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Utvrdivanje povezanosti relevantnih genetskih polimorfizama i nalaza
nuklearne magnetne rezonance mozga kod pacijenata sa depresivnim

poremecajem

REZIME

Uvod: Depresija je poremecaj raspolozenja koji izaziva perzistentno osecanje tuge i
gubitka interesovanja. Uzrok depresije nije poznat, ali su populacione genetske studije
pokazale da genetika ima uticaj na pojavu poremecaja. Do sada su izucavani mnogi
polimorfizmi i nekoliko ih je pokazalo obecavajuce rezultate, tj. da verovatno uti¢u na
povecanje podloznost za razvoj depresije. Medu njima su i 5-HTTLPR polimorfizam gena
za serotoninski transporter, Val66Met funkcionalni polimorfizam neurotropnog faktora
dobijenog iz mozga (BDNF) i Vall58Met funkcionalni polimorfizam katehol-O-
metiltransferaze (COMT). Heterogenost rezultata dosadasSnjih istraZivanja depresije
govori u prilog tome da aktuelna dijagnosticka kategorija obuhvata viSe etioloski
razliCitih poremecaja koji imaju slicnu klinicku sliku. Izucavanje interakcije
polimorfizama i njihov uticaj na morfologiju moZze biti jedan od pristupa distinkciji medu
potencijalnim etiopatogenetskim tipovima depresije.

Cilj: (1)Utvrdivanje da li postoje specifitne interakcije ili akumulacije alela BDNF
Val66Met, COMT Val158Met i SERT 5-HTTLPR funkcionalnih polimorfizama koje su ceSce
kod pacijenata sa depresivnim poremecajem nego kod kontrola. (2) Utvrdivanje
specificnih klinickih, sociodemografskih karakteristika ili specificnih morfoloskih (VBM,
traktografija, debljina sive mase, transkranijalna ultrasonografija) parametara koji bi
definisali patoloske ili klinicke specificnosti grupa pacijenata oformljenih prema
njihovom genetskom profilu.

Metod:Istrazivanje je koncipirano kao hibridna studija, koja se zasnivala na studiji

preseka i studiji slucajeva i kontrola. U studijsku grupu ukljuc¢eno je 85 konsekutivnih,

hospitalizovanih pacijenata Instituta za mentalno zdravlje (Beograd), kojima je



postavljena kliniCka dijagoza prve depresivne epizode ili rekurentnog depresivnog
poremecaja (F32 i F33 prema MKB-10 Kklasifikaciji), starosti od 18 do 65 godina.
Kontrolna grupa je ukljucivala 73 zdrava dobrovoljca, koja nisu imali podatke o bilo
kakvom psihijatrijskom poremecaju i koji su upareni po polu i godinama sa studijskom
grupom, tj. pacijentima sa depresivnim poremecajem. Ispitivac bi sa pacijentima uradio
skale: Strukturisani dijagnosticki intervju za klinicke sindrome osovine I DSM IV-TR (SCID
[), Hamiltonovu skalu depresivnosti (HAMD) i Hamiltonovu skalu anksioznosti (HAMA). I
pacijenti i kontrole su popunjavali sociodemografski upitnik, Bekov upitnik depresivnosti
(BDI) i upitnik o postojanju zlostavljanju u detinjstvu (CTQ).

Raden je MR endokranijuma u Kabinetu za nuklearnu magnetnu rezonancu Klinike za
neurologiju KCS po protokolu. Potom su analizirani: morformetrija zasnovana na vokselu,
difuzioni tenzorski imidZing (engl. diffusion tensor imaging; DTI) i debljina kore mozga.
Radene su molekularno geneticke analize 3 polimorfizma: rs6265; rs4680; 5-HTTLPR.

Na Klinici z neurologiju KCS je radena i transkranijalna sonografija mozdanog tkiva.
Rezultati: Pacijenti imaju niZe obrazovanje u odnosu na zdrave kontrole. Pacijenti
takode imaju CeSCe postojanje herediteta za depresivni poremecaj, ceS¢e su bili Zrtve
zlostavljanja i imali su vece skorovena skalama depresije u odnosu na kontrole, Sto je i
ocekivano.

Od 85 pacijenata ukljucenih u istrazivanje i 73 kontrole, osam pacijenata (9%) i 7 zdravih
kontrola (9,5%) nisu imali uradenu potpunu genetsku, neuroradiolosku ili klini¢cku
analizu. Prema tome, uzorak koji je koriS¢en za genetsko-morfoloSku analizu uticaja
akumulacije gena sastojao se od 77 pacijenata i 66 kontrola.

Najprevalentnija kombinacija i kod pacijenata i kod kontrola bila je Val homozigot BDNF,
Met nosilac COMT i L nosilac SERT (u daljem tekstu VML). Ukupno 40 pacijenata (52%) i
17 kontrola (26%) imalo je kombinaciju ta tri alela. Ta kombinacija je upravo i jedina
dala statisticki znacajnu razliku u ucestalosti polimorfizama izmedu pacijenata i kontrola
(p=0,001), sa znacajno ¢eS¢om pojavom te kombinacije medu pacijentima, usled cega smo
smatrali tu kombinaciju kao visoko rizicnu. Koriste¢i ovaj rezultat, pacijente i kontrole

smo podelili u po 3 grupe (6 ukupno). Te grupe su dve visoko rizi¢ne grupe (VRG) koje su



Cinili VML osobe (jedna grupa su pacijenti, a druga kontrole), dve intermedijerne grupe
(IRG) i dve niskorizicne grupe (NRG). Ove grupe su oformljene koriS¢enjem
akumulacionog modela, odnosno stepena akumulacije alela koji izazivaju povecanu
suseptibilnost za razvoj depresije.

Akumulacione grupe pacijenata medu sobom su se razlikovale u dva klinicka skora i po
hereditetu. U pitanju 11 na BDI (iritabilnost) NRG pacijenti su imali visi skor, a u pitanju
18 na HAMD (diurnalna varijacija) VRG pacijenti su imali viSe skorove. VRG pacijenti su
ceSce imali prisutan hereditet depresivnog poremecaja.

VRG pacijenti su imali smanjen volumen korteksa u odnosu na NRG kontrole u
bilateralnom inferiornom frontalnom korteksu, bilateralnom srednjem orbitofrontalnom
girusu i insuli bilateralno, kao i u levom superiornom frontalnom girusu, levom srednjem
cingularnom korteksu i levom inferiornom temporalnom girusu. VRG pacijenti imali su
znacajno stanjenu debljinu sive mase u rostralnom delu srednjeg frontalnog girusa
obostrano u odnosu i na VRG kontrole i NRG kontrole.

Hipoehogenost rafe kod pacijenata je bila znacajno ¢e$¢a u odnosu na kontrole. Utvrdena
su 4 prediktora koja su zajednicki uticala na ehogenost rafe kod pacijenata: pitanje 5 na
HAMA, komorbiditet socijalne fobije, S homozigot 5-HTTLPR i komorbiditet

generalizovanog anksioznog poremecaja.
Zakljucak: Trostruka kombinacija BDNF Val homozigot/COMT Met nosilac/SERT L

nosilac (VML) je bila visoko statisticki znacajno ceS¢a kod pacijenata u odnosu na
kontrole.Model izuCavanja depresivnhog poremecaja kroz genetske akumulacije ili
interakcije je obecavajudi i ima potencijal da prikaZe suptilne, ali potencijalno etioloski,

patoloski i terapijski znaCajne razlike medu samim depresivnim pacijentima.

Kljucne reci: depresija, genetika, morfologija, magnetna rezonanca, transkranijalna

ultrasonografija, BDNF Val66Met, COMT Val158Met, SERT 5-HTTLPR
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Study of relationship between pertinent genetic polymorphisms and

MRI findings in patients with depressive disorder

ABSTRACT

Introduction: Depression is a mood disorder caused by persistent feeling of sadness
and loss of interest. The cause of depression has not yet been elucidated, but the
population genetic studies have shown the impact of genetics on the occurrence of this
disorder. So far numerous polymorphisms have been investigated and several yielded
positive results, i.e. they probably increase the proneness to development of depression.
Among them are the 5-HTTLPR functional polymorphism for serotonin transporter,
Val66Met functional polymorphism of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and
Val158Met functional polymorphism of catechol-O-methyl-transferase (COMT).
Heterogeneity of results of previous depression studies suggests that the current
diagnostic category comprises several etiologically different disorders with similar
clinical presentation. Study of interaction of the polymorphisms and their impact on
morphology can be an approach to differentiate among the potential etiopathogenetic
types of depression.

Aim: (1) To establish possible specific interactions or accumulation of alleles BDNF
Val66Met, COMT Val158Met and SERT 5-HTTLPR of functional polymorphisms that are
more common in patients with depressive disorder than in controls. (2) To establish
specific clinical, sociodemographic features or specific morphological (VBM, tractography,
gray matter thickness, transcranial ultrasonography) parameters that may define
pathological or clinical specificities of groups of patients composed by their respective

genetic profiles.
Method: The study has been designed as a hybrid one, based on cross-sectional study,

case study and controls. The study group comprised 85 consecutive, in-patients at the

Institute of Mental Health (Belgrade), diagnosed with the first depressive episode or



recurrent depressive disorder (F32 and F33 acc. to ICD-10 classification), aged 18 to 65
years. The controls included 73 healthy volunteers with no history of any psychiatric
disorder, matched by sex and age with the study group, i.e. patients with depressive
disorder. The investigator applied Structured Clinical Interview for DSM Disorders, Axis I
(SCID I), Hamilton Rating Scale for Depression (HAMD) and Hamilton Rating Scale for
Anxiety (HAMA) to all. Both patients and controls filled in the sociodemographic
questionnaire, Beck Depression Inventory (BDI) and Childhood Trauma Questionnaire
(CTQ).

MR imaging of the endocranium was performed at the MRI Service of the Institute of
Neurology, CCS, according to protocol. The following analyses were performed: voxel-
based morphormetry, diffusion tensor imaging (DTI) and cerebral cortical thickness
measurement. Molecular genetic tests were performed for 3 polymorphisms: rs6265;
rs4680; 5-HTTLPR. Transcranial ultrasonography of the brain tissue was also performed
at the Institute of Neurology, CCS.

Results: Educational level of patients was lower than that of controls. As expected,
patients also have higher hereditary factors for depressive disorder, history of abuse and
higher scores on depression scales.

Out of 85 patients included in the study and 73 controls, eight patients (9%) i 7 healthy
controls (9,5%) did not have genetic, MRI or clinical analyses completed. Accordingly, the
sample used for the genetic-morphological analysis of the influence of gene accumulation
was composed of 77 patients and 66 controls.

The most prevalent combination in both patients and controls was BDNF Val homozygote,
COMT Met-carrier and SERT L-carrier (hereinafter: VML). The total of 40 patients (52%)
and 17 controls (26%) had the combination of these three alleles. The combination was
the only one yielding the statistically significant difference in the incidence of
polymorphisms between patients and controls (p=0.001), with significantly more
common occurrence of this combination in patients. Therefore, we considered this
combination a high risk one. On the basis of this result, we divided the patients and

controls into 3 groups each (6 in all). The groups included two high-risk ones (HRG)



composed of VML persons (patients and controls), two intermediary groups (IRG), and
two low risk groups (LRG). These groups were made up using the accumulation model,
i.e. degree of accumulation of the alleles that cause higher susceptibility to development
of depression.

The accumulation groups of patients differed among themselves in two clinical scores and
heredity. In item 11 of BDI (irritability) the LRG scored more, and in item 18 at HAMD
(diurnal variation) HRG patients scored more. Heredity for depressive disorder was more
common in HRG patients.

HRG patients has reduced volume in comparison with LRG controls in the bilateral
inferior frontal cortex, bilateral mid orbitofrontal gyrus and insula bilaterally, as well as
in the left superior frontal gyrus, left mid cingular cortex and left inferior temporal gyrus.
HRG patients had significantly thinned grey matter thickness in the rostral part of the mid
frontal gyrus bilaterally in comparison with both HRG and LRG controls.

Hipoechogeneity of raphe was significantly more common in patients than in controls.
Four predictors that jointly affected the raphe echogeneity in patients were identified:
item 5 at HAMA, social phobia co-morbidity, S homozygote 5-HTTLPR and generalized

anxiety disorder co-morbidity.
Conclusion: The triple combination BDNF Val homozygote/COMT Met carrier/SERT L

carrier (VML) was highly significantly more common in patients than in controls. The
model of depressive disorder study through genetic accumulation or interactions is
promising, and has a potential for identification of subtle, but potentially etiologically,
pathologically and therapeutically important differences among depressive patients

themselves.

Keywords: depression, genetics;, morphology, MR imaging, transcranial
ultrasonography, BDNF Val66Met, COMT Val158Met, SERT 5-HTTLPR

Scientific field: Medicine

Specific scientific field: Psychiatry
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1. Uvod

1.1. Depresija

1.1.1 Istorijat

Ekstremne promene raspoloZenja, ukljucuju¢i depresiju, pominjane su u
literaturi joS u najstarijim spisima (Radden, 2003). Jedna od prvih poznatih teorija o
uzroku promena raspoloZenja potice od Hipokrata koji je tvrdio da su one posledica
promena u koncentraciji Cetiri osnovne tec¢nosti u ljudskom telu: krv, sluz, crna i Zuta Zuc.
Hipokrat je prvi upotrebio izraz melanholija (od grckog péAag - "crna” i yoAn - "Zuc"), koji
je dugo koriScen viSe kao opis sumanutosti nego depresivnog raspoloZenja (Smith, 2012).
Pod uticajem Galena koji je razradio i promovisao ideju o Cetiri tecnosti u Rimskom
carstvu, odakle se proSirila i u arapske zemlje i sav Islamski svet, ova teorija dominira
medicinom sve do 17. veka (Jacquart, 1996). Robert Burton 1632. godine objavljuje delo
»2Anatomija melanholije“ u kojem je probao da sazme sva dotadasnja znanja o melanholiji
u jednu knjigu (Project Gutenberg, 2004). Odmah za njim, 1664. godine, Tomas Vilis,
profesor prirodne filozofije na Oksfordskom Univerzitetu, izdaje knjigu ,Cerebri anatomi“
u kojoj se nakon skoro 2000 godina odstupa od ideje disbalansa tec¢nosti kao uzroka
melanholije i postavlja se teza da je centar poremecaja u mozgu (i srcu) (Molnar, 2004). U
istom periodu u literaturi (,,Hronike Engleskih kraljeva“ Ri¢ardsa Bejkera) pocinje da se
koristi re¢ depresija (od latinske reci: deprimere ili ,biti pritisnut“) u kontekstu ,depresija
duse“/“dusa koja je pritisnuta“. Sa promenama u pristupu le¢enju, osobama sa mentalnim
poremecajima tokom 19. veka koje su uvedene u Francuskoj u bolnici Salpetriere, pod
uticajem Pinela i Sarkoa, pocinje da se razvija psihijatrija kao nauka i da se vi$e ulaZe u
istrazZivanja (Weiner, 1992). Upravo iz te bolnice dolazi Luis Delasiauve koji prvi put
1856. godine u medicinskoj knjizi koristi re¢ depresija, Sto je vrlo brzo bilo prihvac¢eno u

mnogim udZbenicima (Berrios, 1988).



Sa Frojdovim delom ,Tuga i melanholija“ depresija postaje predmet i
psihoanalitickih teorija i razmiSljanja, koja ¢e nekoliko decenija biti dominantna u
psihijatrijskoj praksi (Freud, 1917). Kurt Snajder u istom periodu govori o endogenoj i
egzogenoj depresiji i ta podela je preko 50 godina prisutna u literaturi, ali nikada nije
naucno potvrdena (Sneider, 1920). Tokom veceg dela 20. veka fokus je bio usmeren na
psiholoSka i dinamska razjasnjenja uzroka depresivnog raspoloZenja i pokusSaj jasnijeg
definisanja depresije kao poremecaja. U DSM-I naSla se dijagnosticka kategorija
,depresivna reakcija“, dok je u DSM-II ona preimenovana u ,depresivnu neurozu“, Sto
pokazuje u velikoj meri i promenu u razumevanju depresije kao poremecaja, posebno pod
uticajem iproniazida (inhibitor monoamino oksidaze) (Cole et al, 1959) i imipramina
(triciklicni antidepresiv) (Kuhn, 1958) (tokom ’50-tih godina 20. veka prvi otkriveni
antidepresivni lekovi). U drugoj polovini veka istraZivanja depresije sve viSe pocinju da
se okrecu bioloSkim uzrocima uz pomo¢ povefanog znanja o genetici, epigenetici,
hormonima, imunologiji, kao i razvoju magnetne rezonance i drugih imidZing tehnika.

Medutim, sav napredak koji je ostvaren u poslednjih 30 godina nije doveo do
stvaranja preciznijih, bioloski zasnovanih dijagnostickih kriterijuma, te i najnoviji DSM-V
Americke psihijatrijske asocijacije iz 2013. godine nema medu kriterijumima nikakve
objektivne, bioloske parametre za donoSenje dijagnoze depresije (APA, 2013).
Kompleksnost samog poremecaja i heterogenost klinicke slike medu osobama, ali i kod
iste osobe kroz vreme, pokazali su se kao prevelike prepreke. Ipak, pojavile su se
odredene smernice i tragovi u Sumi informacija koje nas usmeravaju u daljem
istraZivanju. Otkri¢a u oblasti epigenetike ukazala su nam na fizioloSki nacin na koji
sredina utice direktno na na$ genom. Varijacije u genomu pokazale su da odredene osobe
mogu biti podlozZnije razvoju depresije, pa ¢ak iako nisu dovoljno specificni markeri
(Caspi et al, 2003). UoCeni su poremecaji u hormonskim (Lutter et al, 2008) i
imunoloSkim parametrima (Dantzer, 2009) kod odredenog broja pacijenata, a ti nalazi
sve viSe se povezuju sa genetskim istraZivanjima. Trend usloZnjavanja pristupa
posmatranj je sve viSe odlika novijih istraZivanja i sigurno je da ¢e sve dominantnije biti

prisutan, jer je to jedini nacin da se deSifruje ovako teska zagonetka. Na sve to se



nadovezuju i istraZivanja magnetnom rezonancom kao svojevrstan prozor u strukturu

mozga i promene koje se dogadaju kod depresivnih osoba.

1.1.2. Definicija

Depresija je poremecaj raspoloZenja koji izaziva perzistentno osecanje tuge i
gubitka interesovanja. Depresivni poremecaj utice na nacin na koji se osoba oseca, misli i
ponasa, i moze dovesti do niza emocionalnih i fizickih tegoba. Depresija je viSe od obicne
tuge. Ona nije slabost. Iz depresije se ne moze «trgnuti».
(http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/depression/basics/definition/con-

20032977)

1.1.3. Klinic¢ka slika

Depresija je poremecaj koji se manifestuje heterogenim simptomima, od kojih
neki mogu biti prisutni kod jedne osobe, dok sasvim drugi mogu biti dominantni kod
druge. Posebno je od znacaja da jedna osoba moZe imati dve odvojene depresivne epizode
koje imaju makar delimicno razlic¢ite simptome ili ¢ak da se u okviru iste epizode
simptomi mogu menjati tokom vremena. Neki od najces¢ih simptoma depresivne epizode
su tuga, anksioznost, bezvoljnost, nesanica, nedostatak apetita, loSa koncentracija,
razdrazljivost, gubitak interesovanja, gubitak energije, suicidalne i pesimisticke misli
(bespomocnost, beznadeZnost, bezvrednost, krivica). Mogu se javljati i somatska
ispoljavanja u vidu bolova u telu, glavobolja, opstipacija, dijareja, ucestalo mokrenje,
gréevi u miSi¢ima, gubitak daha, preznojavanje, i dr. Depresija moze imati akutan,
rekurentan i subsindromski, hronican tok (distimija). Posebno znacajna i problemati¢na
je diferencijalna dijagnostika sa bipolarnim poremecajem jer i u unipolarnom i u
bipolarnom spektru se javljaju depresivne epizode koje klinicki nije moguce razlikovati,

te je dobra anamneza i dugoro¢no pracenje pacijenta od izuzetne vaZznosti (Hirchfeld,



2014). Kada je depresija psihoticna postoje sumanute ideje koje su u skladu sa
emocijama, a neretko i auditivne halucinacije. Pored toga, depresija uzrokuje i znacajnu
promenu ponaSanja i funkcionisanja. Zbog svega navedenog, depresivni poremecaj
smatra se sindromom.

Prepoznate su i depresije koje imaju karakteristike iz sfere voljno nagonskih
dinamizama suprotne od «standardnih» i one se zovu atipiCne. Njih karakteriSe povecana
potreba za snom i hranom. Sezonske depresije (sezonski afektivni poremecaj), ili
depresije koje se javljaju rekurentno u odredeno, uvek isto godiSnje doba (obi¢no zima),
najcesce imaju ovakvu klinicku sliku (Magnusson and Partonen, 2005.).

Nakon porodaja 10-15% Zena pati od postpartalne depresije (Seyfried and
Marcus, 2003) .

1.1.4. Klasifikacija

1.1.4.1. Medunarodna klasifikacija bolesti - MKB10

U desetom izdanju Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB -10), depresija se
deli na depresivnu epizodu, rekurentni poremecaj i distimiju. Svaka epizoda moZe biti: a)
blaga, umerena ili teska i b) sa i bez psihoti¢nih simptoma. Ukoliko se depresivne epizode
ponavljaju i podeljene su intervalima od 2 meseca, koji su dominantno bez simptoma,
dijagnostikuju se kao rekurentni depresivni poremecaj. Distimija predstavlja perzistentni
depresivni poremecaj niskog intenziteta, koji moZe biti komplikovan teskim depresivnim
epizodama, kada se naziva «dupla depresija». U starijim udZbenicima bipolarni i
unipolarni afektivni poremecaji Cesto su svrstavani u ista poglavlja, pa su i u MKB-10
klasifikaciji svrstani u zajednicku grupu poremecaja: afektivni poremecaji. Zanimljivo je
da novija istraZivanja sve viSe upucuju na to da su etioloski bipolarni poremecaji blizi

poremecajima iz shizofrenog spektra (Gatt et al, 2015).



1.1.4.2. DSM-1V

Kriterijumi Americ¢ke psihijatrijske asocijacije za depresivni poremecaj su
unekoliko konkretniji od cega konkretniji? i imaju istu shemu koju prate i ostale
dijagnoze. Potrebno je da depresivno raspoloZenje i gubitak interesovanja ili zadovoljstva
traje dve nedelje, da je poremeceno funkcionisanje i da je prisutno 5 od 9 kriterijuma

skoro svaki dan tokom te dve nedelje.

Tabela 1. Kriterijumi DSM-IV za veliku depresivnu epizodu

(1) depresivno raspoloZenje ili razdrazljivost

(2) gubitak interesovanja ili zadovoljstva

3) znacajan gubitak tezine (5%) ili promena apetita
( jan g p p

(4) promene u spavanju, bilo insomnija ili hipersomnija

(5) promene u aktivnosti, bilo psihomotorna agitacija ili retardacija

(6)umor ili gubitak energije

(7) osecanje krivice ili beskorisnosti

(8)pad koncentracije

(9)suicidalnost

NaglaSeno je da se obrati paZznja na nekoliko faktora koji mogu uticati na
klinicku sliku i uzrokovati simptome depresivnosti: zloupotreba psihoaktivnih supstanci,
somatska bolest, druge psihijatrijske bolesti (manija, bipolarni poremecaj, shizoafektivni
poremecaj, shizofrenija, i dr.). Pored toga, period od dva meseca nakon smrtnog slucaja
smatra se periodom oZaloS¢enosti i u tom vremenskom opsegu se ne dijagnostikuje
depresivni poremecaj. [zuzetak za ovo pravilo je depresija izuzetno visokog nivoa koja
dovodi do znacajnog pada funkcionalnosti, morbidne preokupacije idejama beskorisnosti,
suicidalnih misli, psihoti¢cnih simptoma ili psihomotorne retardacije (American

Psychiatric Association, 2000).



Kao i u MKB-10 i u DSM-IV se koristi dimenzionalan pristup i depresivne

epizode se dele na blage, umerene i teSke.

1.1.4.3. DSM-V

U DSM V ucinjene su neznatne izmene u odnosu na DSM-IV kada je u pitanju
depresivni poremecaj i svi kriterijumi navedeni u Tabeli 1. su ostali. NajviSe paZnje je
izazvalo iskljucivanje oZaloS¢enosti nakon smrtnog sluCaja kao faktora koji moze da
produZi tugovanje i do 2 meseca, a da se ne dijagnostikuje depresivna epizoda. Distimija i
hroni¢ni depresivni poremecaj spojeni su u jednu dijagnozu - perzistentni depresivni
poremecaj. Dodata je i dijagnoza premenstrualnog disforicnog poremecaja. U okviru samog
depresivnog poremecaja ukljuCene su dve kategorije za preciznije opisivanje same
depresivne epizode: sa meSanim simptomima (dakle mani¢nim, Sto mozZe da navede na
potencijalno postojanje bipolarnog afektivnog poremecaja) i sa anksioznim distresom (da
bi se naglasili anksiozni simptomi koji cesto prate depresivni poremecaj) (American

Psychiatric Association, 2013).

1.1.5. Komorbiditet depresivhog poremecaja i generalizovanog
anksioznog poremecaja

Generalizovani anksiozni poremecaj se karakteriSe perzistentnom,
nerealisticnom i ekscesivnom brigom koja traje preko 6 meseci (Angst et al, 2009, APA,
2000). Mnoga istrazivanja  pokazala su visok stepen komorbiditeta anksioznih
poremecaja u celini, a naj¢eS¢e komorbiditete generalizovanog anksioznog i depresivnog
poremecaja. Procene govore o rasponu od 10 do 50% (Gorman, 1996, Ressler et al, 2007)
dok su longitudinalne studije pokazale da je preklapanje i ceS¢e ako se posmatra
kumulativno kroz vreme (Moffitt et al, 2007). Pored toga, terapijski pristup anksioznim i
depresivnim poremecajima je skoro identican, sa antidepresivima kao prvom linijom za
oba poremecaja (Schaffer et al, 2012). Ovi nalazi naveli su mnoge istrazivaCe da

depresivni poremecaj i generalizovani anksiozni poremecaj posmatraju kao iste



poremecaje sa donekle razli¢itom klinickom manifestacijom ili makar kao dva bliska
poremecaja koja pripadaju istom spektru (Gorman, 1996; Ressler et al, 2007). Ipak,
postoje i istraZivanja koja su ukazala da je prognoza za pacijente sa komorbiditetom loSija
nego ako pacijent ispunjava kriterijume samo za jednu od dve dijagnoze (Gorman et al,
1996; Kessler et al, 2005; Bruce et al, 2005; Rush et al, 2005). NaZalost, prema naSim
saznanjima, samo jedno istraZivanje magnetnom rezonancom direktno je uporedivalo
pacijente sa i bez komorbiditeta (van Tol et al, 2010). Ostala istraZivanja koja su
analizirala svaki poremecaj zasebno uglavnom nisu uzimala postojanje komorbiditeta kao
iskljucujuceg kriterijuma, Sto €¢ini da je Cak i indirektno uporedivanje rezultata skoro

nemoguce.

