wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4
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3.2.1 Porownanie wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4 z cechami
klinicznymi

Sprawdzono zalezno$¢ pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu CYP3A4
a cechami klinicznymi takimi jak: wiek w momencie diagnozy, HDRS, zmiana HDRS
po leczeniu oraz % zmiany HDRS po leczeniu. W przypadku wszystkich
analizowanych parametréw nie wykazano istotnych statystycznie zalezno$ci w
odniesieniu do wartos$ci wzglednego poziomu ekspresji genu. Nie wykazano istotnych
r6zni¢ we wzglednym poziomie ekspresji genu CYP3A4 w zaleznosci od wieku
pacjentdow. Oceniono rowniez zalezno$¢ pomigdzy plcig pacjentow a wzglednym
poziomem ekspresji genu CYP3A4. Test t-studenta nie wykazat istotnie statystycznych
r6éznic pomigdzy grupa kobiet i mezczyzn (p=0,909). Wyniki analizy przedstawiono w
tabeli 19 oraz na rycinach 26, 27, 28, 29 i 30.
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Tabela 19. Zalezno$¢ pomigdzy wzglgdnym poziomem ekspresji genu
CYP3A4 a badanymi cechami

Badana cecha R p

Wiek pacjenta -0,129* 0,446

Wiek w momencie

. -0,063* 0,712
diagnozy
HDRS -0,264** 0,125
Zmiana HDRS -0,194** 0,264
% zmiany HDRS -0,012* 0,946

* wspolczynnik korelacji Spearmana

** wspotczynnik korelacji Pearsona
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Rycina 26. Zalezno$¢ pomigdzy wzglgdnym poziomem ekspresji genu

CYP3A4 a wiekiem pacjenta
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Rycina 27. Zalezno$¢ pomie¢dzy wzglednym poziomem ekspresji genu

CYP3A4 a wiekiem pacjenta w momencie diagnozy
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Rycina 28. Zalezno$¢ pomigdzy wzglgdnym poziomem ekspresji genu

CYP3A4 a HDRS
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Rycina 29. Zalezno$¢ pomie¢dzy wzglednym poziomem ekspresji genu

CYP3A4 a zmiang HDRS
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Rycina 30. Zalezno$¢ pomie¢dzy wzglednym poziomem ekspresji genu
CYP3A4 a % zmiany HDRS

2,5
°
2,0
°
15
= [ )
[2]
o
§ 1,0
< °
S5 <
°
ES 05 ° . .
N5
a0 * o®o0 LY ¢
o = ®
o C 0,0 o r L
o8 0 ® o
° i °
<o o o
§’ 0,5 . o s
8 . . ¢
-1,0
°
-1,5
.
-2,0

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 11
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Opierajac si¢ o klasyfikacje nasilenia objawow zaburzen depresyjnych z 17
punktowej skali Hamiltona (rozdziat 1.3.4 czesci teoretycznej) sprawdzono zaleznos$¢
pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu CYP3A4 a nasileniem objawow
depresyjnych. Wedtug klasyfikacji grupa badana, u ktérej oceniono wzgledny poziom
ekspresji genu CYP3A4 skladata si¢ z:

e 2 pacjentéw z tagodng depresja;

e 7 pacjentéw z depresja o umiarkowanym nasileniu;
e 22 pacjentow z cigzka depresja;

e 4 pacjentéw z bardzo ciezka depresja;

e 1 pacjenta z brakujacymi danymi klinicznymi.

Ze wzgledu na male liczebno$ci poszczegdlnych grup, analize statystyczna
wykonano po pofaczeniu 4 grup w 2 wigksze. Jedna grupe stanowili pacjenci z fagodna
1 umiarkowang depresja (9 pacjentow), druga pacjenci z cigzka i bardzo ciezka depresja

(26 pacjentow). Analiza statystyczna nie wykazala istotnych roznic we wzglednym
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poziomie ekspresji genu CYP3A4 pomigdzy tymi dwoma grupami (p= 0,515). Na

rycinie 31 zaprezentowano réznice we wzglednym poziomie ekspresji genu CYP3A4 w

zalezno$ci od nasilenia objawow.

Rycina 31. Wzglgdny poziom ekspresji genu CYP3A4 w zaleznos$ci od
nasilenia objawow depresji
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3.2.2 Por6wnanie wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4 w zalezno$ci od
rodzaju genotypu polimorfizmu CYP3A4*1B

Wykonano analize statystyczng majaca na celu sprawdzenie zalezno$ci
pomigdzy rodzajem genotypu CYP3A4*1B a wartoscia wzglednej ekspresji genu
CYP3A4. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w poziomach ekspresji w
zaleznos$ci od rodzaju genotypu (p= 0,350). Wyniki przedstawiono na rycinie 32,

Rycina 32. Zwiazek pomig¢dzy polimorfizmem CYP3A4*1B a wzglednym
poziomem ekspresji genu CYP3A4

2,0

15¢

10t

05}

_0,5 L

log wzglednego poziomu ekspresiji
genu CYP3A4
o
o
o

_1,0 L

_1'5 L

-2,0 0 Mediana

AG GG 0 25%-75%
CYP3A4*1B T Min-Max

3.2 Podsumowanie wynikow

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja na statystycznie istotng rdéznic¢ w czgstosci
wystgpowania poszczegdInych genotypow oraz dystrybucji allela CYP3A5*3 pomigdzy
grupa badang a kontrolng. Allel CYP3A5*3 wystepowat rzadziej w grupie kontrolnej w
poréwnaniu do grupy badanej. Nie stwierdzono istotnie statystycznych réznic w
czegstosci wystepowania allela CYP3A4*1B oraz CYP2C19*2 pomigdzy grupa badang i
kontrolng. Dla polimorfizmu CYP3A5*3 wykazano statystycznie istotng zalezno$¢
pomiedzy poszczegdlnym genotypem i dystrybucjg allelu dzikiego a wiekiem w
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momencie diagnozy. Pacjenci z genotypem CYP3A5*3/*3 byli diagnozowani w
mlodszym wieku w poréwnaniu do pacjentow z genotypem CYP3A5*1/*3. Analiza
statystyczna potwierdzila zalezno§¢ pomigedzy obecnoscig allela CYP2C19*2 a
skutecznoscig leczenia wyrazona jako % zmiany HDRS. Pacjenci z przynajmniej
jednym allelem CYP2C19*2 mieli lepsze rezultaty leczenia. Nie wykazano
statystycznie istotnych zwigzkéw pomigdzy pozostatymi danymi klinicznymi a
analizowanymi wariantami  polimorficznymi. Potwierdzono statystycznie istotny
zwigzek pomiedzy rozkltadem poszczegdlnych genotypow polimorfizmu CYPC219*2 a
plcig. Nie potwierdzono zalezno$ci pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu
CYP3A4 a badanymi cechami klinicznymi. Wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4
nie roznit si¢ istotnie w zaleznosci od pici 1 wieku pacjenta. Nie wykazano wptywu

polimorfizmu CYP3A4*1B na wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4.
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Dyskusja

