Streszczenie

Rola stresu oksydacyjnego i nitracyjnego oraz szlaku katabolitow tryptofanu

w patogenezie depresji

Depresja jest najczestsza choroba psychiczng, dotykajaca okoto 350 min ludzi na catym
Swiecie. Co wigcej, wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia depresja do 2040 roku
bedzie stanowi¢ pierwsze miejsce na liscie przyczyn niepelnosprawnosci spoteczenstwa.
Najpowazniejszg konsekwencja rozwoju depresji sa proby samobojcze. Rocznie odnotowuje
si¢ okoto miliona zgonow z powodu depresji. Proby samobdjcze sg najczesciej spowodowane
nieskutecznym leczeniem badz jego brakiem. Okoto jedna trzecia pacjentdw nie odpowiada na
tradycyjne formy terapii przeciwdepresyjnej.

Depresja nalezy do grupy chordb o ztozonej etiologii. Jej rozwdj i przebieg moze
zaleze¢ od czynnikdéw biologicznych, genetycznych oraz srodowiskowych. Jednakze, pomimo
intensywnych badan podtoze molekularne rozwoju depresji nadal pozostaje niejasne.
Dotychczasowe badania sugeruja udziat powiazanych ze soba szlakow biochemicznych,
tj.. stresu oksydacyjnego i nitracyjnego oraz nieprawidlowosci szlaku katabolitow
tryptofanu (szlak TRYCATS, ang. tryptophan catabolites pathway) w rozwoju zaburzen
depresyjnych. Depresja zwigzana jest z intensyfikacjg procesow oksydacyjnych
oraz niewydolnos$cia systemow obrony antyoksydacyjnej. Co wiecej, wykazano, Ze pacjenci
z depresja cechuja si¢ obnizonym poziomem tryptofanu, a takze zaburzeniami przemian
tego egzogennego aminokwasu. Konsekwencjg tych nieprawidtowosci w szlaku TRYCATs,
jest nadprodukcja neurotoksycznych i prooksydacyjnych metabolitow (kwasu
chinolinowego, 3-hydroksykinureniny) oraz obnizenie poziomu zwigzkéw o dziataniu
neuroprotekcyjnym (kwas kinureninowy).

W zwiazku z tym celem niniejszej pracy byto wyjasnienie roli stresu oksydacyjnego
I nitracyjnego oraz zaburzen przebiegu szlaku katabolitow tryptofanu w molekularnym podtozu
depresji. W niniejszej pracy podjeto probe okreslenia roli polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu, zlokalizowanych genach, kodujacych enzymy zaangazowane w stres oksydacyjny
(SOD2, GPx4, CAT) i nitracyjny (NOS1, NOS2) oraz szlak TRYCATs (TPH1, TPH2, IDO1,
KATI, KATII,) na czestos¢ wystgpowania depresji. Ponadto, dokonano oceny wptywu
procedury chronicznego tagodnego stresu na ekspresj¢ na poziomie mRNA 1 biatka oraz stopien

metylacji regiondw promotorowych genoéw kodujacych enzymy zaangazowane w stres



oksydacyjny i nitracyjny (SOD1, SOD2, GPx1, GPx4, CAT NOS1, NOS2) oraz szlak
TRYCATs (Tphl, Tph2, Idol, Katl, Katll, Kynu, Kmo).

Material do badan stanowily probki genomowego DNA wyizolowane z krwi
obwodowej pobranej od pacjentéw ze zdiagnozowang depresjg i od 0so6b z grupy kontrolnej,
u ktorych wykluczono obecnosé tej choroby. Genomowy DNA i sondy TagMan wykorzystano
do analizy 6 polimorfizmoéw zlokalizowanych w genach zaangazowanych w stres oksydacyjny
i w 10 w genach bioracych udziat w szlaku TRYCATSs. Do genotypowania polimorfizmow
zastosowano technike tancuchowej reakcji polimerazy z detekcja produktu specyficznego
dla jednego allelu i/bgdz drugiego allelu w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Drugi rodzaj
materialu badawczego stanowity probki genomowego DNA, RNA wyizolowane z krwi
I struktur mézgowych oraz biatka wyizolowanego ze struktur mézgowych szczuréw poddanych
procedurze chronicznego tagodnego stresu i terapii wenlafaksyng (inhibitory zwrotnego
wychwytu noradrenaliny i serotoniny). Wyizolowane DNA, RNA oraz biatko wykorzystano
odpowiednio do analizy stopnia metylacji regionéw promotorowych badanych gendw,
ekspresji na poziomie mRNA oraz biatka. W tym celu zastosowano odpowiednio technike
tancuchowej reakcji polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym (real-time PCR), metode
analizy topnienia DNA o wysokiej rozdzielczosci (MS-HRM, ang. methylation sensitive — high
resolution melting) oraz Western Blot.