1.1.6. Epidemiologija

Depresija je Cetvrti najces¢i uzrok opterecenja populacije sa boleS¢u, izrazene
kroz «godine Zivota sa invaliditetom» (SZO, 1990). Svetska zdravstvena organizacija
takode procenjuje da ¢e se do 2020. godine na ovoj listi depresija biti na drugom mestu.
Epidemioloske studije pokazuju da ¢e ¢ak polovina populacije u toku Zivota imati bar
jednu depresivnu epizodu (Moffitt et al,, 2010), a kada se pojavi, depresija je u dve trecine
slucajeva rekurentna (Kennedy et al, 2004 ), dok se kod 10-15% osoba zavrSava suicidom
(Andreasen, 2001), Sto predstavlja dve trecine svih izvrSenih suicida. U Evropi je procena
da godiSnje od depresije pati izmedu 3 i 10% opste populacije (Wittchen i Jacobi, 2005).
Interesantno da ove brojke nisu mnogo razli¢ite ¢ak ni u adolescentnoj populaciji, te u
Velikoj Britaniji 2,6% osobastarih od 16 do 17 godina boluje od depresivnog poremecaja,
dok je sa subsindromskom depresijom ta brojka ¢ak 11,4% (Singelton et al, 2001). I pored
ovih brojki, procene su da je depresija i u Evropi (Henriksson et al, 2006) i u Srbiji
(Lisulov i Nedi¢, 2006) nedovoljno letena i nedovoljno prepoznata. CeloZivotna
prevalencija se krece izmedu 4% i 10% za depresivnu epizodu i izmedu 2,5% i 5% za
distimiju (Waraich et al, 2004). Depresija je 1,5 do 2 puta CeS¢a kod Zena (Waraich et al,
2004).



1.1.7. Psihosocijalne teorije etiopatogeneze depresije

Postoje brojne psihosocijalne etioloSke teorije depresije. Pet najCeSce

razmatranih ukljucuju:

1. Psihoanaliticka je jedna od prvih i dugo vremena dominantnih teorija razvoja
depresije. Oslanjala se na vecinu osnovnih postulata psihoanalize. Frojd je verovao da je
depresija gotovo uvek posledica gubitka znacajnog odnosa i u odnosu na tu primarnu
hipotezu je objasnjavao Sta se dalje deSava. Jedna teza je da se radi o agresiji usmerenoj
ka samom sebi. Druga je da se radi o introjekciji osobe koju je depresivni pacijent izgubio.
Kasnije je ¢ak tvrdio da je introjekcija normalna reakcija, ali da depresija nastupa kada se
umesSaju previsoki zahtevi super ega (Freud, 1917). Melanija Klajn je depresiju
objasnjavala deprivacijom odnosa sa majkom u prvoj godini (Kleine, 1934).
Psihoanaliticki teoreticari su govorili i o gubitku samopouzdanja (Bibring, 1953) ili o
licnostima sa narcistickim, analnim ili oralnim crtama kao osobama sa poviSenim rizikom

(Chodoff, 1972).

2. Humanisticki pristup pociva na ideji da ljudi imaju potrebu specificnu za celokupni
Zivi svet, a to je potreba za dostizanjem sopstvenog potencijala (Maslow, 1962). Kada ovo

nije moguce dolazi do pojave depresije.

3. Egzistencijalisticki pristup pociva na iskustvima I kasnijim ucenjima Viktora Frankla o
ljudskoj potrebi za smislom. Ono Sto je izdvaja od humanistickog pristupa jeste fokus na
depresiji kao bolesti modernog druStva koje je stvorilo previSe slobodnog vremena i
sledstvenoj ruminaciji o smislu Zivota Sto dovodi do depresije. Po ovoj teoriji u drustvima
u kojima su ljudi pritisnuti svakodnevnim egzistencijalnim pitanjima (hrana, voda,
hladno¢a) nemaju vremena za takvim razmisljanjima jer su fokusirani na prezivljavanje I
ne dozivljavaju depresiju na nacin na koji ona postoji u zapadnom svetu obilja (Frankl,

1964).



4. Danas najupotrebljavanije u klinickoj praksi i najCeSCe izucavane i upotrebljavane
zajedno su kognitivna i bihejvioralna teorija, odnosno kognitivnobihejvioralna. Obe se
zasnivaju na teoriji socijalnog ucenja (Bandura, 1977). Bihejviorizam se fokusira na
znacaj sredine u oblikovanju nasSeg ponasSanja. Tu se poseban znacaj stavlja na pozitivhu
motivaciju koja dolazi iz ispunjujucih interakcija sa drugima. U slucaju gubitka pozitivnog
motivatora (osoba, posao) dolazi do poremecaja u okruZenju i uspostavljanja novih
obrazaca ponaSanja mogu biti motivisana negativnim interakcijama ili nedostatkom
ikakvih interakcija te mogu voditi ka depresiji (Lewisohn, 1974). Kognitivna teorija se
fokusira na misljenje. Ovde je ideja da je process misljenja kod depresivnih osoba takav
da dovodi do depresivnog raspoloZenja i ponasSanja. Osnovni postulate ove teorije se
nalaze u radovima Arona Beka i Martina Seligmana. Bek je definisao kognitivni trijas
(odnosno Bekov trijas) Sto su tri forme negativnog misljenja kod depresivnih osoba (lose
misSljenje o sebi, lose miSljenje o svetu i negativna anticipacija budu¢nosti) (Beck, 1967).
Seligman je radio istraZivanja na psima i dao objasSnjenje za negativne kognitivne procese
teorijom naucene bespomoc¢nosti. Naucena bespomoc¢nost se dogada kada osoba zakljuci
(iz iskustva u detinjstvu najcesSce, ali ne nuzno) da njeni pokusaji da izbegne negativne
dogadaje nece Ciniti razliku. Usled toga osoba postaje pasivna i dominira osecaj
bespomocnosti Cak i kada objektivne okolnosti mogu da budu promenjene (Seligman,

1974).

1.1.8. Bioloske teorije etiopatogeneze depresije

Kao i za psihosocijalne, postoje brojne bioloske etiopatogenetske teorije, ali

dominantnih pet su:

1. Monoaminska hipoteza je prva predloZzena bioloSka hipoteza depresije.
Pedesetih godina proslog veka, tokom izucCavanja uticaja rezerpina na hipertenziju,
uoCeno je da taj lek izaziva depresiju (Freis, 1954). Razvijanjem lekova koji uti¢u na

koncentraciju norepinefrina, dopamina i prevashodno serotonina i njihovim dobrim



rezultatima u le¢enju depresije ova hipoteza dobila je delimi¢nu potvrdu. Medutim, ta
hipoteza ima i ograniCenja s obzirom na to da su nedavne meta analize pokazale da
antidepresivi imaju efekat samo u simptomatski najintenzivnijim depresivnim epizodama
(Fournier et al, 2010). Poslednjih godina mnoga istrazivanja ukazuju na znacajan uticaj
gama-aminobuterne kiseline i glutamata, dok se monoamini smatraju sekundarnim

regulatorima (Goldberg et al, 2014).

2. Hormonska/kortikosteroidna hipoteza govori o povecanoj reaktivnosti
hipotalamo-pituitarno-adrenalne (HPA) osovine. Pretpostavlja se da je osnovni razlog
takve reaktivnosti moglo biti zlostavljanje u detinjstvu i hroni¢na ekscitacija u tom dobu
koja dovodi do zadrZavanja visokog stepena reaktivnosti i u odraslom dobu (Kino, 2015).
Ova teorija je i danas popularna, ali donekle istrazivacki zapostavljena usled
nemogucnosti adekvatnog terapijskog dejstva na HPA sistem bez izrazenih neZeljenih

efekata.

3. Imunoloska hipoteza govori da je u depresivnom poremecaju prisutan hronic¢an
inflamatorni proces i porast primarno citokina (Miller et al, 2009). Studije su do nedavno
imale konfliktne i ne previSe ubedljive rezultate, ali je istraZivanje grupe iz Atlante
pokazalo da zaista mnogi pacijenti nemaju taj nalaz, ali da se kod odredene podgrupe koja
ima poviSene parametre inflamacije moZe posti¢i znacajan terapijski pomak sa terapijom
koja utiCe na inflamaciju (antagonisti tumor nekrozis faktora) umesto na monoaminski

sistem (Raison et al, 2013).

4. Poremecaj neuroplasti¢nosti je hipoteza koju niko ne smatra za dominantnu,
apsolutnu ili dovoljnu, ali je niko i ne iskljuCuje kao jedan od dodatnih patoloskih
mehanizama koji se deSavaju u depresivnom poremecaju. Ova hipoteza ima osnova samo
u dva nalaza koja su uocena u depresivnom poremecaju, ali su ti nalazi toliko konzistentni
da se danas smatraju jednim od najznacajnijih patoloskih obeleZja u depresiji. To su

smanjena koncentracija neurotropnog faktora dobijenog iz mozga (BDNF) i smanjen
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volumen hipokampusa kao direktna posledica koncentracije BDNF (Castren and

Rantamaki, 2010).

5. Genetska hipoteza se ne moze i ne treba posmatrati kao potpuno izdvojena i
nezavisna od ostalih bioloskih i psihosocijalnih teorija. Ona ih dopunjava i daje dodatna
potencijalna objasnjenja za nastanak patoloSkih promena koje uotavamo u depresivnom
poremecaju. Najvec¢i broj gena koji se izucavaju pripadaju genima koji transkribuju
proteine koji uticu na monoamine, HPA osovinu ili imunoloSki sistem. Izucavani su
mnogobrojni polimorfizmi, neki sa viSe, neki sa manje uspeha. Tako npr. geni za katehol-
O-metiltransferazu (COMT) i serotoninski transporter (SERT) (koje se u ovoj studiji
istrazuju) direktno uticu na raspoloZivost monoamina tako da se mogu smatrati
sustinskim za potencijalno objaSnjenje nastanka monoaminskog disbalansa koji je osnova
monoaminske hipoteze. Neurotropni faktor dobijen iz mozga (BDNF) utiCe na
neuroplasti¢nost i pokazao je dejstvo na sve moguce oblasti u mozgu te je uz COMT i SERT

jedan od najviSe izucavanih gena u psihijatriji (Notaras et al, 2015).

1.2. Genetske osnove depresije

Depresija je kompleksan poremecaj uzrokovan interakcijom mnogobrojnih
faktora - psiholoSkih, socijalnih i bioloskih i nijedna od gore nabrojanih teorija ne daje
potpunu sliku. Ipak ono Sto genetiku €ini posebno znacajnom je Sto jeste ili moZe biti u

osnovi svih drugih psihosocijalnih i bioloskih teorija.

1.2.1. Populaciona genetska epidemiologija

JoS u prvim dekadama 20 veka pojavile su se prve studije koje su pokazale
porodi¢nu agregaciju osoba koje boluju od depresije (Tsuang i Faraone, 1990). Novija

istraZivanja su izracunala u kojoj meri je to slucaj, te je odnos Sansi (engl. odds ratio) 2,84
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za povecani rizik od dobijanja depresivnog poremecaja u prvoj generaciji rodaka osoba
koje boluju od depresije (Sullivan et al, 2000). Naslednost depresije je u velikoj
blizanackoj studiji ustanovljena kod 38% ispitanika (Kendler et al, 2006). Devet velikih
studija asocijacije u Citavom genomu (engl. genome wide association studies; GWAS)
radene su u cilju nalaska konkretnih gena koji uticu na pojavu depresije, ali bez ozbiljnijih
rezultata (Cohen-Woods et al, 2013). Jedan o razloga za to moze biti da polimorfizmi
imaju mali uticaj pojedinacno, a GWAS nisu u stanju da oznace lokuse sa odnosom Sansi
manjim od 1,2, osim ako se u istraZivanje ne ukljuci desetina hiljada subjekata (Flint &
Kendler, 2014). To potvrduju i istraZivanja koja pokazuju da je naslednost polimorfizama
jednog nukleotida (engl. single nucleotid polymorphisms; SNP) u depresiji 21% (Lee et al,
2013) odnosno 30% (Lubke et al,, 2012). To u prevodu znaci da su upravo uobicajene
genetske varijante u populaciji, sa odnosom Sansi manjim od 1,2 one koje uticu na preko
50% heritabilnosti depresije i da stoga nisu mogle da se nadu upotrebom GWAS. Veruje
se da takvih varijanti moZe biti i nekoliko hiljada, od kojih svaka utice sa vrlo malim
efektom (Flint & Kendeler, 2014), a sve viSe se uocava i da razvoj tog efekta nije linearan i
lako predvidiv, ve¢ da zavisi od Zivotnih okolnosti (Caspi et al, 2003) i interakcije samih

gena (Rabl et al, 2014).

Ipak, treba ista¢i da pored ove teorije, postoje i druge dve koje su naizgled
suprotstavljene, ali objektivno mogu biti i u sinergiji ili postojati uporedo, objaSnjavajuci
samo odredeni deo populacije koja boluje od depresije. Prva je da su uzrok poremecaja
genetske promene koje su znacajne, ali vrlo retke i zato neuhvatljive za istrazivace. Druga
grupa istrazivaca smatra da je depresija predstavlja heterogenu grupu poremecaja koji su
svi ukljuceni u istu kategoriju. Po toj tezi, ukoliko bi se pronaSle homogenije grupe
pacijenata, uspelo bi se i u pronalazenju njihovih genetskih markera (Flint & Kendeler,

2014). Ovo do sada u praksi nije bilo moguce ostvariti.
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1.2.2. Geni od interesa za studiju

1.2.2.1. SERT

Serotoninski transporter (5-HTT, u daljem tekstu SERT) je protein koji
transportuje serotonin iz sinapse u presinapticki neuron. Time se prekida aktivno dejstvo
serotonina u sinapsi i omogucava njegovo ponovno koriS¢enje od strane presinaptickog
neurona. Pored mozga, serotonin je prisutan i u trombocitima gde ima ulogu
vazokonstriktora (Vanhoutte et al, 1984). Serotoninski transporter i njegov gen, kao i
funkcionalni polimorfizmi tog gena su sa viSe ili manje uspeha izucavani u gotovo svakom

psihijatrijskom entitetu, kao i u nekim kardioloSkim bolestima (Tabela 2).

Tabela 2. Bolesti i reference u kojima je izuc¢avan i pokazan znacaj SERT

Bipolarni poremecaj Szczepankiewicz, 2013.

Autizam Huang et al, 2008.

Shizofrenija Seidman et al, 2003.
Opsesivno kompulzivni poremecaj Bloch et al, 2008.

Alkoholizam Lesch, 2005.

Granic¢ni poremecaj licnosti Amad et al, 2014.

Post-traumatski stresni poremecaj Gressier et al, 2013.
Arterijska hipertenzija Zhang et al, 2013.

1.2.2.1.1 Gen koji kodira za SERT (SERT)

Gen koji kodira SERT (SLC6A4; engl. solute carrier family 6, member 4) kod
ljudi se nalazi na hromozomu 17 na lokaciji 17q11.1-q12. U okviru samog gena otkriveni
su mnogobrojni funkcionalni polimorfizmi, a najviSe je istrazivan 5-HTTLPR. Ovaj

polimorfizam odlikuje se varijacijom broja ponovaka u promotorskoj regiji samog
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gena,usled cega postoji kraca (,,s“) i duza (,1“) varijanta, za koje je pokazano da uticu na

ucCestalost transkripcije iRNK (Heils et al, 1996).

1.2.2.1.2. Gen koji kodira za SERT i depresivni poremecaj

Sredinom ’60-tih godina 20. veka Schildkraut, pod uticajem otkri¢a prvih
antidepresiva i njihovog dejstva, postavlja teoriju da uzrok depresije leZi u niskim
nivoima norepinefrina (Schildkraut, 1965), da bi Coppen dve godine kasnije postavio
teoriju o serotoninu (Coppen, 1967). Ova teorija (poznatija kao monoaminska hipoteza)
zauzimala je dominantno mesto u literaturi ve¢i deo poslednje tre¢ine 20-og kao i
poCetkom 21. veka, velikim delom uticu¢i na znacajan porast prodaje lekova koji ciljaju
upravo na serotoninski sistem. Prema izvestaju iz 2004. godine lekovi iz grupe selektivnih
inhibitora preuzimanja serotonina (SSRI) su medu najprodavanijim u celokupnoj
medicinskoj praksi (International Marketing Services Health, 2004). Ipak, i pored
efikasnosti ovih lekova kod odredenog broja bolesnika, mnogi ne reaguju pozitivno na
njih a postoji i izraZen placebo odgovor u svim istraZivanjima antidepresiva (Moncrieff et
al, 2005), dok istrazivanja koja su pokusala da direktnim uticajem na nivo serotonina kod
coveka izazovu ili leCe depresiju nisu imala uspeha (Heninger et al, 1996; Mendels et al,
1975). Sve ovo nedvosmisleno govori u prilog znacajno kompleksnijem wuzroku
depresivnih poremecaja (Horgan, 1999).

Ipak, serotoninski sistem verovatno na neki nacin uti¢e na razvoj depresije, bar
kod odredenog dela pacijenata. Tome u prilog posebno govori jedno od prvih i i dalje
najznacajnijih otkri¢a genetskog uticaja na licnost i povecanu podloZnost razvoju
depresije upravo u genu za serotoninski transporter. Sredinom '90-tih pojavljuju se prva
istrazZivanja koja ukazuju na uticaj fizioloske, funkcionalne varijacije u promotoru
serotoninskog transportera 5-HTTLPR na razvoj neuroticizma i povecanu podloZnost
razvoju afektivnih poremecaja (Lesch et al, 1996; Collier et al, 1996). Izucavanje ovog
polimorfizma dodatno je dobilo na zamahu nakon prvog prospektivnog istrazivanja koje

je povezalo 5-HTTLPR, stres i razvoj depresivnog poremecaja (Caspi et al, 2003).
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NaZalost, rezultati su vrlo Sarenoliki tako da joS uvek postoje nedoumice o nacinu i jacini
efekta ovog polimorfizma (Risch et al, 2009; Karg et al, 2011). Tim povodom je Caspi koji
je 2010. godine prvi objavio studiju sa pozitivnim nalazom interakcije kratkog alela 5-
HTTLPR i stresa u razvoju depresije, sa saradnicima objavio pregledni rad u kojem je
pokusSao da objasni razloge za mnogobrojne studije koje nisu replikovale taj nalaz (Caspi
et al, 2010.). Caspi i sar. (2010) navode da su sve studije u kojima je postojao direktan
kontakt lekara sa obolelom osobom i preciznija kao i objektivnija mera doZivljenog stresa,
imale pozitivan nalaz, dok su velike studije koje su radene telefonski ili poStom davale
meSovite rezultate. Takode, studije koje su istrazivanje vrSile sa osobama koje su
prezivele vrlo jasan, konkretan stres (bolest ili zlostavljanje u detinjstvu) imale su
znacajno veci postotak pozitivnih nalaza od studija koje su se zasnivale na Zivotnim
dogadajima uopsSte. Pored toga, autori navode da se odmah nakon prvog nalaza pojavio
veliki broj replikacija studije koje su imale negativne nalaze, a koje su bile obrada
postojecih rezultata spremljenih za druga istraZivanja i koja kao takva metodoloski nisu
bila fokusirana na istrazivanje interakcije genoma i okoline, tako da je njihova preciznost

posledi¢no manja.

Mnogobrojna istrazivanja su radena sa ciljem da se istrazi uticaj 5-HTTLPR na
morfologiju i aktivnost mozga. U zdravoj populaciji kod kratkog alela 5-HTTLPR uocen je
smanjen volumen sive mase amigdala i perigenualnog cinguluma (Pezawas et al, 2005),
uz pojacanu aktivnost amigdala, kako u miru (Rao et al, 2005.), tako i kao reakcija na
stimuluse koje potenciraju strah (Hariri et al, 2002.). Opisana je i pojacana povezanost
amigdala sa ventromedijalnim prefrontalnim korteksom (Heinz et al, 2005), kao i
smanjena frakciona anizotrpija u fascikulusu uncinatusu (neuronski put koji povezuje
amigdale sa orbitalnim i medijalnim prefrontalnim korteksom) (Pacheco et al, 2009). Ti
nalazi su replikovani i u istraZivanjima na pacijentima obolelim od depresije (Dannlowski

etal, 2007.).
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Niz istrazivanja je takode pokazalo da osobe sa kratkim alelom 5-HTTLPR

imaju pojaCanu sekreciju kortizola u stanjima stresa (Gotlib et al, 2008.; Way et al, 2010),

Sto moZe potencijalno biti pravac ka spajanju monoaminske hipoteze i hipoteze o

poremecaju hipotalamo-hipofizne ose u nastanku depresije (Pariante et al, 2008.).

Ipak, neophodan je oprez u tumacenju rezultatasvih istraZivanja koja izu€avaju

polimorfizame (pa tako i 5-HTTLPR), iz najmanje dva razloga:

1.

Uticaj etniCke pripadnosti i znacajne razlike u frekvenci alela medu razlic¢itim
rasama. Prema nekim istrazivanjima nadeni su ¢ak i dijametralno suprotni efekti
kratkog i dugog alela 5-HTTLPR medurazli¢itim etnickim grupama. Tako je novo
istraZivanje u kineskoj populaceji koja, za razliku od evropske populacije, ima vecu
frekvencu kratkog alela, pokazalo da je u ovoj populaciji dugi alel onaj koji razvija
predispoziciju ka anksioznom ponasSanju (Hanetal, 2013).

Mogucnost da aleli nisu prosto ,dobri“ i ,losi“ kako Cesto ¢ak i naucnici vole da
koncipiraju rezultate zbog jednostavnosti, ve¢ da deluju kroz sloZene interakcije,
koje tek treba da se razumeju. Tako je nedavno istrazivanje pokazalo da osobe koje
su imale stresno detinjstvo i boluju od bipolarnog poremecaja, imaju znacajno
cesSce pokuSaje samoubistva ukoliko imaju kratki alel. To je u skladu sa ve¢inom
dosadasnjih istraZivanja, ali u slucaju da nema znacajnijeg stresa u detinjstvu
bipolarni pacijenti sa kratkim alelom imaju znacajno manju verovatnocu za
pokusSaj samoubistva, tako da u relativno bezbednim, nestresogenim okolnostima

dugi alel postaje opasniji i pogorSava prognozu (Benedetti et al, 2014).

1.2.2.2.Neurotropni faktor dobijen iz mozga

Neurotropni faktor dobijen iz mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor;

BDNF) je neurotrofin kodiran od strane istoimenog gena. On pripada familiji

neurotroficnih faktora, zajedno sa nervnim faktorom rasta (engl. nerve growth factor;

NGF),

neurotrofinom-3 (engl. neurotrophin-3; NT3) i neurotrofinom-4 (engl
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neurotrophin-4; NT4 ili NT-4/5). Pokazano je da oni promoviSu rast i preZivljavanje
neurona u centralnom i perifernom nervnom sistemu (Huang et al, 2001.). Vezuju se za
p75NTR receptor i za 3 ¢lana familije tirozin kinasnih receptora (Trk) sa razlic¢itim
afinitetom (NGF je specifican za TrkA, BDNF i NT4 za TrkB, i NT3 za TrkC)(Reichardt,
2006). BDNF je drugi otkriveni neurotrofi¢ni faktor i do danas je najviSe izu¢avan (Barde
et al, 1982). Ono Sto ga donekle izdvaja i cemu duguje takvu “popularnost” u nau¢nim
krugovima je Siroka paleta bolesti koje su povezane sa promenama njegove ekspresije ili

nekim od do sada otkrivenih polimorfizama gena koji ga kodira (Tabela 3).

Tabela 3. Bolesti i reference u kojima je izu¢avan i pokazan znacaj BDNF

Astma Andiappan et al, 2011.
Gojaznost Cordeira et al, 2014.
Rettov sindrom Ben Zeev et al, 2009.
Hantingtonova bolest Zajac et al, 2010.
Demencija Weinstein et al, 2013.
Alchajmerova bolest Nagata et al, 2013.
Epilepsija Hong et al 2013.
Shizofrenija Niitsu et al, 2013.
Bipolarni poremecaj Grande et al,2013.
Opsesivno kompulzivni poremecaj Hemmings et al, 2013.
ZavisniCko ponaSanje McGinty et al, et al, 2010.

To se lako mozZe povezati sa njegovom ulogom u mozgu i na periferiji koja ga
Cini nuZnim za preZivljavanje jedinke (Erickson et al, 1996). Kao i drugi neurotrofi¢ni
faktori i BDNF ima uticaj na prezivljavanje i rast neurona i do sada je otkriveno da taj
efekat ispoljava u vestibularnom ganglionu (Fan et al, 2000), hipokampusu (Minichiello et
al, 1996.), cerebelumu (Minichiello et al, 1996), slojevima korteksa II, III, V i VI (Alcatara
et al, 1997), strijatumu (Alcatara et al, 1997), talamusu (Alcatara et al, 1997) i vizuelnom

korteksu (Ernfors et al, 1994). Ubrizgavanje BDNF u specificne delove mozga miSeva
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pospesivalo je razvoj olfaktornog bulbusa (Zigova et al, 1998) i hipotalamusa (Pencea et
al, 2001). Izmedu ostalog, BDNF ima direktan uticaj na memoriju izazivanjem

neurogeneze u nukleusu dentatusu hipokampusa (Bekinschtein et al, 2008).

1.2.2.2.1. Gen koji kodira neurotropni faktor dobijen iz mozga

Gen koji kodira protein takode nosi naziv BDNF i nalazi se na hromozomu 11p.
On transkribuje 8 iRNK koje imaju suptilne razlike u strukturi i mestu transkripcije
(mozak, srce ili pluca) (Timmusk et al, 1993). Brojni funkcionalni polimorfizmi otkriveni
su i istraZivani u okviru BDNF (Binder et al, 2004), a najviSe istrazivan je Val66Met
polimorfizam (rs62659 u okviru kojeg se na kodonu 66 nalazi valin ili metionin zavisno

od toga da li je u DNK nizu prisutan guanin ili adenin ¢ime se ta Sifra menja).

