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L. STRESZCZENIE

Zaburzenia depresyjne naleza do jednych z najczgsciej diagnozowanych sposrdd chordb
psychicznych jednostek chorobowych. Depresja jest objawem, ktory czesto wspotwystepuje
1 towarzyszy innym schorzeniom. Liczba o0s6b ze zdiagnozowanymi 1 leczonymi
zaburzeniami depresyjnymi od kilkunastu lat wzrasta nie tylko w Polsce, ale takze w prawie
wszystkich rozwinietych krajach Europy. Wzrost ilosci zachorowan jest wyrazny
1 postepujacy. Zaburzenia afektywne skutkujg powaznymi nastepstwami dla jednostki
1 spoleczenstwa, dlatego stanowig bardzo wazny problem medyczny i spoteczny.

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze depresja jest zjawiskiem czestym wsrod osob
hospitalizowanych i leczonych ambulatoryjnie z powodu choréb somatycznych. Obserwuje
si¢ wysokie prawdopodobienstwo wystapienia i rozwoju zaburzen depresyjnych u osob
z chorobami somatycznymi. Konsekwencja wspotwystepowania depresji i chorob
somatycznych sg trudno$ci zwigzane z koniecznos$ciag wspOlpracy w zakresie leczenia
farmakologicznego oraz gorszym rokowaniem.

Choroby afektywne stanowig grupe zaburzen psychicznych o nieznanej etiologii.
Modele genetyczne probuja wyjasni¢ znaczenie genéw w chorobach psychicznych.
Wedlug aktualnej wiedzy geny nie stanowig jedynej, bezposredniej przyczyny prowadzacej
do wystgpienia choroby psychicznej. Dostrzega si¢ raczej fakt, iz genetyczne zmiany
molekularne mogg stwarza¢ ryzyko wystapienia choroby psychicznej. Poszukuje si¢ rowniez
zalezno$ci 1 analizuje dane w zakresie interakcji gen - Srodowisko. Aktualnie, w teorii
neurorozwojowej, taczy si¢ znaczenie czynnikdw biologicznych, psychologicznych
1 Srodowiskowych.

Podstawowym celem i1 zadaniem badan genetycznych jest proba okreslenia udziatu
czynnikow genetycznych w patogenezie chordb afektywnych. Nalezy to do zadan genetyki
populacyjnej, w zakres ktérej wchodza: badania rodzin, badania bliznigt, badania dzieci
adoptowanych. W genetyce wykorzystuje si¢ badanie ekspresji gendéw na poziomie mRNA
oraz badanie ekspresji genu poziomie biatka.

Obraz kliniczny zaburzen depresyjnych jest zré6znicowany. Dowiedziono, iz zmienno$¢
kliniczna jest zwigzana z heterogennoscig genetyczng. Zmienno$¢ fenotypow w populacji

jest zdeterminowana przez uzupelniajgce si¢ czynniki, ktorymi sg dziatanie Srodowiska



oraz czynnik informacji genetycznej i jego wpltyw.

Nadal poszukuje si¢ gendéw mogacych by¢ kandydatami i biorgcych udziat w rozwoju
zaburzen depresyjnych. Prace badawcze koncentruja si¢ mie¢dzy innymi nad szukaniem
przyczyn depresji w zaburzeniach regulacji uktadow neuroprzekaznikowych z mozgu. Uktady
neuroprzekaznikowe w obrgbie centralnego uktadu nerwowego opisuje si¢ w zaleznos$ci
od wystepujacego klasycznego neuroprzekaznika, ktory syntetyzuja komorki nerwowe
tego uktadu. Uktady peptydergiczne wraz neuropeptydami moga w licznych przypadkach
odgrywac rol¢ neuroprzekaznikow oraz hormonow.

Celem pracy badawczej jest ocena wptywu genow SLC6A4 1 NPY na etiologi¢ depresji.
Szczegdélowym zadaniem pracy byla ocena ekspresji na poziomie mRNA i na poziomie
biatka dla genéw SLC6A4 i NPY u o0s6b z zaburzeniami depresyjnymi bez chorob
somatycznych, z zaburzeniami depresyjnymi z towarzyszacymi chorobami somatycznymi
1 porébwnanie z osobami zdrowymi. Kolejnym celem byla ocena danych
socjodemograficznych i medycznych oraz parametrow biochemicznych dla analizowanych
gendow w grupie osob zdrowych, w grupie oséb z zaburzeniami depresyjnymi bez choréb
somatycznych 1 w grupie osob z zaburzeniami depresyjnymi z chorobami somatycznymi.

Wybrane geny stanowig obiekt zainteresowan badaczy ze wzgledu na mozliwosé
ich udzialu w patofizjologii zaburzen depresyjnych.

W badaniu wzig¢to udzial tgcznie 184 os6b, w tym 135 o0sdb z rozpoznanymi
zaburzeniami depresyjnymi pod postacia F32, F33, F06.3 wedlug klasyfikacji ICD-10
oraz 49 osob zdrowych. Pacjentdw z zaburzeniami depresyjnymi podzielono na dwie grupy:
osoby ze wspotwystepujacymi schorzeniami somatycznymi 1 bez wspdtwystepowania takich
chordb. Wszyscy uczestnicy badania zostali poproszeni o wypetnienie ankiet zawierajacych
dane socjodemograficzne. Stopien nasilenia depresji oceniano za pomoca wykonywane]
dwukrotnie skali Hamiltona: w dniu wlaczenia do badania i w dniu zakonczeniu badania.
Od uczestnikow badania pobrano krew zylng dwukrotnie, w tacznej objetosci 10 ml, w dniu
wlaczenia do badania oraz po uzyskaniu odpowiedzi na leczenie. Pobrana krew postuzyta
do badania oceny ekspresji na poziomie mRNA i na poziomie biatka dla analizowanych
gendéw. Dokonano izolacji catkowitego RNA oraz analiz¢ jakosci wyizolowanego RNA.
Do oceny ekspresji gendéw na poziomie mRNA wykorzystano metode odwrotnej transkrypcji
RT-PCR oraz reakcj¢ Real-Time PCR; do oceny ekspresji gendw na poziomie biatka i oceny

stezenia biatka wykorzystano test immunoenzymatyczny (ELISA).



W celu wykazania istotnosci statystycznej roznic pomigdzy ekspresja na poziomie
mRNA i na poziomie biatka dla wybranych genéw w grupach badanych i w grupie kontrolne;j
wykonano analiz¢ statystyczng. Opracowanie statystyczne i graficzne wykonano uzywajac
programu Statistica 13, za najnizszy poziom istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05. W pracy
zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whimeya dO porodwnania grup badawczych oraz
testy: nieparametryczny Anova (rang) Kruskala-Wallisa i test Dunna do poréwnania
w grupach. Do oceny jednorodnosci wariancji zastosowano test Levenea. Analize statystyczna
badanych cech niemierzalnych wykonano w oparciu o nieparametryczny test Chi? persona.
W pracy zastosowano wspotczynnik korelacji kolejnosciowej (rang) Spearmana.

W  przeprowadzonym badaniu wykazano, iz ekspresja analizowanych genow
na poziomie mRNA i na poziomie biatka dla genow SLC6A4 i NPY ma istotne znaczenie
w etiologii zaburzen depresyjnych.

Na postawie analizy otrzymanych wynikéw sformutowano wnioski, iz: ekspresja
gendw SLC6A4 i NPY ma istotne znaczenie w patofizjologii zaburzen depresyjnych,
w szczegOlnosci: ekspresja genu SLC6A4 jest wyzsza w obu grupach badanych z depresja
w poréwnaniu z grupa osob zdrowych, a ekspresja genu NPY jest nizsza w obu grupach
badanych z depresja w poroéwnaniu z grupa osob zdrowych; ekspresja genu SLC6A4
na poziomie mRNA u os6b z depresja ze wspolistniejgcymi zaburzeniami somatycznymi
jest zalezna od pftci; nasilenie epizodu depresji nie wptywa w sposdb istotny na ekspresje
gendw SLC6A4 1 NPY; wiek, wyksztalcenie, liczba epizodow dla genéw SLC6A4 i NPY
nie wplywa istotnie statystycznie na ekspresj¢ genéw zarowno na poziomie mRNA

jak 1 na poziomie biatka.



Il. SUMMARY

Depressive disorders are one of the most frequently diagnosed mental illnesses.
Depression is a symptom that often coexists with and accompanies other disorders.
The number of people with diagnosed and treated depressive disorders has been increasing
not only in Poland, but also in almost all developed European countries. The increase
in the number of cases is clear and progressive. Affective disorders result in serious
consequences for the individual and the society, therefore they constitute a very important
medical and social problem.

Epidemiological studies indicate that depression is a frequent phenomenon among
people hospitalized and treated in outpatient clinics for somatic diseases. There is a high
probability of occurrence and development of depressive disorders in people with somatic
diseases. The consequence of co-occurrence of depression and somatic diseases are
difficulties with cooperation in pharmacological treatment and worse prognosis.