Wyniki otrzymane w toku przeprowadzonych badan z udziatem ludzi wykazaly,
ze polimorfizm c.47T>C (p.Vall6Ala) genu SOD2, c.-89A>T genu CAT, ¢.660T>C genu
GPx4, ¢.804-7C>A, «¢.-1668T>A, ¢.803+221C>A, <¢.-173A>T genu  TPH1,
C.-1449C>A, ¢.-844G>T (rs4570625) genu TPH2, ¢.*456G > A genu KAT1 mogg wplywaé na
czestos¢ wystgpowania depresji w  zaleznosci od genotypu. Co wiecej, polimorfizm
€.975-7T>C (rs1480544) zlokalizowany w genie KATIlI moze wplywac na skutecznos¢ terapii

lekami z grupy inhibitorow zwrotnego wychwytu serotoniny.

Badania na zwierzgtach wykazaty, Zze poziom ekspresji 1 stopien metylacji regionow
promotorowych wszystkich badanych gendéw zalezy od rodzaju tkanki i struktury moézgu.
Procedura chronicznego tagodnego stresu moze modulowac ekspresje na poziomie MRNA
genow CAT, Gpxl, Gpx4, NOS1 jedynie w tkance mozgowej, podczas gdy terapia
wenlafaksyna zmieniata poziom ekspresji SOD1, SOD2, NOS1 zaréwno w komorkach PBMCs
jak i tkance mézgowej. Ponadto, Stopien metylacji regiondw promotorowych genéw Gpx1,
Gpx4, SOD1, SOD2 ulegal zmianie na skutek bodzcoéw stresowych zaréwno w tkance

mozgowej jak i komorkach PBMCs. Z kolei, ekspresja na poziomie biatka dla CAT i Gpx4



w tkance mozgowej byta modulowana zar6wno na skutek bodzcow stresowych, jak i terapii
wenlafaksyng. Na skutek procedury chronicznego tagodnego stresu i terapii wenlafaksyng
ekspresja genow Tph2, Katl i Katll ulegta zmianie jedynie w tkance moézgowej. Ponadto,
procedura chronicznego tagodnego stresu wplywala na zmiang stopnia metylacji regionow
promotorowych ldol w tkance mozgowej, podczas gdy terapia wenlafaksyng genu Kmo
w komorkach PBMCs. Terapia wenlafaksyng powodowata réwniez zmiang poziomu biatka

Tphl i Idol w tkance mozgowe;.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w toku realizacji niniejszej pracy doktorskiej
wskazujg na udziat stres oksydacyjnego i nitracyjnego, a takze zaburzen w przebiegu szlaku

katabolitow tryptofanu w molekularnym mechanizmie rozwoju depresji.
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Summary

The role of oxidative and nitrosative stress

and the tryptophan catabolites pathway in the pathogenesis of depression

Depression is the most common mental illness affecting around 350 million people
around the world. Moreover, according to data from the World Health Organization, by 2040
depression will take first place on the list of causes of disability in society. Suicide attempts
are the most serious consequence of the development of depression. Annually, there are about
amillion deaths a year from depression. Attempts at suicide are most often caused by ineffective
or no treatment. About a third of patients do not respond to traditional forms of antidepressant

therapy.

Depression belongs to the group of diseases with a complex aetiology. The development
and course of this disease may depend on biological, genetic and environmental factors.
However, despite extensive research, the molecular basis for the development of depression
remains unclear. Research to date suggests the involvement of interrelated biochemical
pathways, i.e. oxidative and nitrative stress, and abnormalities of the tryptophan catabolites
pathway (TRYCATSs pathway) in the development of depressive disorders. Depression is
associated with the intensification of oxidative processes and the failure of antioxidative
defence systems. What's more, depressed patients have been shown to have reduced levels of
tryptophan as well as disorders of the transformation of this exogenous amino acid. The
consequence of these abnormalities in the TRYCATSs pathway
is the overproduction of neurotoxic and pro-oxidative metabolites (quinolinic acid,
3-hydroxykynurenine) and a decrease in the level of neuroprotective compounds (kynurenic
acid).