1.2.2.2.2. Neurotropni faktor dobijen iz mozga i depresivni poremecaj

Depresija je jedna od bolesti koja jepovezivana sa sekrecijom BDNF. Vec
sredinom devedestih godina proSlog veka ustanovljena je veza izmedu smanjenja
sekrecije BDNF u hipokampusu pod uticajem hronicnog stresa (Smith et al, 1995). Uoceno
je da to direktno dovodi do atrofije hipokampusa Sto i jeste jedan od nalaza kod
pacijenata sa depresijom (Fisch et al, 2012). U istraZivanjima je pokazano da infuzije
BDNF direktno u mozak Zivotinja kod kojih je u stresnim uslovima izazvan model
depresije, uzrokuju povlacenje depresije (Siuciak et al, 1997). Nalazi da antidepresivi i
fizicka aktivnost povecavaju koncentraciju BDNF u hipokampusu Zivotinja (Russo-
Neustadt et al, 2000), dodatno su ucvrstili pretpostavljenu vezu i cak inicirale
,neurotrofinsku hipotezu“ nastanka depresije (Duman et al, 1997). Iste korelacije
pokazane su i kod pacijenata lecenih elektrokonvulzivhom terapijom (Okamoto et al,
2008) ili deprivacijom spavanja (Gorgulu et al, 2009). Ipak, ni hipoteza sa BDNF nije bez

kontroverzi, tako da je nedavna meta analiza potvrdila da postoji veza depresivnog
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poremecaja i koncentracije BDNF u serumu, ali i da je povezanost znacajno slabija nego
Sto se prvobitno pretpostavljalo (Molendijk et al, 2013).

Neke studije pokazale su da fizioloSki endofenotipovi koji su posledica
Val66Met polimorfizma pokazuju sli¢ne karakteristike i uticaj na hipokampus (Savitz et
al, 2009) Sto je povezivano sa depresivnim poremecajem (Rybakowski, 2008; Brown et al,
2013). Ipak, nova meta analiza je osporila taj nalaz (Harrisberger et al, 2014). IstraZivanja
uticaja ovog polimorfizma u depresiji su takode Cesto opreCna. Meta analiza 14 studija
pokazala je da met alel val6bmet polimorfizam povecava predispoziciju ka razvoju
depresije, ali samo u muskoj populaciji, dok u ukupnom uzorku nije dobijen pozitivan
nalaz (Verhagen et al, 2010). Druga meta analiza pokazala je povezanost met alela u
interakciji sa stresnim dogadajima ka razvoju depresije (Hosang et al, 2014), dok treca
nije naSla povezanost depresije i val66met polimorfizma (Gyekis et al, 2013).
Takode,nalazi nekih studija pokazali su da je val alel onaj koji razvija povecan rizik ka

depresivnom poremecaju (Chen et al, 2013.).

1.2.2.3. Katehol-O-metiltransferaza

Katehol-O-metiltransferaza (engl. catechol-O-methyltransferase; COMT) je
enzim koji sluzi za degradaciju kateholaminskih neurotransmitera (dopamin, epinefrin,
norepinefrin) putem metilacije (drugi nacin degradacije kateholamina je deaminacija
posredstvom monoamine oksidaze). COMT je otkriven jos 1957. godine (Axelrod, 1957),
ali zbog izuzetno znacajne uloge je do danas predmet izucavanja. Posebno su brojni
radovi koji povezuju varijacije u genu koji kodira COMT (COMT) i njihova uloga u
shizofreniji (Green et al, 2014) i kod osoba koje zloupotrebljavaju kanabis (Batalla et al,
2013), kao i u interakcijiova tri faktora (Vinkers et al, 2013). Usled uocene uloge
dopamina i prefrontalnog korteksa u razvoju hiperkinetskog poremecaja (Sifra F90
prema MKB-10 Kklasifikaciji) prirodno je sledovalo istrazivanje uloge COMT gena u
nastanku ovog poremecaja (Sun et al, 2013.). U neurologiji je znacajna uloga COMT u

terapiji parkinsonizma (Yin et al, 2013). Pokazana je i veza izmedu genetskih varijacija

19



COMT i razlic¢itih vrsta memorije (pre svega radne) (Julio-Costa et al, 2013) i bola

(Cargnin et al, 2013).

1.2.2.3.1. Gen koji kodira za katehol-O-metiltransferazu

COMT kodira istoimeni gen koji se nalazi na hromozomu 22. Kao i SERT i BDNF
i COMT ima brojne izuCavane polimorfizme, od kojih se po broju objavljenih pozivitnih
nalaza istice Val158Met (rs4680), gde se nalazi funkcionalna mutacija valina u metionin u
poziciji 158. Enzim sa valinom vrsi katabolizam dopamina Cetiri puta brze od varijante sa
metioninom (Chen et al, 2004), ali je ekspresija met varijante ¢eS¢a u mozgu (Zhu et al,

2004).

1.2.2.3.2. Gen koji kodira za katehol-O-metiltransferazu i depresivni poremecaj

Neke od sfera koje su najceS¢e poremecene kod depresivnih pacijenata su
povezane sa funkcijom dopamina: emocije i motivacija (Ashby et al, 1999; Blackburn et al,
1992), osecaj nagradenosti (Wise, 1978) i paznja (Nieoullon, 2002). I u praksi se pokazalo
da supstance koje smanjuju koli¢inu dopamina u mozgu ili su dopaminski antagonisti,
dovode do depresivnog raspoloZenja (Bressan et al, 2002; Verhoeff et al, 2003).
Posledi¢no su se mnoge studije usmerile na izucavanje COMT gena u depresiji, a posebno

Val156Met polimorfizma.

Rezultati su bili raznovrsni. Veliki broj studija nije nasao direktnu vezu u
ucCestalosti neke od alelskih varijanti i depresije (Frisch et al, 1999; Henderson et al, 2000;
Cusin et al, 2002; Serretti et al, 2006; Wray et al, 2008; Kunugi et al, 1997), ali postoje i
one sa pozitivnim nalazima. NaZalost, pozitivni nalazi su nedovoljno jasni, uz postojanje i
onih koje ukazuju na Met alel kao varijantu koja povecava podloZnost za depresiju
(Mandelli et al, 2007; Ohara et al, 1998), ali i suprotnih koje su dobile Val varijantu kao

alel podloZnosti za depresiju (Massat et al, 2011; Massat et al, 2005). Druga vrsta Cesto
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radenih studija sa ovim genom su studije koje su izucavale kako ovaj polimorfizam utice
na terapijski odgovor na antidepresive. Ponovo, rezultati su heterogeni: neke studije
ukazuju na Met homozigotijukao prediktor brZeg reagovanja (Baune et al, 2008;
Benedetti et al, 2009; Benedetti et al, 2010; Spronk et al, 2011), dok su druge pokazale da
pacijenti sa Val homozigotnom varijantom brZe i bolje reaguju na antidepresive (Szegedi
et al, 2005; Arias et al, 2006), uz nekoliko negativnih rezultata (Gudayol-Ferre et al, 2010;
[lli et al, 2010; ).

MorfoloSke studije ukazuju da postoje susStinske razlike u aktivaciji mozga kod
pacijenata sa jednom ili drugom varijantom. Tako nosioci Met alela imaju jac¢u aktivaciju
moZzdanog stabla, dorzomedijalnog prefrontalnog korteksa, amigdala, bazalnih ganglija i
prednjeg cingularnog korteksa kada osecaju strah, a smanjenje prilikom osecanja srece
(Williams et al, 2010). Dve studije su na isti nacin dobile rezultat da Met homozigoti imaju
jacu aktivaciju desnog ili bilateralnih amigdala prilikom prikazivanja neprijatnih slika

(Rasch etal, 2010; Lonsdorfetal, 2011).

1.3. Morfoloske osnove depresije

1.3.1. Tehnike magnetne rezonance

Magnetna rezonanca (MR) je vizuelizaciona tehnika snimanja unutrasSnjosti
tela. Prvi snimak nacinjen MR-om objavljen je poCetkom sedamdesetih godina proslog
veka (Lauterbur, 1973). Koristi se istrazivacki u anatomiji (strukturna) i fiziologiji
(funkcionalna), dok u klinickim granama medicine sluzi za otkrivanje patoloSkih
promena, procesa, povreda i sl. MR radi po principu magnetnog polja i ekscitacije atoma
vodonika u telu. Naime, aparat stvara jako magnetno polje oko dela tela koje je
predvideno za snimanje. To ekscitira atome vodonika koji su sastavni deo molekula vode.
Tako ekscitirani atomi vodonika stvaraju radio talase koje masina detektuje. Orijentacija

snimka se kontroliSe variranjem osnovnog magnetnog polja gradijentnim namotajem koji
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se veoma brzo ukljucuje i iskljucuje i stvara karakteristican Sum NMR snimanja. Kontrast
izmedu dva razli¢ita tkiva se odreduje brzinom kojom se ekscitirani atomi vracaju u
stanje ekvilibrijuma. Ja¢ina magnetnog polja zavisi od aparata, meri se u Teslama (T) i
krece se izmedu 0,7-7 T. Aparat koji je koriS¢en u naSem istrazivanju ima 1,5 T, Sto je i
najces¢e koriS¢ena jaCina aparata u dosadaSnjim istrazivanjima. Kontraindikacije za
snimanje MR su kohlearni implant, sr¢ani pejsmejker, odredeni hirurski implanti, Srapneli
ili drugi metalni strani objekti u telu. Samo snimanje se smatra bezbednim i bez znacajnih

neZeljenih efekata za pojedinca.

U toku snimanja ili obradi samih rezultata postoje znacajne varijacije zavisno

od rezultata koji se Zele postici ili fenomena koji se Zele istraZivati.

Za otkrivanje patoloskih promena tipa karcinoma Cesto se koristi MR sa
kontrastom. Oralnim ili intravenoznim ubrizgavanjem kontrasnog sredstva (najceSce

zasnovano na gadolinijumu) menja se vreme relaksacije atoma u tkivu.

Funkcionalnom magnetnom rezonancom mogu da se detektuju promene u
koli¢ini krvi koje odredeno tkivo prima ¢ime se meri reagovanje delova mozga na
stimuluse. To se zasniva na ideji da deo mozga koji se u trenutku koristi ima vecu potrebu
za kiseonikom, Sto se obezbeduje povecanjem protoka krvi. MaSina zatim registruje
povecanje protoka krvi u tom delu mozga usled povecane koli¢ine kiseonika koja dolazi

sa tom krvlju.
U ovom istrazivanju koriS¢ena je metoda morfometrije zasnovane na vokselu,

frakciona anizotropija i analiza anizotropije koja se zove traktografija, kao i izu€avanje

debljine sive mase.
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1.3.1.1. Morfometrija zasnovana na vokselima

Morfometrija zasnovana na vokselima je metoda obrade snimaka mozga
nacinjenih MR-om (Ashburner&Friston, 2000). Prvi put je opisana 1995 (Wright et al,
1995). To je automatizovana metoda koja koristi statisticke modele za uocavanje razlika u
veli¢ini odredenih struktura mozga medu grupama (najceSCe pacijenata i kontrola).
Zasebno analizira belu masu, sivu masu i cerebrospinalni likvor, zavisno od interesa
istraZivaca. Statisticki se obraduje svaki voksel pojedinacno u snimku da bi se uocile
razlike medu grupama. Da bi se izbegle greSke usled standardnih razlika u veli¢ini mozga
medu pojedincima i polovima, u okviru metode se uvek radi spacijalna normalizacija, koja
omogucava da mozgovi razlicitih veli¢ina mogu da se porede jedni sa drugima. Ranije je
za izuCavanje svake Zeljene oblasti mozga (regija od interesa; engl. ,region of interest” ili
ROI; npr. ROI amigdale, hipokampusa itd.) ona morala manuelno da bude obeleZena na
snimku, dok danas postoji metoda automatizovanog razdvajanja i obeleZavanja moZdanih

snimaka na 34 ROI (Desikan et al, 2006.).

1.3.1.2. Frakciona anizotropija i traktografija

Frakciona anizotropija (FA) i traktografija je metoda koja se koristi za analizu
bele mase (engl. diffusion tensor imaging; DTI). U klini¢koj praksi koristi se od sredine
devedestih godina proslog veka, a danas je broj istrazivanja koja koriste ovu metodu
preko 1000 godisnje. Ova metoda koristi karakteristiku kretanja vode u beloj masi, koja
¢e dominantno i¢i niz i uz akson, a rede ka membranama i zove se anizotropija. Ovim se
postiZe da se u beloj masi definiSu putanje aksona i samim tim uoce veci neuronski putevi
i njhovo stanje bilo pojedinac¢no ili u grupi. Metoda obrade difuzionih snimaka kojom se
meri stanje tih puteva zove se traktografija (Catani et al,, 2012). Postoje 4 parametra koje
traktografija meri: a) frakciona anizotropija, b) srednja difuzivnost, c) radijalna
difuzivnost, d) aksijalna difuzivnost. Vrednost aksijalne difuzivnosti se smanjuje kada su

aksoni oSteCeni ishemijom. Vrednost radijalne difuzivnosti se povecava kod
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demijelinizuju¢ih bolesti (Shizukuishi et al, 2013). Dve osnovne tehnike se kotiste za
analizu DTI: a) regije od interesa, b) analiza zasnovana na vokselima. Prva se fokusira na
specificne oblasti mozga, dok druga analizira celokupan mozak. Ipak, ROI tehnika je
senzitivnija od standardne analize zasnovane na vokselima. Ta razlika unazad nekoliko
godina ne postoji, od uvodenja «tract-based spatial statistics» (TBSS) softverskog paketa

za analizu zasnovanu na vokselima (Chanraud et al, 2010).

1.3.1.3. Debljina sive mase

Metoda kojom se automatizuje merenje debljine kore tj. sive mase celog mozga
i statisticki obraduju razlike medu grupama, ukljucuju¢i zasebno obradivanje za sivu
masu u razli¢itim delovima mozga, zove se odredivanje debljine sive mase (engl. cortical
thickness) (Fischl&Dale, 2000). Ova metoda je zasnovana na proceni granica bele i sive

mase i sive mase i pie mater pomocu «multiscale analysis».

1.3.2. Dosadasnja saznanja o depresiji koriS¢enjem nuklearne magnetne
rezonance

Veliki problem u izuc¢avanju depresivnog poremecaja nuklearnom magnetnom
rezonancomje mala pononovljivost pozitivnih nalaza, kao i ¢esti negativni nalazi.

Najrasprostranjenija metoda u istraZivanju depresivnog poremecaja je
morfometrija zasnovana na vokselu. Znacajan broj radova ukazao je na smanjen
volumen hipokampusa, frontalnog reznja, orbitofrontalnog korteksa, strijatuma i
cingulatnog korteksa kod pacijenata sa depresijom (predominantno prednjeg), Sto je
potvrdio i veci broj meta analiza (Kempton, 2011; Laio, 2013).

Studije DTI wukazale su na smanjenu FA kod pacijenata sa depresivnim
poremecajem u oba frontalna reznja, desnom fuziformnom girusu i desnom okcipitalnom
reznju. Takode, ukazano je da kod pacijenata sa depresijom postoji poremecaj desnog

donjeg longitudinalnog fascikulusa, desnog donjeg fronto-okcipitalnog fascikulusa, desne
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posteriorne talamicke radijacije i intrahemisfericnih vlakana koja idu kroz koleno (genu) i
telo korpusa kalozuma (Liao et al, 2013).

Debljina sive mase je metoda koja znacajno dobija na zamahu u poslednje tri
godine, te stoga joS uvek ne postoje meta analize, a do sada objavljena istraZivanja su
raznolikih rezultata i dizajna.

Regije kore mozga koje su se u dosadasSnjim istrazivanjima depresije
razlikovale u odnosu na kontrolne osobe su: smanjenje zapremine orbitofrontalnog
korteksa i povecanje zapremine temporalnih polova, prednjeg kaudatusa i posteriornog
cingulatnog korteksa (Eijndhoven et al, 2013), smanjenje zapremine desnog
dorzomedijalnog prefrontalnog korteksa, gornjeg temporalnog girusa,
srednjeg/posteriornog cingulatnog korteksa i dorzolateralnog prefrontalnog korteksa
(van tol MJ et al, 2013), smanjenje zapremine kaudalnog prednji cingulatni girus (Han et
al, 2014), tanji medijalni orbitofrontalni korteks, prednjeg cingulatnog korteksa,
dorzolateralnog i dorzomedijalnog prefrontalnog korteksa, posteriornog temporalnog i
parijetookcipitalnog korteksa, kao i bazalnih ganglija i cerebeluma (Grieve et al, 2013).
Opisane su i razlike medu samim pacijentima u vidu smanjenja zapremine sive mase u
levom dorzolateralnom i ventrolateralnom prefrontalnom korteksu, kao i u prednjem
cingulatnom girusu kod suicidalnih u odnosu na nesuicidalne pacijente (Wagner et al,
2012). U istrazivanju razlika kod pacijenata sa depresivnim poremecajem sa ranim i
kasnim pocetkom, nakon kontrolisanja za broj epizoda, trajanje bolesti, teZinu klinicke
slike i pol, uocene su razlike u oba zadnja cingulatna girusa, parahipokampalnim
girusima, desnom prekuneusu, desnom lingvalnom i desnom fuziformnom girusu
(Truong et al, 2013). Lan je u svom istrazivanju ukazao na razli¢ite promene u debljini

sive mase izmedu pacijenata sa depresivnim i bipolarnim poremecajem (Lan et al, 2014).

1.3.3. Transkranijalna ultrasonografija

Transkranijalna (parenhimska) ultrasonografija (TCS) je ultrazvucna metoda

kojom se snima moZdano tkivo i njegova ehogenost kroz lobanju. Koristi se u istrazivacke
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svrhe ve¢ preko dve decenije (Becker et al, 1994), dominantno za vizuelizaciju srednjeg

mozga, ali i bazalnih ganglija,prednje i lateralnih komora (Berg et al, 2008).

1.3.3.1. Dosadasnja saznanja o depresiji koris¢enjem transkranijalne
ultrasonografije

U depresiji je ova do sada malo upotrebljavana metoda, pre svega fokusirana
na hipoehogenost sistema rafe jedara u mozdanom stablu kao potencijalnog markera
depresivnosti (Berg et al, 2008). Iako je do sada uraden relativno mali broj istrazivanja sa
TCS u depresiji, sve osim jedne pokazale su znacajno smanjenu ehogenost kod
depresivnih pacijenata u poredenju sa kontrolama (Becker et al, 1994; Becker et al, 1995;
Walter et al, 2007; Walter et al, 2007a; BudisSi¢ et al, 2010; Ghourchian et al, 2014; Zhang
et al, 2015). Vazno je ista¢i da do sada nisu kombinovana istraZivanja genetske osnove

depresije i TCS nalaza.

1.3.4. Morfoloska istrazZivanja koris¢enjem modela interakcije gena

Dosada su se samo dva istrazivanja bavila interakcijom BDNF Val66Met, COMT
Val158Met i SERT 5-HTTLPR polimorfizama, koji su kori$¢eni u ovom istrazivanju. Grupa
Pezawasa posmatrala je uticaj aditivnog efekta ova tri polimorfizma na hipokampus u
zdravoj populaciji (Rabl et al, 2014). Drugo istrazivanje je na malom uzorku (26
depresivnih pacijenata i 27 kontrola) istraZivalo interakciju ova tri polimorfizma na
zapreminu hipokampusa, ali bez pozitivnog nalaza (Phillips et al, 2015).

Pored ova dva istrazivanja koja su izucavala sva tri alela zajedno, objavljeno je
joS svega 6 radova koji su izucavali morfoloSke promene nastale interakcijom dva (bilo
koja) gore nabrojana polimorfizma i sva su radena iskljucivo u zdravoj populaciji.

Dva istraZivanja izucavala su medusobne efekte alela 5-HTTLPR i BDNF
val66met. Jedno od istraZivanja je koristilo samo zdrave pojedince i morfometriju

zasnovanu na vokselu (Pezawas et al, 2008.), a drugo zdrave pojedince i osobe u remisiji
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od depresivnog poremecaja uz upotrebu funkcionalne magnetne rezonance (Wang et al,
2012.). Prvo je naSlo da je volumen prednjeg cingulatnog girusa znacajno smanjen kod
osoba koje su nosioci kratkog (s) alela 5-HTTLPR, ali samo u prisustvu BDNF val
homozigotije, zakljuCuju¢i da je ovo kombinacija koja povecava rizik za razvoj
depresivnog poremecaja. S druge strane, istrazivanje radeno funkcionalnom magnetnom
rezonancom koje je koristilo tehniku prezentovanja slika (od kojih su neke bile tuzne) i
beleZenja koji delovi mozga se aktiviraju na date stimuluse, je dobilo da su osobe koje su
nosioci s alela 5-HTTLPR i met alela val66met BDNF imale izraZeniju aktivaciju na tuzne
stimuluse u subgenualnom cingulatnom korteksu i posteriornom cingulatnom girusu. Ova
grupa autora je ovu kombinaciju akcentovala kao rizi¢nu.

Tri rada su istrazivala interakciju 5-HTTLPR i COMT vall158met. Prvo
objavljeno nije imalo pozitivan nalaz (Lonsdorf et al, 2011). Sledece godine je objavljeno
istraZivanje koje je ukazivalo na interakciju kratkog alela 5-HTTLPR i Met alela COMT
Val158Met. Istrazivanje je radeno koriS¢enjem funkcionalne magnetne rezonance kod
zdravih osoba i uz pokazivanje slika sa izrazima lica koja prikazuju strah, tugu, srecu i
ljutnju. Osobe koje su nosioci ova dva alela su pri obradi slika sa uplaSenim facijalnim
ekspresijama imale smanjenu efektivnu konektivnost obostrano u
fuziformnim/unutra$njim okcipitalnim regionima, desnom gornjem temporalnom
girusu/gornjem temporalnom sulkusu, inferiornom/srednjem prefrontalnom korteksu i
desnoj amigdali (Surguladze et al, 2012). Poslednje do sada objavljeno istraZivanje je
koristilo morfometriju zasnovanu na vokselima i ustanovilo je da osobe koje susimultani
nosioci met alela COMT Vall58Met i kratkog (s) alela 5-HTTLPRimaju istemorfoloske
karakteristike kao i osobe koje su simultano homozigoti za val alel COMT Val158Met i
homozigoti za dugi (1) alel 5-HTTLPR, u poredenju sa osobama koje imaju intermedijarnu
kombinaciju alela (val homozigot/s nosioc; met nosioc/l homozigot). Ta razlika se ogleda
u smanjenom volumenu sive mase obostrano u parahimpokampalnom girusu, amigdali,
hipokampusu, vermisu cerebeluma i desnom putamenu/insuli kod prve grupe (Radua et

al, 2014).
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Jedino istrazivanje interakcije BDNF i COMT koriS¢enjem MR je uradeno 2015.
godine (Wang et al, 2015). Istrazivaci su se u ovoj studiji koncentrisali isklju¢ivo na
frontostrijatalni sistem kod zdravih pojedinaca i na uticaj interakcije dva funkcionalna
polimorfizma na tu oblast. Pokazali su da ovi aleli medusobno epistatski intereaguju na

funkcionalnu konekciju ventralnog strijatuma i anteriornog cinguluma.
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2. Ciljevi istrazivanja

1. Utvrdivanje morfoloskih razlika pacijenata sa depresijom u odnosu na
kontrolnu grupu.

2. Utvrdivanje ucestalosti BDNF Val66Met, COMT Val158Met i SERT 5-HTTLPR
alela u depresivnoj i kontrolnoj grupi.

3. Utvrdivanje da li postoje specificne interakcije ili akumulacije alela koje su
cesce kod pacijenata sa depresivnim poremecajem nego kod kontrola.

4. Definisanje homogenih grupa pacijenata i kontrola po genetskom profilu.

5. Utvrdivanje specificnih klinickih ili sociodemografskih karakteristika ovih
homogenih grupa pacijenata i kontrola.

6. Utvrdivanje specificnih morfoloskih (VBM, traktografija, debljina sive mase)
parametara ovih homogenih podgrupa.

7. Uporedivanje nalaza akumulacionog modela sa rezultatima svakog
polimorfizma zasebno radi isklju¢ivanja laZzno pozitivnih rezultata.

8. Utvrdivanje specificnih morfoloskih (VBM, traktografija, debljina sive mase) i
klinickih razlika depresivnih pacijenata sa i bez komorbiditeta anksioznog
poremecaja.

9. Utvrdivanje genetskih, sociodemografskih i klinickih parametara koji uti¢u na
nalaz rafe jedra transkranijalnom ultrasonografijom kod depresivnih

pacijenata.
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3. Materijal i metode
3.1. Metod

[straZivanje je koncipirano kao hibridna studija, koja se zasnivala na studiji

preseka i studiji slucajeva i kontrola.

Studija se odvijala u Institutu za mentalno zdravlje (IMZ; Beograd), Klinici za
neurologiju Klinickog centra Srbije (KCS; Beograd), Neuroimaging Research Unit, Institute
of Experimental Neurology, Division of Neuroscience, Scientific Institute and University
Hospital San Raffaele u Milanu (Italija) u periodu od jula 2011. do septembra 2013.

godine.

[straZivanje je sprovedeno po svim principima dobre naucne prakse
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Studija je odobrena od strane Etickog

komiteta Instituta za mentalno zdravlje i Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.1.1. Uzorak

U studijsku grupu ukljuceno je 85 konsekutivnih, hospitalizovanih pacijenata
Instituta za mentalno zdravlje (Beograd), kojima je postavljena klinicka dijagoza prve
depresivne epizode ili rekurentnog depresivnog poremecaja (F32 i F33 prema MKB-10
klasifikaciji), starosti od 18 do 65 godina. Kriterijumi iskljucenja bili su sledeci: postojanje
neuroloskog komorbiditeta, mentalna retardacija, psihoti¢ne karakteristike (halucinacije i
sumanutosti), alkoholizam, postojanje bilo kojeg psihijatrijskog komorbiditeta izuzev

anksioznih poremecaja (konkretno generalizovani anksiozni poremecaj, panicni
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poremecaj, agorafobija i socijalna fobija) i poremecaja li¢cnosti, ugradeni metalni predmeti
u telo usled kojih snimanje MR-om ne bi bilo moguce, kao i sumnja na zloupotrebu

medicinske sluzbe sa ciljem sticanja tercijarne dobiti.

