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1. Uvod

1.1 Veliki depresivni poremecaj

Veliki depresivni poremecaj (MDD, engl. major depressive disorder) je poremecaj
raspolozenja karakteriziran simptomima depresivnog raspoloZenja, gubitka interesa i uzivanja
te smanjenja energije i umora, koji uzrokuje zna¢ajnu nesposobnost normalnog svakodnevnog
funkcioniranja pojedinca. Depresiji se pridruzuju i ostali simptomi koji ukljucuju oslabljenu
koncentraciju i paznju, smanjeno samopouzdanje i samopoStovanje, osjecaj bezvrijednosti ili
prekomjerne i neprikladne krivnje i bespomoc¢nosti, sumorne i pesimisticne poglede na
buducénost, ponavljajuca razmisljanja o samoozljedivanju, smrti ili suicidu, promjene u apetitu
I spavanju, psihomotornu agitaciju ili retardaciju, te smanjene energije i umor. S depresijom se
povezuju odredene sociodemografske karakteristike poput nizeg stupnja obrazovanja, ¢esce
maloljetni¢ke trudnoce, bra¢nih problema, losije kvalitete braka, nestabilnog zaposlenja,
neuspijeha na poslu, nizih primanja kao i povisen rizik od raznih sekundarnih bolesti te rani
mortalitet zbog fizickih poremecaja i suicida (Kessler i Bromet, 2013; Svjetska zdravstvena

organizacija, 2019).

Razlikujemo depresivne epizode (MDE, engl. major depressive episode) od velikog
depresivnog poremecaja (MDD) zbog potencijalno razliite etiologije. Depresivne epizode se
javljaju u depresiji, ali su moguce 1 u drugim bolestima poput bipolarnog poremecaja gdje su
znacajno perzistentnije nego kod ne bipolarne depresije (Kessler i Bromet, 2013). Depresivna
epizoda karakterizirana je periodom depresivnog raspolozenja ili smanjenog interesa za
svakodnevne aktivnosti kroz period od dva tjedna. Depresivne epizode se mogu dalje podijeliti
ovisno o tome imaju li simptome aksioznosti (6A80.0), pani¢ne napadaje (6A80.1), ako su
perzistentne (6A80.2), ako imaju melankolicne simptome poput anhedonije, terminalne
insomnije itd. (6A80.3) 1 ako imaju sezonalna obiljezja (6A80.4). Ostali depresivni poremecaji
povezani s trudno¢om Klasificiraju se zasebno. Dijagnoze velikog depresivnog poremecaja
podjeljene su prema tome je li dijagnosticirana prva depresivna epizoda ili su depresivne
epizode ponavljane. Obije osnovne podijele zatim imaju sedam dodatnih podjela ovisno o tezini
depresivne epizode, prisutnosti psihoti¢nih simptoma i remisijskom stanju (Mimica i sur., 2004;

Svjetska zdravstvena organizacija, 2019).

Psihijatrijske bolesti predstavljaju 22,8 % globalnog tereta bolesti od kojih najveci utjecaj ima

depresija s najznacajnijim godinama zivota prilagodenim za nesposobnost (DALY, engl.
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disability-adjusted life years) od svih mentalnih i neuroloskih bolesti kao i od svih poremecaja
ovisnosti (Collins i sur., 2011; Cipriani i sur., 2018). Zivotni rizik morbidnosti, koji predstavlja
izraCun spojenih informacija zivotne prevalencije i predvidanja buduéih pojava depresije, iznosi
29,9 %, dvanaestomjesecna prevalencija iznosi 8,6 %, dok dozivotna prevalencija iznosi 16,6 %,
Sto Cini depresiju jednom on najprevalentnijih bolesti. Dob pocetka depresije ima relativno
ravnomjernu raspodijelu u svm dobnim skupinama ¢ime se znacajno razlikuje od vecine
mentalnih poremecaja koji se ¢e$¢e javljaju u ranijoj Zivotnoj dobi (Kessler i sur., 2012).
Ukupni broj osoba oboljelih od depresije iznosi oko 350 milijuna ljudi u svijetu koji, uz snizeni
standard Zivljena uzrokovan bole$¢u, samo u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) dovode
do oko 210 milijardi dolara troskova godisnje (Cipriani i sur., 2018). Dob pocetka prve
depresivne epizode je najvjerovatnija u ranim i srednjim dvadesetim godinama Zivota uz veoma
Siroku raspodjelu te znacajnu vjerojatnost nastanka i u kasnoj adolescenciji ili u kasnijoj
odrasloj dobi. Incidencija depresivnih poremecaja poput MDD-a je vi$a u razvijenim zemljama
pa je bolest dobila i naziv ,bolest obilja“ (Kessler i Bromet, 2013). Vecina mentalnih
poremecaja ukljucuje razvojne procese tako da intervencija u najranijim mogucim stadijima
trebale predstavljati primarnu zastitu oboljelih od daljnjeg pogorSanja bolesti (Collins i sur.,
2010). Studije koje su tijekom 3 godine pratile premorbidne biljege depresije u populacijskom
uzorku nedepresivnih pojedinaca pokazale su da zenski spol, niza razina obrazovanja, manja
dusStvena potpora, financijski problemi i loSe epizodno pamcenje upucuju na poviseni rizik
nastanka depresije (McIntyre 1 sur, 2013). Vecina psihijatrijskih poremecaja je ¢eS¢a kod zena
nego kod muskaraca (Kessler i sur., 2012). Zene pokazuju dvostruko veéi rizik od depresije
nego muskarci, a rizik se povezuje s odredenim sociodemografskim karakteristikama poput
razvedenog bracnog statusa, iako prevalencija depresije uglavnom pada s dobi (Kessler i
Bromet, 2013). Simptomatologija depresije razli¢ita je izmedu spolova te trenutacni
dijagnosticki kriteriji mogu dovesti do ¢es¢ih neispravnih dijagnoza u musSkaraca. Naime,
muskarci ¢eS¢e pokazuju simptome poput ljutnje, iritabilnosti 1 simptomatskog koriStenja
supstanci, dok Zzene Cesc¢e pate od hipersomnije, povucenosti i motorickih problema. Novije
studije upucuju da, ako se uzmu u obzir i kriteriji ¢es¢i kod muskaraca, razlike u ucestalosti

depresije izmedu spolova viSe nisu znacajne (Kaufman i sur., 2016).

Sama depresija opisana je na razli¢ite nacine, ali ve¢ina pristupa ne opisuje dobro sve simptome

koji se mogu javiti tijekom bolesti, dok su mnogi simptomi medusobno opre¢ni. Zbog takve



heterogenosti same bolesti razmatraju se opisi koji se ne osnivaju na sindromima ve¢ se bolest
proucava kao neprimjerena prilagodba na prijasnja iskustva i stres. Takvom shvacanju
pridonosi poznavanje Cesto opre¢nih vegetativnih simptoma (smanjeni apetit i nesanica kod
nekih, a pojacani apetit i hipersomnija kod drugih pacijanata). Sli¢no, i psihomotorna
retardacija i agitacija, obje se mogu naci kod istog pacijenta u razli¢itim razdobljima. Zbog tako
razli¢ite simptomatologije depresiju je bolje promatrati kao kroni¢an dozivljaj tuge uvjetovan
razli¢itim povijesnim i okoliSnim ¢imbenicima (Kanter i sur., 2008). Znacajni problem koji se
javlja u depresiji su kognitivni poremecaji koji uglavnom ukljucuju probleme s koncentracijom
i odlu¢ivanjem te pojavom negativne pristranosti pri interpretaciji druStvenih dogadaja.
Kognitivni deficiti su konzistentni, ponovljivi, nespecifi¢ni i klini¢ki zna¢ajni te imaju mali do

srednji uc¢inak na simptome depresije (Mclntyre i sur, 2013).

Tezina depresije odreduje se primjenom razli¢itih ljestvica za ocijenjivanje tezine depresije.
Ljestvice poput Hamiltonove ocjenske ljestvice za depresiju (HAMD, engl. Hamilton
Depression Rating Scale) i Montgomery-Asbergove ocjenske ljestvice za depresiju (MADRS,
engl. Montgomery-Asberg Depression Rating Scale) Gesto se koriste za procjenu simptoma
depresivnih bolesnika. Psihijatrijske ocjenske ljestivice slicne su psihologijskim testovima, ali
su jednostavnije za primjenu zato Sto u vecini slucaja ne zahtijevaju norme 1 interpretaciju

psihologa (Mimica i sur., 2004).

HAMD ljestvica spada medu najupotrebljivanije skale za depresiju i esto se koristi za procjenu
razultata lijeGenja. HAMD ljestvicu dijelimo na HAMD-21 i HAMD-17 kod kojih broj
oznacava broj pitanja u upitniku, pri ¢emu se verzija sa 17 pitanja ¢eS¢e upotrebljava. Duza
HAMD-21 verzija osim 17 pitanja kojima se procijenjuje tezina depresije ima i dodatna 4
pitanja kojima se odreduje tip depresije. Ljestvica primarno odreduje glavne simptome
depresije: depresivno raspolozenje, osjecaj krivnje 1 suicidalne tendencije. Tezina simptoma
odreduje se prema kona¢nom zbroju bodova koji se za HAMD-17 ljestvicu klasificira kao blaga
depresija ukoliko je zbroj izmedu 8 i 18 bodova, srednje teSka depresiju ukoliko je zbroj izmedu
18 i 25 bodova ili teska depresija za vrijednosti zbroja iznad 25 bodova (Hamilton, 1960;

Mimica i sur., 2004). Ljestvica se nalazi u Prilogu 1.

MADRS ljestvica razvila se kasnije te joj je cilj bio odrediti promjene simptoma depresije.
MADRS Jjestvica je osjetljivija na promjene te se zato ¢eS¢e koristi u farmakoloskim studijama
i za pracenje uéinka antidepresivne terapije. Prednost prema HAMD ljestvici pokazuje u
pracenju odgovora na farmakoterapiju i bolje obuhvaca atipi¢ne simptome depresije, dok
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HAMD ljestvica bolje prati vegetativne simptome (Hamilton, 1960). Razvijena je iz CPRS
(engl. Comprehensive Psychopathological Rating Scale) ljestvice koja se sastojala od 65 pitanja.
MADRS ljestvica se sastoji od 10 pitanja u kojima se prisutnost svakog simptoma ocjenjuje s
brojevima od 1 do 6. Pitanja ukljuuju samo dijagnosti¢ki najzna¢ajnije parametre kako bi
ljestvica imala odgovarajucu osjetljivost (Montgomery i Asberg, 1979). Dio istrazivanja koristi
MADRS ljestvicu zbog bolje dosljednosti od ostalih ljestvica za depresiju. (Buttenschgn i sur.,
2015) Zbroj bodova na ljestvici ukazuje na blagu depresiju za vrijednosti izmedu 7 i 19 bodova,
srednje teSku depresiju za vrijednosti izmedu 20 i 34 bodova i teSku depresiju za vrijednosti
iznad 35 bodova (Montgomery i Asberg, 1979; Mimica i sur., 2004). Ljestvica se nalazi u
Prilogu 2.

1.1.1. Patofiziologija depresije

Patofiziologija MDD-a pokusava se objasniti pomocu vise razli¢itih teorija, ali niti jedna ne
uspijeva objasniti sve simptome depresije. Naurokemijske promjene su nadene kod veéine
oboljelih te su definirane kao posljedice nenormalne funkcije odgovarajucih neuralnih mreza
(Mclntyre i sur, 2013). Utvrdeno je da se rizik za razvoj depresije moze genetski nasljediti od
roditelja sklonih depresiji. Mehanistickim istrazivanjima bolesti otkriveno je vise moguéih
puteva nastanka depresije, koji ukljucuju poremecaj neurotransmisije, disregulaciju osi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (HPA, engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis),
disfunkciju neurotrofnih ¢imbenika, neuroinflamacija, metaboli¢ke poremecaje te disregulacija

mikrobioma (Tian i sur., 2022).
Genetska podloga

Depresiju je teSko istrazivati zbog nedostatka jasnog konsenzusa o neuropatologiji, kao i
nedostatka rijetkih obiteljskih genetskih uzro¢nika ili prevalentnih gena koji bi upucéivali na
visok rizik oboljenja. Prijasnja istrazivanja pojedinih gena u depresiji ¢esto pokazuju znacajnu
genetsku podlogu na relativno malim uzorcima, ali njih ¢esto nije moguce replicirati. S druge
strane, cjelogenomske asocijacijske studije (GWAS, engl. genome wide association studies),
koje se provode na velikom broju uzoraka, ¢esto ne nalaze znacajnu povezanost pojedinih
genskih polimorfizama s kompleksnim bolestima poput depresije, zbog stroge korekcije za
viSestruka testiranja, nejasnih kriterija za dijagnozu depresije, znacajne heterogenosti bolesti i
utjecaja brojnih okolisnih ¢imbenika, poput raznolikih stresora, koji utjeCu na epigeneticku

plasticnost. Stoga do sada vecina istrazivanih gena ne pokazuje jaku povezanost s rizikom



razvoja depresije ve¢ predstavlja potencijalan dio kompleksne patofiziologije depresije

(Krishnan i Nestler, 2010; Border i sur., 2019).

Istrazivani modeli depresije upucuju na postojanje genetske podloge u razvoju depresivnog
poremecaja, no utvrden je jaci utjecaj okoliSnih ¢cimbenika na patofiziologiju depresije, osim u
najtezim slucajevima (Kanter i sur., 2008). Procjenjuje se da se depresija nasljeduje u oko 40 %
slucajeva, te su istrazivani razliCiti geni kandidati, poput gena za mozdani neurotrofni ¢imbenik
(BDNF, engl. brain-derived neurotrophic factor) , gvanin nukleotid-vezaju¢i protein-3 (GNB3)
i metilen tetrahidrofolat reduktazu (MTHFR), ¢ija je povezanost s depresijom potvrdena u
meta-analizama. Nadalje, GWAS su otkrile mnoge nove potencijalne mete poput gena za
protein piccolo (presinapticki terminalni neuralni protein) ili metabotropni glutamatni receptor-

7 (GRMY), koji se trebaju potvrditi na animalnim modelima (Krishnan i Nestler, 2010).
Poremecaji neurotransmisije

Monoaminska hipoteza je najstarija hipoteza koja je nastojala objasniti patofiziologiju depresije.
lako se u depresiji uglavnom proucavao serotoninski sustav, poznata je uklju¢enost i ostalih
monoaminskih neurotransmitera kao $to su noradrenalin, dopamin, melatonin i drugi (Tian i
sur., 2022). Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) regulira mnoge fizioloSke procese poput
tjelesne temperature, sna, apetita, boli i motorne aktivnosti, ali i ostale mozdane funkcije poput
kognicije 1 raspoloZenja. RaSirena raspodjela serotoninskih neurona omogucuje regulaciju
procesa koji zahtjevaju koordinaciju razli¢itih dijelova mozga. Veliki broj serotoninskih
neurona u hipokampusu i prefrontalnom korteksu povezuje se s ucenjem i pamcenjem, kao 1
procesima prostorne navigacije, radne memorije, paznje, donoSenja odluka 1 formiranja
drustvenih veza. Receptori za serotonin podijeljeni su u 7 skupina koji se razlikuju u strukturi,
djelovanju i lokalizaciji. Svi 5-HT receptori su receptori povezani s G proteinima koji utjeu na
unutarstaniéne mehanizme, osim 5-HT3 receptora koji su o ligandu ovisni ionski kanali (Svob
Strac i sur., 2016).

Neurotrofni cimbenici

Nakon opseznih studija pokazalo se da promjene u neurotransmisiji nisu dovoljne kako bi se
objasnile sve promjene koje nalazimo u depresiji. Tijekom potrage za novim moguéim
mehanizmima patofiziologije depresije, teorije o neuralnoj plasti¢nosti i deficitima neurotrofnih
¢imbenika, posebice BDNF-a, pokazale su se kao moguc¢i odgovor. Uoceno je smanjeno

hipokampalno BDNF signaliziranje u odredenim stanjima vezanim za depresiju, antidepresivni
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ucinak eksperimentalno povisenog hipokampalnog BDNF-a i smanjene koncentracije
hipokampalnog BDNF-a u post-mortem uzorcima depresivnih pacijenata (Krishnan i Nestler,
2010). Ranije spomenuti premorbidni biljeg lose epizodne memorije upucuje na povezanost
abnormalnosti hipokampalne memorije koja je u znacajnoj mjeri kontrolirana BDNF-om i
klini¢ke pojave depresije (McIntyre i sur, 2013). Osim neurotrofina i drugi ¢imbenici rasta bi
mogli biti ukljuceni u depresiju poput ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF, engl. fibroblast growth
factor), vaskularnog endotelialnog ¢imbenika rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth
factor) i vaskularnog faktora rasta (VGF, engl. vascular growth factor). Modulacijom
signaliziranja stresa ovi C¢imbenici rasta se povezuju sa smanjenom hipokampalnom
neurogenezom, atrofijskim promjenama i kognitivnom i hipokampalnom atrofijom. No,
neurogeneza 1 ostale neurotrofne promjene poput dendriticke proliferacije i maturacije
regulirani su najviSe pomocu neurotrofnih ¢imbenika poput BDNF-a, ali i neuralnog ¢imbenika
rasta (NGF, engl. nerve growth factor), neurotrofina-3 (NT-3), i neurotrofina-4/5 (NT-4/5).
Razumijevanje funkcija ostalih ¢imbenika rasta predstavlja nova moguéa podrudja istrazivanja
ukljucujuéi ekstrahipokampalno trofi¢no signaliziranje i ostale unutarstanicne signalne puteve

koji bi mogli imati farmakoterapijsku primjenu (Krishnan i Nestler, 2010).
1.1.2. Lijecenje depresije

Prva linija lijeCenja depresije ukljucuje primjenu farmakoterapije i nefarmakoloske terapije.
Nefarmakoloske terapije su kompleksne multikomponentne intervencije za lijeCenje depresije
koje ukljucuju kognitivno bihevioralnu terapiju, neuropatsku terapiju, biolosku terapiju,
psihoterapiju, fizi¢ku aktivnost kao i druge intervencije. Neinvazivne stimulacije mozga poput
Izravne transkranijalne stimulacije strujama 1 transkranijalne magnetske stimulacije takoder se
koriste za lijeCenje depresije. NefarmakoloSke terapije smanjuju simptome depresije uz
poboljsani u¢inak antidepresiva kod srednje do teske depresije i Smanjenje relapsa bolesti nakon
lijecenja. Nefarmakoloska terapija se moZe koristiti kao monoterapija kod subklinicke do
srednje tesSke depresije, a koristi se ovisno o moguc¢nostima i potrebama pacijenta. Relativna
ucinkovitost nefarmakoloskih intervencija nesto je niza od farmakoloske terapije, S manje
dokaza o ucinkovitosti klinickog odgovora i remisije, ali uz manje nuspojava od terapije

antidepresivima (Farah i sur., 2016; Irwin i sur., 2023).

Antidepresivi su raznolika skupina lijekova koja se koristi za lijeCenje depresije te se mogu
podijeliti u vise grupa kao §to su triciklicki antidepresivi (TCA, engl. tricyclic antidepressants),
inhibitori monoamino oksidaze (MAOI, engl. monoamine oxidase inhibitors), selektivni
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inhibitori ponovne pohrane serotonina (SSRI, engl. selective serotonin reuptake inhibitors),
inhibitori ponovne pohrane serotonina i noradrenalina (SNRI, engl. serotonin and
norepinephrine reuptake inhibitors), antagoniste 5-HT2 receptora i inhibitore ponovne pohrane
serotonina (SARI, engl. serotonin antagonist and reuptake inhibitors), inhibitore ponovne
pohrane noradrenalina i dopamina (NDRI, engl. norepinephrine and dopamine reuptake
inhibitors), noradrenalinske 1 specificne serotonergicke antidepresive (NaSSA, engl.
noradrenaline and specific serotonergic antidepressants) i multimodalne antidepresive (MMA,
engl. multimodal agent). Glavna primarna aktivnost antidepresiva povezuje se s inhibicijom
transporta ili metabolizmom neurotransmitera ili s njihovim djelovanjem na pojedine receptore
(Tian i sur., 2022).