Therefore, the aim of this study was to explain the role of oxidative and nitrative stress
and disorders of the tryptophan catabolites pathway in the molecular basis of depression.
In this work, an attempt was made to determine the role of single nucleotide polymorphisms,
localized genes, encoding enzymes involved in oxidative (SOD2, GPx4, CAT) and nitrosative
stresses (NOS1, NOS2) and the TRYCATs pathway (TPH1, TPH2, IDO1, KATI, KATII)
on the incidence of depression. In addition, the impact of the chronic mild stress procedure
on expression at MRNA and protein levels and the degree of methylation of gene promoter
regions were assessed, enzymes involved in oxidative and nitrative stress (SOD1, SOD2, GPxl1,



GPx4, CAT, NOS1, NOS2) and the TRYCATS pathway (Tphl, Tph2 , Idol, Katl, Katll, Kynu,
Kmo).

The material for the study consisted of genomic DNA samples isolated from peripheral
blood collected from patients diagnosed with depression and from control people in whom
the presence of this disease was excluded. Genomic DNA samples and TagMan probes
were used to analyse 6 polymorphisms located in genes involved in oxidative stress
and in 10 in genes involved in the TRYCATS pathway. Polymerase chain reaction technique
was used for genotyping polymorphisms with detection of a product-specific for one allele
and/or the other allele in real-time (real-time PCR). The second type of research material
were samples of genomic DNA, RNA isolated from blood and brain structures, and protein
isolated from the brain structures of rats subjected to the procedure of chronic mild stress
and venlafaxine therapy (Serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors). The isolated DNA,
RNA and protein were used respectively to analyse the degree of methylation of the promoter
regions of the studied genes, expression at the level of mRNA and protein. To this end,
respectively, the polymerase chain reaction technique with methylation-sensitive high

resolution melting, real-time PCR detection and Western Blot were used.

The results obtained in the course of conducted studies in humans showed
that the ¢.47T> C (p.Vall6Ala) polymorphism of the SOD2 gene, c.-89A> T of the CAT gene,
c.660T> C of the GPx4 gene, ¢.804-7C> A , ¢.-1668T> A, ¢.803 + 221C> A, c.-173A> T
of the TPH1 gene, ¢.-1449C> A, c.-844G> T (rs4570625) of the TPH2 gene, c. * 456G> A
of the KAT1 gene may affect the incidence of depression depending on the genotype.
Furthermore, the ¢.975-7T> C polymorphism (rs1480544) located in the KATII gene may affect

the effectiveness of treatment with drugs from the group of serotonin reuptake inhibitors.

Animal studies have shown that the level of expression and methylation of the promoter
regions of all tested genes depends on tissue type and brain structure. The chronic mild stress
procedure can modulate mRNA expression of CAT, Gpx1, Gpx4, NOS1 genes only in brain
tissue, while venlafaxine treatment altered the expression level of SOD1, SOD2, NOS1
in both PBMCs and brain tissue. In addition, the degree of methylation of the promoter regions
of the Gpx1, Gpx4, SOD1, SOD2 genes changed due to stress stimuli in both brain tissue
and PBMCs. In turn, expression at the protein level for CAT and Gpx4 in brain tissue
was modulated due to both stress stimuli and venlafaxine therapy. Due to the procedure
of chronic mild stress and venlafaxine therapy, expression of the Tph2, Katl and Katll genes

changed only in brain tissue. In addition, the chronic mild stress procedure changed the degree



of methylation of the Idol promoter regions in brain tissue, while venlafaxine therapy
with the Kmo gene in PBMCs cells. Venlafaxine treatment also changed the levels of Tphl

and Ido1 protein in brain tissue.

To sum up, the results obtained in the course of this doctoral thesis indicate
the participation of oxidative and nitrative stress, as well as disorders in the course

of the tryptophan catabolites pathway in the molecular mechanism of depression development.
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