[storija psihijatrijskog lecenja i poremecaja dobijena je autoanamnezom, ali i
heteroanamnezom, kad god je to bilomoguce, uz kontinuiran napor da se tako dobijeni
podaci uporede sa podacima iz dostupnih istorija bolesti i kartona, posebno u okviru
dokumentacije Instituta za mentalno zdravlje (Beograd). Od 85 pacijenata, 81 su se tokom
zivota lecili isklju¢ivo od nepsihoti¢nih depresivnih epizoda, anksioznih poremecaja i
poremecaja li¢nosti. Preostala cCetiri pacijenta lecila su se od opsesivno-kompulsivnog
poremecaja, post-traumatskog stresnog poremecaja, alkoholizma i anoreksije nervoze, ali
sve Cetvoro bili su najmanje 2 decenije u remisiji od pomenutih poremecaja, tako da je
odlu¢eno da budu ukljueni u aktuelno istraZivanje. Svi pacijenti su u trenutku
ukljuCivanja u istraZivanje uzimali psihijatrijsku terapiju. Svi su primali antidepresivne
lekove, dok su svi osim dvoje uporedo primali i antipsihotike i/ili stabilizatore i/ili
anksiolitike. Dodatno, 5 pacijenata dobijalo je kardioloSku terapiju, jedan pacijent primao
je antidijabeti¢nu terapiju, Cetiri pacijenta su u vecernjim Casovima primala hipnotike,
dok je jedan pacijent uz dijabeti¢nu i kardioloSku primao i terapiju eritromicinom, kao i

hipnotik uvecernjim ¢asovima.

Kontrolna grupa je ukljucivala 73 zdrava dobrovoljca, koja nisu imali podatke o
bilo kakvom psihijatrijskom poremecaju i koji su upareni po polu i godinama sa

studijskom grupom, tj. pacijentima sa depresivnim poremecajem.

3.1.2. Instrumenti Kklinicke procene

Dijagnoza je postavljana na osnovu klinickog intervjua i sledec¢ih instrumenata:
1. Strukturisani dijagnosticki intervju za klinicke sindrome osovine [ DSM 1V-TR (SCID

[) (First et al,, 2002) sprovodi ispitivac. Dijagnoze se postavljaju na osnovu DSM
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[V-R (Diagnostic and Statistics Manual IV-R) i to iskljucivo za osovinu I. Postoje tri
verzije: za pacijente (engl. patient edition), za pacijente sa skriningom za
psihoti¢ne simptome (engl. patient edition, with psychotic screening) i verzija za
osobe koje nisu pacijenti (engl. non-patient edition).

. Hamiltonova skala depresivnosti (HAMD) (Hamilton, 1960) je skala koja ne sluZi za
postavljanje dijagnoze, ve¢ kod dijagnostikovanih individua kvantifikuje stepen
depresivnosti. Skalu tokom intervjua popunjava ispitivac¢. Postoji viSe verzija, a u
nasSem istrazivanju je koriS¢ena skala sa 21 skorom (veci ukupni skor, izraZenija
depresija). lako je ova skala jedna od najkoriScenijih, postoje zamerke obzirom na
nedostatak konsenzusa po pitanju interpretacije skorova (Kriston et al, 2011).

. Hamiltonova skala anksioznosti (HAMA) (Hamilton, 1959) je skala koju je
konstruisao isti autor koje je konstruisao i HAMD, a koja takode ne sluZi za
dijagnostikovanje, ve¢ za kvantifikovanje anksioznosti. I nju popunjava ispitivac i
ima 14 skorova (veci ukupni skor, izraZenija anksioznost).

. Bekov upitnik depresivnosti (engl. Beck depression inventory; BDI) (Beck, 1961) je
upitnik samoprocene depresivnih osecanja. Sastoji se od 21 tvrdnje, koja su
prezentovane u 4 razlicite recenice koje gradacijski iskazuju emocionalno stanje
osobe koja popunjava upitnik. Za svako pitanje treba da se odabere jedna od
ponudenih tvrdnji za koju osoba misli da najbolje opisuje njena razmisljanja ili
osecanja. lako je ovaj upitnik veoma koriS¢en kako u klinickoj praksi, tako i u
istraZivanjima, Cesto se dovodi u pitanje validnost upitnika samoprocene (Gilbody
etal, 2011).

Upitnik o postojanju zlostavljanja u detinjstvu (engl. Childhood Trauma
Questionnaire; CTQ) (Bernstein et al, 2003) je retrospektivni upitnik
samoprocene zlostavljanja u detinjstvu. Ova skala sa 28 pitanja ispituje
potencijalno postojanje emocionalnog zlostavljanja, emocionalnog zapostavljanja,
fizickog zlostavljanja, fizickog zapostavljanja i seksualnog zlostavljanja, uz

inkorporirana tri pitanja minimizacije/poricanja.
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3.2. Protokol istrazivanja

Svim pacijentima bi se nakon Sto im se usmeno objasni istrazivanje, dalo da
procitaju informisani pristanak i potpiSu ga u slucaju da su saglasni da ucestvuju u
istraZivanju. Popunjavanjem socio-demografskog upitnika i detaljnim semistrukturisanim
intervjuom dobijani su podaci od znacaja za li¢nu i porodi¢nu anamnezu, kao i klinicki tok
i istorija prethodnih bolesti. Zatim bi ispitiva¢ primenio skale SCID I, HAMD i HAMA.
Nakon toga pacijenti su dobijali BDIi CTQ, sa moguc¢nos¢u da ih nose u svoje bolesnicke
sobe i vrate u narednih nekoliko dana kada ih popune. Dobijeni podaci ¢uvaju se kao

poverljivi.

Zdravim dobrovoljcima je takode prvo usmeno objasnjeno istraZivanje, dobili
bi da procitaju informisani pristanak i potpiSu ga u slucaju da su saglasni da ucestvuju u
istraZivanju. Za razliku od pacijenata koji su bili ispitani svim instrumentima procene,

kontrole su popunjavale samo socio-demografski upitnik, BDI i CTQ.

Svim kontrolama i pacijentima bi se izvadila krv u laboratoriji Instituta za
mentalno zdravlje ili na Klinici za neurologiju odmah nakon potpisivanja informisanog

pristanka. Krv su vadile medicinske sestre ustanove u kojoj je vadena krv.

Pacijentima i kontrolama raden je NMR endokranijuma u Kabinetu za
nuklearnu magnetnu rezonancu Klinike za neurologiju KCS po protokolu. Radili su se
morformetrija zasnovana na vokselu, difuzioni tenzorski imadZing (engl. diffusion tensor
imaging; DTI) i debljina kore mozga. Za pacijente je bio rezervisan termin Cetvrtkom u
Kabinetu za nuklearnu magnetnu rezonancu Klinike za neurologiju KCS, tako da je
maksimalna duZina izmedu ukljucivanja u istraZivanje i NMR snimanja pacijenta bila 7

dana, ali najCeSCe znacajno krace. Kontrole su dolazile do Kabineta za magnetnu
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rezonancu gde bi prvo bio uraden kratakt intervju sa dr M. Kosti¢em ili dr A. Munjizom da
se provere iskljucujudi kriterijumi i popunili socio-demografski podaci. Zatim bi pacijenti

dobili da popune upitnike samoprocene BDI i CTQ i na kraju bi bio snimljen NMR.

3.3. Molekularno geneticke analize polimorfizama

Radene su molekularno geneticke analize 3 polimorfizma: rs6265; rs4680; 5-
HTTLPR. U prvom koraku izvrSena je izolacija DNK iz uzoraka periferne krvi ispitanika.
Analiza polimorfizama rs6265 i rs4680 izvrSena je primenom real-time PCR i
koriS¢enjem TagMan metodologije za genotipizaciju. Genotipizacija 5-HTTLPR je radena
kombinovanjem standardne PCR metode (za razlikovanje alela prema duZini) i

restrikcione digestije (za odredivanje prisustva varijante u okviru duzeg alela).

3.3.1. Izolacija genomske DNK

Kao bioloski materijal za sprovodenje molekularno-genetickih analiza, u ovoj
studiji je koriS¢ena genomska DNK iz limfocita periferne krvi. Izolacija genomske DNK je
vrSena upotrebom jednog od dva navedena komercijalna kompleta: QIAamp DNA mini kit
(proizvoda¢ QIAGEN, Nemacka) ili PureLink™ Genomic DNA Mini Kit INVITROGEN
(proizvodacLife Techonologies, USA). Prema specifikaciji proizvodaca, ovi kompleti su
namenjeni za brzu izolaciju ukupne DNK iz pune krvi, plazme, seruma, taloga leukocita,

kosne srzi, drugih telesnih te¢nosti, kultivisanih Celija, tkiva i forenzickih uzoraka.

3.3.2. Protokol za brzu izolaciju genomske DNK komercijalnim kitovima

Procedura izolacije DNK iz limfocita periferne krvi upotrebom QIAamp DNA mini kit-a

obuhvata nekoliko koraka i izvodena je prema uputstvu proizvodaca, na sledeci nacin:
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[ korak - liziranje Celija (limfocita) puferom za lizu (AL pufer) u prisustvu proteinaze K

= 20 pl proteinaze K se pipetom nanosi na dno mikrotube od 1,5 ml.

= Dodaje se 200 pl uzorka periferne krvii 200 pl AL pufera i smesa se pulsno vorteksuje
oko 15 sekundi.

= Inkubacija se vrsi na 562C u trajanju od 10 minuta, a zatim se kratko centrifugira.

= U smeSu se dodaje 200 pl 96% etanola i pulsno se vorteksuje oko 15 s.

Il korak - vezivanje molekula DNK za silikonsku membranu ,mini spin“ kolonica
= Ukupna smeSa od oko 620pl se pipetom prebacuje u QIAamp mini spin kolonicu.
= Kolonica se, sa postavljenom kolekcionom tubom, centifugira 1 minut na 8000 rpm.
= Nakon centifugiranja se odbaci kolekciona tuba sa te¢noscu, dok se kolonica prebaci u

¢istu kolekcionu tubu.

[l korak - ispiranje DNK radi odstranjivanja proteina i inhibitora PCR reakcija
= Dodaje se 500 pl pufera za ispiranje I i centifugira se 1 minut na 8000 rpm.
= (Odbaci se kolekciona tuba sa te¢nosc¢u i kolonica se prebaci u Cistu kolekcionu tubu.
= Dodaje se 500 pl pufera za ispiranje Il i centifugira se 3 minuta na 13000 rpm.

= (Odbaci se kolekciona tuba sa te¢nosc¢u i kolonica se prebaci u mikrotubu od 1,5 ml.

[V korak - eluiranje DNK

= Dodaje se 200 pl redestilovane vode u kolonicu i inkubira na sobnoj temperaturi u
trajanju od 1 minuta.

= Centrifugira se 1 minut na 8000 rpm i odbaci se mini spin kolonica.

= Mikrotuba od 1,5 ml sa tecnosc¢u (izolovana DNK, rastvorena u vodi) se ¢uva na +4 °C

do odredivanja koncentracije DNK, a zatim na -202C na duZi vremenski period.
[zolacija DNK primenom PureLink™ Genomic DNA Mini Kit-a je, takode izvodena

prema uputstvu proizvodaca i u protokolu ukljucuje neznatne razlike koje se u glavnhom

odnose na vreme trajanja i broj obrtaja centrifugiranja. Pored toga, u prvom koraku koji
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predstavlja liziranje Celija u smeSu se dodaje i 20 pl supstance RNase A, dok su kolicine
drugih primenjenih hemikalija ne razlikuju.

Prema specifikaciji proizvodaca, ukoliko se kao materijal koristi 200 pl pune krvi,
ocekuje se prinos od 6 pg DNK. KoliCina dobijene DNK, kao i njen kvalitet su merene

primenom metode spektrofotometrije.

3.3.3. Odredivanje koncentracije ukupne DNK

Spektrofotometrija je metoda koja se zasniva na specificnoj apsorpciji svetlosti
ispitivane supstance u UV oblasti, odnosno merenju koliine svetlosti koju neka supstanca
apsorbuje na odredenoj talasnoj duZini. Talasna duZina na kojoj nukleinske kiseline
apsorbuju maksimum svetlosti je 260 nm, tako da koli¢ina apsorbovane svetlosti na toj
talasnoj duzini odgovara koncentraciji DNK u ispitivanom uzorku.

Spektrofotometrijski se moZe utvrditi i ¢isto¢a samog uzorka DNK i na taj nacin
proveriti uspeSnost preciS¢avanja tokom postupka izolacije. Na razli¢itim talasnim
duZinama UV spektra svetlost apsorbuju druge supstance koje se mogt na¢i u uzorku. Na
talasnoj duzini od 230 nm, svetlost apsorbuju fenolni anjoni, tiocijanat i peptidi, na 280
nm najveca apsorpsija je od strane fenola i proteina, dok na prisustvo soli u uzorku

ukazuje apsorbanca na 330 nm.

3.3.4. Protokol za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije DNK

Odredivanje koncentracije i kvaliteta izolovane DNK je vrSeno na aparatu
BioPhotometer (proizvodac Eppendorf, Nemacka) i obuhvatalo je sledece korake:
= 5 puluzorka DNK je razblaZeno u redestilovanoj vodi u odnosu 1:10,
= Spektrofotometar je podeSen za merenje dvolanCane DNK koja je razblaZena u

navedenom odnosu,
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= u plasti¢nu kivetu (proizvoda¢ Eppendorf, Nemacka) je naneto 50 pl redestilovane
vode,

* izmerena je apsorbanca redestilovane vode, koja predstavlja rastvarac i podeSena na
aparatu kao ,blank®,

= u plasti¢nu kivetu je naneto 50 pl razblaZenja uzorka DNK,

* izmerena je apsorbanca uzorka i prikazana je njegova koncentracija.

Nakon merenja apsorbance, osim koncentracije DNK, dobija se i podatak o odnosu
apsorbanci na 260 nm i 280 nm, zatim na 230 nm i 260 nm, kao i apsorbanca na 340 nm.
Ukoliko je uzorak DNK dobrog kvaliteta prvi odnos Azeo/Az280 treba da bude izmedu 1,8 i
2,0, dok drugi odnos Az30/Az60 treba da bude manji od 0,5. Apsorbanca izmerena na 340

nm (Azs4o) treba da bude Sto bilza nuli.

3.3.5. Analiza rs6265 i rs4680 metodom Real-time PCR (RT-PCR)

Real-time PCR ( PCR u realnom vremenu) je postupak koji se temelji na
standardnom PCR-u, ali se analiza produkata vrsi kontinuirano tokom procesa
amplifikacije, sto omogucava pouzdanu kvantifikaciju. RT-PCR metodom detekcija PCR
amplifikacije vrsi se u eksponencijalnoj fazi, u kojoj se amplifikacija najbrze deSava, a
reakcija je u ovoj fazi visoko specificna i precizna. U svakom ciklusu vrSi se merenje
fluorescencije, emitovane od strane fluorescentne boje, koja se koristi kao sistem za
detekciju. RT-PCR pouzdaniji je od tradicionalnog PCR-a jer omogucava detekciju razlike
u prinosu amplifikacije ispitivanih uzoraka od samo 2x, dok obican PCR detektuje razliku

u amplifikaciji tek ako je ona 50x ili veca.

Polimorfizam koji potice od razlike u jednom/ pojedina¢cnom nukleotidu (SNP),
moZe se analizirati primenom RT-PCR metode. U tu svrhu najceS¢e se koristi TagMan
metodologija, koja podrazumeva da se pored specificnih prajmera u sistemu nalazi i

oligonukleotidna proba, koja je komplementarna tacno odredenom segmentu DNK

37



lociranom izmedu prajmera. TagMan proba na svom 5' kraju ima vezanu reportersku
boju (R), dok na 3' kraju ima prigusivac (Q). Kada je TagMan proba slobodna u reakcionoj
smesi ili vezana za DNK molekul, prigusivac blokira emisiju fluorescencije sa reporterske
boje. Nakon denaturacije DNK u fazi hladenja, kada se za DNK matricu vezuju prajmeri,
dolazi do vezivanja i TagMan probe za specifican region na DNK (jedna TagMan proba po
jednom molekulu DNK matrice). Nakon toga u fazi elongacije Taq polimeraza 5'-3'
polimeraznom aktivno$¢u dodaje nukleotide u novosintetisani lanac. U trenutku kada Taq
polimeraza dospe do 5' kraja TagMan probe, zahvaljujué¢i svojoj 5'-3' egzonukleaznoj
aktivnosti enzim uklanja prvi nukleotid probe sa DNK matrice. Ovim procesom udaljava

se reporter od priguSivaca i emituje se fluorescencija od strane reporterske boje.

U cilju genotipizacije kod polimorfizma pojedina¢nih nukleotida kreiraju se dve
TagMan probe koje odgovarajaju SNP alelima. Probe se razlikuju u jednoj bazi od interesa
i obeleZene su razliCitim bojama, te emitutju razlic¢itu fluorescenciju. Ukoliko aparat
detektuje samo jednu boju - prisutan je jedan alel u homozigotnom ili hemizigotnom
obliku, dok detekcija obe boje oznacava prisustvo heterozigota. U ovoj studiji korSc¢eni su
komercijalno dostupni TagMan SNP Genotyping Assays za SNP rs6265 i rs4680 (Life
Technology, USA) sa po dve TagMan probe obelezene ,VIC®“ i ,FAM®" fluorescentnom
bojom. Setovi prajmera i probakreirani su od strane prooizvodaca na osnovu podataka o
sekvencama humane DNK dostupnim ubaziNationalCenterforBiotechnologylnformation.
U reakciji amplifikacije upotrebljen je takode komercijalno dostupan TagMas RT-PCR
Universal Master Mix (Life Technologies, USA). Analize su uradene na uredaju ABI 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA), a rezultati RT-PCR
suobradeniprimenomprograma 7500 Software (AppliedBiosystems, U.S.A.) koji je

integrisan u ureda;.

Reakciona smesa je imala ukupan volumen od 15 mcl, i sastav:

e 2xTagMan RT-PCR master mix 7,50 mcl

¢ 20x TagMan assay (primer and probe mix) 0,75 mcl
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e DNK 2,25 mcl
e reH,0do 15,00 mcl

3.3.6. Analiza polimorfizma 5-HTTLPR

Inserciono/delecioni polimorfizam 5-HTTLPR analiziran je metodom PCR
(polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerizacije DNK) sa sledstvenom gel

elektorforezom PCR produkata.

PCR reakcija omogucava amplifikaciju ciljanog regiona DNK uz upotrebu
specificnih oligonukleotidnih prajmera i termostabilnog enzima Taq polimeraze. Metoda
je zasnovana na principima replikacije molekula DNK, a odvija se kroz tri osnovna koraka
(denaturacija DNK, hibridizacija prajmera i sinteza novog lanca) koji se cikli¢cno

ponavljaju.

U PCR reakciji za analiza polimorfizma 5-HTTLPRsu koriS¢eni prajmeri sledece

sekvence (Maron et al, 2009):

Fw: 5'- TCCTCCGCTTTGGCGCCTCTTCC -3’

Rev: 5'- TGGGGGTTGCAGGGGAGATCCTG -3’

Ukupni volumen reakcione smeSe za PCR je bio 15mcl, sa slede¢im sastavom:
* Long Taq buffer 1,5mcl,
* dNTP mix (10mM) 0,3mcl
* LongTaq polymerase enzyme mix (Fermentas, 5 Units/mcl) 0,08mcl
* Prajmeri Fw i Rv (10pmol) po 0,5mc],
e DNK 1,0 mcl
e reH2011,12mcl

PCR reakcija je vrSena u aparatu Verity (Life Technologies, USA). Uslovi PCR reakcije

po ,touch-down" protokolu su bili:
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1. pocetna denaturacija 95°C/10 min.,,

2. 10 ciklusa: denaturacija 95°C/1 min., hibridizacija prajmera
659C/1min.,elongacija72°C/1 min.,,

3. 20 ciklusa: denaturacija 95°C/1 min., hibridizacija prajmera 65°C do 55°C
(smanjenje temperature za 0,5°C po ciklusu) /1 min.,elongacija72°C/1 min.,

4. 10 ciklusa: denaturacija 95°C/1 min., hibridizacija prajmera 55°C/1
min.,elongacija72°C /1 min.,

5. zavrSna elongacija 72°C/ 8 min.

PCR produkti su razdvajani putem gel-elektroforeze na 2% agaroznom
gelupripremljenom sa fluorescentnom bojom SYBR® Safe (Thermofisher) Detaljan
protokol je dat niZe.Alelske varijante detektovane na osnovu duZine fragmenta su bile: ,S*
(short) = 469bp, i,L“ (long) = 512bp. Genotipovi ispitanika su oznacavani kao: S/S,S/L ili
L/L.

Kod nosilaca L alela je ispitivan i lokus rs25531, koji karakteriSe polimorfizam
jednog nukletida (A>G).Primenjen je restrikcioni enzim Hpall(Fermentas) sa sledstvenom
gel-elektroforezom restrikcionih fragmenata. Enzim Hpall prepoznaje G alel i iseca PCR

produkt, a veli¢ina fragmenta je: L = 404bp+108 bp

Ukupan volumen smeSe za restrikcionu digestiju je iznosio 10mcl, a sastav je bio:
* 10xbuffer 1mcl
* Hpall 0,4mcl
* PCR produkt 8mcl
e re H,0 0,5mcl

Smesa se inkubira preko noc¢i na 37°C, a potom se restrikcioni fragmenti razdvajaju na

2,5% agaroznom gelu.
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3.3.7. Protokol za pripremu i izvodenje agarozne gel elektroforeze

Dve osnovne komponente agarozne elektroforeze su agarozni gel i pufer za
elektroforezu. U ovom istrazivanju su koriS¢eni 1xTBE pufer (45mM Tris-borat, 1mM

EDTA, pH 8.0) i 2% (tj. 2,5%) gel od agaroze.

Priprema i izvodenje elektoforeze su vrseni na sledeci nacin:

= 0,6g(t.0,75gza 2,5% gel) agaroze je rastvoreno u 30ml 1xTBE pufera i zagrejano do
kljucanja,

= dodato je 3ul SYBR® Safe-a i smeSa je ohladena na priblizno 50 °C,

= dok je joS uvek u tecnom stanju gel je izliven u kalup i postavljen je takozvani ceSalj
kojim se u gelu prave udubljenja u koja se nalivaju uzorci,

= nakon hladenja, ceSalj je uklonjen i gel je prebacen u kadicu za elektroforezu
napunjenu 1xTBE puferom,

= prilikom nalivanja uzoraka na gel, 5 pl svakog uzorka je pomeSano sa bojom
(bromfenolplavo i glicerol) koja omogucava uspeSnije nalivanje uzoraka na gel i
pracenje elektroforeze,

= ukljuceno je strujno kolo i podeSeni su parametri elektroforeze na 80V u trajanju od
15 minuta,

= vizuelizacija rezultata je vrSena tako Sto je gel izloZen UV svetlosti, a dokumentacija

rezultata fotografisanjem osvetljenog gela u mraku.
Sistem koji je koriS¢en za elektroforezu je HE 33 Mini Submarine (proizvodac¢ GE

Healthcare, Svedska), dok je za vizelizaciju kori$éen UV Transilluminator (proizvodad

HVD life sciences, Austrija).
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3.4. Snimanja metodom nuklearne magnetne rezonance

Za snimanje mozga metodom MR koriS¢en je aparat jaCine 1,5 T (Achieva,
Philips Medical Systems, Best, Holandija). Kod svih ispitanika primenjene su sledece
sekvence MR:

1. Dual-eho (DE) spin-eho (SE) (engl. dual-echo turbo spin echo) sa slede¢im
parametrima: vreme ponavljanja (ili vreme repeticije) [TR]=3124 ms; vreme eha
[TE]=0.02/0.1 sekundi; ugao otklona=90°; 88 susednih aksijalnih preseka debljine
3mm; veliine matriksa=256 x 246; polje snimanja (FOV)=240 mm?.

2. Trodimenzionalna (3D) T1-TFE (engl. transient field echo) sekvenca sa antero-
posteriornim smerom faze i slede¢im parametrima: TR=7.09 ms; TE=3.23 ms;
ugao otklona (engl. flip angle; FA)=8° 180 susednih aksijalnih preseka veliCine
voksela=1 x 1 x 1 mm3; veli¢ine matriksa=256 x 256x180; FOV=256 x 256 mm?; i

3. Pulsed-gradient SE echo planar with sensitivity encoding sekvenca sa slede¢im
parametrima: TR=6714 ms; TE=86 ms; 3300 susednih aksijalnih preseka debljine
2,6mm; broj akvizicija=1; posle rekonstrukcije SENSE, dimenzija matrice svakog
preseka bila je 112x112, sa veliCinom piksela u ravni=2x2x2,6 mm; i
FOV=224x224 mm?. KoriS¢eni su difuziono-kodirani gradijenti primenjeni u 65
nekolinearnih pravaca, koriS¢enjem sheme gradijenta koja je standard na ovom
sistemu (prekomerni magnenti gradijent) i koja je optimalizovana da se vreme eha
skrati Sto je moguce viSe (b faktor 1000 s/mm?). Obavljeno je zasicenje mastima
da bi se izbegli artefakti zbog hemijskih pomeranja. Svi preseci su postavljeni da
budu paralelni sa linijjom koja povezuje krajnje inferoanteriorne i

inferoposteriorne delove korpus kalozuma (CC).

3.4.1. Analiza snimaka dobijenih magnetnom rezonancom

Analizu snimaka MR obavljao je iskusni struc¢njak koji nije znao identitet ili

dijagnozu ispitanika. Opterecenje hiperintenzivnim lezijama bele mase BM (HLBM)
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mereno je na snimcima T2 sekvence, koriS¢enjem softverskog paketa Jim (Verzija 5.0,

Xinapse Systems, Northants, UK, http://www.xinapse.com).

3.4.1.1 Morfometrija zasnovana na vokselu (VBM)

Morfometrija zasnovana na vokselu (VBM) omogucava poredenje zapremine
sive (SM) i bele mase (BM) izmedu grupa ispitanika na osnovu broja voksela koji se u
ovim regionima detektuju. U ovoj studiji VBM je radena koriS¢enjem SPM8 softvera
(Statistical Parametric Mapping; Welcome Department of Imaging Neuroscience; London,
VB) i difeomorfne anatomske registracije koriSCenjem Liejeve eksponencijalne algebre
(Diffeomorphic Anatomical Registration Exponentiated Lie Algebra; DARTEL)
(Ashburner, 2007), ¢ime se poboljSava lokalizacija i senzitivnost analize. KoriS¢eni su

snimci dobijeni T1 sekvencom. Postupak obuhvata nekoliko koraka.

