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Analiza fosforilacije glukokortikoidnog receptora u limfocitima zdravih ljudi i

pacijenata sa akutnom epizodom depresivnog poremecaja

Rezime

Depresivni poremecaj (DP) je multifaktorijalno oboljenje, Siroko rasprostranjeno
U svetu, I rasvetljavanje mehanizama koji su u osnovi ovog poremecaja predstavlja
jedan od najveéih izazova biomedicinskih istrazivanja danasnjice. Narusena funkcija
hipotalamo-hipofizno-adrenalne  (HHA) ose, kao i signalizacija  preko
glukokortikoidnog receptora (GR), Cest su nalaz kod pacijenata sa DP-om. Takode,
odredeni stepen disfunkcije HHA ose i samog GR-a uocavaju se i kod zdravih ljudi i
pretpostavlja se da to predstavlja jedan od faktora rizika za razvoj klinicke depresije. S
druge strane, uspeSno leCenje pacijenata sa depresijom, praceno je normalizacijom
aktivnosti HHA ose i funkcije GR-a.

GR je ligand-zavisan transkripcioni faktor, koji nakon vezivanja glukokortikoida
(krajnjih produkata aktivnosti HHA ose) prelazi iz citoplazme u jedro gde reguliSe
ekspresiju velikog broja gena. Vazan nacin regulacije funkcije GR-a postize se
njegovom fosforilacijom koja je posredovana aktivnos¢u kinaza, koje se aktiviraju u
odgovoru na razli¢ite ¢elijske signale. Fosforilacija GR-a na serinu 211 (S211) stimulise
ulazak receptora u jedro i generalno se smatra biomarkerom njegove povecane
transkripcione aktivnosti, dok je za fosforilaciju GR-a na serinu 226 (S226), koja je
posredovana c-Jun N-terminalnim kinazama (eng. c-Jun N-terminal kinases, JNK),
pokazano da inhibira njegovu transkripcionu aktivnost i stimuliSe izlazak GR-a iz jedra
u citoplazmu.

Medu genima stimulisanim glukokortikoidima su GILZ (eng. glucocorticoid-
induced leucine zipper, GILZ), vazan posrednik anti-inflamatornih efekata GR-a, i
FKBP5 (eng. FK506 binding protein 5, FKBP5), koji ima vaznu ulogu u ograni¢avanju
glukokortikoidne signalizacije u ¢eliji, spre¢avajuci translokaciju GR-a iz citoplazme u

jedro.



Imaju¢i na umu prethodno pomenuto, u ovoj doktorskoj disertaciji ispitano je
slede¢e: 1) da li postoje razlike u fosforilaciji GR-a izmedu pacijenata sa akutnom
epizodom depresije u odnosu na zdrave kontrole; 2) da li postoji povezanost izmedu
nivoa fosforilacije GR-a i nivoa trenutnih negativnih emotivnih stanja u okviru grupe
zdravih kontrola; 1 3) da li dolazi do promene u fosforilaciji GR-a tokom terapije
pacijenata sa depresijom.

Kod zdravih kontrola i pacijenata sa akutnom epizodom DP-a analizirana je
fosforilacija GR-a na S211 i S226 u limfocitima periferne krvi, a osim prac¢enja same
fosforilacije GR-a, ispitani su i ukupni nivoi GR-a u citolazmi i jedru, nivoi ukupne i
aktivirane JNK1, kao i nivoi GILZ-a i FKBP5 u citoplazmi. Kod svih ispitanika izmeren
je i nivo jutarnjeg kortizola, kao indikatora bazalne aktivnosti HHA ose. Nivoi trenutnih
negativnih emotivnih stanja u okviru grupe kontrola odredivani su Skalama depresije,
anksioznosti i stresa. Takode, parametri glukokortikoidne signalizacije za koje je bilo
pokazano da su razli¢iti izmedu grupe zdravih subjekata i pacijenata sa akutnom
epizodom depresije, analizirani su i kod grupe depresivnih pacijenata koje smo pratili
tokom lecenja putem ponovljene transkranijalne magnetne stimulacije (eng. repetitive
transcranial magnetic stimulation, rTMS) kao adjuvantne metode uz redovno propisanu
terapiju antidepresivima. Nivoi proteina su analizirani metodom Western blot. Svi
podaci su obradeni odgovaraju¢im statistiCkim testovima.

Kod pacijenta sa akutnom epizodom depresije nivo jutarnjeg kortizola bio je
povisen u odnosu na kontrole ukazuju¢i na naruSenu aktivnost HHA ose. Kod
depresivnih pacijenata pokazan je poviSen nivo fosforilacije GR na S226, i u manjoj
meri na S211, §to je rezultiralo manjim odnosom fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u
jedru limfocita, u poredenju sa kontrolama. Ovaj rezultat je ukazivao da izmenjena
fosforilacija GR-a moze doprinositi smanjenoj funkciji receptora kod pacijenata sa DP-
om. lako nisu postojale razlike u nivoima jedarnog GR-a, depresivni pacijenti su imali
povecan nivo GR-a u citoplazmi u odnosu na kontrole, §to je ukazivalo na smanjenu
translokaciju GR-a u jedro. PoviSen nivo GR-a u citoplazmi kod pacijenta sa DP-om
pozitivno je korelisao sa nivoom fosfo-GR-5226 u jedru, sugerisuci da bi izmenjena
fosforilacija GR na S226 mogla bar delimi¢no doprineti povecanoj translokaciji GR-a iz

jedra u citoplazmu.



lako promene u fosforilaciji GR-a na S226 kod pacijenta sa DP-om nisu bile
statisticki znacajno povezane sa promenama u nivou aktivirane JNK1 (fosfo-JNK1) u
jedru, naSe analize su pokazale da su pacijenti sa depresijom imali smanjen nivo ukupne
JNKI i trend povecanja aktivirane JNK1 u jedru limfocita.

Nivo FKBP5 u citoplazmi limfocita bio je znacajno visi kod pacijenata sa
depresijom, uprkos smanjenom odnosu fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u jedru. Takode,
nivo FKBP5 je pozitivno korelisao sa nivoom GR-a u citoplazmi, $to je ukazivalo na to
da pored fosforilacije GR-a, FKBP5 bi mogao biti jo$ jedan faktor koji dopronosi
smanjenoj translokaciji GR-a u jedro i narusenoj glukokortikoidnoj signalizaciji kod
pacijenata sa DP. Promene u nivou GILZ proteina nisu bile uocene.

U okviru grupe kontrolnih ispitanika, kod Zena je uocena pozitivna povezanost
izmedu nivoa jedarnog GR-a fosforilsanog na S226 u limfocitima periferne krvi i nivoa
trenutnih samoprocenjenih simptoma depresije, anksioznosti i stresa, kao i negativna
povezanost izmedu odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u jedru i nivoa simptoma
depresije. Ovo je sugerisalo da odreden stepen izmenjene fosforilacije GR-a moze
postojati i kod klini¢ki zdravih ljudi, sa povecanjem nivoa negativnih emotivnih Stanja, i
predstavljati poveéan rizik za oboljevanje od depresije, barem kod Zena.

U grupi pacijenata pracenih tokom lecenja rTMS-om, sa poboljSanjem
depresivne simptomatologije doSlo je do povecanja odnosa izoformi fosfo-GR-
S211/fosfo-GR-S226 u jedru, a smanjenja nivoa FKBP5 u citoplazmi limfocita
periferne krvi, $to je ukazivalo na oporavak funkcije GR-a paralelno sa izle¢enjem od
depresije.

Rezulatai ove doktorske teze govore u prilog tome da izmenjena fosforilacija
GR-a moze doprineti boljem razumevanju naruSene funkcije GR-a u depresivnom
poremecaju. Takode, ovi rezulti predlazu fosforilaciju GR-a na S226 i odnos fosfo-GR-
S211/fosfo-GR-S226 kao potencijalne biomarkera za lak$e postavljanje dijagnoze DP-a,
a takode i za otkrivanje osoba pod rizikom za DP (barem kod Zena), kao i za praceneje

oporavka od depresije.

Kljuéne reci: depresivni poremecaj; fosforilacija glukokortikoidnog receptora; JNK;

FKBP5; GILZ; simptomi depresije, anksioznosti i stresa kod zdravih ljudi.
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Analysis of lymphocyte glucocorticoid receptor phosphorylation in healthy

subjects and patients with current episode of depressive disorder

Abstract

Major depressive disorder (MDD) is a multifactorial illness that affects people
across the globe and uderstanding mechanisms underlying this disorder represents a
major challenge of biomedical research today. One of the most consistent findings
among patients with MDD is dysfunctional hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis,
caused by altered function of the glucocorticoid receptor (GR). In healthy population,
individuals with impaired HPA axis and GR function are also observed, and these
features are believed to represent increased risk factors for depression. On the other
hand, successful antidepressant treatments ameliorate many of the neuroendocrine
disturbances observed in depression.

The GR is ligand-activated transcriptional factor that apon glucocorticoid
binding (glucocorticoids are end products of HPA axis activity) translocate from the
cytoplasm to the nucleus where it modulates the expression of wide variety of genes.
Phoshorylation of the GR, mediated by activity of diverse cellular kinases, is imprtant
way of regulating GR function. The GR phosphorylation at S211 promotes GR
translocation to the nucleus and enhances its transcriptional activity, while GR
phosphorylation at S226, mediated by c-Jun N-terminal kinases (JNK), inhibits its
transcriptional activity and promotes GR nuclear export.

Some of myriad of genes whose expression is stimulated by the GR are
glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ), an important mediator of glucocorticoid
anti-imflamatory actions, and FK506 binding protein 5 (FKBP5), which is a part of an
intracellular ultra-short negative feedback loop for GR activity.

Bering on mind the previously mentiond, the aims of this doctoral dissertation
were to analyse the following: 1) a possible diffrences in the GR phosphorylation
between currently depressed patients and controls; 2) a possible relations of the GR

phosphorylation with current reports of negative affective states in healty subjects; and



3) possible changes in the GR phosphorylation during the follow-up of treatment of
depressed patients.

In patients with current MDD episode and controls, the phosphorylations of GR
at S211 (phospho-GR-S211) and S226 (phospho-GR-S226) were analized in
lymphocytes of periferal blood, along with total levels of GR in the cytoplasm and the
nucleus, total and activated levels of INK1, as well as levels of GILZ and FKBP5 in the
cytoplasm. In all patients, the morning cortisol levels were analysed as well. The current
reports of negative affective states in healty subjects were assessed by Depression
Anxiaty Stress Scale (DASS). Additionally, parameters that were shown to differ
between the healthy and subjects with current depressive episode were also analyzed in
small group of patients followed up during the repetitive transcranial magnetic
stimulation (rTMS) as an adjuvant method along with their regular antidepressant
therapy. The levels of desired proteines were measured using Western blot technique.
All data were analised by corresponding statistical tests.

The morning cortisol levels were higher in MDD patients indicating impared
negative feedback of HHA axis. The patients with current depressive episode showed
significantly higher phosphorylation of lymphocyte nuclear GR at S226, and to lower
extend at S211, and consequently lower phospho-GR-S211/phospho-GR-S226 ratio
compared to the healthy subjects. This result was implying that reduced function of GR
found in MDD patients could be a consequence of altered GR phosphorylation.
Although there were no differences in the levels of total nuclear GR, the levels of GR in
the cytoplasm were higher in depressed patients compared to controls suggesting
reduced GR translocation to the nucleus. The increased cytosolic GR levels could be at
least partly related to elevated phosphorylation of the GR at S226 which contributes to
GR export from the nucleus to the cytoplasm.

Although the alterations of GR phosphorylation at S226 were not significantly
related to alterations in levels of activated JNK1, the depressed patients in our sample
had reduced lymphocyte nuclear JNK1 levels and a trend of increased levels of
activated JNK1 (phospho-JNK1).

The levels of lymphocyte cytosolic FKBP5 were significantly higher in the
patients’ group, although the nuclear phospho-GR-S211/phospho-GR-S226 ratio was

lower. Also, the levels of FKBP5 positively correlated with levels of cytosolic GR,



implying that increased FKBP5 could be one more factor, besides GR phosphorylation,
contributing to the reduced GR translocation in patients’ lymphocytes and impaired GR
signalization. Regarding the levels of GILZ protein, there were no differences between
the patients and controls.

Concerning the healthy group, in women, there was a positive correlation
between levels of lymphocyte nuclear phospho-GR-5226 and all DASS scores (i.e.
symptoms of depression, anxiety and stress), while phospho-GR-S211/phospho-GR-
S226 ratio was negatively correlated with reports of depression. These findings
suggested that impaired GR phosphorylation may also be observed in healthy
population, in relation to their negative affective states, and represent a risk factor for
later MDD, at least in women.

In the follow-up study of patients treated with rTMS, it was shown that
improvement of depressive symptomatology was accompanied by elevation of nuclear
phospho-GR-S211/phospho-GR-S226 ratio and decrease of cytoplasmic FKBP5 levels
in lymphocytes suggesting that recovery from depression is accompanied by
improvement of the GR signalling.

In conclusion, the results of this doctoral dissertation support the assumption
that altered GR phosphorylation could contribute to impaired GR function related to the
pathophysiology of MDD. Also, these findings propose the GR phosphorylation at S226
and the ratio of phospho-GR-S211/phospho-GR-S226 as promising candidate
biomarkers for easier diagnosis of patients with current depressive episode, as well as
identification of individuals at MDD risk (at least females) and the follow-up of

improvement in depressive symptoms during antidepressant treatment.

Keywords: major depressive disorder; phosphorylation of glucocorticoid receptor;

JNK; GILZ; FKBP5; symptoms of depression, anxiety and stress in healthy subjects.
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SKRACENICE

ACC —anteriorni cingulatni korteks (eng. anterior cingulate cortex)

ACTH — adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotrophic hormone)

AF — transaktiviraju¢i domen (eng. activation function)

AP-1 — protein aktivator 1 (eng. activator protein-1)

ATF2 — aktivirajudi transkripcioni faktor 2 (eng. activating transcription factor 2)

ATP — adenozin trifosfat (eng. adenosine-triphosphate)

BDNF — neurotrofni mozdani faktor (eng. brain derived neurotrophic factor)

CAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat (eng. cyclic adenosine monophosphate)

CBP — protein koji se vezuje za CREB (eng. cyclo-AMP responce element binding
protein)

CDK - ciklin-zavisna kinaza (eng. cyckin dependent kinase)

CREB - eng. cAMP response element-binding

CRH — kortikotropni oslobadajuci hormon (eng. coticotropin-releasing hormone)

DASS — Skale depresije, anksioznosti i stresa (eng. Depression, anxiety and stress
scales)

DBD — domen zaduzen za vezivanje za DNK (eng. DNA binding domain)

DEX — deksametazon (eng. dexamethasone)

DLPFC — dorzolateralni prefrontalni korteks (eng. dorsolateral prefrontal cortex)

DP — depresivni poremecaj

DSM — Dijagnosticki i statisti¢ki priru¢nik za mentalne poremecaje (eng. Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders)

DST - test supresije deksametazonom (eng. dexamethasone suppression test)

EKT — elektrokonvulzivna terapija (eng. electroconvulsive therapy)

ERK — Kkinaze regulisane ekstracelularnim signalima (eng. extracellular signal-
regulated kinases)

FKBP4 — FK506-vezujuci protein 4 (eng. FK506 binding protein 4)

FKBP5 — FK506-vezujuci protein 5 (eng. FK506 binding protein 5)

FoxO3 — eng. forkhead box O3

GEE - eng. generalized estimating equations



GILZ - glukokortikoidima indukovani leucinski rajsferSlus (eng. glucocorticoid-
induced leucine zipper)

GLM - opsti linearni model (eng. general liner model, GLM)

GR — glukokortikoidni receptor (eng. glucocorticoid receptor)

GRE - sekvence u DNK koje odgovaraju na glukokortikoide (eng. glucocorticoid
responsive elements)

HAMD — Hamiltonova skala za depresiju (eng. Hamilton Rating Scale for Depression)
HHA — hipotalamo-hipofizno-adrenalna

HSF-1 — eng. heat shock factor protein 1

hsp — protein toplotnog Soka (eng. heat shock protein)

ICD — Medunarodna klasifikacija bolesti 1 srodnih zdravstvenih problema (eng.
International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems)

IL-18 — interleukin 1 beta (eng. interleukin 1 beta)

IL-6 — interleukin 6 (eng. interleukin 6)

INF- o — interferonom alpha (eng. interferon alpha)

IRU — interni referentni uzorak

JNK — c-Jun N-terminalna kinaza (eng. c-Jun N-terminal kinases)

LBD — domen zaduzen za vezivanje liganda (eng. ligand-binding domain)

LOPFC — lateralno orbitalni prefrontalni korteks (eng. lateral orbital prefrontal cortex)
LSM — medijum za razdvajanje limfocita (eng. Lymphocyte Separation Medium)
M.LN.I. — eng. Mini-International Neuropsychiatric Interview

MAPK — proteinske kinaze aktivirane mitogenima (eng. mitogen-activated protein
kinases)

MAPKK - kinaza MAPK-a (eng. MAPK kinase)

MAPKKK - kinaza kinaze MAPK-a (eng. MAPK kinase kinase)

MDR PGP — membranski steroidni transporter (eng. multiple drug resistence p-
glycoprotein)

MED14 — eng. mediator complex subunit 14

NCOR1 - eng. nuclear receptor co-repressor 1

NF«xB — jedarni faktor kappa B (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)



NnGRE — sekvence u DNK koje su negativno regulisane glukokortikoidima (eng.
negative glucocorticoid response element)

NMDA — N-metil-D-aspartat

NTD — N-terminalni domen (eng. N-terminal domain),

PKA — protein kinazu A (eng. protein kinase A)

PP5 — proteinska fosfataza 5 (eng. protein phosphatase 5)

rTMS — ponovljena transkranijalna magnetna stimulacija (eng. repetitive transcranial
magnetic stimulation)

SAPK - stresom aktivirane proteinske kinaze (eng. stress-activated protein kinases)
SNP — poimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotid polymorphism)

SNS — simpaticki nervni sistem

SRC-1 — koaktivator steroidnih receptora 1 (eng. steroid receptor coactivator 1)

SSRI — selektivni inhibitori ponovnog preuzimanja serotonina (eng. selective serotonin
reuptake inhibitor)

STAT - eng. signal transducer and activator of transcription

TCA — tricikli¢ni antidepresiv (eng. tricyclic antidepressant)

TMS — transkranijalna magnetna stimulacija (eng. transcranial magnetic stimulation)
TNF-o — faktor nekroze tumora alpha (eng. tumor necrosis factor alpha)

TPR — tetratrikopeptidni ponovak (eng. tetratricopeptide repeat)

TSC-22 — eng. TGF-f-stimulated clone 22

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor)

VMPFC — ventromedijalni prefrontalni korteks (eng. ventromedial prefrontal cortex)
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1. Uvod

1.1. Depresivni poremeéaj

Depresivni poreméaj (DP) (nazivi su jo§ i depresija, klinicka depresija,
unipolarna depresija, veliki depresivni poremcaj) bio je prepoznat jos u anti¢ko doba, a
prvi ga je imenovao Hipokrit kao “melanholija” (Sto u prevodu sa grckog znaci “crna
7u¢”) oko 400 god. p.n.e. (Nestler i sar., 2002). Veéina glavnih simptoma depresije bila
je jo$ tada prepoznata i pripisana kako unutaSnjoj predispoziciji osobe, tako i

spoljasnjim faktorima, slicno onome kako i danas vidimo ovu bolest (Nestler i sar.,

2002).

1.1.1. Kliniéke karakteristike

Na DP mozZemo gledati kao na krajnost sa negativne strane kontinuuma
rasplozenja (Fava i Kendler, 2000). DP se manifestuje razli¢itim simptoma i klinicka
slika moze znacajno varirati od pacijenta do pacijenta, kao i tok bolesti i uspesnost
leCenja. To sve sugeriSe da je depresija pre skup viSe bolesnih stanja raziCite etiologije,
nego jedna bolest (Berton i Nestler, 2006).

Simptomi depresije mogu biti emocionalni (npr. loSe raspolozenje), fizicki
(naruSeno spavanje, apetit, libido) ili kognitivni (osec¢aj krivice, pesimizam, razmisljanje
o samoubistvu). Opis najvaznijih simptoma depresije je slede¢i (prema Lam i Mok,
2008):

. Depresivno raspoloZenje — Depresivno raspoloZenje je dominantan znak
bolesti 1 ovaj osecaj je kvalitativno razli€it od osecaja tuge i1 Zaljenja koji svi ponekad
osete. Bolesnik Cesto ima bolno zamisljeno lice, potisSten je 1 pognutog drZanja. Neki
imaju napade placa, neki se osecaju kao da bi zaplakali, a neki imaju ose¢aj emotivne

praznine.
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o Gubitak zadovoljstva (anhedonija) — Gubitak interesonavanja i
zadovoljstva za aktivnosti 1 socijalne interakcije koje su pre pri¢injavale zadovoljstvo je
jedan od glavnih karakteristika depresije.

o Problemi sa spavanjem — Veéina depresivnih pacijenata imaju
probleme sa spavanjem, koji mogu da se ispolje kao insomnija (nesanica) ili
hipersomnija (preterano spavanje). Insomnija moze da se manifestuje kao teskoce pri
uspavljivanju, budenje u toku noc¢i ili rano jutarnje budenje. S druge strane, nekad se
javlja i potreba za preteranim spavanjem, tj. hipersomnija.

o Gubitak energije — Pacijenti sa depresijom Cesto se Zale na smanjenje
energije 1 zamor. Kod teskih depresija, pacijent nema snage ¢ak ni za obavljanje
svakodnevne higijene i aktivnosti. Kao krajnja forma moze da se javi i depresivni stupor
gde je bolesnik liSen voljne aktivnosti, ukofen, nema potrebu za uzimanjem hrane i
komunikacijom.

o Osecaj krivice — Osecanje bezvrednosti 1 krivice Cesto okupira misli
osobe tokom depresive epizode. Negativno misljenje o sebi moze dovesti 1 do otudenja
od realnosti, tj. pojave sumanutih ideja.

o Teskoce sa koncentracijom — Depresivni pacijenti imaju ¢esto probleme
sa koncentracijom, paznjom i donoSenjem odluka. Paznja bolesnika je usmerena na
samog sebe, na tuzno raspolozenje i ideje koje okupiraju bolesnika.

o Problemi sa apetitom — Gubitak apetita moZe dovesti i do znacajnih
gubitaka u teZini. S druge strane, kod nekih pacijenata sa DP-om javlja se pojacana
potreba za hranom, $§to moze dovesti do gojaznosti i metabolickog poremecaja.

o Izmenjena psihomotorna aktivnost — Kod pacijenata je Cesta
psihomotorna retardacija koju karakteriSu usporeni pokreti tela, duga latencija u
odgovoru, a u krajnjem slucaju moze da se javi katatoni stupor (bolesnik je ukocen,
nema potrebu za uzimanjem hrane, komunikacijom). S druge strane, nekada kod
bolesnika moZe da se javi psihomotorna agitacija, tj. brzo pri¢anje, nemir, nemoguénost
da se mirno sedi.

o Samoubistvo — Kod oko dve tre¢ine pacijenata javlja se bar neka ideja o
samoubistvu, ali ve¢ina pacijenata nema energije i motivacije da to zaista i ucini. Ipak,

oko 2 % pacijenata sa DP-om na kraju poc¢ini samoubistvo.
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o Ostali simptomi — Anksioznost je ¢esto pisutna u depresiji. Mogu biti
prisutne dnevne promene raspoloZenja pri ¢emu je depresija teza ujutro. Kao simptom

depresije takode se javlja i fizic¢ki bol, npr. glavobolje, bolovi u ledima i dr.

1.1.2. Dijagnoza i klasifikacija depresivnog poremecaja

Dijagnoza depresije je u velikoj meri subjektivna, i zasnovana na prisustvu
odredenih simptoma, koji su, kao $to je ve¢ napomenuto, vrlo varijabilni, i koji traju
odredeno vreme. Nikakav objektivan dijagnosticki test za depresiju, zasnovan na
poznavanju patogeneze bolesti, jo§ uvek ne postoji.

Dva najpoznatija i naj¢eSc¢e upotrebljavana kriterijuma za dijagnozu depresije su
Dijagnosticki i statisti¢ki priru¢nik za duSevne poremecaje IV (eng. Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, DSM-IV) koji se koristi u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama i Medunarodna klasifikacija bolesti i srodnih zdravstvenih
problema 10 (eng. International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems, ICD-10) koja je u upotrebi u Evropi.

U DSM-IV Kklasifikaciji, depresivni poremecaj se nalazi u okviru grupe
poremecaja raspoloZenja (zajedno sa bipolarnim poremeéajem®) u delu Axis | u kome su
svrstana glavna psihijatrijska oboljenja. DSM-IV kriterijum koristi izraz ,,veliki
depresivni poremecaj“ (eng. major depressive disorder) koga karakteriSe postojanje
jedne ili vise epizoda depresije. Kiterijumi za dijagnozu depresivne epizode po DSM-1V
nalaze se u Tabeli 1.

Prema ICD-10 Klasifikaciji, depresivni poremecaj je takode svrstan u grupu
poremecaja raspolozenja u okviru ,,F* klase oboljenja, tj. psihijatrijskih poremecaja.
Ovde se koriste izrazi ,,depresivna epizoda® (za prvu epizodu depresije) 1 ,,rekurentni
depresivni poremecaj” (koji podrazumeva najmanje dve depresivne epizode).
Kriterijumi za dijagnozu depresivne epizode po ICD-10 nalaze se u Tabeli 2 i vrlo su

slicni onima prema DSM-IV klasifikaciji.

! Bipolarni poremecaj se karakterise pojavom depresivnih epizoda i bar jedne epizode manije.
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Tabela 1. Dijaghoza depresivnog poremecéaja prema DSM-IV. Adaptirano na osnovu Lam i
Mok (2008).

Kriterijumi za dijagnozu velike depresivne epizode

A. Pet (ili vise) od sledecih kritrijuma treba da su bili pisutni najmanje 2 nedlje
i barem jedan od simptoma je 1. depresivno raspolozZenje ili 2. smanjeno
interesovanje ili zadovoljstvo.

1. Depresivno raspoloZenje tokom vecine dana.

2. Uocljivo smanjenje zainteresovanosti ili zadovoljstva za sve, ili skoro
sve, aktivnosti tokom vecine dana.

3. Znacajan dobitak ili gubitak na tezini (visSe od 5% telesne mase
mesecno).

4. Insomnija ili hipersomnija svakog (ili skoro svakog) dana.

5. Motorna agitacija ili retardacija svakog (ili skoro svakog) dana.

6. Zamor ili gubitak energije svakog (ili skoro svakog) dana.

7. Osecaj bezvrednosti i preterane krivice (Sto moze prerasti i u sumanute
ideje) svakog (ili skoro svakog) dana.

8. Smanjena sposobnost misljenja ili koncentracije, ili neodlu¢nost svakog
(ili skoro svakog) dana.

9. Razmisljanja o smrti ili samoubistvu.

B. Simptomi ne ispunjavaju kriterijume za meSovitu epizodu.

C. Simptomi uzrokuju znaCajnu uznemirenost i narusavaju socijalno,
profesionalno ili druga podrucja funkcionisanja.

D. Simptomi nisu posledica uzimanja psihouaktivnih supstanci ili opsteg
zdravstvenog stanja.

E. Simptominisu posledica gubitka bliske osobe.

Kriterijumi za teZinu depresivne epizode

Blaga
1. depresivno raspolozenje ili smanjeno interesovanje/zadovoljstvo + 4
druga simptoma
2. Manja narusSenost socijalnog /profesionalnog zivota

Srednje teska
1. depresivno raspolozenje ili smanjeno interesovanje/zadovoljstvo + 4 ili
vise drugih simptoma
2. Promenljiva naruSenost socijalnog /profesionalnog zivota

Teska
1. depresivno raspolozenje ili smanjeno interesovanje /zadovoljstvo + 4 ili
viSe drugih simptoma
2. Znacajna narusenost socijalnog /profesionalnog zivota — ili sa
psihoti¢nim simptomima




Doktorska disertacija 1. Uvod

Tabela 2. Dijagnoza depresivnog poremecaja prema 1CD-10. Adaptirano na osnovu Leci¢
Tosevski i sar. (2011).

Simptomi depresivne epizode Depresivne epizode prema teZini
Tipi¢ni simptomi: Blaga depresivna epizoda

1. depresivno raspoloZenje 2 tipi¢na + 2 od ostalih simptoma
2. gubitka interesovanja i zadovoljstva

3. smanjenje energije, povecan zamor i | Umereno jaka depresivna epizoda
umanjena aktivnosti. 2 tipi¢na + 3-4 ostalih simptoma
Drugi Cesti simptomi/ostali Teska depresija bez psihoto¢nih
simptomi: simptoma

1. ostecenje koncentracije i paznje 3 tipi¢na + 4 ili viSe ostalih

2. smanjeno samopostovanje i simptoma

samopouzdanje

3. osecanje krivice 1 bezvrednosti (Cak 1 | Teska depresija bez psihotoc¢nih

u blazem tipu depresije) simptoma

4. sumoran 1 pesimistiCan pogled na 3 tipi¢na + 4 ili viSe ostalih
buduénost; simptoma + psihoti¢ni simptomi
5. ideje o samopovredivanju ili (sumanute ideje: bede, krivice,
samoubistvu hipohondrije; halucinacije;

6. poremecaj sna depresivni stupor)

7. poremedaj apetita

Trajanje simptoma najmanje 2 nedelje

Obe Klasifikacje, i DSM-1V i ICD-10, razlikuju tri stepena tezine depresivne
epizode: blagu, srednje tesku i teSku (Tabele 1 i 2). Takode, DSM-IV Klasifikacija
razlikuje nekoliko podtipova depresivnog poremecaja na osnovu razli¢itih klinickih

simptoma. Ovi podtipovi i njihove glavne karakteristike su nabrojani u Tabeli 3.
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Tabela 3. Podtipovi depresivnog poremecaja prema DSM-IV. Adaptirano na osnovu Lam i Mok
(2008).

Podtipovi velikog depresivnog poremecaja po DSM - IV

Podtipovi Kljuéne karakteristike

Melanholi¢na depresija Nemoguénost da se reaguje na prijatan stimulus,
anhedonija, gubitak apetita i tezine, preterano
osecanje krivice, simptomi su tezi ujutro, rano
jutarnje budenje, psihomotorna retardacija ili
agitacija.

Atipicna depresija Mogucnost osobe da oseti zadovoljstvo kada se
nesto dobro desi, hipersomnija, povecan apetit i
dobitak na tezini, osecaj tezine sopstvenog tela,
preterana osetljivost na odbacivanje od strane

drugih ljudi.

Psihoti¢na depresija Halucinacije ili sumanute ideje

Katatona depresija Sa katatonim karakteristikama! (retka u
klinickkoj praksi).

Hroni¢na depresija Traje dve ili viSe godina i ispunjeni su svi

kriterijumi za depresivnu epizodu.

Sezonski depresivni poremecaj Regularan pocetak depresivne epizode s
pocetkom odredenog godisnjeg doba (obi¢no
jeseni/zime).

Postpartalna depresija Pocetak depresivne epizode u periodu do 4
nedelje nakon poradaja.

! Katatoni sindrom je poremeéaj psihomotorike, pretezno ekstrapirmidnog karaktera Podrazumeva spajanje
hiperkineznih i stuporoznih simptoma: negativizam, mutizam, katalepsija. eholalija, ehopraksija, stereotipija,
impulsivne radnje.

Simptomi depresije, onako kako su definisani DSM-1V ili ICD-10 kriterijumima,
takode se mogu javiti u kontekstu mnogih drugih oboljenja kao §to su endokrini
poremecaji (hiper- ili hipokortizolemija, hiper- ili hipotiroidizam), kardiovaskularne
bolesti, Parkinsonova bolest, odredeni tipovi raka, dijabetes, imunoloska oboljenja itd.

(Nestler i sar., 2002).
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1.1.3. Epidemiologija depresivnog poremecéaja

Depresivni poremecaj smatra se jednim od najvecih problema danasnjice od
javnog znacaja, i to iz viSe razloga: 1) visoke prevalence — depresija je naj¢es¢i mentalni
poremacaj u opStoj populaciji (oko 15%); 2) tezine posledica — u najve¢em broju
slu¢ajeva su rekurentne, tj. imaju hronic¢an tok; 3) znacajno narusavaju kvalitet Zivota;
4) relativno Cesto se zavrSavaju samoubistvom (2%); 5) Cesto se javljaju sa drugim
telesnim i mentalnim bolestima i povecavaju ukupnu smrtnost ovih oboljenja (Bostwick
I Pankratz, 2000; Spijker i sar., 2004; Ustun i sar., 2004; Paykel, 2006; Lec¢i¢ Tosevski |
sar., 2011).