Depresja jest najczegsciej wystepujaca choroba psychiczng w populacji ogolne;j.
Aktualne dane wskazuja na okoto 264 miliony chorych na catlym $wiecie [7].
W zestawieniu dotyczgcym niepetnosprawnosci i $miertelnosci wynikajacej z obecnosci
choroby, depresja umieszczona zostata na 9 miejscu zaraz za takimi jednostkami jak
zawal serca i udar mézgu [92]. Problem depresji jest o tyle powazniejszy, ze nawet
leczona choroba moze trwac kilka lat. Wynika to czgsto z niecodpowiednio dobranej
terapii farmakologicznej badz nawrotéw choroby. Leki przeciwdepresyjne sg leczeniem
pierwszego rzutu, jednakze czesto dochodzi do sytuacji, ze pacjenci nie reagujg na
pierwszy schemat leczenia, ani na jego modyfikacje. Niestety, nie istniejg uniwersalne
wytyczne postegpowania w przypadku pacjentow ze zdiagnozowang depresja
lekooporng [92, 93]. Stad coraz wiecej prac naukowych dotyczy poznania przyczyn

lekoopornosci, potencjalizacji leczenia i jak najlepszej indywidualizacji farmakoterapii.

W przeprowadzonych badaniach dystrybucja alleli byta zgodna z rownowaga
HWE w przypadku polimorfizméw genéw CYP3A5 i CYP2C19 w grupie osob chorych
na depresje jak i w grupie kontrolnej. W przypadku polimorfizmu genu CYP3A4 za
pomoca testu Chi-kwadrat wykazano odstepstwo od rownowagi HWE zarowno w
grupie badanej jak i kontrolnej. Czg¢stosci genotypow i allela CYP2C19*2 w grupie
kontrolnej nie roéznity sie od wynikow uzyskanych dla populacji kaukaskiej [94] oraz
polskiej [95]. Natomiast czgstosci wariantow polimorficznych CYP3A5*3 i CYP3A4*1B
w grupie kontrolnej roznily si¢ od wynikow uzyskanych dla populacji polskiej oraz
kaukaskiej. Allel CYP3A5*3 w grupie kontrolnej wystepowat z czgstosciag 0,99 w
odniesieniu do populacji polskiej (0,94) [96] i populacji kaukaskiej (0,92-0,94) [96, 97].
Czestos¢ allelu CYP3A4*1B w grupie kontrolnej wynosita natomiast 0,49 i w
odniesieniu do populacji kaukaskiej (0,02-0,09) znaczaca sie roznita [74, 97].
Przyczyna tak duzej r6znicy moze by¢ blad proby wynikajacy ze zbyt matej liczby osob
uwzglednionej w badaniu badz istnienie czynnika, ktory sprawit, Ze osoby z okreslonym
genotypem mialy wicksza szans¢ na zakwalifikowanie si¢ do grupy kontrolnej.
Uzyskane czestosci wystepowania badanych alleli w grupie kontrolnej réznig si¢ od
wynikow badan przeprowadzonych dla populacji afrykanskiej i azjatyckiej. Allel
CYP3A5*3 w populacji afrykanskiej wystepuje z nizsza czgstoscia (0,18-0,29) [75, 97]
w odniesieniu do grupy kontrolnej uwzglednionej w tym badaniu (0,99). Czestos¢

wystgpowania zmutowanego allelu genu CYP3AS wzrasta wraz z odleglosciag od
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réwnika [75]. Wariant alleliczny CYP3A4*1B jest praktycznie nieoznaczany w
populacji azjatyckiej (0,001-0,004), natomiast wysoka czgsto$¢ jego wystgpowania jest
charakterystyczna dla populacji afrykanskiej (0,62-0,76) [71, 74, 97].

Kolejnym etapem pracy byla analiza porownawcza czgstosci wystepowania
wariantow polimorficznych badanych genéw w grupie osob chorych na depresje w
odniesieniu do grupy oséb zdrowych. W powyzszej pracy allel CYP3A5*3 byt obecny u
wszystkich przebadanych os6b zar6wno w grupie badanej jak i kontrolnej. CYP3A5*3
wystepowal z czestoscig 0,99 dla grupy kontrolnej i 0,92 dla grupy badanej. Allel
CYP3A5*3 odpowiada za obnizong aktywno$¢ cytochromu 3A5. W przypadku
genotypu *3/*3 (homozygota zmutowana), gen CYP3A5 nie wykazuje ekspresji [66].
Analiza statystyczna wykazala istotng réznice w rozkladzie czestosci genotypow i
dystrybucji dzikiego allelu CYP3A5*1 pomiedzy grupa osob chorych na depresje a
osobami zdrowymi (p=0,034). W grupic o0s6b chorych na depresje cze$ciej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej identyfikowano genotyp *1/*3 (heterozygota). W
grupie kontrolnej natomiast wigkszy odsetek, w poréwnaniu do grupy badane;j,
stanowily 0soby z genotypem *3/*3. Z wynikow przeprowadzonych badan mozna
stwierdzi¢, ze genotyp *3/*3 moze by¢ zwigzany z mniejszym ryzykiem zachorowania
na zaburzenia depresyjne, a obecno$¢ przynajmniej jednego allela prawidlowego
CYP3A5*1 zwieksza ryzyko zachorowania. Przy zachowanej aktywnos$ci biatka moze
dochodzi¢ do zwickszonej generacji RFT, na ktorych udzial w rozwoju depresji
wskazuje duza ilos¢ prac [62, 63, 98]. Niestety w piSmiennictwie nie znaleziono
podobnych badan, ktore oceniatyby rozklad poszczegdlnych genotypéw badanego
polimorfizmu u pacjentow z depresja. Wyniki powyzsze] analizy mozna poroéwnac¢ z
praca Du i wsp., ktorzy ocenili zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmami genow CYP3A4 i
CYP3A5 a wystepowaniem schizofrenii [99]. Zespot badawczy nie znalazt statystycznie
istotnej zaleznos$ci pomiedzy polimorfizmem CYP3A5*3 a wystepowaniem schizofrenii.
Natomiast analizowany w tej samej pracy haplotyp CYP3A4*1G-CYP3A5*3
wystgpowal istotnie czesciej w grupie osob chorych na schizofrenie (65,7%) w
odniesieniu do grupy osob zdrowych (53,9%). Cytochromy 3A4 i 3A5 biorg udziat w
katabolizmie serotoniny [100], ktorej zmiany w przekaznictwie podaje si¢ jako jedng z
przyczyn rozwoju depresji i1 schizofrenii. Ze wzgledu na podobny model etiologiczny
tych dwoéch jednostek chorobowych, poréwnanie uzyskanych wynikow jest zasadne.