Prvo, pojedinacni snimci T1 sekvence segmentirani su pomocu standardnog
modela segmentacije (Ashburner and Friston, 2005), takoda se dobiju mape verovatnoce
SM, BM i cerebrospinalnu te¢nost (CST), uz odstranjivanje tkiva skalpa, lobanje i venskih
sinusa dure. Potom je izvrSena prostorna transformacija i parametri segmentacije
importovani su u DARTEL i striktno poravnate, a dobijena slika je segmentovana na SM,
BM i CST koriS¢enjem parametara iz prethodnog koraka. Slike su potom prilagodene
izotropnom vokselu veli¢ine 1,5 mm. Segmenti SM su potom simultano registrovani
pomocu brzog difeomorfnog algoritma za registraciju slike (Ashburner, 2007). Dobijen je
obrazac DARTEL, striktno poravnati segmenti su zatim iskrivljeni da bi se uklopili u
zajednicki DARTEL prostor, a dobijene slike su potom modulirane koriS¢enjem
Jakobijanske determinante, kako bi se otklonile prostorne transformacije zapremine
odredenih delova mozga, koje se manifestuju u procesu normalizacije. Budu¢i da se
DARTEL proces ukljuCuje u zajednicki prostor koji je manji od prostora MNI, obavljene su
i sledece transformacije: modulirani snimci iz DARTEL-a su normalizovani na obrazac

MNI koriS¢enjem metodefine transformacije procenjene iz DARTEL uzorka SM i a
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priorimape verovatnote za SM bez prilagodavanja izotropnom vokselu

(http://brainmap.wisc.edu/normalizeDARTELtoMNI) (McLaren et al, 2010). Pre

statistic¢kih izraCunavanja, slike su izravnate Gausovim filterom sa FWHM (engl. full-width
half-maximum) od 8 mm. Tako se dobija usrednjena vrednost slike uskladena sa
izotropnim vokselom. Svaki voksel tako predstavlja lokalnu ,koncentraciju“ tkiva, uz
vrednosti koje se krecu od 0 do 1. Ovim postupkom se osigurava konacna klasifikacija

voksela u odgovarajuce delove mozga (SM, BM i CST) (Slika 1).

Unified Segmentation

[ e

Spatial Normalization
using DARTEL

Smoothing

\/ DARTEL Templates

Smoothing
< ]

Slika 1. Kompjuterska obrada snimaka morfometrije zasnovane na vokselima kroz procese
segmentacije, normalizacije i izravnavanja
Prema Takao H, Ohtomo K. Computational analysis of brain structure. ECR 2011, poster C-0763;
doi 10.1594/ecr2011/C-0763
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3.4.1.2. Merenje debljine kore mozga

Kortikalna rekonstrukcija i debljina korteksa (CT) odredivani su na osnovu FFE
3D snimaka zasnovanih na T1 relaksacionom vremenu koriS¢enjem programa FreeSurfer
za analizu slike, verzija 5.0 (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/)_ENREF_36 (Fischl,
2000). Posle registracije Talairachovog prostora i normalizacije intenziteta, ovaj proces je
ukljuCio i automatsko skidanje nepotrebnih podataka sa lobanje, ¢ime su uklonjene
ekstracerebralne strukture, cerebelum i mozdano stablo, koriS¢enjem hibridne metode
koja kombinuje algoritme razvoda i povrSinske modele koji se mogu deformisati. Slike su
potom pazljivo kontrolisane da bi se uocile eventualne greske u skidanju nepotrebnih
podataka. Posle ovog koraka, slike su segmentirane u sivu masu (SM), belu masu (BM),
cerebrospinalnu te¢nost (CST), cerebralne hemisphere su odvojene, a subkortikalne
strukture odvojene od kortikalnih komponenti. Granica BM/SM je izravnata, a povrSina
deformisana po gradijentima intenziteta da bi se optimalno postavile granice izmedu
BM/SM i SM/CST - na taj nacin smo dobili povrSinu BM pia mater. Rezultati ovog
postupka segmentacije vizuelno su kontrolisani, pa ako je bilo neophodno, doradeni su
rucno dodavanjem kontrolnih taCaka. Posle toga, radena je inflacija povrSine i
registrovanje u sferni atlas, a cerebralni korteks je podeljen u 34 regiona po hemisferi, na
osnovu struktura girusa i sulkusa, kako su to opisali Desikan i saradnici (Desikan et al,
2006). I na kraju, CT je procenjen kao prosec¢na najkraca udaljenost izmedu granice BM i
povrSine pia mater. Mape povrSine generisane su po registrovanju kortikalnih
rekonstrukcija svih ispitanika u zajednicku prosecnu povrsinu, koja je potom izravnavana

koriS¢enjem Gausovog jezgra na bazi povrSina sa Sirinom polu-maksimuma od 10 mm.

3.4.1.3. Difuzioni tenzorski imidZing (DTI)

Snimci dobijeni difuzionom sekvencom korigovani su pomocu algoritma
(white.stanford.edu/newlm/index.php-DTI_Preprocessing#dti) (Rohde et al, 2004) da bi

se iskljuCile distorzije usled vrtloZnih struja i pokreta glave. Slike su potom
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transformisane u MNI prostor. Sest akvizicija sa razlicitom orijentacijom difuzionog

gradijenta spojeno je u jednu sliku.

Analiza snimaka DT MRI obavljena voksel po voksel koriS¢enjem alata DTIfit
toolbox, koji je deo softverske biblioteke FMRIB Diffusion Toolbox u sklopu FSLv4.1.7.
(http://fsLfmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FDT) i softvera JIM5 software (korekcija Edijevih
struja) (Verzija 5.0, Xinapse Systems, Northants, UK, http://www.xinapse.com). Sa
podataka ponderisanih difuzijom skinuti su svi nepotrebni podaci sa lobanje koriS¢enjem
alata Brain Extraction koji je primenjen u FMRIBSoftwareLibrarypoznatijemkao FSL.
Tako su dobijene mape srednje difuzivnosti (MD), frakcione anizotropije (FA), a

izraCunate su i mape aksijalne (axD) i radijalne difuzivnosti (radD) (Basser et al,, 1996).

3.4.1.3.1 Traktografija

Startni voksel (engl. seed) za traktografiju cingulatnog snopa, korpusa
kalozuma (ceo trakt, ukljucujuci koleno, telo i splenijum), gornji longitudinalni (SLF),
donji longitudinalni (ILF) i uncinatni fascikuli definisani su u prostoru Montreal
Neurological Institute (MNI) na obrascu FA koji je odbijen od FSL, kako je ve¢ opisano
(Agosta et al, 2013). Pracenje vlakana obavljeno je u nativhom prostoru DT MRI
koriS¢enjem algoritma verovatnoce traktografije koji je implementiran u FSL
(probtrackx), a koji se zasniva na Bajesovoj proceni parametara difuzije (Bedpostx)
(Behrens et al, 2007). Pracenje vlakana zapocinjano je od svih voksela unutar maske
startnog voksela u prostoru difuzije, da bi se dobilo 5,000 pojednostavljenih uzoraka
duZine od 0,5 mm sa pragom krivine od 0,2. Mape trakta su potom normalizovane
uzimajuci u obzir broj voksela u maski startnog voksela. Dobijene maske su bile pragovi
na vrednosti jednakoj 40% 95. percentila distribucije vrednosti intenziteta voksela
ukljuCenih u trakt. Ovaj postupak normalizacije omogucio nam je korekciju mogucih

razlika izmedu traktova zbog razlic¢itih veli¢ina startnog voksela. Na ovaj nacin, isklju¢en
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je pozadinski Sum i izbegnuto prekomerno restriktivno postavljanje praga kada je
vrednost maksimalnog intenziteta bila ekstremna. KoriS¢enjem pristupa “jednog startnog
voksela”, dobijena je rekonstrukcija celokupnog korpusa kalozuma, ukljucCujuci koleno,
telo i splenijum, kao i bilateralnog anteriornog cinguluma, parahipokampalnog trakta,
SLF, ILF i uncinatnog fascikulusa. Grupne mape verovatnoce dobijene su za svaki trakt da
bi se vizuelno kontrolisala njihova anatomska tac¢nost za sve ispitanike. Za svaki trakt, u

nativnom prostoru izracunavani su MD, FA, axD, i radD.

3.5. Transkranijalna parenhimska sonografija tkiva mozga

Za transkranijalnu sonografiju mozdanog tkiva koristili smo kolor kodirani
fazno organizovani ultrazvucni sistem, opremljen jednim transduktorom (sondom) od 2,5
MHz (ProSound Alpha 10, Aloca, Japan). Odabrani ultrazvuc¢ni parametri bili su dubina
penetracije od 14-16cm i dinamicki raspon od 45-50 dB. Jasnoca slike, kontrast i
kompenzacija vremena podeSeni su da se dobije najbolja slika. Pregled je obavljan kroz
akusticni otvor preaurikularne kosti i infratentorialne oblasti mozga u aksijalnim ravnima
naginjanjem sonde. Ehogenost pontomezencefalicnog rafe sistema moZdanog stabla
procenjivana je bilateralnim transkranijalnim ultrazvukom (za dalje analize koristila se
strana sa koje je vidljivost struktura bila bolja). KoriS¢enjem ehogenosti crvenog jedra
(RN) kao reference, ehogenost rafe je semikvantitativno klasifikovana kao normalna
(jednak intenzitet signala kao i RN) ili abnormalna ako (a) nije bilo rafe signala (nije bio
vidljiv), ili (b) ako je bio oslabljene ehogenosti (ehogena linija rafe je bila prekinuta ili
izgledala abnormalno kratka i tanka) (Walter et al, 2002, Krogias et al, 2011). Sve procene
TCS radili su iskusni ispitivaci koji nisu bili upoznati sa klinickim podacima (slepi

princip). U slucaju razlicite procene, ispitivaci su zajednicki dolazili do konsenzusa.
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3.6. Statisticka analiza

Za klinicka merenja i merenja CT i DT MRI, radene se analize varijanse
(ANOVA) izmedu grupa, uz Bonferonijevu korekciju ukoliko je poredeno viSe grupa
istovremeno. Razlike u kategorijskim promenljivima procenjivane su koriS¢enjem testa hi
kvadrata. Imaju¢i u vidu potencijalno pridruzeno dejstvo ukupne intrakranijalne
zapremine (TICV), godina starosti i obrazovanja, u modelima logistiCke regresione analize
izvrSena su odgovarajuca podeSavanja u cilju kontrole potencijalnih konfaunding faktora.

Nivo verovatnoce od p<0,05 smatran je statisticki znacajnim.

U obradi rezultata transkranijalne ultrasonogafije, razlike u demografskim i
klinickim karakteristikama izmedu grupa sa hipoehogenos¢u rafe, ili bez nje,
procenjivane su analizom varijanse za kontinuiranu i neparametrijsku statistiku (test hi
kvadrata i Man-Vitni test) za kategorijske podatke. Postepena diskriminaciona analiza
koriS¢ena je da se razvije model za predvidanje prisustva/odsustva hipoehogenosti rafe,
gde su prediktori bili pol, prisustvo generalizovanog anksioznog poremecaja, socijalne
fobije, panicnih napada, stavke 5 na Hamiltonovoj skali anksioznosti i u€estalost kratkog
polimorfizma 5-HTTLPR. Prediktori su rangirani po verovatno¢i Valdovog testa hi

kvadrata. Rezultati su smatrani statisticki znac¢ajnim na nivou p<0,05.
Kod pacijenata, Spirmanova korelacija je izvedena izmedu debljine sive mase i
difuziono tenzornih NMR rezultata (samo izmedu regija koje su se pokazale kao znacajne

izmedu grupa). Godine Zivota su dodate u cilju kontrole konfaundinga.

Za statisticku analizu koris¢en je softverski paket za statistiku SPSS 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA).
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4. Rezultati

4.1. Klinicke i sociodemografske karakteristike

Osnovne demografske i klinicke karakteristike ukupnog broja pacijenata i
kontrola se nalaze u tabeli 4. Pacijenti imaju niZe obrazovanje od zdravih kontrola.
Pacijenti takode imaju viSi hereditet, zlostavljanje i depresivne skorove u odnosu na
kontrole Sto su ocekivani rezultati.

Tabela 4. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata i kontrola

Pacijenti Kontrole p
N 77 66 -
Starost u godinama 44,6 + 10,6 (22-63) 45,4 + 10,8 (23-63) 0,63

Godine pocetka 36,1+ 12,7 (11-59) . -

simptoma
Zenski pol 46 (60%) 35 (53%) 0,73
Obrazovanje 3,2+1,0 (1-5) 4,4 +1,2 (2-6) <0,001
Hereditet 28 (36.4%) 7 (10.6%) <0,001
Ukupan skor
Hamiltonove skale 22,9+ 4,8 (11-36) ) ]
Uk“pansslgig Bekove 30,4 + 12,2 (5-59) 2,2 £ 3,4 (0-21) <0,001

4.2. Rezultati genetskih analiza

0d 85 pacijenata ukljucenih u istrazivanje i 73 kontrole, osam pacijenata (9%) i

7 zdravih kontrola (9,5%) nisu imali uradenu potpunu genetsku, magnetnu ili klinicku
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analizu. Prema tome, uzorak koji je koriS¢en za genetsko-morfoloSku analizu uticaja
akumulacije gena sastojao se od 77 pacijenata i 66 kontrola.

S obzirom na relativno malu veli¢inu uzorka, za kona¢nu analizu nisu radena
oba homozigot alela i heterozigoti kao tri varijante koju moZe imati svaki ucesnik
istraZivanja. Umesto toga ispitanici su podeljeni u dve grupe: nosioce alela (i homozigoti i
heterozigoti sa odredenim alelom) i homozigote za drugi alel. Tako posmatrano, svaki
polimorfizam ima dve moguce kombinacije (npr. za BDNF bi jedna kombinacija bila Val
homozigot i Met nosilac, a druga potencijalna kombinacija bila bi Met homozigot i Val
nosilac). Obe potencijalne kombinacije su statisticki analizirane za svaki polimorfizam i
uporedena je ucestalost polimorfizama kod pacijenata u odnosu na kontrole. Zatim su
izabrane kombinacije koje su imale izraZeniju razliku u ucestalosti medu pacijentima i
kontrolama (tabela 5). U ispitivanom uzorku to su Val homozigot/Met nosilacc za BDNF,

Val homozigot/Met nosilac za COMT i S homozigot/L' nosilac za SERT.

Tabela 5. Raspodela alela na homozigote i nosioce i znacajnost

BDNF N (%) N (%) P razlike
Val66Val; 53 (69%); 32 (48%);
Val66Met/Met66Met 24 (31%) 34 (52%) 001
Val66Val/Val66Met; 71 (92%); 65 (98%);

Met66Met 6 (8%) 1(2%) 012
coMT

Val158Val; 14 (18%); 21 (32%);
Val158Met/Met158Met | 63 (82%) 45 (68%) 0,04
Val158Val/Val158Met; 59 (77%); 51 (77%);

Met158Met 18 (23%) 15 (23%) !
SERT

5-HTTLPRS'S’; 12 (16%); 19 (29%);

L'S'/L'L' 65 (84%) 47 (71%) 0.0%
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5-HTTLPR S'S'/L'S"; 64 (83%); 52 (79%);

0,53
L'L' 13 (17%) 14 (21%)

Slede¢i korak bio je analiza interakcija ove tri potencijalne kombinacije u

celokupnom uzorku. Na taj nacin dobijeno je 8 mogucih interakcija (Tabela 6).

Tabela 6.Raspodela mogucih 8 kombinacija sva tri alela i znacajnost u distribuciji u poredenju

pacijenata sa kontrolama

Redom BDNF-COMT-SERT alel Broj 1% Broj 1 % p
pacijenata | kontrola

VVS 3 (4%) 3 (5%) 0,85
VVL 6 (8%) 7 (11%) 0,56
VMS 4 (5%) 5 (8%) 0,56
VML 40 (52%) |17 (26%) | 0,001
MVS 0 (0%) 2 (3%) 0,12
MVL 5 (6%) 9 (13%) 0,16
MMS 5 (6%) 9 (13%) 0,16
MML 14 (19%) | 14 (21%) | 0,65

BDNF: Val-Val/Met nosilac; COMT: Val-Val/Met nosilac;SERT: S’S’/L’nosilac

Najprevalentnija kombinacija i kod pacijenata i kod kontrola bila je Val
homozigot BDNF, Met nosilac COMT i L nosilac SERT (u daljem tekstu VML). Ukupno 40
pacijenata (52%) i 17 kontrola (26%) imalo je kombinaciju ta tri alela. Ta kombinacija je
upravo i jedina dala statisticki znacajnu razliku u ucestalosti polimorfizma izmedu

pacijenata i kontrola (p=0,001) sa znacajno CeS¢om pojavom te kombinacije medu
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pacijentima nego medu kontrolama usled ¢ega smo smatrali tu kombinaciju kao visoko
rizi¢nu.

Koriste¢i ovaj rezultat pacijente i kontrole su podeljeni u po 3 grupe (6
ukupno). Dve grupe, koje su nazvane Visoko rizicne grupe (VRG) sacinjavali su 40
pacijenata sa VML kombinacijom (VRG pacijenata) i 17 kontrola sa istom kombinacijom
(VRG kontrola). Druge dve grupe su Cinile osobe koje su imale bilo koja dva od tri alela iz
VML kombinacije. Te grupe su nazvane Intermedijarne grupe (IG). Poslednje dve grupe su
Cinili pacijenti ili kontrole sa jednim ili nijednim alelom iz VML kombinacije i nazvane su
Nisko rizi¢ne grupe (NRG). Ova podela je nazvana akumulacioni model jer je zasnovana

na neselektivnoj akumulaciji alela koji su definisani kao rizi¢ni.

U daljoj analizi klinickih i morfoloSkih karakteristika ovih Sest grupa pored
njihovog medusobnog poredenja radena je i dodatna analiza pozitivnih rezultata sa
svakim pojedina¢nim polimorfizmom. S obzirom na homogenost VRG grupe (samo VML
kombinacija) u odnosu na IG i NRG grupe (saCinjene od nekoliko razli¢itih kombinacija)
postojala je mogucénost da su pozitivni rezultati posledica prevalencije pojedinih alela u
VRG i donekle NRG grupi (s obzirom na to da je ona imala dominaciju alela suprotnih od
VML). U slucaju da je neka oblast ili klinicki parametar imao statisticki znacajnu razliku u
odnosu na neku drugu u modelu akumulacije gena od 6 grupa, za tu oblast ili klinicku
sliku bila uradena analiza za svaki od pojedinacnih polimorfizama. U slucaju da je onda
samo jedan od tri polimorfizma ispao pozitivan sa istim pravcem i pandanom kao u
akumulacionom modelu (npr. ako VRG pacijenata ima znacajno veci skor od NRG grupe
kontrola u nekoj oblasti, onda bi pravac i pandan bio da su npr. pacijenti sa Val
homozigotom BDNF imaju taj skor veci od kontrola Met nosilaca - ili bilo koji od ostala
dva polimorfizma po istom principu), taj rezultat je smatran posledicom monogenetskog,
a ne akumulacionog dejstva. U sluCaju da nijedan polimorfizam pojedinacno nije dao
statistic¢ki znacajnu razliku ili da je viSe polimorfizama dalo istu razliku sa istim pravcem

i pandanom, taj rezultat je smatran kao autenti¢na posledica akumulacije.
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4.3. Klinicke i sociodemografske karakteristike akumulacionog

modela

Osnovne demografske i klinicke karakteristike svih 6 grupa akumulacionog
modela mogu se videti u tabeli 7. Svaka od akumulacionih grupa pacijenata zasebno,
imaju niZe obrazovanje od zdravih kontrola. Pacijenti svake grupe akumulacionog modela
imaju visi hereditet, zlostavljanje i depresivne skoroveu odnosu na kontrole $to su
ocekivani rezultati.

Kada se uporede akumulacione grupe pacijenata, one su bile vrlo dobro mecovane

(Tabela 7).

Tabela 5. Demografske i klinicke karakteristike akumulacionog modela

Pacijenti Kontrole
VRG IRG NRG VRG IRG NRG
N 40 24 13 17 26 23

Starost u godinamal 43.5+10.1 (24-62) | 45.5+11.7 (22-60) | 46.3+10.0 (28-63) | 47.3+8.8 (28-59) | 44.2+11.1 (23-63) | 45.4%12.1 (24-62)

Godine pocetka

34.8+11.2 (11-59) | 39.1¢12.5 (21-59) | 37.8+13.5 (12-53)

simptoma
Zenski pol 30 (75%) 19 (79.2%) 11 (84.6%) 11 (64.7%) 22 (84.6%) 20 (87%)
Obrazovanje| 3.2+1.0 (1-5)* 3.2£1.0 (1-5)* 3.1+1.0 (2-5)* 4.4+1.1 (2-6) 4.4+1.3 (2-6) 4.4+1.1 (2-6)

HBMO [ml]| 0.130.6 (0-3.8) | 0.21%0.6 (0-2.8) | 0.1720.4 (0-1.3) | 0.0920.2 (0-0.6) | 0.10:0.2 (0-0.8) | 0.0420.1 (0-0.6)
Hereditet] 22 (55.0%) 6 (25.0%)## 5 (38.5%) 1 (5.9%)##° 4 (15.4%)## 2 (8.7%)##
HDRS| 22.6+4.9 (11-30) | 23.2%4.5 (16-36) | 23.0+5.6 (12-33)
BDI| 29.5£11.5 (7-59)* | 29.6+13.9 (5-56)* |34.3+11.1 (15-51)*| 3.24¢5.3 (0-21) 1.3+2.1 (0-9) 2.642.5 (0-9)

Duzina trajanja
le¢enja u danima

73.5+95.0 (1-420)

57.2+65.5 (1-240)

77.9+72.1 (5-240)

Cifre oznacavaju srednje vrednosti + standardne devijacije (raspon ili uc¢estalost). *=znacajno razli¢ito u poredenju
sa svakom kontrolnom grupom; ##= znacajno razli¢ito u poredenju sa pacijentima sa hfSP. Znacajnost je utvrdena
na nivou p<0,05, u ostalim sluc¢ajevima ° oznacava p<0,001.

Skraéenice: BDI=Bekov inventar depresivnosti; FH=pozitivna porodi¢na anamneza za psihijatrijske bolesti;
H/I/NRG=polimorfizmi visoko/srednje/nisko frekventne osetljivosti ; HDRS=Hamiltonova skala za merenje
depresije; MDD=teski depresivni poremecaj; HBMO= Opterecenje hiperintenziteta bele mase. Obrazovna skala: 1=

nije pohadao $kolu; 2= osnovna $kola; 3= srednja $kola; 4= viSa $kola; 5= fakultet; 6= magistarski ili doktorski nivo.

Akumulacione grupe pacijenata medu sobom su se razlikovale u dva klinicka

skora i po hereditetu. U pitanju 11 BDI (iritabilnost) VRG i NRG pacijenti su se znacajno
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razlikovali (p=0,024). VRG grupa imala je 31,4% sa skorom 0 i 56,7% sa skorovima 0 ili 1,
dok je NRG grupa imala 76,9% sa skorom 2 ili 3. Drugi klinicki skor koji je iskocio je
HAMD pitanje 18 (diurnalna varijacija) (p=0,020). VRG pacijenti su imali znacajno vecu

varijaciju od NRG (Tabela 8).

Tabela 6. HAMD pitanje 18

HAMD 18
VRG NRG
skor
0 8(20,0%) 7 (53,8%)
1 11 (27,5%) 3(23,1%)
2 21 (52,5%) 3(23,1%)
Zbir 40 13

Treci parametar koji je iskoc¢io izmedu grupa pacijenata je hereditet koji je opet

bio znacajno visi kod VRG u odnosu na IG i NRG zajedno (Tabela 9).

Tabela 7. Hereditet

Grupa IG+
VRG IG+NRG VRG
NRG
pacijenti pacijenti kontrole
Hereditet kontrole
Bez
18 26 16 42
herediteta
Pozitivan
22 11 1 7
hereditet

Usled malog uzorka kada se posmatraju zasebno grupe IG i NRG ne dobija se

statisticki znacajna razlika.
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4.4. Rezultati snimaka magnetnom rezonancom

4.4.1. Morfometrija zasnovana na vokselima

VRG pacijenti su imali smanjen volumen u odnosu na NRG kontrole u
bilateralnom inferiornom frontalnom korteksu, bilateralnom srednjem orbitofrontalnom
girusu i insuli bilateralno, kao i u levom superiornom frontalnom girusu, levom srednjem
cingularnom korteksu i levom inferiornom temporalnom girusu. Svi rezultati su izdrZzali
proveru sa pojedinaCnim polimorfizmima (Tabela 10). Za razliku od ovako znacajnih
rezultata dobijenih akumulacionim modelom, kada su uporedeni sve pacijente sa svim
kontrolama dobijen je manji volumen desnog superiornog frontalnog reZnja kod

pacijenata.
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Tabela 8. Regije sa redukcijom sive mase zabeleZene metodom morfometrije zasnovane na
vokselima kod pacijenata u poredenju sa kontrolama uzimaju¢i u obzir efekat svakog

pojedina¢nog polimorfizma

Velici .
Pol mozga eficina MNI koordinate T vrednost
klastera
Svi pacijenti u odnosu na sve
X y A
kontrole
Precentralni girus L 123 -36 -28 60 5.68
Superiorni frontalni girus R 35 13 46 33 5.38
Medijalni supe:rlorem frontalni R 4 11 61 1 c3
girus
BDNF Vall66Met
SP pacijenti u odnosu na
neSP kontrole
Superiorni frontalni girus R 16 14 50 22 5.57
COMT Vall58Met
SP pacijenti u odnosu na
neSP kontrole
Superiorni frontalni girus R 29 11 61 1 5.45
Insula R 34 36 11 10 5.27
5-HTTLPR
SP pacijenti u odnosu na
neSP kontrole
Srednji temporalni girus L 213 -58 -47 -11 5.63
Precentralni girus L 69 -34 -28 61 5.17
5-HTTLPR
SP pacijenti u odnosu na SP
kontrole
Anteriorni cingulatni korteks R 180 14 50 20 5.94
Medialni sup(?rlorm frontalni R 46 2 56 18 53
girus

Koordinate MNI su 3D voksel lokacije vr$ne vrednosti T. Veli¢ina klastera oznacava broj voksela u zna¢ajnom
klasteru. Skracenice: L=levo; D=desno; MNI= Institut za neurologiju u Montrealu; SP: suseptibilni polimorfizam,
odnosno polimorfizam koji se nalazi u VML kombinaciji.
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4.4.2 Traktografija

[ VRG i NRG pacijenti imali su smanjenu frakcionu anizotropiju korpus
kalozuma (KK), posebno izraZeno u telu KK, u odnosu na VRG kontrole.
U analizi pojedinac¢nih polimorfizama ta regija bila je bez statisticki znacajne

razlike.

4.4.3. Debljina sive mase

VRG pacijenti imali su znacajno redukovanu debljinu sive mase u rostralnom
srednje frontalnom girusu bilateralno u odnosu i na VRG kontrole i NRG kontrole. Pored
toga, imali su stanjen desni lateralni okcipitalni rezanj u odnosu na VRG kontrole i levi
frontalni pol u poredenju sa IG kontrolama. Pored ovih nalaza, NRG kontrole imale su i
povecanu debljinu sive mase u levom inferiornom parietalnom korteksu u poredenju sa
VRG i NRG pacijentima. Poslednji nalaz bio je da su NRG pacijenti imali znacajno tanju

sivu masu desnog precentralnog korteksa u odnosu na VRG pacijente.