Prva linija lijeenja su selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (SSRI) i inhibitori
ponovne pohrane serotonina i noradrenalina (SNRI) koji su bili medu prvim lijekovima za
psihijatrijske bolesti. Inhibicijom ponovnog unosa monoamina, primarno 5-HT, u presinapticki
neuron povecava se koncentracija monoaminskih neurotransmitera unutar sinapticke pukotime
¢ime postizu antidepresivni u¢inak modulacijom razlicitih procesa u srediSnjem Ziv€anom
sustavu (Dale i sur., 2015). Medu moguc¢im pozitivhim uc¢incima psihotropnih lijekova spada i
aktivacija BDNF-om posredovanog signaliziranja, a time i svi lijekovi s djelovanjem na
neurotrofinski sustav, bilo izravno ili neizravno, mogu imati antidepresivni u¢inak (Boulle i
sur., 2012). Novi antidepresivi ciljaju djelovati na viSe sustava istovremeno kao $to su
antidepresivi koji istovremeno djeluju i na serotoninske receptore i na prijenosnike (transportere)
ili antidepresivi koji inhibiraju vise prijenosnika istovremeno (Bang-Andersen i sur., 2011; Dale
i sur., 2015).

Biokemijski u¢inak antidepresivi postizu za nekoliko minuta do sati, no klini¢ki antidepresivni
ucinak postize se tek nakon nekoliko tjedana. Tako velika razlika izmedu biokemijske
aktivnosti i klinickog ucinka ukazuje na postojanje nekog sporog dogadaja ili procesa
potrebnog za nastanak antidepresivnog ucinka. Jedan od moguc¢ih dogadaja koji bi odgovarali
ovom opisu je neuralna plastiCnost. Smatra se da antidepresivni lijekovi poboljsavaju
plasti¢nost u dijelovima mozga $to omogucava reprogramiranje neuralnih mreza koje su dovele
do nastanka depresije (Casarotto i sur., 2022). Neuralna plasti¢nost je regulirana na mnogo
razina, ukljucuju¢i i epigeneticke modifikacije BDNF gena poput regulacije njegove
transkripcije. Epigeneticke promjene dovode do znacajnih klinickih promjena koje mogu

dovesti do razvoja patofizioloSkih stanja ukljucuju¢i i depresiju. Postoje naznake da

7



antidepresivi, uz to $to djeluju na pojedine receptore ili prijenosnike, znacajno utjecu i na
epigeneticke modifikacije u neuronima (Boulle i sur., 2012; Bjérkholm i Monteggia, 2016).
Ucinak antidepresiva na neurotrofinski sustav moze Se uod¢iti i na periferiji, gdje dolazi do
normalizacije koncentracije BDNF-a u plazmi kod depresivnih bolesnika nakon dugotrajne

terapije (Sagud i sur., 2016; Buttenschgn i sur., 2015).

Ostali mogu¢i mehanizmi koji objasnjavaju odgodeno djelovanje antidepresiva ukljucuju
mogucu potrebu za akumulacijom mikromolarnih koncentracija u srediSnjem zivéanom sustavu
koja omogucuje vezanje za tropomiozin receptor kinaza B (engl. tropomyosin receptor kinase
B, TrkB) receptore za koje se veze BDNF i poticanje plasti¢nosti koja dovodi do olaksanja
simptoma depresije. Smatra se da alosterickim vezanjem za TrkB receptor antidepresivi
povecavaju osjetljivost receptora na prisutnost BDNF-a, a time i vjerojatnost vezanja BDNF-a

na receptor (Casarotto i sur., 2022).

Nakon terapije antidepresivima oko 50 % oboljelih od depresije dozivi znac¢ajno smanjenje
simptoma, dok oko 33 % svih slucaja depresije predstavlja rezistentnu depresiju koja se
dijagnosticira ako su se barem dvije terapije razliitim antidepresivima pokazale
neucinkovitima (Tian i sur., 2022). Nakon Cetiri terapije antidepresivima prosje¢na kumulativna

remisija iznosi samo 56 % (Dale i sur., 2015).

Najcesca nuspojava veéine antidepresiva je mu¢nina uz pojavu nesanice, pojacanog znojenja,
umora, ali su moguce i teZze nuspojave poput produljenja tzv. QT intervala, seksualne
disfunkcije ili pojacanih suicidalnih misli (Kirino, 2012). Zamjena SSRI-a s vortiokestinom
moze biti korisna kod dijela pacijenata koja ima seksualnu disfunkciju kao nuspojavu
antidepresivne terapije (Jacobsen i sur., 2015).

Nekoliko domena kognitivne funkcije smanjeno je tijekom simptomatske depresije kao i
tijekom remisije, kao Sto su izvrSne funkcije, paznja, memorija, brzina procesuiranja i
psihomotorne sposobnosti. Meta-analiza Rosenblata i sur. (2015) pokazala je da u kognitivnoj
disfunkciji koja se javlja za vrijeme remisije antidepresivi imaju pozitivan u¢inak na memoriju
i na psihomotornu brzinu pri ¢emu su najveéi utjecaj imali vortioksetin i duloksetin, dok je

vortioksetin imao najjaci u¢inak na psihomotornu brzinu, kao i na izvrsnu i kognitivnu kontrolu.

Terapija depresije moze, osim antidepresiva, koristiti i adjuvantnu terapiju poput atipi¢nih
antipsihotika koji djeluju na mezolimbicko dopaminergicko signaliziranje, a koje je pojacano

kod depresije i poremecaja ovisnosti (Dale i sur., 2015). Naime, pokazano je da kod miSeva
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podloznih depresiji dolazi do pojacane aktivnosti ventralnog tegmentalnog podrucja i
pojacanog oslobadanja BDNF-a (Krishnan i Nestler, 2010). S druge strane, infuzija BDNF-a
izravno u srednji mozak Stakora, koji je bogat dopaminergi¢kim neuronima, dovodi do
pojacanog luCenja serotonina i1 noradrenalina u viSe dijelova mozga i posljedicno do

antidepresivnog ucinka (Youssef'i sur., 2018).

Vortioksetin i escitalopram, antidepresivi istrazivani u ovom radu, pokazuju veéu uc¢inkovitost
i bolju podnosljivost od ostalih antidepresiva. Zbog boljeg u¢inka i smanjenog broja nuspojava

ovi se lijekovi povezuju s boljim klini¢kim ishodima (Cipriani i sur., 2018).

Escitalopram

Escitalopram spada medu najkoriStenije antidepresive zbog relativno boljeg odgovora na
terapiju uz minimalno prekidanje terapije (Cipriani i sur., 2018). Ovaj antidepresiv, odobren
2001. godine, pripada u farmakoterapijskoj skupini psihoanaleptika te je selektivni inhibitor

ponovne pohrane serotonina (SSRI). Koristi se za lijeenje MDD-a i anksioznih poremecaja

(Mediately, 2022).
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Slika 1. Model antidepresivnog djelovanja inhibitora prijenosnika serotonina (SERT). SERT prenosi
serotonin iz sinapse natrag u presinapti¢ki neuron. Escitalopram (S) inhibira ponovni unos serotonina

$to dovodi do pojacane serotoninske transmisije koja poti¢e neuralne promjene kao i otpustanje

BDNF-a. (Preuzeto i prilagodeno iz Zhong i sur., 2012)



Uobic¢ajena dnevna doza iznosi 10 mg jednom dnevno, S time da se doza moze povecati
maksimalno do 20 mg dnevno. Antidepresivni odgovor postize se za 2 do 4 tjedna. Nakon
povlacenja simptoma potrebno je lijeCenje tijekom najmanje 6 mjeseci radi konsolidacije
antidepresivnog odgovora. Djelotvornost escitaloprama dokazana je u periodu od 8 tjedana u
tri od Cetiri dvostruko slijepe, placebom kontrolirane klinicke studije uz potvrdu smanjenja
pojave relapsa u skupini koja je nastavila uzimanje escitaloprama (Mediately, 2022). Potencijal
pojave interakcije escitaloprama je nizak uz odgovarajucu tolerabilnost i relativno blage i
privremene nuspojave, najées¢e mucnine, nesanice i pojacanog znojenja. Simptomi ustezanja
nakon prekida terapije su blazi nego kod ostalih antidepresiva. Zbog svih navedenih pozitivnih
karakteristika escitalopram je dobro prihvacen kod pacijenata uz visoki kontinuitet terapije
(Kirino, 2012).

Escitalopram se vezZe sa slabim afinitetom za mnoge receptore, ali svoje glavne klini¢ke uc¢inke
postize vezanjem za serotoninski prijenosnik (serotoninski transporter, SERT). Veze se visoko
selektivno s visokim afinitetom i ovisno o dozi za primarno ortosteri¢ko vezno mjesto na SERT-
u koje dovodi do inhibicije transporta 5-HT te s 1000 puta slabijim afinitetom za alosteri¢ko
mjesto SERT-a za koje se smatra da stabilizira i produljuje vrijeme vezanja escitaloprama na
primarnom mjestu (Slika 1.) (Kirino, 2012). Inhibicijom SERT-a povecava se koncentracija 5-
HT u sinapsi $to dovodi do pojacane serotonergicke transmisije koja se smatra odgovornom za
antidepresivno djelovanje. Modulacijom serotonina escitalopram djeluje neizravno i na druge
neurotransmiterske sustave poput dopaminskog i glutamatnog sustava. Smatra se da
escitalopram dovodi do jake inhibicije SERT-a §to omogucuje dovoljno visoke razine 5-HT-a
za desenzitizaciju 5-HT1A autoreceptora, a time i vecu ulinkovitost i brzi pocetak
neuroadaptivnog djelovanja i otpuStanje BDNF-a. Neurogeneza se znacajno povecava vec

nakon 2 tjedna terapije (Zhong i sur., 2012; Mediately, 2022).
Vortioksetin

Vortioksetin, odobren 2014. godine, spada u farmakoterapijsku skupinu psihoanaleptika te
postize svoj antidepresivni ucinak izravnom modulacijom aktivnosti serotoninskih receptora i

inhibicijom prijenosnika serotonina (SERT) (Dale i sur., 2015; Mediately, 2022).

Vortioksetin je u predklinickim ispitivanjima pokazao znacajni antidepresivni 1 anksioliticki
ucinak na animalnim modelima prisilnog testa plivanja i testa suspenzije repa kao i u testovima
drustvenih interakcija i paradigmi uvjetovanog straha (Bang-Andersen i sur., 2011), uz

povecanje kognitivnih funkcija, u¢enja i paméenja (Dale i sur., 2015; Mediately, 2022). Naime,
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vortioksetin djeluje i na kognitivne simptome uz poboljSanje dijela simptoma procesorske
memorije (Mcintyre i sur, 2013). Djelotvornost vortioksetina dokazana je i smanjenjem
simptoma bolesnika na MADRS i HAMD ljestvicama u dvostruko slijepim, placebom

kontroliranim klini¢kim studijama u trajanju od 6 i 8 tjedana (Mediately, 2022).

Pocetna doza vortioksetina je 10 mg jednom dnevno kod odraslih osoba mladih od 65 godina.
Ovisno o individualnom odgovoru bolesnika, doza se moze povecati do maksimalno 20 mg ili
smanjiti na minimalno 5 mg vortioksetina jednom dnevno. Nakon povlacenja depresivnih
simptoma preporucuje se nastavak lije¢enja u trajanju od najmanje 6 mjeseci radi konsolodacije

antidepresivnog odgovora (Mediately, 2022).

Vortioksetin je ciljano razvijan kao blokator ionskih kanala ovisnih o ligandu (5-HT3 receptor)
i prijenosnika za serotonin (SERT), te kao aktivator receptora povezanih s G proteinima (5-
HT1A receptor). Razvoj ovakvih multimodalnih lijekova (lijekovi koji djeluju na dvije mete iz

razli¢itih ciljnih skupina) omogucuje aditivne i sinergisticke u¢inke (Dale i sur., 2015).

Vortioksetin djeluje kao antagonist za serotoninske receptore 5-HT3, 5-HT7, 5-HT1D, kao
djelomic¢ni agonist receptora 5-HT1B, kao agonist receptora 5-HT1A, te inhibira SERT. Osim
djelovanja na navedene mete, vortioksetin ima i blagi u¢inak na veliki broj ostalih receptora,
ali se smatra da terapijske doze nisu dovoljno velike da bi se putem njih postigao znacajni
u¢inak. Inhibicija SERT-a vortioksetinom znacajno je manja od ostalih SSRI-a te pri
terapijskim dozama iznosi oko 40%. Unato¢ nizoj inhibiciji SERT-a vortioksetin postize
antidepresivni u¢inak preko kompleksnog uc¢inka na mnoge 5-HT receptore (Sagud i sur., 2016).
Zbog tako kompleksnog djelovanja na Ziv€ani sustav, ucinak vortiokstina je znacajno brzi od
djelovanja SSRI-a (Bang-Andersen i sur., 2011; Svob Strac i sur., 2016). Djelovanjem na
navedene 5-HT receptore i SERT, vortioksetin modulira neurotransmisiju ne samo
serotoninskog sustava, ve¢ time posredno i aktivnost noradrenalinskog, dopaminskog,
histaminskog, acetilkolinskog, GABA i glutamatnog sustava (Dale i sur., 2015; Svob Strac i
sur., 2016).

Istovremeni ucinak na SERT i na 5-HT1A receptor uzrokuje brzu desenzitizaciju
somatodendriti¢kih 5-HT1A autoreceptora uz istovremenu aktivaciju postsinaptickih 5-HT1A
heteroreceptora dovodeci do jacih antidepresivnih i anksioliti¢kih uéinaka (Bang-Andersen i
sur., 2011; Kaufman i sur., 2016). Naime, desenzitizacijom, a time i inhibicijom, presinaptic¢kih
5-HT1A receptora omogucuje se znacajno jace izluéivanje 5-HT Koje stariji antidepresivi nisu

mogli posti¢i. Antagonizam 5-HT3 receptora vortioksetinom takoder povecava izvanstani¢ne
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razine 5-HT postignute inhibicijom SERT-a i moze doprinjeti pozitivnim ucincima na
raspolozenje i kognitivne simptome kod depresivnih pacijenata (Bang-Andersen i sur., 2011;
Dale i sur., 2015). Umjeren antagonisti¢ki u¢inak vortiokstina na 5-HT1B receptore povezuje
se s ja¢im uc¢inkom serotonina kao i ostalih neurotransmitora, ali i sa smanjenim oslobadanjem
acetilkolina, dok antagonisticko djelovanje vortioksetina na 5-HT7 receptore u kombinaciji s
inhibicijom SERT-a ostvaruje antidepresivni u¢inak (Bang-Andersen i sur., 2011; Svob Strac i
sur., 2016). Zbog kompleksnog djelovanja vortioksetina koje ukljucuje inhibiciju SERT-a kao
i djelovanje na 5-HT receptore o¢ekujemo ja¢i ucinak na cirkuliraju¢i BDNF od starijih
antidepresiva. Terapija vortioksetinom znacajno poveéava koncentraciju BDNF-a u plazmi
uzrokovanu poja¢anom serotoninskom transmisijom pod utjecajem 5-HT4, 5-HT6 i 5-HT7
receptora koja dovodi do visih koncentracija BDNF mRNA i poja¢anog oslobadanja BDNF-a.
(Sagud i sur., 2016; Dvojkovic i sur., 2021) Ispitivanje vortioksetina na $takorima izlozenim
kroni¢cnom nepredvidivom umjerenom stresu potvrduje povecéanje koncentracije BDNF-a u
hipokampusu kao i prokognitivno i antidepresivno djelovanje nakon 3 tjedna terapije (Lu i sur.,
2018).

1.2. MoZdani neurotrofni ¢cimbenik (BDNF)

BDNF je mali signalni protein koji spada medu neurotrofne ¢imbenike rasta odgovorne za
diferencijaciju neurona, formaciju sinapsa, prezivljavanje, potporu i funkcionalnost neurona,
mozdanu neurotransmisiju, proliferaciju, dugoro¢nu potencijaciju i sinapti¢ki rast u sredi$njem
zivéanom sustavu. BDNF se povezuje s regulacijom neuronalne aktivnosti poput neuralne
plasti¢nosti ovisne o aktivnosti i razvojnih procesa, kao i regulacije neuralnih procesa u odrasloj
dobi (Thoenen, 1995; Tudor i sur., 2018).

Uc¢inak BDNF-a ovisi o dva razliCita receptora koji aktiviraju razlicite signalne puteve unutar
neurona. Jedan od receptora je neselektivni pan-neurotrofinski receptor p75 koji ima niski
afinitet za BDNF 1 mogu ga aktivirati svi neurotrofini. Unutarstani¢na aktivnost ovisi o
ligandima vezanim za receptor i vrsti stanice na kojoj se p75 receptor nalazi te uglavnom ima
proapoptosko djelovanje koje ukljucuje smanjenje neuralne duljine, supresiju migracije stanica,
smanjenje granjanja dendrita i nastanak dugoro¢ne depresije (LTD, engl. long-term depression).
Drugi receptor za BDNF je tropomiozin receptor kinaza B (TrkB) koji veze s visokim
afinitetom BDNF i NT4/5. TrkB receptor poti¢e prezivljavanje neurona i odgovoran je za
pravilan razvoj sredi$njeg ziv€anog sustava kod svih kraljeznjaka, a abnormalnosti u njegovoj

signalizaciji predstavljaju rizik za pojavu mnogih psihijatrijskih 1 neuroloskih bolesti.
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Djelovanje putem TrkB receptora ukljuCuje rast neurona, stimulaciju migracije stanica,
poticanje grananja dendrita i dugoro¢ne potencijacije (LTP, engl. long-term potentiation)
(Boulle i sur., 2012; Gejl i sur., 2019; Almeida i sur., 2021).

TrkB receptori se mogu nalaziti presinapicki i postsinapti¢ki ¢ime BDNF mozZe utjecati i na
oslobadanje neurotransmitera kao i na postsinapticki odgovor. BDNF svoju glavnu funkciju
ostvaruje preko TrkB receptora ¢ime se potize retrogradno povecanje koncentracije
neurotransmitora u sinapti¢koj pukotini, prvenstveno u glutamatergi¢nim neuronima (Thoenen,
1995), kao i rast i funkcionalne promjene 5-HT neurona u mozgu odraslih (Tian i sur., 2022).
TrkB receptor ima barem tri unutarstani¢ne signalne kaskade: mitogen-aktivirani protein
kinazni (MAPK, engl. mitogen-activated protein kinase ili ERK, engl. extracellular signal-
regulated kinase) put povezan s aktivacijom Ras (engl. rat sarcoma virus) proteina koji potic¢e
neuralnu diferencijaciju i rast; fosfatidilinozitol-3 kinazni put (PI13K)/povezan s AKT-mTOR
signalizacijom (AKT, engl. protein kinase B; mTOR, engl. mammalian target of rapamycin)
koji potice prezivljavanje i fosfolipaza C-gamma (PLCy, engl. phospholipase C -y) put povezan
s aktivacijom protein kinaze C koja poti¢e neuralnu plasticnost i neurotransmisiju (Boulle i

sur.,2012; Bjorkholm i Monteggia, 2016).