Prema podacima svetske zdravstvene organizacije procenjuje se da je depresija
Cetvrti uzrok naruSene radne sposobnosti i opSteg kvaliteta zivota danas, a da ¢e do
2020. biti na drugom mestu (Murray i Lopez, 1996). Prevalenca za DP varira u
razli¢itim zemljama i studijama, a u proseku je oko 15% u opstoj populaciji. Medu
zemlje sa niskim prevalencama spadaju npr. Ceska (1%) i Japan (6.6%), a medu zemlje
sa najviSim prevalencama spadaju Sjedinjene Americke Drzave (19%) 1 Holandija
(18%) (Kessler i sar., 2003; Kessler i Bromet, 2013). Takode, generalno gledajuéi,
prevalence ove bolesti viSe su u visoko razvijenim zemljama nego u onim srednje i
nisko razvijenim (Kessler i Bromet, 2013).

Od sociodemografskih faktora, epidemioloske studije pokazuju da pol, godine 1
ekonomsko stanje imaju najveci uticaja na razvoj depresije (Kessler i sar., 2003; Kessler
i Bromet, 2013). Poznato je da Zene oko dva puta ¢eS¢e oboljevaju od depresije od
muskaraca (Kessler, 2003). Zivotna dob u kojoj je najveéi rizik za dobijanje prve
epizode depresije je kasna adolescencija (tj. sredina 20-ih godina) do sredine 40-ih
godina. (Kessler i Bromet, 2013). Takode, oni niZeg obrazovanja, kao i oni koji zive u
siromasnim uslovima, imaju vecu verovatno¢u oboljevanja od depresije (Kessler i sar.,
2003). Ponovna pojava depresivne epizode kod ljudi koji su ve¢ imali prvu epizodu
veoma je ¢esto (67%) (Kennedy i sar., 2004).
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1.1.4. BioloSka osnova patogeneze depresivnog poremecaja

Opste je prihvaceno da je DP heterogeno oboljnje koje proizilazi iz kompleksne
interakcije geneticke predispozicije individue i1 faktora spoljasnje sredine, narocito
stresnih zivotnih situacija (kako onih u ranom detinjstvu, tako i onih kasnije u zivotu)
(Nestler i sar., 2002), ali i drugih sredinskih uticaja kao §to su virusne infekcije (Bode i
sar., 1996), povreda mozga (Jorge i sar., 2004), ili razli¢iti agensi (npr. terapija
interferonom o (eng. interferon a, INF- a)) (Bonaccorso i sar., 2001; Musselman i sar.,
2001). Dosadasnji rezultati genetickih, molekularnih i neuroimidzing studija dosta su
doprenili naSem razumevanju bioloSke osnove ovog premecaja, ali ipak jo§ uvek
nedovoljno da bismo unapredili dijagnostiku, podelu na podtipove i uspesnost le¢enja
depresije. Sematski prikaz biologkih mehanizama koji imaju ulogu u patogenezi DP-a
prikazan je na Slici 1. Sve ove brojne bioloske promene, za koje je pokazano da su
povezane za DP-om, ne deluju odvojeno — naime, neke od ovih promene predstavljaju
paralelne procese, neke se deSavaju serijski, pri ¢emu razli¢iti putevi mogu voditi
sliénim bioloskim abnormalnostima koje su u osnovi fizi¢kih, emotivnih 1 kognitivnih

simptoma depresije.

Sredinski uticaji
* stres
* povreda mozga
* INFa

N (om0 )

istemske promene
GEneiic Molekularne promene
predispozicija * Promene u i i ii
R Simptomi depresije

— M‘:::t‘:gt::'?:;?;;uu' —> funkcionisnju odredenih —
Geni ukljuceni u: N regiona u mozgu ivni
. 5 . * emotivni
* neurotransmisiju —_— regulfacuu HHA 0se i | w3y *Promene u — « kognitivni

« regulaciju HHA ose delziendolunih funkcionisanju HHA ose « fizitki
* neuroplasti¢nost — SIEHEE — « Promene u —
* imuni odgovor * neuroplasticnost funkcionisanju imunog
» citokinsku signalizaciju Sema

Slika 1. Sematski prikaz bioloskih mehanizama koji imaju ulogu u patogenezi depresivnog
poremecaja. HHA osa — hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa.
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1.1.4.1. Geneticka osnova depresivnog poremecaja

lako je procenjena heritabilnost DP-a relativno visoka, 40% (Sullivan i sar.,
2000), dosadasnje studije nisu uspele da sa sigurno$¢u pokazu povezanost DP-a ni sa
jednom genetickom varijantom. Razlog ovih neuspeha verovatno lezi u tome §to DP,
kao i1 druga kompleksna oboljenja, ima poligensku osnovu, pri ¢emu vazan uticaj imaju
interakcije izmedu razli¢itih gena, kao i interakcija izmedu genskih varijanti i sredinskih
faktora. Upravo iz ovog razloga, studije vezanosti nisu dale velikog uspeha (Shyn i
Hamilton, 2010). Analize gena kandidata su najve¢im delom bile usmerene na gene
vezane za neurotransmisiju, neuroplasti¢nost i stresni odgovor, na primer na gene za:
glukokortikoidni receptor (eng. glucocorticoid receptor, GR) (van Rossum i sar., 2006),
receptor za kortikotropni oslobadaju¢i hormon (eng. coticotropin-releasing hormone,
CRH) (Liu i sar., 2006; Bradley i sar., 2008), monoamin oksidazu A (Schulze i sar.,
2000), triptofan hidroksilazu 2 (Zill i sar., 2004; Zhang i sar., 2005), neurotrofni
mozdani faktor (eng. brain derived neurotrophic factor, BDNF) (Schumacher i sar.,
2005; Frodl i sar., 2007) itd. Verovatno je da odredeni aleli, bar kod nekih individua,
doprinose veéem riziku za nastanak depresije, ali ni za jednu geneticku varijantu nije
nedvosmisleno potvrdeno da predstavlja faktor rizika za razvoj DP-a. Studije koje su
analizirale polimorfizme kroz ceo genom (eng. genome-wide association studies) takode
su dale nekonzistentne rezultate 1 pokazano je da su uticaji pojedinacnih polimorfizama

mali (Wray i sar., 2010).

1.1.4.2. Epigeneticke promene vezane za patogenezu depresivnog poremecaja

Epigeneticke promene predstavljaju jedan od moguéih mehanizama putem kojih
sredinski faktori mogu interagovati sa genetickim materijalom individue i tako dovesti
do promena u ekspresiji gena i funkciji proteina i time doprineti povecanoj sklonosti za
oboljevanje od DP-a.

Na primer, u pacovskom modelu majcinske brige o potomstvu, pokazano je da
su mladunci majki koje su pokazivale smanjenu brigu u ranom postnatalnom periodu
imali 1 smanjenu ekspresiju GR-a u hipokampusu, kao i veéu reaktivnost na stresne

dogadaje u odraslom dobu, u poredenju sa potomcima briznih majki (Liu i sar., 1997;
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Francis i1 sar., 1999). Kasnije je pokazano da su ove promene u ekspresiji GR-a i
posledi¢noj reaktivnosti na stresore, posredovane metilacijom egzona 17 promotorskog
regiona GR-a (Weaver i sar., 2004). Takode, pokazano je da su ove epigencticke
promene reverzibilne i da se injeciranjem histon deacetilaze, metilacija GR1; kod
potomaka manje briznih majki moze smanjiti i time eliminisati efekat Smanjene
materinske brige na ekspresiju GR-a i reaktivnost na stres (Weaver i sar., 2004). Ovo je
bila prva studija koja je pokazala kako sredinski efekti preko epigenetickog
programiranja mogu imati dugotrajan uticaj na ponaSanje tokom zivota. Kasnije je i na
postmortem uzorcima hipokampusa osoba koje su pocinile samoubistvo i1 bile
zlostavljane u detinjstvu, pronadena veca metilacija gena za GR, u odnosu na osobe koji
nisu bile zlostavljane (McGowan i sar., 2009). Takode, u Zivotinjskim modelima
pokazana je i poveCana metilacija gena za vazopresin i BDNF kao posledica rano
dozivljenog stresa, Sto bi takode moglo imati potencijalnog znac¢aja u patogenezi DP-a
(Murgatroyd i sar., 2009; Roth i sar., 2009).

Epigeneticki mehanizmi bi takode mogli imati ulogu i1 u ostvarivanju
tarapeutskih efekata antidepresiva. Na primer, pokazano je da je acetilacija histona u
promotoru gena za bdnf potrebna da bi antidepresiv imipramin ostvarivario svoj

tarapeutski uc¢inak u zZivotinjskom modelu hroni¢nog stresa (Tsankova i sar., 2006).

1.1.4.3. Monoaminska hipoteza depresivnog poremecaja

Prema ,,monoaminskoj hipotezi“, depresija je uzrokovana smanjenom funkcijom
monoamina (narocito serotonina i noradrenalina) u mozgu (Krishnan i Nestler, 2008).
Ova hipoteza je postavljena pre oko 50-ak godina i zasnovana je na ranim slu¢ajnim
otkri¢cima da dve supstance (iproniazid i imipramin) napravljene za potrebe lecenja
drugih oboljenja, imaju antidepresivan efekat 1 dovode do povecanja serotoninske ili
noradrenalinske transmisije u mozgu (Nestler i sar., 2002). Medutim, ova teorija nije
objasnjavala zaSto postoji odloZeno tarapeutsko dejstvo antidepresivnih lekova (za dve
do tri nedelje) buduci da navedeni lekovi deluju trenutno na povecanje monoamina u
sinapsi. Danas se zna da antidepresivi dovode do molekularnih promena nizvodno od

njihovog direktnog dejstva na monoaminske sisteme $to se smatra zasluznim za njthov
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tarapeutski uc¢inak (Krishnan i Nestler, 2008; Pittenger i Duman, 2008) (videti i ostala
poglavlja u okviru 1.1.4., kao i poglavlje 1.1.5.).

Mnogobrojne neuroimidzing i postmortem studije uocCile su naruSenost
monoaminske signalizacije kod pacijenata sa DP-om (analizirane su promene u
ekspresiji 1 sposobnosti vezivanja liganda razli¢itih monoaminskih receptora u razlicitim
delovima mozga), mada su dobijeni rezultati ¢esto bili opre¢ni (Anisman i sar., 2008).
To sugeriSe da odredeni faktori, kao Sto su uticaj stresora, odredene genske varijante,
pol, uti¢u na poseban na¢in na uoc¢ene promene, tako da su neophodna dalja istrazivanja
u cilju rasvetljavanja uticaja ovih faktora (Anisman i sar., 2008).

Jedno od mogucih objasnjenja kako se narusava funkcija monoaminskih sistema
moglo bi biti sledece: tokom stresa dolazi do oslobadanja monoamina u razli¢itim
regionima mozga vaznim za odogovor organizma na stres (hipotalamus, prefrontalni
korteks, amigdala, hipokampus), a u uslovima hroni¢nog stresa, neprekidna aktivacija
neurona ovim neurotransmiterima moze dovesti do smanjenja broja njihovih receptora i
istroSenosti monoaminskih sistema, kao 1 njihovih nizvodnih signalnih puteva, Sto dalje
moze odvesti u bolest, ukljucujuci i depresiju (Anisman i sar., 2008). Takode, kod oko
80% pacijenata sa melanholicnom depresijom pronadeno je da je nivo anti-
serotoninskih antitela visi nego kod zdravih ljudi (Maes i sar., 2012). Ovo pokazuje da
bi i autoimuni odgovor mogao imati znacajnu ulogu u smanjenoj serotoninskoj

transmisiji, zapazenoj bar kod nekih pacijenata sa DP-om.

1.1.4.4. Promene u funkciji hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose vezane za

patogenezu depresivnog poremecaja

Iako je jo$ pre viSe od 100 godina uoceno da pacijenti sa depresijom imaju
povecan nivo hormona stresa (kortizola) u krvi, ovim promenama nije pridavana
vaznost 1 isprva su smatrane kao epifenomen (Holsboer, 2000). Tokom sledec¢ih
decenija, nagomilali su se mnogi dokazi koji su devedesetih godina proslog veka doveli
do formiranja ,,glukokortikoidne hipoteze® depresije, koja pretpostavlja da naruSena
glukokortikoidna signalizacija i aktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HHA) ose
predstavljaju uzrok nastanka depresije, a da terapija antidepresivima dovodi do

normalizacije ovog stanja (Holsboer i Barden, 1996).
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Aktivnost HHA ose (Slika

| HiPoKAMPUS | amcoaa | 2.) je pod kontrolom CRH i

vazopresina, koji se luce iz

paraventrikularnog jedra (eng.

[ “'P‘iw"q“)”'”s ) - paraventricular nucleus, PVN)
e hipotalamusa i stimuli$u sekreciju
e adrenokortikotropnog  hormona
[ HIPOFZA [ R )€ (eng. adrenocorticotrophic
hormone, ACTH) iz hipofize.
ACTH . .
ACTH se lu¢i u sistemsku
[ ADBENALNAJ cirkulaciju 1 podsti¢e koru
ZLEZDA

adrenalnih Zzlezdi na sekreciju

GLUKOKORTIKOID! glukokortikoida, krajnjeg

produkta aktivnost HHA ose.

. . Takode, 1 drugi regioni mozga
Slika 2. Sematski prikaz regulacije HHA ose. Zelene o _

strelice oznacavaju stimulatorne uticaje, a crvene ~MOQU uticati na aktivnost HHA

strelice inhibitorne uticaje. Slika adaptirana na

oshovu Juruena i sar. (2004). ose — npr. hipokampus ima

inhibitorno dejstvo, dok amigdala
stimuli$e aktivnost HHA ose (De Kloet i sar., 1998). Kod ljudi, glavni glukokortikoid je
kortizol, dok je kod pacova i miSeva to kortikosteron. Glukokortikoidi uti€¢u na
mnogobrojne procese u organizmu: stimuliSu glukoneogenezu u jetri, lipolizu u
masnom tkivu, suprimiraju imuni odgovor, utiCu na procese ucenja i formiranja
memorije u mozgu, raspolozenje, itd. (Charmandari i sar., 2005). Osim toga,
glukokortikoidi negativno reguli$u i samu aktivnost HHA ose, inhibirajuéi sintezu i
lu¢enje CRH i vazopresina u hipotalamusu i ACTH u hipofizi (Charmandari i sar.,
2005). S obzirom da su liposolubilni, glukokortikoidi slobodno difunduju kroz
membranu cCelije 1 vezuju se za svoje receptore u celiji, GR 1 mineralnokortikoidni
receptor (eng. mineralocorticoid receptor, MR), preko kojih ostvaruju svoje efekte. Za
razumevanje patogeneze depresije, vazno je napomenuti da MR ima ve¢i afinitet za
glukokortikoide i ima ulogu u regulaciji HHA ose u bazalnim uslovima, dok je GR
vazniji u regulaciji HHA ose u uslovima povecanog lucenja kortizola, stanje kakvo

nalazimo kod pacijenata sa depresijom (videti ispod) (De Kloet i sar., 1998).
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Glukokortikoidna hipoteza je postavljena na osnovu slede¢ih klinickih nalaza
kod pacijenata sa depresijom: 1) povecani nivoi ACTH i kortizola u krvi, kao i povecani
nivo kortizola u pljuvacki i urinu (Rubin i sar., 1987; Maes i sar., 1998; Swaab i sar.,
2005); 2) povecan nivo CRH u cerebrospinalnoj te¢nosti (Nemeroff i sar., 1984); 3)
povecan broj i aktivnost neurona koji lu¢e CRH, kao i sinteza mRNK za CRH
(Raadsheer i sar., 1994); 4) uvecanje adrenalne Zlezde i hipofize (Krishnan i sar., 1991;
Nemeroff i sar., 1992); 5) izmenjen odgovor u neuroendokrinim funkcionalnim
testovima (npr. test supresije deksametazonom (eng. dexamethasone, DEX; eng,
dexamethasone suppression test, DST) i DEX/CRH test?) koji ukazuju na smanjenu
supresiju lucenja kortizola (Carroll, 1982; Heuser i sar., 1994). Dakle, disfunkcija HHA
ose javlja se kod vecine, mada ne svih pacijenata sa depresijom - ta¢nije, kod najmanje
50% osoba sa umerenom depresijom i kod oko 80% osoba sa teSkom depresivhom
epizodom sa ili bez psihoti¢nih crta (Anacker i sar., 2011). Treba napomenuti i to da je
povecana aktivnost HHA ose povezana sa simptomima melanholi¢ne depresije, dok Su
simptomi atipi¢ne depresije ili depresije kombinovane sa post-traumatskim stresnim
sindromom, povezani sa smanjenom funkcijom HHA ose (Gold i sar., 1996; Oquendo i
sar., 2003).

Smatra se da je povecana aktivnost HHA ose kod depresivnih pacijenata bar
delimi¢no  posledica  naruSene  negativne  povratne sprege  posredovane
glukokortikoidima, a naroCito narusene funkcije GR-a (tzv. “glukokortikoidna
rezistencija”) (Holsboer, 2000; Pariante i Miller, 2001; Pariante, 2006). Na smanjenu
funkcijionalnost GR-a u gasenju HHA ose kod pacijenata sa depresijom ukazuju
izmenjeni odgovori u DST-u i DEX/CRH testu (Holsboer, 2000). Takode, misSevi koji
imaju nefunkcionalan GR u hipofizi ili hipokampusu pokazuju hiperaktivnost HHA ose
I depresivno ponasanje, Sto potvrduje vaznost funkcije GR-a u ovim strukturama za
normalno funkcionisanje HHA ose i patogenezu depresije (Boyle i sar., 2005; Schmidt i
sar., 2009). Narusena funkcija GR-a pokazana je i1 u perifernim tkivima, npr.

limfocitima periferne krvi i fibroblastima pacijenata sa DP-om (videti poglavlje 1.2.2.)

2 U testu supresije DEX-om, (DST), osobama se uvece (23h) daje odredena doza DEX-a, sintetickog glukokortikoida, selektivnog
agoniste GR-a. DEX je mocan supresor HHA ose i dovodi do smanjenja lu¢enja prirodnih glukokortikoida, a svoj efekat ostvaruje
na nivou hipofize supresijom lu¢enja ACTH, s obzirom da ne prolazi krvno-mozdanu barijeru. Kod pacijenata sa DP-om supresija
lu¢enja kortizola nakon administracije DEX-a je smanjena. U DEX/CRH testu, osobama se prvo uveée (23h) daje DEX, a zatim
sutradan (15h) CRH. Administracija DEX-a trebalo bi da dovede do supresije lugenja kortizola, a kasnija primena CRH da ponovo
stimuliSe. HHA osu na luCenje kortizola. Kod pacijenata sa DP-om, verovatno zbog smanjene supresije kortizola posle
administracije DEX-a, nakon ponovne stimulacije HHA ose sa CRH-om, nivo Kortizola je ve¢i u poredenju sa kontrolama.
(Holsboer, F., 2000. The corticosteroid receptor hypothesis of depression. Neuropsychopharmacology 23, 477-501.)
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(Pariante i Miller, 2001; Pariante, 2006). Ipak, treba napomenuti i to da je u depresiji u
nekim tkivima funkcija GR o¢uvana. Na primer, kod pacijenta sa DP-om pokazano je
povecanje visceralnih masti 1 znaci osteoporoze, a ove funkcije su posredovane
povecanom signalizacijom preko GR-a, $to sugeriSe da u depresiji ustvari postoji
»lokalizovana glukokortikoidna rezistencija®“ (Pariante i Miller, 2001; Gold i Chrousos,
2002). Sto se tite MR-a, neke studije ukazuju da je njegova funkcija poveéana u
depresiji, verovatno u cilju kompenzacije narusene funkcije GR-a (Young i sar., 2003).

Posledice narusene regulacije HHA ose 1 hroni¢no poviSenog lucenja kortizola
su mnogostruke i odrazavaju se kako na mozak tako i na periferna tkiva. Samo
povecano lucenje CRH u mozgu, nezavisno od regulacije HHA ose, ima ulogu u
razvoju simptoma depresije, kao Sto su problemi sa spavanjem, smanjen apetit i
seksualni nagon, psihomotorna retardacija, povecana anksioznost (Gold i Chrousos,
2002; Swaab 1 sar.,, 2005). Takode, poviSen nivo kortizola moze dovesti do
neurodegeneracije u hipokampusu (Pittenger i Duman, 2008) (videti poglavlje 1.1.4.5. i
1.1.4.7.), a na periferiji, kao §to je ve¢ napomenuto, doprineti stvaranju masnih naslaga,
razvoju osteoporoze, insulinske rezistencije i povecanom riziku za oboljevanje od
kardiovaskularnih bolesti (Gold i Chrousos, 2002).

Uspesno leCenje antidepresivima 1 stabilno poboljSanje depresivnih simptoma
praceno je normalizacijom aktivnosti HHA ose i funkcije GR-a, dok su parametri koji
ukazuju na jo§ uvek narusenu aktivnost HHA ose i GR-a, povezani sa negativnim
odgovorom na terapiju i/ili povratkom depresivnih simptoma (Holsboer, 2000).

Studije na zivotinjskim modelima, kao 1 klini¢ka istraZivanja, ukazuju na
znaCajan uticaj stresa doZivljenog tokom ranog detinjstva na programiranje reaktivnosti
HHA ose i pojavu DP-a kasnije u zivotu. Na primer, odvajanje tek rodenih mladunaca
pacova od majki u kriticnom periodu razvoja mozga, dovelo je do programiranja
reaktivnosti HHA ose koje se odzavalo i u odraslom dobu (Heim i sar., 2004). Ovakvi
pacovi imali su povecanu sintezu CRH, povecano lucenje ACTH 1 kortikosterona u
odgovoru na razli¢ite stresore, kao 1 probleme sa spavanjem, smanjen apetit,
anksioznost, kognitivne probleme — simptome koje vidimo i kod pacijenata sa DP-om
(Plotsky i Meaney, 1993; Ladd i sar., 2000; Heim i sar., 2004). Slicne promene su
pokazane i kod primata u modelu ranog Zivotnog stresa (Sanchez i sar., 2001). Sto se

tie klinickih studija, pokazano je, na primer, da su Zene koje su u detinjstvu bile fizic¢ki
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ili seksualno zlostavljane, u odraslom dobu ispoljavale vise simptoma depresije i
anksioznosti (McCauley i sar., 1997) i Cetiri puta veéi rizik za oboljevanje od klinicke
depresije od onih koje nisu bile zlostavljane (Mullen i sar., 1996). Takode, Zene sa
istorijom zlostavljanja u detinjstvu, u odgovoru na laboratorijske stresore, pokazivale su
ve¢u sekreciju ACTH, iako trenutno nisu imale depresiju, dok one sa akutnom
epizodom DP-a, pokazivale su jo$ vece lucenje ACTH, kao i povisen kortizol (Heim i
sar., 2000). I muskaraci u depresiji sa dozivljenim traumamam u detinjstvu pokazivali
su hiperaktivnost HHA ose u DEX/CRH testu, u odnosu na kontrole i one muskarce koji
nisu doziveli traume U ranom detinjstvu (Heim i sar., 2008).

Jedan od mehanizama koji bi mogao posredovati u uticaju ranih stresnih
dogadaja na aktivnost HHA ose jeste epigeneticka modifikacija gena za GR ili
vazopresin (Weaver i sar., 2004; Murgatroyd i sar., 2009) (videti poglavlje 1.1.4.2.).
Takode, treba napomenuti i to da rani stresni dogadaji mogu uticati na aktivnost i
programiranje i drugih sistema u organizmu, npr. serotoninskog (Gardner i sar., 2005) i
imunog sistema (Pace i sar., 2006), koji povratno opet mogu uticati na HHA osu, i
doprinositi sklonosti ka kashijem razvoju depresije.

Osim uticaja ranih stresnih dogadaja na programiranje funkcije HHA ose,
pokazan je i uticaj genetickih faktora na funkciju HHA ose i, posledi¢no, na sklonost ka
depresiji. Naime, osobe kod kojih nije bila dijagnostifikovana klini¢ka depresija, ali su
pripadale porodicama sa visokom ucestalos¢u depresije, takode su pokazivale povecano
lucenje kortizola u DEX/CRH testu u odnosu na zdrave osobe iz porodica bez
genetickog optereénja za depresiju, ali su imale niZze vrednosti kortizola u odnosu na
pacijente sa akutnom epizodom depresije (Holsboer i sar., 1995; Modell i sar., 1998).
Ove promene su se pokazale konstantnim tokom vremena i pretpostavlja se da
odrazavaju geneticku sklonost ka povecanoj aktivnosti HHA ose, kao i oboljevanju od
depresije, pre nego efekat ranih stresnih dogadaja (Modell i sar., 1998; Holsboer, 2000).

Takode, odavno je uoCeno da stresni dogadaji tokom Zivota, naroCito u
hroni¢nom toku, povecavaju rizik za pojavu depresivne epizode (Kessler, 1997; Kendler
I sar., 1999; Miller i sar., 2007). Pri tome, treba napomenuti, da postoji i geneticka
predispozicija da se osobe izlazu stresnim situacijama (Plomin i sar., 1990; Kendler i
sar., 1999). Razvijeni su mnogi zivotinjski modeli u kojima se koriste razli¢iti tipovi

akutnih ili hroni¢nih stresora u ispitivanju mehanizama koji doprinose razvoju depresije
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(Deussing, 2006; Krishnan i Nestler, 2011). Narodito, razliCite paradigme izlaganja
zivotinja hroni¢nom stresu dovode do promena u ponasanju i molekulskoj signalizaciji
slicnim onima zapaZenim kod pacijenata sa depresijom, a takode povoljno odgovaraju i
na dugotrajan tretman antidepresivima (Deussing, 2006; Krishnan i Nestler, 2011).
Dakle, navedeni rezultati iz razlicitih zivotinjskih i klinickih istrazivanja govore
u prilog tome da odredene abnormalnosti u funkcionisnju HHA ose, kao posledice
geneticke predispozicije i/ili rano dozivljenog stresa, verovatno postoje i pre razvoja
samog DP-a, a u izazovu na novi stresni dogadaj, mogu biti pogorSane i dovesti do

precipitacjie depresivne epizode.

1.1.4.5. Promene u neuronskoj plasti¢nosti vezane za patogenezu depresivnog

poremecaja

Sve je veéi broj podataka koji ukazuju na to da je plasticnost nervnog sistema
narusena kod pacijenata sa DP-om. Pretpostavlja se da je posrednik ovih promena
hroni¢no visok nivo glukokortikoida, u prilog ¢emu govore i zivotinjski modeli
hroni¢nog stesa i tretmana glukokortikoidima (Pittenger i Duman, 2008). Tretmani
antidepresivima dovode do ublazavanja ovih promena. UoCene promene na strukturnom
I molekularnom nivou neuronske plasti¢nosti u zivotinskim modelima u velikoj meri
odgovaraju promenama u funkciji i strukturi mozga zapaZenim u neuroimidZing i
postmortem studijama pacijenata sa depresijom i verovatno predstavljaju njihovu

molekularnu osnovu (videti poglavlje 1.1.4.7.).

Hipokampus
Stres Plasti¢nost nervnog sistema je najvise
M Kortizol . . .
proucavana u regionu hipokampusa (Slika 3.). Na
strukturnom nivou, pokazano je da hronican stres,
kao 1 hroni¢ isok ni lukokortikoid
R ao 1 hroni¢no visok nivo glukokortikoida, u
¥ BDNF

zivotinjskim modelima dovode do atrofije 1
povlacenja  apikalnih  dendrita  piramidalnih

5 neurona hipokampusa (Woolley i sar., 1990;
Slika 3. Sematski prikaz strukturnih . ) )
i molekularnih promena na nivou Watanabe | Sar, 1992, Magal’lnos | Sar, 1996,

plasticnosti neurona u hipokampusu \jcEwen, 1999), kao i do smanjene neurogeneze
tokom stresa.

u dentatnom girusu hipokampusa (Gould i sar.,
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1992; Duman, 2004; Dranovsky i Hen, 2006). Ove promene sli¢ne su onima uoc¢enim u
hipokampusu na postmortem uzorcima pacijenata sa depresijom (Stockmeier i sar.,
2004). Takode, hroni¢an stres dovodi do regresije dendritske mreze piramidalnih
neurona u medijalnom prefrontalnom korteksu (Cook i Wellman, 2004; Radley i sar.,
2004), a ove promene opet odgovaraju onima uocenim na postmortem uzorcima
pacijenata sa DP-om (Rajkowska i sar., 1999).

Na molekularnom nivou, hroniCan stres, kao 1 hroni¢no visok nivo
glukokortikoda, u hipokampusu dovode do narusene aktivnosti CREB-a (eng. CAMP
response element-binding, CREB) (Focking i sar., 2003; Pardon i sar., 2005; Lee i sar.,
2006), smanjene ekspresije neurotrofickih faktora kao §to su BDNF (Schaaf i sar., 2000;
Rasmusson i sar., 2002; Franklin i Perrot-Sinal, 2006) i VEGF (eng. vascular
endothelial growth factor, VEGF) (Heine i sar., 2005), kao i drugih molekula koji
posreduju u sinaptickoj plasti¢nosti (Pittenger i Duman, 2008). Takode, na postmortem
uzorcima depresivnih pacijenata uoc¢ena je smanjena ekspresija CREB-a (Dwivedi i sar.,
2003; Yamada i sar., 2003), a u serumu osoba sa DP-om smanjena koncentracija
BDNF-a (Karege i sar., 2002; Shimizu i sar., 2003).

Antidepresivi ostvaruju povoljan efekat na promene u plasticnosti nervnog
sistema uzrokovane hroni¢nim stresom i depresijom. Tacnije, hroniana terapija
antidepresivima u hipokampusu dovodi do povecanja broja sinapsi (Hajszan 1 sar.,
2005), zaustavljanja smanjenja kompleksnosti dendritske mreze prouzrokovane
hroni¢nim stresom (Magarinos i sar., 1999), kao i povecanja neurogeneze (Malberg i
sar., 2000; Nakagawa i sar., 2002). Ovi efekti su bar delimi¢no posredovani uticajem
antidepresiva na aktivaciju CREB-a i povecanje ekspresije neurotrofickih faktora (kao
§to je BDNF) (Chen i sar., 2001; Nakagawa i sar., 2002; Sairanen i sar., 2005).

Ipak treba napomenuti da pomenuti rezultati koji se ticu kako uticaja stresa na
neurogenezu, tako 1 poboljSanja nakon tretmana antidepresivima, nisu uvek konzistentni
i jednoznaéni, i verovatno zavise, s jedne strane, od zivotinjskih modela koji se koriste u
studiji, a s druge strane, od vrste i duzine primene antidepresiva (Krishnan i Nestler,
2008; Pittenger i Duman, 2008). Takode, ogranicenja ,,hipoteze neuroplaticnosti* je i to
Sto stres i depresija nisu uvek povezani sa smanjenjem, a terapija antidepresivima sa
povecanjem neuroplasti¢nosti u svim regionima mozga. Na primer, pokazano je da je

depresivno ponaSanje kod Zivotinja povezano sa povecanom aktivnos¢u CREB-a u
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nucleus accumbens-u (Pliakas i sar., 2001), dok njegova inhibicija ima antidepresivan
efekat (Newton i sar., 2002). Takode, hronican stres i visok nivo glukokortikoida
dovodi do povecanja dendritske mreze 1 broja sinapsi u amigdali, $to pre doprinosi
depresivnom stanju kod Zivotinja, nego Sto ima antidepresivan efekat (Pittenger i
Duman, 2008). Ovu regionalnu specifi¢nost neuroplasti¢énih promena treba imati u vidu
pri razvoju novih tarapeutskih supstanci ¢ije delovanje je usmereno na elemente

plasti¢nosti.