Kada smo uradili obradu pojedinac¢nih polimorfizama za te oblasti jedino

rezultat desnog precentralnog girusa nije izdrzao dodatnu analizu (Tabela 11).

o7



Tabela 9. Regije sa redukcijom debljine sive mase uzimajuéi u obzir efekat svakog pojedinacnog

polimorfizma
Relacija
razlike
BDNF Val66Met

L frontalni pol 1<3 0,003
L inferiorno parietalni 1<3 0,021
L rostralni srednji 1<3 0,002
L rostralni srednji 1<4 0,017
D rostralni srednji 1<3 0,002
D lateralni okcipitalni 1<3 0,012

COMT Val158Met
L frontalni pol 1<3 0,019
L rostralni srednji 1<3 0,039
L rostralni srednji 1<4 0,015
D rostralni srednji 1<4 0,008

SERT 5-HTTLPR
L inferiorni parietalni 2<3 0,005
L inferiorni parietalni 2<4 0,004
L rostralni srednji 1<3 0,032
D lateralni okcipitalni 2<3 0,018
D precentralni 2<1 0,005
D precentralni 2<3 0,005
D precentralni 2<4 0,005

L - levi; D - desni; 1 pacijenti/3 kontrole - Val homozigot BDNF/Met nosilac COMT/L nosilac SERT; 2 pacijenti/4
kontrole - Met nosilac BDNF/Val homozigot Met COMT/S homozigot SERT.
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4.5. Rezultati morfoloskih karakteristika kod pacijenata sa i bez

komorbiditeta sa generalizovanim anksioznim poremec¢ajem

4.5.1. Demografske i klinicke karakteristike

Sedamdeset jedan pacijent i sedamdeset jedna zdrava kontrola ukljuceni su u
posebnu analizu morfoloskih i klini¢kih karakteristika depresivnih pacijenata (MDD) sa i
bez komorbiditeta generalizovanog anksioznog poremecaja (GAP). Pacijenti su podeljeni
u dve grupe - 50 samo depresivnih pacijenata (70,42%) i 21 pacijent sa komorbiditetom
GAP (29,57%). Grupe su bile ujednacene u pogledu pola i starosti. Zdrave kontrole su
imale viSi stepen obrazovanja od obe grupe pacijenata. Grupe pacijenata su imale sli¢can
nivo teZine depresije, a razlikovali su se u anksioznosti, jer su pacijenti sa MDD-GAP imali

vece skorove na skali HAMA (22.1 + 6.6 (6-37) u odnosu na 28.1 + 7.7 (12-39)).

4.5.2. Debljina korteksa

U poredenju sa zdravim kontrolama, pacijenti sa MDD su pokazali manju volumen
korteksa u bilateralnom rostralnom srednjemfrontalnom (p=0,003 levo i 0,021 desno),
desnom hipokampusu (0,005), desnom lateralnom orbitofrontalnom (0,031), desnom
istmusnom cingulatnom korteksu (0,013), levom frontalnom polu (0,042), levom
medijalnom orbitofrontalnom korteksu (0,046), levom inferiornom parijetalnom (0,038) i
supramarginalnom korteksu (0,028). U poredenju sa zdravim kontroloma, pacijenti sa
MDD-GAP su pokazali stanjenje korteksa u bilateralnom rostralnom srednjem frontalnom
(0,024 levo i 0,031 desno) i medijalnom orbitofrontalnom korteksu (0,021 levo i 0,027
desno), desnom pars orbitalis (0,036), desnom fuziformnom korteksu (0,001), levom
frontalnom polu (0,031), levom pars opercularis (0,006) i levom lateralnom okcipitalnom

korteksu (0,025). U poredenju sa MDD, pacijenti sa MDD-GAP su pokazali kortikalno
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stanjivenje u desnom medijalnom orbitofrontalnom korteksu (0,027), desnom
fuziformnom korteksu (0,010), levom temporalnom polu (0,023) i levom lateralnom
okcipitalnom girusu (0,018). Stanjivanje korteksa nije zabeleZeno kod pacijenata sa MDD
u poredenju sa onima koji su patili od MDD-GAD.

Analiza po verteksu (Slika 3). Vr$ne vrednosti kortikalnog stanjivanja zabelezene
su kod pacijenata sa MDD-GAP u poredenju sa pacijentima sa MDD i zdravim kontrolama,
uglavnom u frontotemporalnom korteksu. U poredenju sa pacijentima sa MDD-GAP, kod
pacijenata sa MDD zabeleZena je samo jedna vrSna vrednost kortikalnog stanjivanja u
desnom rostralnom srednjm frontanom korteksu. Kod pacijenata sa MDD nije zabeleZeno

kortikalno stanjivanje u poredenju sa pacijentima sa MDD-GAP.

4.5.3. Traktografija

U poredenju sa zdravim kontrolama, kod pacijenata sa MDD, MD i axD bili su
povecani bilateralno u superiornom longitudinalnom fascikulusu (SLF) (MD p=0,048;
axD p=0,042). ZabeleZen je i povecani radD u desnom parahipokampusnom traktu
(p=0,033). Nisu zabeleZene razlike izmedu MDD-GAP i zdravih kontrola, niti izmedu

grupa pacijenata (Slika 3).

4.5.4. Korelacije izmedu kortikalne debljine i mera DT MRI

Kod svih pacijenata, kortikalno stanjivanje levog inferiornog parijetalnog korteksa
je pokazalo korelaciju sa oSte¢enjem bele mase SLF bilateralno (desni SLF FA, Spearman-
rho[S-r]: 0,415, p=0,007; desno SLF MD, S-r: 0,384, p=0.032; desno SLF radD, S-r: 0,455,
p=0,040; levo SLF MD, S-r: 0,366, p=0,042; levo SLF radD, S-r: 0,390, p=0,013). Stavise,
stanjivanje korteksa hipokampusa obostrano bilo je povezano sa FA levog
parahipokampusnog trakta [PH] (debljina hipokampusa levo -levo PH FA, S-r: 0,348,
p=0,019; debljina hipokampusa desno -levo PH FA: S-r: 0,398; p=0,015).
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4.6. Rezultati transkranijalne ultrasonografije

Od ukupnog broja od 85 pacijenata i 73 kontrole, 58 pacijenata i 54 kontrole su
uradile transkranijalnu ultrasonografiju. Od 58 pacijenata, 5 (8,6%) je imalo neprozirne
temporalne koStane prozore tako da procedura nije mogla da se uradi. Dakle, ovo
istraZivanje je imalo 53 pacijenta i 54 zdrave kontrole sa uradenom transkranijalnom
ultrasonografijom. S obzirom na to da je taj broj znacajno manji od prethodnih rezultata
sa magnetnom rezonancom, na ovom uzorku nije bilo mogu¢nosti da se radi akumulacija

ili interakcija, ve¢ se analiza zavrsSila na pojedina¢nim polimorfizmima.

Hipoehogenost rafe kod pacijenata je bila znacajno ¢eS¢a u odnosu na kontrole
(35 0d 53; 66% u odnosu na 5 od 56; 9%) (p=0,003). Nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu pacijenata sa hipoehogenosc¢u rafe i pacijenata sa normalnom rafe ehogenos¢u u
nijednom od sociodemografskih parametara, hereditetu kao i detaljima vezanim za
istoriju bolesti. Jedini klinicki parametar koji je iskocio je pitanje broj 5 na Hamiltonovoj
skali anksioznosti (poremecaj koncentracije, oslabljeno pamcenje) koje je bilo loSije za
pacijente sa hipoehogenoS¢u rafe. Pacijenti sa hipoehogenoséu su, takode, imali
dvostruko vecu verovatno¢u da imaju komorbiditet ankioznog poremecaja (15 od 35;
43% u odnosu na 4 od 18; 22%) ali usled malog uzorka ova razlika nije dostigla
statisticku znacajnost (p=0,138). Nije postojala statisticki znacajna razlika u raspodeli
BDNF Val66Met i COMT Val158Met alela u okviru pacijenata sa i bez hipoehogenosti rafe.
Jedino su homozigoti za S alelom 5-HTTLPR bili znacajno CeS¢i kod pacijenata sa
hipoehogenosc¢u rafe, u odnosu na pacijente bez hipoehogenosti (0=0,048). IzvuCene su 5
varijabli (5-HTTLPR polimorfizam, HAMA pitanje 5, komorbiditet generalizovanog
anksioznog poremecaja, socijalne fobije i pani¢nih napada) koje su pokazale da mogu
imati uticaj na ehogenost rafe i uradena je stepwise diskriminaciona analiza. Ovom
analizom utvrdena su 4 prediktora koja su zajednicki uticala na ehogenost rafe kod

pacijenata: HAMA pitanje 5 (F(1,47)= 9,812; p = 0,002), komorbiditet socijalne fobije
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(F(1,47)= 6,72, p=0,012), S homozigot 5-HTTLPR (F(1,47)=6,17; p= 0,016) i komorbiditet
generalizovanog anksioznog poremecaja (F(1,47)=5,69; p=0,021).
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5. DISKUSIJA

Rezultate naSeg istraZivanja moZemo podeliti u 4 kategorije:

a) Nalazi genetskog ispitivanja svakog od tri izucavana polimorfizma navedeni su
ponaosob, kao I potom oformljeni akumulacioni model kojim smo ustanovili prevalence
VML kombinacije kod pacijenata sa depresivnim poremecajem u odnosu na kontrole. U
okviru toga analizirali smo i korelirali klinicke i socio-demografske karakteristike.

b) Morfoloski nalazi magnetnom rezonancom izucavani su u okviru akumulacionog
modela i radeni su u 3 modaliteta: morfometrija zasnovana na vokselu, debljina sive mase
i traktografija.

c) Odvojeno smo analizirali morfoloSke nalaze dobijene nuklearnom magnetnom
rezonancom (traktografija, debljina sive mase, morfometrija zasnovana na vokselima) i
poredili ih izmedu depresivnih pacijenata sa i bez komorbiditeta generalizovanog
anksioznog poremecaja prema kriterijumima DSM-IV-R.

d) Najzad, analizirali smo nalaze transkranijalnog parenhimskog ultrazvuka (sistem rafe
jedara) i utvrdivali klinicke i genetske razlike kod pacijenata sa i bez hipoehogenog nalaza

rafe jedara.

Zajednicki elementi za sve 4 kategorije su:
i. usmerenost na bioloSke uzroke depresivnog poremecaja, prevashodno na morfoloske
i genetske supstrate depresivnog poremecaja;
ii. posmatranje depresivnog poremecaja ne kao homogenog poremecaja, ve¢ kao
heterogenog entiteta. Dakle, u sve Cetiri kategorije uporedivanje depresivnih pacijenata
sa kontrolama bio je samo prvi korak koji je davao smernice za dalje formiranje Sto
homogenijih podgrupa pacijenata sa depresivnim poremecajem. U prvoj i drugoj

kategoriji genetski nalazi koriS¢eni su za formiranje akumulacionog modela kojim su
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izuCavane razlike izmedu 3 grupe depresivnih pacijenata koje se medusobno razlikuju po
prevalenci odredenih polimorfizama. U drugoj kategoriji koriS¢en je klinicki model i
utvrdivanje razlika medu pacijentima zavisno od postojanja komorbiditeta
generalizovanog anksioznog poremecaja. U Cetvrtoj kategoriji koriS¢en je morfoloski
model, odnosno razlike medu pacijentima u zavisnosti od nalaza ehosonografije rafe

jedara.

Sva dosadasnja genetska istraZivanja depresije govore u prilog tome da je
depresivni poremecaj poligensko oboljenje. Dakle, ne postoji jedan gen ili mutacija koja
uzrokuje simptome koje vidamo kod depresivnih pacijenata. 1z dosadasnjih istrazivanja
predloZen je model po kojem ne postoje ¢ak ni nuzni polimorfizmi za razvoj depresije
(Singleton and Hardy, 2011). Najverovatnije se radi o situaciji u kojoj je veliki broj gena
zasluzan za mali deo efekta pojedinacno, ali koji ¢e akumulacijom dose¢i relevantni prag
za klinicku ekspresiju (sam ili u sadejstvu sa drugim epigenetskim faktorima i faktorima
spoljne sredine) i uzrokovati ispoljavanje simptoma i pojavu depresivnog poremecaja. Ali
nijedan od njih sam nije dovoljan ni nuzan, i ve¢ina Ce ispoljiti ovaj efekat samo u
specificnim okolnostima (npr. najceSce izu¢avano zlostavljanje u detinjstvu (Caspi et al,,
2003) ili interakcijama sa drugim genima (Wang et al,, 2012). To samu jednacinu c€ini

nemerljivo komplikovanijom.

Poslednja stvar koju je potrebno imati u vidu kada se suo¢avamo sa genetskom
osnovom depresije je da ¢cak i geni koji povecavaju podloZnost za razvoj depresije nisu
nuzno podeljeni na svoje «dobre» i «loSe» varijante. Naime, radi se o funkcionalnim, a ne
patoloSkim polimorfizmima koji su vrlo rasprostranjeni u populaciji i smatraju se
normalnim varijantama. Oni su se odrzali u populaciji upravo zato Sto imaju odredena
svojstva koja ih cCine korisnim za prezivljavanje. Njihova korisna svojstva stoga
nadmasSuju ono negativno Sto oni potencijalno takode mogu nositi sa sobom. Vrlo
plastican primer su polimorfizmi koji odreduju koli¢cinu melanina u koZi (Sturm et al,
2001). Tako, osobe sa belom koZom imaju vecu verovatnocu za razvoj melanoma, ali se,

naravno, polimorfizmi koji to uzrokuju ne smatraju patoloSkim. Drugo, treba naglasiti
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interakciju gena sa zivotnim okolnostima i sredinom. Tako, na primer, 5-HTTLPR
polimorfizam u genu za serotoninski transporter, koji smo i mi istrazivali, ima dve
varijante, dugu i kratku, koje funkcionalno utiCu na intenzitet aktivnosti serotoninskog
transportera. U nedavnom istraZzivanju pokazano je da pacijenti sa bipolarnim
poremecajem i sa kratkom varijantom imaju poviSenu suicidalnost kada je postojalo
zlostavljanje u detinjstvu, ali da kada zlostavljanje nije bilo prisutno, osobe sa dugom
varijantom imaju vedi rizik za suicidalnost (Phelps, 2015). Prema tome, obe varijante
imaju potencijal da uticu negativno na zdravlje ako su prisutne adekvatne Zivotne
okolnosti . U naSem istrazivanju trudili smo se da, gde god je to moguce, izu¢avamo efekat

viSe gena istovremeno, a da nam monogenski pristup bude samo korekcija i smernica.

U naSem istraZivanju odlucili smo se za tri polimorfizma koja su Cesto izucavana u
depresiji, ali i mnogim drugim oboljenjima centralnog nervnog sistema. Sva tri
polimorfizma imaju znacajan efekat na aktivnost kodiranih proteina i sva tri su vezana za
moZdane funkcije. COMT i SERT geni utiCu na dostupnost monoamina (dopamina i
serotonina) u mozgu, a BDNF transkribuje vrlo znacajni neurotrofin koji uti¢e na

plasticnost mozga.

Zbog velicine uzorka svi pacijenti i kontrole su podeljeni u nosioce ili homozigote
za bilo koju od dve varijante polimorfizma. Takode, s obzirom na brojna oprecna
istraZivanja u pogledu uticaja svake varijanteu ova tri polimorfizma nismo Zeleli da

unapred odredujemo koje kombinacije ¢emo istraZivati.

Kada smo posmatrali BDNF Val66Met, odnos Met homozigota u odnosu na Val
nosioce nije statisticki bio znacCajno razliCit kod pacijenata (92%/8%) i kontrola
(98%/2%). Sa druge strane, Val homozigoti su znacajno ¢esc¢i kod pacijenata (69%/31%)
u odnosu na kontrole (48%/52%) (p=0,01). Istrazivanje iz 2005. godine pokazaloje da
zdrave osobe koje su Val homozigoti imaju poviSenu bazi¢nu anksioznost i neuroticizam

odnosu na met homozigote i heterozigote (Lang et al, 2005). Chen sa saradnicima je na
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uzorku blizanaca u Kini ustanovio da su nosioci Val polimorfizma (i homozigoti i
heterozigoti) u okolnostima poviSenih stresnih Zivotnih situacija podlozniji razvoju
depresivnih simptoma (Chen et al, 2013). Ipak postoje i oprecna istrazivanja, medu
kojima je i meta analiza koja je pokazala da met alel povecava podloZnost za depresiju, ali
samo u musSkom polu (Verhagen et al, 2010), dok je nasS uzorak predominantno Zenskog

pola (77,9%).

U COMT Vall56Met nismo ni u jednoj varijanti dobili statisticki znacajnu razliku,
ali su Met nosioci bili ¢es¢i kod pacijenata sa depresivnim poremecajem, ali su rezultati
bili na ivici statisticke znacajnosti (p=0,058). Rezultati istraZivanja koja su izucavala ovaj
polimorfizam su najheterogenija u pogledu definisanja da li je Val ili Met alel taj koji
povecava podloznost za depresiju. Dva istrazivanja su dobila da je Met alel ¢eS¢i kod
pacijenata sa depresijom (Mandelli et al, 2007, Ohara et al, 1998), ali postoje istrazivanja i

sa suprotnim nalazima (Massat et al, 2011, Massat et al, 2005).

Najhomogenije dosadaSnje rezultate, u poredenju sa druga dva polimorfizma koja
smo izucavali, imaju istrazivanja sa SERT 5-HTTLPR. Ona dominantno ukazuju na to da je
kratki S alel, bilo kao homozigot ili nosilac, onaj koji izaziva podloZnost za depresiju
(Collier et al, 1996). Treba naglasiti da se ovaj rezultat gotovo isklju¢ivo dobija kada se
uzme u interakeciji sa stresnim dogadajima, dok posmatran samostalno u populaciji retko
daje razlicitu proporciju u odnosu na L alel (Karg et al, 2011). Ipak, u naSem uzorku su
upravo L nosioci bili ¢eS¢i kod pacijenata sa depresivnim poremecajem u odnosu na
kontrole, mada je ta razlika bila na nivou trenda (p=0,056). Kada smo posmatrali L
homozigote, razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,500). Ovo se moZe objasniti na viSe
nacina. Prvo, veli¢ina naSeg uzorka nije bila dovoljno velika i sa ve¢im uzorkom bi se ova
razlika izgubila: u apsolutnim brojevima odnos pacijenata i kontrola L nosilac/S
homozigot je 65(84%)/12(16%) prema 47(71%)/19(29%). Svega nekoliko novih
pacijenata ili kontrola je dovoljno da potpuno neutraliSe i tu malu razliku koja postoji.

Drugo objasSnjenje se tice uopsSte samih funkcionalnih gena i pitanja da li nuZno postoje
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samo pojedinaCne varijante koje izazivaju podloZnost za depresiju. Tako, na primer,
postoje i druga istrazivanja u kojima je dobijeno da je L alel onaj koji izaziva podloZnost
(Long et al, 2013). Poslednje Sto treba uzeti u obzir je da u ovoj analizi nismo koristili
zlostavljanje u detinjstvu ili neke druge stresne dogadaje kao dodatni faktor interakcije,
Sto je bio nuZan uslov u vecini prethodnih istraZivanja da bi se S alel dobio kao faktor

podloZnosti za razvoj depresije.

U slede¢em koraku odlucili smo da utvrdimo da li postoji neka specificna
kombinacija homozigota i nosilaca ova tri polimorfizma koja je ¢eS¢a kod pacijenata u
odnosu na kontrole ili obrnuto. Kada smo ukljucili svih 8 potencijalnih kombinacija,
upravo je trostruka kombinacija BDNF Val homozigot/COMT Met nosilac/SERT L nosilac
(VML) bila visoko statisticki znacajno ¢eS¢a kod pacijenata (0,001). Preko 50% pacijenata
i 25% kontrola imali su ovu kombinaciju. Ucestalost nijedne druge kombinacija nije bila
statistic¢ki znacajna, mada bi sa ve¢im uzorkom neke potencijalno mogle da ispolje. Tako,
na primer, potpuno suprotna varijanta od VML BDNF Met nosilac/COMT Val
homozigot/SERT S homozigot (MVS) ne pojavljuje se ni kod jednog pacijenta, dok je dve
kontrole imaju (p=0,120). Kombinacije koje imaju samo jednu od tri alela podloZnosti,
MVL i MMS su preko dva puta ceSce kod kontrola nego kod pacijenata (6% prema 13% u
oba slucaja; p=0,160), ali zbog malog ukupnog broja ispitanika nisu dostigle statisticku
znacajnost. Ovakve naSe rezultate nismo imali sa mnogo ¢ime da uporedimo s obzirom na
to da takvo istrazivanje do sada nije radeno. Radeno je viSe istrazivanja sa jednim ili
maksimalno dva polimorfizma u depresivnhom poremecaju, ali nijedno dosadaSnje
istraZivanje nije ispitivalo sva tri. Postoji samo jedno istraZivanje koje je izucavalo
interakciju ili akumulaciju sva tri polimorfizma. NaZalost, njega nije moguce direktno
uporediti sa naSim rezultatima, jer je radeno samo na zdravoj populaciji i direktno su
posmatrane samo substrukture hipokampusa, $to u nasSem istrazivanju nije radeno (Rabl

etal, 2014).
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Odlucili smo da upotrebimo upravo VML grupu (VRG) kao osnovnu grupu
naseg istraZivanja i na osnovu nje smo definisali druge dve grupe koje su se razlikovale za
jedan (IRG) odnosno dva i/ilitri alela (NRG). Ovakvu kaskadnu podelu smo nazvali
akumulacioni model. Pacijenti sa VML kombinacijom bili su pod najve¢im rizikom za
razvoj depresije, srednja grupa je bila intermedijarna, a treca je bila najzasSti¢enija. U
skladu sa pretpostavkom da je depresija heterogen poremecaj, jednako su nas
interesovale i osobe koje su pod visokim rizikom, kao i osobe koje bi trebalo da su
zaStiCene svojim genetskim profilom. Pre svega, Zeleli smo da saznamo da li je depresija
razliitih grupa klinicki ili morfoloSki specifi¢na i na koji na¢in se medusobno ove grupe

razlikuju.

Prvo su analiziranisocio-demografski i klinicki parametri. Uporedivani su svi
ukupni skorovi, dijagnoze, socio-demografske specificnosti, zlostavljanje u detinjstvu, ali i
svaki pojedinacan skor na HAMD, HAMA i BDI, kako bi se otkrile i eventualne suptilne

razlike u ispoljavanju depresije.

Kao vrlo vazan parametar razlikovanja pokazao se hereditet. VRG pacijenti
imali su znacajno veci hereditet od IRG i NRG grupa. To govori u prilog pretpostavke da je
akumulacija faktora rizika povecavala verovatnocu da se u stablu te iste osobe nadu preci
ili rodaci sa istom kombinacijom, te da je usled toga depresivni poremecaj ucestaliji kod
osobe iz VRG grupe u odnosu na druge dve grupe. To potvrduje znacaj genetskih faktora u
razvoju depresivnosti kod ove grupe. Za depresiju se nedvosmisleno zna da je delom
genetski uslovljena (Kendler et al, 2006), ali je zanimljiv koncept da nije svaka depresija
jednako nasledna, niti sve depresije imaju isto genetsko opterecenje (Flint & Kendeler,

2014), Sto potvrduju i naSi rezultati.

Medu neklinickim rezultatima izdvojila su se jo$ tri koja su ve¢ opisana u
drugim radovima. Prvo, hereditet je znacCajno veci kod pacijenata u odnosu na kontrole i
to kako za celu grupu, tako i za akumulacioni model, ali i za svaki polimorfizam

posmatran pojedinacno. Takode, zlostavljanje u detinjstvu je znacajno CeS¢e kod
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pacijenata u odnosu na kontrole, ali u naSem uzorku nije bilo znacajnije razlike u
uCestalosti zlostavljanja medu grupama pacijenata ni u akumulacionom modelu, niti za
svaki pojedinatno posmatran polimorfizam. To verovatno govori u prilog tome da je
zlostavljanje znacajan uzrocCni faktor u kasnijem razvoju depresivnosti (Caspi et al, 2003),
mada postoje i ograde u vidu negativne percepcije realnosti i proslosti depresivnih
pacijenata, tzv. greSke prisecanja (engl. recall bias), usled cega je moguce da su depresivni
pacijenti skloniji da se secaju ili preuveli¢avaju ovakve dogadaje iz proslosti u odnosu na
zdrave kontrole (Fattahi et al, 2015). Poslednje $to je znacajno u naSem uzorku je da su
sve tri grupe pacijenata iz akumulacionog modela imale znacajno CeSCe enurezu u
detinjstvu u odnosu na NRG kontrole, $to bi ukazivalo da su jo$ od detinjstva ove tri grupe
pokazivale povecan deciji neuroticizam (Altschul, 1990). Da li je on genetski uslovljen ili

je posledica zlostavljanja nije moguce ovako retrogradno utvrditi.

lako se za analizu klinickih parametara mora prihvatiti odredena zadrska u
zaklju¢ivanju s obzirom na relativno mali uzorak, u akumulacionom modelu su se

izdvojila dva parametra.

U BDI upitniku na pitanju o razdraZljivosti (pitanje broj 11), NRG pacijenti su
imali znacajno viSe skorove od VRG pacijenata. Ovo je iznenadujuce s obzirom na to da je
jedno istrazivanje iz 2013. godine povezalo poviSene skorove iritabilnosti sa izrazenijom
klinickom slikom depresije i loSijom dugoro¢nom prognozom pracenom vecom
slabija kontrola impulsa, CeS¢i komorbiditet anksioznih poremecaja, antisocijalnog
poremecaja liCnosti i zavisnosti (Judd et al, 2013). Ovaj primer ilustruje da to Sto neko ima
vecu verovatnoCu za razvoj depresije na osnovu genetskog profila, ne znaci da ce ta
depresija nuzno imati i tezu klinicku sliku i loSiju prognozu. Zanimljivo je da
razdrazljivost, i pored toga Sto je vrlo Cest simptom u depresiji, ne spada u dijagnosticke

DSM kriterijume.
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Drugi nalaz je pitanje o diurnalnim varijacijama (pitanje broj 18) u HAMD-21,
gde su VRG pacijenti imali izraZenije dnevne varijacije od NRG pacijenata. Madutim, treba
imati u vidu da u HAMD upitniku nije razgrani¢eno kada su u dnevnom obrascu
izraZenete varijacije. Dakle, ovde su visoko skorovani svi pacijenti koji su verbalizovali
izraZen i jasan obrazac dnevnog raspoloZenja, bilo da je to znacilo da se osoba oseca loSije
ili bolje ujutru. To je znacajno istaci jer donekle ublaZava znacaj nalaza s obzirom na to da
postoje teorije koje pretpostavljaju da postoji jasna razlika u osnovi depresije kod osoba
sa jutarnjim u odnosu na osobe sa veCernjim pogorsanjem (Wirz-Justice, 2003). Ipak, ovaj
nalaz je donekle ocekivan s obzirom na uticaj koji sva tri gena koja smo izucavali imaju na
cirkadijalni ritam. Cirkadijalni ritam je interni vremenski mehanizam koji u okviru 24
Casa reguliSe spavanje, ali ima uticaj i na ponaSanje, fiziologiju i raspoloZenje (Jones and
Benca, 2015). Tako serotonin moduliSe odgovor cirkadijalnog ritma na svetlost. To €ini
uticajem na centralni c¢asovnik organizma kroz povratnu informaciju lokomotorne
aktivnosti i psihickog uzbudenja (Morin, 1999). Polimrofizam Val158Met povezan je sa
povecanom pospanoscu kod zdravih kontrola i pacijenata sa narkolepsijom (Dauviliers et
al, 2011). Na kraju, diurnalni nivoi BDNFa u plazmi imaju uticaj na Zene sa
funkcionalnom hipotalami¢kom amenorejom (Drakopoulos et al, 2015). VazZno je ista¢i da
je uticaj na diurnalni ritam ispoljen samo kada imamo akumulaciju alela, jer u analizi

svakog polimorfizma samostalno ovaj nalaz nije postojao.