Katabolizm serotoniny w grupie osob z genotypem (*1/*3) moze by¢ zwigkszony ze
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wzgledu na zachowang aktywnos$¢ biatka w porownaniu do grupy osob z genotypem
(*3/*3).

Wptyw allela CYP3A5*3 na predyspozycje do zachorowania zostat
zweryfikowany takze w innych chorobach. Wang i wsp. wykazali istotny statystyczny
zwigzek pomiedzy wystgpowaniem allela CYP3A5*3 a zachorowaniem na ostrg i
przewlekla bialaczke szpikowg oraz na nowotwor zlosliwy jelita grubego [101].
Zwiazek ten dotyczyl w szczego6lnosci populacji azjatyckiej i kaukaskiej. Przywotana
metaanaliza wykazata r6znice pomiedzy dystrybucja genotypow (¥1/*1) i (*3/*3), nie
wskazujgc na istotne roznice pomiedzy (*1/*3) i (*3/*3). Podobne wyniki uzyskano w
badaniach dotyczacych ryzyka rozwoju raka prostaty [102]. Przeprowadzona
metaanaliza wskazuje na zwigkszone ryzyko rozwoju raka prostaty w populacji
afrykanskiej w przypadku obecnosci zmutowanego allela CYP3A5*3. Statystyczna
zalezno$¢ zostata potwierdzona w modelu (*1/*1) vs. (*1/*3) + (*3/*3). Autorzy obu
metaanaliz jako wyjasnienie dla zwiazku pomigdzy obecnoscig allela CYP3A5*3 a
rozwojem choréb nowotworowych, podajg fakt obnizonego metabolizmu potencjalnych
kancerogenow przez cytochrom 3AS5. Natomiast brak zwigzku pomiedzy
wystgpowaniem allela CYP3A5*3 a rozwojem raka jajnika w populacji polskiej
wykazal zespot Fiszer-Maliszewska i wsp. [103]. Allel zdaje si¢ wiec nie petnié funkcji
protekcyjnej w przypadku nowotwordéw jajnika tak jak wydaje si¢ to mie¢ w miejsce w

powyzszym badaniu w przypadku pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi.

Podczas analizy polimorfizmu CYP3A4*1B nie wykazano statystycznie istotnej
roznicy w rozkfadzie genotypéw pomigdzy grupa badang i grupg kontrolng.
Stwierdzono jedynie tendencje do czgstszego wystepowania allela CYP3A4*1B w
grupie 0sob chorych na depresj¢. Polimorfizm CYP3A4*1B charakteryzuje si¢ zamiang
adeniny na guaning w pozycji -392 regionu promotorowego, a jego rola w regulacji
aktywnosci biatka nie jest do konca poznana. W badaniach przeprowadzonych przez Ali
i wsp. [104], dotyczacych ostrej biataczki szpikowej (ang. acute myeloid leukemia,
AML), stwierdzono statystycznie istotng roznice w czgsto$ci wystepowania heterozygot
AG pomigdzy grupg osob chorych na AML (21,6 %) a grupa osob zdrowych (2,8 %).
Allel CYP3A4*1B wystgpowat z czestoscia 33,8 % w grupie chorych na AML i2,8% w
przypadku oso6b zdrowych. Analiza ta potwierdza wczesniejsze badania, gdzie Voso i
wsp. [105] okreslili ryzyko rozwoju AML dla os6b posiadajacych przynajmniej jeden

allel CYP3A4*1B jako 3-krotnie wyzsze w porownaniu do o0s6b z genotypem
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CYP3A4*1/*1 (homozygota dzika). W pismiennictwie wielu autoréw poszukuje
zwigzku pomigdzy polimorfizmem CYP3A4*1B, a zwigkszong podatnos$cia na
zachorowanie na nowotwor prostaty. Metaanaliza uwzglgdniajaca 11 prac
eksperymentalnych przeprowadzona przez Zhou i wsp. [106], wskazuje na istotny
statystycznie zwigzek pomig¢dzy nosicielami allelu CYP3A4*1B (genotypy *1A/*1B +
*1B/*1B) a zachorowalno$cig na nowotwor prostaty wsrod populacji afrykanskie;.
Analiza nie potwierdzita takiej zaleznosci dla populacji kaukaskiej i azjatyckiej.
Badania wskazujg takze na potencjalny udziat polimorfizmu CYP3A4*1B w
patogenezie nowotworu jajnika. Inny wicloosrodkowy zespot badawczy, po analizie 16
prac eksperymentalnych z réznych cze$ci $wiata, wykazatl zaleznos$¢ pomiedzy
obecnoscig allelu CYP3A4*1B a zwigkszong zapadalnoscia na nowotwor jajnika [107].
Wedlug naukowcéw z OCAC (ang. Ovarian Cancer Association Consortium)
polimorfizm CYP3A4*1B moze wplywaé na rozwoéj raka jajnika poprzez obnizenie
ekspresji genu CYP3A4 i zmniejszenie aktywnosci biatka tym samym zmniejszajac
metabolizm estrogendw, ktorych podwyzszone stezenie moze mie¢ wpltyw na rozwoj
nowotworu jajnika [108]. Enzymy cytochromu P450 biorg udzial w biotransformacji
kancerogenow do elektrofilowych metabolitow, ktore mogg wchodzi¢ w interakcje z
biatkami i czasteczkami DNA [109]. Stanowi to podstawe do poszukiwania zwigzku
pomiedzy zwigkszong aktywnoscig cytochroméw a rozwojem niektorych typow

NOWOtWOrow.