BDNF ima visok stupanj ekspresije u limbi¢kim strukturama i mozdanoj kori gdje igra ulogu u
LTP-u 1 neurogenezi, §to ga povezuje s procesima ucenja, nastanka memorije i regulacije
raspolozenja (Boulle i sur., 2012; Covaceuszach i sur., 2022), kao i regulacije straha i odgovora
na stres. BDNF ima modulatornu funkciju dopaminskog, serotoninskog i glutamatnog sustava
¢ime regulira sintezu, metabolizam, neuralnu aktivnost i oslobadanje neurotransmitera (Tudor
1 sur., 2018). Zbog tako Sirokog ucinka u srediSnjem Ziv€éanom sustavu, BDNF ima vrlo strogo
kontrolirane signalne puteve, te sve promjene u funkcionalnosti proteina ukazuju na moguénost

razvoja abnormalnih promjena povezanih s boles¢u (Boulle i sur., 2012).

Humani BDNF kodiran je BDNF genom koji je dugacak preko 70 kb te se nalazi na kratkom
kraku kromosoma 11 unutar regije p13-14 (Tudor i sur., 2018). BDNF gen kompleksne je
strukture s raznolikom regulacijom eksona Sto ukazuje na specifinu stani¢nu 1 mozdanu
raspodjelu. Humani BDNF gen sastoji se od jedanaest netranslatiranih eksona s devet neovisnih
promotora povezanih s kodiraju¢im eksonima ¢ime nastaju razli¢iti transkripti, a time i razlicite
varijante glasnicke RNA (mRNA, engl. messenger ribonucleic acid). Kodiraju¢i 3' ekson IX
kodira za proBDNF protein i dva poliadenilacijska mjesta odgovorna za nastanak kratke ili
duge varijante (Boulle i sur., 2012; Bjorkholm i Monteggia, 2016). Poremeéena BDNF
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signalizacija povezuje se nastankom i na¢inom progresije razli¢itih neuroloskih i psihijatrijskih

bolesti (Boulle i sur., 2012).

Humani BDNF gen je pod ekspresijskom kontrolom devet promotora koji omogucuju
alternativna spajanja transkripta (Toledo-Rodriguez i sur., 2010), §to upucuje na vremensku i
tkivnu regulaciju BDNF gena vaznu za specificnu modulaciju sinapticke plasti¢nosti i nastanka
novih veza izmedu dendrita. Regulacija znacajno ovisi 0 promotorima na BDNF genu koji
razli¢ito reagiraju na stimulanse i signale (Boulle i sur., 2012; Bjérkholm i Monteggia, 2016).
regiji koja sadrzi visoku koncentraciju CpG-a te pokazuje regulaciju preko hormona stresa i
unutar kojeg djeluju antidepresivi i inhibitori DNA metiltransferaze (Toledo-Rodriguez i sur.,
2010).

Nakon transkripcije i translacije, najprije unutar endoplazmatskog retikuluma nastaje prekursor
preproBDNF kojem se zatim uklanja signalni peptid (Yoshida i sur., 2012). Nakon uklanjanja
signalnog peptida BDNF moZemo naci u dva oblika, kao protein proBDNF koji se jaCe veze za
p75 receptor, ili kao mMBDNF (engl. mature BDNF) koji nastaje iz proBDNF-a i koji se jace
veze za TrkB (Slika 2). Naime, mBDNF nastaje iz proBDNF-a pod utjecajem unutar- i
izvanstani¢nih proteinaza kao $to su unutarstani¢ne furin/proprotein konvertaze ili pomocu
izvanstani¢nih proteaza kao $to su plazmin i matriksna metalopeptidaza-9 (MMP-9) (Boulle i
sur., 2012; Yoshida i sur., 2012). Propeptid vezan za proBDNF ima funkciju intramolekularnog
Saperona koji osigurava pravilnu konformaciju proteina u oksidativnim uvijetima
(Covaceuszach i sur., 2022). Pretvorba proBDNF-a u zreli mBDNF se uglavnom dogada

unutarstani¢no i u manjoj mjeri izvanstani¢no (Almeida i sur., 2021).

BDNF se sintetizira uglavnom u tijelu i dendritima neurona te se izlucuje i presinapticki 1
postsinaptic¢ki ovisno o signalu (Bjorkholm i Monteggia, 2016). Omjer proBDNF-a i mBDNF-
a u sinapti¢koj pukotini regulira tkivni plasminogeni aktivator koji na taj nain regulira
sinapticku plasticnost zbog suprotnih ucinaka proBDNF-a i mBDNF-a. U¢inak BDNF-a
takoder ovisi i o ekspresiji odgovarajucih receptora p75 i TrkB na neuronima (Boulle i sur.,
2012). Moguce je da depresivni pacijenti imaju selektivno smanjene koncentracije mBDNF-a
¢ime je pojacan proapoptoticki uc¢inak proBDNF-a (Bocchio-Chiavetto i sur., 2010). Oba
receptora mogu u manjoj mjeri biti aktivirani i pomoc¢u drugog oblika BDNF-a, odnosno p75
receptor se moze aktivirati i pomo¢u mBDNF-a, dok se TrkB receptor moze aktivirati i pomocu
proBDNF-a, medutim njihovi u€inci su znacajno slabiji te manje znacajni (Almeida i sur., 2021).
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BDNF se u srediS$njem ziv€anom sustavu pretezno sintetizira tijekom normalnih fizioloskih
uvjeta, pri cemu je njegova mRNA regulirana neuralnom aktivnosc¢u i hormonalnim signalima.
Suprotno tome, u perifernom ziv€éanom sustavu dolazi do sinteze BDNF-a ovisno o0 razvojnim
potrebama tkiva i senzornih organa. BDNF se izlucuje 1 konstitutivno i ovisno o aktivnosti,
odnosno pod utjecajem ziv¢anih signala. Otpusteni BDNF ima ogranicenu i specifi¢nu funkciju
kao retrogradni modulator u sinapsi te pojac¢ava spontanu sinapticku aktivnost na neuronima

koji nose Trk receptore (Thoenen, 1995).
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Slika 2. Funkcionalne uloge izoformi BDNF-a. Pretvaranje proBDNF-a u mBDNF se uglavnom
odvija unutar stanice. Obje izoforme se izlu¢uju i djeluju na p75 ili na TrkB receptore. U¢inci dva

moguca regulatorna puta su suprotni. (Preuzeto i prilagodeno iz Almeida i sur., 2021)
1.2.1. BDNF na periferiji

BDNF sintetiziraju i drugi organski sustavi i stanice poput kardiovaskularnog sustava, beta
stanica gusterace kao i adipoznog tkiva (Tudor i sur., 2018). Takoder, BDNF mozZemo naci u
krvi, gdje se konstitutivno najvise veze i skladisti u trombocitima (oko 99 %), dok se samo mala

koli¢ina BDNF-a nalazi u plazmi. S obzirom da je BDNF u sredi$njem ziv¢anom sustavu tesko
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je myjeriti, ¢esto se koriste periferni uzorci krvi. Koncentracije BDNF-a u serumu najvise su
povezane s vremenom koagulacije, dok koncentracije u plazmi najviSe ovise o strategiji
centrifugiranja i koriStenom antikoagulansu. Koncentracija BDNF-a u serumu je obi¢no visa
od one u plazmi s obzirom da tijekom procesa koagulacije trombociti otpustaju uskladisteni
BDNF, dok u plazmi nema dodatnog otpustanja BDNF-a iz trombocita. Stoga koncentracije
BDNF-a u serumu i plazmi predstavljaju dvije razli¢ite mjere BDNF-a (Gejl i sur., 2019;
Almeida i sur., 2021).

Zbog tkivno specifiéne ekspresije BDNF-a, promjene razina BDNF-a u pojedinim djelovima
mozga nisu nuzno vidljive u perifernim uzorcima krvi (Boulle i sur., 2012). Postoje naznake da
BDNF moze dvosmjerno prolaziti krvno-mozdanu barijeru pomocu aktivnog transporta s
obzirom da koncentracija BDNF-a u serumu prati razine u sredi$njem zivéanom sustavu u
Zivotinjskim modelima, iako se neka istraZivanja s time ne slazu (Bocchio-Chiavetto i sur.,
2010; Bjorkholm i Monteggia, 2016). Trombociti, koji skladiste najvise BDNF-a, ne mogu
prolaziti krvno-mozdanu barijeru $to upucuje na moguéi veci znacaj ,,slobodnog* BDNF-a u
plazmi koji bi to¢nije mogao odraZavati promjene BDNF-a u srediSnjem Ziv€anom sustavu.
Kako bi se dobila najto¢nija vrijednost BDNF-a u plazmi pojedine studije preporucaju dodatno
centrifugiranje kako bi nastala plazma siromaSna trombocitima. Apsolutne vrijednosti BDNF-
a u serumu ili u plazmi uglavnom nisu usporedive, s obzirom na veliku raznolikost protokola
koji se koriste u istrazivanjima te su jedino usporedbe relativnih razina BDNF-a prihvatljive
(Bocchio-Chiavetto i sur., 2010; Gejl i sur., 2019).

Smatra se da se koncentracije BDNF-a mijenjaju pod utjecajem stresa. Naime, smanjenje
koncentracije BDNF-a i ekspresije mMRNA BDNF-a u hipokampusu povezuje se s pojatanom
aktivacijom HPA osi u uvjetima povecanog stresa (Almeida i sur., 2021). Takoder, puSenje se
povezuje sa smanjenom koncentracijom BDNF u krvi. Taj u¢inak je najvjerovatnije posredovan
nikotinom, pod ¢ijim kroni¢nim utjecajem dolazi do smanjenja koli¢ine BDNF mRNA u mozgu.
Pusenje se povezuje s epigeneticki posredovanom smanjenom ekspresijom BDNF-a zbog
pojacane metilacije CpG otoka unutar odredenih promotora u genu BDNF (Toledo-Rodriguez
I sur., 2010). Fizicka aktivnost moze takoder znac¢ajno utjecati na koncentraciju BDNF-a u
serumu i plazmi. Naime, pokazano je da pojednici vise kardiorespiratorne sposobnosti postizu
brze oslobadanje cirkuliraju¢eg BDNF-a uslijed vjeZzbom inducirane obnove skeletnih misica.
Ove cCinjenice potrebno je uzeti u obzir kod uzimanja uzoraka krvi zbog moguceg utjecaja

fizicke aktivnosti na koncentraciju BDNF-a (Gejl i sur., 2019).
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1.3. BDNF u depresiji

Prema neurotrofnoj teoriji depresije, depresija je uzrokovana disfunkcijom neuralnih mreza pod
utjecajem stresa koji izaziva smanjenje razine neurotrofnih ¢imbenika i atrofiju limbic¢kog
sustava. Naime, post-mortem istrazivanja s ciljem proucavanja neuropatologije depresije na
uzorcima mozga uglavnom su nasla blagu atrofiju kortikalnih i hipokampalnih regija poput
smanjene veli¢ine neurona, smanjenog broja glija stanica 1 gusto¢e dendrita, te neurotrofnih
¢imbenika (Krisnan i1 Nestler, 2010), uklju¢uju¢i i BDNF (Boulle i sur., 2012). Istrazivanja na
heterozigotnim BDNF null (BDNF+/-) misevima nisu nasli utjecaj smanjenja od ~50% BDNF-
a na pojavu i simptomatologiju depresije, iako je smanjena koncentracija BDNF-a u prednjem
mozgu 1 hipokampusu bila povezala sa smanjenim ucinkom antidepresiva (Bjorkholm 1

Monteggia, 2016).

Istrazivanja na zivotinjama poput izravnih injekcija BDNF-a u srednji mozak ili hipokampus
miSeva potvrdila su antidepresivni u¢inak BDNF-a, koji se povezuje s aktivacijom mitogen
aktivirane protein kinaze kinaze (MAPKK, engl. mitogen-activated protein kinase kinase)
preko TrkB receptora koji dalje djeluje preko ERK kinaze (Bjérkholm i Monteggia, 2016;
Casarotto i sur., 2022).

SniZena koncentracija BDNF-a i smanjeno BDNF signaliziranje u depresiji vraca se na pocetne
koncentracije uslijed terapije antidepresivima (Buttenschgn i sur., 2015), iako promjene u
koncentraciji BDNF-a nisu uvijek znacajne, vjerojatno zbog varijacija u dozama antidepresiva,
duljini tretmana 1 podruc¢jima mozga koji su istrazivani (Casarotto i sur., 2022). Na zivotinjskim
modelima utvrdeno je i da konvulzivni napadaji induciraju ekspresiju BDNF mRNA u
limbickom sustavu. Takvi postupci sli¢ili su ve¢ postojecim terapijama za depresiju poput
elektrokonvulzivne terapije (ECT), za koju je naknadno otkriveno da pojacava ekspresiju

BDNF-a i TrkB receptora (Bjorkholm i Monteggia, 2016).

Navedena istraZzivanja uputila su na klju¢nu ulogu BDNF-a u patogenezi depresije, pri cemu
BDNF-om regulirana neuroplasti¢nost omogucuje reorganizaciju postoje¢ih neuralnih mreza
uz odgovarajuce aktivnosti vanjskog i unutarnjeg okruzenja koje dovode do antidepresivnog

ucinka (Bjorkholm 1 Monteggia, 2016; Casarotto i sur., 2022).

Uoceno je da i periferna koncentracija BDNF-a moZe biti smanjena u patoloskim stanjima

poput depresije, post-traumatskog stresnog poremecaja (PTSP), bipolarnog poremecaja,
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shizofrenije, Alzheimerove demencije i drugih poremecaja, kao i pod utjecajem visoke razine

stresa (Bocchio-Chiavetto i sur., 2010).

Iako postoje oprec¢ni podaci o povezanosti koncentracije perifernog BDNF-a s pojavom
depresije te s tezinom simptoma (Almeida i sur., 2021), veina istrazivanja pokazala je da je
koncentracija BDNF-a smanjena i u serumu i u plazmi depresivnih bolesnika. U uzorcima
periferne krvi uzetim post-mortem osobama oboljenih od depresije utvrdene su takoder snizene
koncentracije BDNF-a (Sagud i sur., 2016; Tian i sur., 2022). Smatra se da je periferni BDNF
uglavnom snizen tijekom akutnih depresivnih epizoda te da se vra¢a na normalne razine nakon
postizanja remisije (Almeida i sur., 2021). Meta-analizom potvrdeno je da je koncentracija
BDNF-a u serumu i plazmi znacajno manja u depresivnih ispitanika u odnosu na kontrolne
ispitanike. Takva promjena koncentracije u periferiji povezana je s promjenama BDNF sustava
u mozgu koje nalazimo u post- mortem uzorcima mozga depresivnih osoba (Bocchio-Chiavetto
i sur., 2010; Yoshida i sur., 2012; Youssef i sur., 2018) i zrtvama suicida (Boulle i sur., 2012;
Youssef i sur. 2018).

BDNF takoder predstavlja moguci biomarker u odredivanju tezine oboljenja u depresiji, s
obzirom da su pacijenti s teZim oblicima depresije pokazivali zna¢ajno manje koncentracije
BDNF-a u krvi, medutim nije bila nadena veza izmedu teZine simptoma, kvalitete Zivota 1
druStvenog funkcioniranja kod istih bolesnika (Yoshida i sur., 2012). Medutim, promjene nakon
antidepresivne terapije uocljive su u plazmi gdje dolazi do povecanja koncentracije BDNF-a,
dok takva promjena u serumu nije uocena (Sagud i sur., 2016). Nadalje, BDNF mRNA
uglavnom je sniZena u leukocitima depresivnih pacijenata te se vra¢a na normalne razine nakon
terapije antidepresivima $to upucuje na moguce epigeneticke promjene BDNF gena (Boulle i
sur., 2012). Takoder se smatra da brzodjeluju¢i antidepresivi dovode do pojacanja
autofosforilacije TrkB receptora Sto rezultira u pojacanom izlu¢ivanju BDNF-a i njegovom
boljem vezivanju za receptor $to dodatno aktivira signalne puteve TrkB receptora. Dodatni
ucinci antidepresiva ukljucuju aktivaciju fosfolipaze PLCy i ERK kinaze, koje predstavljaju

nove moguce mete u lijecenju depresije (Casarotto 1 sur., 2022).
1.3.1. Polimorfizmi gena BDNF

Proucavanjem BDNF gena otkriveno je viSe stotina polimorfizama jednog nukleotida (SNP,
engl. single nucleotide polymorphism). Ovaj rad istrazuje dva takva polimorfizma, Val66Met
(rs6265) i C270T (rs56164415) (Slika 3.) (Gene: BDNF, 2022).
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Slika 3. Polozaj istrazivanih polimorfizama unutar BDNF gena.

BDNF Val66Met polimorfizam (rs6265, G196A) jedan je od najces¢ih polimorfizama BDNF
gena, koji je visoko prevalentan u Europi i SAD-u (Almeida i sur., 2021), a kod kojeg dolazi
do nekonzervativne supstitucije valina (Val) u metionin (Met) na kodonu 66 unutar prodomene
proBDNF proteina. Ovaj SNP se povezuje s promjenama u procesuiranju, prijenosu i
unutarstanicnom skladiStenju proBDNF-a, a time i s manjim izlu¢ivanjem zrelog mBDNF-a
ovisne o aktivnosti, zbog njegove smanjene sposobnosti pakiranja iz Golgijevog aparata u
sekretorne vezikule (Tudor i sur., 2018). Uc¢inak ovog polimorfizma se moze uociti u
napravilnom savijanju proteina (Slika 4.) koje dovodi do gubitka funkcije mBDNF proteina.
Takve konformacijske promjene uocene su i u in vitro pokusima gdje je proBDNF s Val66Met
polimorfizmom imao izmijenjenu konformaciju koja se povezuje sa sSmanjenim
unutarstaniénim prijenosom i izmjenjenim ucinkom proBDNF-a na fizioloSke procese
(Covaceuszach i sur., 2022). Istrazivanja pokazuju da i nosioci samo jednog Met alela imaju
losiji prijenos BDNF-a u distalne dendrite koji dovodi do smanjenje raspodjele BDNF-a u
neuronima i u konacnici do smanjenog oslobadanja mBDNF-a ovisnog o aktivnosti. Postoji
viSe mogucih puteva koji bi mogli biti odgovorni za pojavu poremecaja koji se povezuju s ovim
polimorfizmom poput losijeg vezanja za p75 receptor, slabije funkcije sortilina, Huntingtin
vezanog proteina-1 (HAP1, engl. Huntingtin-associated protein 1) , sortilin-ovisnog Vps10p-
domena sadrzavajuceg receptora 2 (SorCS2, engl. Sortilin related VPS10 domain containing
receptor 2) kao i promijenjenog unutarstanicnog signaliziranja (Covaceuszach i sur., 2022).
Iako postoji mnogo moguéih mehanizama pomocu kojih bi BDNF Val66Met polimorfizam
mogao doprinjeti patofiziologiji depresije, dio studija ipak ne nalazi znacajnu povezanost ovog

polimorfizma s depresijom (Huuhka i sur., 2007).
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Slika 4. Zeleni model prestavlja proBDNF (divlji tip), dok ruzic¢asti model predstavlja proBDNF s

Val66Met mutacijom. Polozaj mutacija prikazan je plavim to¢akama. (Preuzeto iz Covaceuszach i
sur., 2022)

Polimorfizmi BDNF gena pokazali su kao znacajan ¢imbenici u LTP funkciji neurona u
hipokampusu homozigota i heterozigota kod kojih je koli¢ina BDNF mRNA bila smanjena do
50%, Sto dovodi do znacajnih poremecaja u srediSnjem zivéanom sustavu (Thoenen, 1995),
ukljucujuéi i depresiju (Schumacher i sur., 2005). BDNF Val66Met polimorfizam povezuje se
s kognitivnim promjenama stvaranja i uklanjanja memorije, dva procesa koja BDNF regulira u
hipokampusu (Boulle 1 sur., 2012). Kod mladih nosioca ovog polimorfizma uoceno je
volumetrijsko smanjenje hipokampusa koje se povezuje s deficitima memorije (Covaceuszach
1 sur., 2022). Takoder se povezuje s razvojem mnogih neurodegenerativnih 1 psihijatrijskih
bolesti, a posebice s stresom u mladosti koji utjeCe na razvoj depresije (Almeida i sur., 2021).
Istrazivanje Youssefa i sur. (2018) utvrdilo je da smanjena koncentracija BDNF-a u nosioca
Met alela utjece na povecan rizik suicidalnog ponasanja posebice kod depresivnh pacijenata i
kod onih koji su dozivjeli stres u ranoj mladsti. Meta-analiza pokazala je da Met alel marginalno
povecava rizik od depresije u muSkaraca, ali ne 1 kod zena. Haplotipska analiza ukazuje na
moguci utjecaj pojedinih kombinacija SNP-ova BDNF-a na patogenezu depresije. Tako na
primjer, kombinacija biljega rs988748-(GT)n-rs6265 pokazuju nominalno znacajnu povezanost
s depresijom (Schumacher i sur., 2005). Pojedine studije povezuju Met alel s boljim odgovorom

na terapiju antidepresivima (Krishnan i Nestler, 2010), iako ga druga istrazivanja povezuju sa
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smanjenim antidepresivnim odgovorom zbog slabijeg izluc¢ivanja BDNF-a kod Met/Met
homozigota (Bjorkholm i Monteggia, 2016). Pusenje se povezuje s epigenetickim promjenama
pri cemu je DNA metilacija pove¢ana na BDNF promotoru IV uzrokujué¢i smanjenu ekspresiju
BDNF-a, ali samo kod Val/Val homozigota (Toledo-Rodriguez i sur., 2010). BDNF Val66Met
polimorfizam se povezuje i1 s shizofrenijom, pri ¢emu se patoloske promjene povezuju s
poremecenim razinama DNA metilacije na CpG otocima gena BDNF u frontalnom korteksu
oboljelih od shizofrenije, pri cemu je smanjenje DNA metilacije BDNF gena primje¢eno u

frontalnom korteksu nosioca Met alela (Boulle i sur., 2012).