Pitanje broj 10 u HAMD - psiholoski doZivljaj anksioznostise, takode, statisticki
znacajno razlikovalo u akumulacionom modelu, ali je isti nalaz bio prisutan i kada smo
posmatrali COMT polimorfizam samostalno, tako da smo ga smatrali artefaktom

homogenosti VRG grupe.

U analizi klinickih karakteristika pojedina¢nih polimorfizama SERT nije ispoljio
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu L nosilaca i S homozigota ni u jednom parametru.
Pacijenti koji su Val homozigoti BDNF imaju poviSenu agitiranost, ali ta razlika zasluZuje

komentar. Obe grupe imaju preko 40% ispitanika sa skorom nula, ali Val homozigoti
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imaju 35% sa skorom 2, nasuprot 40% sa skorom 1 kod Met nosilaca. Dakle, raspodela ne
pokazuje jasan trend i moguce je da je ovaj nalaz artefakt, iako to nije sa sigurnosc¢u
moguce utvrditi i tek sa ve¢im uzorkom slika bi bila jasnija. Najvece razlike smo dobili u u
COMT, gde Met nosioci imaju poviSenu anksioznost, a Val homozigoti CeS¢e imaju sniZenje
libida i poremecaje menstrualnog ciklusa. S obzirom na to da u nasoj studiji nismo radili
korekciju za terapiju koju pacijenti dobijaju, ovo moze biti slucajan nalaz, u zavisnosti od
primenjene medikacije. Tako npr. Benzodiazepini, koji su Cesta adjuvantna terapija,
direktno uti¢u na simptome anksioznosti, dok antidepresivi koji se najc¢esce koriste (i u
naSem uzorku su najzastupljeniji) imaju neZeljene efekte uticuci na libido (Montejo et al,
2015). Najzad, ti rezultati mogu biti i pokazatelj kvalitativne razlike medu pacijentima

zavisno od COMT alela koji poseduju.

MorfoloSke promene mozga proucavali smo magnetnom rezonancom
koriS¢enjem tri metoda. Traktografijom smo posmatrali promene bele mase, dok su

debljina sive mase i morfometrija zasnovana na vokselima vizualizovali sivu masu.

[strazivanja morfologije bele mase u depresiji pocela su 2007. godine.
Analiziranjem dosadasnjih rezultata pojavila su se dva problema. Prvi je koriS¢enje dve
razliCite metode analize traktografije - analiza zasnovana na vokselima koja je starija i
TBSS koji je savremenija i koju smo i mi koristili. Drugi problem leZzi u velikoj
nekonzistentnosti i heterogenosti dosadasnjih nalaza (Tabela 12). Pored toga, vecina

dosada objavljenih radova ima vrlo mali broj ispitanika.
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Tabela 10.Do sada uradena istrazivanja traktografije u depresiji

Pacijenti n Kontrole n Metoda Rezultati
Olvetetal, 2015 139 39 TBSS Bez razlike
Choi etal, 2014 134 54 VBM/TBSS |Bez razlike

Redukcija: bilateralno frontalno, desni thalamus,
Thaetal, 2013 19 19 VBM bilateralne cerebelarne hemisfere, anteriorni kraci
interne kapsule, putamen

Redukcija - splenium, genu i telo korpus kalozuma,
bilateralni superiorni longitudinalni fasciculus)

Cole etal, 2012 66 66 TBSS/ROI . . . . S
anteriorna i posteriorna korona radiata, anteriorni i
posteriorni kraci interne kapsule
Redukcija - levi anteriorni krak interne kapsule,

Zhuetal, 2011 25 25 TBSS desni parahipokampalni girus, levi posteriorni
cingulatni korteks
Redukcija - desni superiorni longitudinalni

Wu et al, 2011 21 23 VBM fasciculus, desni srednji frontalni, levi inferiorni
parijetalni
Korgaonkar et al, 2011 39 29 TBSS Bez razlike
Abe etal, 2010 42 21 VBM Bez razlike
Kieseppaetal, 2010 20 16 TBSS Bez razlike
Cullen et al, 2010 14 14 TBSS Bez razlike
Redukcija dorzolateralni prefrontalni korteks, levi
precentralni  girus; poveéanje -  ventralna
Blood et al, 2010 22 22 ROI o . .
tegmentalna area, substancija nigra, desni kalkarini
korteks
Zou etal, 2008 45 45 VBM Redukcija - levi anteriorni krak interne kapsule, levi

superiorni fascikulus

Redukcija - desni srednji frontalni girus, levi
Ma et al, 2007 14 14 VBM lateralni okcipitotemporalni girus, desni parijetalni
rezanj, desni angularni girus

Dva najveca istrazivanja i jedina koja imaju preko 100 pacijenata ukljucena u
analizu su bez pozitivnih nalaza (Choi et al, 2014; Olvet et al, 2015). Ipak, i jedna i druga
grupa autora u svojim radovima naglaSavaju da je verovatan problem svih dosadasnjih
studija heterogenost depresivnog poremecaja i ostavljaju mogucnost da se nekakve
podgrupe sa specificnim lezijama bele mase mogu naci u budu¢nosti. NaSe istraZivanje je
naslo da i pacijenti VRG i NRG imaju poremecaj mikrostrukture bele mase u korpusu
kalozumu (posebno izrazeno u telu korpusa kalozuma) u odnosu na VRG kontrole i to u
vidu smanjenja frakcione anizotropije. Ovaj nalaz je posebno zanimljiv iz razloga Sto ne

upucuje na potencijalni specificni model patologije za neku od podgrupa, ve¢ ukazuje na
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potencijalne razloge rezilijentnosti VRG kontrola. Poja¢ane veze izmedu polova korteksa
samo kod VRG kontrola mogu upucivati na protektivni faktor ovog nalaza kod ove grupe
za koju bismo ocekivali da je pod povecanim rizikom za razvoj depresije na osnovu
genetskog profila. Dakle, moguci odgovor na pitanje zasto VRG kontrole nisu postale
depresivne leZi u nekim faktorima (drugim genetskim koje nismo istrazivali ili socijalnim
koje nismo uzimali u obzir) koji su uticali, pre svega, na pojacane veze u korpusu
kalozumu. S druge strane, poremecaj mikrostrukture bele mase kod dve od tri grupe
pacijenata govori u prilog tome da je ovaj nalaz verovatno posledica samog depresivnog
poremecaja i makar donekle nezavisan od genetskog profila ili, konkretnije, ovih

polimorfizama koje smo mi posmatrali.

Korpus kalozum je najveca mijelinizovana inter-hemisfericna struktura. Poznato je
da su povrede ove mase uticale na interhemisfersku integraciju u oblasti kognicije i
emocija. Telo korpusa kalozuma koje je u naSem istrazivanju posebno pogodeno sadrzi
aksone koji povezuju primarne motorne kortekse, premotorne kortekse i asocijativne
regije kao Sto je parijetalni korteks. Ako pogledamo tabelu 12 vide¢emo da je do sada
samo jedno istrazivanje (Cole et al, 2012) nasSlo razliku u ovoj oblasti kod MDD pacijenata,
mada je joS jedno u dodatnoj analizi samo melanholi¢nih pacijenata naslo isti poremecaj
frakcione anizotropije korpusa kalozuma (Korgaonkar et al, 2011). Pored istrazivanja
navedenih u tabeli 12 postoje po dva istraZivanja koja su posmatrala samo adolescentnu
populaciju i samo populaciju osoba sa depresijom kasnog pocetka. Zanimljivo je da su
oba rada sa adolescentima navela korpus kalozum kao jednu od oblasti sa smanjenom
frakcionom anizotropijom (Aghajani et al, 2014, LeWinnetal, 2014), dok nijedna studija sa
starom populacijom nije dobila taj rezultat (Tadayonnejadetal, 2014; Guoetal, 2014).
Zdravi adolescent sa hereditetom depresivnog poremecaja takode imaju ovaj nalaz
(Huangetal, 2011). S obzirom na to da je na$ uzorak vrlo heterogen Sto se godina
subjekata tice i da je prosek starosti 44,6 za pacijente i 45,4 za kontrole, nismo sigurni da

li to moZe imati nekakve povezanosti sa naSim nalazom.
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0Od posebnog interesa za nas mogu biti i istraZivanja pojedinacnih polimorfizama, s
obzirom na to da interakcije do sada nisu izucavane. Tri istrazivanja su radila ovakve
analize, jedno sa COMT Vall158Met (Seok et al, 2013), jedno sa BDNF Val66Met
(Carballedo et al, 2012), jedno sa oba ova polimorfizma (Hayashi et al, 2014), ali bez
analize interakcije zbog malog uzorka. Nijedno istrazZivanje nije izucavalo traktografiju
kod depresivnih pacijenata u korelaciji sa SERT 5-HTTLPR polimorfizmom. Nijedno od tri

navedena istrazivanja nije imalo pozitivan rezultat u okviru korpusa kalozuma.
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Low-risk patients vs healthy controls
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Slika 2.Distribucija smanjenja debljine sive mase (obelezeno zuto i crveno) i
osteéenja puteva bele mase (obelezene zeleno) kod pacijenata u odnosu na
kontrole
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Debljina sive mase mozZdane kore je relativno novija metoda utvrdivanja
morfologije sive mase, koja je tehnicki drugacija od morfometrije zasnovane na vokselu. U

nasSem istrazivanju izdvajamo tri posebno znacajna rezultata.

1. VRG pacijenti imaju stanjenu sivu masu mozdane kore obostrano u rostralnim
srednjim frontalnim girusima u odnosu na VRG i NRG kontrole. Ova oblast je deo
dorzolateralnog prefrontalnog korteksa (DLPFC), koji je od klju¢nog znacaja za
egzekutivne funkcije, radnu memoriju, aktivnosti usmerene ka cilju, apstraktno misljenje,
usmeravanje paznje i za regulaciju negativnih emocija kroz strategija ponovne
procene/potiskivanja (Broche-Perez, 2015). Redukcija DLPFC je korelirala sa
depresivnim poremecajem (Wang et al, 2015). Pored toga, ova oblast je povezivana sa
mnogim problematiCnim pitanjima vezanim za depresivni poremecaj. Naime,
hemodinamske promene u ovoj oblasti povezane su sa potencijalnim razlikovanjem
suicidalnih od nesuicidalnih depresivnih pacijenata (Pu et al, 2015), a fMRI je ukazao na
strukturne razlike u ovoj oblasti izmedu depresivnih i bipolarnih pacijenata (He et al,
2015). DLPFC je povezan i sa neuroticizmom (Kong et al, 2015) i apatijom u starijem
dobu (Yuen et al, 2014). Jedno istrazivanje, koje je takode koristilo metodu merenja
debljine sive mase mozZdane kore, utvrdilo je redukciju veceg dela prefrontalnog korteksa,
ukljuCujuci rostralni srednji frontalni girus, kod depresivnih pacijenata (Tu et al, 2012).
Smanjena aktivnost DLPFC je toliko Cest nalaz da je ¢ak iskoriS¢en kao terapijska meta u
vidu stimulacije te oblasti transkranijalnom magnetnom stimulacijom (George, 2010).

U genetskim studijama i BDNF Val66Met i COMT Val158Met polimorfizmi su nadjeni
u poremecajima funkcije DLPFC. Jedno istraZivanje je utvrdilo da je debljina sive mase u
rostralnom srednjem frontalnom girusu pod uticajem BDNF polimorfizma (Legge et al,
2015). Ipak, za razliku od naSeg istrazivanja, autori su dobili potpuno suprotan rezultat,
tj.nosioci Met alela bilisu pod povecanim rizikom od redukcije sive mase moZdane kore u
ovoj oblasti (Legge et al, 2015). Za razliku od ovog istraZivanja, dva istraZivanja koja su se
usredsredila na COMT polimorfizam su, kao i naSe istraZivanje, ukazala na Met alel kao

alel koji povecava sklonost ka poremecenom procesiranju emocija (emotional
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processing)(Mier et al, 2010) i smanjenoj aktivaciji prilikom testiranja radne memorije
(Opmeer et al, 2013). Za polimorfizam 5-HTTLPRnije do sada pokazano da ima direktan
uticaj na ovu oblast, ali je kod osoba pod povecanim rizikom za razvoj depresivnog
poremecaja zabeleZeno 35% umanjenje vezivanja serotonina za serotoninski transporter
(Frokjaer et al, 2009).

2. Stanjenje sive mase zabeleZeno je i u desnom lateralnom okcipitalnom girusu,
ali samo u odnosu na VRGkontrole. U poslednje vreme sve viSe se obraca paznja na ulogu
gama-aminobuterne kiseline (GABA) u depresiji. Upravo su prefrontalni I okcipitalni
korteks pogodeni smanjenjem nivoa GABA kod depresivnih pacijenata (Hasleretal, 2007;
Sanacoraetal, 1999). Pored toga, smanjen broj GABA-ergickih neurona zabeleZen je u
okcipitalnoj regiji kod depresivnih pacijenata u postmortalnim studijama (Maciagetal,
2010; Rajkowskaetal, 2007).

Pacijenti koji imaju specificnu kombinaciju VML u naSem uzorku imaju znacajnije
stanjenje rostralnog srednjeg frontalnog girusa i desnog lateralnog okcipitalnog korteksa.
To moZe znaciti da VRG pacijenti potencijalno imaju veci ispad u GABA-erigickoj
transmisiji i ve¢i poremecaj prefrontalnog korteksa od NRG pacijenata. Takode, za razliku
od rostralnog srednjeg frontalnog korteksa koji je smanjen u odnosu na dve od tri grupe
kontrola, desni lateralni okcipitalni korteks je stanjen samo u odnosu na VRG kontrole.
Kao i kod korpusa kalozuma u traktografiji, ovo moZe govoriti u prilog hipotetickih
protektivnih mehanizama, koji ¢ine da je VRG grupa ,otporna“ na depresivni poremecaj
zbog faktora koji utiCu i na ovu kortikalnu oblast.

3. Treci nalaz koji se izdvaja u naSem istraZivanju je da VRG i NRG pacijenti imaju
istanjen levi donji parijetalni korteks u odnosu na NRG kontrole. Uloga parijetalnog reznja
je pretpostavljena kod osoba pod povecanim rizikom od razvoja depresije (Mannie et al,
2010). Nedavna meta analiza je ukazala da je upravo oStecenje frontoparijetalne veze
najkonzistentniji nalaz u depresivnom poremecaju (Kaiser et al, 2015). Prema tome, i
ovde kao i kod korpusa kalozuma, vidimo da je stanjenje sive mase u levom donjem
parijetalnom girusu pre posledica samog depresivnog poremecaja nego specifican efekat

genetskog profila. Ipak, s obzirom da samo NRG kontrole imaju pojacanu debljinu ove
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oblasti govori o uticaju ove genetske kombinacije u protektivnom smislu na levi donji

parijetalni korteks.

Za razliku od traktografije i morfometrije zasnovane na vokseluy, u analiziranju
rezultata debljine sive mase u pojedina¢nim polimorfizmima smo imali najve¢i problem u
definisanju rezultata koji su autenticno posledica akumulacije dejstva polimorfizama
(Tabela 11). Tako, na primer, rostralni srednji frontalni girus je istanjen u sva tri
polimorfizma kada se pojedinacno posmatraju. Zbog toga smo pretpostavili da je ovde
verovatnije da su uzroci promena akumulacija ili interakcija polimorfizama, nego da svaki
polimorfizam ima potpuno nezavisan uticaj na istu oblast. Levi donji parijetalni girus je
stanjen i u BDNF Val66Met i u SERT 5-HTTLPR, ali su ovde rezultati takvi da ne ukazuju
na zakljucke i relacije koje smo postavili u akumulacionom modelu, te smo i ovde smatrali
da je rezultat akumulacionog modela u objaSnjenu dejstva polimorfizama autentican. Naj
problematicnije su bile promene u desnom lateralnom okcipitalnom girusu. Pacijenti sa
BDNF Val homozigotijom imali su tanju sivu masu kore u odnosu na Val homozigotne
kontrole, dok su pacijenti sa SERT S homozigotijom imali stanjenu sivu masu ove
kortikalne regije u odnosu na L nosioce. Ipak, s obzirom na to da oba polimorfizma govore
u prilog postojanja protektivnog efekta kod VRG kontrola, navedeni rezultati su svrstani
kao pozitivni, mada se ne mogu iskljuciti dve moguce greske:

1) da je u pitanju samostalni efekat BDNF polimorfizma koji se zbog
homogenosti VML grupe kao artefakt ispoljio i u akumulacionom modelu;i 2) da nije u
pitanju pun VML efekat, ve¢ da se radi o posedicama delovanja samo BDNF i SERT

polimorfizama.

Jedini rezultat koji je apsolutno sigurno efekat samo pojedinacnog
polimorfizma je uticaj SERT 5-HTTLPR na desni precentralni girus gde pacijenti sa S
homozigotijom imaju vrlo izrazen nalaz stanjene kore u ovoj oblasti i u odnosu na

pacijente L nosioce i u odnosu na obe grupe kontrola. Jedan rad na muskim, starijim
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osobama koje imaju depresivne simptome, ali ne ispunjavaju kriterijume za depresiju je

pronasao kod njih smanjen volumen ove oblasti u odnosu na kontrole (Taki et al, 2005).

S obzirom na tehnicke specifi¢nosti, morfometrija zasnovana na vokselu je jedina
metoda u kojoj smo pored akumulacionog modela, analizirali i sva tri pojedinacna
polimorfizma ponaosob, a ne samo kao korekciju za akumulacioni model. Za razliku od
debljine sive mase ovde nije bilo preklapanja akumulacionog modela i pojedinacnih

polimorfizama. Uz to, poredili smo i sve pacijente sa svim kontrolama.

U akumulacionom modelu VRG pacijenti u odnosu na NRG kontrole imaju obostrano
smanjen volumen u donjem frontalnom korteksu, srednjem orbitofrontalnom girusu i
insuli, kao i u levom superiornom frontalnom girusu, levom srednjem cingularnom
korteksu i levom donjem temporalnom girusu. Pojednostavljeno, poredena je najrizi¢nija
grupa, pacijenti sa VML kombinacijom (tj. prisustvom sva tri alela koja izazivaju
podloZnost za depresiju), i najzasticeniju grupu, kontrole sa jednim ili nijednim takvim
alelom (dakle, ovi pacijenti imaju dva ili tri alela BDNF Met nosilac, COMT Val homozigot i
SERT S homozigot). Drugim recCima, teorijski dva ekstrema naSeg modela su zaista
pokazala najizraZenije razlike. Te razlike su dominantno u frontalnom delu, sa
bilateralnom zahvacenos¢u donjeg frontalnog korteksa, srednjeg orbitofrontalnog girusa i

insule.

Orbitofrontalni korteks, deo inferiornog frontalnog korteksa, ima ulogu u
odlucivanju i integraciji culnih dozivljaja (Kringelbach, 2005). Povezivan je sa
ekstroverzijom koja se smatra protektivnim faktorom za depresivni poremecaj (Cremers
et al, 2011), a smanjen volumen je i direktno povezivan sa depresivnim poremecajem
(Bremner et al, 2002). I genetske studije sa BDNF i COMT pokazale su da ova dva gena
imaju uticaj na funkciju ove oblasti. Kao i u naSem uzorku, jedna studija je ukazala na
smanjen volumen orbitofrontalnog korteksa kod BDNF Val homozigota (Cardoner et al,

2013). U istrazivanju koje je izucavalo sistem nagrade kod zdravih osoba, COMT met
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homozigoti pokazali su najvecu aktivaciju orbitofrontalnog korteksa u trenutku dobijanja
nagrade (Dreher et al, 2009). Pacijenti sa COMT Met alelom pokazali su i povecanu
aktivaciju i reaktivnost kortiko limbickih puteva, Sto moZe da govori o predispoziciji za
nefleksibilno obradivanje afektivnih stimulusa (Drabant et al, 2006). Za razliku od ova
dva istraZzivanja, pacijenti sa pani¢nim poremecajem imali su pojacanu aktivaciju
orbitofrontalnog korteksa kada su bili izloZeni slikama uplaSenih lica, ukoliko su bili Val
nosioci (Domsche et al, 2008). Do sada nije znacajnije izu€avana ili sugerisana veza

serotoninskog transportera i orbitofrontalne kore.

Meta analiza morformetrije zasnovane na vokselu u depresivnom poremecaju sa
20 radova, 543 pacijenta i 750 kontrola izdvojila je donji frontalni girus kao jednu od
oblasti koja je smanjena u depresiji (Du et al, 2012). Ova oblast je i u nasem istrazivanju

bila bilateralno smanjena.

Promene u insuli i temporalnom reZnju su retki nalazi u depresivnom poremecaju
iako je poznato da je insula glavni centar za registrovanje i reaktivnost na negativni
emocionalni nadrazaj. Zanimljivo je da su dva rada koja ih povezuju sa depresijom radena
na starijoj populaciji i pacijentima koji boluju od Alchajmerove bolesti sa

komorbiditetnom depresijom (Hwang et al, 2010; Son et al, 2013).

Cingulatni korteks je deo limbickog sistema i vrlo je vaZzan u formiranju i
obradivanju emocija (Hadland et al, 2003). Upravo je ova oblast, i to gotovo po pravilu
njen prednji deo, posebno Cesto dovodena u vezu sa depresivnim poremecajem (Drevets

et al 2008).

MoZe se pretpostaviti da to Sto su upravo VRG pacijenti i NRG kontrole dve
krajnosti u pogledu ekstenzivnosti morfoloskih razlike, ukazuje na dvojaki moguci uzrok

takvog nalaza:
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1. Promene su posledica genetske podloZnosti i specificnosti: osobe sa VML
kombinacijom ¢e imati najizraZeniju atrofiju frontalnog reznja, posebno njegovog donjeg
dela. Kontrole nisu sve jednako zasticene i NRG kontrole imaju najve¢i volumen ovih
oblasti kao posledicu svog genetskog profila.

2. Promene su posledica i samog poremecaja, donekle nezavisno od genetskog
profila. Cinjenica da se IRG i NRG pacijenti ne razlikuju znacajno razli¢iti po atrofiji od
VRG pacijenata govori u prilog tome da i kod njih postoji odreden stepen smanjenja
volumena, koji je ipak neSto manjeg intenziteta. Takode, Cinjenica da IRG i VRG kontrole
nisu statisticki znacajno razlic¢ite od NRG kontrola govori u prilog relativnoj, mada nesto

manjoj, ocuvanosti volumena kod ovih kontrola.

Zanimljivo je primetiti da, iako i morfometrija zasnovana na vokselu i debljina sive
mase moZdane kore vizuelizuju sivu masu, rezultati ove dve NMR tehnike se ni najmanje
ne preklapaju. Ovo nije neuobicajeno, opisano je u prethodnih teorijskim radovima

(Winkler et al, 2010) i ukazuje na njihovu komplementarnost.

Svi pacijenti su imali smanjen volumen u levom precentralnom girusu, desnom
gornjem frontalnom girusu i desnom medialnom gornjem frontalnom girusu. Od
pojedinacnih polimorfizama i COMT Met nosioci u odnosu na Val homozigotne kontrole i
BDNF Val homozigoti u odnosu na kontrole Met nosioce, imali su smanjen volumen
desnog gornjeg frontalnog girusa kao i svi pacijenti zajedno, ali ovaj nalaz se ne istice u
akumulacionom modelu, ve¢ je levi superiorni frontalni girus u akumulacionom modelu
smanjenog volumena. To moze znaciti da u desnom superiornom frontalnom girusu L alel
5-HTTLPR ne samo da nema akumulacioni efekat sa BDNF i COMT, ve¢ da potencijalno
ima donekle protektivno svojstvo, dok se atrofija leve strane postiZe samo u uslovima
akumulacije. Uloga ove oblasti joS uvek nije potpuno jasna. Postoje zanimljiva istrazivanja
koja govore da stimulacija prednjeg dela leve suplementarne motorne aree, koja je deo
levog gornjeg frontalnog korteksa (dela koji je atrofiran u akumulacionom modelu, a nije

smanjen kod pojedina¢nih i u ukupnom uzorku) izaziva smeh (Fried et al, 1998).
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Celokupan superiorni frontalni girus odgovoran je za samosvest i samoprocenjivanje

(engl. self-awareness) (Goldberg et al, 2006).

U naSem istrazivanju pacijenti sa Met alelom COMT, izmedu ostalog, imaju
smanjen volumen desne insule. S obzirom na to da je u akumulacionom modelu ovaj nalaz
obostran, moguce je da je ovde akumulacioni model zaista dominantan, ali da u njemu
nemaju svi aleli jednak efekat i da Met alel ima dominantan uticaj na ovu atrofiju kod

pacijenata.

Nasi nalazi pokazuju da pacijenti koji su nosioci L alela imaju smanjen levi srednji
temporalni girus i levi precentralni girus u odnosu na S homozigot kontrole. Takode,
imaju smanjen desni medijalni superiorni frontalni girus i desni anteriorni cingulatni
korteks u odnosu na L homozigote kontrole. Dakle, promene kod ovih pacijenata su
kvalitativno potpuno razli¢ite u odnosu na dve grupe kontrola. MoZemo smatrati da
promene u odnosu na S homozigote predstavljaju dominatno genetske promene, dok
promene u odnosu na L nosioce predstavljaju dominantno promene koje su posledica
samog poremecaja. | zaista je, na primer, atrofija anteriornog cinglatnog korteksa
znacajno ceSce opisivana u literaturi koja je posmatrala depresivne pacijente u odnosu na
kontrole bez analiziranja genetike u odnosu na desni temporalni girus i precentralni girus

koji su znacajno redi nalazi (Kempton, 2011; Laio, 2013).