Rozktad genotypow polimorfizmu CYP2C19*2 pomigdzy grupg osob z
zaburzeniami depresyjnymi a grupg osob zdrowych nie wykazat istotnych rozni¢. W
obu grupach najczesciej wystepujacym wariantem byt genotyp *1/*1 (homozygota
dzika). W grupie 0s6b cierpigcych na depresje czestos¢ wystepowania genotypu *1/*1 i
*1/*2 wynosita odpowiednio 74,5 % do 22,5% a w grupie osob zdrowych odpowiednio
67,7% do 31,1%. Rdznica ta nie byta statystycznie istotna. W 2009 roku Justenhoven i
wsp. [110] poddali analizie zwigzek pomigdzy wariantami allelicznymi (*2, *3, *17)
genu CYP2C19 a wystgpowaniem nowotworu piersi. Zespot badaczy wykazat iz allel
CYP2C19*17 zwiazany jest z nizsza zapadalno$cig na nowotwor piersi. Cytochrom
2C19 bierze udzial w metabolizmie estrogenow, ktore sa potwierdzonym czynnikiem
ryzyka rozwoju nowotworu piersi. Pacjenci z wariantem CYP2C19*17 uznawani sg za
ultra szybkich metabolizeréw (UM). Obnizone ryzyko rozwoju nowotworu piersi

powiazane jest z przy$pieszonym metabolizmem estrogenéw przez enzym. Rozktad
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genotypow dla polimorfizmu CYP2C19*2 w grupie o0sob chorych na raka piersi
(*1/*1=73%, *1/*2=24,3%, *2/*2=2,7%) byl niemalze identyczny z tym jaki udato si¢
uzyskaé w powyzszej pracy W grupie osob chorych na depresje (*1/*1=74,5%,
*1/*2=22,5%, *2/*2=3%). W obu przypadkach nie udowodniono istotnej roli wariantu
CYP2C19*2 w patogenezie choroby. Polonikov i wsp. wskazuje na protekcyjny udziat
zmutowanego allelu CYP2C19*2 w chorobie niedokrwiennej serca [111]. Odwrotne
wyniki uzyskali Zhang i wsp. [112], ktorzy wykazali, ze w przypadku oséb z choroba
niedokrwienng serca i wariantem allelicznym CYP2C19*2 istnieje wyzsze ryzyko

wystgpienia powiktan, niz w przypadku osob nie posiadajacych allelu CYP2C19*2.

Kolejnym etapem pracy byla ocena zaleznosci pomigedzy genotypami/allelami
badanych polimorfizméw a danymi klinicznymi. Przy uzyciu narzgdzi statystycznych
wykazano istotng réznice pomiedzy genotypem pacjenta oraz dystrybucjg dzikiego
allela CYP3A5*1 a wiekiem w momencie diagnozy (p=0,034). Pacjenci z genotypem
*3/*3, byli diagnozowani w mlodszym wieku, srednio o 7 lat wezesniej niz pacjenci z
genotypem *1/*3. Nizszy wiek w momencie diagnozy mozna odnies¢ do
wczesniejszego wystgpienia objawow chorobowych. Nalezy jednak podchodzi¢ do tego
z pewnym dystansem, ze wzgledu na to, ze nie zawsze pacjent musi zglosi¢ si¢ do
lekarza do razu po wystgpieniu pierwszych niepokojacych symptomow. W obszernych
badaniach przeprowadzonych przez zesp6t naukowcdéw nalezacych do Breast Cancer
Association Consortium (BCAC) [113] wykazano zwigzek pomiedzy polimorfizmem
rs10235235 A>G, zlokalizowanym w niekodujgcym regionie W locus 7g22.1 (locus
podrodziny genéw CYP3A) a ryzykiem rozwoju nowotworu piersi. Wariant
polimorficzny rs10235235 nie mial wplywu na wiek w momencie rozwini¢cia
nowotworu. Wykazano jednak, iz rzadki allel G polimorfizmu rs10235235 odgrywa
protekcyjna role w przypadku kobiet, u ktorych pierwsza miesigczka pojawita sie po 15
roku zycia. Mechanizm wczesnego wystepowania nowotwordw piersi u kobiet, ktore
szybciej zaczelty miesigczkowaé wynika prawdopodobnie z dtuzszej eskpozycji na
estrogeny. Protekcyjna rola tego wariantu wynika zapewne ze zwigkszenia ekspresji

genow (CYP3A4/5) znajdujacych sie¢ w tym samym locus.

W przypadku polimorfizmu CYP3A4*1B i CYPC219*2 nie wykazano
statystycznie istotnej zalezno$ci pomiedzy genotypem pacjenta i dystrybucja alleli a
wiekiem w momencie postawienia diagnozy. Kadlubar i wsp. [114] wykazali zwigzek

pomiedzy wystepowaniem alella CYP3A4*1B a wiekiem pacjenta w ktorym wystepuje
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okres pokwitania, wymieniany jako jeden z czynnikow ryzyka rozwoju nowotworu
piersi. W badaniach dotyczacych drzenia samoistnego, Alonso-Navarro i wsp. [115]
wskazali na nizszy wiek wystgpienia pierwszych objawdéw choroby w przypadku o0séb z
genotypem CYP2C19*1/*2 jednak zwigzek ten nie byt statystycznie istotny. Genotyp
*1/*2 wystepowat istotnie cze$ciej w grupie osob chorych na drzenie samoistne co
wskazuje na zwigkszone ryzyko rozwoju choroby w przypadku oséb z genotypem
*1/*2. W powyzszych badaniach przeprowadzonych na grupie oséb chorych na
zaburzenia depresyjne nie stwierdzono wplywu wariantow polimorficznych

CYP3A4*1B i CYPC219*2 na wcze$niejsze wystgpowanie epizodow depresyjnych.

Analiza statystyczna zwigzku pomigdzy wariantami  polimorficznymi
CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i CYP2C19*2 a stopniem nasilenia objawow depresji,
przedstawionym jako liczba punktow w skali HDRS, nie wykazala istnienia
jakiejkolwiek zaleznosci. Najwigkszg roznicg w liczbie punktow w skali HDRS
pomiedzy poszczegdlnymi genotypami/allelami odnotowano dla polimorfizmu
CYP3A5*3. Osoby z genotypem *1/*3 miaty $rednio o niecate 4 punkty w skali HDRS
wigcej w odniesieniu do oséb z genotypem *3/*3. W przypadku polimorfizmu
CYP2C19*2 oraz CYP3A4*1B, $rednie réznice w skali HDRS byly niewielkie i
miescity si¢ w zakresie do 2 punktow. Wyniki powyzsze] pracy mozna bezposrednio
odnie$¢ do badan przeprowadzonych na populacji szwedzkiej, gdzie Sim i wsp. ocenili
zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem genu CYP2C19 a nasileniem objawow
depresyjnych [116]. Osoby z genotypem CYP2C19*2/*2 mialy istotnie statystycznie
nizsze natezenie objawow choroby w odniesieniu do 0sob z genotypem CYP2C19*1/*1.
Po dodatkowym podziale grupy badanej wzgledem pici i wieku okazalo si¢, ze w
przypadku mezczyzn oraz osob ponizej 73 roku Zycia, roznice w nasileniu objawow
pomigdzy tymi dwoma genotypami byly jeszcze wigcksze. W przypadku kobiet nie
wykazano istotnie statystycznie zalezno$ci pomigedzy genotypem a nasileniem objawow
depresji. Autorzy wskazuja na potencjalny udziat cytochromu CYP2C19 w
metabolizmie serotoniny 1 neurosteroidow jako przyczyne wyzej wymienionej
zalezno$ci. Genotyp CYP2C19*2/*2 zwigzany jest z fenotypem sltabego metabolizera
przez co katabolizm serotoniny moze by¢ w tym przypadku obnizony. Wysokie st¢zenia
serotoniny sg powigzane z lagodzeniem objawow ze spektrum zaburzen depresyjnych
[40, 117]. Istnieje kilka mozliwych przyczyn uzyskania innych wynikow w powyzszej

pracy, niz te, ktore =zostaly przedstawione przez Sim i wsp. W badaniach
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przeprowadzonych na populacji szwedzkiej uwzgledniono 1416 oséb znajdujacych sig¢
w Szwedzkim Rejestrze Blizniat. Do weryfikacji nasilenia objawow depresji uzyto skali
CES-D (ang. Center for Epidemiologic Studies Depression Scale), ktora przeznaczona
jest do samodzielnego wypetnienia przez pacjenta. W powyzszych badaniach oceniono
polimorfizm u 102 pacjentéw. Oceny nasilenia objawow depresji dokonywal lekarz
przy uzyciu kwestionariusza Hamiltona. Sim i wsp. wskazali rowniez na potencjalnie
r6zny efekt polimorfizmu CYP2C19*2 w zaleznos$ci od fenotypu zaburzen depresyjnych
[116]. W innych badaniach oceniajgcych wplyw polimorfizmow gendéw kodujacych
cytochromy na stopien nasilenia objawoéw chorobowych Rebbeck i wsp. [118]
analizowali zwigzek pomiedzy polimorfizmami wybranych cytochroméw a stopniem
zlosliwosci raka prostaty. W badaniach uwzglgdniono ocen¢ polimorfizmu CYP3A*1B i
CYP3A5*3, jednakze nie potwierdzono ich wplywu na stopien ztosliwos$ci nowotworu
prostaty. Wykazano jednak istotny wptyw polimorfizmu genu CYP3A43 na stopien
zlosliwosci raka prostaty, wyrazany w stopniach skali Gleasona. U oséb u ktorych w
przesztosci zdiagnozowano tagodny przerost prostaty i ktore posiadaly przynamniej

jeden zmutowany allel, nowotwor prostaty cechowat si¢ nizszym stopniem ztosliwosci.

Ostatnim etapem analizy wariantow polimorficznych CYP3A4*1B, CYP3A5*3
CYP2C19*2 byta ocena zaleznos$ci pomiedzy poszczegodlnymi genotypami i dystrybucja
alleli a skutecznoscig leczenia. Wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy
obecnoscig allela CYP2C19*2 a skutecznoscia terapii. Pacjenci z przynajmniej jednym
allelem CYP2C19*2 uzyskiwali statystycznie lepsze rezultaty leczenia w stosunku do
pacjentow u ktorych allel ten nie wystgpowat. Zaleznos¢ ta nie zostata potwierdzona w
odniesieniu do poszczegdlnych genotypéw. Moze to wynikaé z malej liczby pacjentow
0 genotypie *2/*2 (n=4). Mrazek i wsp. [119] ocenili wplyw wariantow
polimorficznych CYP2C19*2 na tolerancje citalopramu oraz osiagnigcie remisji
depresji przy stosowaniu tego zwiagzku. Pacjenci z allelem CYP2C19*2, ktory zwigzany
jest z fenotypem IM wykazywali wyzszy wskaznik remisji choroby w przypadku
tolerancji citalopramu. Pod pojeciem tolerancja leku nalezy rozumie¢ brak
wystgpowania dziatan niepozadanych przy stosowaniu preparatu. Podobne badania
przeprowadzili Bousman i wsp. [120], ktorzy ocenili wplyw polimorfizméw genu
CYP2C19 na tolerancje i odpowiedZ na stosowanie escitalopramu/citalopramu. Badania
przeprowadzono na grupie pacjentow pediatrycznych ze zdiagnozowanymi

zaburzeniami depresyjnymi i lekowymi. Pacjenci z fenotypem PM odznaczali si¢ nizsza
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tolerancja na escitalopram/citalopram w stosunku 0sob z prawidlowym badz szybkim
metabolizmem lekow. Od fenotypu metabolizera zalezata rowniez ilo§¢ wystepujacych
skutkow ubocznych, ktora rosta wraz z ostabieniem efektywnosci metabolizera. W tym
samym badaniu nie wykazano wptywu fenotypu metabolizera na odsetek pacjentow,
ktérzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie. Wskazano jednak na szybsze osiagniecie
pozytywnej odpowiedzi zwigzanej ze stosowaniem escitalopramu/citalopramu w
przypadku pacjentow o fenotypie szybkiego i ultra szybkiego metabolizera. Wyniki
metaanalizy przeprowadzonej przez Fabbri i wsp. [121] wskazuja na wicksze
prawdopodobienstwo remisji depresji 1 uzyskanie lepszych wynikow leczenia
escitalopramem/citalopramem w przypadku os6b o fenotypie PM w odniesieniu do osob
o0 fenotypie EM. Na potwierdzenie istniejacych w pismiennictwie sprzecznych wynikow
badan nalezy przytoczy¢ analiz¢ wykonang przez Hodgson i wsp.[122], gdzie autorzy
nie wykazali istotnie statystycznego zwiazku pomigdzy polimorfizmem CYP2C19*2 a
efektywnoscig leczenia zaburzen depresyjnych. W prezentowanym w pracy badaniu
citalopram byl jednym z wielu stosowanych lekow przeciwdepresyjnych, dlatego
istniejg pewne ograniczenia w mozliwosci porownania otrzymanych wynikoéw do
danych z piSmiennictwa. Dostepne sg roOwniez badania oceniajagce wptyw polimorfizmu
CYP2C19*2 na dzialanie substancji z grupy innych lekéw niz SSRI. Taranu i wsp.
[123] nie wykazali istotnego wptywu fenotypu metabolizera na odpowiedz na leczenie
oraz indukcje remisji przy uzyciu wenlafaksyny. Podobne wyniki otrzymat zespot
Zhang i wsp. [71], ktory w grupie 175 pacjentow z populacji rOwniez nie wykazat
zwigzku pomiedzy polimorfizmem CYP2C19*2 a wywolaniem remisji, stosujac w tym

celu wenlafaksyne.

Przeprowadzone w tej pracy badania nie wykazaly istotnie statystycznego
zwigzku wariantow polimorficznych CYP3A4*1B, CYP3A5*3 ze skuteczno$cia
leczenia. W pi$miennictwie trudno o dane z badan oceniajacych skutecznos¢ leczenia
antydepresantami w zaleznosci od dystrybucji alleli CYP3A4*1B i CYP2C19*2.
Polimorfizmy te sg jednak przedmiotem oceny w przypadku wielu innych jednostek
chorobowych. Metaanaliza przeprowadzona przez Shi i wsp. [124] przedstawia wptyw
poszczegolnych genotypow polimorfizmu CYP3A4*1B na dobowa dawke takrolimusu u
pacjentow po przeszczepie nerki. Pacjenci z genotypem *1A/*1A (homozygota dzika)
wymagali mniejszej dawki leku w odniesieniu do masy ciala w poréwnaniu z

nosicielami allelu CYP3A4*1B. Wyniki te moga potwierdza¢ zatozenia niektorych grup
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badawczych na temat zwigkszonej aktywnos$ci cytochromu 3A4 u pacjentéw z allelem
CYP3A4*1B [71, 72]. Podobne badania, ale uwzgledniajace wptyw polimorfizmu
CYP3A5*3 na dawke takrolimusu zostaly przeprowadzone przez zespdt Kan i wsp.
[125]. Pacjenci wykazujacy ekspresj¢ genu CYP3AS5 (*1/*1 oraz *1/*3) metabolizowali
lek bardziej wydajnie i wymagali wyzszych dawek niz pacjenci z genotypem *3/*3.
Zalezno$¢ ta zostala potwierdzona na populacji kaukaskiej i azjatyckiej. Ocenie
poddano réwniez ryzyko odrzutu narzadu. Uzyskane wyniki wskazuja na wyzsze
prawdopodobienstwo odrzutu narzadu u oséb z zachowang ekspresja genu CYP3AS.
Zaleznos¢ ta zostala potwierdzona tylko dla populacji azjatyckiej. Wynika¢ to moze z
wiekszej czestosci wystepowania genotypow *1/*1 1 *1/*3 zwigzanych z zachowang
ekspresja genu CYP3A5 w populacji azjatyckiej. Badania Gor i wsp. [126] wskazujg na
nizszy wskaznik przezywalnosci u kobiet z nowotworem jajnika 1 genotypem
CYP3A4*1A/*1B w odniesieniu do genotypu CYP3A4*1A/*1A przy stosowaniu terapii
opartej na cyklofosfamidzie. Przyczyn tego zjawiska upatruje si¢ w wolniejszym
metabolizmie cyklofosfamidu do aktywnej formy. Hipoteza ta zaklada zmniejszenie
aktywnosci cytochromu 3A4 w zwigzku z wystepowaniem allela CYP3A4*1B. WyniKi
otrzymane w powyzszych badaniach na grupie pacjentow z depresja nie wskazuja na
istotny wptyw polimorfizmu CYP3A4*1B i CYP3A5*3 na skuteczno$¢ farmakoterapii.
Moze to wynika¢ z grupy lekow, ktore byly stosowane u pacjentéw chorych na depresje

1 s3 w gldwnym stopniu metabolizowane przez izoenzym CYP2C19.

Ostatnim etapem czg¢$ci praktycznej pracy byla ocena wzglednego poziomu
ekspresji genu CYP3A4 u pacjentow chorych na depresje oraz odniesienie uzyskanych
wynikéw do cech klinicznych pacjenta. Wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 w
zbadanych probach byl zrdéznicowany. Analiza statystyczna nie wykazala zadnych
istotnych zwigzkow pomiedzy poziomem ekspresji genu CYP3A4 a badanymi cechami.
Wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 nie zalezal rowniez od plci i wieku pacjenta.
W badaniach nad pacjentami po przeszczepie watroby, ktorzy leczeni byli
takrolimusem, Wang i wsp. [127] wykazali istotnie statystyczng zalezno$¢ pomiedzy
poziomem ekspresji genéw kodujacych enzymy z kompleksu cytochromu P450 a
stezeniem takrolimusu w surowicy. Poziom ekspresji genow CYP3A5 CYP4All i
CYP2B6 ujemnie korelowat ze stgzeniem takrolimusu w surowicy pacjentéw. Tego typu
ocena moze by¢ uzyteczna przy doborze odpowiedniego leku oraz ustalaniu dawki

terapeutycznej. W powyzszej pracy nie oceniano stezenia lekow przeciwdepresyjnych w
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surowicy 0so6b chorych na depresje. Rodriguez-Antona i wsp. [128] dokonali oceny
ekspresji genu CYP3A4 u pacjentéw z chioniakiem T-komorkowym. Wysoka ekspresja
genu CYP3A4 w tkance nowotworowej byla powigzana z nizszym wskaznikiem petnej
remisji. Uzyskane wyniki zostaly potwierdzone na linii komérkowej, gdzie komorki
cechowaly si¢ wyzsza opornoscig na dzialanie chemioterapeutykow. Ocena poziomu
ekspresji genu CYP3A4 moze okaza¢ si¢ przydatna w identyfikacji pacjentow z
wysokim ryzykiem niepowodzenia farmakoterapii w schizofrenii. Téth 1 wsp. [129]
wykazali, ze pacjenci z normalng badz wysoka ekspresja genu CYP3A4 potrzebuja
prawie dwukrotnie wyzszej dawki klozapiny na kilogram masy ciala w odniesieniu do

pacjentéw z niskim poziomem ekspresji genu CYP3A4.

Cze$¢ prac dostgpnych w piSmiennictwie wskazuje na niskg uzytecznos¢
oznaczen poziomu ekspresji gendw cytochromow we krwi obwodowej. Zesp6t Haas i
wsp. [130] poréownat poziom ekspresji CYP3A4 mRNA w krwi obwodowej oraz
aktywno$¢ enzymatyczng cytochromu 3A4 po indukcji rifampicyng. Poziom ekspresji
genu CYP3A4 mierzony w krwi obwodowe] stabo korelowal z aktywnoS$ciag
enzymatyczng cytochromu 3A4. W podobnych badaniach dokonano analizy
poréwnawczej pomiedzy poziomem ekspresji 17 genow kodujgcych rdézne izoenzymy
cytochromu P450 a poziomem ekspresji tych samych genéw w watrobie [131]
Statystycznie istotng korelacje pomiedzy poziomami ekspresji genu w watrobie 1 krwi
obwodowej stwierdzono jedynie dla izoenzymu CYP4B1. W powyzszej pracy z uwagi
na rodzaj jednostki chorobowej wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 oceniono w
materiale genetycznym wyizolowanym z leukocytow krwi obwodowej. Ocena ekspresji
genu w konkretnych narzadach jest mozliwa wtedy kiedy fragment tkanki pobierany
jest w celach diagnostycznych badz jest usuwany w przypadku wystgpienia zmian
nowotworowych. Alternatywa moga okaza¢ si¢ badania przeprowadzane na liniach
komoérkowych. Przeprowadzone w powyzszej pracy badania wskazuja na brak
uzytecznos$ci analizy ekspresji genu CYP3A4 w ocenie prognostycznej skutecznosci

terapii pacjentow z depresja.
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Poznanie dokladnej etiologii zaburzen depresyjnych prawdopodobnie przyczyni
si¢ do rozwoju nowych, lepszych metod terapeutycznych oraz pozwoli z wigksza
pewnoscig oceni¢ ryzyko rozwoju tej choroby. Obecnie odpowiedz na leczenie
farmakologiczne jest bardzo zréznicowana. Szczeg6lnie pacjenci z TRD sg narazeni na
dlugotrwale leczenie, ktore przez dlugi okres moze nie przynosi¢ korzystnych efektow.
Dostosowanie odpowiedniego schematu leczenia u pacjenta z TRD moze trwac¢ nawet
kilka lat. Zastosowanie genotypowania oraz oceny poziomow ekspresji badanych
gendOw w celu ustalenia fenotypu metabolizera moze znaczaco zmniejszy¢ ilos¢

podejmowanych prob leczenia.
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Whnioski

e Roznice w czegstosci wystgpowania poszezegdlnych wariantow genotypow dla
polimorfizmu CYP3A5*3 migdzy grupa pacjentdw z zaburzeniami depresyjnymi
a grupa osob zdrowych wskazuja na mozliwos¢ wpltywu genotypu *3/*3 na
zmniejszenie ryzyka zachorowania na depresje.

e Genotyp CYP3A5*3/*3 moze predysponowaé¢ do wystgpienia pierwszego
epizodu depresyjnego w mlodszym wieku.

e Wystepowanie allelu CYP2C19*2 zwigzane jest z lepszag odpowiedzig na
leczenie.

e Zmiany wzglednego poziomu ekspresji genu CYP3A4, nie maja zwiazku z
cechami klinicznymi takimi jak: wiek w momencie diagnozy, nasilenie objawow
(HDRS), skutecznos¢ terapii (zmiana HDRS, % zmiany HDRS).

Przeprowadzone w powyzszej pracy badania wskazuja na potencjalng,
protekcyjng role wariantu CYP3A5*3/*3 w rozwoju zaburzen depresyjnych. Brak
aktywnos$ci funkcjonalnego biatka w grupie osob zdrowych moze ograniczaé
generowanie RFT, ale takze ogranicza¢ katabolizm serotoniny. W powyzszym badaniu
pacjenci z przynajmniej jednym allelem CYP2C19*2 uzyskiwali lepsze rezultaty
leczenia. Obecnos$¢ allela CYP2C19*2 zwigzana jest z obnizong zdolnos$cia
metabolizmu lekéw. U o0séb o fenotypie IM/PM aktywne formy lekow nie sg tak
skutecznie metabolizowane i diluzej wykazujg swoje dziatanie. Rola polimorfizmu
CYP2C19*2 moze okaza¢ si¢ kluczowa w przewidywaniu skutecznosci leczenia

farmakologicznego u pacjentéw z zaburzeniami depresyjnymi.
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Streszczenie

Na calym $wiecie na depresje cierpi ponad 264 milionéw ludzi. Jest to
najczescie] wystepujace zaburzenie psychiczne, ktore czeéciej dotyka kobiety niz
mezczyzn. DO objawdw depresji nalezg: obnizenie nastroju, anhedonia, brak energii,
zaburzenia snu oraz zmiany apetytu. Niestety nie kazda osoba odczuwajaca wyzej
wymienione objawy zglasza si¢ ze swoim problemem do lekarza. Wedlug statystyk
okoto 60 % chorych nie szuka pomocy u specjalisty. Etiologia zaburzen depresyjnych
wcigz nie jest do konca poznana. Najbardziej prawdopodobne modele rozwoju choroby
to teoria monoaminowa, zwigzana z zaburzeniem neuroprzekaznictwa w osrodkowym
uktadzie nerwowym oraz teoria zapalna. U os6b z depresja obserwuje si¢ wzrost
stezenia enzymow odpowiedzialnych za generowanie reaktywnych form tlenu. Znaczny
odsetek pacjentéw uzyskuje staby efekt leczniczy, a 20% z nich ma symptomy choroby
nawet po dwoch latach od momentu postawienia diagnozy. Przyczyna stabych efektow
leczenia moze by¢ podtyp kliniczny depresji nazywany depresja lekooporna. Przyczyn

tego zjawiska poszukuje dzial nauki nazywany farmakogenetyka.

Cytochromy P450 to grupa biatek enzymatycznych, ktora zaangazowana jest w
wiele reakcji zachodzacych w naszym organizmie. Jedng z ich funkcji jest metabolizm
ksenobiotykow wprowadzanych do organizmu, w tym lekow, toksyn, kancerogenow.
Polimorfizmy genoéw kodujacych cytochromy moga prowadzi¢ do powstania
zmienionego strukturalnie biatka, ktére bedzie wykazywalo zmniejszong badz
zwiekszong aktywno$¢. Zmiany aktywnosci biatka maja istotny wptyw na metabolizm
stosowanych lekow, ale moga rdéwniez odgrywac znaczaca role w patogenezie

niektorych chorob, w tym tez zaburzen depresyjnych.