BDNF C270T polimorfizam (rs56164415) nalazi se u 5'-netranslatiranoj regiji BDNF gena.
Povezan je s promjenom u ekspresiji BDNF-a zbog utjecaja na promotor za koji se smatra da
veze histon H4 transkripcijski faktor (engl. histone H4 transcription factor) i ZIC3 (engl. zinc
finger of the cerebellum 3) protein $to moze dovesti do kvantitativne neravnoteze BDNF-a u
pojedinim dijelovima mozga (Xu i sur., 2017; Pivac i sur., 2022). BDNF C270T polimorfizam
nije bio znacajno povezan s depresijom (Huuhka i sur., 2007), ali je znacajno bio povezan s
neurodegenerativnim bolestima poput shizofrenije, Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti
i amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS, engl. amyotrophic lateral sclerosis) (Xu i sur., 2017).
BDNF C270T polimorfizam znacajno je povezan s pojavom Alzheimerove bolesti, ali nedostaje
povezanost polimorfizma s depresijom povezanom s Alzheimerovom bole$¢u (Borroni i sur.,
2009). Povezanost BDNF C270T polimorfizma sa shizofrenijom nadena je u dijelu istrazivanja,
ali novije meta analize ne nalaze znafajnu povezanost. Smatra se da nosioci T alela ovog
polimorfizma lakse razviju psihoti¢ne simptome (Watanabe i sur., 2013). Nadena je povezanost
boljeg odgovora pacijenata nosioca CC genotipa BDNF C270T polimorfizma s psihoti¢énim
simptomima i kasnijom pojavom depresije na ECT (Huuhka i sur., 2007). Nije utvrdena
povezanost depresije i BDNF C270T polimorfizma, kao niti povezanost pusackog statusa i
BDNF C270T polimorfizma u depresivnih ispitanika (Pivac i sur., 2022). Haplotipskom
analizom nije uocena povezanost rs56164415 1 rs6265 polimofizama zbog njihove znacajne

udaljenosti (Tudor i sur., 2018).
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2. ObrazloZenje teme

Veliki depresivni poremecaj jedna je od najzastupljenijih neuropsihijatrijskih bolesti s velikim
utjecajem na zivot pojedinca. Raznoliki simptomi od depresivnog raspolozenja do poremecaja
spavanja i ostalih smetnji dovode bolesnika do osobne i socijalne disfunkcije. lako postoje
terapije depresije, one imaju ograni¢enu ucinkovitost i potencijal razvoja nuspojava, a ¢injenica
da je veliki dio kompleksne patofiziologije bolesti nepoznanica onemogucuje razvoj
uc¢inkovitijih i sigurnijih metoda lijeenja za kojima postoji rastuca potreba (Kessler i Bromet,
2013). Istrazivanja upucuju na postojanje odredenih genetskih i okoli$nih ¢imbenika rizika za
razvoj depresije. Medu proteinima koji su nasli srediSnje mjesto u istazivanju depresije je i
BDNF sa svojim djelovanjem na neuralnu plasti¢nost. Genske varijacije kao Sto su BDNF
C270T (rs56164415) i Val66Met (rs6265) polimorfizmi koji utjeCu na ekspresiju ili
procesiranje BDNF-a predstavljaju neke od mogucih meta istrazivanja i identifikacije
pojedinaca s povecanim rizikom razvoja depresije (Krishnan i Nestler, 2010; Bjorkholm i
Monteggia, 2016). S obzirom da su smanjene koncentracije BDNF-a u odredenim mozdanim
regijama, kao 1 u krvi, utvrdene u oboljelih od depresije (Almeida i sur., 2021), BDNF
predstavlja potencijalni biomarker depresije, koji moze uputiti na moguce patoloske promjene
u mozgu povezane s razvojem depresije. Antidepresivi koji primarno sluze lijecenju depresije

djeluju putem vrlo Sirokog raspona receptora i signalnih molekula ¢ijom modulacijom postizu

imaju multimodalno djelovanje, te uz inhibiciju ponovne pohrane serotonina, djeluju i na

serotoninske receptore, ali i druge sustave, ukljucuju¢i i BDNF (Bang-Andersen i sur., 2011).

Cilj ovog rada je istraziti povezanost BDNF sustava s razvojem depresije, tezinom depresivnih

simptoma 1 u¢inkom antidepresivnih lijekova. U tu svrhu specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

1) potvrditi prijasnja otkrica o smanjenju koncentracije BDNF-a u plazmi oboljelih od
depresije te njenoj povezanosti s tezinom depresivnih simptoma

2) istraziti moguéu povezanost Val66Met i C270T polimorfizama BDNF gena sa
koncentracijom BDNF-a u plazmi, razvojem depresije i teZinom depresivnih simptoma

3) istraziti uCinak antidepresiva escitaloprama i vortioksetina na promjene koncentracija
BDNF-a u plazmi i usporediti njihovu u¢inkovitost u lijeenju depresivnih ispitanika

4) istraziti mogucu povezanost BDNF Val66Met i C270T polimorfizama i koncentracije

BDNF-a u plazmi s antidepresivnim ucinkom escitaloprama i vortioksetina.
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3. Materijali i metode

3.1. Zdravi ispitanici

Zdravi ispitanici bili su dobrovoljni darivatelji krvi koji su inicijalno testirani na dobro opce
stanje te su bez znacajne medicinske povijesti kao dio kriterija prihvatljivosti za darivanje Krvi.
Uzorke krvi zdravih kontrolnih ispitanika prikupilo je zdravstveno osoblje Hrvatskog zavoda
za transfuzijsku medicinu tijekom rutinskih postupaka darivanja krvi. Kontrolnu skupinu ¢inilo
je 120 zdravih odraslih osoba hrvatskog podrijetla, bijele rase i bez somatskih i psihickih
poremecaja. Medu ispitanicima bila su zastupljena oba spola (73 muskaraca, 47 Zena), te Siroki
raspon dobi (od 23 do 61 godine), a ispitanici nisu bili u srodstvu. Kriteriji iskljucenja bili su:
(1) koristenje bilo kakvih lijekova, (2) ovisnost o alkoholu, drugim supstancama ili njihova

zlouporaba, (3) povijest psihijatrijskih bolesti, nedavne infekcije ili upale.
3.2. Ispitanici s depresijom

Depresivne ispitanike ¢inilo je 119 ispitanika kojima je dijagnozu postavio psihijatar prema
kriterijima u sklopu sluzbenih klasifikacija MKB-10 i DSM-5. Ispitanici su bili lijeceni
stacionarno ili ambulantno u Klinici za psihijatriju Vrapce ili u Klinici za psihijatriju Klinickog
bolnickog Centra (KBC) Zagreb.

Kriteriji ukljucenja bili su: (1) dijagnoza prve depresivne epizode ili depresivne epizode u
sklopu povratnog depresivnog poremecéaja, (2) bolesnici stariji od 18 godina, (3) bolesnici koji

su najmanje mjesec dana bez terapije antidepresivima ili do sada nelije¢eni bolesnici.

Kiriteriji iskljucenja bili su: (1) prisustvo psihoti¢nih simptoma ukljucujuéi i depresivnu epizodu
S psihoticnim elementima, (2) infekcije respiratornog trakta, (3) lijeCenje triptofanom,
gospinom travom, stabilizatorima raspoloZenja, antipsihoticima, hormonskom nadomjesnom
terapijom i opioidnim analgeticima unatrag mjesec dana, svakodnevno uzimanje
benzodiazepina, a terapija fluoksetinom trebala je biti iskljuéena najmanje 6 tjedana prije
ukljucenja u studiju, (4) rezistencija na dosadasnje lijeCenje, (5) dijagnoza drugih komorbidnih
psihoti¢nih pojava, bipolarnog afektivnog poremecaja, ovisnosti o alkoholu i drogama,
opsesivno-kompulzivnog poremecaja, poremecaja hranjenja, demencije i drugih
neurodegenerativnih bolesti, teSke somatske bolesti, nedovoljno kontrolirane arterijske

hipertenzije, dijabetesa i bolesti Stitne Zlijezde, (6) psihoterapija izuzev uobicajene potpore koja
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je inace sastavni dio svakog psihijatrijskog pregleda i koji je bio jednak u obje skupine

Ispitanika.
3.3. Eticki aspekti istrazivanja

Istrazivanje je ukljucilo samo osobe koje su potpisale informirani pristanak za sudjelovanje.
Istrazivanje je u potpunosti provedeno u skladu s HelsinSkom deklaracijom te je odobreno od
strane Etickog povjerenstva KBC-a Zagreb, Hrvatskog instituta za transfuzijsku medicinu,
Etickog povjerenstva Klinike za psihijatriju Vrap¢e i Etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
3.4. Prikupljanje sociodemografskih i klinickih podataka

Svi ispitanici prosli su prije uzorkovanja krvi inicijalni razgovor kojim se utvrdila njihova
podobnost za sudjelovanje u studiji. Dobrovoljnim darivateljima krvi prikupljeni su
demografski i klini¢ki podaci: (1) spol, (2) dob i (3) navike pusenja. Osobama oboljelim od
depresije priklupljeni su podaci: (1) dob, (2) spol, (3) broj epizoda depresije, (4) broj pokusaja

suicida i (5) navike pusenja.
3.5. Procjena teZine simptoma depresije

Klini¢ka procjena teZine depresivnih simptoma odredena je koriStenjem ocjenskih ljestvica za
depresiju. Postavljanje dijagnoze kod psihickih bolesti kao §to je depresija temelji se na
klini¢koj slici te se zato, u svakodnevnom klinickom radu, koriste ocjenske ljestvice za
depresiju kojima se postiZe objektivnija procjena pishickog stanja bolesnika. Ocjenske ljestvice
mozemo podijeliti na samoocjenske upitnike gdje bolesnik sam odgovara na postavljena pitanja
vezana za svoje simptome i ocjenske ljestvice pomocu kojih psihijatar provodi intervju s
bolesnikom. Procjena teZine simptoma koju odredi psihijatar smatra se objektvnijom ocjenom
simptoma bolesti. Ljestvice koristene za procjenu simptoma depresije su Hamiltonova ocjenska
ljestvica za depresiju (HAMD-17) i Montgomery-Asbergova ocjenska ljestvica za depresiju
(MADRS).

3.6. Obrada uzoraka krvi

Uzorci krvi svih ispitanika prikupljeni su od osoba koje su bile nataste, u prijepodnevnim satima

te su uzorci bili obradeni unutar 24 sata za daljnje analize.
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3.6.1. Postupak izdvajanja plazme siromasne trombocitima iz uzoraka pune krvi

Oprema:

e Centrifuga Sorvall Legend RT (Marshall Scientific, SAD)

e BD Vacutainer® epruvete za prikupljanje krvi s antikoagulantnom otopinom limunske
kiseline, natrijeva citrata i dekstroze (ACD, engl. acid-citrate-dextrose) zapremnine 12
ml (Becton, Dickinson and Company, SAD)

e Plasti¢ne epruvete zapremnine 12 ml (Greiner Bio One, Austraija)

e Mikropipete (Eppendorf, SAD)

Postupak:

Ispitanicima je uzet uzorak krvi (8 ml) u staklene epruvete za hematoloSke analize (BD
Vacutainer®) s 2 ml konzervansa (antikoagulansa) koji sadrzi limunsku kiselinu, natrij citrat 1
dekstrozu (ACD, engl. acid citrate dextrose). Svakom ispitaniku uzorak krvi je uzet pri prvom
pregledu kada je osoba bila nataste. Uzorkovanje je napravljeno u prijepodnevnim satima
tijekom uobicajenih laboratorijskih testova, a uzorci krvi dostavljeni su i obradeni unutar 24
sata na Institutu Ruder Boskovi¢ u Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju. Serijom
centrifugiranja iz pune krvi prvo je izdvojena plazma (3 min na 1100g), a zatim iz plazme
trombociti (15 min na 5087g) kako bi se dobila plazma siromasna trombocitima. Plazma i
preostali dio krvi s leukocitima za izolaciju deoksiribonukleinske kiseline (DNA, engl.

deoxyribonucleic acid) pohranjeni su na -20°C za daljnje analize (Slika 5.).
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Slika 5. Postupak izdvajanja plazme siromasne trombocitima. (preuzeto iz Nikolac Perkovic, 2015)
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3.6.2. lzdvajanje genomske DNA iz krvi

Genomska DNA izdvojena je iz krvnih mononuklearnih stanica metodom isoljavanja (Slika 6.)
osnovanom na metodi koju je uspostavio Miller sa suradnicima (Miller i sur., 1988). Ova
metoda izolacije genomske DNA temelji se na uklanjanju proteina iz stani¢nog lizata
razgradnjom pomocu enzima proteinaze K i isoljavanjem preostalih proteina. Isoljavanje je
postupak, gdje povecanjem koncentracije soli, poveCavamo ionsku jakost otopine Cime
smanjujemo interakcije izmedu hidrofilnih aminokiselina u proteinima i vode te pove¢avamo
protein-protein interakcije koje dovode do agregacije i taloZenja proteina. Nakon izdvajanja
proteina iz vodene otopine, DNA se talozi pomocu izopropanola. DNA je dobro topljiva u
polarnim otapalima poput vode, a dodatkom slabije polarnih otapala, poput izopropanola,
smanjujemo polarne interakcije i potiCemo ionske interakcije izmedu fosfatnih skupina
molekule DNA i kationa kao §to je Na* u otopini. Nastanak novih stabilnih veza smanjuje

topljivost DNA $to dovodi do njezinog talozenja.

RCLB

krv

Liziranje
leukocita

-

TE pufer

P

/ talozenje
= proteina
il | [ neci ]
T = =P
v $

ispiranje

etanolom izopropanol | centrifugiranje I

1/

vorteks

Slika 6. Postupak izolacije DNA metodom isoljavanja. (preuzeto iz Nikolac Perkovic, 2015)

Kemikalije:

e Pufer za liziranje eritrocita (RCLB, engl. red cell lysis buffer): 10mM Tris (Trizma®
base, Sigma-Aldrich, SAD), 5 mM MgCl. (Kemika, Hrvatska), 10 mM NaCl (Kemika,

Hrvatska); pH 7,6
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e Pufer SE: 75 mM NaCl, 25mM etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA, engl.
ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma-Aldrich, SAD); pH 8

e NaCl (Kemika, Hrvatska): 5 M otopina

e Proteinaza K (TaKaRa Bio, Japan): 20 mg/ml

e Natrijev dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate) (Sigma-Aldrich, SAD):
10 %-tna otopina

e Etanol (Kemika, Hrvatska): 96 %-tna i 70 %-tna otopina

e lzopropanol (Kemika, Hrvatska)

e Pufer TE (Sigma-Aldrich, SAD): 10 mM Tris (Trizma® base, Sigma-Aldrich, SAD), 1
mM EDTA (Sigma-Aldrich, SAD); pH 7,6

Oprema:

e Valjkasta mjeSalica Tube Roller RS-TR 5/10 (PHOENIX Instruments, Njemacka)
e Vortex mjesalica (Eppendorf, SAD)

e Eppendorf mikroepruvete 1,5 ml (Eppendorf, SAD)

e Mikropipete razli¢itih volumena (Eppendorf, SAD)

e Eppendorf 5415R Microcentrifuge (Eppendorf, SAD)

e Termoblok Termomixer Compact (Eppendorf, SAD)

Postupak:

Nakon odmrzavanja, uzorci Krvi mijeSani su 20 minuta na valjkastoj mjesalici, nakon Cega je
iz svakog uzorka izdvojeno 300 ul krvi koji su prebaceni u zasebne Eppendorf mikroepruvete
od 1,5 ml. Uzorcima krvi dodano je po 900 pl RCLB-a kako bi se lizirali eritrociti. Uzorci su
dobro promjesani pomocu vorteks mjesalice i ostavljeni 10 minuta na ledu. Nakon liziranja
eritrocita uzorci su centrifugirani (13000g, 2 min, 4°C) pri ¢emu lizirani eritrociti ostaju u
supernatantu, a leukociti u talogu. Supernatat je odliven, a talog se dodatno procis¢ava
resuspendiranjem u RCLB-u (900 ul) i ponovnim centrifugiranjem (13000g, 2 min, 4°C). Talog
se ispire RCLB-om 3 do 4 puta do odgovarajuce Cistoce te se na Cisti talog dodaje 300 ul SE
pufera i 30 pl 10 %-tnog SDS-a. Uzorci se lagano promjesaju okretanjem mikroepruvete, a
zatim se svakom uzorku doda 1,5 pl proteinaze K. Uzorci se zatim inkubiraju u grijacem bloku

2 sata na 56°C $to dovodi do liziranja leukocita.

Nakon inkubacije uzorcima je dodana % volumena uzorka 5 M NaCl (=200 pl) i svaki uzorak

je promjesan na vorteks mjesalici 10 sekundi. Centrifugiranjem uzoraka (13000g, 5 min, sobna
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temperatura) genomska DNA ostaje otopljena u supernatantu, a preostali stani¢ni dijelovi budu
istaloZeni. Supernatant je prebacen u novu sterilnu Eppendorf mikroepruvetu te su mu dodana
2 volumna udjela hladnog izopropanola (=800 ul) i uzorak je lagano promjesan. Tijekom ovog
koraka dolazi do taloZenja DNA te je ona vidljiva u obliku netopivog spleta. Centrifugiranjem
2 min na 13000g, talog se spusta na dno mikroepruvete. Supernatant je odliven, a talog se
dodatno ispire dodatkom 400 pl 75 %-tnog etanola i centrifugiranjem 2 min na 13000g pri
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, supernatant je odliven, a mikroepruvete su dodatno
osusene prislanjanjem na papir i susenjem 20 minuta S otvorenim poklopcem u digestoru.
Osuseni talog se otapa u 100 pl TE pufera preko noci na sobnoj temperaturi kako bi se DNA u
potpunosti otopila. Nakon toga uzorci su pohranjeni na +4°C ili -20°C.