1.1.4.6. Promene u imunskom sistemu vezane za patogenezu depresivnog

poremecaja

Veliki broj podataka pokazuje da inflamatorni medijatori igraju vaznu ulogu u
patogenezi depresije. Aktivacija inflamatornih puteva kod pacijenta sa depresijom, koji
su inace medicinski zdravi, ispoljava se kroz povecanu produkciju pro-inflamatornih
citokina (naro¢ito interleukina 6 (eng. interleukin 6, IL-6), interleukina 18 (eng.
interleukin 13, IL-18), faktora nekroze tumora o (eng. tumor necrosis factor o, TNF-a))
kako u perifernoj krvi, tako i u cerebrospinalnoj te¢nosti, zatim akutnih faznih proteina
(npr. C-reaktivnog proteina), hemokina i adhezivnih molekula (Maes, 1999; Danner i
sar., 2003; Alesci i sar., 2005; Raison i sar., 2006). S druge strane, kod oko 50%
pacijenta koji boluju od kancera ili hepatitisa C i primaju terapiju INF-a, javljaju se
simptomi depresije koji se mogu otkloniti uzimanjem antidepresiva (Musselman i sar.,
2001; Capuron i sar., 2002). Takode, aktivacija inflamatornog odgovora u Zivotinjskim
modelma dovodi do tzv. “bolesnog ponaSanja“ (eng. ,,Sickness behaviour) koje se
karakteriSe anhedonijom, smanjenim unosom hrane, problemima sa spavanjem,
psihomotornom usporenos¢u — tj. simtomima koje nalazimo i u depresiji (Besedovsky i
del Rey, 1996; Anisman i sar., 2008). Ipak, treba napomenuti da iako veliki broj studija
podrzava hipotezu da inflamatorni procesi doprinose patogenezi depresije, postoje
istrazivanja koja nisu uspela da pronadu vezu izmedu ovih procesa (Miller i sar., 2009).
Ovakva raznolikost rezultata ukazuje na to da inflamatorni procesi mogu imati ulogu u
razvoju depresije u nekim, mada ne u svim sluéajevima. U skladu sa ovim su i nalazi
koji pokazuju vezu izmedu pojedinih simptoma depresije - smanjenja energije, nesanice

1 kognitivnih problema, s jedne strane, i markera inflamacije, s druge, Sto sugeriSe da su
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samo odredeni simptomi depresije povezani sa inflamacijom (Meyers i sar., 2005;
Motivala i sar., 2005).

Mehanizmi kojima pro-inflamatorni citokini mogu doprineti razvoju simptoma
depresije su mnogostruki: preko svog dejstva na neurotransmiterske sisteme,
neurogenezu, kao i aktivnost HHA ose (Barrientos i sar., 2003; Dantzer i sar., 2008;
Miller i sar., 2009) (Slika 4). Iako je jo$ uvek pitanje da li aktivacija inflamatornih
procesa u depresiji primarno poti¢e sa periferije ili/i nastaje u centralnom nervnom
sistemu, periferni inflamatorni signali mogu da dospeju do mozga razliitim putevima i
uti¢u na njegove funkcije (Miller i sar., 2009).

Jedan od najranije uocenih efekata citokina kojima bi mogli doprineti razvoju
depresije jeste njihov uticaj na HHA osu. Dok akutno povecanje citokina dovodi do
povetanja CRH, ACTH i kortizola, hroni¢an tretman citokinima je povezan sa
promenom u cirkadijalnom ritmu luéenja kortizola (Besedovsky i del Rey, 1996;
Harbuz i sar., 2003; Raison i sar., 2008). Mehanizmi kojima bi citokini mogli uticati na
aktivnost HHA ose jeste preko njihovog dejstva na GR. Kao $to je ve¢ pomenuto,
glukokortikoidna rezistencja je jedna od glavnih kakarakteristika DP-a, a signalni putevi
aktivirani citokinima mogu da inhibiraju funkciju GR-a (Pace i sar., 2007) (videti
poglavlje 1.2.2.1.).

Izvor inflamacije u slucajevima pojave depresije kod inflamatornih bolesti ili
administracije citokina ili drugih supstanici koje dovode do aktivacije imunog odgovora
je ocigledan. Ipak, jos uvek je pitanje $ta je izvor inflamacije kod pacijenata sa DP-om,
koji su ina¢e medicinski zdravi. Objasnjenje bi moglo biti slede¢e (Slika 4): u stresu
dolazi do aktiviranja simpatickog nervnog sistema (SNS) i HHA ose; kateholamini,
produkti SNS-a, delujuci preko svojih a- i B-adrenergic¢kih receptora mogu dovesti do
povecene sinteze pro-inflamatornih citokina, kako na periferiji tako i u mozgu (Bierhaus
i sar., 2003; Johnson i sar., 2005); s druge strane, anti-inflamatorno dejstvo
glukokortikoida, krajnjih produkata aktivacije HHA ose, u kontekstu hroni¢nog stresa,
moze biti kompromitovano, zbog nastanka glukokortikoidne rezistencije (Miller i sar.,
2008); s obzirom na uocenu ulogu stresa i naruSene aktivnosti HHA ose u patogenezi
depresije, prethodno opisani menahizmi bi zajedno mogli doprineti povecanoj aktivnosti
inflamatorne signalzacije u DP-u (Miller i sar., 2009).
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Slika 4. Sematski prikaz procesa narusenih u depresiji — interakije imunog sistema,
neurotransmiterskih sistema, HHA ose i SNS-a. Zelene strelice oznacavaju stimulatorne efekte,
a crvene inhibitorne efekte. Videti objasnjenje u tekstu. Slika adaptirana na osnovu Maletic i
sar. (2007).

Takode, treba napomenuti i to da pokazatelji inflamacije mogu potencijalno
sluziti kao biomarkeri za pracenje efekta le¢enja pacijenata. Na primer, pokazano je da
su pacijenti koji nisu uspesno odgovorili na antidepresive, imali i dalje poveéan nivo IL-
6 u perifernoj krvi, dok je povoljan ishod leCenja bio povezan sa samnjenjem pro-
inflamatornih medijatora u krvi (Maes i sar., 1997; Raison i sar., 2008; Cattaneo i sar.,
2013).

1.1.4.7. Regioni mozga cija je aktivnost izmenjena u depresivnom poremecaju

Neuronski sistemi koji su vazni za razumevanje simptoma depresiije obuhvataju
one koji imaju ulogu u emotivnom reagovanju, nagradivanju i kogniciji. Pokazano je da
su u DP-u naruSeni sledec¢i sistemi: subkortikalni sistemi ukljuceni u regulaciju emocija
1 nagradivanja (amigdala i ventralni striatum), regioni ukljuceni u obradu emocija i

automatsku regulaciju emotivnih reakcija (odredeni regioni prefrontalnog korteksa i
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anteriorni cingulatni korteks (eng. anterior cingulate cortex, ACC)), regioni uklju¢eni u
kogniticiju i voljnu kontrolu emocija (lateralni prefrontalni korteks), kao i hipokampus,

region vazan u procesima formiranja memorije (Kupfer i sar., 2012) (Slika 5).

Voljna regulacija emocija Automatska regulacija emocija

AMIGDALA
VENTRALNI

v ‘ STRUATUM
-\ -

Emocije i nagradjivanje

Slika 5. Regioni mozga ukljuceni u patogenezu depresivnog poremeéaja. VLPFC -
ventrolateralni prefrontalni korteks; ostale skracenice videti u tekstu. Slika adaptirana na
osnovu Kupfer i sar. (2012).

Sto se ti¢e regiona mozga ukljuéenih u regulaciju emocija i nagredivanja, u
neuroimidzing studijama pokazana je hiperaktivnost amigdale i ventralnog striatuma na
negativne emotivne stimuluse, a hipoaktivnost ventralnog striatuma u odgovoru na
pozitivne emotivne stimuluse i dobijanje nagrade (Schumacher i sar., 2005; Epstein i
sar., 2006; Pizzagalli i sar., 2009). Ovi nalazi govore u prilog tome da kod pacijenata sa
DP-om postoji sklonost ka negativnim emocijama, a udaljavanje od pozitivnih.

Zatim, kod pacijenata sa DP-om uocena je hiperaktivnost u ventromedijalnom
prefrontalnom korteksu (eng. ventromedial prefrontal cortex, VMPFC) i lateralnom
orbitalnom prefrontalnom korteksu (eng. lateral orbital prefrontal cortex, LOPFC), a

hipoaktivnost u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu (eng. dorsolateral prefrontal
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cortex, DLPFC) (Drevets, 1998). Povisena aktivnost u regionima VMPFC-a i LOPFC-a,
mogla bi biti povezana sa povecanom osetljivoséu na bol, anksioznos¢u, depresivnim
razmiS$ljanjima i napeto$¢u kod depresivnih pacijenata (s obzirom da ovi regioni imaju
ulogu u osetljivosti na bol i automatskoj regulaciji emotivnog ponasanja) (Maletic i sar.,
2007). S druge strane, hipoaktivnost DLPFC-a mogla bi posredovati u smanjenoj paznji
I radnoj memoriji, kao i motornoj retardaciji kod pacijenata sa DP-om (s obzirom da
DLPFC ima ulogu u odrzavanju voljne paZnje, procesima radne memorije 1
egzekutivnim funkcijama) (Maletic i sar., 2007).

Postmortem i1 imidzing studije pokazuju da je hipokampus narocito osetljiv u
DP-u. Meta-analize pokazuju da je zapremina hipokampusa znacajano smanjena kod
pacijenata sa DP-om (Videbech i Ravnkilde, 2004; McKinnon i sar., 2009), a stepen
njegovog smanjenja je proporcionalan broju i trajanju nelecenih depresivnih epizoda
(Sheline i sar., 2003). Atrofija hipokampusa mogla bi posredovati u simtomima DP-a
kao Sto su teSkoce u koncentraciji, problemi sa pamdéenjem i naruSena regulacija
stresnog odgovora, s obzirom da hipokampus ima vaznu ulogu u ovim procesima
(Pittenger i Duman, 2008).

Ipak, treba imati u vidu da se promene u pomenutim regionima ne zapazaju kod
svih pacijenata i jo$ uvek nije sigurno koje promene se mogu smatrati specificnim za
samu depresiju (Maletic i sar., 2007). Takode, ogranicenja ovih studija su i to $to postoji
pojednostavljivanje lokalizacije funkcija u odradenim mozdanim regionima, kao i to §to
neuroimidzing tehnike zaklju¢uju o aktivnosti odredenih regiona mozga na osnovu

posrednih markera aktivnosti neurona (Krishnan i Nestler, 2008).

1.1.4.8. Bioloska osnova polnih razlika u sklonosti prema depresivnom

poremedaju

Kao §to je ve¢ napomenuto, Siroko je primeceno da Zene oko 2 puta CeSce
obolevaju od depresije nego muskaraci (Kessler, 2003; Kessler i sar., 2003). Polna
razlika se ogleda i u odgovoru na antidepresivne lekove, npr. pokazano je da zene bolje
odgovaraju na selektivne inhibitore ponovnog preuzimanja serotonina (eng. selective
serotonin reuptake inhibitor, SSRI) od muskaraca (Kornstein i sar., 2000; Joyce i sar.,

2004). Moguce objasnjenje za postojanje polnih razlika u sklonosti ka depresiji moglo
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bi se ogledati u tome $§to polni hormoni, kako je pokazano, mogu uticati na procese
neurotransmisije, aktivnost HHA ose i imunog sistema (Fink i sar., 1996; Klink i sar.,
2002; Kudielka i Kirschbaum, 2005). Interakcije ovih sistema zajedno mogu da igraju
vaznu ulogu u vecoj predispoziciji zena da obole od depresije nego muskarci.

Sto se ti¢e efekata polnih hormona na aktivnost HHA ose, pokazano je da
estrogeni, s jedne strane, stimulisu sekreciju CRH, a sa druge, smanjuju ekspresiju GR-a
u regionima mozga vaznim za funkciju HHA ose (hipokampusu, hipotalamusu i
hipofizi) (Swaab i sar., 2005). To je verovatno razlog zasto se u Zivotinskim modelima
Cesto zapaza da Zenke imaju viSi kako bazalni nivo glukokortikoida, tako i onaj u
odgovoru na stres (Kudielka i Kirschbaum, 2005). Sto se ti¢e ljudi, rezultati su
neujednaceni, 1 zavise od vrste primenjenog stresora, faze menstrualnog ciklusa,
koris¢enja kontraceptivnih sretstava i starosti (Kudielka i Kirschbaum, 2005; Kajantie i
Phillips, 2006).

Do sada nema konzistentnih nalaza da se Zene i muskarci razlikuju u osetljivosti
na depresogeni efekat stresnih Zivotnih dogadaja, ali je pokazano da se razlikuju po
tome Sta su za njih stresni dogadaji: na primer, Zene su osetljivije na probleme sa
na poslu (Kendler i sar., 2001). Ipak, neki radovi ukazuju da zene imaju negativniju
sliku o sebi i emotivnije reaguju tokom adaptacije na stresne dogadaje Sto moze
doprinosti njihovoj vecoj sklonosti ka depresiji (Nolen-Hoeksema, 2001; Matud, 2004).

Sto se ti¢e uloge polnih hormona u aktivnosti imunog sistema, pokazano je da su
zene, u poredenju sa muskarcima, manje podloZne mnogim infekcijama, imaju pojacanu
imunoreaktivnost i ¢eS¢e oboljevaju od autoimunih bolesti (Cannon i St Pierre, 1997;
Ahmed i sar., 1999). Takode, pokazano je i to da u odgovoru na psiholoski stresor,
osetljivost pro-inflamatornih citokina na supresorne efekte glukokortikoida je manja
kod Zena nego kod muskaraca (Rohleder i sar., 2001). Ovi rezultati sugeriSu na
produZenu sistemsku inflamaciju kod Zena u odnosu na muskarce nakon izlaganja stresu

(Euteneuer i sar.; Rohleder i sar., 2001).
Na kraju ovog poglavlja, 1.1.4., treba napomenuti i to da je u depresiji uocena

narusena funkcija i drugih sistema 1 Celijskih procesa u organizmu koji ovde nisu

detaljnije opisani, kao na primer: poveéan oksidativni stres u ¢elijama, narusena
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funkcija mitohondrija, promene u sekreciji peptida hipotalamusa zaduzenih za
regulaciju ishrane, promene u cirkadijalnim ritmovima i funkciji suprahijazmatickog
jedra i dr., $to sve svedoCi o kompleksnosti ovog oboljenja (Berton i Nestler, 2006;
Anisman i sar., 2008; Krishnan i Nestler, 2011; Moylan i sar., 2013).

1.1.5. Terapija depresivnog poremeéaja

U terapiji depresije koristi se nekoliko pristupa: farmakoterapija, psihoterapija i
somatski tretmani (npr. elektrokonvulzivna terapija (EKT) i transkranijalna magnetna
stimulacija (TMS)). I pored postojanja razliCitih vrsta leCenja, terapija DP-a i dalje
ostaje suboptimalana — oko 50% pacijenata biva potpuno izle¢eno, dok oko 80%
pokazuje delimi¢an odgovor na lecenje (Nestler i sar., 2002).

Svi dosadasnji antidepresivni lekovi odobreni od Administracije za hranu i
lekove deluju tako $to povecavaju koli¢inu monoamina u sinaptickoj pukotini (Fava i
Kendler, 2000). Njihova podela po mehanizmu delovanja i najznacajniji predstavnici

prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Podela antidepresivnih lekova po mehanizmu delovanja (Kupfer i sar., 2012).

Grupa antidepresiva Lekovi Mehanizam delovanja
Selentivni inhibitori ponovnog citalopram, sertalin, selektivno blokiranju ponovno preuzimanje
preuzimanja serotonina (SSRI) | fluoksetin, paroksetin serotonina

neselektivni inhibitori ponovnog preuzimanja
monoamina - serotonina, noradrenalina i
dopamina

imipramin, amitriptilin,

Tricikli¢ni antidepresivi (TCA) dezipramin

Inhibitori ponovnog preuzimanja | bupropion, reboksetin, | selektivno blokiraju preuzimanje noradrenalina,
noradrenalina (NRI) maprotilin a neki i dopamina

Selektivni inhibitori ponovnog
preuzimanja serotonina i venlafaksin, duloksetin
noradrenalina (SNRI)

selektivno blokiraju ponovno preuzimanje
serotonina i noradrenalina

Serotoninski modulatori nefazodon, trozodon antagonisti serotoninskih 5-HT2 recptora
Noradrenalinski i serotoninski . . antagonisti noradrenergi¢nih o-2 1
. mitrazapin s
modulatori serotonergi¢nih 5-HTC2 receptora

selektivno blokiranju ponovno preuzimanje
vilazodon serotonina i deluju kao parcijalni agonist 5-
HT 1A serotoninskih receptora

Serotoninski riaptejk inhibitori i
5-HT1A parcijalni agonisti

neselektivni inhibitori enzima monoamin
oksidaze (MAQ) uklju¢enih u razgradnju
monoamina - serotonina, dopamina i
noradrenalina

MAQ inhibitori (MAOT) izokarboksazid, fenilzin
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lako antidepresivi dovode do trenutnog povecanja monoamina u sinapsi, za
postizanje tarapeutskog ucinka potrebno je najmanje dve nedelje, a tek nakon Sest
nedelja mogu se videti puni efekti. Smatra se da je hronian tretman potreban da bi
doslo do adaptivnih promena u nizvodnoj celijskoj signalizaciji 1 ekspresiji gena
uklujucenih u razlicite ¢elijska procese. Pretpostavljeni mehanizam tarapeutskog efekta
dugotrajne terapije antidepresivima bi ukratko mogao biti slede¢i (Slika 6): povecanje
serotoninske i noradrenalinske transmisije dovodi do povecanja sekundarnih glasnik
(kao S$to je npr. cAMP (eng. cyclic adenosine monophosphate, CAMP)) i aktiviranja
nizvodnih kinaza (CAMP aktivira protein kinazu A (eng. protein kinase A, PKA)), sto
dalje moze voditi aktiviranju razli€itih transkripcionih faktora (npr. PKA aktivira
CREB) zasluznih za regulaciju ekspresije razliSitih gena, ukljucujuéi i neurotroficke
faktore (npr. CREB stimuliSe ekspresiju BDNF-a); s druge strane, povecana aktivnost
PKA moze povecati i aktivnost GR-a, a inhibirati citokinsku signalizaciju, $to sve
zajedno moze doprineti obnavljanju mozdanih funkcija narusenih depresijom (Maletic i

sar., 2007; Duman i Voleti, 2012) (takode videti i poglavlje 1.2.3.).
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Slika 6. Sematski prikaz signalnih puteva regulisanih hronicnim tretmanom antidepresivnim
lekovima. 5-HT - serotonin; SERT — serotoninski transporter. Slika adaptirana na osnovu
Duman i Voleti (2012).
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Pri odabiru antidepresiva treba imati u vidu neZeljena dejstva ovih lekova i
njihove interakcije sa drugim lekovima. Nezeljena dejstva zavise od
neurotransmiterskog sistema na koji deluju, a mogu ukljucivati: tahikardiju, opstipaciju,
vrtoglavicu, kognitivne probleme, mu¢ninu, povracanje, nemir, nesanicu, smanjen
seksualni nagon, povecéanje apetita, rizik od samoubistva.

Psihoterapija kao metod lecenja se koristi kod blazih i srednje teSkih depresija,
Cesto u kombinaciji sa antidepresivima (Kupfer i sar., 2012).

EKT se primenjuje kod pacijenata sa psihoti¢nim tipom DP-a i kod onih koji ne
odgovaraju povoljno na lecenje antidepresivnim lekovima (Fava i Kendler, 2000; Little,
2009). EKT je efikasna u akutnom lecenju, a dugotrajni efekti jos uvek nisu potvrdeni
(Little, 2009). Nezeljene posledice ove vrste terapije su teskoce sa ucenjem i
memorijom (Little, 2009).

TMS se primenjuje kod srednje teskih depresija i kod pacijenata koji ne
odgovaraju povoljno na tretman antidepresivima (Kim i sar., 2009). Moze se
primenjivati samostalno ili kao adjuvantni metod sa farmakoterapijom (Klein i sar.,
1999; O'Reardon i sar., 2007). U vecéini slu¢ajeva pacijenti je dobro tolerisu i nezeljeni
efekti su vrlo retki. Najéescée se prmenjuje na region DLPFC-a (Kim i sar., 2009).

Bolje razumevanje bioloske osnove DP-a otvorilo je moguénosti za razvoj novih
tarapeutskih supstanci koje bi poboljsale uspesnost leCenja ovog oboljenja. Iako su prva
istrazivanja vezana za antidepresivan efekat antagonista receptora za CRH bila
obecavajuca, kasnija ispitivanja nisu potvrdila njihov tarapeutski uspeh, a pokazana je 1
hepatotoksi¢nost ispitivanih supstanci (Bosker i sar., 2004; Li i sar., 2005). Takode,
kako antagonisti, tako i agonist GR-a pokazali su u razli¢itim studijama antidepresivne
efekte, pri ¢emu je mifepriston, antagonista GR-a, za sada dao najbolje rezultate (Berton
i Nestler, 2006; Pariante, 2006; Watson i sar., 2012). Novija istrazivanja usmerena su ka
ispitivanju antidepresivnih efekata selektivnih modulatora GR-a koji istovremeno mogu
delovati i kao agonisti i kao antagonisti u zavisnosti od tkiva i gena, pa se smatra da bi
se na ovaj na¢in mogli biti razdvojeni korisni od S$tetnih efekata glukokortikoida
(Zalachoras 1 sar., 2013). Mete novih strategija u leCenju depresije takode obuhvataju
mogucnosti selektivnog uticaja na epigeneticke promene na genima, antagoniste
NMDA (N-metil-D-aspartat, NMDA) receptora (kao S$to je ketamin), antagoniste

receptora za supstanciju P, ispitivanja selektivnog uticaj na signalne proteine kao $to su
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ucesnici u signalizaciji PKA, itd. (Berton i Nestler, 2006; Schroeder i sar., 2010; Duman
I Voleti, 2012).

1.2. Glukokortikoidni receptor — vazan igra¢ u patogenezi depresivnog

poremecaja

1.2.1. Molekularni mehanizmi signalizacije preko glukokortikoidnog

receptora

GR pripada filogenetski konzerviranoj superfamiliji jedarnih receptora, u koje
spadaju i receptori za mineralokortikoide, androgene, progestogene, estrogene, vitamin
D, tireoidne hormone itd. (Robinson-Rechavi i sar., 2001). Kao i drugi ¢lanovi ove
familije, GR ima modularnu strukturu i sastoji se iz tri domena: N-terminalnog domena
(eng. N-terminal domain, NTD), domena zaduzenog za vezivanje za DNK (eng. DNA
binding domain, DBD) i domena zaduZenog za vezivanje liganda (eng. ligand-binding
domain, LBD). NTD sadrzi snazan transaktiviraju¢i domen AF-1 (eng. activation
function, AF-1), u okviru koga se nalaze nekoliko mesta za fosforilaciju, Sto predstavlja
mehanizam kojim drugi signalni putevi mogu uticati na aktivnost GR-a i na taj nacin,
preko post-translacionih modifikacija GR-a, uticati na glukokortikoidnu signalizaciju
(Hollenberg i Evans, 1988; Duma i sar., 2006) (videti poglavlje 1.2.1.1.). Centralni,
visoko ocuvan domen, DBD, sadrzi dva motiva cinkanih prstiju, koji interaguju sa
sekvencama u DNK koje odgovaraju na glukokortikoide (eng. glucocorticoid
responsive elements, GRE) (Umesono i Evans, 1989). Takode, DBD sadrzi i domen za
dimerizaciju GR-a i signal za lokalizaciju u jedro. U okviru LBD, osim mesta za
vezivanje steroida, nalazi se i drugi slabiji transaktiviraju¢i domen AF-2, drugi slabiji
signal za lokalizaciju u jedro, kao i aminokiseline vazne za dimerizaciju receptora
(Picard i Yamamoto, 1987; Duma i sar., 2006).

U odsustvu liganda, GR je predominantno lociran u citoplazmi, u okviru
multiproteinskog kompleksa (Slika 7). Sazrevanje ovog heterokompleksa je dinamican
proces koji zahteva energiju ATP-a, a ukljucuje viSestruke korake vezivanja i
disocijacije GR-a i molekularnih Saperona, tj. proteina toplotnog Soka (eng. heat shock
protein, hsp) hsp40, hsp70 1 hsp90, i kosaperona, kao Sto su hip (eng. hsp70-interacting

27



Doktorska disertacija 1. Uvod

protein, hip) i hop (eng. hsp70/hsp90-organising protein, hop) (Pratt i Toft, 1997;
Cheung i Smith, 2000). Zreli multiproteunski kompleks GR-a sastoji se iz dva molekula
hsp90, proteina stabilizatora kompleksa p23 i bar jednog od imunofilina (FKBP5,
FKBP4 ili ciklofilin 40) (Pratt i Toft, 1997; Cheung i Smith, 2000). Narocito je vazna
interakcija GR-a sa S$aperonima hsp90, koji drZe receptor u komformaciji visokog
afiniteta za glukokortikoide. Odnos Saperona i koSaperona tokom sazrevanju GR-a
moze uticati na krajnju sposobnost receptora da veze ligand, i stoga, na moguénost
¢elije da odgovri na glukokortikoide (Holsboer, 2000).

Nakon vezivanja liganda, dolazi do konformacione promene GR-a, disocijacije
receptora od ostalih proteina multiproteinskog kompleksa i njegove translokacije u
jedro (Slika 7). Ipak, ovaj proces je dinamican, pa i sama translokacija receptora, kao i
njegova fukcija u jedru, takode zavise od $aperona i imunofilina (Grad i Picard, 2007;
Heitzer i sar., 2007) (takode videti poglavlje 1.5.). Takode, treba napomenuti i to da
aktivacija GR-a stimuliSe njegovu degradaciju, kao mehanizam obuzdavanja odgovora
na glukokortikoide (Wallace i Cidlowski, 2001; Avenant i sar, 2010).

() Glukokortikoidi

' R
Citoplazma 5&%&5&
Aktivacija

GR-a Aktivni

&/ monomer
R GR-a

- w Dimerizacija
e /

&j GR-a

kripcija

\y

Izmenjene Celijske funkcije

b FKBPS2 "::’::0
hsp90 N
FKBPS2 — q@o‘

GRE
Nukleus

Slika 7. Sematski prikaz aktivacije GR-a.
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U jedru, aktivirani GR moze ili pojacavati, ili suprimirati ekspresiju ciljnih gena
(Slika 8). Regulacija genske ekspresije GR-om je vrlo kompleksna i pokazuje kako
tkivnu, tako 1 gensku specificnost. Pozitivnu regulaciju ekspresije gena, GR ostvaruje
formiranjem dimera koji se potom vezuju za palindromske sekvence GRE u
promotorskim regionima ciljnih gena (tzv. ,transaktivaciija®) i dovode do regrutovanja
koaktivatora (npr. SRC-1 (eng. steroid receptor coactivator 1, SRC-1) i CBP (eng.
cyclo-AMP responce element binding protein, CBP)) koji zatim regrutuju osnovnu
transkripcionu masineriju i dolazi do sinteze iRNK (Glass i Rosenfeld, 2000; Lu i
Cidlowski, 2006). Supresiju genske ekspresije, GR moze da vrsi na nekoliko nacina:
vezivanjem dimera za GRE i regrutovanjem korepresora (npr. NCOR1 (eng. nuclear
receptor co-repressor 1, NCOR1)) (Stevens i sar., 2003), vezivanjem dimera za
negativne GRE (eng. negative glucocorticoid response element, nGRE) i interakcijom
monomera GR-a sa drugim transkripcionim faktorima spreCavaju¢i tako njihovu
stimulaciju genske ekspresije (tzv. ,,transrepresija“). Represija putem nGRE uocena je u
(Drouin i sar., 1993; Malkoski i Dorin, 1999), pa izgleda da je ovaj mehanizam vazan za
gasenje HHA ose. Ekspresija najveceg broja pro-inflamatornih gena suprimirana je
mehanizmom transrepresije, tj. meduproteinskim interakcijama GR-a sa AP-1 (eng.
activator protein-1, AP-1) i/ili NFkB (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells, NFkB), transkripcionim faktorima aktiviranim u odgovoru na pro-
inflamatorne signale (Jonat i sar., 1990; McKay i Cidlowski, 1998). Treba napomenuti i
to da ovakvim protein-protein interakciijama nije smanjena samo transkripciona
aktivnost transkripcionih faktora sa kojima GR interaguje, ve¢ i samog GR-a (McKay i
Cidlowski, 1998; Duma i sar., 2006). Dakle, postoji veliki broj mogucnosti kojim GR
moze uticati na transkripciju gena, koja zavisi kako od sekvenci u DNK s kojima
interaguje, tako i od dostupnih transkripcionih faktora, koaktivatora ili korepresora, koju

treba imati u vidu kada se razmislja o odgovru ¢elije na glukokortikoide.
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Postoji veci broj izoformi GR-a, koje pokazuju specifiénost kako za odredene
vrste, tako 1 za odredena tkiva. Klasi¢na izoforma GR-a koja je oznacena kao GRa,
sastoji se od 777 amino kiselina, ima molekulsku masu od 94 kDa i eksprimirana je u
gotovo svim tkivima organizma. Alternativnom obradom primarnog transkripta GR-a
kod ljudi mogu nastati izoforme oznacene kao: GRB, GRy, GR-A i GR-P, koje su
eksprimirane u manjoj meri od GRa, pokazuju tkivnu specificnost 1 razlike u
transkripcionoj aktivnosti (Krett i sar., 1995; Sousa i sar., 2000; Beger i sar., 2003).
Pored izoformi GR-a koje nastaju alternativnhom obradom primarnog transkripta, postoji
jo$ bar osam izoformi GR-a koje nastaju alternativnom inicijacijom translacije i koje se
razlikuju po duzini svog N-terminalnog regiona, transkripcionoj aktivnosti i genskoj
specifi¢nosti (Lu i Cidlowski, 2005). Imajuci u vidu raznolikost izoformi GR-a, njihova
razli¢ita zastupljenost u ¢eliji takode moZe doprinositi tkivno-specifi¢noj osetljivosti na
glukokortikoide.

Jo§ jedan vazan nivo regulacije glukokortikoidne signalizacije moZze se postici
post-translacionim  modifikacijama GR-a -  fosforilacijom,  sumoilacijom,
ubikvitinacijom, metiilacijom i acetilacijom (Slika 9). Post-translacione modifikacije
GR-a uticu na njegovu stabilnost, unutar-celijsku distribuciju, interakcije sa drugim

proteinima, transkripcionu aktivnost 1 stoga na krajnji odgovor ¢elije na glukokortikoide
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(Duma i sar., 2006). Najvise proucavana post-translaciona modifikacija GR-a je
fosforilacija.

S$211

DK2/CDK!
s203 (COKZ/CDKS/P38) o, ¢

(CDK2) (INK)

® Fosforilacija
@ Sumoilacija

® @@ A e Acetilacija
NITL DB Cc A Ubikvitinacija
L X 2 ©

Slika 9. Sematski prikaz najvaznijih post-translacionih modifikacija GR-a.

1.2.1.1. Regulacija funkcije glukokortikoidnog receptora putem fosforilacije

Fosforilacija GR-a, kao i drugih proteina, je dinamican proces i ukljucuje
naizmeni¢ne cikluse fosforilacije (posredovane kinazama) i defosforilacije
(posredovane fosfatazama) ¢ime se omoguéava brza regulacija proteinske funkcije u
odgovru na signale koji dolaze do ¢elije. Na pojedinim epitopima, GR moze biti
fosforilisan i u odsutvu liganda, dok vezivanjem liganda njegova fosforilacija je
naro¢ito podstaknuta.

Humani GR moze biti fosforilisan na nekolik epitopa: serinima 45, 113, 141,
203, 211, 226 i 404, i svi su lokalizovani u NTD (Almlof i sar., 1995; Galliher-Beckley
i Cidlowski, 2009). Ova mesta fosforilacije pokazuju visoki stepen oCuvanosti tokom
evolucije, $to svedo¢i o njihovoj vaznosti za funkciju GR-a, i ortologi epitopi mogu se
nac¢i u GR-u pacova i misa (Almlof i sar., 1995; Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009).
Fosforilacija jednog epitopa moze uticati na fosforilaciju drugog, 1 u Celiji istovremno
mogu postojati molekuli GR-a sa razli¢itim obrascima fosforilacije. Do sada najbolje
proucene fosforilacije GR-a su na serinima 203 (S203), 211 (S211) i 226 (S226),
lokalizovane u AF-1 regionu NTD-a (Slika 9).

Odredeni bazalni nivo fosforilacije GR-a na S203 postoji i u odsustvu hormona,
a nakon vezivanja liganda jos vise je podstaknuta (Wang i sar., 2002; Chen i sar., 2008).
Kinaza koja posreduje u fosforilaciji GR-a na S203 je ciklin-zavisna kinaza 2 (eng.

cyckin dependent kinases 2, CDK2) u kompleksu sa ciklinima A i E (Krstic i sar.,
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1997). Izoforma GR-a fosforilisana na S203 iskljucivo je pronadena u citoplazmi i nema
transkripcionu aktivnost (Wang i sar., 2002; Blind i Garabedian, 2008). Takode,
fosforilacija GR-a na S203, stimuliSe fosforilaciju S211, ali smanjuje fosforilaciju S226,
kao i suprotno — fosforilacija S226, sprecava fosforilaciju na S203 (Wang i sar., 2007).
Moguce objasnjenje za ovakav uzajamni uticaj mesta fosforilacije mogao bi biti
postojanje sternih smetnji i nemoguénost pristupa kinaze da fosforilise drugi epitop i/ili
stimulacija regrutovanja fosfataza nakon fosforilacije jednog od epitopa (Ismaili i
Garabedian, 2004).

Fosforilacija GR-a na S211 posredovana je kompleksom ciklina A sa CDK2,
kao i CDKS5 (koja je eksprimirana u mozgu i nema ulogu u ¢elijskom ciklusu) i Kinazom
p38 (Krstic i sar., 1997; Miller i sar., 2005; Kino i sar., 2007). Fosforilacija GR-a na
S211 je zavisna od vezivanja liganda, stimuliSe prelazak GR-a u jedro, kao i njegovu
transkripcionu aktivnost (Wang i sar., 2002; Wang i sar., 2007). Ta¢nije, pokazano je da
fosforilacija GR-a na S211 poveéava efikasnost® GR-a, mada ne utide na njegovu
potentnost* (Avenant i sar., 2010). Takode, transkripciona aktivnost GR-a je veéa $to je
odnos GR-a fosforilisanog na S211 ve¢i u odnosu na GR fosforilisan na S226 (Chen i
sar., 2008). Fosforilacija na S211 dovodi do konformacione promene GR-a, §to
stimuli$e njegovu inerakciju sa koaktivatorom MED14 (eng. mediator complex subunit
14, MED14), a potom i regrutovanje osnovne transkripcione masinerije (Chen i sar.,
2008). Ipak, u neuronima je pokazano da fosforilacija S211 mozZe smanjiti
transkripcionu aktivnost GR-a na pojedinim genima, $to ukazuje da je efekat
fosforilacije celijski i genski specifican (Kino i sar., 2007). Takode, fosofrilacija na
S211 smanjuje efiksnost GR-a u transrepresiji AP-1 i NFkB proteina (Avenant i sar.,
2010).

Iako odredeni bazalni nivo fosforilacije na S226 moZe da postoji u pojedinim
tipovima Celija i u odsustvu hormona, fosforilacija GR-a na ovom epitopu stimulisana je
vezivanjem liganda (Blind i Garabedian, 2008; Chen i sar., 2008). Fosforilacija GR-a na
S226 posredovana je c-Jun N-terminalnim kinazama (eng. c-Jun N-terminal kinases,

JNK) i dovodi do smanjenja njegove transkripcione aktivnosti (Krstic i sar., 1997

3 Efikasnost receptora podrazumeva maksimalan odgovor receptora.

* Potentnost receptora ozna¢ava koncentraciju liganda potrebnu za polovinu njegovog maksimalnog
odgovora.
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Rogatsky i sar., 1998; Chen i sar., 2008). Tacnije, fosforilacije na S226 smanjuje
efikasnost GR-a, ali ne uti¢e na potentnost receptora (Avenant i sar., 2010). Takode,
nakon pada hormona, fosforilacija GR-a na S226 stimuliSe eksport receptora iz jedra u
citoplazmu (Itoh i sar., 2002). Iako vecina literature ukazuje na to da fosforilacija S226
smanjuje transkripcionu aktivnost GR-a, postoje podaci koji pokazuju da se fosfo-GR-
S226 ipak regrutuje na promotore nekih gena sa GRE, ali se njena ta¢na uloga na ovim
promotorima za sada jo§ uvek ne zna (Blind i Garabedian, 2008). Sto se ti¢e uticaja
fosforilacije S226 na efikasnost GR-a u trensrepresiji, pokazano je da ima sli¢an efekat
kao i fosforilacija na S211, tj. sprecava interakciju GR-a sa AP-1 i NF«xB (Avenant i sar.,
2010).

Uloga fosfataza u regulaciji fosforilacije GR-a manje je ispitivana u odnosu na
ulogu kinaza. Na primer, pokazano je da je proteinska fosfataza 5 (eng. protein
phosphatase 5, PP5) preko hsp90 vezana za C kraj GR-a i ima ulogu u odrzavanju
bazalne fosforilacije (u odsustvu liganda) na niskom nivou (Wang i sar., 2007). Nakon
vezivanja glukokortikoida, hsp90 i PP5 se oslobadaju, Sto dovodi do povecanja
fosforilacije serina na N-kraju GR-a (Wang i sar., 2007). Takode, pokazana je i uloga
fosfataza (PP1 i PP2A) u prelasku receptora iz jedra u citoplazmu nakon stimulacije
hormonom (DeFranco i sar., 1991).

Dakle, fosforilacija GR-a bitno uti¢e na njegovu funkciju i predstavlja nacin na
koji glukokortikoidi, kao i drugi signali koji dolaze do ¢elije, mogu zajednicki delovati
na transkripcionu aktivnost GR-a i, stoga, na krajnji odgovor c¢elije na spoljasnje

stimuluse.

1.2.2. Izmenjena glukokortikoidna signalizacija kod pacijenata sa

depresivnim poremecajem

S obzirom na gore opisanu kompleksnost signalizacije preko GR-a, vidimo da
postoje mnogi koraci koji bi mogli biti naruseni, $to kona¢no moze rezultirati
izmenjenom funkcijom GR-a i regulacijom HHA ose glukokortikoidima, koje
zapazamo kod pacijenata sa depresijom.

Proucavanja narusene aktivnsti GR-a kod pacijenata sa depresijom pocela su jo$

pre vise od 25 godina, sprovodena su kako u in vivo tako i u in vitro uslovima, a bila su
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usmerena ka analizi broja receptora sposobnih da vezu hormon, promenama u ekspresiji
gena za GR, u $aperonima vaznim za funkciju GR-a (videti i poglavlje 1.5.), u ¢elijskim
funkcijama za koje je poznato da su regulisane glukokortikoidima, dok su predmet
novijih istrazivanja i promene u ekspresiji gena regulisanih GR-om. U najve¢em broju
istrazivanja, funkcija GR-a je proucavana u perifernim ¢elijama (limfocitima, ukupnim
¢elijama krvi, fibroblastima), zbog njihove lake dostupnosti.

Ispitivanja broja molekula GR-a u lizatima celih ¢elija limfocita, koriste¢i eseje
vezivanja liganda za receptor, pokazala su da ili nema razlika, ili je smanjen broj GR-a
sposobnih da vezu ligand kod pacijenata sa DP-om u odnosu na kontrole (Pariante i
Miller, 2001; Calfa i sar., 2003). Sli¢ni rezultati su dobijeni i analiziranjem broja
molekula GR-a iz citosola limfocita (Pariante i Miller, 2001). Ipak, studije koje
odreduju broj molekula GR-a esejima vezivanja liganda za receptor ne mogu reci da li
je do smanjenja broja GR-a doslo usled smanjene ekspresije GR-3, ili zbog neadekvatne
interakcije GR-a sa njegovim Saperonima. Takode, u studijama koje su analizirale
citosolne frakcije, do smanjenja broja GR-a moglo je do¢i i usled povecane
translokacije GR-a u jedro.

Najve¢i broj studija, koje su ispitivale celijske funkcije regulisane
glukokortikoidima, bile su fokusirane na dobro poznate sposobnosti ovih hormona da
inhibiraju proliferaciju limfocita nakon stimulacije mitogenima. Ova istrazivanja su
uglavnom bila ujednacena po svojim rezultatima pokazuju¢i smanjen odgovor limfocita
depresivnih pacijenata nakon stimulacije mitogenima (Pariante i Miller, 2001).

Sto se ti¢e ekspresije gena za GR, studije na ¢elijama pune krvi pokazale su ili
da nema promene (Frodl i sar., 2012) ili je smanjenu koli¢inu iRNK za ovaj receptor
kod pacijenata sa depresijom (Cattaneo i sar., 2013; Matsubara i sar., 2006). Tacnije,
jedna studija je pokazala smanjenu ukupnu koli¢inu iRNK za GR (Cattaneo i sar.,
2013), a druga, smanjenje iRNK za GRa, ali ne i za GRB izoformu, ¢ime je pokazano i
to da izmenjen odnos ovih izoformi GR-a takode moze doprineti narusenom odgovoru
na glukokortikoide kod depresivnih pacijenata (Matsubara i sar., 2006). Sli¢ni rezultati
su pronadeni i na postmortem uzorcima tkiva hipokampusa i prefrontalnog korteksa, pri
¢emu je smanjena ekspresija GR-a uocena ne samo kod pacijenata sa depresijom, vec i
kod pacijenata sa drugim psihijatrijskim poremecajima, tj. bipolarnim poremecajem i

Sizofrenijom (Webster i sar., 2002).
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Takode je ispitivana i razlika u funkciji GR-a izmedu pacijenata koji imaju
izmenjen odgovor u neuroendokrinim testovima (DST-u i DEX/CRH testu) od onih koji
nemaju. Na primer, jedna studija je pokazala da kod depresivnih pacijenta kod kojih nije
doslo do supresije kortizola nakon DST-a, broj GR-a sposobnih da vezu ligand u
limfocitima nakon davanja DEX-a je bio nepromenjen, ali kod onih koji su suprimirali
lucenje kortizola nakon DST-a, broj GR-a je bio smanjen (Gormley i sar., 1985). U
drugoj studiji nadeno je da kod pacijenata sa depresijom, bez obzira na njihove razlike u
odgovoru na DST, nije bilo promene u broju GR-a sposobnih da odgovore na ligand
nakon DST-a (Wassef i sar., 1990). Ove, kao i druge studije, pokazale su da narusena
funkcija GR-a ne mora uvek biti udruzena sa narusenom aktivnos¢u HHA ose, $to
mozda ukazuje na razli€ita stanja naruSenosti funkcije GR-a 1 HHA ose ili razlicite
tacke razvoja glukokortikoidne rezistenciije tokom patogeneze depresije (Juruena i sar.,
2004).

Novija istrazivanja pokazuju da promene u ekspresiji gena regulisanim GR-om u
¢elijama periferne krvi nakon stimulacije DEX-om moZe biti obecavajuci biomarker za
klasifikaciju pacijenta kao depresivnih ili ne, koji je osetljivji od samog DST-a (Menke i
sar., 2012).

1.2.2.1. Uticaj citokina i drugih signala na funkciju glukokortikoidnog

receptora u depresiji

lako prethodno razmatrana literatura ukazuje da bi jedan od mehanizama
glukokortikoidne rezistencije mogao biti smanjena ekspresija gena za GR, kao posledica
povecanja glukokortikoida (Webster i sar., 2002; Matsubara i sar., 2006; Cattaneo i sar.,
2013), to ne objasnjava sve nalaze vezane za narusenu funkciju GR-a u depresiji.
Prethodno opisana kompleksnost signalizacije preko GR-a ukazuje da postoje i drugi
mehanizmi, nezavisno od glukokortikoida, koji mogu uticati na funkciju GR-a i
doprineti njegovoj naruSenoj aktivnosti u depresiji. Zaista, mnostvo literature pokazuje
da citokini, ¢iji je nivo poveéan u depresiji (videti poglavlje 1.1.4.6.), kao i drugi
signali, preko aktiviranja svojih signalnih puteva u Celiji, uticu na funkciju GR-a (Pace i

sar., 2007) (Slika 10).
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Slika 10. Sematski prikaz interakcija citokina i drugih signalnih puteva sa GR-om. Objasnjenja
videti u tekstu. ¢ Jun i ¢ Fos — subjedinice AP-1; p65 i p60 — subjedinice NFxB. Slika
adaptirana na osnovu Pace i sar. (2007).

U modelu hroni¢nog socijalnog stresa kod miSeva, pokazana je rezistencija na
glukokortikoide u limfocitima slezine, koja je podrazumevala smanjenu translokaciju
GR-a iz citoplazme u jedro, a ovi efekti su bili eliminisani kod miSeva nokauta za gen
receptora IL-1 (Quan i sar., 2003; Engler i sar., 2008). Druge studije u kulturi ¢elija
pokazle su da su inhibitorni efekti IL-1a na funkciju GR-a bar delimi¢no posredovani
aktivacijom p38 kinaze (Pariante i sar., 1999; Wang i sar., 2004). Inhibitorni efekti
TNF-a na transkripcionu aktivnost GR-a takode su posredovani aktivacijom p38 kinaze
(indirektnim dejstvom na GR), kao i JNK-a (verovatno preko fosforilacije GR-a na
S226) (Szatmary i sar., 2004). Citokini mogu uticati na funkciju GR-a i preko aktivacije
transkripcionih faktora NF«xB, AP-1 ili STAT (eng. signal transducer and activator of
transcription, STAT), koji zatim preko protein-protein interakcija mogu smanjiti
transkripsionu aktivnost GR-a (Biola i sar., 2001; Raddatz i sar., 2001). Ovi radovi nam
pruzaju uvid u mehanizam preko koga stresom-indukovna citokinska signalizacija moze

uticati na funkciju GR-a.
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Pokazan je uticaj i PKA na funkciju GR-a (Miller i sar., 2002; Pace i sar., 2007).
Na primer, agonisti 3-adrenergickih receptora podsti¢u translokaciju GR-a iz citoplazme
u jedro i povecavaju njegovu transkripcionu aktivnost, a ovi efekti su bar delimi¢no
posredovani aktivacijom PKA (Eickelberg i sar., 1999). Da narusenost ovog signalnog
puta moze doprinositi rezistenciji na glukokortikoide u depresiji, potkrepljeno je
nalazima o smanjenoj kako bazalnoj tako i CAMP-om stimulisanoj aktivnosti PKA iz
fibroblasta koze pacijenata sa DP-om u odnosu na kontrole (Shelton i sar., 1996).
Takode je pokazano da PKA moze povecati vezivanje GR-a za DNK u odgovoru na
glukokortikoide, delujuéi na njegov DBD (Rangarajan i sar., 1992).

Od znacaja su i rezultati dobijeni u naSoj laboratoriji koji su pokazali da je
depresivno ponasanje kod muzjaka pacova izlozZenih stresu socijalne izolacije udruzeno
sa promenama u fosforilaciji GR-a na S232 (ortolog humanog S211) i S246 (ortolog
humanom S226), kao i aktivnosti uzvodnih kinaza (CDKS5 i JNK), u hipokampusu i
prefrontalnom korteksu ovih zivotinja (Adzic i sar., 2009; Djordjevic i sar., 2012). Ovi
nalazi takode potvrduju vaznost i drugih signala (koji aktiviraju kinaze CDK5 i JNK) u
regulaciji funkcije GR-a, a koji su relevantni za razumevanje patogeneze depresije
(Adzic i sar., 2009).

1.2.3. Uticaj antidepresiva na funkciju glukokortikoidnog receptora

Jo§ jedna potvrda hipoteze da naruSena funkcija GR-a igra vaznu ulogu u
patogenezi depresije jesu rezultati istrazivanja koja ukazuju da antidepresivi uti¢u na
funkciju GR-a i aktivnost HHA ose. Medutim, jo$ uvek nije potpuno jasno na koji na¢in
oni ostvaruju ove efekte.

Studije na Zzivotinjskim modelima pokazale su da kako kratkotrajna tako i
dugotrajna terapija antidepresivima moze dovesti do promene u broju GR-a sposobnih
da vezu ligand, kao i koli¢ine njegove iRNK, u strukturama mozga vaznim za funkciju
HHA ose (hipotalamusu i hipokampusu). U najvec¢em broju studija, dejstvo TCA dovelo
je do povecanja iRNK za GR kao i broja molekula GR-a sposobnih da vezu ligand, u
mozgu eksperimentalnih Zivotinja, Sto je bilo praceno 1 oporavkom regulacije HHA ose
(Peiffer i sar., 1991; Pepin i sar., 1992; Rossby i sar., 1995; Lopez i sar., 1998). S druge

strane, u najve¢em broju studija u kojima je koris¢en neki od SSRI-a, nije pokazan

37



Doktorska disertacija 1. Uvod

uticaj na ekspresiju GR-a (Brady i sar., 1992; Rossby i sar., 1995; Lopez i sar., 1998;
Mitic i sar., 2013). Ipak, jedna studija je pokazala da ova klasa antidepresiva moze
dovesti do smanjenja luc¢enja glukokortikoida (Brady i sar., 1992), S§to ukazuje da neki
drugi mehaizmi, izuzimaju¢i regulaciju ekspresije gena za GR, mogu posredovati u
oporavku aktivnosti HHA ose nakon dejstva SSRI.

Mnogobrojne studije radene na kulturama c¢elija, u kojima su ispitivani
mehanizmi delovanja antidepresiva na GR, dale su takode raznolike rezultate, u
zavisnosti od primenejnih eksperimentalnih uslova. Naime, pokazano je da antidepresivi
mogu povecati, nemati efekat ili ¢ak smanjiti ekspresiju i/ili funkciju GR-a, sve u
zavisnosti od primenjenog antidepresiva, od duzine tretmana, od prisustva ili odsustva
glukokortikoida, kao i od tipa proucavanih ¢elija (Pepin i sar., 1992; Vedder i sar.,
1999; Budziszewska i sar., 2000; Pariante i sar., 2001; Pariante i sar., 2003; Pariante i
sar., 2003). Dakle, antidepresivi mogu povecati funkciju GR-a, ali taj efekat zavisi od
nacina tretmana antidepresivima i ispitivanih ¢éelijskih tipova, $to sugeriSe na vaznost
drugih mehanizama u ¢eliji, modulisanih antidepresivima, u njihovom efektu na
funkciju GR-a.

Pretpostavlja se da efekti antidepresiva na funkciju GR-a i posledi¢no HHA osu
predstavljaju mesto suceljavanja razli¢itih molekularnih mehanizama pokrenutim
razli¢itim klasama antidepresiva, dok direktan efekat antidepresiva na GR dosada nije
pokazan i veruje se da ne postoji (Anacker i sar., 2011). Pokazano je nekoliko
mehanizama putem kojih antidepresivi mogu da ostavare svoj efekat na GR, i oni
ukljucuju aktivaciju razli€itih kinaznih puteva, kao 1 regulaciju funkcije membranskog
steroidnog transportera (eng. multiple drug resistence p-glycoprotein, MDR PGP).

Kao §to je prethodno navedeno, literatura pokazuje znacajnu ulogu PKA u
aktivnosti GR-a. Takode, i stimulatorni efekti antidepresiva na funkciju GR-a mogu biti
posredovani aktivacijom PKA signalizacije (Miller i sar., 2002; Pace i sar., 2007). Na
primer, pokazano je da je pozitivan efekat sertralina na neurogenezu ¢elija hipokampusa
u kulturi posredovan mehanizmima zavisnim od GR-3, a koji ukljucuju aktivnost PKA i
fosforilaciju GR-a (Anacker i sar., 2011). S druge strane, studije u nasoj laboratoriji
pokazale su da hronian tretman fluoksetinom dovodi do normalizacije ponaSanja
pacova izloZenih stresu hroni¢ne izolacije, a za ove efekte je bar delom zasluzan uticaj

fluoksetina na signalizaciju posredovanu JNK-om i CDKS5 $§to je uticalo i na
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fosforilaciju GR-a u hipokampusu, pri ¢emu su neki od ovih efekta bili polno-specifi¢ni
(Mitic i sar., 2013).

Istrazivanja Parientea i saradnika pokazala su da antidepresivi svoj efekat na
funkciju GR-a mogu ostvariti i preko dejstva na MDR PGP, nezavisno od svog efekta
na monoaminske sisteme. MDR PGP aktivno izbacuje iz ¢elije kortizol i DEX, ali ne i
kortikosteron, i tako ucestvuje u regulaciji koncentracije steroida u ¢eliji (Ueda i sar.,
1992). Ovaj protein je pronadan u mnogim ¢elijama organizma, ukljucujuéi i endotelne
¢elije krvno-mozdane barijere, neurone, kao i limfocite (Cordon-Cardo i sar., 1989;
Gupta i Gollapudi, 1993; Pariante i sar., 2003). Pomenuta grupa naucnika prvo je
pokazala da razli¢ite klase antidepresiva blokiraju funkciju MDR PGP-a u kulturama
¢elija, Sto je dovelo do povecanja koli¢ine glukokortikoida u ¢celiji 1 doprinelo
poboljsanju funkcije GR-a (Pariante i sar., 2001; Pariante i sar., 2003; Pariante i sar.,
2003), a zatim su i u in vivo modelu potvrdili vaznost MDR PGP-a za ostvarivanje
efekata antidepresiva na funkciju GR-a (Yau i sar., 2007).

Mali broj studija je pratio promenu funkcije GR-a kod pacijenata sa depresijom
tokom terapije antidepresivima. Naime, pokazano je da dugotrajan tretman razliitim
klasama antidepresiva dovodi do povecanog broja GR-a sposobnih da vezu ligand u
limfocitima periferne krvi (Calfa i sar., 2003), kao i povecane koli¢ine iRNK za GR u
ukupnim ¢elijama krvi, pri ¢emu je ovo povecanje bilo nezavisno od oporavka

pacijenata od depresije (Cattaneo i sar., 2013).

Skupa gledano, prethodno izneseni rezultati govore u prilog vaznosti uloge GR-a
kako u patogenezi depresije, tako i za ostvarivanje tarapeutskih efekata antidepresiva,
ali, s obzirom na kompleksnost signalizacije ovog receptora, dalja istrazivanja su
potrebna radi dobijanja potpunije slike o moguéim uticajima razlicitih faktora na

njegovu funkciju u depresiji 1 tokom lecenja.
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1.3. Proteinske kinaze aktivirane mitogenima (MAPK) — podfamilija c-Jun
N-terminalnih kinaza (JNK), uc¢esnica u fosforilaciji glukokortikoidnog

receptora

MAPK su familija proteinskih kinaza koje ucestvuju u prenosu vancelijskih
signala 1 reguliSu mnostvo ¢elijskih procesa u rasponu od celijske diferencijaciije,
deobe, metabolizma, apoptoze i ¢elijskog kretanja (Chen i sar., 2001; Johnson i
Lapadat, 2002). One fosforiliSu specifi¢ne serine ili treonine u ciljnim proteinima ¢ime
aktiviraju ili inaktiviraju njihovu funkciju. MAPK su deo kaskadnog sistema od tri
grupe kinaza: kinaza kinaze MAPK-a (eng. MAPK kinase kinase, MAPKKK), kinaza
MAPK-a (eng. MAPK kinase, MAPKK) i MAPK, od kojih svaka grupa aktivira
sekvencijalno slede¢u kinazu u nizu, pri ¢emu su MAPK poslednje u nizu (Johnson i
Lapadat, 2002).

Kod visecelijskih organizama postoje tri dobro okarakterisane podfamilije
MAPK-a: kinaze regulisane ekstracelularnim signalima (eng. extracellular signal-
regulated kinases, ERK), p38 kinaze i JNK. ERK se aktiviraju u odgovoru na razli¢ite
stimuluse ukljucujuéi faktore rasta, citokine, virusne infekcije, ligande koji se vezuju za
receptore kuplovane sa G proteinom, a ukljucene su u regulaciju procesa mitoze, mejoze
i celijske diferencijacije (Chen i sar., 2001). Podfamilija kinaza p38 je vazna za
regulaciju imunog odgovora i aktivira se na mnoge pro-inflamatorne citokine, ali i
druge ¢elijske stimuluse, kao na primer osmotski ili toplotni Sok (Chen i sar., 2001).

JNK se nazivaju jo$ i stresom aktivirane proteinske kinaze (eng. stress-activated
protein kinases, SAPK), s obzirom da igraju vaznu ulogu u odgovoru éelije na razlicite
stresore (Kyriakis i sar., 1994). Svoje ime c-Jun-N terminalne kinaze duguju tome §to su
prepoznate kao kinaze koje se vezuju i fosforiliSu N-kraj c-Jun proteina ¢ime
povecavaju njegovu transkripcionu akticnost (c-Jun je komponenta AP-1
transkripcionog kompleksa) (Johnson i Lapadat, 2002). JNK se aktiviraju u odgovoru na
razli¢ite stresore: UV radijaciju, supstance koje interferiraju sa sintezom DNK i
proteina, oksidativni stres, ali i citokine (npr., TNF i IL-1), faktore rasta, ligande koji se
vezuju za receptore kuplovane sa G proteinom (Davis, 2000; Chen i sar., 2001) (Slika

11). Ukljucene su u regulaciju inflamacije, i uopste, funkciju imunog sistema, zatim, u
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regulaciju apoptoze, a vazne su i u procesima diferencijacije neurona (Chen i sar., 2001,
Qi i Elion, 2005).

Celijski stres, Infla?;nakFo.rnl

N citokini

5 y zracenje - Oksidativni ; :
Faktori rasta, UV !\ Receptori kuplovani

/
KN
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Slika 11. Sematski prikaz signalnog puta JNK-a.

Regulacija signalnog puta JNK-a je vrlo kompleksna i pod kontrolom velikog
broja uzvodnih MKKK-a koje se aktiviraju u odgovoru na razli¢ite stimuluse, kao §to je
prethodno nabrojano. Aktivaciju JNK-a vrse MKK4 i MKK7 i to dvojnom
fosforilacijom treonina (Thr183) i tirozina (Tyrl85) u okviru tripeptidnog motiva Thr-
Pro-Tyr (Chen i sar., 2001). JNK su kodirane sa tri gena: jnk1, jnk2 i jnk3, pri ¢emu se
Jjnk1 i jnk2 eksprimiraju u veéini tkiva, a jnk3 u mozgu, srcu i testisima (Davis, 2000).
Alternativnom obradom primarnih transkripata sa ova tri gena nastaje bar 10 izoformi

JNK-a: svaki od gena daje izoforme od 46 kDa i 54 kDa, dok jnk1 i jnk2 daju jo$ po dve
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izoforme (Gupta i sar., 1996; Davis, 2000). Uocena je tkivna specificnost u ekspresiji
razli¢itih izoformi, kao i specifi¢nost za supstrate (Gupta i sar., 1996). U ¢eliji, INK se
nalaze kako u citoplazmi tako i u jedru, a nakon aktivacije, stimulisan je njihov prelazak
u jedro (Chen i sar., 2001). Supstrati JNK-a su brojni, i ukljucuju citoplazmatiéne,
citoskeletne, membranske i1 jedarne proteine. U jedru, JNK fosforiliSu mnostvo
transkripcionih faktora ukljucujuci c-Jun, ATF2 (eng. activating transcription factor 2,
ATF2), HSF-1 (eng. heat shock factor protein 1, HSF-1), STAT3, kao i GR, kako je
prethodno ve¢ napomenuto (Pulverer i sar., 1991; Ip i Davis, 1998; Rogatsky i sar.,
1998; Dai i sar., 2000). Takode, osim §to JNK uti¢e na funkciju GR-a, pokazano je da
interakcija JNK-a i GR-a moze inhibirati aktivnost JNK-a, spreavajuéi interakciju
JNK-a sa MKK7 (Bruna i sar., 2003).

Podaci o ulozi JNK-a u odgovru organizma na psiholoske stresore, kao i o
njihovoj ulozi u patogenezi depresije nisu veliki. Pokazano je, na primer, da akutni stres
forsiranog plivanaj dodovdi do poveéane fosforilacije JNK-a u razli¢itim regionima
mozga eksperimentalnih Zivotinja (Shen i sar., 2004). S druge strane, hroni¢ni
nepredvidivi stres doveo je do smanjene fosforilacije JNK-a u hipokampusu Zivotinja
(Li i sar., 2009). Takode, rezultati iz naSe laboratorije pokazuju da hroni¢ni stres
izolacijom dovodi do smanjenja fosforilacije JNK-a u hipokampusu i prefrontalnom
korteksu muzjaka pacova, $to je bilo praceno i smanjenjem fosforilacije GR-a na S246
(Adzic i sar., 2009). Sto se ti¢e istrazivanja na ljudima, nadena je smanjena ukupna
koli¢ina JNK-a u limfocitima pacijenata sa bipolarnim poremecajem u akutnoj
depresivnoj epizodi (Spiliotaki i sar., 2006). Dalja ispitivanja vezana za promene u
signalizaciji JNK-a verovatno mogu pomoc¢i u boljem razumevanju naruSenih ¢éelijskih

procesa u stresu i depresiji, kao i same glukokortikoidne signalizacije.

1.4. Glukokortikoidima indukovani leucinski rajsferslus (GILZ) —
posrednik anti-inflamatornih efekata glukokortikoida

Glukokortikoidima indukovani leucinski rajsferSlus (eng. glucocorticoid-
induced leucine zipper, GILZ) je prvi put indentifikovan 1997. godine tokom
sistematske pretrage gena stimulisanih glukokortikoidima u miSjim timocitama

(D'Adamio i sar., 1997). GILZ je ¢lan familije TSC-22 (eng. TGF-f-stimulated clone
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22, TSC-22) proteina sa leucinskim rajsferSlusom i po ovoj terminologiji naziva se
TCS22D3 (Fiol i sar., 2007). Do danas je identifikovano Cetiri izoforme GILZ-a koje
nastaju alternativnom obradom primarnog transkripta sa tsc22d gena i oznaéene su sa
GILZ1-4, po redosledu otkrivanja (Soundararajan i sar., 2007). Stimulacija ekspresije
GILZ-a glukokortikoidima posredovana je vezivanjem GR-a za bar tri GRE sekvenci u
okviru promotorskog regiona ovog gena, a maksimalna ekspresija postiZe se vezivanjem
i transcripcionog faktora FoxO3 (eng. forkhead box O3, FoxO3) za svoje konsenzusne
sekvence (Wang i sar., 2004; Asselin-Labat i sar., 2005). Osim glukokortikoida, ulogu u
modulaciji ekspresije GILZ-a imaju i drugi faktori kao $to su hipoksija i razni citokini
(npr. IL-10 i TGF- B stmulisu ekspresiju GILZ-a, dok je IL-2 suprimira) (Wang i sar.
2012; Berrebi i sar., 2003; Ayroldi i Riccardi, 2009).

GILZ se eksprimira u velikom broju tkiva: u imunim ¢elijama, ¢elijama mozga,
epitelnim Celijama bubrega, ¢elijama kostiju, miSic¢a itd. (Soundararajan i sar., 2007;
Ayroldi iRiccardi, 2009).

Prvo otkrivena i najviSe proucavana uloga GILZ-a je u posredovanju imuno-
supresivnih i anti-imflamatornih efekata glukokortikoida (Ayroldi i sar., 2001; Delfino i
sar., 2004; Ayroldi i Riccardi, 2009). Ipak, dalja istrazivanja su dala uvid i u druge
vazne fizioloske uloge ovog proteina. Na primer, GILZ stimuliSe ekspresiju
epitelijalnog Na* kanala u bubrezima i na taj nadin poveéava transport Na®, zatim GILZ
utice na diferencijaciju progenitorskih celija koStane srzi, kao 1 eritroidnih
progenitorskih c¢elija (Kolbus i sar., 2003; Muller i sar., 2003; Soundararajan i sar.,
2005; Shi i sar., 2007). Ove raznovrsne funkcije GILZ ostvaruje posredstvom mnostva
meduproteinskih interakcija u razli€itim tipovima celija.

Anti-imflamatorne efekte GILZ ostvaruje na nekoliko nacina (Slika 12). GILZ
se vezuje za p65 subjedinicu NFkB-a, spre€ava njen prelazak u jedro, i na taj nacin
suprimira ekspresiju pro-inflamtornih gena regulisanih ovim trnskripcionim faktorom
(Ayroldi i sar., 2001). Takode, GILZ sprecava aktivnost drugog vaznog transkripcionog
faktora posrednika inflamatornog i imunog odgovora, AP-1, interagujuci sa njegovim
subjedinicama c-Jun i c-Fos (Mittelstadt i Ashwell, 2001). GILZ interaguje sa Ras i
Raf-1 proteinima uti¢uéi tako na nizvodnu ERK signalizaciju, pa i na taj na¢in moze da
ucestvuje u regulaciji imunog odgovora (Ayroldi i sar., 2002; Ayroldi i sar., 2007).

Interakcija GILZ-a sa proteinima Ras i Raf, takode inhibira i Akt signalni put, ¢cime
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moze da utiCe na prezivljavanje i proliferaciju imunih Celija (Ayroldi i sar., 2007).
Dakle, indukcija GILZ-a glukokortikoidima je jo§ jedan vazan nacin na koji ovi
hormoni ostvaruju svoje imunosupresivne i anti-inflamatorne efekte.

Citokinski
receptor

Glukokortikoidi @

Inflamatorni
signal

Celijska
proliferacijai
diferencijacija

Proinflamatorni
medijatori

Geni sa NFkB
vezivnim mestim

Slika 12. Sematski prikaz uloge GILZ-a kao posrednika anti-inflamatornin efekata
glukokortikoida.

S obzirom na pomenutu vezu izmedu patogeneze depresije i povecanja pro-
inflamatornih medijatora, mali broj radova je istrazivao ulogu GILZ-a u ovoj bolesti.
Ipak, jedna skoraSnja studija je pokazala da kod miSeva izloZenih hroni¢nom socijalnom
stresu dolazi do povecane inflamacije u mozgu koje je praceno i smanjenjem ekspresije
GILZ-a (Wohleb i sar., 2011). U drugoj studiji, kod pacijenata sa depresijom pokazano
je da postoji povezanost izmedu smanjenja hipokampusa i smanjene ekspresije GILZ-a
u Celijama periferne krvi (Frodl i sar., 2012). S obzirom na pomenute rezultate, vidimo
da ispitivanja vezana za GILZ mogu pomoéi u boljem razumevanju uloge imunog

sistema u patogenezi depresije.
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1.5. FK506-vezujuéi protein 5 (FKBP5) — koSaperon glukokortikoidnog
receptora

FK506°-vezujuéi protein 5 (eng. FK506 binding protein 5, FKBP5 ili eng.
FK506 binding protein 51, FKBP51) je otkriven pre oko 20-ak godina kao deo
kompleksa receptora za steroidne hormone (Smith i sar., 1990). Ovaj protein pripada
superfamiliji peptidil prolil izomeraza i1 imunofilina koji sadrze tetratrikopeptidni
ponovak (eng. tetratricopeptide repeat, TPR), a ima koSaperonsku ulogu hsp-a 90 u
kompleksu sa streoidnim receptorma (Schiene-Fischer i Yu, 2001). Tokom sazrevanja
multiproteinskog kompleksa GR-a, FKBP5 se vezuje za hsp90 preko svog domena
TPR, i ovakav receptorski kompleks ima mali afinitet za kortizol (Storer i sar., 2011). U
prisustvu hormona, FKBP5 disosuje od kompleksa, a vezuje se drugi imunofilin koji
sadrzi TPR domen, FK506-vezujuéi protein 4 (eng. FK506 binding protein 4, FKBP4 ili
eng. FK506 binding protein 52, FKBP52) i takav kompleks ima visok afinitet za steroid
(Davies i sar., 2002; Storer i sar., 2011) (Slika 13). Takode, FKBP4 interaguje sa
dineinom ¢ime omogucava kompleksu GR-a da se transportuje kroz citoplazmu do
jedarne pore, a olakSava i sam transport GR-a u jedro, interakcijom sa proteinima
kompleksa jedarne pore (Davies i sar., 2002; Schaaf i Cidlowski, 2003; Wochnik i sar.,
2005). S druge strane, prekomerna ekspresija FKBP5 smanjuje afinitet GR-a za
kortizol, kao i njegovu translokaciju u jedro (Wochnik i sar., 2005). Vaznost uloge
FKBP5 za signalizaciju GR-a in vivo prvo je uoéena kod majmuna Novog sveta Koji
imaju povisen nivo kortizola u krvi, visi od svih drugih primata ukljucuju¢i 1 coveka, a
ne pokazuju Stene efekte hiperkortizolemije, Sto je bar delimi¢no ostvareno pove¢anom
ekspresijom FKBP5 (Denny i sar., 2000; Scammell i sar., 2001; Westberry i sar., 2006).

Ekspresija FKBPS je stimulisana steroidima, ukljuujuéi i glukokortikoide, kao
deo kratke negativne povratne sprege aktivnosti GR-a (Vermeer i sar., 2003) (Slika 13).
Gen fkbp5 sadrzi vise GRE sekvence u intronskim i intergenskim regionima, kao i
intronske sekvence koje odgovaraju na androgene i progesteron (Hubler i Scammell,
2004; Magee i sar., 2006; Paakinaho i sar., 2011). Povecana ekspresija FKBPS5
stimulisana steroidima trebalo bi za uzvrat da smanji translokaciju GR-a u jedro i

osetljivost celije na glukokortikoide. Pretpostavlja se da je ovakav efekat

® FK506 (takode su nazivi i tacrolimus i fujimycin) je imuno-supresivni lek.
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glukokortikoida na ekspresiju fkbp5 vazan i za regulaciju signalizacije GR-a u mozgu,
tj. regulaciju HHA ose. Na primer, pokazano je da kod miSeva nakon administracije
DEX-a dolazi do povecanja iRNK za FKBPS5 u razli¢itim mozdanim strukturama

vaznim za funkciju HHA ose (hipokampusu, hipotalamusu i prefrontalnom korteksu)
(Binder, 2009).

2 KORTIZOL
E-‘ig @ o0

Slika 13. Sematski prikaz uloge FKBPS u signalizaciji GR-a. Objasnjenja videti u tekstu. Slika
adaptirana na osnovu Binder (2009).

S obzirom na vaznost FKBP5 za funkciju GR-a, nije neobi¢no S§to se ovaj
protein dosta istrazuje u vezi sa odgovrom HHA ose u stresnim situacijama, kao 1 u
bolestima povezanim sa stresom, kao Sto je depresija. Nekoliko polimorfizama u
jednom nukleutidu (eng. single nucleotid polymorphisms, SNP) u okviru fkbp5 gena
povezano je sa povecanom ekspresijom ovog proteina u limfocitima periferne krvi ili
poveéanom indukcijom njegove ekspresije u odgovoru na glukokortikoide (Binder i
sar.,, 2004). Zdrave osobe homozigoti za ove SNP-ove, pokazivale su znake
glukokortikoidne rezistencije u DST-u i DEX/CRH testu (Binder i sar., 2004; Binder i
sar., 2008), kao 1 sporiji opravak 1 ve¢i nivo simtoma anksioznosti nakon izlaganja
psihosocijalnim stresorima (Ising i sar., 2008). Takode, ovi aleli su povezani sa ve¢im
rizikom za oboljevanje od depresije i post-traumatskog stresnog sindroma kod osoba
zlostavljanih u detinjstvu (Binder i sar., 2008; Xie i sar., 2010; Zimmermann i sar.,

2011), kao i boljim odgovorom na antidepresive kod depresivnih pacijenata (Binder i
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sar., 2008; Lekman i sar., 2008). lako na prvi pogled izgleda kontradiktorno kako isti
polimorfizmi, koji dovode do vece ekspresije FKBPS5, su povezani s jedne strane sa
veéim rizikom od depresije, a s druge strane sa boljim odgovorom na antidepresive,
objasnjenje bi moglo biti sledece: naime, depresivni pacijenti nosioci ovih alela, za
razliku od kontrola, pokazivali su povecanu osetljivost GR-a u DEX/CRH testu u
poredenju sa pacijentima koji nisu imali ove alele, $to je mozda doprinelo brzem
oporavku funkcije HHA ose i brzem odgovoru na tretman antidepresivima (Binder,
2009). Ova promena u osetljivosti GR-a na glukokortikoide kod depresivnih pacijenata
nosioca pomenutih SNP-ova u odnosu zdrave, mogla bi sugerisati na postojanje
interakcije genotipa i sredine koja doprinosi funkcionalnoj promeni uticaja ovih
polimorfizama na signalizaciju GR-a (Binder, 2009).

Takode, povecana ekspresija FKBP5 uodena je u postmortem uzorcima
frontalnog kortieksa depresivnih bolesnika (Tatro i sar., 2009), kao i u celijama
periferne krvi pacijenata sa DP-om (Cattaneo i sar., 2013), a smanjenje njegove
ekspresije bilo povezano sa uspe$nim odogvorom na antidepresive (Cattaneo i sar.,
2013).

S obzirom na sve gore pomenuto, vidimo koliko je FKBP5 bitan za regulaciju
glukokortikoidne signalizacije tokom stresa i u depresiji, a dalja ispitivanja bi trebalo da

daju jos jasniju sliku njegove uloge u ovim procesima.
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2. Cilj rada

Imajuéi u vidu vaznu ulogu glukortikoida u patogenezi DP-a, kao i to da
fosforilacija GR-a bitno uti¢e na njegovu funkciju, glavni cilj ove doktorske disertacije
bio je da se ispita uloga fosforilacije GR-a u patogenezi depresije, kao i to da li bi
fosforilacija GR-a mogla biti jedan od potencijalnih biomarkera® kako za laksu
dijagnostiku i pracenje leCenja samog DP-a, tako i za otkrivanje ljudi koji su pod
povecanim rizikom za oboljevanje od klinicke depresije. Idu¢i ka ovom cilju, u ovoj
doktorskoj tezi analizirano je sledece:

1. dali postoje razlike u fosforilaciji GR-a izmedu pacijenata sa akutnom epizodom
depresije u odnosu na zdrave kontrole;

2. da 1li postoji povezanost izmedu nivoa fosforilacije GR-a i trenutnih nivoa
negativnih emotivnih stanja (simptoma depresije, anksioznosti i stresa) u okviru
grupe zdravih kontrola;

3. da li dolazi do promene u fosforilaciji GR-a tokom terapije pacijenata sa
depresijom.

S obzirom na to da je naruSena funkcija GR-a uocena i1 u perifernim ¢elijama
krvi pacijenata sa DP-om i s obzirom na laku dostupnost ovih ¢elija, fosforilacija GR-a
je analizirana u limfocitima preiferne krvi ispitanika. Osim pracenja same fosforilacije
GR-a, pracene su i promene u njegovoj uzvodnoj i nizvodnoj signalizaciji. Konkretno,
kod zdravih kontrola i pacijenata sa akutnom depresivnom epizodom, ispitivali smo
slede¢e parametre:

1. koncentraciju jutarnjeg kortizola u serumu, kao indikator aktivnosti HHA ose;

2. nivo fosforilacije jedarnog GR-a na S211 i S226, s obzirom da fosforilacije na
ovim epitopima bitno utiu na transkripcionu aktivnost GR-a;

3. nivo ukupnog GR-a u jedru i u citosolu, radi dobijanja uvida o translokaciji GR-

a, s obzirom da fosforilacija GR-a uti¢e na njegovu ¢elijsku lokalizaciju;

® Pod biomarkerom se podrazumeva bioloSka karakteristika organizma koja se moze objektivno meriti i
koja predstavlja indikator normalnih bioloSkih procesa, patoloskih procesa ili orgovor na farmakoloski
tretman (Atkinson i sar., 2001).
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4. nivo ukupne i aktivirane (fosforilisane) forme JNK-a u jedru i citolazmi, s
obzirom da JNK ucestvuje u fosforilaciji GR-a na S226;

5. nivo GILZ-a u citoplazmi, s obzirom da je ekspresija ovog proteina stimulisana
glukokortikoidima, kao 1 to da je GILZ vazan je medijator u ostvarivanju anti-
inflamatornih efekata GR-g;

6. nivo FKBP5 u citoplazmi, s obzirom da je ekspresija ovog proteina stimulisana
glukokortikoidima, kao i to da je FKBP5 vazan deo kratke negativne povratne
sprege u regulaciji funkcije GR-a.

Kod grupe depresivnih pacijenata koju smo pratili tokom lecenja putem
ponovljene transkranijalne magnetne stimulacije (eng. repetitive transcranial magnetic
stimulation, rTMS) kao adjuvantne metode uz redovno propisanu terapiju
antidepresivnim lekovima, pratili smo one parametare glukokortikoidne signalizacije za
koje je prethodno bilo pokazano da se razlikuju izmedu grupe zdravih i pacijenata sa
akutnom epizodom depresije.
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3. Materijal i metode

3.1. Odabir i karakterizacija ucesnika u studiji

Ova studija je odobrena od Medicinskog etickog komiteta Klini¢kog centra
Srbije. Svi ucesnici u studiji, pacijenti sa DP-om i kontrolni ispitanici, pre ulaska u
studiju su bili upoznati sa procedurom i ciljem istrazivanja i dali su svoj pismeni

pristanak za ucestvovanje u istoj.

3.1.1. Pacijenti sa akutnom epizodom depresivnog poremecaja

Za studiju je odabrano trideset pacijenta sa Klinike za psihijatriju Klinickog
centra Srbije. Dijagnoza aktuelne depresivne epizode potvrdena je primenom
strukturisanog intervjua za psihijatrijske bolesti prema ICD-10 i DCM-IV kriterijumima
(eng. Mini-International Neuropsychiatric Interview - M.I.N.l.) (Sheehan i sar., 1998).
Pacijenti koji su usli u studiju imali su slede¢e dijagnoze: 296.20-26 — jedna epizoda
velikog depresivnog poremecaja i 296.30-36 — rekurentni veliki depresivni poremecaj,
po DSM-IV kriterijumu, ili F32-x — depresivna epizoda i F33.x — rekurentni depresivni
poremecaj, po ICD-10 kriterijumu. Dijagnoza je potvrdena saglasno$¢u izmedu dva
psihijatra na osnovu odvojenih intervjua. Svi pacijenti sem jednog su bili sa rekurentnim
DP-om, ta¢nije, jedan pacijent je imao prvi put depresivnu epizodu, tri pacijenta su
imali drugu epizodu 1 ostali s bili sa tri ili viSe depresivnih epizoda. Nijedan od
pacijenata nije imao neurolosko ili neko drugo medicinsko oboljenje, mada je odredeni
broj pacijenata imao simptome anksioznosti. Niko od pacijenata nije nikada tretiran
EKT-om. Takode, nijedan od pacijenata u poslednjih 12 meseci nije zloupotrebljavao
alkohol 1ili druge psihoaktivne supstance i nije patio od poremecaja uzrokovanih
zloupotrebom psihoaktivnih  supstanci. Intenzitet depresivne simptomatologije
procenjen je od strane ispitivaca koriS¢enjem Hamiltonove skale za depresiju (eng.
Hamilton Rating Scale for Depression, HAMD-17) (Hamilton, 1960). Regrutovani
pacijenti su imali srednje teSku (HAMD 14-18) (8 pacijenata), teSku (HAMD 19-22) (4
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pacijenta), do vrlo tesku deresiju (HAMD > 23) (18 pacijenata), a srednja vrednost
HAMD skorova se nalazi u Tabeli 11. Takode, svaki od pacijenata ispunio je i
sociodemografski upitnik i kao i Skale depresije, anksioznosti i stresa (eng. Depression,
anxiaty and stress scales — DASS) za samoprocenu negatinih emocija, tj. simptoma
depresije, anksioznosti i stresa u poslednjih 14 dana.

Svi pacijenti su bili na terapiji u trenutku ulaska u studiju, koja je prikazana u
Tabeli 5. Najveci broj pacijenata imao je kombinovanu terapiju koja se sastojala od
antidepresiva i benzodiazepina, dok su nekima bile prepisane i niske doze antipsihotika
za umirenje, ili stabilizatora raspoloZenja za poboljSanje tarapeutskog ucinka. Pacijenti
su bili na pomenutoj terapiji najmanje 1 nedelju pre ulaska u eksperiment. Prethodna
izloZenost antidepresivima i drugim lekovima za leenje DP-a bila je varijabilna, u

trajanju od nekoliko meseci do nekoliko godina.

Tabela 5. Rezime terapije pacijenata sa akutnom epizodom depresije.

Terapija pacijenti sa DP-om (%0)
SSRI —48%
— 0,
antidepresivi 88.5 % :ci/?anﬁzgresivil 15%
ostali
benzodiazepini 96.2 %
stabilizatori raspolozenja 30.8%
antipsihotici 50 %

3.1.2. Kontrolni ispitanici

Trideset pet kontrolnih ispitanika regrutovano je putem lokalnih reklama u
razli¢itim firmama iz Beograda. Kriterijum za uklju¢ivanje u studiju podrazumevao je
one bez trenutnih ili proslih medicinskih poremecaja, kao i one bez ikakve terapije, bilo
hroni¢ne bilo akutne. Svi uesnici su prvo prosli kroz intervju sa treniranim psihijatrom
koji je na osnovu M.LN.L kriterijjuma isklju¢io prisustvo nekog od mentalnih
poremecaja, a zatim su ispunili sociodemografski upitnik i DASS. Svi kontrolni

ispitanici su imali normalne do umerene skorove na sve tri skale DASS-a (depresije,

” Ovde spadaju SNRI, NRI, serotoninski i serotoninski/noradrenalinski modulatori (videti Tabelu 4.).
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anksioznosti i stresa), i s obzirom da nijedan ispitanik nije ispunio M.1.N.I. kriterijume
za trenutni ili nekada$nji mentalni poremecaj, simptomi mereni DASS-om smatrani su
subklinickim i/ili prolaznim (Sto je u saglasnosti sa dimenzionalnim pristupom

psihopatologije (Regeer i sar., 2006)).

3.1.3. Pacijenti praceni tokom lecenja ponovljenom transkranijalnom

magnetnom stimulacijom kao adjuvantnom terapijom

U ovaj deo istrazivanja uklju¢eno je cetiri pacijenta Klinike za psihijatriju
Klinickog centra Srbije. Aktuelna epizoda depresivnog poremecaja potvrdena je na
osnovu ICD-10 i DCM-IV kriterijuma (M.L.N.l.) (Sheehan i sar., 1998), a tezina
depresivne simptomatologije procenjen je na osnovu HAMD-17, pri ¢emu su
regrutovani pacijenti imali tesku (HAMD 19-22) do vrlo tesku deresiju (HAMD > 23)
(Tabela 6). Dodatni preduslovi za ukljucenje u studiju bili su i to da nije ustanovljeno
nijedno drugo psihijatrijsko oboljenje, da nema somatskih oboljenja ili stanja koja
predstavljaju kontraindikaciju za primenu rTMS (npr. prisustvo mentalnog implantata u
telu, epilepsije, tumorskih lezija u mozgu, deprivacije spavanja, alkoholizma, ozbiljnog
sr¢anog oboljenja, trudnoce, uzimanja medikamenata koji snizavaju konvulzivni prag
bez istovremene primene lekova koji Stite od pojave konvulzija) (Rossi i sar., 2009),
kao 1 da je nalaz na elektroencefalogramu, uraden pre uklju¢ivanja u program rTMS
stimulacije, bez odstupanja od fizioloSkog nalaza. Regrutovani pacijenti su ve¢ bili na
terapiji antidepresivima u odgovarajucoj dozi, minimum tri nedelje pre pocetka primene
rTMS-a. Farmakoterapijski protokol se nije menjao tokom perioda trajanja rTMS-a
(prve 3 nedelje pracéenja), a nakon =zavrSenog protokola rTMS-a, terapija
antidepresivima je nastavljena. Osnovni sociodemografski podaci i farmakoterapija
pacijenata pracenih tokom rTMS-a prikazani su u Tabeli 6.

Terapija rTMS-om je radena na Klinici za neurologiju Klini¢kog centra Srbije.
Magnetna stimulacija je sprovodena koris¢enjem magnetnog stumulatora (eng. Rapid
Transcranial Magnetic Stimulator, Magstim Co, UK). Protokol stimulacije je
podrazumevao primenu rTMS frekvence od 10Hz, intenziteta 120% od unapred
odredenog motornog praga, nad levim DLPFC-om. Terapija je trajala ukupno 15

dnevnih sesija, u toku tri nedelje (svakim radnim danom, uz pauzu za vikend). Pre
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pocetka stimulacije svakom ispitaniku je odredivan prag aktivacije (eng. ,,motor

threshold) po predlozenom protokolu.

Tabela 6. Osnovni sociodemografski podaci i farmakoterapija pacijenata pracenih tokom
rTMS-a, kao adjuvantne terapije.

Pacijenti Pol Starost Antidepresivi
1 M 38 SSRI
2 7 37 SSRI
3 Z 56 TCA
4 Z 46 NRI

Uzimanje Kkrvi pacijenata za molekularno bioloske analize, kao i psihometrijska
evaluacija (HAMD-om i DASS-om) vriene su u tri tacke: pre poc¢etka rTMS terapije, u
tre¢oj nedelji nakon pocetka primene protokola (tj. nakon zavrSetka rTMS-a) i u

dvanaestoj nedelji nakon prvog uzorkovanja.

3.2. Upitnici koriSéeni u studiji

Hamiltonovu skalu za procenu depresije (HAMD) razvio je Maks Hamilton sa
ciljem da se ustanovi tezina depresivne simptologije 1 prati oporavak pacijenta
(Hamilton, 1960). Ovim upitnikom stru¢no lice procenjuje tezinu depresije na osnovu
prisustva slede¢ih simptoma: depresivnog raspoloZenja, osecanja krivice, ideja o
samoubistvu, nesanice, naruSene radne sposobnosti, motorne retardacije, agitacije,
anksioznosti, somatskih simptoma, gubitka teZine. Smanjenje HAMD skora za 50% ili
viSe smatra se znakom znacajnog klini¢kog poboljSanja, dok HAMD skor <7 je
indikator remisije, tj. oporavka od depresije. lako su kasnije prepoznate odredene mane
ove skale, HAMD se smatra zlatnim standardom u klini¢ckim studijama 1 najceSce je
kori¢éen upitnik u istrazivanjima vezanim za depresiju (Cusin i sar., 2009).

Skale depresije, anksioznosti i stresa (DASS) je upitnik za samoprocenu
negativnih emotivnih statanja u poslednjih ¢etrnaest dana, na kome se odgovori daju na
Cetvorostepenoj skali Linkerovog tipa (Lovibond i Lovibond, 1995; Lovibond i
Lovibond, 1995). Ovaj upitnik pogodan je za merenje negativnih emotivnih stanja kako

u zdravoj populaciji, tako i u Kklinickim istrazivanjima (Lovibond i Lovibond, 1995;
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Crawford i Henry, 2003). DASS-ova skala depresiije meri: neraspoloZenje, osecaj
beznadeznosti 1 besmislenosti Zivota, Samo-omalovaZavanje, nezainteresovanost,
anhedonju i bezvoljnost. DASS-ova skala anksioznosti procenjuje: znake aktiviranja
simpatickog nervnog sistema, efekte na skeletnim misi¢ima, situacionu anksioznost i
subjektivni dozivljaj anksioznog afekta. DASS-ova subskala stresa meri stepen
hroni¢nog nespecificnog uzbudenja: tesko¢u opustanja, nervozu, uznemirenost,
razdrazljivost i nestrpljivost. Svaka od ovih subskala odreduje i opstiju dimenziju
psiholoskog distresa (Henry i Crawford, 2005). Individualni rezultati za svaku

pojedina¢nu DASS skalu dobijeni su sabiranjem odgovora na odgovarajuca pitanja.
3.3. Procedura uzimanja uzoraka Krvi

Svim ucesnicima istrazivanja, krv za pripremu uzoraka limfocita za molekularno
bioloske analize i merenje koncentracije kortizola, uzimana je ujutro, u periodu izmedu
8:00 i 9:00. Koncentracija kortizola merena je u biohemijskoj laboratoriji koris¢enjem

hemiluminiscentne metode (DPC Immulite).
3.4. Priprema uzoraka limfocita
3.4.1. 1zdvajanje limfocita iz krvi u gradijentu gustine

Za molekularno bioloske analize u limfocitima, uzimano je 10 ml krvi u
Na;EDTA BD vakutaner tubama, da bi se sprecila koagulacija krvi. Limfociti iz
periferne krvi izdvajani su koris¢enjem LSM-a (eng. Lymphocyte Separation Medium,
LSM) po uputstvima proizvodaca uz male izmene. Krv je prvo bila razblazena hladnim
fizioloskim rastvorom (0.9% NaCl), zatim naslojena na LSM i centrifugirana na 400 xg.
Glavna komponenta LSM-a je polisaharid fikol, pa se na osnovu razlike u gustini,
prilikom centrifugiranja, razdvajaju razli¢ite komponente krvi (Slika 14.). U sloju ¢elija
izmedu plazme i LSM-a, tzv. eng. ,,buffy coat-u, nalazile bi se mononuklearne celije
periferne krvi (od ¢ega su 70-90% limfociti, a ostatak su monociti/makrofagi). Ovaj sloj
bi se izdvajao i ispirao tri puta u hladnom PBS-u (eng. phosphate buffered saline, PBS)

na 260 xg, na +4°C. Nakon poslednjeg ispiranja, PBS je bio odliven, talog limfocita
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nakratko osu$en na vazduhu, i odmah zatim zamrznut u te¢nom azotu i skaladiSten na -

80°C do dalje obrade.

Q@090
RazblaZena °© o Plazima

krv

o
% N m Mononuklearne ¢elije

centrifugiranje >
’

%

Fikol

o o Eritrocit.i )
o ‘ Granuloc]t'l
v g o Trombociti

Slika 14. Sematski prikaz razdvajanja razlicitih komponenti krvi koriséenjem LSM-a.

Fikol

3.4.2. Priprema citoplazmati¢nih i jedarnih frakcija limfocita

Priprema subcelijskih frakcija limfocita uradena je na osnovu protokola
Schreibera i saradnika (1989) uz odredene modifikacije. Talozi limfocita
resuspendovani su u 500 ul hladnog pufera A (sastav pufera A je prikazan u Tabeli 7), a
zatim inkubirani na ledu uz snazno ljuljanje 30 min. Nakon toga, u svaki uzorak je
dodavano 75 pl 10% rastvora Tween 20, uzorci su vorteksovani 20 s i centrifugirani na
10000 xg 10 min, na +4°C. Dobijeni supernatant je odliven i sluZio je kao frakcija
citosoplazme, a talog u kome su se nalazila jedra, nakratko je osuSen i resuspendovan u
150 pl hladnog pufera C (sastav pufera C prikazan je u Tabeli 8). Uzorci su inkubirani
na ledu uz snazno ljuljanje 30 min, a zatim centrifugirani na 10000 xg 10 min, na +4°C.

Dobijeni supernatant korisc¢en je kao jedarna frakcija limfocita.
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Tabela 7. Sastav pufera A.

Pufer A

Tabela 8. Sastav pufera C.

10 mM HEPES pH 7.9

Pufer C

10 mM KCI

20 mM HEPES pH 7.9

0.1 MM Na,EGTA

400 mM NaCl

0.1 mM Na,EDTA

1 mM Na,EGTA

I1mMDTT

1 mM Na,EDTA

proteazni inhibitori:

I1mMDTT

0.15 mM spermine

proteazni inhibitori:

0.15 mM spermidine

0.15 mM spermine

1 mM PMSF

0.15 mM spermidine

5 pg/ml antipain

1 mM PMSF

5 pg/ml leupeptin

5 pg/ml antipain

5 pg/ml aprotinin

5 pg/ml leupeptin

10 pg/ml tripsin inhibitor

5 pg/ml aprotinin

3 mM benzamidine

10 pg/ml tripsin inhibitor

fosfatazni inhibitori:

3 mM benzamidine

20 mM pB-glycerophosphate

fosfatazni inhibitori:

5 mM Na,P,0;x10H,0

20 mM pB-glycerophosphate

2mM Na3VO4

5 mM Na,P,0,x10H,0

25 mM NaF

2mM N33VO4

25 mM NaF

3.4.3. Odredivanje koncentracije proteina u citoplazmati¢nim i jedarnim

frakcijma limfocita

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odredena je kolorimetrijskom

metodom zasnovanom na koris¢enju BCA (eng. bicinchoninic acid, BCA), prema

uputstvima proizvodaca za standarni protokol (Serva), budu¢i da ovaj metod ne

interferira sa komponentama pufera upotrebljenim za lizu ¢elija. Koncentracije proteina

u uzorcima odredene su na osnovu standardne krive i izmerenih absorbanci za svaki

uzorak. Za standarnu krivu kori§¢ene su poznate koncentracija BSA (eng. Bovine serum

albumine, BSA) proteina u opsegu od 0.025 mg/ml do 1 mg/ml. Svi uzorci jedarne

frakcije bili su razblazeni 10 puta, a uzorci citoplazme 15 puta da bi uSli u opseg

standardne krive. Koncentracija proteina u svim uzorcima bila je merena u duplikatu i

izraCunavane su srednje vrednosti za svaki uzorak.
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3.5. Detekcija proteina u citoplazmati¢noj i jedarnoj frakciji limfocita

3.5.1. Separacija proteina metodom elektroforeze na SDS-

poliakrilamidnom gelu

Nakon odredivanja koncentracije proteina, uzorci su pomesani sa denaturiSué¢im

puferom prema Lemliju (Laemmli, 1970) (Tabela 9) i kuvani 5 min. na 100°C.

Tabela 9. Pufer za denaturaciju uzoraka prema Lemliju.

Pufer za denaturaciju uzoraka
(finalne koncentracije)

62.5 mM Tris HCI pH 6.8

10% Glicerol

2% SDS

0.005% BFB (Bromfenol Blue)

2% B-merkaptoetanol

Nakon kuvanja, uzorci su ohladeni i skladiSteni na -20°C do dalje upotrebe.

Proteini su razdvajani na 7.5% ili 12% poliakrilamidnim gelovima u zavisnosti od

molekulske mase proteina koji su se analizirali, tacnije: 7.5% gel je koriséen za

razdvajanje GR-a i JNK, dok 12% gel je koris¢en za analizu GILZ i FKBP5 proteina.

Na gel je nanoseno 60 pg proteina. Elektroforeza na denaturiSu¢em SDS (eng. Sodium

dodecil sulphat, SDS) - poliakrilamidnom gelu radena je po modifikovanom

Lemlijevom protokulu za gel (Tabela 10), u puferu za elektroforezu koji je sadrzao 0.25
M Tris, 1.92 M glicin i 0.1% SDS, pH=8.3, pri konstantnom naponu od 100V.

Tabela 10. Sastav gelova za koncentrovanje i razdvajanje.

Gel za razdvajanje

Gel za koncentrovanje

7.5% Akrilamid/bisakrilamid 12% Akrilamid/bisakrilamid 5% Akrilamid/bisakrilamid
(30:1) (30:1) (30:1)

375 mM Tris pH 8.95 375 mM Tris pH 8.95 125 mM Tris pH 6.95
2mM EDTA 2mM EDTA 2mM EDTA

0.1% SDS 0.1% SDS 0.1% SDS

0.06% APS 0.06% APS 0.1% APS

0.06% TEMED 0.06% TEMED 0.1% TEMED
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3.5.2. Analiza proteina Western blot-om

Posle razdvajanja proteina elektroforezom, proteini su prebaceni na PVDF
(polivinilidendifluorid, PVDF) membranu (Immobilon-P membrane, Millipore)
koris¢enjem blot sistema Transblot (BioRad). Membrane su potom inkubirane 1 h na
sobnoj temperaturi u puferu za blokiranje, PBS-u ili TBS-u (eng. Tris-buffered saline,
TBS) koji je sadrzao 5% nemasno mleko ili BSA (TBS sa 5% BSA kori$¢en je za
blokiranje membrana kada bi se detektovao fosforilisani GR, a u ostalim slu¢ajevima
koris¢en je PBS sa 5% nemasnim mlekom).

Nakon blokiranja, membrane su inkubirane u primarnom antitelu preko no¢i na
4°C. Za detekciju proteina kori§¢ena su slede¢a primarna antitela: M-20 ili H-300
antitela (Santa Cruz Biotechnology) za detekciju ukupnog GR-a (razblazenje 1:500);
phospho-GR (Ser211) (Cell Signaling) antitelo za detekciju GR-a fosforilisanog na
S211 (razblazenje 1:500); phospho-GR (Ser226) (Abcam) antitelo za detekciju GR-a
fosforilisanog na S226; antitela SAPK/INK i phospho-SAPK/INK (Thrl183/Tyr185)
(Cell Signaling) za detekciju ukupne i fosforilisane JNK (razblazenja 1:500); GILZ D-2
(Santa Cruz Biotechnology) za detekciju GILZ proteina (razblazenje 1:500); FKBP5 H-
100 (Santa Cruz Biotechnology) za detekciju FKBPS5 proteina (razblazenje 1:500). B-
aktin (p-actin) je koris¢en kao kontrola nanosenja uzoraka na gel i detektovan je
specifi¢nim antitelom (Abcam) (razblazenje 1:5000).

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 3 puta po 10
min u PBST-u ili TBST-u (PBS/TBS sa 0.1% Tween 20) puferu. Nakon poslednjeg
ispiranja membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima, anti-
ze¢ijim ili anti-mi§jim HRP (eng. Horseradish peroxidase, HRP) -konjugovanim
antitelom (Amersham), 2 h na +4°C. Posle inkubacije sa sekundarnim antitelima,
ponovljeno je ispiranje membrane 3 puta po 10 min u PBST-u ili TBST-u. Signali su
detektovani kori$¢enjem Pico ili Femto hemiluminescentnog supstrata (Termo Scientific
Pirce), i izlaganjem membrane radiografskom filmu.

Nakon detekcije signala za Zeljeni protein, membrane su stripovane u cilju
detektovanja drugog Zeljenog proteina sa iste membrane. Stripovanje membrana je
vr§eno 20 min na 50°C u puferu za stripovanje koji je sadrzao: 62.5 mM Tris HCI pH

6.8, 2% SDS i 100 mM B-merkaptoetanol.
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3.5.3. Kvantifikacija signala

Za denzitometriju proteinskih traka sa radiografskog filma kori$¢en je Image J
program. Od svakog Western blot-a odabrano je po 2 reprezentativna filma. Jaine traka
za svaki protein podeljne su sa intenzitetom trake za B-aktin istog uzorka sa istog gela.
Potom su nivoi proteina u svim uzorcima izrazavani relativno u odnosu na interni
referentni uzorak (IRU), tj. kao procenat od jacine signala IRU-a za odgovarajuci
protein sa istog gela. Naime, IRU je puStan na svakom gelu u cilju smanjenja variranja
uslova izmedu razli¢itih Western blot-ova i radi poredenja uzoraka sa razlicitih gelova, a
dobijen je meSanjem alikvota uzoraka iz same studije. Racunati su i odnosi: fosfo-GR-
S211/GR, fosfo-GR-S226/GR, fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 i fosfo-JNK/INK, koji
su takode izrazeni kao procenat od odgovaraju¢eg odnosa istih proteina dobijenog za
IRU sa istog gela.

Svi uzorci su nanoseni na gel barem 2 puta, a kad je bilo dovoljno uzorka, bar 3
puta. Zatim su racunate srednje vrednosti za nivoe proteina za svaki uzorak. Ukoliko su
vrednosti nivoa proteina izmedu dva ponavljanja istog uzorka bile izrazito razlilite,

vrednosti nivoa tog proteina za taj uzorak bile su izbacene iz dalje statisticke analize.
3.6. Statisticka analiza podataka

Za analizu razlika izmedu grupe pacijenata i kontrola koriS¢eni su t-test za
kontinualne varijable i ¥* za kategoritke varijable. S obzirom da je t-test parametrijski
test, pre njegove primene provereno je da li podaci podlezu normalnoj raspodeli.
Varijable koje nisu pokazivale normalnu raspodelu transformisane su na pogodan nacin
(dekadnim logaritmovanjem). Dodatno, opstim linearnim modelom (eng. general liner
model, GLM), ispitani su efekati bolesti i potencijalnih kovarijata: pola, starosti i drugih
varijabli na ispitivane molekulske parametre.

Za analizu razlika izmedu muskaraca i Zena u okviru kontrolne grupe koris¢en je
neparametrijski Man-Vitnijev U test zbog male veli¢ine uzorka i kontrole autlejera.

Za analizu povezanosti izmedu dve Zeljene varijable u celom uzorku koris$¢ene
su Pirsonove korelacije, ili Spirmanove korelacije, u okviru grupe kontrola, zbog male

veli¢ine uzorka i kontrole autlejera.
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Kod pacijenata pracenih tokom lec¢enja rTMS-om, korelacije izmedu promena u
simptomima depresije i ispitivanih molekulskih parametara u vremenu, analizirane su
generalizovanim linearnim modelom, tacnije, koris¢en je GEE (eng. generalized
estimating equations, GEE). GEE je semiparametrijska regresiona statisticka metoda
koja je pogodna za obradu podataka u longitudinalnim studijama.

Vrednosti p manje od 0.05 smatrane su statisticki znacajnim, a p vrednosti
izmedu 0.1 1 0.05 smatrane su statistickim trendom i takode su obelezene u rezultatima.
Statisticka obrada podataka uradena je u programu SPSS (eng. Statistical Package for
the Social Sciences, SPSS).
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4. Rezultati

4.1. Analiza razlika u glukokortikeoidnoj signalizaciji u limfocitima izmedu
pacijenata sa akutnom epizodom depresivnog poremecaja u odnosu na

zdrave kontrole

Prvo smo zeleli da analiziramo da li izmedu pacijenata sa akutnom epizodom
depresije i zdravih kontrola postoje razlike u fosforilaciji GR-a, ukupnim nivoima GR-a
u jedru i citoplazmi, kao i signalizaciji vezanoj za JNK i nivoima proteina regulisanim

GR-om, GILZ-u i FKBPS5, vaznim posrednicima efekata glukokortikoidne signalizacije.

4.1.1. Demografske i Kklinicke karakteristike kontrolnih ispitanika i
pacijenata sa akutnom depresijom

Osnovne sociodemografske 1 klini¢ke karakteristike kontrolnih ispitanika i
pacijenata sa DP-om prikazane su u Tabeli 11. Grupa pacijenata bila je ne$to starija od
grupe kontrola. Da bismo iskljucili uticaj starosti na molekulske parametre koje smo
kasnije ispitivali u studiji, u daljim analizama, starost je smatrana jednim od kovarijata.
Sto se ti¢e distribucije polova, nije bilo razlike izmedu kontrolne grupe i pacijenata sa
DP-om. Takode, treba napomenuti i to da su svi ispitanici bili evropeidnog porekla, a
zene su bile pomeSane u odnosu na faze menstrualnog ciklusa i1 koriS¢enje

konraceptivnih pilula.
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Tabela 11. Osnovne sociodemografske i klinicke karakteristike kontrolnih ispitanika i
pacijenata sa akutnom depresijom. Podaci u tabeli su prikazani kao srednja vednost + SD
(standardna devijacija) ili kao procenat. Poredenje izmedu grupa vrseno je t-testom za
kontinualne varijable (date su t vrednosti i odgovarajuce p vrednosti) ili ¥ testom za
kategoricke varijable (date su y* vrednosti i odgovarajuce p vrednosti).

Karakteristike Kontrole DP Vrednosti testa

Starost (godine) 39.49 +9.64 44.77 £ 7.58 t=-2.423; p=0.018
Pol (muskarci/zene) 16/19 13/17 v?=0.037; p=0.847
DASS - depresija 6.17 £ 6.63 26.67 +10.88 | t=-9.507; p<0.001

DASS - anksioznost 5.83 +6.06 20.47 +10.72 | t=-7.478; p<0.001

DASS - stres 10.97 £5.76 25.10+11.16 | t=-7.354; p<0.001
HAM-D - 23.83+7.14 -

kortizol (nmol/Il) 348 £ 144 469 + 157 t=-1.921; p=0.059
pusanje (% puSaca) 31.40 % 70.00 % x2:9.615; p=0.002

Pacijenti su pokazali znacajno viSe skorove na skalama depresije, anksioznosti i
stresa u poredenju sa zdravim kontrolama. Takode, koncentracija kortizola u krvi je bila
visa kod pacijenata sa DP-om u odnosu na kontrole, mada samo kao trend. S obzirom da
je u nekim studijama uocen porast koncentracije kortizola sa staros¢u (Asnis i sar.,
1981; Halbreich i sar., 1984; Sher i sar., 2004), koriS¢enjem statistickih analiza
pokazano je da u nasoj studiji razlike u koncentraciji kortizola nisu bile vezane za
razlike u godinama izmedu grupe pacijenata i kontrola, ve¢ za prisustvo, odnosno
odsustvo same bolesti (Tabela 12). Kod pacijenata je takode bio veéi procenat pusaca
nego u kontrolnoj grupi. Zbog razlika u koncentraciji kortizola i procentu pusaca
izmedu grupa kontrola i pacijenata, ove varijable su uzete kao kovarijati u daljem

istrazivanju.
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Tabela 12. Uticaj starosti na koncentraciju kortizola u krvi. Prikazan je Pirsonov korelacioni
koeficijent izmedu starosti i koncentracije kortizola u krvi, kao i rezultati GLM-a u kome je
analiziran uticaj DP-a na koncentraciju kortizola u krvi, kontrolisano za starost.

Korelacije

Starost versus kortizol r=0.053; p=0.678

GLM -uticaj DP-a na koncentraciju kortizola u krvi, kontrolisano za starost

Uticaj starosti F=0.010; p=0.919

Uticaj DP-a F=3.462; p=0.068

4.1.2. Analiza glukokortikoidnog receptora i njegovih fosfo-izoformi u

limfocotima kontrolnih ispitanika i pacijenata sa akutnom depresijom

Kod svih uzoraka kvantifikovana je izoforma GRa od ~ 95 kDa (u daljem tekstu
GR). Razlike izmedu kontrola i pacijenata sa akutnom depresijom u nivoima ukupnog
GR-a u citoplazmi i jedru limfocita, kao i jedarnih fosfo-izoformi GR-a, prvo su
ispitivane t-testom, $to je prikazano na Slici 15. Pokazano je da su pacijenti imali
znacajno visi novo citosolnog GR-a (t=-2.551; p<0.05), dok nije bilo razlika u nivou
jedarnog GR-a. Treba napomenuti i to da je ukupan GR u uzorcima detektovan M-20
antitelom, ali, s obzirom da su neki radovi (Sarabdjitsingh i sar., 2010) pokazali razli¢itu
specifi¢nost razli¢itih antitela za GR, razlike u nivoima ukupnog GR-u potvrdene su i
koris¢enjem H-300 antitela (Slika 16).
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Slika 16. Nivoi ukupnog GR-a detektovanog sa dva razlicita antitela M-20 i H-300.
Predstavijen je isti Western blot, pri cemu je GR detektovan sa dva razlicita antitela, M-20 i H-
300. Vidimo da su razlike izmedu signala razlicitih uzoraka priblizno iste, bez obzira na
upotrebljeno antitelo.

Sto se ti¢e jedarnih fosfo-izofrmi GR-a, prvo su radunati ukupni nivoi
pojedinacnih fosfo-izoformi (relativno u odnosu na B-aktin), $to je oznaceno kao fosfo-
GR-S211 i fosfo-GR-S226. Zatim su racunati i nivoi pojedinac¢nih fosfo-izoformi
relativno u odnosu na ukupan jedarni GR, kao mera promene u fosforilisanosti
dostupnog GR-a, $to je oznaCeno kao fosfo-GR-S211/GR i fosfo-GR-S226/GR.
Rezultati t-testa su pokazali da su pacijenti imali vise nivoe kako fosfo-GR-S211 (t=-
2.468; p<0.05) i fosfo-GR-S226 (t=-6.955; p<0.001), tako i fosfo-GR-S211/GR (t=-
3.265; p<0.01) i fosfo-GR-S226/GR (t=-4.038; p<0.001) u odnosu na kontrole. Takode
je raCunat i odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u cilju poredenja promena u
fosforilaciji GR-a na ova dva epitopa. Pokazano je da su pacijenti imali nizi nivo fosfo-
GR-S211/fosfo-GR-S226 u odnosu na kontrole (t=3.533; p<0.01).

U daljoj statistickoj analizi upotrebili smo GLM koji omogucava ispitivanje
potencijalnog uticaja kovarijata na dobijene razlike u nivoima razli¢itih formi GR-a
izmedu kontrola i pacijenata (Tabela 13). Nakon uzimanja u obzir kovarijata (pol,
starost, koncentracija kortizola u krvi 1 pusenje), razlike u razli¢itim formama GR-a
1izmedu kontrolnog uzorka i1 pacijenata sa DP-om su ostale vrlo sli¢ne onima dobijenim
koris¢enjem t-testa. Koverijati pol, starost, kortizol i pusenje nisu pokazali statisticki
znalajan uticaj ni na jedan od analiziranih parametara. VVrednosti n° su pokazale da je
uticaj bolesti bio najveci na fosforilaciju GR-a na S226, a nesto manji na fosforilaciju
GR-a na S211, odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226, kao i na nivo ukupnog GR-a u
citoplazmi (n*>0.138 - veliki uticaj; 0.06<n’<0.138 - srednji uticaj) (Cohen, 1988).
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Tabela 13. Rezultati GLM-a. Uticaj DP-a na nivoe ukupnog GR-a (GR) u citoplazmi i jedru
limfocita, nivoe jedarnih izoformi fosfo-GR-S211 (P-GR-S211) i fosfo-GR-5226 (P-GR-S226)
normalizovanih u odnosu na f-aktin i ukupni jedarni GR, kao i na odnos fosfo-GR-S211/fosfo-
GR-S226 (P-GR-S211/P-GR-S226); kontrolisano za uticaj pola, starosti, kortizola i puSenja.
Predstavljene su vrednosti testa (F), statisticka znacajnost (p) i velicina efekta ().

citoplazma jedro
Uticaj DP-a R R P-GR- P-GR- P-GR- P-GR- | P-GR-S211/
s211 S266 S211/GR | S226/GR | P-GR-5266
Model 1 (b F=7.583 | F=0.046 | F=5.862 | F=29.792 | F=6.835 | F=13477 | F=9.326
ko?/a?’i'at(a)ez p=0.009 | p=0.831 | p=0.020 | p<0.001 | p=0.013 | p=0.001 p=0.004
! n?=0.159 | 1?=0.001 | n%=0.128 | n’=0.427 | n’=0.146 | n’=0.252 | n°=0.189
Model 2 F=10.641 | F=0.013 | F=5.247 | F=30.524 | F=6.865 | F=10.095 | F=8.614
(kovarijati pol p=0.002 p=0.912 p=0.028 p<0.001 p=0.013 p=0.003 p=0.006
i starost) n°=0.219 | n’=0.065 | n’=0.121 | 7n’=0.396 | n’=0.153 | 7n’=0.241 | n’=.185
Model 3 | F=11.006 | F=0.076 | F=5105 | F=20.471 | F=5765 | F=10.682 | F=6.396
(kovarijati: p=0.002 | p=0.785 | p=0.030 | p<0.001 | p=0.021 | p=0.002 | p=0.016
pol, starost i 2 2 2 2 2 2 2
kortizol) n%=0.229 | 1?=0.002 | n?=0.121 | 1?=0.356 | 1°=0.135 | 1n?=0.224 | n?=0.147
Model 8 F=8.928 | F=0.160 | F=4531 | F=18.048 | F=4.872 | F=8.308 | F=4.980
(kovarijati:. p=0.005 | p=0.692 | p=0.040 | p<0.001 | p=0.034 | p=0.007 p=0.032
pol, starost i 2 2 2 2 2 2 2
putenje) n%=0.194 | 1?=0.004 | 1?=0.109 | 1>=0.328 | n?=0.116 | 1?=0.183 | n?=0.116

S obzirom da je pokazano da fosforilacija GR-a na S226 stimuliSe eksport
receptora iz jedra (Itoh i sar., 2002), ispitali smo da li je povecanje GR-a u citoplazmi
limfocita pacijenata sa depresijom, povezano sa poveénjem njegove fosforilacije na
S226 u jedru. Zaista, pokazana je srednje jaka pozitivna korelacija izmedu nivoa
fosforilacije GR-a na S226 u jedru i nivoa GR-a u citoplazmi (fosfo-GR-S226/GR vs.
GR: r=0.433, p<0.001; fosfo-GR-S226 vs. GR: r=0.240, p=0.061).

Takode, budu¢i da je poznato da aktivacija GR-a ligandom dovodi do njegove
down-regulacije (Kalinyak i sar., 1987; Wallace i Cidlowski, 2001; Avenant i sar,
2010), kao i da stimulise fosforilaciju receptora (Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009),
ispitali smo i uticaj koncentracije kortizola iz krvi na ukupan nivo GR-a u citoplazmi i
jedru, i na promene u njegovoj fosforilaciji (Tabela 14.). Pokazano je da postoji srednje
jaka statisticki znacajna povezanost izmedu fosforilacije jedarnog GR-a na S226 i
koncentracije kortizola iz istih uzoraka krvi. Za ostale merene forme GR-a nije

pronadena znacajna povezanost sa koncentracijama kortizola u krvi.
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Tabela 14. Povezanost nivoa kortizola u serumu i razlicitih formi GR-a u limfocitima: nivoa
ukupnog GR-a (GR) u citoplazmi i jedru, nivoa jedarnih izoformi fosfo-GR-S211(P-GR-S211) i
fosfo-GR-S226 (P-GR-S226) normalizovanih u odnosu na f-aktin i ukupni jedarni GR, kao i
odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 (P-GR-S211/P-GR-S226), u uzorku kontrolnih ispitanika
i pacijenata sa akutnom epizodom depresije. Prikazani su Pirsonovi korelacioni koeficijenti i
odgovarajuce statisticke zncajnosti: * p<0.05; ** p<0.01.

citoplazma jedro
Korelacije R R P-GR- | P-GR- P-GR- P-GR- | P-GR-S211/
S211 S266 S211/GR | S226/GR | P-GR-S266
Kortizol 0.138 -0.120 -0.025 0.250" 0.159 0.372™ -0.214

Dalje je analizirana i povezanost izmedu tezine depresije kod pacijenata (merene
HAMD skalom) i ukupnog nivoa GR-a u citolazmi ili jedru, ili nivoa fosforilacije GR-a,

ali nisu pronadene statisticki znacajne korelacije.

4.1.3. Analiza ukupne i fosforilisane JNK u limfocitima kontrolnih

ispitanika i pacijenata sa akutnom depresijom

S obzirom da je poznato da JNK fosforilise GR na S226 (Krstic i sar., 1997;
Rogatsky i sar., 1998), u daljim eksperimentima Zeleli smo da analiziramo nivoe ukupne
i fosforilisane (na Thrl83 i Tyrl85) JNK u limfocitima ispitanika. U uzorcima smo
detektovali JNK1 (46 kDa). Poredenjem grupe pacijenata sa akutnom epizodom
depresiije i kontrola (t-test, Slika 17) pokazano je da su pacijenti imali nize nivoe
jedarne ukupne JNK1 (t=5.512; p<0.001), kao i fosforilisane JNK1 (fosfo-JNK1)
(t=2.816; p<0.01), a postojao je statisticki trend veceg relativnog odnosa fosforilisane u
odnosu na ukupnu JNK1 (fosfo-JNK1/JINK1) §to predstavlja meru aktivirane JNK
(t=-1.844; p=0.077). S druge strane, nije bilo razlika u nivoima ukupne i fosforilisane

JNK1 u citoplazmi, izmedu kontrolne grupe i pacijenata sa DP-om.
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Slika 17. Nivoi ukupne i fosforilisane JNK1 u citoplazmi i jedru limfocita kontrolnih ispitanika i
pacijenata sa akutnom depresivnom epizodom. (a.) Relativni nivoi ukupne JNK1 (INK), fosfo-
JNK1 (P-JNK) i njihovog odnosa (P-JNK/JNK) u citoplazmi, kao i reprezentativan Western
blot; (b.) relativni nivoi ukupne JNK1 (IJNK), fosfo-JNK1 (P-JNK) i njihovog odnosa (P-
JNK/INK) u jedru, kao i reprezentativan Western blot. Podaci na grafiku su prikazani kao
srednja vednost + SD. Kontrole — kontrolna grupa, DP — grupa pacijenata sa akutnom
epizodom depresije. Statisticka znacajnost iz t-testa: # 0.1>p> 0.05; * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001. p-aktin je koriséen kao kontrola nanosSenja uzorka na gel. IRU — interni referentni
uzorak.

U daljoj statisti¢koj analizi, koriste¢i GLM, ispitali smo uticaj bolesti (tj. DP-a)
na promene u JNK signalizaciji uz kontrolisanje za potencijalne kovarijate: pol, starost i
pusenje (Tabela 15). Kao i t-testom, pokazan je znacajan efekat DP-a na nivo ukupne
jedarne JNK1 i taj efekat je bio veliki (n>0.138). S druge strane, nakon korekcije za

pol, straost i puSenje, razlike izmedu pacijenata 1 kontrola u nivoima jedarne fosfo-
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JNK1 i odnosa fosfo-JNK1/JNK1 nisu vise bile statisti¢ki znacajne, i uticaj DP-a na ove
varijable bio je srednji (0.06<1?<0.138) ili mali (n?<0.06). Nijedan od analiziranih
kovarijata (pol, starost i puSenje) nije pokazao satistCki znaCajan efekat ni na jedan

analiziran parametar JNK signalizacije.

Tabela 15. Rezultati GLM-a. Uticaj DP-a nha nivoe ukupne JNK1, fosfo-JNK1 (P-JNK) i odnosa
fosfo-JNK1/INK1 (P-JNK/INK) u citoplazmi i jedru limfocita, kontrolisano za efekat pola,
starosti i puSenja. Predstavijene su vrednosti testa (F), statisticka znacajnost (p) i velicina
efekta ().

citoplazma jedro
Uticaj DP-a P-INK/ P-INK/
INK P-JNK INK INK P-JNK INK

Model 1 (bez F=1.844 | F=0.008 F=0.038 F=20.648 | F=2.158 F=2.751
Kovarijata) p=0.184 p=0.929 p=0.846 p<0.001 p=0.151 p=0.107

) n°=0.053 | n?=0.000 | 7?=0.001 n?=0.385 | n?=0.061 n?=0.077
Model 2 F=2.056 | F=0.264 F=0.003 F=17.698 | F=2.129 F=1.885
(kovarijati pol i p=0.162 p=0.611 p=0.958 p<0.001 p=0.155 p=0.180
starost) n°=0.062 | n°=0.008 | 1?=0.000 | 1?=0.363 | n’=0.064 | n°=0.057
Model 3 F=0.835 | F=0.132 F=0.018 F=14.670 | F=2.938 F=.824
(kovarijati: pol, p=0.368 | p=0.719 p=0.894 p=0.001 | p=0.097 p=0.371
starost i pusenje) n°=0.027 | n°=0.004 | 7°=0.001 n?=0.328 | n°=0.089 n?=0.027

Da bismo ispitali da li je povecanje fosforilacije GR-a ha S226 u limfocitima pacijentata
sa DP-om povezano sa povecanjem aktivnosti JNK (Krstic i sar., 1997; Rogatsky i sar.,
1998), koristili smo korelacione analize. Medutim, iako je pokazana slaba pozitivna
povezanost izmedu nivoa fosfo-JNK1/JNK1 i fosfo-GR-S226, ona nije bila statisticki
znacajna (fosfo-GR-S226/GR vs. fosfo-JINK1/IJNK1: r=0.214, p=0.232; fosfo-GR-S226
vs. fosfo-JNK1/JNK1: r=0.176, p=0.290).

4.1.4. Analiza GILZ proteina u citoplazmi limfocita kontrolnih ispitanika i

pacijenata sa akutnom depresijom

Analiziran je i nivo GILZ proteina u citoplazmi, s obzirom da je poznato da je
ekspresija gena za ovaj protein stimulisana GR-om i da veliki deo svojih anti-
inflamatornih efekata GR ostvaruje preko ovog proteina (Ayroldi i Riccardi, 2009).
Detektovane su dve izoforme GILZ-a, od 17 kDa (GILZ 1) i 28 kDa (GILZ 2).
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Statisticke analize su pokazali da nema znacajnih razlika izmedu kontrola i pacijenata sa
akutnom epizodom depresije u nivoima obe analizirane izoformi GILZ proteina u
limfocitima (Slika 18). Takode, nivoi GILZ-a nisu znacajno korelisali ni sa jednom

analiziranom fosfo-izoformom GR-a, kao ni sa ukupnim nivoom GR-a u jedru.
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Slika 18. Nivoi GILZ-a u citoplazmi limfocita kontrolnih ispitanika i pacijenata sa akuthnom
depresivhom epizodom. Relativni nivoi izoformi GILZ-a od 17 i 28 kDa, kao i reprezentativan
Western blot. Podaci na grafiku su prikazani kao srednja vednost = SD. Kontrole — kontrolna
grupa, DP — grupa pacijenata sa akutnom epizodom depresije. g-aktin je koriséen kao kontrola
nanoSenja uzorka na gel. IRU — interni referentni uzorak.

4.1.5. Analiza FKBP5 proteina u citoplazmi limfocota kod kontrolnih

ispitanika i pacijenata sa akutnom depresijom

FKBPS je joS jedan protein snaZzno stimulisan glukokortikoidima, a sam ima
ulogu u obuzdavanju glukokortikoidne signalizacije u Celiji, sprecavajuci translokaciju
GR-a iz citoplazme u jedro (Binder, 2009). U skladu sa ovim, ispitali smo nivoe FKBP5
proteina u uzorcima citoplazme limfocita pacijenata sa depresijom u odnosu na
kontrole. Poredenjem grupa t-testom, pokazan je znaCajno vis§i nivo FKBP5 u
citoplazmi limfocita pacijenata u odnosu na kontrole (t=-7.331; p<0.001) (Slika 19).

Analize podataka GLM-om, uz kontrolu za uticaj potencijalnih kovarijata (pola, starosti,
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pusenja i koncentracije kortizola u krvi), dale su iste rezultate i pokazano je da je uticaj

DP-a na nivo FKBPS5 veliki (n%>0.138) (Tabela 16).

citoplazma

< kontrole
< DP

%Rk

150 - [
100 J

o [

% IRU

FKBP5

N S — — - — | —— B-aktin

kontrole A4 DP
IRU

Slika 19. Nivoi FKBP5 u citoplazmi limfocita kontrolnih ispitanika i pacijenata sa akutnom
depresivhom epizodom. Predstavljeni su relativni nivoi FKBP5, kao i reprezentativan Western
blot. Podaci na grafiku su prikazani kao srednja vednost + SD. Kontrole — kontrolna grupa, DP
— grupa pacijenata sa akutnom epizodom depresije. Statisticka znacajnost iz t-testa: ***
p<0.001. p-aktin je koriséen kao kontrola nanosenja uzorka na gel. IRU — interni referentni
uzorak.

71



Doktorska disertacija

4. Rezultati

Tabela 16. Rezultati GLM-a. Uticaj DP-a na nivo FKBP5 u citoplazmi limfocita, kontrolisano
za uticaj pola, starost, kortizola i puSenja. Predstavijene su vrednosti testa (F), statisticka

znacajnost (p) i velicina efekta (n°).

Uticaj DP-a FKBP5
F=53.740
Model 1 (bez kovarijata) p<0.001
n?=0.468
Model 2 (Kovarijati pol i oLt
starost) p2< '
1n?=0.466
Model 3 (kovarijati: pol, Fp:<502£)10411
starost i kortizol) 12=0.478
Model 3 (kovarijati: pol, Fp:<400650718
starost i pusSenje) 12=0.412

Budu¢i da FKBPS5 u citoplazmi, kao §to je ve¢ spomenuto, moze da utice na

translokaciju GR-a u jedro, ispitali Smo povezanost izmedu nivoa FKBPS5 i GR-a u

citoplazmi. Pokazana je znacajna i jaka pozitivna korelacija izmedu nivoa ova dva

proteina (Tabela 17). Takode, s obzirom da GR ucestvuje u regulaciji ekspresije

FKBP5, a fosforilacija GR-a moze bitno da uti¢e na njegovu transkripcionu aktivnost,

ispitali smo i povezanost nivoa FKBP5 u citoplazmi, s jedne strane, i nivoa ukupnog

GR-a i njegovih fosfo-izoformi u jedru, s druge strane (Tabela 17). Pokazana je srednje

jaka pozitivna povezanost izmedu nivoa FKBP5 i fosforilacije GR-a na S211 i jaka

pozitivna povezanost izmedu nivoa FKBP5 i fosforilacije GR-a na S226, a slaba

negativna povezanost izmedu nivoa FKBP5 i odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226.
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Tabela 17. Povezanost nivoa FKBPS5 i razlicitih formi GR-a u citoplazmi i jedru limfocita u
uzorku kontrolnih ispitanika i pacijenata sa akutnom epizodom depresije. P-GR-S211 - fosfo-
GR-S211; P-GR-S226 - fosfo-GR-S226; P-GR-S211/P-GR-S226 - odnos fosfo-GR-S211/fosfo-
GR-S226. Prikazani su Pirsonovi korelacioni koeficijenti i odgovarajucée statisticke zncajnosti:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

citoplazma jedro
Korelacije R R P-GR- | P-GR- P-GR- P-GR- | P-GR-S211/
S211 S266 S211/GR | S226/GR | P-GR-S266
FKBP5 0.504*** | -0.034 | 0.296" | 0.542"" 0.492™ 0.558™" -0.275

4.2. Analiza povezanosti glukokortikoidne signalizacije u limfocitima sa

nivoima negativnih afektivnih stanja kod kontrolnih ispitanika

Sledece $to smo Zeleli da analiziramo bilo je da li u populaciji zdravih ljudi
postoji povezanost izmedu trenutnih simptoma depresije, anksioznosti i stresa, kao
faktora rizika za nastajanje kasnijeg DP-a, sa razli¢itim parametarima glukokortikoidne
signalizacije: prvenstveno fosforilacijom GR-a, a zatim i ukupnim nivoima GR-a u
citoplazmi i jedru, signalizacijom vezanom za JNK i nivoima proteina regulisanim GR-
om, GILZ-om i FKBP5. U procesu analiziranja podataka, kontrolne ispitanike smo
podelili po polu, s obzirom da je poznato da su zene oko dva puta sklonije depresiji od

muskaraca.

4.2.1. Demografske i psinometrijske karakteristike kontrolnih ispitanika

Osnovni sociodemografski i psihometrijski podaci kontolnih ispitanika,
podeljenih po polu, prikazani su u Tabeli 18. U naSem uzorku, Zene su bile nesto starije
od muskaraca, mada je ova razlika uo€ena samo kao statisticki trend. Ipak, naknadne
statistiCke analize pokazale su da starost nije bila povezana ni sa jednom od kasnije
ispitivanih molekularnih parametara. Zene su takode pokazale nesto vise skorova na sve
tri DASS skale u poredenju sa muskarcima. Sto se ti¢e koncentracije kortizola u krvi,

nije bilo razlike izmedu polova.
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Tabela 18. Osnovne sociodemografske i psihometrijske karakteristike kontrolnih ispitanika.
Podaci u tabeli su prikazani kao srednja vednost + SD ili kao procenat. Poredenje izmedu
grupa radeno je Man-Vitnijevim U testom za kontinualne varijable (date su Z vrednosti i
odgovarajuce p vrednosti) ili y* testom za kategoricke varijable (date su y* vrednosti i

odgovarajuce p vrednosti).

Karakteristike Muskarci (16) Zene (19) Vrednosti testa

Starost (godine) 36.31 +£9.10 42.57+10.06 | Z=-1.643; p=0.101
DASS - depresija 3.56 £4.08 8.15+7.48 Z=-1.927; p=0.054
DASS — anksioznost 3.25+3.73 7.70 = 6.81 Z=-1.908; p=0.056
DASS — stres 8.81£4.55 12.65 £5.90 Z=-1.843; p=0.065
kortizol (nmol/l) 434.56 +£166.25 | 372.00+ 118.02 | Z=1.334; p=0.187
pusanje (% pusaca) 38.1 33.3 v*=0.899; p=0.638

4.2.2. Analiza glukokortikoidne signalizacije u limfocitima i njene

povezanosti sa negativnim afektivnim stanjima kod kontrolnih ispitanika
Analize ukupnog nivoa GR u jedru i citoplazmi, fosforilisanog GR-a u jedru,

nivoa ukupne i fosforilisane JNK1, kao i nivoa GILZ-a i FKBP5 u citoplazmi nisu

pokazale znacajne razlike izmedu polova (Tabela 19).

74



Doktorska disertacija 4. Rezultati

Tabela 19. Relativni nivoi ukupnog nivoa GR u jedru i citoplazmi, nivoi fosfo-GR-S211 (P-GR-
S211) i fosfo-GR-S226 (P-GR-S226) u jedru (hormalizovani u odnosu na S-aktin i u odnosu na
ukupni jedarni GR), kao i odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-5S226 (P-GR-S211/P-GR-S226); nivoi
ukupne i fosforilisane JNK1, kao i odnosa fosfo-JINK1/JNK1 (P-JNK/JNK) u citoplazmi i jedru;
nivoi GILZ-a i FKBP5 u citoplazmi kod kontrolnih ispitanika. Podaci u tabeli su prikazani kao
srednja vednost + SD. Poredenje izmedu polova radeno je Man-Vitnejevim U testom i prikazane

su Z vrednosti i odgovarajuce p vrednosti.

Relativni nivoi (% od IRU) Muskarci Zene Vrednosti testa

GR 96.01+36.88 109.71+£55.04 | Z=-1.035; p=0.301

JNK 93.79+19.23 80.32+22.59 Z=-1.699; p=0.089

P-JINK 87.18+25.09 96.78+37.61 Z=-0.695; p=0.487
citoplazma | P-JNK/JNK 90.29+35.60 123.80+61.28 Z=-1.821; p=0.069
GILZ 17 kDa 68.49+36.55 64.13+38.35 Z=-0.476; p=0.634

GILZ 28 kDa 47.15+35.72 58.17+28.60 Z=-1.303; p=0.193

FKBP5 68.18+15.39 61.28+28.06 Z=-1.861; p=0.063

GR 87.78+ 40.43 68.88+ 34.74 Z=-1.344; p=0.179

P-GR211 82.92+ 31.29 79.22+ 20.97 Z=-0.600; p=0.548

P-GR226 58.76+ 16.77 54.82+ 22.19 Z=-0.380; p=0.704
P-GR-S211/GR 89.46+ 41.95 100.22 £ 40.03 | Z=-0.611; p=0.541

jedro | P-GR-S226/GR | 100.97+62.05 | 81.40+32.63 | Z=-0.965; p=0.335
E:gggé/ 139.55+ 64.28 161.44+ 58.88 | Z=-1.039; p=0.299

JNK 145.53 £61.77 167.07+61.77 | Z=-1.343; p=0.179

P-JNK 100.12 £30.27 97.91+£29.24 Z=-0.854; p=0.393
P-JNK/INK 63.60 +26.86 87.03+£58.89 | Z=-0.623; p=0.533

Sledece $to smo ispitali, Sto jeste bio 1 glavni cilj ovog dela istraZivanja, jeste
povezanost izmedu signalizacije GR-a i trenutnih nivoa negativnih emotivnih stanja kod
muskaraca i Zena (Slike 20 i 21, i Tabela 20). Kod zena je pokazana jaka i statisticki
znacajna korelacija izmedu nivoa fosfo-GR-S226 u limfocitima i skorova na sve tri
DASS skale: depresije, anksioznosti 1 stresa. Takode, postojao je statisticki trend

pozitivne korelacije izmedu fosfo-GR-S226/GR i nivoa depresije i anksioznosti. Odnos
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fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 je negativno korelisao sa nivoom simptoma depresije
kod Zena. Kod muskaraca nije nadena nijedna statisticki znacajna korelacija izmedu

parametara signalizacije vezane za GR i negativnih afektivnih stanja.
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Slika 20. Reprezentativan Western blot detektovanog GR-a u citoplazmi i jedru, kao i njegovih
fosfo-izoformi u limfocitima kontrolnih ispitanika. Predstavijeni su uzorci muskaraca i Zena sa
najvisim i najnizim skorovima na DASS upitniku. P-GR-S211 - fosfo-GR-S211, P-GR-S226 -
fosfo-GR-S226. p-aktin je koriséen kao kontrola nanosSenja uzorka na gel. IRU — interni
referentni uzorak.
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Tabela 20. Povezanost razlicitih formi GR-a u limfocitima sa nivoima trenutnih negativnih
afektivnih stanja merenih DASS-om kod kontrolnih ispitanika. Prikazani su Spirmanovi
korelacioni koeficijenti izmedu (a) nivoa ukupnog GR-a u citoplazmi i jedru versus skorovi na
DASS-u, i (b) nivoa fosforilisanog GR-a u jedru versus skorovi na DASS-u, kod muskaraca (M)
i Zena (7). P-GR-S211 - fosfo-GR-S211; P-GR-5226 - fosfo-GR-5226; P-GR-S211/P-GR-5226 -
odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226. Statisticke znacajnosti: * 0.1>p >0.05; * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001.

(a)
citosolni GR jedarni GR
Korelacije - -
M Z M Z
DASS - depresija 0.010 0.369 | -0.013 | 0.027
DASS - anksioznost 0.215 0.122 | -0.060 | 0.214
DASS — stres 0.053 0.065 | -0.102 | 0.063
(b.)
P-GR- P-GR- P-GR-S211/
P-GR-S211 P-GR-5226
Korelacije S211/GR S226/GR P-GR-S226
M Z M Z M 4 M Z M Z
DASS- - " .
. 0.042 | 0.141 | 0.040 | 0.626 0.107 | 0.161 | -0.001 | 0.487" | -0.051 | -0.598
depresija
DASS- .
; 0.246 | 0.216 | 0.181 | 0.528" | 0.217 | -0.100 | 0.0170 | 0.221 | -0.230 | -0.283
anksioznost
DASS-stres | 0.245 | 0.221 | 0.261 | 0.709™" | 0.258 | -0.051 | 0.278 | 0.451* | -0.130 | -0.419
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Slika 21. Graficki prikaz povezanosti fosforilacije GR-a i nivoa trenutnih negativnih afektivnih
stanja merenih DASS-om kod muskaraca i Zena u kontrolnoj grupi ispitanika. (a) Povezanost
nivoa fosfo-GR-S226 (P-GR-S226) i skorova na skali depresije (DASS — depresija); (b)
povezanost nivoa fosfo-GR-S226 (P-GR-S226) i skorova na skali anksioznosti (DASS -
anksioznost); (c) povezanost nivoa fosfo-GR-S226 (P-GR-S226) i skorova na skali stresa (DASS
— stres); (d.) povezanost odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 (P-GR-S211/P-GR-S226) i
skorova na skali depresije (DASS — depresija).

Povezanosti

izmedju nivoa trenutnih samoprocenjenih nivoa depresije,

anksioznosti i stresa, s jedne strane i nivoa JNK1 (ukupne i fosforilisane), GILZ-a

(izoforme od 28 i 17 kDa) ili FKBP5, s druge, nisu se pokazale statisticki zna¢ajnim,

tako da se od analiziranih parametara, fosforilacija GR-a pokazala kao najbolji

pokazatelj trenutnih negativnih afektivnih stanja kod zdravih ljudi, tj. barem kod Zena.
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4.3. Analiza promena u glukokortikoidnoj signalizaciji u limfocitima tokom
leCenja pacijenata primenom ponovljene transkranijalne magnetne

stimulacije kao adjuvantne terapije

S obzirom da smo kod pacijenata sa akutnom epizodom depresije uocili
povecanje fosforilacije jedarnog GR-a na S226 i smanjen odnos fosfo-GR-S211/fosfo-
GR-S226, kao i promene u JNK signalizaciji u jedru i nivou GR-a i FKBP5 u
citoplazmi, zeleli smo da ispitamo kako se ovi molekularni parametari menjaju tokom
lecenja pacijenata. U ovu svrhu, regrutovan je uzorak od 4 pacijenta pracenih tokom
leCenja rTMS-om kao adjuvantnom terapijom uz redovnu terapiju antidepresivima koje
smo analizirali pre pocetka lecenja (0. nedelja) 1 u 3. 1 12. nedelji od pocetka lecenja.

U periodu do 12 nedelje od pocetka rTMS protokola, kod pacijenata 1, 2 i 4.
doslo je do postepenog povlacenja depresivnih simptoma uocenih pre pocetka rTMS
terapije, $to je potvrdeno i skorovima na skalama HAMD i DASS (mada, kako se posle
pokazalo, kod pacijentkinje 4 ovo poboljSanje nije bilo stabilno), dok kod pacijentkinje
3 do poboljsanja nije doslo (Slika 22, a.). Sto se ti¢e pra¢enih promena u molekulima u
limfocitima, pokazano je da su promene u skorovima na HAMD-u u vremenu bile
pracene promenama u odnosu fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226, JNK signalizaciji u jedru
I nivoima FKBP5 u citoplazmi (Tabela 21, Slike 22 i 23). Naime, sa poboljsanjem
depresivnog stanja (tj. sa smanjenjem HAMD skora), doslo je do povecanja odnosa
fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 i povecanja nivoa JNK1 i fosfo-JNK1 u jedru, a
smanjenja nivoa FKBP5 u citoplazmi.
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a Pacijent 1 Pacijent 2 Pacijent 3 Pacijent 4
nedelja )] 3 12 o 3 12 )] 3 12 )] 3 12
HAMD 24 | 20 8 20 9 3 24 | 21 | 26 28 | 13 9
DASS D 32 | 22 | 13 13 3 o 33 | 29 | 42 39 | 39 | 16
DASS-A 3 3 1 11 2 0 18 | 19 | 22 38 | 33 | 22
DASS S 23 | 28 11 14 5 o 27 | 30 | 37 32 | 35 | 28

f-aktin
nedelja 0 3 12 0 3 12 () 3 12 0 3 12

Slika 22. Psihometrijski podaci i reprezentativni Western blot-ovi analiziranih molekula u
limfocitima pacijenata pracenih tokom lecenja primenom rTMS-a kao adjuvantne terapije. Za
svakog od pracenih pacijenta predstavljeni su: (a.) skorovi na skalama HAMD i DASS (D —
skala depresije, A — skala anksioznosti, S — skala stresa); (b.) reprezentativni Western blot-ovi
jedarnog ukupnog GR-a, fosfo-GR-S211 (P-GR-S211) i fosfo-GR-S226 (P-GR-S226); (c.)
reprezentativni  Western blot-ovi jedarne ukupne JNK1 i fosfo-JNK1 (P-JNK); (d.)
reprezentativni Western blot-ovi ukupnog GR-a i FKBP5 u citoplazmi. 0, 3, 12 — redni brojevi
nedelje od pocetka rTMS protokola u kojima je vrSana evaluacija analiziranih parametara.
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Tabela 21. Rezultati GEE. Povezanost promena u skorovima na HAMD skali i nivoa proteina u
limfocitima tokom vremena kod pacijenata lecenih rTMS-om. U statistickom modelu,
molekularno bioloski parametri su smatrani zavisnim varijablama, a HAMD skor i vreme su
uzete kao kovarijti. Prikazane su vrednosti regresionog koeficijenta (B) i statisticka znacajnost
testa (p). P-GR-S211 - fosfo-GR-S211; P-GR-S226 - fosfo-GR-S226; P-GR-S211/P-GR-S226 -

odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226; P-JNK — fosfo-JNK1.

Uticaj promene HAMD-a na nivoe

Vrednosti testa

proteina

) GR B=1.180; p=0.410

citoplazma
FKBP5 B=1.159; p=0.002
GR B=-1.596; p=0.093
P-GR-S211 B=-1.146; p=0.200
P-GR-S211/GR B=0.210; p=0.930
P-GR-S226 B=0.029; p=0.984
jedro P-GR-S226/GR B=2.073; p=0.331

P-GR-S211/P-GR-S226

B=-5.860; p<0.001

JNK B=-14.788; p<0.001
P-INK B=-1.990; p=0.022
P-JINK/JINK B=0.484; p=0.725
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Slika 23. Graficki prikaz promena odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 (P-GR-S211/P-GR-S226),
ukupnog nivoa JNK u jedru i nivoa FKBP5 u citoplazmi, zajedno sa promenama u skorovuma na
HAMD skali, kroz tri vremenske tacke (0., 3. i 12. nedelja od pocetka uzorkovanja krvi), za svakog
pacijenta ponaosob.
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5. Diskusija

Uprkos decenijama istrazivanja, bioloska osnova DP-a ostaje nedovoljno
definisana, a klinicki testovi zasnovani na bioloskim promenama koji bi mogli pomo¢i u
dijagnostici i pracenju leCenja ove bolesti jo§ uvek nisu ustanovljeni. Ipak, jedan od
najkonzistentnijih nalaza kod depresivnih pacijenata jeste naruSena funkcija HHA ose
koja je, bar delimi¢no, posredovana narusenom sigalizacijom preko GR-a. Imajuc¢i u
vidu gore navedeno, kao i1 vaznost fosforilacije za funkciju GR-a i rezultate prethodno
dobijene u nasoj laboratoriji koji pokazuju da izmenjena fosforilacija GR-a u
hipokampusu i prefrontalnom korteksu doprinosi narusenoj regulaciji HHA ose tokom
hroni¢ne socijalne izolacije kod pacova (Adzic i sar.,, 2009), u ovoj doktorskoj
disertaciji je istrazivan znacaj fosforilacije GR-a u patogenezi depresije.

S obzirom na ograni¢enu dostupnost analize GR-a u mozgu kod ljudi, nasa
istrazivanja smo izveli na limfocitima periferne krvi. Ipak, postavlja se pitanje u kojoj
meri ima smisla analizirati ¢elije periferne krvi u bolesti kao §to je depresija, s obzirom
da su simtomi koje zapazamo kod pacijenata posledica narusenih mozdanih funkcija. Da
bi se ovo opravdalo, traba imati u vidu sledece Cinjenice koje podrzavaju smislenost
analize glukokrtikoidne signalizacije u perifernim limfocitima kod pacijenata sa DP-om.
Naime, jo§ pocetkom 90-ih godina proslog veka, pokazano je da je ekspresija GR-a u
razli¢itim moZdanim strukturama i limfocita periferne krvi sli¢ano regulisana (Lowy,
1990; Spencer i sar., 1991), a novija ispitivanja pokazuju da vise od 80% gena je sli¢no
eksprimirano u mozgu 1 limfocitima periferne krvi, Sto ukazuje na sli¢nost u regulaciji
mnogih ¢elijskih procesa u ova dva tkiva (Gladkevich i sar., 2004; Liew i sar., 2006).
Takode, i sama istrazivanja GR-a u depresiji pokazala su da je funkcija ovog receptora
na sli¢an nac¢in narusena kako u mozgu tako i u perifernim leukocitama (Pariante i sar.,
2001; Pariante, 2006). Uzajamni uticaj glukokortikoidne i citokinske signalizacije
predstavlja jos jedan razlog zasto bi analiza glukokortikoidne signalizacije u limfocitima
mogla doprineti razumevanju patogeneze depresije (Pace i sar., 2007; Miller i sar.,
2009). Konacno, vazno je istac¢i i to da istrazivanja na perifernim ¢elijama sama po sebi

mogu imati svoj praktican klinicki znacaj. Potraga za adekvatnim panelom lako
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dostupnih biomarkera koji ¢e omoguciti lakSu dijagnozu, pracenje lecenja i
identifikaciju osoba pod rizikom, vrlo je aktuelna danas u psihijatriji (Schmidt i sar.,
2011). S toga, na naSe istarazivanje fosforilacije GR-a u limfocitima vezano za
patogenezu depresije, mozemo gledati i kao na ispitivanje jednog takvog potencijalnog

biomarkera.

5.1. Razlike u glukokortikoidnoj signalizaciji izmedu pacijenata sa akutnom

epizodom depresivnog poremecaja u odnosu na zdrave kontrole

U nasem uzorku, pacijenti su imali visi nivo jutarnjeg kortizola u poredenju sa
kontrolama, $to je u skladu sa rezultatima istraZivanja decenijama unazad, koja su
pokazila hiperaktivnost HHA ose kod vecine depresivniih pacijenata (Bridges i Jones,
1966; Rubin i sar., 1987; Maes i sar., 1998; Holsboer, 2000). Poviseno lu¢enje kortizola
u depresiji smatra se da je posledica povecanog lucenja CRH iz hipotalamusa, koje
zatim dovodi do povecanog lucenja ACTH iz hipofize, a ovaj vodi preteranom lucenju
kortizola iz adrenalne zlezde, za koju je takode pokazano da je uveéena kod pacijenata
sa depresijom (Nemeroff, 1996; Swaab i sar., 2005). Neki radovi pokazuju da starost
moze doprineti povecanom lucenju kortizola (Asnis i sar., 1981; Halbreich i sar., 1984;
Sher i sar., 2004), medutim, u naSem uzorku to izgleda nije bio slu¢aj. Naime, iako je
grupa pacijenata bila starija od kontrola, razlike u koncentraciji kortizola izmedu ove
dve grupe bile su posledica depresije, a ne razlika u godinama.

Analize fosforilacije jedarnog GR-a u limfocitima periferne krvi pokazale su da
je GR kod depresivnih pacijenata bio vise fosforilisan na S226, kao i na S211, ali u
manjoj meri, $to je rezultiralo manjim odnosom fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226, u
poredenju sa kontrolama. Ove razlike u fosfo-GR-u su ostale stabilne i nakon korekcija
za pol, starost, kortizol i puSenje. Povecanje fosforilacije GR-a na S226, a narocito
smanjen odnos fosforilacije na S211 u odnosu na S226, sugeriSe na smanjenu
transkripcionu aktivnost GR-a u limfocitima periferene krvi pacijenata sa depresijom.
Naime, mnoge in vitro studije na kulturama ¢elija pokazale su da fosoftrilacija GR-a na
S226 smanjuje maksimalnu transkripcionu aktivnost receptora na promotoru sa GRE
(Chen i sar., 2008; Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009; Avenant i sar., 2010). Taj efekat

je bar delimi¢no posredovan stimulacijom eksporta fosfo-GR-S226 iz jedra u
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citoplazmu (Itoh i sar., 2002). Takode, izmenjena fosforilacija GR-a na S211 i S226
uti¢e na razli¢itu interakciju GR-a sa drugim transkripcionim faktorima, koaktivatorima,
korepresorima i osnovnom transkripcionom masinerijom, $to kona¢no vodi drugacijoj
ekspresiji gena i odgovoru ¢elije na glukokortikode (Kino i sar., 2007; Chen i sar.,
2008; Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009). Zatim, pokazano je da fosforilacija GR-a
kako na S211, tako i na S226, smanjuje efikasnost GR-a u transrepresiji, tj. ove
fosforilacije mogu da inhibiraju interakcije GR-a sa AP-1 i NFxkB, glavnim
transkripcionim faktorima uklju¢enim u regulaciju ekspresije pro-inflamatornih gena
(Avenant i sar., 2010). Na ovaj nacin izmenjana fosforilacija GR-a bi mogla doprineti i
povecanoj ekspresiji pro-inflamatornih citokina, detektovanoj kod pacijenata sa
depresijom (Schmidt i sar., 2011). Dakle, na$i rezultati sugeriSu da izmenjena
foforilacija GR-a moze bar delimi¢no doprinositi naruSenoj glukokortikoidnoj
signalizaciji u limfocitima periferne krvi depresivnih pacijenata.

Prema naSim saznanjima, ovo je prva studija koja je analizirala fosforilaciju GR-
a na S211 i S226 kod pacijenata sa DP-om, mada fosforilacija GR-a na S211 ve¢ je
analizirana u limfocitima periferne krvi pacijenata sa bipolarnim poremecajem (Bei i
sar., 2009). Ova grupa naucnika je pokazala povecanje fosforilacije GR-a na S211 kroz
sve tri faze bolesti (u depresivnoj epizodi, mani¢oj epizodi i remisiji — oporavku), pri
¢emu je povecéanje bilo najizrazenije kod pacijenata u akutnoj depresivnoj epizodi. Ipak,
treba napomenuti da je teSko neposredno porediti nase rezultate s obzirom na to da oni
nisu analizirali fosforilaciju GR-a na S226, kao i to da su nivoe fosfo-GR-S211
normalizovali prema nivoima ukupnog GR-a u ¢eliji, dok smo mi nivoe fosfo-izoformi
normalizovali prema nivoima ukupnog jedarnog GR-a i prema nivoima jedarnog B-
aktina. Takode, interesantno je i to da je ista grupa nauénika nedavno pokazala da je
interakcija GR-a sa hsp70 veca u limfocotima pacijenata sa bipolarnim poremecajem
(kako kod onih u mani¢noj, tako i1 kod onih u depresivnoj fazi bolest) Sto sugerisSe da je
zauzimanje pravilne konformacije GR-a u ovoj bolesti otezano (Bei i sar., 2013). Autori
su predlozili da kod pacijenata sa bipolarnim poremecajem zbog zauzimanja nepravilne
konformacije GR-a, dolazi do otvaranja domena koji mogu olaksati pristup kinazama
koje fosforiliSu GR, $to zatim doprinosi naru$enoj fosforilaciji GR-a i konacno,

njegovoj narusenoj funkciji (Bei i sar., 2013).
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S obzirom da je fosforilacija na oba ispitivana epitopa, S211 i S226, stimulisana
vezivanjem liganda za receptor, analizirali smo i uticaj koncentracije kortizola iz istih
uzoraka krvi na fosforilaciju GR-a u limfocitima. Nasli smo da postoji srednje jaka
korelacija izmedu fosforilacije GR-a na S226 i nivoa cirkuliSu¢eg kortizola. To sugeriSe
da bi povecanje kortizola kod pacijenata sa depresijom moglo delimi¢no biti zasluzno za
povecanje fosforilacije GR-a na ovom epitopu u limfocitima. Ipak, samo delimi¢na
povezanost fosforilacije GR-a na S226 i koncentracije kortizola u krvi, kao i izostanak
povezanosti izmedu fosforilacije GR-a na S211 i koncentracije kortizola, ukazuju na
vaznost i drugih mehanizama u regulaciji fosforilacije GR-a. Naime, drugi signalni
putevi preko aktivacije odgovarajucih kinaza (JNK; p38, CDK i dr.) mogu menjati
fosforilaciju GR-a i time modifikovati odgovor ¢elije na glukokortikoide (Ismaili i
Garabedian, 2004; Pace i sar., 2007; Adzic i sar., 2009). Aktivhost MDR PGP-ai 11 -
hidroksisteroid dehidrogenaze preko uticaja na intracelijsku koncentraciju kortizola
takode bi mogli imati uticaja na fosforilaciju GR-a i uopste modifikovati ¢elijski
odgovor na glukokortikoide (Pariante i sar., 2001; Pariante i sar., 2003; Zhang i sar.,
2005). Bei i saradinici su takode pokazali da koncentracija kortizola u krvi ne uti¢e na
fosforilaciju GR-a na S211 u limfocitima pacijenata sa bipolarnim poremecajem (Bei i
sar., 2009).

S obzirom da smo analizirali GR u limfocitima periferne krvi, tesko je tvrditi u
kojoj meri izmenjena fosforilacija GR-a uti¢e i na odgovor mozdanih struktura na
glukokortikoide. Ipak, studije na zivotinjskim modelima podrzavaju pretpostavku da bi
ovo mogao biti jedan od mehanizama narusene funkcije GR-a 1 u mozdanim
strukturama pacijenata sa depresijom. Naime, istrazivanja u naSoj laboratoriji su
pokazala da hroni¢na socijalna izolacija uti¢e na fosforilaciju GR-a u hipokampusu i
prefrontalnom korteksu pacova, mada u ovom modelu, efekti hroni¢nog stresa na
fosforilaciju GR-a bili su zavisni od pola (Adzic i sar., 2009; Mitic i sar., 2013). Ipak,
normalizacija ponaSanja nakon hroni¢nog tretmana fluoksetinom bila je pracena
povecanjem odnosa fosfo-GR-S232/fosfo-GR-S246 u hipokampusu pacova oba pola
izlozenih socijalnoj izolaciji (Mitic i sar., 2013). Takode, rezultati jedne druge, skoro
objavljene studije, pokazuju da je antidepresivan efekat propolisa posredovan
povecanjem odnosa fosfo-GR-S220 u odnosu na fosfo-GR-S234 (misji ortolozi

humanih fosfo-GR-211 i fosfo-GR-S226, respektivno) u hipokampusu, $to je bilo
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prac¢eno i smanjenjem kortikosterona (Lee i sar., 2013). Skupa, ovi rezultati sugerisu da
bi izmenjen odnos fosforilacije GR-a na S211 i S226 mogao biti bitan mehanizam
naruSene glukokortikoidne signalizacije kako u limfocitima periferne krvi, tako i u
mozgu, 1 od vaznosti za razumevanje patogeneze depresije i1 delovanja razliitih
antidepresivnih supstanci.

U nasem uzorku, ukupan nivo jedarnog GR-a u limfocitima pacijenta sa DP-om
nije se razlikovao od kontrola, ali je ukupn nivo GR-a u citoplazmi bio veéi kod
depresivanih pacijenata. Ovo poveénje nivoa GR-a u citoplazmi sugeriSe na smanjnu
translokaciju GR-a iz citoplazme u jedro kod pacijenata sa depresijom. Detektovano
povecanje GR-a u citoplazmi moze biti posledica I povecane sinteze ili/i smanjene
degradacije receptora. Kao §to je ve¢ pomenuto, fosforilacija GR-a na S226 stimuliSe
eksport GR-a iz jedra nakon pada koncentracije hormona (Itoh i sar., 2002), pa mozemo
pretpostaviti da bi povecanje jedarnog nivoa fosfo-GR-5226 moglo bar delimi¢no
doprineti pove¢anom eksportu GR-a iz jedra u citoplazmu, tokom cirkadijalnog ritma
promena u koncentraciji kortizola. Drugi faktor koji je takode mogao doprineti
smanjenoj translokaciji GR-a u jedro kod pacijenata sa DP-om je povecan nivo FKBP5
u istim uzorcima citoplazme (Davies i sar., 2002; Storer i sar., 2011) (videti kasnije). U
svakom slucaju, smanjena translokacija GR-a u jedro govori u prilog smanjene
aktivnosti ovog receptora i verovatno predstavlja jo§ jedan mehanizam koji moze
doprineti glukokortikoidnoj rezistenciji zapazenoj kod depresivnih pacijenata.

Analize GR-a u kojima su kori$¢eni eseji vezivanja liganda za GR iz lizata celih
¢elija ili citosola pokazale su da je broj molekula GR-a sposobnih da vezu ligand
smanjen ili nepromenjen u c¢elijama periferne krvi pacijenata sa depresijom (Pariante
and Miller, 2001; Calfa i sar., 2003). U naSoj studiji nivo GR-a u citoplazmi meren je
tehnikom Western blot-a, tako da naSe rezulate ne mozemo direktno porediti sa
rezulatima eseja za vezivanje liganda. Naime, tehnikom Western blot-a dobija se
ukupan nivo proteina u cCeliji, dok eseji za vezivanje mere broj molekula receptora
sposobnih da vezu ligand, a poznato je da sposobnost GR-a da veZe ligand zavisi i1 od
drugih faktora, kao $to su njegove interakcije sa Saperonima (Grad i Picard, 2007). Ono
Sto bismo mogli da zaklju¢imo iz naSih rezultata, a u svetlu ranije izvedenih studija

vezivanja liganda za GR, jeste da poveénje citosoplazmaticnog nivoa GR-a u
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limfocitima pacijenata sa DP-om ne mora da znaci da su ti molekuli GR-a funkcionalni,
tj. sposobni da odgovore na glukokortikoide.

Dosadasnje studije ekspresije gena za GR-a u ¢elijama periferne krvi pacijenata
u akutnoj epizodi depresije pokazale su ili smanjen nivo njegove iIRNK (Matsubara i
sar., 2006; Cattaneo i sar., 2013) ili da nema promena (Frodl i sar., 2012), tako da je
malo verovatno da povecanje citosolnog GR-a zapazeno u naSem uzorku je uzrokovano
povecanjem transkripcije njegovog gena.

Jo§ jedna od mogucénosti jeste da povecéanje GR-a u citoplazmi moze biti
posledica njegove smanjene degradacije. Stimulacija receptora ligandom dovodi do
znacajnog smanjenja poluzivota GR-a, pri ¢emu je pokazano da fosforilacije GR-a na
S211 i S226 nemaju uticaja na ovaj proces (Hoeck i sar., 1989; Webster i sar., 1997;
Avenant i sar., 2010). S obzirom da neki radovi ukazuju na smanjenu sposobnost GR-a
za vezivanje liganda kod pacijenata sa depresijom (Pariante i Miller, 2001; Calfa i sar.,
2003), moguce je da je u takvim uslovima i degradacija GR-a usporena $to bi moglo da
predstavlja jo§ jedan razlog za povecanu koli¢inu citoplazmaténog GR-a uocenog u
nasoj studiji.

Nivoi ukupnog GR-a u citoplazmi i jedru nisu bili povezani sa koncentracijom
kortizola u Kkrvi, kod nasih ispitanika. Ovo nije bilo iznenadujuée, s obzirom da ni u
postojecoj literaturi nije pokazana jasna veza izmedu nivoa GR-a u c¢eliji (tj. nivoa
IRNK za GR ili broja GR-a sposobnih da vezu ligand) i koncentracije kortizola u krvi
(Tanaka i sar., 1991; Yehuda i sar., 1993; Blackhurst i sar., 2001; Miller i sar., 2008).
Takode, u ¢elijama u kulturi pokazano je da ultradijalni pulsevi kortizola nemaju
znacajnog efekat na koli¢inu proteina GR-a u ¢eliji (McMaster i sar., 2011). Kao §to je
gore ve¢ pomenuto, i aktivnosti MDR PGP-a i 11 B-hidroksisteroid dehidrogenaze
mogu uticati na intracelijsku koncentraciju kortizola, pa time i na ukupnu koli¢inu GR-a
u Celiji (Pariante 1 sar., 2001; Pariante 1 sar., 2003; Zhang 1 sar., 2005).

S obzirom da je fosforilacija GR-a na S226 posredovana JNK-om, u istim
uzorcima celija smo analizirali 1 nivoe ukupne i1 fosforilisane JNK1. Nismo pronasli
razlike u nivoima ukupne i aktivirane forme JNK1 u citoplazmi, ali su zato depresivni
pacijenti imali znacajno snizen nivo jedarne JNK1. Uprkos ovom smanjenju ukupne
JNK1, u jedru pacijenata, detektovali smo trend povecanja aktivirane JNK1 (tj. povisen

odnos fosfo-JNK1/JNK1). Medutim, nakon korekcija za pol, starost i pusenje, ova
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razlika viSe nije bila statisticki znacajna. Smanjenje ukupne jedarne JNK1 (46 kDa) u
perifernim limfocitima zapazeno je 1 kod bipolarnih pacijenta u akutnoj epizodi
depresije (Spiliotaki i sar., 2006), mada u ovom radu fosforilacija JNK1 nije bila
analizirana. Dakle, izgleda da je smanjena ekspresija JNK1 u limfocitima povezana sa
akutnom depresivnom epizodom kako kod unipolarne depresije tako i kod bipolarnog
poremecaja. Takode, nasi rezultati su pokazali slabu pozitivnu povezanost izmedu nivoa
aktivirane JNK1 (tj. odnosa fosfo-JINK1/JNK1) i povecanja fosforilacije GR-a na S226,
ali ipak, ona nije bila statisticki zna¢ajna. Moguce je da i druge izoforme JNK imaju
ulogu u fosforilaciji GR-a na S226, mada razultati na zivotinjskim modelima pokazuju
da su JNK 1 i 2 uglavnom sli¢no regulisane u stresnim situacijama (Adzic i sar., 2009;
Mitic i sar., 2013). Jo$ jedna od mogucnosti je to da smanjena aktivnost fosfataza moze
imati uticaja na povecanje fosforilacije GR-a na S226 (DeFranco i sar., 1991). Ipak, s
obzirom na to da je pokazano da je JNK posrednik u efektima citokina na funkciju GR-
a, iako na$i rezultati nisu pokazali statisticki znacajnu povazanost ova dva puta,
pretpostavljamo da dalja istraZivanja signalizacije JNK-a u ve¢em uzorku, zajedno sa
GR-om, kao i1 drugim transkripcionim faktorima vaznim za regulaciju imunog
odgovora, mogu doprineti  boljem razumevanju mehanizama interakcije
glukokortikoidne i citokinske signalizecije u depresiji.

Zeleéi da dalje ispitamo posledice izmenjene fosforilacije GR-a u depresiji,
analizirali smo i nivoe GILZ proteina, za koga je poznato da je stimulisan
glukokortikoidima i da je delom posrednik njihovih anti-inflamatornih efekata. Ipak, u
naSem uzorku nismo detektovali znacajne razlike ni u GILZ1, ni u GILZ2 iz perifernih
limfocita pacijenata sa akutnom depresivnom epizodom u odnosu na zdrave kontrole.
Dakle, izgleda da promene u fosforilaciji GR-a kod pacijenata nisu doprinele
promenama u ekspresiji GILZ proteina. lako bi bilo informativnije da je meren i nivo
IRNK za GILZ, u jedinom skorasnjem radu pokazano je da nema razlika u nivoima
IRNK za GILZ izmedu ¢elija periferne krvi pacijenata sa depresijom i kontrola (Frodl i
sar., 2012). Medutim, u ovom radu je pokazano da je kod pacijenta sa depresijom
ekspresija GILZ-a iz krvnih c¢elija povezana sa zapreminom hipokampusa, i to tako Sto
su pacijenti sa manjom ekspresijom GILZ-a imali ve¢u atrofiju hipokampusa (Frodl i
sar., 2012). Dakle, moguce je da je ekspresija GILZ-a povezana sa specificnim

karakteristima/promenama kod depresivnih pacijenata koje mi nismo analizirali u ovoj
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istrazivanju. Ipak, na osnovu naSih rezultata mozemo =zakljuciti da promene u
fosforilaciji GR-a nisu uticale na promene u nivou GILZ proteina u limfocitima
pacijenata sa depresijom.

U ovoj studiji smo analizirali i FKBPS5, jo$ jedan protein koji je snazno
stimulisan glukokortikoidima, a vazan je za samu funkciju GR-a kao deo kratke
povratne sprege u zauzdavanju glukokortikoidne signalizacije u ¢éeliji. Nasi rezulati su
pokazali znacajno vise nivoe FKBP5 kod pacijenta u akutnoj epizodi depresije u
poredenju sa kontrolama. Ovaj nalaz je u saglasnosti sa skorasnjom studijom koja je
takode pokazala znacajno povecan nivo iRNK za FKBPS5 u ¢elijama periferne krvi
pacijenata u aktnoj depresiji (Cattaneo i sar., 2013). Poveéana ekspresija FKBPS5, kako
na nivou iRNK, tako i na nivou proteina, uocena je i u postmortem uzorcima frontalnog
korteksa kod depresivnih pacijenata (Tatro i sar., 2009). Dakle, izgleda da povecana je
ekspresija FKBP5, kako u mozgu (frontalnom korteksu) tako i u perifernim limfocitima,
povezan sa patogenezom depresije i verovatno doprinosi smanjenom odgovoru na
glukokortikoide kod pacijenata.

Sto se ti¢e uloge fosforilacije GR-a u ekspresiji FKBPS, nasi rezultati su
pokazali da je nivo FKBP5 pozitivno povezan sa nivoima fosforilacije GR-a na S211 i
S226, a negativno sa odnosom fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S22. Dakle, suprotno od onoga
Sto bismo ocekivali na osnovu dosadasnje literature, tj. smanjenje odnosa fosfo-GR-
S211/fosfo-GR-S226 u jedru izgleda da nije doprinelo smanjenju ekspresije FKBP5.
lako nismo analizirali direktno nivoe iRNK za FKBP5, na osnovu prethodnih studija
(Tatro i sar., 2009; Cattaneo i sar., 2013) mozemo pretpostaviti da je povecanje nivoa
ovog proteian kod depresivnih pacijenata u naSem istrazivanju posledica povecane
transkripcije njegovog gena. Mogucée je da povecanje fosforilacije GR na S211 i/ili
S226 u okviru ovog gena pokazuje neke genski-specifi¢ne efekte i doprinosi povecanoj
ekspresiji ovog gena, medutim za sud o tome potrebna su dodatna molekularno-bioloska
istrazivanja. Druga mogucnost je da postoje drugi mehanizmi, nezavisno od
fosforilacije GR-a, koji doprinose vecoj ekspresiji FKBP5 proteina kod pacijenata sa
depresijom, kao $to su odredeni polimorfizmi u fkbp5 genu ili uticaj epigenetickih
modifikacija (Binder, 2009; Xie i sar., 2010; Zimmermann i sar., 2011).

U svakom slucaju, funkcionalna posledica povecanja nivoa FKBP5 u

limfocitima pacijenata sa DP-om u nasem uzorku je izgleda smanjena translokacija GR-
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a u jedro, budu¢i da je pokazana jaka pozitivna povezanost izmedu nivoa FKBP5 i GR-a
u citoplazmi. Naime, povecanje FKBPS5 u citoplazmi pokazano je da smanjuje afinitet
GR-a za kortizol i spre¢ava njegov prelazak u jedro (Wochnik i sar., 2005). Stoga,
povecanje FKBP5 kod pacijenata sa depresijom predstavlja jo$ jedan faktor koji bi
mogao doprineti neadekvatnom odgovoru na glukokortikoide, preko uticaja na
translokaciju GR-a, kod ovih pacijenata.

Dakle, kod pacijenata sa akutnom epizodom depresije uocili smo povecanu
fosforilaciju jedarnog GR-a na S226 i u manjoj meri na S211, §to je rezultovalo
smanjenim odnosom fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u jedru, kao i poveéan nivo GR-a i
FKBPS5 u citoplazmi limfocita. Drugim refima, nasi rezultati sugeriSu da ova dva
mehanizma - izmenjena fosforilacija GR-a i njegova smanjena translokacija u jedro,
doprinose smanjenoj funkciji GR-a i narusenom odgovoru na glukokortikoide u

depresiji.

5.2. Povezanost promena u glukokortikoidnoj signalizaciji u limfocitima i

negativnim afektivnim stanjima kod zdravih ispitanika

Odreden stepen naruSenosti glukokortikoidne signalizacije uocen je i1 kod
zdravih ljudi izloZenih hroni¢nom stresu i negativnim emocijama (Holsboer , 2000;
Cole i sar., 2007; Miller i sar., 2008). S obzirom na to, predpostavili smo da bi odredena
povezanost izmenjene fosforilacije GR-a, i negativnih emotivnih stanja, kao faktora
rizika za kasniju pojavu depresije, mogla postojati i u populaciji zdravih ljudi.

U grupi kontrolnih ispitanika, Zene su imale neSto viSe nivoe trenutnih
samoprocenjenih simptoma depresije, anksioznosti i stresa u poredenju sa muskarcima,
§to je u skladu sa mnogim ranijim studijama (Horwath i Weissman, 1995; Brown, 2001;
Crawford i Henry, 2003; Kessler, 2003). S obzirom da istrazivanja pokazuju da zene
imaju negativniju sliku o sebi 1 sklonije su ruminaciji o stresnim Zivotnim dogadajima
(Nolen-Hoeksema, 2001; Matud, 2004; Roelofs i sar., 2008), kao i to da oko dva puta
¢esce oboljevaju od depresije (Kessler, 2003), nije neobi¢no §to smo i u nasem uzorku
primetili ve¢u sklonost Zena ka negativnim emotivnim stanjima.

lako se muskarci i zene nisu razlikovali po nivoima ukupnog GR-a u jedru i

citoplazmi, kao ni po fosforilaciji jedarnog GR-a, u uzorku zena, promene u fosforilaciji
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GR-a u limfocitima korelisale su sa nivoima njihovih negativnih emocija. Naime, kod
Zena, nivoi jedarne izoforme fosfo-GR-S226 bili su pozitivnho povezani sa nivoima
simptoma depresije, anksioznosti i stresa, dok je odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226
bio negativho povezan sa simptomima depresije. Ovo povecanje fosfo-GR-5226
izoforme sa negativnim emotivnim stanjima, verovatno je najveéim delom posledica
povecane fosforilacije jedarnog GR-a na S226, bar Sto se tiCe simptoma depresije i
stresa (sudeci po trendu pozitivne korelacije odnosa fosfo-GR-S226/GR sa skorovima
depresije i stresa na DASS-u). U svakom slucaju, poveéanje nivoa fosfo-GR-5226, a
narocito u odnosu na fosfo-GR-S211 sugeriSe na smanjenje transkripcione aktivnosti
GR-a sa poveCanjem nivoa negativnih emocija kod zena. Ovakav rezultat je u
saglasnosti sa ranijim nalazima da su negativna emotivna stanja u populaciji klini¢ki
zdravih ljudi povezana sa smanjenom ekspresijom gena regulisanih GR-om, a
poveéanom ekspresijom gena regulisanih NFxkB-om u leukocitima periferne krvi (Cole i
sar., 2007; Miller i sar., 2008; Antoni i sar., 2012). Na primer, pokazano je da je kod
staratelja pacijenata sa rakom mozga, koji su bili izloZeni hroni¢nom stresu, postojala
smanjena ekspresija gena za koje je bioinformatickim analizama utvrdeno da su
regulisani GR-om (Miller i sar., 2008). S druge strane, ekspresija gena za koje je
utvrdeno da su regulisani NFkB-om, bila je povecana, a pomenute promene nisu bile
povezane sa razlikama u lucenju kortizola, niti sa ekspresijom GR-a (Miller i sar.,
2008). Do sliénih rezultata se doslo i u istrazivanjima sprovedenim kod usamljenih ljudi
koji su pokazivali i poviSene nivoe simptoma depresije i stresa (Cole i sar., 2007).
Autori ovih studija su predlozili da bi stresom-indukovane post-translacione
modifikacije GR-a mogle objasniti razlike koje su oni uocili u svojoj studiji (Cole i sar.,
2007; Miller i sar., 2008). Nasi rezultati ukazuju da bi prethodno izlozena hipoteza
zaista mogla biti tacna, tj. da post-translacione modifikacije GR-a mogu biti uzrok
njegove smanjene transkripcione aktivnosti u limfocitima zdravih ljudi izloZenih
hrohi¢nom stresu i sa povSenim nivoima negativnih emocija, barem kod Zzena. Naime,
kao $to je ve¢ spomenuto, poveéana fosforilacija GR-a na S226 (a narocito u odnosu na
S211) smanjuje efikasnost GR-a u transaktivaciji, zatim, fosfo-GR-S226 ima smanjenu
efikasnost u transrepresiji (NFkB-a i AP-1), a i stimuliSe eksport receptora iz jedra, $to
sve kona¢no vodi smanjenom odgovoru na glukokortikoide (Itoh i sar., 2002; Ismaili i

Garabedian, 2004; Chen i sar., 2008; Avenant i sar., 2010). Na osnovu nasih rezultata o
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fosforilaciji GR-a kod kontrolnih ispitanika, a imajuéi u vidu i rezultate dobijene na
limfocitima pacijenata sa akutnom depresivnom epizodom, mozemo predlaziti i sledecu
hipotezu: povecanje fosforilacije GR-a na S226, a narocito u odnosu na fosfo-GR-S211,
doprinosi pove¢anoj glukokortikoidnoj rezistenciji koja se zapaza i u populaciji zdravih
ljudi sa subklinickim simptomima depresije, a dalje povecanje fosforilaije GR-a na
S226, koje verovatno doprinosi jos vecoj glukokortikoidnoj rezistenciji, povezano je sa
klinickom depresijom (Slika 24). Drugim re¢ima, nas$i rezultati preliminarno predlazu
da bi povecanje nivoa fosfo-GR-S226 i smanjenje odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-
S226 mogli biti faktori rizika za kasniju pojavu klini¢ke depresije (i narusenu aktivnost

HHA ose), barem $to se ti¢e Zena.
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Slika 24. Graficki prikaz fosforilacije GR-a i nivoa trenutnih negativnih afektivnih
stanja merenih DASS-om u celom uzorku ispitanika. (a) Povezanost nivoa fosfo-GR-S226 (P-
GR-S226) i ukupnog skora na sve tri DASS skal (DASS — ukupni); (b) povezanost odnosa fosfo-
GR-S211/fosfo-GR-S226 (P-GR-S211/P-GR-S226) i skorova na skali depresije (DASS —
depresija). Prikazane su posebno grupa kontrola (plavo), a posebno grupa pacijenata sa
akutnom epizodom depresije (ljubicasto).

Znacajna povezanost fosforilcije GR-a sa negativnim emotivnim stanjima nije
zapaZena u grupi zdravih muskaraca. Ovakav nalaz sugeriSe da mozda postoji polna
razlika u povezanosti signalizacije koja dovodi do fosforilacije GR-a na S226 sa
povecanjem nivoa negativnih emocija. Ovaj rezultat bi mogao biti povezan i sa ve¢
dokumentovanim nalazom da je kod Zzena, nakon izlaganja stresu, osetljivost pro-
inflamatornih citokina na supresorne efekte glukokortikoida manja, u odnosu na

muskarace (Rohleder i sar., 2001). Naime, moguce je da povecanje fosforilacije GR-a
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na S226, kod zena, doprinosi vecoj rezistenciji na imuno-supresorne efekte
glukokortikoida, preko smanjene efikasnosti transrepresije  pro-inflamatornih
transkripcionih faktoria NFkB i AP-1 (Avenant i sar., 2010). Takode je moguce i
obrnuto, da produzena sistemska inflamacija, kod Zena nakon izlaganja stresu, doprinosi
povecéanoj fosforilaciji GR-a na S226 (Pace i sar., 2007).

Drugo potencijalno objasnjenje bi moglo biti da ne postoje polne razlika u samoj
signalizaciji vezanoj za fosforilaciju GR-a, ve¢ se muskaraci i Zene razlikuju u
prise¢anju i saopStavanju negativnih emocija (Lutzky i Knight, 1994; Shields, 2000).
Medutim, s obzirom da je na$ uzorak sadrzao mali broj ispitanika, kao i to da su
prime¢ene razlike samo deskriptivne, pretpostavku o uticaju polnih razlika na
povezanost fosforilacije GR-a sa negativnim emocijama, trebalo bi dalje ispitati na
vecem uzorku.

Posmatraju¢i samo kontrolnu grupu, promene u merenim parametrima
glukokortikoidne signalizacije nisu bile povezane sa koncentracijom kortizola u serumu,
verovatno usled malog variranje vrednosti koncentracija kortizola, s jedne strane i nivoa
ukupnog GR-a i njegovih fosfo-izoformi, s druge. Takode, ovaj rezultat ide u prilog
zakljucku da funkcija GR-a u limfocitima zavisi i od drugih mehanizama, osim same
dostupnosti njegovog liganda (kortizola) u krvi (videti poglavlje 5.1.).

Povezanost izmedju negativnih emotivnih stanja, s jedne strane, i nivoa ukupng
GR-a u jedru ili citoplazmi, kao i nivoa JNK-a, GILZ-a ili FKBP5, s druge, nije bila
primecena, tako da je od analiziranih parametara, fosforilacija GR-a izgleda najjace

povezana sa povecanjem subklini¢kih simptoma depresije kod zdravih ljudi.

5.3. Promene u glukokortikoidnoj signalizaciji u limfocitima tokom le¢enja
pacijenata primenom ponovljene transkranijalne magnetne stimulacije kao

adjuvantne terapije

U cilju daljeg ispitivanja uloge fosforilacije GR-a u patogenezi DP-a, kao i
mogucnosti da neki od ispitivanih molekula, ¢inilaca glukokortikodne signalizacije,
sluzi kao biomarker za dijagnozu i prac¢enje odgovora na tretman u depresiji, promene
ovih parametara smo pratili i u grupi pacijenata sa DP-om, tokom njihovg lecenja

rTMS-om kao adjuvantnom metodom uz redovno propisanu terapiju antidepresivima.
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lako je uzorak pacijenata koje smo pratili tokom tereapije depresije bio mali da
bismo doneli jasne zakljucke, rezultati su pokazali da se odnos fosfo-GR-S211/fosfo-
GR-S226 u limfocitima povecavao sa smanjenjem HAMD skora, tj. sa poboljSenjem
depresivnog stanja pacijenata. S obzirom da se odnos fosforilacije GR-a na S211 u
odnosu na S226 smatra markerom njegove transkripcione aktivnosti, poveéanje fosfo-
GR-S211/fosfo-GR-S226 sugerise na pojacanje glukokortikoidne signalizacije tokom
uspesnog lecenja. Drugim reCima, ovo potvrduje nasu pretpostavku da narusSena
fosforilacija GR-a predstavlja jedan od bitnih Cinilaca u patogenezi depresivnog stanja,
kao 1 bitnu metu delovanja uspesnog antidepresivnog tretmana. Takode, ovi rezultati su
u saglasnosti sa ve¢ prethodno pomenutim rezultatima dobijenim na Zivotinjskim
modelima koji su pokazali da antidepresivan afekat kako fluoksetina tako i propilisa je
pracen povecanjem misjih/pacovskih ortologa fosfo-GR-S211 u odnosu na fosfo-GR-
S226 u hipokampusu laboratorijskih zivotinja (Lee i sar., 2013; Mitic i sar., 2013).
Dakle, nasi rezultati, zajedno sa pomenutim razulatama na zivotinjskim modelima,
ukazuju da je antidepresivni efekat razli¢itih tretmana (antidepresiva, propolisa i rTMS-
a) pracen sliénim promenama u fosforilaciji GR-a (koje sugeriSu 0 povecanju njegove
transkripcione aktivnosti) kako u mozgu (hipokampusu) tako i u limfocitima periferne
krvi. Takode, skupa, ovi nalazi predlazu da bi pracenje fosforilacije GR u leukocitima
mozda mogao biti jedan od biomarkera uspesnog odgovora na antidepresivni tretman.

Iako su rezulati poredenja pacijenata u akutnoj epizodi depresije sa kontrolama
pokazali najveée razlike u nivou fosfo-GR-S226 u limfocitima, oporavak pacijenata
tokom leCenja nije bio znacajno povezan sa promenama u samoj fosforilaciji GR-a na
S226. S obzirom da je ovaj uzorak bio mali, ne moZemo sa sigurno$¢u znati koja je
dinamika promene same fosforilacije GR-a na S226 tokom oporavka od tretmana i za
ispitivanje ovog pitanja potrebna su dalja istrazivanja u ve¢em uzorku.

Takode, i1ako su pacijenti sa akutnom epizodom depresije pokazali poviSen nivo
GR-a u citoplazmi limfocita, povezanost promena u nivou citoplazmati¢cnog GR-a i
tezini depresivnih simptoma tokom le¢enja pacijenata nisu uocene.

Promene u JNK1 signalizaciji u limfocitima pratile su poboljsanje depresije
tokom leCenja. Tacnije, poboljSanje depresivnog stanja je bilo pra¢eno porastom ukupne
jedarne JNK1, kao i fosforilisane JNK1. Ipak, odnos fosfo-JNK1/JNK1 nije pokazao

znacajnu korelaciju sa promenama HAMD skora. Dakle, uprkos tome $to su rezultati

95



Doktorska disertacija 5. Diskusija

ukazivali na povecanje signalizacije preko JNK1, doslo je do porasta odnosa fosfo-GR-
S211/fosfo-GR-S226 sa oporavkom od depresije, Sto sugeriSe na uticaj i drugih
mehanizama koji su mogli doprineti promeni odnosa ovih fosfo-izoformi GR-a. Uo¢eno
povecanje ukupnog nivoa JNK1 sa oporavkom od depresije slicno je nalazu da kod
bipolarnih pacijenata u remisiji, nivoi JNK1 (46 kDa) su visi nego kod pacijenata u
akutnoj depresivnoj epizodi (Spiliotaki i sar., 2006). Povecanje jedarne JNK1 uoceno je
i nakon hroni¢noog tretmana antidepresivima (fluoksetinom) u hipokampusu pacova
izlozenih hroni¢noj izolaciji (Mitic i sar., 2013). Takode, povecana ekspresija JNK1
gena uocena je i u strijatumu pacova nakon akutnog tretmana sa nekoliko vrsta
antidepresiva (Korostynski i sar., 2013). Dakle, izgleda da je smanjenje simptoma
depresije kako pacijenata sa unipolarnom depresijom, tako i sa bipolarnim
poremecajem, praceno povecanjem JNKI u limfocitima, a izgleda da su te promene
slicne onima koje se deSavaju u nekim regionima mozga, i zajednicke su za razli¢ite
tretmane lecenja.

Promene u nivou depresivnih simptoma tokom lecenja rTMS-om bile su pracene
1 promenama u FKBP5, i to tako §to je poboljSanje depresije bilo pra¢eno smanjenjem
FKBP5 u limfocitima. Sli¢an rezultat je pokazan i u jednoj opseznoj studiji: naime,
Cattaneo 1 saradici su pokazali da uspeSan antidepresivan tretman, nezavisno od
koriséenog leka (SSRI ili TCA), dovodi do smanjenja nivoa iRNK za FKBPS5 u
limfocitima pacijenta sa depresivnim poremecajem (Cattaneo i Sar., 2013). Takode,
poviSen nivo FKBPS je bio uo¢en u ventralnom hipokampusu 1 prefrontalnom korteksu
pacova izloZenith hronicnom umerenom stresu, a dugotrajn tretman antidepresivom
duloksetinom, doveo je do smanjenja iRNK za FKBP5 u obe spomenute mozdane
strukture, kao i do smanjenja nivoa proteina FKBP5 u prefrontalnom korteksu (Guidotti
i sar., 2013). Dakle, izgleda da je smanjenje FKBP5 vazno za oporavak od depresije, a
promene u nivou FKBP5 u limfocitima izgleda da su sli¢ne promenama 0vog proteina u
mozdanim strukturama (tj. hipokampusu).

Rezultati ovog preliminarnog prospektivnog istrazivanja su pokazali da se u
limfocitima pacijenata sa depresijom, odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226, kao i
ukupan nivo jedarne JNK1, povecéavaju, a nivo citoplazmati¢cnog FKBP5 smanjuje, sa
smanjenjem simptoma depresije, tokom lecenja antidepresivima i rTMS-om kao

adjuvantnom terapijom. lako kod ovih pacijenata koncentracija kortizola u krvi nije bila
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merena, dobijeni rezulatati o promenama odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 u jedru
I nivoa FKBP5 proteina u citoplazmi ukazuju na normalizaciju funkcije GR-a i HHA

ose tokom izleCenja.
Sematski prikaz najvaznijih rezultata ove doktoske teze i pretpostavljene

posledice uocenih molekularnih pomena u limfocitima zdravih ljudi i pacijenata sa

depresijom prikazane su na Slici 25.
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5.4. Ogranicenja studije

Osim ve¢ diskutovanih ograni¢enja rezultata ove studije, treba napomenuti i
sledeca.

OgraniCanjem ovog istrazivanja moze se smatrati to S§to su svi pacijenti bili
leceni u trenutku ulaska u studiju. Idelno bi bilo da smo imali pacijente sa akutnom
epizodom depresije, nelecene, 1 da smo ih pratili tokom antidepresivnog tretmana. Ipak,
sakupljanje ovakvog uzorka izuzetno je tesko. Medutim, i rezultati dobijeni u ovoj
studiji imaju odredenu snagu. Prvo, lekovi koriS¢eni za terapiju pacijenata bili su
raznovrsni, a takode i trajanje farmakoterapije je bilo varijabilno. Drugo, rezultati
dobijeni pratenjem pacijenta tokom leCenja antidepresivima i rTMS-om kao
adjuvantnom terapijom, sugeriSu da su promene u fosforilaciji GR-a, kao u nivoima
JNK1 i FKBPS5 koje smo uocili kod pacijenata sa akutnom epizodom depresije, pre
vezane za samo depresivno stanje, nego za njihovu farmakoterapiju, i da se menaju sa
poboljSanjem depresivnih simptoma. Do sli¢cnih zaklju¢aka su doSli i autori drugih
studija sa sli¢énim eksperimentalnim dizajnom (poredenje leCenih pacijenata sa akutnom
depresijom i kontrola) i sugerisali da promene uocene kod pacijenata sa depresijom
leCenih razli¢itim antidepresivima, koje ukazuju na smanjenje glukokortikoidne
signalizacije, pre odrazavaju stanje same bolesti, nego efekat antidepresiva (Menke i
sar., 2012) (s obzirom da je pokazano da antidepresivi radije podstic¢u glukokortikoidnu
signalizaciju, nego §to je smanjuju (Pariante i Miller, 2001; Anacker i sar., 2011)).
Takode, i u radu Bei i saradnika, pokazano je da su promene u fosforilaciji GR-a na
S211 kod pacijenata sa bipolarnim poremecajem bile vezane za stanje bolesti, a ne za
korisé¢enu farmakoterapiju (Bei i sar., 2009). Kona¢no, povezanost fosforilacije GR-a na
S226 i odnosa fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 sa depresivnom simptomatologijom
merenom DASS-om uocili smo i kod zdravih, neleCenih Zzena. Sve navedeno podrzava
pretpostavku da uocene promene u signalizaciji GR-a izmedu pacijenata sa akutnom
depresijom i kontrolnih ispitanika su pre povezane sa samom bole$¢u nego sa efektom
lekova. Ipak, bar delimi¢an uticaj lekova na naSe rezultate ne moze u potpunosti biti
iskljucen.

Takode, jo$ jedno ogranicenje studije je to Sto su zene bile izmeSane u odnosu na

faze menstrualnog ciklusa i koris¢enje kontraceptivnih sretstava. Medutim, iako je
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pokazano da zenski polni hormoni mogu uticati na fosforilaciju GR-a (Chen i sar, 2008;
Zhang i sar., 2009), u nasem uzorku nismo uocili polne razlike u ukupnim nivoima GR
fosforilisanog na S211 i S226 kod zdravih ispitanika (ve¢ samo povezanost psiholo$kog
stanja Zena sa fosforilacijom GR-a), niti je pokazan znacajan efekat pola na promene u
fosforilalciji GR-a kod pacijenata sa akutnom epizodom depresije. Ipak, uticaj polnih
hormona na dobijene rezultate se ne moze u potpunosti iskljuciti.

Sto se ti¢e kori$éenja fosforilacije GR-a kao jednog od potencijalnih biomarkera
za otkrivanje osoba s rizikom za razvoj DP-a, postavljanje dijeagnoze akutne epizode
depresije i pra¢enje poboljsanja depresivnih simptoma tokom tretmana pacijenata, treba
imati u vidu i sledec¢a ogranicenja. lako rezultati ove teze sugerisu na fosforilaciju GR-a
kao potencijalnog biomarkera DP-a, potrebne su dalje analize: npr. potvrda ovog
rezultata koris¢enjem drugih kvantitativnih proteomskih tehnika (Jin i sar., 2005), zatim
analiza fosforilacije GR-a u ve¢em uzorku i kod razli¢itih subtipova depresije (npr. u
melanhovi¢noj u odnosu na atipi¢nu depresiju), kao i u drugim poremecajima ¢ija je
etiologija povezana sa stresom (kako bi se stekao uvid u specifinost promene
fosforilacije GR-a za DP, ili odredeni podtip DP-a). Takode, fosforilacija GR-a u ovoj
studiji izrazavana je relativno u odnosu na IRS, koji je proizvoljno napravljen, dok bi za
prakti¢nu primenu analize fosforilacije GR-a za klinicke svrhe bilo neophodno razviti
eseje za apsolutnu kvantifikaciju fosforilacije ovog proteina (Gerber i sar, 2003; Olive,
2004). Dakle, prakti¢na primena fosforilacije GR-a kao biomarkera DP-a za sada jo$
treba sacekati dalja ispitivanja kao i razvoj kvantitativnih eseja za laksu analizu fosfo-

GR-a.
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6. Zakljucak

Rezultati ove doktorske disertacije govore u prilog tome da izmenjena

fosforilacija GR-a moze doprineti boljem razumevanju narusene funkcije GR-a u

patogenezi depresivnog poremecaja. Konkretno, zakljucci ove doktorske teze su sledeéi:

1.

Pacijenti sa akutnom depresivnom epizodom imali su povecanu fosforilaciju GR-a
na S226, i u manjoj meri na S211, te zbog toga smanjen odnos izoformi fosfo-GR-
S211/fosfo-GR-S226 u jedru limfocita periferne krvi, §to ukazuje na smanjenu
transkripcionu aktivnost GR-a kod ovih pacijenata.

Pacijenti sa akutnom depresivhom epizodom, iako nisu pokazali razlike u nivoima
jedarnog GR-a, imali su povecan nivo GR-a u citoplazmi limfocita periferne krvi u
odnosu na kontrole, $to je bilo povezano sa poveénjem fosforilacije jedarnog GR-a
na S226 i poveéanjem nivoa FKBPS5 u citoplazmi, i $to Sve sugeriSe na smanjenu
translokaciju GR-a u jedro.

Pacijenti sa akutnom depresivnom epizodom imali su smanjen nivo JNK1 i trend
povecane aktivnosti JNK1 u jedru limfocita periferne krvi u odnosu na kontrole,
mada povecéanje fosforilacije GR-a na S226 kod ovih pacijenata nije bilo statisticki
znacajno povezano sa povecanjem aktivnosti JNK1.

Nivoi proteina GILZ se nisu razlikovali izmedu limfocita periferne krvi pacijenata
sa akutnom epizodom depresije i zdravih kontrola.

Pacijenti sa akutnom depresivnom epizodom imali su povecan nivo FKBPS5 u
citoplazmi limfocita periferne krvi, $to takode sugeriSe na smanjenu funkciju GR-a
kod ovih pacijenata.

Kod zdravih Zena, povefan nivo jedarnog GR-a fosforilisanog na S226 u
limfocitima periferne krvi bio je povezan sa poveéanim nivoima trenutnih
samoprocenjenih simptoma depresije, anksioznosti i stresa, a smanjenje odnosa
fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226 je bilo povezano sa povecanjem nivoa simptoma
depresije.

Sa poboljsanjem depresivnog stanja kod pacijenata leCenih rTMS-om kao

adjuvantnom metodom uz redovnu terapiju antidepresivima, doslo je do povecanja
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jedarnog odnosa izoformi fosfo-GR-S211/fosfo-GR-S226, kao i poveéanja nivoa
JNK1 u jedru, a smanjenja nivoa FKBP5 u citoplazmi limfocita periferne krvi, sto
ukazuje na oporavak funkcije GR-a sa izleCenjem od depresije.

Pored toga Sto na$i rezulatati govore u prilog znacaja fosforilacije GR-a za
razumevanje narusene funkcije GR-a u patogenezi depresije, oni takode ukazuju da bi
fosforilacija GR-a mogla biti jedan od potencijalnih biomarkera za identifikaciju osoba
sa rizikom, dijagnostiku depresivnog poremecaja, kao i pracenje oporavka depresivnih
pacijenata, i da je zbog toga fosforilacija GR-a vredna daljih ispitivanja u ve¢em uzorku

i razli¢itim dizajnima klinickih istrazivanja.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTtopcTBY

Motnucanu-a __ WMea C.Jlykuh

6poj nHpekca _ M3005/2009

UsjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa gvucepTauuja nog HacrnosoMm

LAHanusa docdopunaumje rnykoKOpTUKOMAHOr peuentopa y numdoumtuma 3apasux
byau ¥ nauunjeHaTa ca akyTHOM enu3onom agenpecusHor nopemehaja”

e pe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTPaXXUBA4Kor pana,

e [a npeanoxeHa gucepraumja y UenvHu HU y denosuma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare GuNo Koje AuNNOME npema CTyAUCKUM Nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKOSCKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntaTtuh KOPeKTHO HaseeHU u

e [a HUCaM Kplmo/na ayTopcka npasBa U KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc pokTtopaHaa

Y Beorpaagy, _ 25.11.2013.
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMNaHe U eneKTpoHCkKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme v npeaume ayTtopa Wea C. Jlykuh

Bpoj uHgekca M3005/2009

Cryaunjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja eykapuora

Hacnos papa Hanusa opunauuvie rnykoKOPTUKOMAHOr peuenTtopa
numcdoumnTUMa 3apaBux Sbyau U nauvjeHata ca akyTHOM enu3onoM [AenpecuBHOr
nopemehaja*

MeHTOpU ap Mvpocnas Auuh 1 ap MopaaHa Matuh

MoTtnucanw/a Wea C. Jlykuh

U3jaBrbyjeM Oa je wramnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHa €NeKTPOHCKO]
BEp3auju Kojy cam npepao/na 3a objaBbuBake Ha noprany [OurutanHor
penosutopujyma Yuusepauteta y Georpaay.

[Nlossorbasam aa ce objaBe MOjU NUYHW NOAAUM BesaHu 3a Aobujare akaaemcKor
3Bakba [JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roamHa U MecTto pofewa u aatym
onbpaHe paga.

OBM nu4yHM nogaun mory ce objaBuTH Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama purutande
BubnuoTeke, y €NEKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama Yxusepautera y Georpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, _25.11.2013.

AL 6'7'«_' e
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Mpwunor 3.

UzjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YuuBepautetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y Ourutanyu
penosutopujym YHusepauteta y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AvcepTtauujy nog
Hacrnosom:

Hanuaa wnaumie rnykoKOpTUKOUAHOr entopa y numdountuma 3apasux
IbyaV U NaumjeHaTa ca akyTHOM enu3oaom AenpecueHor nopemehaja”

Koja je Moje ayTopCcKo Aeno.

[ucepTaumjy ca CBUM NpUNo3uma npeaao/na cam y enekTpoHckoM cdopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBuparse.

Mojy AoKTOpCKy AucepTauujy noxpareHy y uriutanHu penosutopujym YHusepauteTa
y Beorpagy mory aa KOpuUcTe CBM KOju NowwiTyjy oapeade caapxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyvo/na.

(1.)AyTopcTeo
2. AyTOpCTBO - HeKoMepLujanHo
3. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AenuTh noj UCTUM ycnosuma
5. AytopcTtBo — Ge3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENWUTU NOA4 UCTUM YCNoBUMa

(MonumMo aa 3a0KpyXuTe CamMo jeAHy OA LECT NoHyfeHux nuueHuu, KpaTtak onuc
NUUEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, 25.11.2013.

Nifadgrals

140



Doktorska disertacija Prilozi

1. AyTopcTBO - [l03BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUOYyLMjy M jaBHO caoniuTaBake
Jena, u npepaje, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HayuH oapefeH of cTpaHe ayTopa
Unv gaeaoua nuueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
NMLEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaeaTte yMHOXaBamwe, AUCTpubyLmnjy u jasHo
caonwtasawe Aena, u npepage, ako ce Hasefe UMe aytopa Ha HauyuH ogpefeH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby aena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6Ge3 npepage. [Jo3BorbaBate YMHOXaBawe,
avcTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa Mnu
ynotpebe Oena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuuerue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KOMepuujanHy
ynoTtpeby aena. Y ofHOCY Ha CBe ocTane NuueHLe, OBOM MULEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu 0bvm npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHO — AenuTh noa WCTUM ycnosuma. [Jo3BorbaBaTe
YMHOXaBare, AucTpubyLmjy 1 jaBHO caonwutaBawe Aena, u npepage, ako ce Haseae
UMe ayTopa Ha HauyuH oapefeH oA CTpaHe ayTopa Wnu Aasaoua fMuUeHUe U ako ce
npepaga Auctpubympa nog WMCTOM MNKU cnuyHoM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
[03BorbaBa komepuujandy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpUbyuujy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe genay cBom geny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ofpefleH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. Oa nuueHUa A03BorbaBa koMmepuujandy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - OenuTtu noa wucTuMm ycrnoeuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AucTpubyumjy ¥ jaBHO caoniuTaBake Aena, v npepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauuH ogpefeH o4 CTpaHe ayTopa unu fasaoua NuUUeHUe U ako ce npepaja
avctpubympa nog wMCToM unM cnudHoMm nvueHuom. OBa nuueHua [03BorbaBa
komepumjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEepCKUM nuueHuama,
O[HOCHO NUUEeHLamMma OTBOpPEHOr Koaa.
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