Affective disorders are a group of mental disorders of unknown etiology. Genetic
models try to explain the importance of genes in mental illnesses. According to current
knowledge, genes are not the only direct cause leading to mental illness. Rather, it is
recognized that genetic molecular changes may pose a risk for mental illness. Current
neurodevelopmental theory combines the importance of biological, psychological, and
environmental factors.

The primary goal and task of genetic research is to try to determine the involvement
of genetic factors in the pathogenesis of affective diseases. This belongs to the tasks
of population genetics, which includes family studies, studies of twins, studies of adopted
children. Genetics uses the study of gene expression at the mRNA level and the study of gene
expression at the protein level

The clinical picture of depressive disorders varies. It has been proven that clinical
variability is associated with genetic heterogeneity. The variability of phenotypes
in a population is determined by complementary factors, which are environmental effects
and genetic information factor and its influence.

The search for genes that may be candidates and involved in the development

of depressive disorders continues. Among other things, research work focuses on looking



for causes of depression in dysregulation of neurotransmitter systems from the brain.
Neurotransmitter systems within the central nervous system are described according to the
classical neurotransmitter present, which is synthesized by the nerve cells of this system.
Peptidergic systems along with neuropeptides can play the role of neurotransmitters as well
as hormones in numerous cases.

The aim of this research study is to evaluate the influence of SLC6A4 and NPY genes
on the etiology of depression. The specific task of this study was to evaluate the expression
at the mRNA level and at the protein level for the SLC6A4 and NPY genes in subjects with
depressive disorders without somatic diseases, with depressive disorders and associated
somatic diseases and to compare with healthy subjects. Another aim was to evaluate
sociodemographic and medical data and biochemical parameters for the analyzed genes
in healthy subjects, in the group of depressive disorders without somatic diseases and in the
group of depressive disorders with somatic diseases.

The selected genes are of interest to researchers because of their possible involvement
in the pathophysiology of depressive disorders.

The study included a total of 184 individuals, including 135 those diagnosed with
depressive disorders under the forms F32, F33, F06.3 according to ICD-10 classification
and 49 healthy subjects. Patients with depressive disorders were divided into two groups:
those with somatic comorbidities and those without such comorbidities. All study participants
were asked to complete questionnaires containing sociodemographic data. The severity
of depression was assessed using the Hamilton Rating Scale, performed twice: on the day
of inclusion in the study and on the day the study is completed. Venous blood was drawn
twice from the participants, in a total volume of 10 ml, on the day of inclusion in the study
and after response to treatment. The collected blood was used to study the expression
assessment at the mRNA level and at the protein level for the genes analyzed. Isolation
of total RNA and quality analysis of the isolated RNA was performed. Reverse transcription
RT-PCR and Real-Time PCR were used to assess gene expression at the mRNA level;
immunoenzymatic assay (ELISA) was used to assess gene expression at the protein level and
to evaluate protein concentration.

Statistical analysis was performed to demonstrate the statistical significance
of differences between the expression at the mRNA level and at the protein level for selected

genes in the study groups and in the control group. Statistical and graphical analysis was



performed using Statistica 13 program, p<0.05 was taken as the lowest level of statistical
significance. Non-parametric Mann-Whitney U test was used in this study for comparison
of study groups, as well as non-parametric Anova (rank) Kruskal Wallis test and Dunn's test
for comparison within groups. Levenea test was used to assess homogeneity of variance.
Statistical analysis of unmeasured characteristics was performed using Person's nonparametric
Chi2 test. Spearman's rank order correlation coefficient was used in this study.

The study showed that the expression of the analyzed genes at the mRNA level
and at the protein level for the SLC6A4 and NPY genes is significant in the etiology
of depressive disorders.

Based on the analysis of the obtained results, it was concluded that: expression
of SLC6A4 and NPY genes is important in the pathophysiology of depressive disorders,
in particular: SLC6A4 gene expression is higher in both groups of depressed subjects
compared to healthy subjects, and NPY gene expression is lower in both groups of depressed
subjects compared to healthy subjects; SLC6A4 gene expression at the mRNA level
in depressed subjects with comorbid somatic disorders is gender-dependent; the severity
of the depressive episode does not significantly affect the expression of SLC6A4 and NPY
genes; age, education, number of episodes for SLC6A4 and NPY genes does not statistically

significantly affect gene expression at both mRNA and protein levels.