3.7. Genotipizacija polimorfizama BDNF gena

Ovaj rad istrazuje 2 polimorfizma gena BDNF:

e Val66Met (rs6265)
e C270T (rs56164415)

Metoda genotipizacije pomoc¢u komercijalnog kompleta tvrtke Applied Biosystems® (SAD)
temelji se na hibridizaciji fluorescentno obiljezenih oligonukleotidnih proba i njima

komplementarnih polimorfnih mjesta na genomskoj DNA (Slika 7.).
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Slika 7. Shematski prikaz metode lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR, engl.
guantitative polymerase chain reaction). (preuzeto iz Nikolac Perkovic, 2015)
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Svaka od dviju proba u reakcijskoj smjesi na 5' kraju obiljezena je fluorescentnom bojom VIC
ili FAM te se specifi¢no veze za samo jedan alel. Obije probe na 3' kraju imaju vezan uti$ivac
fluorescencije (NFQ, engl. nonfluorescent quencher). Proba se veze za komplementarni slijed
na molekuli DNA koja sluzi kao kalup u lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR, engl. polymerase
chain reaction). Utisiva¢ i boja vezane na probu nalaze se na takovoj udaljenosti koja
omogucuje utiSivacu da sprije¢i fluorescenciju boje. Tijekom lancane reakcije polimerazom
dolazi do produljavanja pocetnica vezanih na molekulu kalup DNA termostabilnom DNA
polimerazom koja istovremeno cijepa vezane probe. Razgradnjom probe, boja viSe nije pod
utjecajem utiSivaca 1 pocinje fluorescirati §to biljezimo uredajem kao signal. Signalom
odredujemo genotip odredivanjem vrste i mjerenjem jacine signala. Fluorescencija jedne boje
upucuje na prisutnost samo jednog alela odnosno homozigotnost, dok fluorescencija obje boje

upucuje na prisutnost oba alela odnosno heterozigotnost.

Uredaj biljezi pocetnu razinu fluorescencije u reakcijskoj smjesi prije pocetka reakcije
umnazanja genomske DNA, a po zavrSetku biljezi kona¢nu razinu fluorescencije. Rac¢unalni
program daje prikaz fluorescencije za svaku fluorescentnu boju u svakom uzorku, a konacan

rezultat prikazuje razinu fluorescencije za svaku boju i njihov graficki prikaz (Slika 8.).
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Slika 8. Primjer grafickog prikaza rezultata genotipizacije metodom lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (gPCR). (preuzeto iz Nikolac Perkovic, 2015)

Osi x i y nose vrijednost jacine fluorescentnog signala. Probe konstruirane za alel X obiljeZzene su
fluorescentnom bojom VIC, a za alel Y bojom FAM. Crveni krugovi oznacavaju homozigote za alel X,
plavi rombovi homozigote za alel Y, a zeleni trokuti heterozigote. Oznaka NTC (crni kvadrat) oznacuje

negativnu kontrolu bez kalupa DNA.
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Kemikalije:

e Komercijalno dostupni kompleti (Applied Biosystems®, SAD):
o TagMan® mjesavina pocetnica i proba (engl. TagMan® Pre-designed SNP
Genotyping Assay) za polimorfizam Val66Met (rs6265)
= Pristupni broj za Applied Biosystems®: C__ 11592758 10 (rs6265)
o TagMan® mjesavina pocetnica i proba (engl. TagMan® Pre-designed SNP
Genotyping Assay) za polimorfizam C270T (rs56164415)
= Pristupni broj za Applied Biosystems®: C__89097201_10 (rs56164415)
e Otopina za genotipizaciju (Applied Biosystems®, SAD): TagMan® mati¢na mjesavina
za genotipizaciju (engl. TagMan® Genotyping Master Mix)

Oprema:

e Mikropipete razli¢itih volumena (Eppendorf, SAD)
e ABI Prism7000 Real time PCR System Apparatus (Applied Biosystems®, SAD)

Postupak:

Odredivanje genotipa s obzirom na spomenute polimorfizme napravljeno je metodom PCR-a u
stvarnom vremenu (qPCR, engl. quantitative polymerase chain reaction) koristenjem
komercijalno dostupnih TagMan® mjeSavina pocetnica i1 proba (Applied Biosystems®, SAD),
koje sadrze specificne pocetnice, TagMan® sonde obiljezene fluorescentnom bojom VIC ili
FAM i reakcijski pufer. TagMan® otopina za genotipizaciju (Applied Biosystems®, SAD)
sadrzi termostabilnu DNA-polimerazu, deoksiribonukleotide i pufer koji osigurava optimalne
uvjete za aktivnost DNA-polimeraze. Reakcijska smjesa se dobiva mjeSanjem ispitivanog
uzorka, TagMan® mjeSavina pocetnica i proba i TagMan® otopina za genotipizaciju. Ukupni
volumen koriStene reakcijske smjese za genotipizaciju bio je 10 ul. Tocan sastav reakcijske
smjese i uvjeti reakcije tijekom genotipizacije prikazani su u Tablici 1. i Tablici 2.
Genotipizacija uzoraka provedena je pomocu uredaja ABI Prism7300 Real time PCR System
Apparatus (Applied Biosystems®, SAD).
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Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za genotipizaciju metodom lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (gPCR).

. .. . Pocetna Kona¢na Volumen po
Sastojak reakcijske smjese . .
koncentracija koncentracija reakciji / pl
TaqMan® mat.lcpa mjesavina za 2% 1x 5.0
genotipizaciju
TaqMan® mjeSavina pocetnica i proba 40 x 1x 0,25
Genomska DNA razrijedena u deH20 oko 1,8 ng/pL oko 0,8 ng/uL?! 4,75

1 1-20 ng genomske DNA po reakcijskoj smjesi

Tablica 2. Uvjeti reakcije za genotipizaciju metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu (qPCR).
Faze reakcije Temperatura Vrijeme
Pocetni korak 95°C 10 min
55 ciklusa
Denaturacija 92°C 15s
Vezivanje i produljivanje pocetnica 60°C 60 s

3.8. Odredivanje koncentracije BDNF-a u plazmi

Koncentracija BDNF-a u plazmi odredena je komercijalno dostupnim ELISA (engl. enzyme-
linked immunosorbent assay) kompletom tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada). Navedeni
komplet odabran je jer u literaturi (Yoshida i sur., 2012) pokazano da vrlo uspjesno detektira
mBDNF u plazmi, ali ne i proBDNF. Komplet sadrzi rekombinantni BDNF eksprimiran u Sf2/
stanicama i protutijela koja prepoznaju navedeni protein. Osjetljivost ovog ELISA kompleta,
odnosno minimalna koncentracija BDNF-a koja se moze odrediti, iznosi 20 pg/ml dok raspon
testa iznosi od 62,5 do 4000 pg/ml. Time je moguce kvantitativno odrediti BDNF u plazmi.
Princip testa temelji se na vezanju Zeljenog proteina za monoklonsko protutijelo koje je
imobilizirano na mikroplo¢ici nakon Cega se na nastali kompleks veze drugo monoklonsko
protutijelo konjugirano s enzimom (Slika 9.). Nakon serije ispiranja kojima se uklanja visak

nevezanog protutijela, dodatkom supstratne otopine dolazi do razvoja boje Ciji je intenzitet

proporcionalan koli¢ini proteina vezanog za imobilizirano protutijelo.
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Slika 9. Postupak odredivanja koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u plazmi

pomocu komercijalno dostupnog kompleta za enzimski povezanu imunoapsorpcijsku analizu.

(Preuzeto i prilagodeno od R&D Systems, Inc.) (preuzeto iz Nikolac Perkovic, 2015)

I. Vezivanje BDNF-a iz plazme na monoklonska protutijela kojima je presvucena mikroplocica; IlI.

Vezivanje protutijela s konjugiranom peroksidazom iz hrena na postoje¢i kompleks imobiliziranog

protutijela i BDNF-a; I11. Dodavanje supstrata tetrametilbenzidina (TMB) ¢ijom oksidacijom, pomocu

peroksidaze iz hrena, nastaje Zuto obojenje koje je proporcionalno koli¢ini vezanog BDNF-a iz plazme

Kemikalije:

e Komercijalno dostupan ELISA komplet tvrtke R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada) —
Quantikine® ELISA Human BDNF Imuoassay:

o

Mikroploc€ica: Polistirenska mikroplo¢ica s 96 jazica presvucenim misjim

monoklonskim protutijelom koje veze BDNF

BDNF standard: liofilizirani rekombinantni humani protein BDNF

BDNF konjugat (engl. BDNF conjugate): misje monoklonalno protutijelo koje

veze BDNF konjugirano s peroksidazom iz hrena

Razrijediva¢ kompleta RD1S (engl. assay diluent RD1S): puferirana proteinska

baza

Kalibrirajuca otopina za razrijedivanje RD6P (engl. calibration diluent RD6P):

zivotinjski serum

Pufer za ispiranje: 25x koncentriran

Reagens za obojenje A (engl. color reagent A): stabilizirani vodikov peroksid

Reagens za obojenje B (engl. color reagent B): stabilizirani kromogen

tetrametilbenzidin

Otopina za zaustavljanje reakcije (engl. stop solution): 2M sumporna kiselina



Oprema:

e Mikropipete razli¢itih volumena (Eppendorf, SAD)
e Thermolab Labsystem Multiskan EX Microplate Reader (Thermo Fischer Scientific,
SAD)

Postupak:

Koncentracija BDNF-a u plazmi odredena je komercijalno dostupnim ELISA kompletom tvrtke
R&D Systems, Inc. (SAD i Kanada) prema uputama proizvodaca. Uzorci plazme dodatno su
centrifugirani 10 minuta na 10000g (4°C) prije odredivanja koncentracije BDNF-a kako bi se
uklonili moguéi ostaci trombocita. Uzorci su, nakon centrifugiranja, razrijedeni 4 puta koriste¢i
kalibriraju¢u otopinu za razrijedivanje RD6P koja je dio ELISA kompleta. Koncentracija
BDNF-a odredivana je na mikroplocici s 96 jazica presvucenim monoklonalnim protutijelom
koje na sebe veze BDNF iz uzoraka plazme. Svakoj jazici prvo je dodano 100 pl razrijedivaca
kompleta RD1S, a zatim po 50 pl uzoraka plazme ili po 50 pl prethodno pripremljenih
razrijedenih BDNF standarda. Razrjedenja standarda pripremljena su sukladno seriji

razrijedenja danoj u Tablici 3.

Standardi 1 uzorci plazme dodani su u jaZice u duplikatima. Kao negativna kontrola u dvije
jazice dodano je 50 ul kalibriraju¢e otopine za razrijedivanje RD6P. Mikroploc€ica je zatim
prekrivena adhezivnom folijom i ostavljena 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon prve
inkubacije, svakoj jaZici dodano je 100 ul BDNF konjugata i mikroploc€ica je ostavljena 1 sat
na sobnoj temperaturi. Nakon druge inkubacije, jaZice su isprane 3 puta s po 400 ul razrijedenog
pufera za ispiranje po jaZzici te su isprane jazice dobro posusene dekantiranjem. Ispranim
jazicama dodano je 200 pl supstratne otopine koja nastaje mjeSanjem reagensa za obojenje A 1
B u jednakom omjeru. Mikroplocica se zatim ponovo inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi
u mraku. Nakon tre¢e inkubacije, jazicama dodajemo otopinu za zaustavljanje reakcije 1 unutar
30 minuta izmjerimo apsorbanciju uzoraka na ELISA ¢itacu (Thermolab Labsystem Multiskan
EX Microplate Reader, SAD) pri 450 nm, uz korekciju pri 570 nm. Koncentracija BDNF-a u
pojedinim uzorcima odredena je prema uputama proizvodaca koriste¢i poznate koncentracije

BDNF standarda.
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Tablica 3. Priprema standardnih otopina BDNF-a.

Standardni niz S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Koncentracija proteina BDNF (pg/ml) 4000 2000 1000 500 250 120 625

3.9. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada rezultata napravljena je pomocu statistiCkog programa GraphPadPrism v6.
Razina znacajnosti a postavljena je na 0,05 i svi koriSteni testovi su bili dvosmjerni. Raspodjela
katergori¢kih podataka, kao Sto su frekvencije genotipova i alela, usporedena je izmedu
pojedinih skupina Fisherovim egzaktnim testom ili y?-testom koji se takoder koristio za
provjeru odstupanja raspodjele genotipova od Hardy-Weinbergove ravnoteze. Kategoricki
podaci su usporedivani unutar kontingencijskih tabilica u kojim je prikazana apsolutna

vrijednost broja ispitanika i postotni udio u ukupnom ispitivanom uzorku.

D'Agostino & Pearson omnibus test normalnosti koriSten je za utvrdivanje normalnosti razdiobe
pojedinih kvantitativnih parametara (demografski, klinickih, laboratorijskih) Parametri koji
nemaju normalnu razdiobu prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon izmedu 25. i 75.
percentile, dok su parametri s normalnom raspodijelom prikazani kao srednja vrijednost sa

standardnom devijacijom.

Nezavisni podaci raspodijeljeni po normalnoj razdiobi usporedivani su parametrijskim
Studentovim t-testom, dok su nezavisni podaci koji nisu bili raspodijeljeni po normalnoj
razdiobi usporedivani neparametrijskim Mann-Whitney U testom ako su usporedivane dvije
skupine ili neparametrijskom Kruskal-Wallisovom ANOVA-om ako su usporedivane tri ili vise
skupina. Nakon Kruskal-Wallisove ANOVA-e, u slucaju znacajne razlike izmedu skupina,
napravljena je post-hoc analiza Dunnovim testom viSestrukih usporedba kako bi se odredila
znacajna razlika izmedu pojedinih skupina. Zavisni podaci raspodijeljeni po normalnoj razdiobi
usporedivani su parametrijskim parnim Studentovim t-testom dok su zavisni podaci koji nisu
bili raspodijeljeni po normalnoj razdiobi usporedivani neparametrijskim Wilcoxonovim testom
ako su usporedivane dvije skupine. Povezanost broja bodova na pojedinim ljestvicama i
koncentracije BDNF-a u plazmi odredena je izraCunavanjem Spearmanovog koeficijenta

korelacije (rs) koji se primjenjuje kod nenormalne razdiobe podataka.
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Demografski i klinicki podaci ispitanika

Istrazivanje je obuhvatilo 120 kontrolnih ispitanika i 119 ispitanika s depresijom.. Demografski

podaci ispitanika prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Demografski podaci svih ispitanika

Ispitanici podijeljeni prema dijagnozi

Statistika
Kontrola (N=120)  Depresija (N=119)
Muskarci 73 (60,83 %) 41 (34,45 %) P < 0,0001;
Spol N (%) 5 L
Zene 47 (39,17 %) 78 (65,55 %) Fisher's exact test
P =0,0071,;
Dob (godine) 42,00 (33,00; 50,75) 50,00 (34,00; 56,00) U =5701;
Mann-Whitney test
Pusadi 42 (35,00 %) 42 (35,29 %) P = 1,0000;
PuSenje N (%) L
Nepu$a&i 78 (65,00 %) 77 (64,71 %) Fisher's exact test

Raspodjela osoba po spolu znafajno se razlikovala izmedu kontrolne skupine i skupine
ispitanika s depresijom (P < 0,0001: Fisher's exact test). Muskarci prevladavaju u kontrolnoj
skupini, dok Zene u skupini ispitanika s depresijom. Vec¢i udio Zena u uzorku ispitanika s
depresijom ocekivan je zbog CeS¢e incidencije depresije kod zena (Kessler i Bromet, 2013).
Ogranicenje istrazivanja je nedostatak odgovarajuce sparenih uzoraka kontrolnih ispitanika i
ispitanika s depresijom zbog moguceg utjecaja spola na razvoj depresije. Izmedu skupina
postoji takoder znacajna razlika u dobi (P = 0,0071; Mann-Whitney test). Ispitanici s depresijom
su bili stariji od kontrolne skupine, no ne ocekuje se znacajni u¢inak na rezultate s obzirom da
su prijasnje studije odredile da je incidencija depresije relativno ravnomjerno raspodijeljena po
dobi (Kessler i Bromet, 2013). Raspodjela osoba prema pusackom statusu na pusace i nepusace
nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolne skupine 1 skupine ispitanika s depresijom (P =
1,0000; Fisher exact test). Ovaj rezultat je suprotan ocekivanom jer su prethodna istrazivanja
koja su usporedivala ispitanike bez psihijatrijskih poremecaja i depresivne ispitanike utvrdila
da ispitanici s depresijom imaju dvostruko vecu vjerojatnost da postanu pusaci (Pivac i sur.,

2022). Osim toga $to imaju veéi rizik da postanu pusaci, pacijenti s depresijom takoder imaju
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vecu vjerojatnost razvoja ovisnosti o nikotinu i relapsa te nize stope izlijecenja ovisnosti od

nedepresivnih pojedinaca (Pivac i sur., 2022).

Tablica 5. Klini¢ki podaci osoba oboljelih od depresije

Broj ispitanika

Prva 77 (64,71 %)
Broj epizoda

Ponavljane 42 (35,29 %)

Da 8 (6,72 %)
Pokusaj suicida Ne 110 (92,44 %)

Nepoznato 1 (0,84 %)

Vortioksetin 60 (50,42 %)
Terapija

Escitalopram 59 (49,58 %)

Broj bodova na ljestvici

Prije terapije 22,00 (19,00; 22,00)
HAMD ljestvica

Poslije terapije 9,000 (5,000; 15,00)

Prije terapije 26,00 (22,00; 30,00)
MADRS ljestvica

Poslije terapije 10,00( 5,000; 19,00)

Tablica 5 prikazuje klini¢ke podatke ispitanika s depresijom. Skupina ispitanika s depresijom
sastojala se od 77 ispitanika s prvom epizodom depresije i 42 ispitanika s ponavljanim
epizodama depresije. Studije pokazuju da je zivotna prevalencija depresije dva do tri puta veca
od dvanaestomjesecne prevalencije Sto upucuje da izmedu tre¢ine do polovine pacijenata
oboljelih od depresije ima ponavljajuce epizode depresije (Kessler i Bromet, 2013). U ovoj

studiji 35% ispitanika imalo je ponavljajuce epizode depresije, Sto odgovara ovom omjeru.

U skupini ispitanika s depresijom, 110 ispitanika nije pokuSalo pociniti suicid, dok je 8
ispitanika pokusalo pociniti suicid, a za jednog ispitanika nema podataka. Uzorak ispitanika s
depresijom sastojao sa od malog broja ispitanika koji su pokusali suicid, $to nije bilo dovoljno

za daljnu statisticku analizu.

Skupina ispitanika s depresijom lijecena je jednim od dva antidepresiva, vortioksetinom ili

escitalopramom. Skupina depresivnih bolesnika lije¢enih vortioksetinom sastojala se od 60
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ispitanika od kojih je veéina lije¢ena dozom od 10 mg. Skupina depresivnih bolesnika lijec¢enih

escitalopramom sastojala se od 59 ispitanika od kojih je vecina lije¢ena dozom od 10 mg.

Tablica 6. Povezanost broja depresivnih epizoda s tezinom klini¢kih simptoma procijenjenom HAMD

1 MADRS ljestvicama na pocetku i nakon 4 tjedna antidepresivne terapije

Ispitanici podjeljeni po broju epizoda

Prva epizoda Ponavljane Statistika
(N=T77) epizode (N = 42)
N P =0,0314;
Prije 21,00 24,00
. U =1232;
terapije  (19,00; 25,00) (19,75; 28,00) ]
HAMD Mann-Whitney test
ljestvica P = 0,3558:
Poslije 8,000 9,500
.. U = 1451;
terapije  (5,000; 14,50) (5,000; 17,00) ]
Mann-Whitney test
.. P =0,0476;
Prije 25,00 27,50
N U =1262;
terapije  (22,00; 29,50) (22,75; 34,25) )
MADRS Mann-Whitney test
ljestvica P =0,2078:
Poslije 10,00 12,50
.. U =1390;
terapije  (4,000; 18,50) (6,750; 20,00)

Mann-Whitney test

Ispitanici s ponavljanim epizodama imali su na pocetku terapije statisticki znacajno viSe
vrijednosti tezine klinickih simptoma procijenjenih HAMD ljestvicom (P = 0,0314; Mann-
Whitney test) i MADRS ljestvicom (P = 0,0476; Mann-Whitney test) od ispitanika s prvom
epizodom depresije. Tezina klinickih simptoma nakon 4 tjedna antidepresivne terapije nije se
znacajno razlikovala izmedu ispitanika s prvim ili ponavljaju¢im epizodama depresije kada je
procijenjena HAMD ljestvicom (P = 0,3558; Mann-Whitney test) i MADRS ljestvicom (P =
0,2078; Mann-Whitney test). Svi podaci su prikazani u Tablici 6. i na Slici 10. Vrijednost na
HAMD ljestvici bila je znacajno visa kod ispitanika s ponavljanim epizodama depresije Sto se
razlikuje od prijasnjih rezultata (Sun i sur., 2022), iako je navedena studija provodila ispitivanje
na zna¢ajno manjem uzorku. Broj bodova na MADRS ljestvici je takoder bio znacajno visi kod
ispitanika s ponavljanim epizodama depresije prije pocetka terapije U odnosu na ispitanike s
prvom epizodom depresije Sto odgovara podacima iz literature (Buttenschen i sur., 2015).
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Nedostatak razlike u broju bodova na HAMD i MADRS ljestvicama nakon 4 tjedna
antidepresivne terapije upucuje na jednako uspjesno lijeCenje kod obje skupine depresivnih
ispitanika neovisno o broju prijasnjih epizoda.

Pocetne vrijednosti Konaéne vrijednosti
50+ c

40 * 40-

304 30+
204

20+
10+

-10

Broj bodova na HAMD ljestvici

Broj bodova na HAMD ljestvici

60+

B
*
50-
40-
30-
20-

10+

-10

Broj bodova na MADRS ljestvici
Broj bodova na MADRS ljestvici
(=]
<o

[ Prva epizoda depresije
B Ponavljane epizode depresije

Slika 10. Graficki prikaz tezine klini¢kih simptoma procijenjene HAMD (A i C) i MADRS (B i D)
ljestvicama prije (lijevo) i nakon 4 tjedna antidepresivne terapije (desno) u ispitanika s prvom i
ponavljanim epizodama depresije
Parnim Student t testom utvrdeno je da postoji znacajna razlika u broju bodova na HAMD
ljestvici odredenih prije i nakon 4 tjedna terapije vortioksetinom (P < 0,0001; t = 12,99; df =
59). Wilcoksonovim testom je utvrdeno da postoji znacajna razlika u broju bodova na MADRS
ljestvici odredenih prije i nakon 4 tjedna terapije vortioksetinom (P < 0,0001; W = -1574).
Wilcoksonov test je utvrdio da postoji znacajna razlika u broju bodova na HAMD ljestvici (P
< 0,0001; W = -1708) i na MADRS ljestvici (P < 0,0001; W = -1647) odredenih prije i nakon
4 tjedna terapije escitalopramom. Rezultati upucuju da je escitalopram ucinkovit antidepresiv.
Vrijednosti klinicke tezine depresije odredene MADRS ljestvicom su manji za 14 bodova
nakon 4 tjedna terapije escitalopramom $to odgovara podacima prijasnjih istrazivanja. Ukupan
broj bodova na MADRS ljestvici iznosio je manje od 12 bodova §to odgovara remisiji upucujuci
da je vise od polovice pacijenata uslo u remisiju (Kirino, 2012). Svi podaci su prikazani u

Tablici 7. 1 na Slici 11.
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Tablica 7. Utjecaj antidepresivne terapije na tezinu klini¢kih simptoma procijenjenu HAMD i MADRS

ljestvicama

) ] Vrijeme odredivanja parametra
Antidepresivna

Nakon 4 tjedna Statistika

terapija Prije terapije .
terapije
Broj bodova na P <0,0001;t=12,99;
- 23,87+4,969 10,53 + 6,868 ]
HAMD ljestvici parni Student t test
Vortioksetin
Broj bodova na 27,00 11,00 P <0,0001; W = -1574;

MADRS ljestvici  (25,00; 32,75) (5,000; 17,00) Wilcoksonov test

Broj bodova na 21,00 8,000 P <0,0001; W =-1708;

HAMD ljestvici  (19,00; 24,00) (5,000; 16,00) Wilcoksonov test
Escitalopram
Broj bodova na 24,00 10,00 P <0,0001; W = -1647;

MADRS ljestvici  (21,00; 29,00) (4,000; 19,00) Wilcoksonov test

Vortioksetin Escitalopram

A C

S .. 3 Potetni broj bodova na HAMD ljestvici B .. o i
E 60 Broj bodova na HAMD ljestvici nakon % 607 3 Potetni broj bodova na HAMD ljestvici
8 50 = 4 tiedna terapije o 50 Broj bodova na HAMD ljestvici nakon
o a 4 tjedna terapije

= 404 . = 40 *

£ 304 é I 304 [

-] 1]

c 204 £ 204

w [

s 1 ; s ] ;

° °

8 o R E

T 10 &0

5] ]

B D

809 1 Pogetni broj bodova na MADRS ljestvici 809 3 Potetni broj bodova na MADRS ljestvici
704 Broj bodova na MADRS ljestvici 70 o Broj bodova na MADRS ljestvici
604 nakon 4 tjedna terapije 60 nakon 4 tjedna terapije
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Slika 11. Graficki prikaz utjecaja antidepresivne terapije na tezinu klini¢kih simptoma procijenjenih
HAMD (Ai C) i MADRS (B i D) ljestvicama (lijevo vortioksetin, desno escitalopram)
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Neovisno o lijeku kori§tenom u terapiji obje skupine pacijenata sa depresijom su imale znacajno

smanjenje depresivnih simptoma, odnosno broja bodova na HAMD i MADRS ljestvicama.
4.2. Koncentracija BDNF-a u plazmi

Svim ispitanicima odredena je koncentracija BDNF-a u plazmi primjenom ELISA metode.
Tijekom sakupljanja uzoraka koristene su epruvete s ACD antikoagulansom zbog prijasnjih
dokaza da heparin moze utjecati na izmjerenu koncentraciju BDNF-a u plazmi. Uvjeti
centrifugiranja isto mogu znacajno utjecati na koncentraciju BDNF-a u plazmi zbog razlicitih
koncentracija zaostalih trombocita te je zato provedeno dodatno centrifugiranje kako bi se

dobila plazma siroma$na trombocitima (Bocchio-Chiavetto i sur., 2010; Gejl i sur., 2019).

Koncentracije BDNF-a u plazmi ispitanika prikazane su u Tablici 8. Utvrdeno je da postoji
znacajna razlika izmedu skupina (P < 0,0001; Mann-Whitney test), odnosno utvrdena je
znacajno manja koncentracija BDNF-a u plazmi kod depresivnih ispitanika u odnosu na

kontrolnu skupinu, $to je u skladu s prijasnjim istrazivanjima (Sagud i sur., 2016).

Tablica 8. Koncentracija BDNF-a u plazmi svih ispitanika

Ispitanici podijeljeni prema dijagnozi

Statistika
Kontrola (N=120) Depresija (N=119)
Koncentracija 0,5950 0,3400 P < 0,0001;
BDNF-a u plazmi U =3811;
(pg/ml) (0,4500; 0,9250) (0,2200; 0,5500) Mann-Whitney test

57 3 Kontrola
44 E Depresija

d

u plazmi (pg/ml)

N s

Koncentracija BDNF

Slika 12. Graficki prikaz koncentracije BDNF-a u plazmi ispitanika
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Korelacija broja bodova na HAMD ljestvici s koncentracijom BDNF-a u plazmi svih
depresivnih ispitanika nije nadena (r = 0,1635; p = 0,0756; Spearmanova korelacija), kao niti
korelacija broja bodova na MADRS ljestvici s koncentracijom BDNF-a u plazmi svih

depresivnih ispitanika (r = 0,1233; p =0,1817; Spearmanova korelacija).

Nedostatak korelacije upucuje da ne postoji povezanost tezine simptoma depresije i
koncentracije BDNF-a u plazmi. Literatura daje oprec¢ne rezultate o korelaciji koncentracije
BDNF-a u krvi 1 simptoma depresije, gdje dio istrazivanja nalazi korelaciju broja bodova
HAMD ljestvice i koncentracije BDNF-a u serumu (Shimizu i sur., 2003), dok dio studija nije
utvrdilo korelaciju izmedu broja bodova HAMD ljestvice i koncentracije BDNF-a u plazmi
(Sagud i sur., 2016), kao niti izmedu broja bodova MADRS ljestvice i koncentracije BDNF-a

u serumu (Buttenschen i sur., 2015).

Koncentracija BDNF-a u plazmi prije i nakon 4 tjedna antidepresivne terapije prikazana je u
Tablici 9.

Tablica 9. Povezanost broja depresivnih epizoda s koncentracijom BDNF-a u plazmi na po¢etku i nakon

4 tjedna antidepresivne terapije

Ispitanici podjeljeni po broju

epizoda
Statistika
Prva epizoda Ponavljane
(N=77) epizode (N = 42)
P =0,2013;
Brie t N 0,3270 0,3995 U = 1387
rije terapije = ;
BDNF Jeerapt (0,2075: 0,4910)  (0,2160; 0,7330) _
u plazmi P =0,1787;
N N 0,3660 0,4300
(pg/ml) Poslije terapije U = 1375;

(0,2085; 0,5725) (0,1965; 0,8900) )
Mann-Whitney test

Pocetna (P = 0,2013; Mann-Whitney test) i kona¢na (nakon 4 tjedna antidepresivne terapije) (P
=0,1781; Mann-Whitney test) koncentracija BDNF-a u plazmi ne razlikuju se zna¢ajno izmedu
skupina ispitanika s prvom epizodom depresije i ponavljanim epizodama depresije. Ponavljane
epizode povezuju se s pojavom jacih kognitivnih deficita kao Sto je smanjena funkcija
deklarativne memorije, koja je surogat biljeg hipokampalne funkcije, te se smanjuje otprilike

2-3 % nakon svake depresivne epizode, sve do Cetiri depresivne epizode (Mclintyre i sur., 2013).
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Najveci pad u volumenu hipokampusa najcesce je za vrijeme prve depresivne epizode, a nakon
postizanja remisije najznacajniji ¢imbenik u smanjenju hipokampalne funkcije je trajanje
zadnje depresivne epizode. (Mcintyre i sur., 2013) Rezultati naseg istrazivanja ne ukazuju na
statistiCko smanjenje koncentracije BDNF-a u plazmi kod pacijenata s ponavljanim epizodama
depresije u odnosu na ispitanike s prvom depresivnom epizodom. Periferni BDNF ima
kompleksnu regulaciju tako da je moguce da periferne vrijednosti BDNF-a ne odrazavaju
precizno koncentraciju u hipokampusu pacijenta. Nedostatak razlike u koncentraciji BDNF-a u
plazmi izmedu ispitanika s prvom epizodom i ponavljanim epizodama prije pocetka terapije i

nakon 4 tjedna odgovara podacima iz prijasnjih studija (Sagud i sur., 2016).

Tablica 10. Utjecaj antidepresivne terapije na koncentraciju BDNF-a u plazmi

) ) Vrijeme odredivanja parametra
Antidepresivna

Nakon 4 tjedna Statistika

terapija Prije terapije .
terapije

Koncentracija
Vortioksetin  BDNF-au
plazmi (pg/ml)

0,3690 0,4525 P =0,0174; W = 642,0;
(0,2065; 0,5808) (0,2250; 0,8268) Wilcoksonov test

Koncentracija
0,3410 0,3310 P =0,4785; W = -190,0;

Escitalopram BDNF-au i
(0,2180; 0,5000) (0,1920; 0,5870) Wilcoksonov test

plazmi (pg/ml)

Utjecaj antidepresivne terapije vortoksetinom i escitalopramom na koncentraciju BDNF-a u
plazmi prije i nakon 4 tjedna terapije prikazan je u Tablici 10 i na slici 13. Wilcoksonov test
utvrdio je da postoji znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi odredene prije 1 nakon
4 tjedna terapije vortioksetinom (P = 0,0174; W = 642,0). Ispitanici su imali znacajno vecu
koncentraciju BDNF-a u plazmi nakon 4 tjedna terapije s vortioksetinom u odnosu na
koncentraciju BDNF-a u plazmi prije pocetka terapije. Ovaj rezultat odgovara prijasnjim
istrazivanjima koji su nasli znacajno vise vrijednosti BDNF-a u krvi nakon terapije
vortioksetinom (Sagud i sur., 2016). Wilcoksonovim testom je utvrdeno da ne postoji znacajna
razlika i u koncentraciji BDNF-a u plazmi odredenih prije i nakon 4 tjedna terapije
escitalopramom (P = 0,4785; W =-190,0). Rezultati upuéuju da escitalopram nije imao znacajni
ucinak na koncentraciju BDNF-a u plazmi. Dio prethodnih istrazivanja uocio je pad

koncentracije BDNF-a u serumu nakon terapije antidepresivima iako je vecina studija nasla
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povecéanje koncentracije BDNF-a nakon terapije (Buttenschgn i sur., 2015). Neka od prijasnjih
istrazivanja Cak su pokazala da kroni¢na terapija escitalopramom dovodi do smanjenja razina
BDNF-a u prefrontalnom korteksu i znacajno smanjuje BDNF signalizaciju nakon 3 tjedna
terapije (Zhong i sur., 2012). Dobiveni rezultati u naSem istrazivanju upucuju na nedostatak
ucinka escitaloprama na koncentraciju BDNF-a u plazmi. Terapija voritoksetinom je znac¢ajno
povisila koncentraciju BDNF-a u plazmi, dok escitalopram nije doveo do promjena u
koncentraciji BDNF-a u plazmi. Promjene u vrijednostima koncentracije BDNF-a u krvi nakon
antidepresivne terapije su nekonzistentne u prethodnim studijama (Buttenschegn i sur., 2015) te

povezanost depresije i koncentracije BDNF-a u serumu ili plazmi zahtijeva daljnja istrazivanja.

Vortioksetin Escitalopram
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Slika 13. Graficki prikaz utjecaja antidepresivne terapije na koncentraciju BDNF-a u plazmi (A)

vortioksetin (B) escitalopram.

4.3. BDNF Val66Met polimorfizam

Ucestalost genotipova BDNF Val66Met polimorfizma (Tablica 11.) u skladu je s Hardy-
Weinbergovom ravnotezom (HWE, engl. Hardy-Weinberg equilibrium) i u kontrolnoj skupini

I u skupini ispitanika s depresijom.

Tablica 11. Dobivene i o¢ekivane frekvencije za genotipove BDNF Val66Met polimorfizma

Genotipovi BDNF
Val66Met SNP-a

AA AG GG Statistika

Dobiveno 7 (5,83 %) 32 (26,67 %) 81 (67,50 %) P=0,1267:
Kontrola )
Ocekivano 4,4 (3,67 %) 37,2(31,00%) 78,4(6533%) X -test

Dobiveno 4 (3,36 %) 30 (25,21 %) 85 (71,43 %) P =0,5091:
Depresija ,
Ocekivano 3,0 (2,52 %) 31,9 (26,81 %) 84 (70,59 %) X -test
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Frekvencije manje ucestalog alela za u kontrolnoj skupini i skupini ispitanika s depresijom bile

su malo vise od ocekivanih 20%, ali nije utvrdeno znacajno odstupanje od HWE (Tudor i sur.,

2018). Raspodjela genotipova BDNF Val66Met polimorfizma zna¢ajno se ne razlikuje (P =

0,6142; ¥>-test) izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika s depresijom (Tablica 12. i Slika

14). Raspodjela pojedinih alela BDNF Val66Met polimorfizma takoder znacajno se ne razlikuje

(P =0,4007; Fisher's exact test) izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika s depresijom.

Tablica 12. Brojnost i u¢estalost genotipova i alela BDNF Val66Met polimorfizma u skupini kontrolnih

ispitanika i ispitanika s depresijom

BDNF
Genotipovi Aleli

Val66Met SNP
N (%) AA AG GG A G
Kontrola

7 (5,83 %) 32 (26,67 %) 81(67,50%) |46 (19,17%) 194 (80,83 %)
(N =120)
Depresija

4 (3,36 %) 30 (25,21 %) 85(71,43%) | 38(15,97 %) 200 (84,03 %)
(N =119)

o x2 = 0,9749; df = 2; P = 0,6142; P =0,4007;

Statistika

y2-test

Fisher's exact test

Tablica 13. Brojnost i ucestalost homozigotnih nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela G i

homozigotnih nosioca genotipa GG u odnosu na nosioce alela A za BDNF Val66Met polimorfizam u

kontrolnoj skupini i skupini ispitanika s depresijom

BDNF
Nosioci Nosioci

Val66Met SNP
N (%) AA G GG A
Kontrola

7 (5,83 %) 113 (94,17 %) 81 (67,50 %) 39 (32,50 %)
(N =120)
Depresija

4 (3,36 %) 115 (96,64 %) 85 (71,43 %) 34 (28,57 %)
(N =119)
Statistika P =0,5391; Fisher's exact test P =0,5748; Fisher's exact test
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Usporedba homozigotnog nosioca genotipa AA i nosioca alela G (P = 0,5391; Fisher's exact
test) i homozigotnog nosioca genotipa GG i nosioca alela A (P = 0,5748; Fisher's exact test)
BDNF Val66Met polimorfizma nije pokazala znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i
skupine ispitanika s depresijom (Tablica 13. i Slika 14.). Ispitanici s depresijom i kontrolni
ispitanici su imali priblizno jednak odnos homozigotnih genotipova i suprotnog alela Sto

potvrduje da su varijante ovog polimorfizma jednako raspodijeljene medu ispitanicima.