Nasa studija je prva u kojoj se ispituju integritet sive i bele mase na velikom
uzorku pacijenata sa depresivnim poremecajem uz prateCi generalizovani anksiozni
poremecaj, ili bez njega. Po naSim nalazima obe grupe pacijenata imaju zajednicke
karakteristike cerebralnih promena u ventralnom i medijalnom regionu prefrontalnog
korteksa. Pored toga, imaju i fenotipske specificnosti. Tako su izrazitija kortikalna
oStecenja lateralnih prefrontalnih i parijetalnih regija kod pacijenata koji imaju samo
depresivni poremecaj, dok su izrazitija kortikalna oSte¢enja u anteriornom cingulatnom
korteksu, insuli, temporalnim i okcipitalnim korteksima zabeleZena samo kod pacijenata

sa komorbiditetom GAP. Sto se ti¢e bele mase, samo su pacijenti sa depresijom pokazali
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mikro strukturne promene. One su locirane u superiornom longitudinalnom fascikulusu i
u parahipokampalnom traktu, i povezane su sa stanjivanjem sive mase u inferiornom

parijetalnom reZnju, odnosno hipokampusu.

U poredenju sa kontrolama, i pacijenti sa MDD, i oni sa MDD-GAD pokazali su
stanjivanje korteksa u bilateralnom rostralnom srednjem frontalnom korteksu,
medijalnom frontalnom girusu, i frontalnom polu. NaSi rezultati ponovili su
mnogobrojne prethodne nalaze o sivoj masi u srednjem frontalnom korteksu i kod
pacijenata sa MDD i onih sa GAP jer ovaj region, kao deo ventromedijalnog prefrontalnog
korteksa, podrZzava emocionalne procese, bihejvioralnu inicijativu i motivaciju, i dobro je
poznato da igra kriticnu ulogu u poremecajima raspoloZenja (Shang et al, 2014; Etkin et
al, 2011; Hilbert et al; 2014, Koenigs et al, 2009). S druge strane, dorzolateralni
prefrontalni korteks povezan je sa kognitivnijim aspektima ponasSanja i deo je
frontoparijetalnih neuronskih krugova u mozgu (Brzezicka, 2013). Kod MDD, ukljucenost
parijetalnog reZnja uz lateralni prefrontalni korteks vec¢ je dokazana (Kowatch et al,
1999) i izgleda da je povezana s oslabljenom paznjom i egzekutivhom disfunkcijom kod
ovih pacijenata (Brzezicka, 2013). Parijetalni reZanj je povezan s dorzolateralnim
prefrontalnim korteksom kroz SLF, dugi asocijativni trakt bele mase koji povezuje
perisilvijanov frontalni, parijetalni, i temporalmi korteks (Catani et al, 2002). U poredenju
sa kontrolama, pacijenti sa MDD pokazali su stanjivanje korteksa u oblastima lateralnog
orbitofrontalnog korteksa, inferiornog parijetalnog i supramarginalnog korteksa, kao i
mikrostrukturne promene bele mase u SLF. Stavi$e, utvrden je i odnos izmedu
stanjivanja inferiornog parijetalnog korteksa i oStecenja SLF, Sto ukazuje da prekid veze
u frontoparijetalnom neuronskom krugu igra vaznu ulogu u MDD Sto je nedavno i
pokazano velikom meta analizom (Kaiser et al, 2015). U skladu sa ovim, u nekoliko studija
sa DTI zabeleZen je oslabljeni integritet bele mase u frontalnom regionu (Li et al, 2007;Ma
et al, 2007), subgirusnom i angularnom girusnom parijetalnom reznju (Ma et al, 2007), i

inferiornom parijetalnom delu SLF (Zou et al, 2008).
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Jedan od najceS¢ih nalaza u istraZivanju depresivnog poremecaja (Sheline et al,
2003; Campbell et al, 2004; Sheline et al, 1996) registrovali smo i u naSem uzorku, te su
pacijenti sa MDD pokazali smanjene zapremine sive mase u hipokampusu i smanjeni
integritet parahipokampusnog trakta bele mase u poredenju sa kontrolama. Kada su
regioni mozga u pitanju, ako se porede i sa pacijentima sa MDD i sa zdravim kontrolama,
pacijenti sa MDD-GAP u naSem istraZivanju pokazuju dodatno stanjivanje desnog
medijalnog orbitofrontalnog girusa, inferiornog frontalnog girusa, desnog fuziformnog
girusa, levog temporalnog pola i levih lateralnih okcipitalnih korteksa. Medutim, u nasoj
studiji, manifestno je vece oStecCenje sive mase kod pacijenata sa MDD-GAP u poredenju sa
pacijentima sa MDD u parametrima verteksne analize kortikalne debljine (mereno voksel
tehnikom) nego na regionalnom nivou (ekstrakcija mere kortikalne debljine) i ukljucene
su dodatne promene u rostralnom anteriornom cingulatnom korteksu, insuli,

precentralnom girusu, superiornom i inferiornom parijetalnom reznju i prekuneusu.

Ovaj dodatni model atrofije sive mase koji smo zabelezili kod pacijenata sa MDD-
GAD konkretno oslikava anatomski neuronski krug anksioznosti. Ukratko, registrovanje i
reaktivnost na negativni emocionalni nadrazaj obavlja se u insuli (a ne u amigdali), Sto je
klju¢na limbicka struktura (Carson i Mujica-Parodi, 2010). Ovaj region mozZe da usmeri
aktivnost u hipokampus (da se zabeleZe emocionalne i kontekstualne uspomene) i u
senzorni korteks (kao Sto je motorni- precentralni girus i vizuelni- fuziformni i lateralni
okcipitalni korteksi). Dalje pracenje i procena negativnih nadraZaja obavlja se u
anteriornom cingulatnom korteksu i dorzalno/medijalnom prefrontalnom korteksu.
Angazovanje ovih struktura dovodi do detaljne procene i svesnog poimanja emocionalnog
nadraZaja Sto ne mogu subkortikalne strukture. Ovi regioni, za uzvrat, daju povratnu
informaciju za regulisanje primereno kontekstu, sto moze da dovede do inhibicije ili
pojacanja limbicke obrade (Etkin, 2010). MoZe se pretpostaviti da kod pacijenata sa MDD-
GAP ova emocionalna obrada ne moZe propisno da se registruje u insuli, niti moZe da se
modulira kortikalnom kontrolom odozgo nadole (zbog atrofije anteriornog cingulatnog i

prefrontalnog korteksa), Sto dovodi do prekomerne obrade od strane senzornih korteksa,
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i odsustva inhibicije straha do ¢ega dolazi u periodima anksioznosti. Sto je izraZenija
atrofija sa svake strane ovog neuronskog kruga, izraZenija jei ova disregulacija (Shang

etal, 2014).

MDD vs HC

MDD-GAD vs MDD
31

Slika 3. Distribucija smanjenja debljine sive mase (obeleZene plavo) i oStecenja puteva bele
mase (obeleZene zeleno) kod: Prvi red - depresivni bez GAP u odnosu na kontrole; Drugi red -
depresivni komorbiditetni sa GAP u odnosu na kontrole; Tre¢i red - depresivni komorbiditetni

sa GAP u odnosu na depresivne bez GAP

U naSem istrazivanju, u poredenju sa kontrolama, samo su pacijenti sa MDD
pokazali abnormalnosti u beloj masi u desnom parahipokampusnom traktu i bilateralno

u SLF, dok kod pacijenata sa MDD-GAP nije bilo promena u beloj masi. Priroda oSte¢enja
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bele mase u MDD i dalje je predmet diskusija. Ve¢ina ispitivanja MDD na autopsijskom
materijalu obavljana je na prefrontalnom korteksu i zabeleZeno je smanjenje veliCine
neurona i smanjenje broja i gustine glije (Cotter et al, 2002), gustine oligodendrocita
(Uranova et al, 2004) i oSteCenja mijelina u dorzolateralnom i ventromedijalnom
prefrontalnom korteksu (Regenold et al, 2007). U izvesnom broju ovakvih postmortem
ispitivanja zabeleZena je inflamacija kao patoloski marker ishemijskih lezija kod ovih
pacijenata Sto je iSlo u prilog teoriji depresije kao vaskularnog problema (Thomas et al,
2002a; Thomas et al, 2002b). Duboki hipertinteziteti bele mase nadeni su ceS¢e kod
pacijenata nego kod kontrola (O'Brien et al, 1996) i povezani su sa tezim oblikom bolesti,
kognitivnim deficitima i loSijim odgovorom na antidepresive (Heiden et al 2005; losifescu
et al, 2005; Videbech et al, 2004). Medutim, u naSem istrazivanju pazljivo smo iskljucili
pacijente sa hipertintezitetima WM vidljivim na sekvencama T2. Prema tome, iako nismo
mogli da isklju¢imo mikrovaskularnu prirodu osSte¢enja bele mase kod depresivnih
pacijenata, oStecenje koje smo zabeleZili kod pacijenata sa MDD po svoj prilici oslikava
gubitak aksona ili mijelina zbog primarnog oStecenja bele mase ili sekundarnog oStecenja

usled atrofije sive mase (Basser and Pierpaoli, 1996).

Nasa studija potvrdila je nalaze prikazane u velikoj ve¢ini dosadasnjih istrazivanja
- znacajno CeScu hipoehogenost rafe jedara kod depresivnih pacijenata u odnosu na
kontrole (Tabela 13). NaSe istrazivanje razlikuje se po tome Sto je najvece do sada

uradeno i Sto je ukljucilo i genetske faktore.
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Tabela 11.Dosada uradena istrazivanja ehogenosti rafe jedara u depresiji

[straZivanje Broj ispitanika

(depresivni+kontrole)
Becker et al, 1994. 20+20
Becker et al, 1995. 40+40
Steele et al, 2005. 15+14
Walter et al, 2007. 37+50
Walter et al, 2007. 40+55
Budisi¢ et al, 2010. 31+40
Ghourchian et al, 2014. 30+30
Zhang et al, 20515. 41+43

Jo$ uvek nije u potpunosti jasan uzrok ovog nalaza, ali jedna od mogucnosti je
poremecaj mikroarhitekture rafe jedara (Becker et al, 2001). U prilog strukturnoj
patologiji kao osnovi nalaza ide i istrazivanje koje je pokazalo povecanje intenziteta
signala srednje linije moZdanog stabla na «T2-weighted» NMR kod depresivnih pacijenata
u poredenju sa kontrolama (nalaz i u studijama bipolarnog poremecaja (Berg et al, 1999).
Ne postoji direktna korelacija ehogenosti rafe i teZine depresivne epizode ili poremecaja
(Becker et al, 1994; Becker et al, 1995; Walter et al, 2007a; Walter et al, 2007c), te su
Walter i saradnici (Walter et al, 2007a) predlozili da nalazi ultrasonografije potencijalno

ukazuju na vulnerabilnost za razvoj depresije.

Rafe jedra su centar serotonergickih neurona i pretpostavlja se da ehogenost rafe
ukazuje na intenzitet serotoninske (5-HT) transmisije (Meyer et al, 2006). Tako su
serotoninski neuroni u dorzalnom i medijalnom rafe nukelusu glavni izvor ascendentnih
5-HT projekcija u prednji mozak, limbicki sistem, strijatum i druge kortikalne regije
(Becker et al, 2001; Brooks and Piccini, 2006). Studija sa «single photon emission
computed tomography» srpski pronaSla je smanjeno vezivanje za 5-HT 1A receptor u rafe

jedrima (Malison et al, 1998), dok su druge studije nasle smanjenu dostupnost serotonina
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u rafe kod depresivnih pacijenata (Drevets et al, 1999; Parsey et al, 2006). Patoanatomska
studija dorzalnog rafe nukleusa pokazala je smanjenje 5-HT 1A receptora kod
depresivnih osoba koje su izvrSile suicid (Arango et al, 2001). Do sada jedina klinicka veza
serotoninskog sistema sa nalazom ehogenosti rafe pokazala je da smanjena ehogenost
ukazuje na bolji terapijski odgovor na ihibitore ponovnog preuzimanja serotonina (SSRI)
sa pozitivnom vrednoScu predikcije 88% (Walter et al, 2007a). Ipak, i pored svega ovoga
treba imati u vidu da srednja linija mezencefalona koja se vidi na preseku
transkranijalnom ultrazvu¢nom sonografijom predstavlja regiju gde se pored
serotoninski nalaze i bidirekcioni putevi koji su centralne komponente bazalnog
limbickog sistema (Becker et al, 2001). Dakle, poremecaj ehogenosti koji se uo¢avam
moZe biti uzrokovan poremecajem serotoninske transmisije, ali i bazalnog limbickog

sistema.

Slika 4. Normalan nalaz rafe
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Slika 5. Hipoehogen nalaz rafe

U naSem istrazivanju otisli smo korak dalje i pokusali da utvrdimo koji klinicki ili
genetski faktori predvidaju hipoehogen nalaz rafe. BDNF Val66Met i COMT Val158Met
funkcionalni polimorfizmi u nasem uzorku nisu se pokazali kao znacajni. NaZalost, zbog
veli¢ine uzorka nismo mogli da radimo model akumulacije ili interakcije. NaSi pacijenti
koji su homozigoti za S alel imali su znacajno ¢eS¢i nalaz hipoehogenosti od pacijenata L

nosioca (p=0,048).

Uradili smo diskriminantnu analizu koja je pokazala da su znacajni prediktori
hipoehogenosti rafe kombinovano prisustvo komorbidnog anksioznog poremecaja, visoki
skorovi na pitanju 5 HAMA upitnika (poremecaj koncentracije i memorije) i

homozigotnost za S alel 5-HTTLPR polimorfizma.

Komorbiditet anksioznih poremecaja bio je skoro dvostruko ces¢i kod pacijenata

sa hipoehogenos$¢u u odnosu na pacijente sa normalni nalazom. Ipak, ova razlika zbog
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velicine uzorka nije dostigla statistiCku znacajnost. SliCan nalaz je zabeleZen i u
prethodnom istraZivanju koje je posmatralo depresivni poremecaj u Parkinsonovoj
bolesti. Naime, i tu je anksioznost bila znacajno ceS¢a kod pacijenata sa hipoehogenos¢u
rafe (41% u odnosu na 29%) (Stankovi¢ et al, 2015). Ovome u prilog ide i istraZivanje
koje je pokazalo smanjenu serotoninsku aktivnost i u anksioznim poremecajima, kao i u
depresivnim (Eison and Eison, 1994). Poznato je da je dorzalni rafe nukleus aktiviran
stimulusima koji izazivaju anksioznost i da je povezan sa strukturama prednjeg mozga
koje kontroliSu anksioznost (Lowry et al, 2008). Pored anksioznosti, ukljucili smo i S
homozgiot 5-HTTLPR u analizu. Pokazano je da ovaj alel utice na transkripciju
serotoninskog transportera smanjujuci ekspresiju gena za ovaj transporter (Praschak-
Rieder et al, 2007). Pored vel opisane povezanosti ovog alela sa depresivnim
poremecajem, on je povezivan i sa povecanom podloZnoS¢u za generalizovani anksiozni
poremecaj(You et al, 2005) i socijalni anksiozni poremecaj (Reinelt et al, 2014). Lesch i
saradnici (Lesch et al, (1996) prvi su ukazali na povezanost S alela i depresivnih,
anksioznih i agresivnih crta licnosti. Neke studije povezale su S alel sa slabljenjem radne
memorije (Weiss et al, 2014), kao i pamcenja kod Zena (Price et al, 2013). Tu upravo
moZe biti veza sa naSim nalazom - pored anksioznosti i S alela, kao faktor koji povecava
predikciju pojave hipoehogenosti registrovali smo i skor 5 u HAMA upitniku (problemi sa

koncentracijom i memorijom).

Dakle, kada uzmemo ove kliniCke i genetske parametre u kombinaciji sa
transkranijalnim ultrazvukom vidimo da pacijenti sa depresivnim poremecajem i
hipoehogenos¢u rafe jedara mogu predstavljati zasebnu podgrupu sa specificnim
fenotipom i genotipom. Taj genotip karakteriSe S alel homozigot za 5-HTTLPR
funkcionalni polimorfizam, a fenotip se karakteriSe ¢eS¢im komorbiditetom anksioznog
poremecaja i slabijom koncentracijom i pamcéenjem.

Nase istrazivanje ima nekoliko ogranicenja. Ima relativno mali uzorak. To je

posebno doslo do izraZaja sa podelom grupe pacijenata i kontrola na po tri podgrupe od

kojih je najmanja imala 13 ispitanika.
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Drugo ograniCenje je delimicna nehomogenost intermedijerne i nisko rizi¢ne
grupe. Idealno bi bilo da naSe istrazivanje ima 8 grupa sa svim potencijalnim
interakcijama, ali smo se, usled nedovoljnog broja ispitanika, odlucili za kompromisno
reSenje akumulacionog modela gde je samo visoko rizicna grupa potpuno homogena,
nisko rizi¢na grupa dominatno homogena, ali ne potpuno, i intermedijerna grupa potpuno

heterogena.

Pored toga, napravili smo joS jedno kompromisno reSenje u naSem modelu: alele
smo delili na dve varijante, homozigote i nosioce, dok bi preciznije bilo da su se sastojali iz
tri grupe: homozigot za jedan alel, heterozigot i homozigot za drugi alel. Opet, zbog broja

ispitanika morali smo da se odlu¢imo na ovaj potez.

Neujednacenost kontrola u odnosu na pacijente u obrazovnom statusu je jedini
znacajniji sociodemografski faktor koji je mogao da utiCe na krajnje rezultate. Ipak,
ujednacenost u toj oblasti, kada se porede podgrupe pacijenata medusobno ili odvojeno
podgrupe kontrola, medusobno je donekle umanjilo ovaj efekat jer je na$ primarni cilj

upravo bio utvrdivanje razlika medu pacijentima, a ne u odnosu na kontrole.

U naSem istraZivanju nismo razmatrali uticaj terapije na rezultate. S obzirom na
veliki broj razlic¢itih lekova koje su nasi pacijenti u vecini slucajeva primali, smatrali smo
da bi to bilo nemoguce uciniti, a da se dobiju bilo kakvi verodostojni rezultati.
Mnogobrojna istrazivanja pokazuju da antidepresivi mogu imati uticaj na morfologiju
mozga te ovo predstavlja ogranicenje naSeg istrazivanja (Gudayol i Ferre, 2015).

Nismo razmatrali uticaj poremecaja li¢nosti. Postojanje komorbiditeta sa
poremecajima licnosti moze uticati na tezinu klinicke slike, odgovor na antidepresive i na
morfologiju. Zbog svega toga bi ova mera bila dobrodoSla u analiziranju rezultata
morfoloskih, genetskih i klinickih rezultata i nedostatak ove dijagnostike je ogranicCenje

ovog istrazivanja.
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Pozitivan nalaz herediteta moZe se smatrati dominantno verodostojnim, ali postoji
mogucnost da su pacijenti bolje obaveSteni o svom hereditetu zbog svoje bolesti i
posledi¢ne vece zainteresovanosti za takve informacije u odnosu na kontrole. Ipak, ovaj
faktor ne bi trebalo da uti¢e na visoku razliku u hereditetu medu ispitivanim grupama

pacijenata.

NasSe istrazivanje je prvo koje je izucavalo uticaj akumulacije viSe od dva alela
funkcionalnih polimorfizama u depresivnhom poremecaju. KoriS¢enjem tri razlicite NMMR
tehnike i transkranijalne ultrazvucne sonografije, dobijena je opseZna morfoloska slika
kojom su analizirani uticaji kako svakog alela ponaosob, tako I u akumulaciji sa drugim
alelima. Ovakav pristup kompleksnom analiziranju depresivhog poremecaja kao
poligenetskog oboljenja znacajno usloZnjava metodologiju, ali I doprinosi verodostojnosti
rezultata i smanjivanju verovatnoce lazno pozitivnih nalaza usled vece homogenosti
grupa pacijenata i kontrola na osnovu objektivnih parametara kao Sto je genetski profil (u

odnosu na dosada najceSce koriS¢en subjektivni pristup psihijatrijske dijagnoze).
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6. Zakljucci

1. Utvrdeno je da je Val homozigot BDNF Val66Met znacajno CeSc¢i kod pacijenata u
odnosu na kontrole.

2. U naSem uzorku, nijedna varijanta COMT Vall156Met nije statisticki znacajno ces¢a
kod pacijenata u odnosu na kontrole ili obrnuto. Osobe koje su Met nosioci su bile
cesc¢i kod pacijenata u odnosu na kontrole, ali su rezultati bili na ivici statisticke
znacajnosti.

3. Kada se posmatra gen za serotoninski transporter, L nosioci su bili ces¢i kod
pacijenata sa depresivnim poremecajem u odnosu na kontrole, ali je i ovde razlika
na nivou trenda.

4. Trostruka kombinacija BDNF Val homozigot/COMT Met nosilac/SERT L nosilac
(VML) je bila visoko statisticki znacajno c¢eS¢a kod pacijenata u odnosu na
kontrole. Ova kombinacija nam je posluZila za pravljenje akumulacionog modela i
daljeg izucavanja uticaja interakcije ova tri alela. Dve grupe, koje smo nazvali
Visoko rizi¢ne grupe, su grupa pacijenata i grupa kontrola sa VML kombinacijom.
Dve grupe, pacijenti i kontrole sa bilo koja dva od tri alela iz VML kombinacije, smo
nazvali Intermedijarne grupe (IG). Poslednje dve grupe su cinili pacijenti ili
kontrole sa jednim ili nijednim alelom iz VML kombinacije i nazvane su Nisko
rizicne grupe (NRG). Ovu podelu smo nazvali akumulacioni model jer je zasnovana
na neselektivnoj akumulaciji alela koje smo definisali kao rizicne.

5. Visoko rizi¢na grupa je imala znacajno veci hereditet u odnosu na intermedijernu i
nisko rizi¢nu grupu grupa.

6. Nisko rizi¢na grupa pacijenata je imala znacajno viSe skorove na 11 pitanju
(razdraZzljivost) Bekovog upitnika depresivnosti u odnosu na visoko rizi¢ne

pacijente.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

Visoko rizicna grupa je imala izraZeniju dnevnu varijaciju raspoloZenja (pitanje
broj 18 u HAMD-21) u odnosu na nisko rizi¢nu grupu.

Tri Cesta nalaza u istrazivanjima depresivnog poremecaja su bila pozitivna i u
naSem uzorku. Svi pacijenti posmatrani zajedno su imali CeS¢i hereditet,
zlostavljanje u detinjstvu i enurezu u odnosu na kontrole.

NasSe istraZzivanje je naSlo da i visoko rizi¢ni i nisko rizi¢ni pacijenti imaju
poremecaj mikrostrukture bele mase u korpusu kalozumu (posebno izrazeno u
telu korpusa kalozuma) u odnosu na visoko rizicne kontrole i to u vidu smanjenja
frakcione anizotropije. Ovaj nalaz upucuje na potencijalne razloge rezilijentnosti
visoko rizi¢nih kontrola.

Visoko rizi¢ni pacijenti imaju stanjenu sivu masu moZdane kore obostrano u
rostralnim srednjim frontalnim girusima u odnosu na visoko rizi¢ne i nisko rizi¢ne
kontrole. Ova oblast je deo dorzolateralnog prefrontalnog korteksa i moZe
ukazivati na specificne patoloske mehanizme nastanka depresije u ovoj podgrupi.
Visoko rizini pacijenti imaju stanjenje sive mase u desnom lateralnom
okcipitalnom girusu u odnosu na visoko rizicne kontrole. Ovo moze ukazivati na
uzrok rezilijentnosti visoko rizicnih kontrola, ali i na patoloSke mehanizme
pacijenata iste grupe.

[ visoko rizi¢ni i nisko rizi¢ni pacijenti imaju istanjen levi donji parijetalni korteks
u odnosu na samo nisko rizi¢ne kontrole. Ovaj nalaz potencijalno ukazuje na uticaj
ove genetske kombinacije u protektivnom smislu na levi donji parijetalni korteks.
Visoko rizi¢ni pacijenti imaju obostrano smanjen volumen u donjem frontalnom
korteksu, srednjem orbito frontalnom girusu i insuli, kao i u levom superiornom
frontalnom girusu, levom srednjem cingularnom korteksu i levom donjem
temporalnom girusu u odnosu na nisko rizicne kontrole. Dakle upravo
najzasSti¢enije oblasti nisko rizi¢nih kontrola (dominantno u prednjem mozgu) su
najizloZenije atrofiji kod visoko rizi¢nih pacijenata.

[ pacijenti sa komorbiditetom depresivnhog i generalizovanog anksioznog

poremecaja i depresivni pacijenti bez tog komorbiditeta imaju zajednicke
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15.

16.

17.

karakteristike cerebralnih promena u ventralnom i medijalnom regionu
prefrontalnog korteksa. Pored ovih promena, postoje i promene koje su specificne
za svaku grupu i posledica fenotipske specificnosti. Pacijenti koji boluju samo od
depresivnog poremecaja imaju kortikalna oSteCenja lateralnih prefrontalnih i
parijetalnih regija, kao i mikrostrukturne promene locirane u superiornom
longitudinalnom fascikulusu i u parahipokampalnom traktu. Pacijenti sa
komorbiditetom imaju kortikalna oSte¢enja u anteriornom cingulatnom korteksu,
insuli, temporalnim i okcipitalnim korteksima.

Depresivni pacijenti imaju znacajno ¢eS¢u hipoehogenost rafe jedara u odnosu na
kontrole. Znacajni prediktori hipoehogenosti rafe su kombinovano prisustvo
komorbidnog anksioznog poremecaja, visoki skorovi na pitanju 5 HAMA upitnika
(poremecaj koncentracije i memorije) i homozigotnost za S alel 5-HTTLPR
polimorfizma. Dakle naSe istraZivanje je pokazalo da odredeni pacijenti imaju vecu
verovatnocu da ispolje ovaj nalaz, ukazujuci na potencijal da ova metoda ukaZe na
patoloske podgrupe depresivnog poremecaja.

BDNF Val66Met i COMT Val158Met funkcionalni polimorfizmi nisu pokazali uticaj
na ehogenost rafe jedara.

Nase istrazivanje je pokazalo da je model izu¢avanja depresivnog poremecaja kroz
genetske akumulacije ili interakcije obecavaju¢i i da ima potencijal da prikaZe
suptilne, ali potencijalno etioloSki, patoloski i terapijski znacajne razlike medu
samim depresivnim pacijentima ili ukaZe na faktore koji uti¢u na rezilijentnost

nebolesne populacije.
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	Konačna verzija sa zahvalnicom 07.04. copy.pdf
	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf

