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Summary

Aim. The aim of this study was to investigate the role of the Dv13 gene in the etiology of
depression by comparison of Dvl3 mRNA expression, Dv13 protein levels and polymorphism
atlocus rs1969253 located in the intron of the Dv13 gene in patients suffering from depression
versus healthy controls, as well as to search for clinical variables related to polymorphism or
expression of the analyzed gene.

Material and methods. Study group involved 181 individuals suffering from recurrent
depressive disorder or depressive episode. Control group consisted of 102 healthy individu-
als. Sample of peripheral blood was obtained from each participant to measure DvI3 mRNA
expression, DvI3 protein levels and polymorphism at locus 1s1969253. Patients were examined
on study entry with the Hamilton Depression Scale and data on the gender, age and course of
disorder were gathered. Obtained data were analyzed statistically.

Results. Significantly decreased DvI3 mRNA expression and DvI3 protein levels were
found in patients suffering from depression in comparison to healthy individuals. Expression
of the Dv13 gene in depressed patients was not affected by the patients’ gender, age, number
of episodes, severity of symptoms, duration of the illness or age of onset. The analysis of
polymorphism at locus rs1969253 indicated that individuals with genotypes CA and CC had
over 3 times higher risk of having depression in comparison to individuals with AA genotype
(OR =3.3;95% CI = 1.56-6.99). No relationship was observed between the polymorphism
and the analyzed clinical variables.

Conclusions. Changes in expression and polymorphism of the DvI3 gene may play a role
in the pathogenetic mechanism of depressive disorder.
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Wstep

Depresja jest jednym z najczeéciej wystepujacych zaburzen psychicznych i coraz
bardziej kosztownym problemem zdrowotnym [1]. Wedtug Swiatowej Organizacji
Zdrowia (World Health Organization — WHO) zaburzenia depresyjne dotykajg obecnie
okoto 350 milionéw ludzi na $§wiecie i sg trzecig przyczyna niesprawnosci wywotanej
przez choroby (mierzong za pomocg wskaznika DALY — Disability Adjusted Life Years)
[2]. Ryzyko zachorowania na depresje w ciagu catego zycia wynosi $rednio okoto
8—-12% ir6zni si¢ znaczaco w réznych krajach [3]. Przebieg choroby ma w wigkszo$ci
przypadkéw charakter przewlekly i nawracajacy [4], wigze si¢ z krotsza przewidywanag
dlugoscig zycia i wysokim ryzykiem samobojstwa [5].

Uznaje sie, ze etiologia zaburzen depresyjnych jest wieloczynnikowa i znaczenie
maja zardwno czynniki srodowiskowe, jak i skomplikowane i wzajemnie powigzane
uwarunkowania psychologiczne i biologiczne danej jednostki. Do najlepiej udowod-
nionych mechanizmoéw patogenetycznych w depresji nalezg zaburzenia przewod-
nictwa monoaminergicznego, co jest podstawa wspolczesnej farmakoterapii, oraz
zwigckszona aktywno$¢ osi podwzgoérze—przysadka—nadnercza [6, 7]. Ostatnie lata
przyniosty rowniez wiele dowodow na role uktadu odporno$ciowego oraz proceséw
zapalnych w etiologii depresji [8, 9]. U chorych obserwuje si¢ zwickszone poziomy
cytokin prozapalnych, m.in. IL-1, IL-6, IFN-y, TNF — a, biatek ostrej fazy, uktadu
dopehiacza, jak i enzymow biorgcych udziat w reakcji zapalnej [10—12]. Kolejnymi
istotnymi czynnikami patogenetycznymi mogg by¢ neutrofiny regulujace proliferacje
iprzezywalno$¢ neurondw w OUN, takie jak BDNF [13, 14]. Zaburzenia ich poziomu
w potaczeniu z innymi mechanizmami skutkuja obserwowanymi w przebiegu depresji
zmianami strukturalnymi mézgu, takimi jak: zmniejszenie objetosci hipokampu, ciat
migdatowatych, struktur podkorowych, a takze zmniejszenia grubosci kory mozgowej
w obrebie ptatow czotowych, skroniowych i ciemieniowych [15, 16].

Coraz wiecej wiadomo rowniez na temat genetycznego podtoza depresji. Obserwa-
cje bliznigt monozygotycznych oraz rodzin, w ktorych wystepuje depresja, pozwalajg
ustali¢ udzial czynnikow genetycznych w etiologii depresji na okoto 36-37% [17, 18].
Takze szacunki oparte na badaniach asocjacyjnych catego genomu (Genome Wide
Association Studies — GWAS) wskazuja, ze genetyczna komponenta depresji to co
najmniej 32% [19]. Cho¢ badacze od wielu lat probuja ustali¢ genotypy predysponu-
jace do wystapienia depresji, dotychczasowe obserwacje nie daty satysfakcjonujacych
wynikéw. Przez wiele lat gtdwng metodg badan genetycznych stosowang w psychiatrii
byly badania genow kandydujacych oraz analizy sprzezen w rodzinach dotknietych
danym zaburzeniem. Potencjalny zwiazek z ryzykiem zachorowania na depresj¢ przy-
pisywano glownie genom kodujacym enzymy odpowiedzialne za syntez¢ i rozktad
neuroprzekaznikow, transportery oraz receptory dla serotoniny, dopaminy i innych
neuroprzekaznikow [20, 21]. Badania te czg¢sto prowadzone byty na matych grupach
pacjentow, a ich wyniki cechowata niska powtarzalno$¢. Nowe mozliwos$ci przyniosto
zastosowanie w psychiatrii badan asocjacyjnych catego genomu, ktére nie ograniczaja
badanej puli genéw do tych, ktdre sg zwigzane ze znanymi patomechanizmami [22].
Badania GWAS polegaja na analizie ogromnej liczby polimorfizméw pojedynczych
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nukleotydow (Single Nucleotide Polimorfism — SNP) w calym genomie i pozwalajg
na identyfikacje czgstych genotypow taczacych sie z dang chorobg czy cechg. W wielu
chorobach psychicznych, np. w schizofrenii czy chorobie afektywnej dwubiegunowe;j,
badania asocjacyjne wskazaly na istotng statystycznie zalezno$¢ na poziomie geno-
mowym mi¢dzy polimorfizmami kilku czy kilkunastu gené6w a wystepowaniem tych
chorob [23, 24]. W wypadku zaburzen depresyjnych dotychczasowe badania GWAS
nie daly jednoznacznych wynikoéw ani nie pokrywaly si¢ z obserwacjami ptynacymi
z badan genow kandydujacych [25].

Metaanaliza badan GWAS przeprowadzona w 2013 roku dla zaburzen depresyj-
nych objeta 18 759 uczestnikdw, jednak okazato sie, ze to wcigz zbyt mata grupa, by
wykry¢ istotne statystycznie zaleznosci miedzy analizowanymi SNP a wystepowaniem
zaburzen depresyjnych [26]. Najblizej osiggnigcia poziomu istotnosci statystycznej
dla catej grupy badanej byty polimorfizmy 2 rejondw chromosoméw autosomalnych:
rs 11579964 (chrl: 222 605 563 bp; P =1,0 x 1077) oraz rs 7647854 (chr3: 186 359
477 bp; P=6,5 x 107) [26]. Natomiast w podgrupie kobiet oraz w wypadku nawra-
cajacych zaburzen depresyjnych blisko osiggnigcia istotnego wyniku byt region chr3:
185.3Mb rs 1969253 w obrebie intronu genu Dvl13 (disheveled 3) kodujacego biatko
bedace elementem szlakow sygnatowych Wnt [26]. Wiadomo juz, ze jako element
szlakow sygnatowych zaleznych od Wnt biatko DvI3 oraz jego izoformy Dvl1 i DvI2
biorg udzial w embriogenezie, w tym neurogenezie, jak i w utrzymywaniu homeostazy
dorostych tkanek [27, 28]. Badania na zwierzgtach sugerujg rowniez role biatka DvI3
w regulacji procesow pamieci, interakcji spotecznych i nastroju [28-30].

Celem tej pracy jest poszerzenie wiedzy na temat genu Dvl13 i jego potencjalnego
znaczenia dla etiologii zaburzen depresyjnych przez oceng polimorfizmu rs 1969253
oraz ekspresji genu Dv13 na poziomie mRNA i na poziomie biatka u 0s6b dotknigtych
zaburzeniami depresyjnymi w poréwnaniu z osobami zdrowymi oraz poszukiwanie
zaleznos$ci miedzy ekspresja genu DvI3 i polimorfizmem rs 1969253 a zmiennymi
klinicznymi w przebiegu ZDN.

Material

W badaniu wzigto udziat 283 petoletnich, niespokrewnionych uczestnikéw
polskiego pochodzenia. Uczestnikow badania podzielono na dwie grupy. Grupe eks-
perymentalng z zaburzeniami depresyjnymi (ZD) liczaca 181 pacjentow stanowity
osoby hospitalizowane psychiatrycznie z rozpoznaniem epizodu depresyjnego (F32)
lub zaburzen depresyjnych nawracajacych (F33.0-F33.8) wedtug ICD-10 (WHO,
1992). Z badania wylaczono pacjentdw, u ktorych oprocz zaburzen depresyjnych roz-
poznano takze inne choroby psychiczne lub uzaleznienie od SPA (z wyjatkiem kofeiny
1 nikotyny), uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego, choroby nowotworowe,
powazne choroby neurologiczne oraz ci¢zkie i przewlekte choroby zapalne. Dane
dotyczace przebiegu choroby zbierano za pomoca Zbiorczego Miedzynarodowego
Wywiadu Diagnostycznego (Composite International Diagnostic Interview — CIDI).
Gromadzono takze dane na temat wicku w momencie rozpoznania depresji, liczby
przebytych epizodéw depresyjnych oraz oceniano nasilenie zaburzen przy wiaczeniu
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do badania z uzyciem Skali Depresji Hamiltona. Dane te pozyskiwane byly przez tego
samego lekarza na poczatku hospitalizacji, w objawowej fazie choroby. Od kazdego
pacjenta przy pomocy wykwalifikowanego personelu medycznego pobrano 5 ml krwi
zylnej do badan genetycznych.

Grupg kontrolng (GK) stanowity 102 zdrowe psychicznie osoby z negatywnym
wywiadem w kierunku choréb psychicznych w rodzinie, u ktérych — podobnie jak
w grupie badanej — nie wystepowaty choroby nowotworowe, powazne choroby neuro-
logiczne oraz ci¢zkie i przewlekte choroby zapalne. Oceng stanu psychicznego w GK
réwniez oparto na kryteriach CIDI.

Udziat w badaniu byt dobrowolny, a podawane dane oraz wyniki zostaty uzyte
jedynie do zbiorczych analiz statystycznych. Kazdy z uczestnikow po zapoznaniu si¢
z celem 1 przebiegiem badania wyrazit pisemng zgode na udziat w nim. Przed prze-
prowadzeniem badania uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, nr RNN/733/14/KB z dnia 28.10.2014 roku.

Metody
Metody badan genetycznych
Ocena ekspresji genu DvI3 na poziomie mRNA

Izolacje calkowitego RNA z jednojadrzastych leukocytéw krwi obwodowe;]
pacjentow wykonano za pomocg odczynnika do izolacji DNA TRIZOL (Invitrogen
Life Technologies) zgodnie ze standardami jednostopniowej metody izolacji RNA
(Acid-Guanidinium-Phenol-Chlorophorm Method — AGPC) [31]. Absorbancje wyi-
zolowanego RNA mierzono z uzyciem spektrofotometru (Picodrop) przy A =260 nm
w celu oznaczenia st¢zenia catkowitego RNA. Jakos$¢ catkowitego RNA sprawdzono
zestawem Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies) zgodnie z zaleceniami
producenta za pomocg 2100 Bioanalyzera (Agilent Technologies). Reakcj¢ odwrotnej
transkrypcji (Reverse Transcription — RT) przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
TagMan® RNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) zgodnie z zaleceniami
producenta, uzywajac swoistych sond fluorogenicznych (Applied Biosystems): Hs
00610261 _m1, Hs04194366 gl specyficznych kolejno dla genow: Dvi3 i RPLI3A.
Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono za pomocg zestawu TagMan®
Universal PCR Master Mix, No UNG (Applied Biosystems) wedtug protokotu dostar-
czonego przez producenta. W celu obliczenia wzglednej ekspresji na poziomie mRNA
zastosowano metode porownawczg Ct[32, 33]. W metodzie tej poziom ekspresji danego
genu (warto$¢ RQ) w badanej probce normalizowany byt wzgledem dobranej kontroli
endogennej. Poziom ekspresji genu Dv13 w poszczegodlnych probkach normalizowano
wobec genu referencyjnego RPLI34 wybranego z kilku wcze$niej analizowanych
gendw (GAPD — dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego, cyclophilin, 18S
rRNA, RPL13a — gen biatka rybosomalnego L13a). Pomiary fluorescencji pozwolily
na ilo$ciowa ocen¢ poziomoéw mRNA przez ustalenie wartosci cyklu progowego
(Cycle threshold — Ct). Analizy przeprowadzono za pomocg ABI Prism 7900 HT Fast
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Real Time PCR System (SDS Software). Dla kazdej proby przeprowadzono kontrole
negatywna (No Template Control — NTC), w ktorej cDNA zastgpowano dejonizowang
wodg. Wzgledne poziomy ekspresji genow otrzymano, stosujac standardowe obliczenia
wedhig wzoru 2 — AACt i wyrazono jako krotno$¢ zmian w probie kontrolnej [32, 33].

Oznaczanie stezenia biatka DvI3 we krwi obwodowej

Stezenie biatka DvI3 w surowicy pacjentdéw i kontroli oznaczano testem ELISA,
wykorzystujac zestaw Dv13 ELISA Kit (MyBiosource, San Diego, CA, USA) wedtug
protokotow dostarczonych przez producenta. B-aktyne wykorzystano jako kontrole en-
dogenng stgzenia biatka w probkach i oznaczono zestawem Human Actin Beta (ACTb)
ELISAKit (BMASSAY) zgodnie z zaleceniami producenta. Do dotkdéw optaszczonych
przeciwciatami specyficznymi wobec analizowanych bialek dodano 100 pl frakeji
cytozolowej (p,,.,.. = 0,5 mg/ml) i inkubowano. Zawarto$¢ usuwano, a dotki ptukano
trzema zmianami w 10 mM buforze PBS i inkubowano ze 100 pl biotynylowanych
przeciwciatl specyficznych wobec analizowanych biatek. Nastepnie zawarto$¢ usu-
wano, a dolki ptukano trzema zmianami w 10 mM buforze PBS i inkubowano ze 100
pl ABC Working Solution. Zawarto$¢ usuwano, a dotki ptukano pigcioma zmianami
w 10 mM buforze PBS i inkubowano z 90 ul substratu TMB. Po dodaniu 100 pl TMB
Stop Solution absorbancj¢ probek mierzono za pomoca mikroptytkowego czytnika
fotometrycznego Multiskan Ascent (Thermo Labsystems) przy A =450 nm.

Genotypowanie SNP rs 1969253 genu Dvi3

Genomowy DNA ekstrahowano z leukocytow krwi obwodowej, stosujac standar-
dowe procedury zgodnie z protokotem producenta (A & A Biotechnology, Gdansk,
Polska). Ilo$¢ i jakos¢ wyizolowanego DNA analizowano za pomocg NanoDrop (Ther-
mo Fishr Scientific Inc., DE, USA). Genotypy polimorfizmu identyfikowali asystenci
nieznajacy statusu klinicznego uczestnikoéw, od ktorych pochodzity badane probki, za
pomoca testu TagMan discrimination assay. Uzyto starteréw specyficznych dla Tag-
Man SNP (Dvl3) assay code C 316872 10 dla rs 1969253. Reakcje PCR wykonano
z uzyciem HT Real Time PCR system 7900 (Applied Biosystems) wedlug standardo-
wej procedury. Dyskryminacje alleliczng przeprowadzono na produkcie otrzymanym
po zakonczeniu reakcji PCR. Analizy produktow amplifikacji dokonano z uzyciem
oprogramowania SDS, wersja 1.2. Wydajno§¢ amplifikacji obliczano z nachylenia
krzywych standardowych uzyskanych na podstawie indywidualnych pomiarow kazdej
sondy podczas testowania rozcienczonych probek heterozygotycznych. Probki bez
matrycy uzyto jako kontroli negatywnej.

Ocena nasilenia depresji

Do oceny nasilenia zaburzen depresyjnych w grupie eksperymentalnej zastosowano
21-itemowa Skale Depresji Hamiltona (Hamilton Depression Rating Scale — HDRS),
ktéra przebadano kazdego pacjenta przy przyjeciu. Nasilenie objawdw oceniane byto
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na czteropunktowej skali (od 0 do 4 punktow, w 13 itemach, w pozostatych od 0 do 2
punktow). Punktacji z 4 ostatnich pytan nie wiaczono do catkowitego wyniku. Wynik
klasyfikowano zgodnie ze standardowg punktacja [34].

Metody obliczen statystycznych

Obliczenia statystyczne wykonywano z uzyciem programu komputerowego STA-
TISTICA PL, wersja 12. Cechy jakosciowe w badanej populacji opisano za pomocg
wybranych wskaznikow struktury; czgstosci wystepowania cech podawano w procen-
tach. Dla cech ilo§ciowych obliczano $rednig arytmetyczng (M). Za miar¢ rozrzutu
przyjeto odchylenie standardowe (SD) oraz zakres wartosci (podajac warto$ci mini-
mum i maksimum). Test Shapiro—Wilka zostat uzyty do oceny normalnosci rozktadu
zmiennych — odbiegaty one we wszystkich przypadkach od rozktadu normalnego.
W stosunku do zmiennych nieparametrycznych do poréwnan statystycznych pomiedzy
badanymi grupami zastosowano odpowiednie testy nieparametryczne: test > Pearsona
(dla zmiennych jakosciowych), test zgodnosci rozktadow U Manna—Whitneya oraz
test Kruskala—Wallisa (dla zmiennych ilosciowych). Do oceny wzajemnych powigzan
miedzy wybranymi zmiennymi ilosciowymi badz porzadkowymi uzyto wspotczynnika
korelacji rang R-Spearmana.

Rownowaga Hardy’ego—Weinberga (HWE) zostata okre$lona za pomoca SNP-
stats [35]. Uwzgledniono trzy genotypy dla polimorfizmu rs 1969253: AA, AC i CC.
Roéznice w rozktadzie genotypu migdzy grupg badang a grupa kontrolng oceniano za
pomoca ilorazu szans (OR), 95% przedzialu ufnosci (Cl) i testu chi-kwadrat, stosujac
model regresji liniowej skorygowany o pte¢ i wiek. Testowano 5 modeli dziedziczenia.
W celu wyboru najlepszego modelu dziedziczenia stosowano kryterium informacyjne
Akaikego. Do statystycznego porownania réznych genotypow w odniesieniu do zmien-
nych ilo§ciowych wykorzystano nieparametryczny test Kruskala—Wallisa. Przyjeto
poziom istotnosci p < 0,05.

Wyniki
Charakterystyka badanej grupy

Sredni wiek wszystkich przebadanych osob (N = 283) wynosil: M = 40,94 roku,
odchylenie standardowe (SD) = 13,67, minimalny wiek — 18 lat, maksymalny — 67
lat. Grupy réznity si¢ znaczaco pod wzgledem wieku; nie stwierdzono istotnych
statystycznie r6znic miedzy badanymi grupami pod wzgledem plci. Charakterystyke
grupy z zaburzeniami depresyjnymi i grupy kontrolnej co do wieku i ptci oddaje tabela
1. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze wystepuje istotna statystycznie
roéznica w poziomie ekspresji genu Dv13 na poziomie mRNA i biatka miedzy pacjentami
cierpigcymi na zaburzenia depresyjne a osobami zdrowymi z grupy kontrolnej (tab.
1). U oséb chorujacych na ZD $redni poziom ekspresji mRNA oraz $rednie stgzenie
biatka DvI3 byty nizsze niz u os6b zdrowych.
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Tabela 1. Poréwnanie badanych grup pod wzgledem wieku, plci, ekspresji genu DvI3
na poziomie mRNA i biatka

Zmienna ZD (n=181) GK (n=102) Poréwnanie grup ZD z GK
Wiek (M+SD) 47,59+11,29 29,1648,68 Z=10,56; p<0,01*
Pte¢ meska (n, %) 72 (39, 78%) 35 (34, 31%) x*=0,83;p=0,36
Poziom ekspresji mRNA (M+SD) 0,11£0,03 0,15+0,06 Z=-426;p<0,01*
Stezenie biatka DvI3 (M+SD) 13,03+3,04 16,58+5,59 Z=-468;,p<0,01*

7D — grupa pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi; GK — grupa kontrolna; n — liczebno$¢ badane;j
populacji; M — $rednia; SD — odchylenie standardowe; Z — warto$¢ Z w tescie U Manna—Whitneya;
¥* — warto$¢ testu chi? Pearsona; p — poziom istotno$ci statystycznej, * — p istotne statystycznie.

Grupa badana i kontrolna roznity si¢ istotnie pod wzgledem wieku, natomiast
wiek nie korelowat z poziomem ekspresji mRNA ani st¢zeniem biatka DvI3 w grupie
badanej. Istotng zalezno$¢ migdzy wiekiem a ekspresjg genu DvI3 obserwowano wsrod
0s0b zdrowych i co cickawe — byta to korelacja dodatnia (starsze osoby wykazywaty
wyzsze poziomu ekspresji genu Dv13 od oséb miodszych). Biorge pod uwagg fakt, ze
$rednia wieku w grupie kontrolnej byta istotnie nizsza niz w grupie eksperymental-
nej, nalezy si¢ spodziewac, ze przy dobranej pod wzgledem wieku grupie kontrolnej
obserwowane roznice ekspresji genu Dv13 na poziomie mRNA 1 biatka bylyby nawet
wigksze niz w naszym badaniu. Pte¢ nie miata zwigzku z ekspresjg genu DvI3 w zadnej
z analizowanych grup (tab. 2).

Tabela 2. Analiza zalezno$ci miedzy wiekiem i plcia a ekspresja genu DvI3 na poziomie
mRNA i bialka w badanych grupach

ZD GK

Zmienne

R p RS p
Wiek & Ekspresja mRNA genu DvI3 -0,06 0,43 0,25 p=0,01*
Wiek & Ekspresja biatka DvI3 -0,06 0,42 0,26 p<0,01*

A P z P
Pte¢& Ekspresja mRNA genu DvI3 0,62 0,53 0,9 p=0,37
Pte¢& Ekspresja biatka DVL3 0,74 0,46 0,82 p=0,41

ZD — grupa pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi; GK — grupa kontrolna; Z — wartos¢ Z w tescie
U Manna-Whitneya; R — warto$¢ R w tescie korelacji porzadku rang Spearmana; p — poziom istotnosci
statystycznej; * — p istotne statystycznie.

W tabeli 3 przedstawiono kliniczna charakterystyke grupy ZD pod wzgledem liczby
hospitalizacji, wieku zachorowania, czasu trwania choroby, liczby przebytych epizodow
depresji oraz wynikow Skali Depresji Hamiltona w dniu wlaczenia do badania. Nie
wykazano istotnych statystycznie zaleznosci mi¢dzy zadng z analizowanych zmiennych
klinicznych a ekspresja genu DvI3 na poziomie mRNA i biatka oraz polimorfizmem
s 1969253, co rowniez obrazuje tabela 3.
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Tabela 3. Kliniczna charakterystyka grupy pacjentéw cierpiacych na zaburzenia depresyjne
oraz analiza zalezno$ci miedzy zmiennymi klinicznymi a ekspresja genu DvI3 na poziomie
mRNA i bialka oraz polimorfizmem rs 1969253

Charakterystyka kliniczna Ekspresja mRNA | Ekspresja biatka |  Polimorfizm rs

Zmienna grupy ZD (n = 181) genu DvI3 DVL3 1969253

M | Min. | Maks. | SD RS (p) RD (p) H(2,N=181) (p)
Liczba 212 | 1| 12 | 198 | 008(p=026) | 0.091(p=022) | 209 (p=035)
hospitalizacji ’ ' e P=D, ' p=5 I P=D
Wiek 4119 | 14 66 | 11,83 | -0,07(p=0,32) | -0,073(p=0,33) | 5,16 (p=0,08)
zachorowania ' ’ PEP=D, ' p=5 A0 P=D
Czas trwania _ _ -
choroby 6,39 | 1 40 7,32 | -0,03(p=067) |-0,031(p=068) | 3,81(p=0,15)
Liczba

epizodow 472 1 20 550 | -0,07 (p=0,35) |-0,070(p=0,35)| 0,16 (p=0,92)
depresiji
HDRS w dniu
przyjecia

2258 | 5 | 37 | 639 | -007(p=036) |-0,068(p=037) | 145(p=049)

ZD — grupa pacjentdw z zaburzeniami depresyjnymi; n — liczebno$¢ badanej populacji; M — $rednia;
Min. — warto$¢ minimalna; Maks. — warto$¢ maksymalna; SD — odchylenie standardowe; RS — wartos¢
R w tescie korelacji porzadku rang Spearmana; H — warto$¢ H w teécie Kruskala—Wallisa; p — poziom
istotno$ci statystycznej; HDRS — Skala Depresji Hamiltona; * — p istotne statystycznie.

Porownano réwniez ekspresje genu Dvl3 miedzy pacjentami, ktérzy doswiad-
czyli pierwszego epizodu depresji (N = 67), a pacjentami cierpigcymi na zaburzenia
depresyjne nawracajace (N = 113), jednak nie obserwowano istotnych réznic ani
w wypadku ekspresji mRNA genu Dvi3 (Z=0,56; p = 0,58), ani dla ekspres;ji biatka
DvI3 (Z=0,42; p=0,67). Pacjenci ci nie r6znili si¢ rowniez co do genotypu w miejscu
polimorficznym rs 1969253 (Z = 0,65; p = 0,72).

Test doktadny dla testowania hipotezy o rownowadze Hardy’ego—Weinberga
wykazat w grupie kontrolnej zgodno$¢ rozktadu genotypow z prawem Hardy’ego—
Weinberga (p = 0,21). Czestos¢ allelu C w locus rs 1969253 w obrebie genu DvI3
w$rod osob cierpigcych na zaburzenia depresyjne nawracajace byta istotnie wyzsza
niz u 0s6éb nieobarczonych ta choroba (55% vs. 39%; p < 0,001) (tab. 4). Model
regresji liniowej, skorygowany o pte¢ i wiek, wykazat statystycznie znaczgce roz-
nice w rozktadzie genotypow miedzy pacjentami z depresja a osobami zdrowymi.
Przetestowano kilka modeli genotypowych o najnizszej wartosci AIC dla modelu
dominujacego, w ktorym osoby z genotypem CA i CC byly ponad trzykrotnie bar-
dziej zagrozone rozwojem depresji (OR = 3,30; 95% CI: 1,56-6,99) w poréwnaniu
z osobami z genotypem AA (tab. 4).
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Tabela 4. Réznice w rozkladzie genotypéw oraz czestosci alleli polimorfizmu genetycznego
rs 1969253 miedzy pacjentami z depresja a osobami zdrowymi (n = 283, wynik skorygowany
o ple¢ i wiek)

Genot ZD GK
Model | "enoyp OR (95% Cl) o | AC
dziedziczenia | rs 1969253 (n, %) (n, %)
AA 38 (20, 99%) 41 (40, 2%) 1,00
Kodominujacy CA 86 (47, 51%) 42 (41,18%) | 2,90 (1,29-6,56)* | p<0,01* | 230
cC 57 (31, 49%) 19(18,63%) | 3,98 (1,62-9,81)*
o A/A 38 (20, 99%) 41 (40, 2%) 1,00
Dominujacy p<0,01* | 2286
CIA-CIC | 143(79,01%) 61(59,8%) | 3,30 (1,56-6,99)
Allel ZD (n, czgstosc GK (n, czgstosc OR (95% Cl) 0
alleli) alleli)
A 162 (0,45) 224 (0,61) 1,00
p<0,01*
C 200 (0,55) 80 (0,39) 3,46 (2,49-4,80)

ZD — grupa pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi; GK — grupa kontrolna; n — liczebno$¢ badane;j
populacji; OR — iloraz szans; CI — przedzial ufnosci; AIC — kryterium informacyjne Akaikego; p —
poziom istotnos$ci statystycznej; * — p istotne statystycznie; ** — warto$¢ powyzej 1 oznacza istotny
czynnik ryzyka.

Omowienie wynikow

W literaturze przedmiotu mozna znalez¢ niewiele doniesien na temat polimorfizmu
i ekspresji genu DvI3 w kontekscie zaburzen depresyjnych. W przeprowadzonym przez
nas badaniu wykazano istotng roznicg w ekspresji genu DvI3 na poziomie mRNA
1 biatka, jak réwniez réznice polimorfizmu rs 1969253 miedzy osobami chorymi
a zdrowymi. Jansen i wsp. [36] w badaniu przeprowadzonym na grupie 1848 0sob,
w ktorym mierzono ekspresje kilkuset genow we krwi obwodowej w trakcie trwania
epizodu depresyjnego w poréwnaniu z osobami w remisji oraz osobami zdrowymi,
wykazali, ze w trakcie epizodow dochodzi do zmian ekspresji genu Dvl13 (co ciekawe,
zaobserwowali oni zwigkszenie ekspresji DvI3 w trakcie trwania epizodu depresyj-
nego), do hamowania ekspresji genow zaangazowanych w szlaki prowadzace do
aktywacji komoérek NK (Natural Killer) oraz do wzmozonej ekspresji interleukiny
6 (IL-6). U o0s6éb chorujacych na depresje w badaniu po$miertnym obserwowano
zmniejszong transkrypcje biatka DvI3 w jadrach potlezacych bedacych elementami
uktadu nagrody i odgrywajacych znaczaca rolg w odczuwaniu przyjemnosci oraz po-
znawczym przetwarzaniu awersji, motywacji i przyjemnosci [29]. Podobne obserwacje
poczyniono na zwierzgcym modelu zaburzen depresyjnych — w jadrach potlezacych
myszy podatnych na stres psychospoteczny obserwowano obnizong transkrypcje
izoform Dvl1, DvI2 i DvI3 w poréwnaniu z odpornymi myszami, a farmakologiczne
zablokowanie aktywnosci bialek Dvl promowato zachowania depresyjne u myszy
[29]. Mutacje genow Dvl1 i Dv13 moga prowadzi¢ do przemijajacego embrionalnego
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rozszerzenia mozgu podczas formowania glebokich warstw kory mozgowej i zmiany
w interakcjach spotecznych, jak i stereotypowych zachowan u dorostych zwierzat,
czemu mozna zapobiegac przez farmakologiczng aktywacje kanonicznego szlaku Wnt
w okresie wczesnej kortykogenezy [30].

Biatka Dvl odgrywaja istotng role w namnazaniu, roznicowaniu i migracji komorek
podczas embriogenezy [37, 38]. W uktadzie nerwowym dodatkowo biorg udziat w for-
mowaniu neurytow, tworzeniu synaps, polaryzacji neuronow, jak rowniez w ksztatto-
waniu osi przednio-tylnej oraz grzbietowo-brzusznego zréznicowania cewy nerwowej
[39, 40]. Szlak sygnatowy Wnt jest takze jednym z gtéwnych regulatoréw neurogenezy
w hipokampach osob dorostych, co sugeruje, ze izoformy biatka Dvl zaangazowane
$3 W procesy uczenia si¢ i pamigci [41]. Aktywacja szlaku Wnt poprawia pamigé
epizodyczna, a jego zablokowanie zapobiega konsolidacji pamieci dtugotrwatej bez
wplywu na pamie¢ krotkotrwata, co jest najprawdopodobniej zwigzane z dysfunkcja
szlakow dopaminergicznych [42, 43]. Na poziomie komoérkowym wylgczenie funkcji
szlaku Wnt prowadzi do zaburzenia procesu dtugotrwatego wzmocnienia synaptycz-
nego, niezbednego do trwalego zapamigtania, w tym reakcji ruchowych i wspomnien,
w ktorych powstawaniu bierze udziat uktad nagrody [44]. Obnizenie aktywnosci syg-
nalizacji Wnt u ludzi moze si¢ faczy¢ z ostabieniem funkcji poznawczych zwigzanym
z wiekiem, a takze z patofizjologia choroby Alzheimera [45]. W eksperymentalnym
modelu zwierzgcych zmian neurodegeneracyjnych zaobserwowano zwiazek miedzy
nizszymi poziomami jadrowego Dvl3 a utrata neurondow w hipokampie, a aktywacja
szlaku Wnt hamowata utrat¢ pamigci i poprawita funkcje synaptyczne [42].

Nadekspresj¢ genu DvI3 zaobserwowano natomiast w leukocytach oséb wyizo-
lowanych spotecznie, co prawdopodobnie wynika z udziatu genu DvI3 w procesie
proliferacji komorek podczas aktywacji mechanizmoéw zapalnych [46]. Podwyzszone
poziomy Dvl3 odnotowano takze w korze przedczotowej oraz prazkowiu szczuré6w po
leczeniu lekami przeciwpsychotycznymi, co — jak sugerujg autorzy badania — moze
by¢ zwigzane z obserwowanym dziataniem neurotroficznym tych lekéw [47, 48].

Nasze badanie oprocz réznic w ekspresji miedzy osobami chorymi na depresje
a zdrowymi kontrolami wykazato rowniez istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy
wystepowaniem depresji a polimorfizmem rs 1969253 genu DvI3 w badanej grupie.
Metaanaliza GWAS z 2013 roku nie wykazata, by polimorfizm rs 1969253 miat istot-
ne znaczenie na poziomie genomowym w etiologii depresji, byt on wszakze jednym
z SNP najblizszych osiggniecia progu istotnosci statystycznej w podgrupie kobiet
i wérod osob cierpigeych na ZDN [26]. Kolejne badania GWAS nie potwierdzity zna-
czenia polimorfizmu rs 1969253, jednak tylko kilka z dotychczas przeprowadzonych
badan GWAS dato istotne statystycznie wyniki. Pierwsze z nich przeprowadzono na
homogennej grupie chinskich kobiet z zaburzeniami depresyjnymi nawracajacymi
o ciezkim nasileniu objawdw i wskazato ono na dwa SNP: jeden w poblizu genu
SIRT1I i drugi w obrebie intronu genu LHPP [49]. Drugie badanie objeto 75 607 osob
z depresja europejskiego pochodzenia i grupe kontrolng sktadajaca si¢ z 231 747
uczestnikow 1 wskazato na 15 istotnych SNP [50]. Kolejne badanie, wykorzystujace
nieco inng metodologi¢ oparta na metodzie HRHM (Haplotype-block-based Regional
Heritability Mapping) wykazato znaczenie genu 7OX2 [51]. Polaczenie wynikow
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dwodch wczesniejszych metaanaliz 1 przeanalizowanie ponad 70 tysiecy uczestnikow
pozwolito wykry¢ zalezno$¢ miedzy wystepowaniem depresji a locus rs 9825823, zlo-
kalizowanym w intronie genu FHIT [52]. Natomiast analiza z uwzglednieniem wieku
zachorowania potwierdzita istotne statystycznie znaczenie miedzy wystepowaniem
depresji a polimorfizmem innego regionu chromosomu 3, ktérego znaczenie sugero-
wano w metaanalizie GWAS z 2013 roku — a mianowicie regionu rs 7647854, ktory
byt powiazany z 50% przypadkoéw depresji o pozniejszym poczatku (powyzej 27. roku
zycia) [53]. Wedlug autorow tego badania podtoze genetyczne zaburzen depresyjnych
zaczynajacych sie¢ w bardzo mtodym wieku jest zblizone do ChAD i schizofrenii [53].
W naszym badaniu nie obserwowali$my zalezno$ci migdzy wiekiem zachorowania
a polimorfizmem czy ekspresja genu Dvl3.

W najnowszym badaniu, opublikowanym w kwietniu 2018 roku, zebrano grupe
135 458 pacjentow z depresjg oraz grupe kontrolng obejmujacg 344 901 osob; bada-
nie to wskazato na 44 loci powigzane z depresja, wsrdd ktorych 4 najistotniejsze loci
zlokalizowane sa w obrebie genow OLFM4, NERG1, RBFOXI i LRFNS5. Badanie to
wskazato rowniez zwigzek ryzyka depresji z niskim poziomem edukacji, wyzszym
BMI oraz wspolne tlo genetyczne ze schizofrenig [54].

Warto w tym miejscu odpowiedzie¢ na pytanie, dlaczego badania GWAS, ktore
pozwolity na wykrycie genetycznego podtoza wielu innych chorob dziedziczonych
poligenowo, w tym np. schizofrenii czy choroby afektywnej dwubiegunowej,
napotykaja trudnosci ze znalezieniem genoéw odpowiedzialnych za dziedziczenie
predyspozycji do wystapienia zaburzen depresyjnych. Powodow jest kilka. Badania
GWAS standardowo obejmujg czgste polimorfizmy, czyli takie, ktoére wystepuja
u przynajmniej 5% populacji, a ich efekt w ksztattowaniu fenotypu jest zwykle nie-
wielki. W wypadku zaburzen depresyjnych liczba zaangazowanych loci o niewielkim
efekcie moze by¢ wyjatkowo duza i przewyzszaé liczb¢ SNP istotnych w innych
chorobach psychicznych, jak np. w schizofrenii czy chorobie afektywnej dwubiegu-
nowej [55]. Dodatkowo depresja jest chorobg czgsto wystepujaca w populacji [56]
i charakteryzujaca si¢ niejednorodng etiologia (depresja sezonowa, poporodowa,
atypowa, z towarzyszacym lgkiem, z objawami psychotycznymi, u pacjentow po
traumatycznych przezyciach, towarzyszaca chorobom somatycznym itd.), a wigc
prawdopodobnie rownie roznorodny jest stopien udziatu czynnikow genetycznych
w etiologii depresji, jak 1 rozne sg warianty genetyczne predysponujace do odmien-
nych endofenotypow depresji [57, 58]. Poza tym czg¢$¢ pacjentdw zostaje nieprawid-
towo zakwalifikowana do grupy pacjentéw z depresja, gdyz epizody depresyjne moga
by¢ wstepem do rozwoju innych zaburzen psychicznych, a z kolei w grupie kontrolnej
moga znalez¢ si¢ osoby, ktore dopiero w przysztosci zachorujg na zaburzenia jed-
nobiegunowe, co ma istotne znaczenie dla wynikéw badan GWAS [59]. Powyzsze
czynniki powoduja, ze dla uzyskania istotnych statystycznie wynikow w badaniach
GWAS niezbedna jest bardzo duza grupa uczestnikoéw, a pierwsze badania GWAS
w depresji przeprowadzane byty na zbyt matych populacjach i dawaty wyniki, ktore
nie byly powtarzalne [22]. Nie mozna rowniez zapomina¢ o dominujgcym wplywie
czynnikdéw srodowiskowych w etiologii depresji i ich wzajemnych interakcjach
z czynnikami genetycznymi [60].
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Nasze badanie ma kilka waznych ograniczen, przede wszystkim istotng statystycz-
nie r6znic¢ wieku miedzy grupa osob z zaburzeniami depresyjnymi a grupg kontrolng.
Zostato ponadto przeprowadzone na niewielkiej grupie badanej, co mogto rzutowac na
brak zaleznosci migdzy zmiennymi klinicznymi a polimorfizmem czy ekspresja genu
Dvl3. Mimo tych ograniczen zaobserwowali§my jednak istotng r6znicg ekspresji genu
Dv13 migdzy osobami z depresja a osobami zdrowymi, uzyskane wyniki za$ sa spojne
w zakresie ekspresji na poziomie mRNA i biatka. Wykazalismy tez istotne znaczenie po-
limorfizmu genu Dvl3 dla ryzyka wystapienia zaburzen depresyjnych w badanej grupie.

‘Whioski

Wykrycie czgstych SNP powigzanych z depresja otwiera pole dla dalszych badan,
ktorych celem jest wyjasnienie roli gendw i produktow ich ekspresji w patogenezie tej
czgstej choroby, co moze zaowocowaé nowymi metodami zapobiegania, diagnostyki
i leczenia depresji. Wczesniejsze obserwacje oraz wyniki prezentowane w tej pracy
wskazuja, ze gen Dv13 moze by¢ jednym z gendw, ktorych polimorfizm oraz zmiany
ekspresji odgrywaja istotng rolg w etiologii depres;ji.

Badanie finansowane ze srodkow Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — grant nr 502-03/5-062-

02/502-54-212.
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