A B
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40 100
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1201 1001
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Slika 14. Raspodjela genotipova (A) i alela (B), nosioca genotipa AA naspram alela G (C) i nosioca
genotipa GG naspram alela A (D) za BDNF Val66Met polimorfizam u skupini kontrolnih ispitanika i
ispitanika s depresijom
Koncentracija BDNF-a u plazmi za svaki genotip BDNF Val66Met polimorfizma u kontrolnoj
skupini prikazana je u Tablici 14. i na Slici 15. Statisticka obrada podataka pokazala je da BDNF
Val66Met polimorfizam utje¢e na koncentraciju BDNF-a u plazmi u kontrolnoj skupini s
obzirom da je nadena razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi izmedu razli¢itih genotipova (P
= 0,0127; Kruskal-Wallis test). Post-hoc analizom pomocu Dunn-ovog testa utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi izmedu genotipova AG 1 GG (P =
0,0116). Koncentracija BDNF-a u plazmi u kontrolnoj skupini se znacajno razlikovala izmedu
dva genotipa BDNF Val66Met polimorfizma zbog znacajno vise koncentracije BDNF-a u
plazmi kod ispitanika s GG genotipom nego kod ispitanika s AG genotipom. Smanjena
koncentracija BDNF-a u plazmi je ocekivana kod nosioca AG genotipa zbog nastanka
heterodimera proBDNF-a koji se teze izlucuje (Covaceuszach i sur., 2022). Nedostatak razlike
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izmedu genotipova AA i1 GG upucuje na potencijalno kompleksnu regulaciju koncentracije
BDNF-a u krvi. Takoder zbog malog broja nosioca genotipa AA moguce je da ucinak genotipa
nije uocen.

Tablica 14. Povezanost genotipova BDNF Val66Met polimorfizma i koncentracije BDNF-a u plazmi
ispitanika kontrolne skupine

Genotipovi o
AG GG Statistika
BDNF Val66Met
Koncentracija P =0,0127;
~0,6500 0,4900 0,6900 )
BDNF-a u plazmi Kruskal-Wallis
(0,5500; 0,8500)  (0,3000; 0,6075)  (0,4850; 1,020)
(pg/ml) test

Nadalje u kontrolnoj skupini utvrdena je statisticki znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u
plazmi izmedu nosioca alela A i nosioca homozigotnog genotipa GG BDNF Val66Met
polimorfizma (P = 0,0128; U =1137; Mann-Whitney U test), ali nije nadena statisti¢ki znacajna
razlika izmedu nosioca alela G 1 nosioca homozigotnog genotipa AA (P = 0,5513; U = 341,0;
Mann-Whitney U test) Sto je prikazano u Tablici 15. i Slici 15. Rezultati upucuju na povezanost
A alela BDNF Val66Met polimorfizma i koncentracije BDNF-a u plazmi kontrolnih ispitanika.

Tablica 15. Koncentracija BDNF-a u plazmi u nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela G i
nosioca genotipa GG u odnosu na nosioce alela A za BDNF Val66Met polimorfizam u kontrolnoj

skupini ispitanika

BDNF Val66Met o L.
Nosioci Nosioci
SNP
AA G GG A
Koncentracija
0,6500 0,5800 0,6900 0,5100

BDNF-a u plazmi

(0,5500; 0,8500)
(pg/ml)

(0,4350; 0,9350) | (0,4850; 1,020)  (0,3700; 0,6900)

Statistika

P =0,5513; U = 341, P =0,0128; U = 1137;

Mann-Whitney U test

Mann-Whitney U test
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Slika 15. Graficki prikaz koncentracija BDNF-a u plazmi u kontrolnih ispitanika nosioca razli¢itih
genotipova (A) i nosioca homozigotnih genotipa naspram nosioca suprotnog alela (B i C) za BDNF

Val66Met polimorfizam

Statisticki znacajna razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi izmedu nosioca genotipova AG i
GG, kao i visa koncentracija BDNF-a u plazmi kod nosioca genotipa GG u odnosu na nosioce
alela A u kontrolnoj skupini upucuje na moguéi utjecaj Met varijante BDNF Val66Met
polimorfizma na koncentraciju BDNF-a u plazmi. Pokazano je da nosioci Met alela imaju
smanjenu koli¢cinu BDNF-a u srediSnjem ziv€anom sustavu §to se povezuje s povecanim

rizikom od depresije (Youssef i sur., 2018).

Koncentracije BDNF-a u plazmi i broj bodova na HAMD i MADRS ljestvicama u skupini
depresivnih bolesnika za svaki genotip BDNF Val66Met polimorfizma prikazani su u Tablici
16. Statistickom obradom podataka nije utvrdena znacajna nadena razlika u koncentraciji
BDNF-a u plazmi izmedu depresivnih nosioca razli¢itih genotipova (P = 0,1121; Kruskal-
Wallis test). Takoder nije nadena razlika u broju HAMD bodova izmedu nosioca razlicitih
genotipova BDNF Val66Met polimorfizma depresivnih ispitanika prije (P = 0,2820; Kruskal-
Wallis test) i 4 tjedna nakon antidepresivne terapije (P = 0,3906; Kruskal-Wallis test). Nadalje
nije nadena razlika u broju MADRS bodova izmedu nosioca razli¢itih genotipova BDNF
Val66Met polimorfizma u depresivnih ispitanika prije (P = 0,1679; Kruskal-Wallis test) i 4
tjedna nakon antidepresivne terapije (P = 0,3642; Kruskal-Wallis test).
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Nije uocena znacajna povezanost izmedu BDNF Val66Met polimorfizma i koncentracije

BDNF-a u plazmi, te broja bodova na HAMD i MADRS ljestvicama prije i nakon 4 tjedna

antidepresivne terapije u ispitanika sa depresijom. To je u skladu s prethodno primje¢enim

nedostatkom povezanosti broja bodova na MADRS ljestvici i koncentracije BDNF-a u serumu

s genotipom BDNF Val66Met polimorfizma (Buttenschgn i sur., 2015).

Tablica 16. Koncentracija BDNF-a u plazmi i broj bodova na HAMD i MADRS ljestvicama prije i 4

tjedna nakon antidepresivne terapije u depresivnih nosioca razli¢itih genotipova BDNF Val66Met

polimorfizma
Genotipovi
BDNF Val66Met AA AG GG Statistika
SNP-a
Koncentracija
. P=0,1121;
BDNF-a u plazmi  0,3500 0,3050 0,4000 )
B Kruskal-Wallis
(pg/ml) prije (0,0950; 0,6650)  (0,1425; 0,4325)  (0,2250; 0,6300) et
es
terapije
Koncentracija
. P =0,7108;
BDNF-a u plazmi  0,3365 0,3770 0,3910 )
Kruskal-Wallis
(pg/ml) nakon 4 (0,1403; 0,4885)  (0,2728; 0,5900)  (0,2055; 0,7870) et
es
tjedna terapije
Broj bodova na P =0,2820;
27150 20,00 22,00 )
HAMD ljestvici Kruskal-Wallis
N N (21,00; 29,50) (19,00; 25,00) (19,00; 25,00)
prije terapije test
Broj bodova na P =0,3906;
14,50 9,000 9,000 )
HAMD nakon 4 Kruskal-Wallis
) B (10,25; 15,00) (5,750; 15,25) (5,000; 14,50)
tjedna terapije test
Broj bodova na P=0,1679;
3350 24,00 26,00 )
MADRS ljestvici Kruskal-Wallis
B B (27,75; 34,75) (22,00; 30,00) (21,50; 30,00)
prije terapije test
Broj bodova na P =0,3642;
17,00 10,00 10,00 )
MADRS nakon 4 Kruskal-Wallis
) 3 (11,00; 24,50) (6,750; 17,25) (4,00; 19,50)
tjedna terapije test
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Statistickom obradom podataka nisu utvrdene znacajne razlike u koncentraciji BDNF-a u

plazmi izmedu nosioca alela G i genotipa AA BDNF Val66Met polimorfizma (P = 0,7677; U

= 209,0; Mann-Whitney U test), ali je nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu depresivnih
nosioca alela A i genotipa GG (P = 0,0383; U = 1094; Mann-Whitney U test). Statistickom

obradom podataka pokazalo se da BDNF Val66Met polimorfizam nije povezan sa brojem

bodova HAMD i MADRS ljestvice prije i 4 tjedna nakon antidepresivne terapije. Usporedbe

nosioca pojedinih alela i odgovarajucih genotipova BDNF Val66Met polimorfizma prikazane

su u Tablicama 17.i 18.

Tablica 17. Koncentracija BDNF-a u plazmi i broj bodova na HAMD i MADRS ljestvicama prije i 4

tjedna nakon antidepresivne terapije u nosioca genotipa AA u odnosu na nosioce alela G za BDNF

Val66Met polimorfizam u skupini ispitanika s depresijom

BDNF Val66Met o . -
Nosioci AA Nosioci G Statistika
SNP
Koncentracija BDNF-a
o - 0,3500 0,3400 P =0,7677; U = 209,0;
u plazmi prije terapije )
(0,0950; 0,6650) (0,2200; 0,5500) Mann-Whitney U test
(pg/ml)
Koncentracija BDNF-a
) 0,3365 0,3880 P =0,4376; U = 175,5;
u plazmi nakon 4 ]
) y (0,1403; 0,4885) (0,2100; 0,7190) Mann-Whitney U test
tjedna terapije (pg/ml)
Broj bodova na
o 27,50 22,00 P =0,1679; U = 135,0;
HAMD ljestvici prije .
N (21,00; 29,50) (19,00; 25;00) Mann-Whitney U test
terapije
Broj bodova na
o 14,50 9,000 P =0,2004; U = 141,5;
HAMD ljestvici nakon .
) N (10,25; 15,00) (5,000; 15,00) Mann-Whitney U test
4 tjedna terapije
Broj bodova na
. 3350 26,00 P =0,0676; U = 106,5;
MADRS ljestvici prije ]
B (27,75; 34,75) (22,00; 30,00) Mann-Whitney U test
terapije
Broj bodova na
o 17,00 10,00 P =0,1656; U = 134,5;
MADRS ljestvici ]
(11,00; 24,50) (5,000; 18,00) Mann-Whitney U test

nakon 4 tjedna terapije
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Jedina utvrdena razlika u skupini ispitanika s depresijom je u koncentraciji BDNF-a u plazmi

kada se usporeduju nosioci alela A i genotipa GG BDNF Val66Met polimorfizma (Slika 16).

Ocekuje se najveca razlika izmedu tih dviju skupina zbog u¢inka A alela na prijenos i otpustanje

BDNF-a (Covaceuszach 1 sur., 2022). Sve ostale razlike izmedu nosioca homozigitnih

genotipova i nosioca alela BDNF Val66Met polimorfizma nisu bile statisti¢ki znacajne.

Tablica 18. Koncentracija BDNF-a u plazmi i broj bodova na HAMD i MADRS ljestvicima prije i 4

tjedna nakon antidepresivne terapije u genotipa GG u odnosu na nosioce alela A za BDNF Val66Met

polimorfizam u skupini ispitanika s depresijom

BDNF Val66Met o o o
Nosioci GG Nosioci A Statistika
SNP
Koncentracija BDNF-a
0,4000 0,3050 P =0,0383; U =1094;

u plazmi prije terapije

(pg/ml)

(0,2250; 0,6300)

(0,1425; 0,4325)

Mann-Whitney U test

Koncentracija BDNF-a
u plazmi nakon 4

tjedna terapije (pg/ml)

0,3910
(0,2055; 0,7870)

0,3770
(0,2550; 0,5728)

P =0,6765; U = 1374;
Mann-Whitney U test

Broj bodova na
HAMD ljestvici prije
terapije

22,00
(19,00; 25,00)

21,00
(19,00; 27,00)

P =0,7678; U = 1395;
Mann-Whitney U test

Broj bodova na
HAMD ljestvici nakon
4 tjedna terapije

9,000
(5,000; 14,50)

9,000
(6,000; 15,00)

P =0,4376; U = 1313;
Mann-Whitney U test

Broj bodova na
MADRS ljestvici prije

terapije

26,00
(21,50; 30,00)

25,50
(22,00; 31,25)

P=0,9474; U = 1434;
Mann-Whitney U test

Broj bodova na
MADRS ljetvici nakon
4 tjedna terapije

10,00
(4,00; 19,50)

10,00
(7,000; 18,25)

P =0,5586; U = 1345;
Mann-Whitney U test
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Slika 16. Graficki prikaz koncentracije BDNF-a u plazmi prije (A) i 4 tjedna nakon (B) antidepresivne

terapije u depresivnih nosioca genotipa GG i nosioca alela A BDNF Val66Met polimorfizma

4.4. BDNF C270T polimorfizam

Ucestalost genotipova BDNF C270T polimorfizma (Tablica 19.) u skladu je s HWE i u
kontrolnoj skupini i u ispitanika s depresijom. Frekvencije manje ucestalog alela za BDNF
C270T polimorfizam u kontrolnoj skupini 1 skupini ispitanika sa depresijom bile su vise od

oc¢ekivanih 6%, ali ali nije utvrdeno statisticki znac¢ajno odstupanje od HWE (Tudor i sur., 2018).

Tablica 19. Dobivene i o¢ekivane frekvencije za genotipove BDNF C270T polimorfizma

Genotipovi
CC CT TT Statistika

BDNF C270T SNP-a

Dobiveno 104 (86,67 %) 15 (12,5 %) 1 (0,83 %) P = 0,5810:
Kontrola ,
Ocekivano ~ 103,6 (86,33 %) 15,8 (13,17 %) 0,6 (0,50 %) x"-test

Dobiveno 103 (88,03%) 14 (11,97 %) 0 (0,00 %) P = 0,4912:
Depresija ,
Ocekivano ~ 103,4 (88,38 %) 13,2(11,28%) 0,4 (0,34 %) X -test

Ucestalost opazenih genotipova i alela BDNF C270T polimorfizma u kontrolnoj skupini i
skupini ispitanika s depresijom prikazana je u Tablici 20. i na Slici 17. Raspodjela genotipova
BDNF C270T polimorfizma zna¢ajno se ne razlikuje (P = 0,6061; y?-test) izmedu kontrolne
skupine i skupine ispitanika s depresijom. Raspodjela pojedinih alela BDNF C270T
polimorfizma takoder se znafajno ne razlikuje (P = 0,7715; Fisher's exact test) izmedu

kontrolne skupine i skupine ispitanika s depresijom.
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Tablica 20. Brojnost i ucestalost genotipova i alela BDNF C270T polimorfizma u skupini kontrolnih

ispitanika i ispitanika s depresijom

BDNF o )
Genotipovi Aleli
C270T SNP
N (%) CcC CT TT C T
Kontrola
104 (86,67%) 15 (12,50%) 1 (0,83%) 223 (92,92%) 17 (7,08%)
(N =120)
Depresija
103 (88,03%) 14 (11,97%) 0 (0%) 220 (94,02%) 14 (5,98%)
(N=117)
o ¥? =1,001; df = 2; P = 0,6061; P =0,7115;
Statistika

y2-test

Fisher's exact test

Usporedba homozigotnih nosioca genotipa CC i nosioca alela T (P = 0,8459; Fisher's exact test)

I homozigotnih nosioca genotipa TT i nosioca alela C (P = 1,0000; Fisher's exact test) BDNF

C270T polimorfizma nije pokazala znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine

isptanika s depresijom (Tablica 21. i Slika 17.) Niti jedan ispitanik s depresijom nije imao

genotip TT za BDNF C270T polimorfizam. Ovakvi rezultati su Cesti kod rijetkih genotipova te

povecavaju rizik od nastanka analitiCkih pogreSaka 1 smanjuju znacajnost rezultata

(Schumacher i sur., 2005). Daljnja istrazivanja ovog polimorfizma zahtijevaju veée uzorke.

Tablica 21. Brojnost i u¢estalost nosioca genotipa CC u odnosu na nosioca alela T i nosioca genotipa

TT u odnosu na nosioce alela C za BDNF C270T polimorfizam u kontrolnoj skupini i skupini ispitanika

s depresijom

BDNF C270T o o
Nosioci Nosioci

SNP
N (%) CC T TT C
Kontrola

104 (86,67%) 16 (13,33%) 1 (0,83%) 119 (99,17%)
(N =120)
Depresija

103 (88,03%) 14 (11,97%) 0 (0%) 117 (100%)
(N=117)
Statistika P =0,8459; Fisher's exact test P =1,0000; Fisher's exact test
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Slika 17. Raspodjela genotipova (A) i alela (B), nosioca genotipa CC naspram nosioca alela T (C) i
nosioca genotipa TT naspram nosioca alela G (D) za BDNF C270T polimorfizam u skupini kontrolnih
ispitanika i ispitanika s depresijom
Koncentracije BDNF-a u plazmi za svaki genotip BDNF C270T polimorfizma u kontrolnoj
skupini prikazane su u Tablici 22. Statistickom obradom podataka pokazalo se da BDNF C270T
polimorfizam ne utjece na koncentraciju BDNF-a u plazmi u kontrolnoj skupini s obzirom da
nije nadena razlika u koncentraciji BDNF-a u plazmi izmedu nosioca razli¢itih genotipova

BDNF C270T polimorfizma (P = 0,0773; Kruskal-Wallis test).

Tablica 22. Povezanost razli¢itih genotipova BDNF C270T polimorfizma sa koncentracijom BDNF-a

u plazmi kontrolnih ispitanika

Genotipovi

BDNF C270T CcC CT TT Statistika

SNP-a

Koncentracija P =0,0773;
~0,5850 (0,4550; 0,6200 (0,3600; )

BDNF-a u plazmi 1,790* Kruskal-Wallis

0,8950) 1,060)
(pg/ml) test

* jedina vrijednost
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Kao sto je prikazano u Tablici 23, statisticka obrada podataka pokazala je da se nosioci alela T
I homozigotnog genotipa CC BDNF C270T polimorfizma ne razlikuju u koncentraciji BDNF-
a u plazmi (P = 0,8289; U = 803,5; Mann-Whitney U test). Nije bilo moguée odrediti razlike u
koncentraciji BDNF-a u plazmi izmedu nosioca genotipa TT i nosioca alela C, jer je samo jedan

ispitanik bio TT homozigot.

Tablica 23. Koncentracija BDNF-a u plazmi nosioca genotipa CC u odnosu na nosioce alela T i nosioca

genotipa TT u odnosu na nosioce alela C za BDNF C270T polimorfizam u kontrolnoj skupini

BDNF C270T o o
Nosioci Nosioci

SNP

CcC T TT C
Koncentracija

) 0,5850 (0,4550; 0,6750 (0,3700; 0,5900 (0,4500;

BDNF-a u plazmi 1,790*

0,8950) 1,075) 0,9100)
(pg/ml)

o P =0,8289; U = 803,5; Mann-

Statistika ] N/A

Whitney U test

* jedina vrijednost

Sve usporedbe podataka za BDNF C270T polimorfizam u skupini depresivnih ispitanika su bile
usporedbe nosioca alela T 1 genotipa CC. Statistickom obradom podataka pokazalo se da BDNF
C270T polimorfizam u depresivnih ispitanika nije povezan sa koncentracijom BDNF-a u
plazmi (P = 0,0737; U = 508,0; Mann-Whitney U test), brojem bodova ha HAMD ljestvici prije
(P = 0,6451; U = 665,5; Mann-Whitney U test) i 4 tjedna nakon antidepresivne terapije (P =
0,4204; U = 576,5; Mann-Whitney U test), te brojem bodova na MADRS ljestvici prije (P =
0,9254; U = 709,5; Mann-Whitney U test) i 4 tjedna nakon antidepresivne terapije (P = 0,5643;
U =651,5; Mann-Whitney U test). Nedostatak TT homozigota u skupini depresivnih bolesnika
dopusta samo usporedbu nosioca alela T i nosioca homozigotnog genotipa CC §to predstavlja
ograni¢enje istrazivanja, te upucuje na nuznost koriStenja vecih uzoraka u buducim
istraZivanjima.