Celem pracy byla ocena ekspresji genu CYP3A4 u pacjentow chorych na
depresj¢ 0raz ocena czgsto$ci wystgpowania wariantow allelicznych: CYP3A4*1B,

CYP3A5*3 oraz CYP2C19*2 w grupie badanej w pordwnaniu do grupy kontrolnej.

Materiat do badan stanowito 108 prob DNA i 38 préob RNA wyizolowanych z
leukocytow krwi obwodowej pacjentow cierpigcych na zaburzenia depresyjne
nawracajace (ICD-10, F33.0-F33.8) oraz 93 proby DNA podchodzace od osoéb

zdrowych.
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W celu oceny ekspresji genu CYP3A4 w grupie 0sob chorych na zaburzenia
depresyjne zastosowano metod¢ Real-time PCR. Do oceny czgstosci wystepowania
poszczegolnych genotypow polimorfizméw CYP3A4*1B, CYP3A5*3 oraz CYP2C19*2

w grupie badanej jak i kontrolnej zastosowano metode RFLP.

W grupie osob zdrowych zaobserwowano zwigkszong czesto$¢ wystgpowania
dzikiego allelu CYP3A5*1 w poréwnaniu z grupg osob chorych na depresj¢. W grupie
0osob chorych na depresje czeSciej identyfikowano genotyp *1/*3 (11,4%) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (1,1%). Wykazano istotnie statystyczng zalezno$¢
pomiedzy czgstoscig wystgpowania poszczegdlnych genotypoéw 1 alleli polimorfizmu
CYP3A5*3, a wiekiem w momencie diagnozy pacjenta. Pacjenci z genotypem *3/*3,
byli diagnozowani w mlodszym wieku, $rednio o 7 lat wcze$niej niz pacjenci z
genotypem *1/*3. Wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy obecnos$cig allela
CYP2C19*2, a skuteczno$cig terapii. Pacjenci z przynajmniej jednym allelem
CYP2C19*2 uzyskiwali statystycznie lepsze rezultaty leczenia w stosunku do pacjentow
u ktorych allel ten nie wystepowal. Wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 u
pacjentow z zaburzeniami depresyjny byl zréznicowany. Analiza statystyczna nie
wykazala zadnych istotnych zwigzkow pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu
CYP3A4 a badanymi cechami.

Przedstawione w pracy wyniki wskazuja na mozliwg protekcyjng rolg genotypu
CYP3A5*3/*3 w rozwoju zaburzen depresyjnych. Genotyp CYP3A5*3/*3 moze takze
odpowiada¢ za wystgpienie pierwszych objawéw choroby w mlodszym wieku.
Uzyskane wyniki wskazuja réwniez na potencjalny wplyw wystepowania allelu
CYP2C19*2 na odnotowywanie lepszych rezultatow leczenia. Zmiany ekspresji
wzglednego poziomu genu CYP3A4 nie majg istotnego wpltywu na rozwdj, przebieg i

skutecznosci leczenia depresji.
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Summary

Over 264 million people suffer from depression worldwide. It is the most
common mental disorder that affects more women than men. The symptoms of
depression include: depressed mood, anhedonia, lack of energy, sleep disorders and
changes in appetite. Unfortunately, not all people who experience the mentioned
symptoms report their problem to a physician. According to statistics, about 60% of
patients do not seek help from a psychiatrist. The etiology of depressive disorders is
still not fully understood. The most likely models of disease development are
monoamine theory, related to disturbance of neurotransmission in central nervous
system, and inflammatory model. There is an increased concentration of enzymes
responsible for generating reactive oxygen species in patients with depression. A large
percentage of patients achieve a weak therapeutic effect, and 20% of them have
symptoms of the disease even two years after the diagnosis. The reason of weak
treatment effectivness may be the clinical subtype of depression called Treatment-
resistant depression. A branch of science called phamarcogenetics is looking for reasons

for this phenomenon.

Cytochromes P450 is a group of enzymatic proteins involved in many reactions
in body. One of their functions is the metabolism of xenobiotics introduced into our
body, including drugs, toxins and carcinogens. Polymorphisms of genes encoding
cytochromes may lead to the formation of a structurally altered protein that can show
reduced or increased activity. Changes in protein activity have a significant impact on
the metabolism of the used drugs, but may also play a significant role in the

pathogenesis of some diseases, including depressive disorders.

The aim of the study was to assess the expression of the CYP3A4 gene in
patients with depression and to assess the incidence of allelic variants: CYP3A4*1B,
CYP3A5*3 and CYP2C19*2 in the study group compared to the control group.

Material for the study consisted of 108 DNA and 38 RNA samples isolated from
peripheral blood leukocytes from patients suffering from recurrent depressive disorders
(I1CD-10 F33.0-F33.8) and 93 DNA samples derived from healthy individuals.

Real-time PCR was used to assess CYP3A4 gene expression in a group of

patients with depressive disorders. The RFLP method was used to assess the incidence

97



of individual genotypes of CYP3A4*1B, CYP3A5*3 and CYP2C19*2 polymorphisms in

the study and control groups.

In the healthy group, an increased frequency of the wild CYP3A5*1 allele was
observed compared to the group of patients with depression. In the group of patients
suffering from depression, the genotype *1/*3 (11.4%) was more often identified
compared to the control group (1.1%). A statistically significant correlation between the
incidence of individual genotypes and alleles of the CYP3A5*3 polymorphism and age
at diagnosis was demonstrated Patients with the genotype *3/*3 were diagnosed at a
younger age, on average 7 years earlier than patients with the genotype *1/*3. A
statistically significant relationship between the presence of the CYP2C19*2 allele and
the efficacy of the treatment was demonstrated. Patients with at least one CYP2C19*2
allele achieved statistically better results compared to patients who did not have this
allele. The relative level of CYP3A4 expression in patients with depressive disorders
was differentiated. Statistical analysis did not show any significant correlation between

the relative level of CYP3A4 expression and the examined clinical features.

The results presented in the paper show a possible protective role of the
CYP3A5*3/*3 genotype in the development of depressive disorders. On the other hand,
the CYP3A5*3/*3 genotype may be responsible for the occurence of first symptoms of
disease at younger age. The results also show the potential impact of the CYP2C19*2
allele on better outcomes. Changes in the relative level of the CYP3A4 gene expression
do not have a significant impact on the development, course of disease and efficacy of

depression treatment.
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