Razlike u koncentraciji BDNF-a u plazmi i broju bodova na HAMD i MADRS ljestvicima prije
14 tjedna nakon antidepresivne terapije izmedu depresivnih nosioca genotipa CC i nosioca alela
T za BDNF C270T polimorfizam prikazane su u Tablici 24.
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Tablica 24. Razlike u koncentraciji BDNF-a u plazmi i broju bodova na HAMD i MADRS ljestvicima
prije i 4 tjedna nakon antidepresivne terapije izmedu depresivnih nosioca genotipa CC i nosioca alela T
za BDNF C270T polimorfizam

BDNF C270T SNP Nosioci CC Nosioci T Statistika
Koncentracija BDNF-a
o . 0,3200 0,4800 P =0,0737; U =508,0;
u plazmi prije terapije )
(0,2000; 0,5000) (0,3150; 0,7375) Mann-Whitney U test
(pg/ml)
Koncentracija BDNF-a
) 0,3370 0,4520 P =0,1389; U = 544,0;
u plazmi nakon 4 ]
) B (0,1980; 0,6160) (0,2940; 0,8188) Mann-Whitney U test
tjedna terapije (pg/ml)
Broj bodova na
o 22,00 22,50 P =0,6451; U = 665,5;
HAMD ljestvici prije .
o (19,00; 25,00) (19,75; 25,00) Mann-Whitney U test
terapijel
Broj bodova na
o 9,000 10,00 P =0,4204; U = 576,5;
HAMD ljestvici nakon i
) B (5,000; 15,00) (6,000; 17,00) Mann-Whitney U test
4 tjedna terapije
Broj bodova na
. 26,00 27,00 P =0,9254; U = 709,5;
MADRS ljestvici prije ]
B (22,00; 30,00) (21,75; 29,25) Mann-Whitney U test
terapije
Broj bodova na
10,00 11,50 P =0,5643; U = 651,5;
MADRS nakon 4 ]
(5,000; 17,00) (4,500; 23,25) Mann-Whitney U test

tjedna terapije
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5. Zakljudci

Istrazivanje je potvrdilo hipotezu prema kojoj oboljeli od depresije imaju znacajno nize
koncentracije BDNF-a u plazmi u usporedbi s kontrolnom skupinom, $to upucuje na BDNF kao
potencijalni biomarker depresije. Ispitanici s ponavljanim epizodama depresije imali su tezu
klinicku sliku procijenjenu HAMD 1 MADRS ljestvicama od ispitanika s prvom epizodom
depresije, iako nije postojala razlika u koncentraciji BDNF-a izmedu ovih dviju skupina. Nakon
4 tjedna antidepresivne terapije razlika u tezini klinicke slike viSe nije postojala Sto pokazuje
ucinkovitost terapije neovisno o broju ponovljenih epizoda depresije. Povezanost izmedu broja
bodova na HAMD i MADRS ljestvicama s koncentracijom BDNF-a u plazmi depresivnih
ispitanika nije uocena, Sto je u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja i upucuje da

koncentracija BDNF-a u plazmi nije u¢inkovita za pra¢enje tezine depresivnih simptoma.

Antidepresivi vortioksetin i1 escitalopram, pokazali su podjednaku ucinkovitost u lijecenju
depresije, $to je vidljivo u smanjenju broja bodova na HAMD i MADRS ljestvicama nakon 4
tjedna terapije. Za razliku od escitaloprama, vortioksetin je povisio koncentraciju BDNF-a u
plazmi depresivnih ispitanika, Sto upucuje na jedinstven multimodalni mehanizam djelovanja
vortioksetina. lako BDNF u plazmi nije potencijalni biljeg ranog antidepresivnog odgovora

nakon 4 tjedna, mogao bi biti povezan s kasnijim antidepresivnim u¢incima vortioksetina.

Raspodjela genotipova, alela i nosioca za BDNF Val66Met i C270T polimorfizme nije se
znacajno razlikovala izmedu ispitanika s depresijom i kontrolnih ispitanika, upucujuci da ovi
polimorfizmi nisu ¢imbenici rizika za razvoj depresije. Vise bazalne koncentracije BDNF-a u
plazmi utvrdene su u nosioca GG genotipa u usporedi s nosiocima alela A BDNF Val66Met

polimorfizma, upuc¢ujuci da ovaj polimorfizam utjece na koncentraciju BDNF-a u plazmi.

No, BDNF Val66Met polimorfizam nije bio povezan s tezinom simptoma depresije, kao ni s
koncentracijom BDNF-a u plazmi u ispitanika s depresijom nakon 4 tjedna antidepresivne
terapije, upucujuci da nije povezan s tezinom bolesti i odgovorom na terapiju. Nije utvrdena
niti povezanost BDNF C270T polimorfizma s koncentracijom BDNF-a u plazmi, teZinom

bolesti i odgovorom na terapiju, pri ¢emu je nedostatak TT genotipa ogranicio istrazivanje.

Utvrdeno smanjenje koncentracije BDNF-a u plazmi depresivnih pacijenata, kao i njen porast
nakon 4 tjedna terapije vortioksetinom upucuju na BDNF kao potencijalni periferni biomarker
depresije i mogucu terapijsku metu u lijecenju ove slozene bolesti. Medutim, potrebna su daljna

istrazivanja BDNF-a na vec¢em broju ispitanika, kao i nakon dugotrajne antidepresivne terapije.
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6. Popis kratica, oznaka i simbola

5-HT — 5-hidroksitriptamin, serotonin

AKT — engl. protein kinase B

ALS — Amiotrofi¢na lateralna skleroza (engl. amyotrophic lateral sclerosis)

BDNF — Mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. brain-derived neurotrophic factor)

CPRS —engl. Comprehensive Psychopathological Rating Scale

DALY — Godine zivota prilagodene na nesposobnost (engl. disability-adjusted life years)
DNA — Deoksiribonukleinska kiselina

DSM-5 — Dijagnosticki 1 statisticki pririnik za mentalne poremecaje, peto izdanje (engl.

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition)
ECT - Elektrokonvulzivna terapija (engl. electroconvulsive therapy)
EDTA - Etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA — Enzimski povezana imunoapsorpcijska analiza (engl. enzyme-linked immunosorbent

assay)

ERK —engl. extracellular signal-regulated kinase

FGF — Cimbenika rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)

GABA — Gamma-aminomasla¢na kiselina (engl. gamma-amino butyric acid)
GNB3 — Gvanin nukleotid-vezajuci protein-3

GRM7 — metabotropni glutamatni receptor-7

GWAS — Genomske asocijacijske studije (engl. genome-wide association study)
HAMD — Hamiltonova ocjenska ljestvica za depresiju (engl. Hamilton Depression Rating Scale)
HAP1 — Huntingtin vezani protein-1 (engl. huntingtin-associated protein 1)
HPA — Hipotalamus-hipofiza os (engl. hypothalamus-pituitary axis)

HWE — Hardy-Weinbergova ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg equilibrium)

kb — Kilobaza

LTD — Dugoro¢na depresija (engl. long-term depression)
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LTP — Dugoroc¢na potencijacija (engl. long-term potentiation)

MADRS — Montgomery-Asbergova ljestvica za depresiju (engl. Montgomery-Asberg

Depression Rating Scale)
MAOI — Inhibitori monoamin oksidaze (engl. monoamine oxidase inhibitors)
MAPK — Mitogen-aktivirana protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)

MAPKK — Mitogen aktivirane protein kinaza kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase

kinase)

mBDNF — Zreli BDNF (engl. mature BDNF)

MDD - Veliki depresivni poremecaj (engl. major depressive disorder)

MDE — Depresivna epizoda (engl. major depressive episode)

MKB-10 — 10. revizija Medunarodne klasfikacije bolesti i srodnih zdravstvenih problema
MMA — Multimodalni antidepresivi (engl. multimodal agent)

MMP-9 — Matriksna metalopeptidaza-9

MRNA — Glasnicka RNA (engl. messenger ribonucleic acid)

MTHFR — Metilen tetrahidrofolat reduktaza

mTOR — engl. mammalian target of rapamycin

NaSSA — Noradrenalinski i specifi¢ni serotonergicki antidepresivi (engl. noradrenaline and
specific serotonergic antidepressants)

NDRI — Inhibitori ponovne pohrane noradrenalina i dopamina (engl. norepinephrine and

dopamine reuptake inhibitors)

NFQ — Utisiva¢ fluorescencije (engl. nonfluorescent quencher)

NGF - Neuralni faktor rasta (engl. nerve growth factor)

NT — Neurotrofin

PCR — Lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
PLCy — Fosfolipaza C-gamma (engl. phospholipase C -y)

PTSP — Posttraumatski stresni poremecaj
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gPCR — PCR u stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase chain reaction)
Ras — engl. rat sarcoma virus

RCLB — Pufer za liziranje eritrocita (engl. red cell lysis buffer)

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SARI — Antagonisti 5-HT2 receptora i inhibitori ponovne pohrane serotonina (engl. serotonin
antagonist and reuptake inhibitors)

SDS — Natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
SERT — Serotoninski prijenosnik (transporter)
SNP — Polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

SNRI — Inhibitori ponovne pohrane serotonina i noradrenalina (engl. serotonin and

norepinephrine reuptake inhibitors)

SorCS2 — Sortilin-ovisni Vps10p-domena sadrzavajué receptor 2 (engl. Sortilin related VPS10
domain containing receptor 2)

SSRI — Selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (engl. selective serotonin reuptake
inhibitors)

TCA — Tricikli¢ki antidepresivi (engl. tricyclic antidepressants)

TrkB — Tropomiozin receptor kinaza B (engl. tropomyosin receptor kinase B)

VEGF — Vaskularnog endotelialnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
VGF — Vaskularnog faktora rasta (engl. vascular growth factor)

ZIC3 —engl. zinc finger of the cerebellum 3
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8. Sazetak

Veliki depresivni poremecaj Cest je psihijatrijski poremecaj, no njegova kompleksna
patofiziologija i velika heterogenost predstavljaju zapreku u utvrdivanju ¢imbenika rizika i
razvoju boljih terapijskih pristupa. Farmakoloska terapija depresije zasniva se velikim dijelom
na primjeni antidepresiva. Escitalopram djeluje kao inhibitor ponovne pohrane serotonina, dok
vortioksetin pripada multimodalnim lijekovima koji uz inhibiciju SERT-a djeluje i na druge
mete, poput 5-HT receptora.

Prema neurotrofinskoj teoriji, manjak BDNF-a, koji je bitan za neuralnu plasti¢nost u pojedinim
mozdanim regijama, igra kljucnu ulogu u nastanku depresije i odraZzava se takoder i u uzorcima
krvi. U BDNF genu nalazi se viSe polimorfizama, ukljucujuéi Val66Met i C270T polimorfizam,
koji se povezuju s promjenama u ekspresiji i procesuiranju BDNF-a, kao i s razvojem razli¢itih
psihijatrijskih bolesti, ukljucujucéi 1 depresiju.

Cilj ovog rada bio je istraziti povezanost koncentracije BDNF-a u plazmi, te BDNF Val66Met
i C270T polimorfizama s razvojem depresije, tezinom depresivnih simptoma i uc¢inkom

antidepresivnih lijekova.

Istrazivanje je potvrdilo sniZzenu koncentraciju BDNF-a u plazmi depresivnih bolesnika.
Ispitanici s ponavljanim epizodama depresije imali su tezu klini¢ku sliku od ispitanika sa prvom
epizodom depresije, no ona se nije znacajno razlikovala nakon 4 tjedna antidepresivne terapije.
I vortioksetin 1 escitalopram, pokazali su se kao u€inkoviti antidepresivni lijekovi, ali je samo
vortioksetin povisio koncentraciju BDNF-a u plazmi. BDNF Val66Met polimorfizam, za
razliku od C270T polimorfizma, utjecao je na bazalnu koncentraciju BDNF-a u plazmi, ali niti
jedan nije bio povezan sa razvojem depresije, tezinom simptoma i odgovorom na terapiju.
Potrebna su daljna istrazivanja BDNF-a na ve¢em broju ispitanika, kao 1 nakon dugotrajne

antidepresivne terapije.
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Summary

Major depressive disorder is a common psychiatric disorder; however its complex
pathophysiology and large heterogeneity, hinder the determination of risk factors and
development of better therapeutic approaches. Pharmacological therapy of depression is largely
based on the use of antidepressants. Escitalopram functions as a selective serotonin reuptake
inhibitor, while vortioxetine belongs to a new group of multimodal drugs, which, besides SERT

inhibition, affects other targets, including 5-HT receptors.

According to the neurotrophin theory, lack of BDNF, which is essential for brain neural
plasticity, plays a key role in development of depression and is reflected in blood samples.
Several BDNF gene polymorphisms, including Val66Met and C270T, are associated with
changes in BDNF expression and processing, and development of various psychiatric diseases,

including depression.

We aimed to investigate the association of BDNF plasma concentrations, BDNF Val66Met and
C270T polymorphisms with the development of depression, severity of depressive symptoms
and effect of antidepressant drugs.

Findings confirmed decreased plasma BDNF concentration in depressed patients. Subjects with
repeated depression episodes had more severe clinical picture than patients with a first
depression episode, but it was not significantly different after 4 weeks of antidepressant therapy.
Both vortioxetine and escitalopram proved to be effective antidepressant drugs, but only
vortioxetine increased BDNF plasma concentration. BDNF Val66Met polymorphism, in
contrast to C270T polymorphism, affected basal plasma BDNF concentration, but none of them
was associated with development of depression, severity of symptoms, and therapy response.
Further BDNF studies are needed using larger number of participants, as well as long-term

antidepressant therapy.
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9. Prilozi

Prilog 1. Hamiltonova ocjenska ljestvica za depresiju (HAM-D-17) (Mimica i sur., 2004)

1. Depresivno raspoloZenje (tuga, beznadnost,
bespomoénost, bezvrijednost)

0 — Nije prisutno

1 — Ovakvo emocionalno dozivljavanje iskazano je
samo na izravni upit

2 — Govorno izrazava i bez upita

3 — Emocionalno dozivljavanje iskazuje neverbalno
tj. zaklju¢uje se iz ponasanja, izrazom lica, drzanjem
tijela, glasom i sklonos¢u placu

4 — Bolesnik gotovo isklju¢ivo govori o tome u

svojoj spontanoj  verbalnoj i  neverbalnoj
komunikaciji

2. Osjeéaj krivnje

0 — Nije prisutan

1 — Samopredbacivanje, osje¢a da je iznevjerio
okolinu

2 — Osjecaj krivnje ili stalno razmisljanje o proteklim
greSkama i propustima

3 — Sadasnju bolest smatra kaznom. Sumanutosti
krivnje

4 — Cuje optuzivake ili prijeteée glasove i/ili
prisutnost vidnih halucinacija prijete¢eg sadrzaja

3. Samoubilacki porivi (suicid)

0 — Nisu prisutni

1 — Osje¢aj da zivot nema vrijednosti, da nije
vrijedan Zivljenja

2 — Zelja za smréu ili bilo koje misli o moguéoj smrti
3 — Samoubilacke misli ili geste

4 — Pokusaj suicida

4. Smetnje ushivanja
0 — Bez teskoca kod uspavljivanja

1 — Zali se na povremene teskoce kod uspavljivanja
koje traju dulje od pola sata

2 — Zali se na svakodnevne teskoée kod
uspavljivanja

5. Smetnje spavanja (prosnivanja)
0 — Nisu prisutne
1 — Bolesnik se zali na nemir i isprekidan san

2 —Budenje tijekom no¢i — svako ustajanje iz kreveta
dobiva ocjenu 2 (osim u svrhu mokrenja)

6. Jutarnje smetnje spavanja
0 — Nema teskoca
1 — Budi se rano ujutro, ali ponovo zaspi

2 — Ne moze ponovo zaspati ako rano ustane iz
kreveta (budi se rano bez ponovog usnivanja)

7. Rad i aktivnosti
0 — Nema teSkoca

1 — Osjeca se nesposobnim, umornim ili slabim kod
radnih i slobodnih aktivnosti

2 — Gubitak zanimanja za rad i aktivnost — bilo da je
izravno iskazano od strane pacijenta, ili indirektno u
nedostatku agilnosti, u neodlu¢nosti i kolebljivosti
(osjecaj da se mora prisiljavati na rad ili aktivnost)

3 — Skracéenje vremena potroSenog na aktivnosti ili
smanjenje produktivnosti. U bolnici: ocjena 3 je za
slucaj kada bolesnik nije u stanju provoditi najmanje
tri sata na dan u aktivnostima (bolni¢ka zanimanja ili
slobodne aktivnosti i hobiji) izuze duznosti na odjelu

4 — Prestanak rada zbog sadasnje bolesti. U bolnici:
ocjena 4 je ako se bolesnik ne ukljucuje ni u kakve
aktivnosti osim svojih duZnosti na odjelu, ili ako
bolesnik ne ispunjava duznosti na odjelu bez pomoci

8. Usporenost (psihomotorna inhibicija)
Pitanja nisu potrebna: ocjene su rezultat promatranja

(Usporenost misli i govora; smetnje u sposobnosti
koncentracije; smanjena motoricka aktivnost)

0 — Uredan govor i misljenje

1 — Blaga usporenost kod pregleda (razgovora)
2 — Ocita usporenost kod pregleda (razgovora)
3 — Pregled/razgovor izrazito otezan

4 — Stupor
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9. Agitacija

0 — Nije prisutna

1 — Uznemirenost

2 — Igra se rukama, kosom i sli¢no

3 — Krece se unakolo, ne moze mirno sjediti

4 — Lomi ruke, grize nokte, Cupa kosu, grize usnice

10. Anksioznost — psihi¢ka (psihicki strah)
0 — Nije prisutna

1 — Unutarnja napetost i razdrazljivost

2 — Zabrinutost oko sitnica

3 — Izraz ustrasenosti u govoru i licu

4 — Izrazava strah i bez upita

11. Anksioznost — somatska (tjelesni strah)

(Fizioloske popratne pojave anksioznosti, kao §to su:
gastrointestinalne: suha usta, flatulencija, probavne
smetnje, proljev, gréevi, eruktacija;
kardiovaskularne:  lupanje  srca, glavobolje;
raspiratorne: hiperventilacija, uzdisanje; urinarne:
¢eSce mokrenj; znojenje)

0 — Nije prisutna

1 - Neznatna
2 —Umjerena
3 - Jaka

4 — Onesposobljuje bolesnika

12. Gastrointestinalni simptomi
0 — Nisu prisutni
1 — Nedostatak apetita, ali jede bez nagovaranja

2 — Jede samo uz nagovaranje i nudenje

13. Opéi tjelesni simptomi
0 — Nisu prisutni

1 — Osjecaj tezine ili boli u udovima, ledima, glavi.
Gubitak tjelesne snage i lako zamaranje

2 — Svaki od gornjih simptoma ako je jako izrazen

14. Genitalni simptomi

(kao $to je gubitak libida, menstrualni poremecaji)
0 — Nisu prisutni

1 — Umjereni

2 — Jako izrazeni

15. Hipohondrijski simptomi

0 — Nisu prisutni

1 — Pojacano tjelesno samopromatranje

2 — Zabrinutost za svoje zdravlje

3 — Ceste prituzbe na smetnje, trazenje pomo¢i itd.

4 — Hipohondrijske sumanutosti

16. Gubitak tjelesne teZine

(Osoblje gubitak tezine biljezi redovito kod tjednog
mjerenja promjena u tjelesnoj tezini)

0 — Manje od pola kilograma gubitak tjelesne tezine
u jednom tjednu

1 — Vise od pola kilograma, ali manje od kilograma
gubitak tjelesne tezine u tjedan dana

2 — Vise od kilograma tjelesne tezine izgubljeno
tijekom tjedan dana

17. Uvid u bolest
0 — Uvida (potvrduje) da je depresivan i bolestan

1-Uvida bolest, ali je pripisuje losoj prehrani, klimi,
prenapornome radu, infekciji, potrebi za odmorom
itd.

2 — Potpuno negira bolest

HAM-D-17 ukupni rezultat:
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Prilog 2. Montgomery-Asbergova ljestvica za depresiju (MADRS) (Mimica i sur., 2004)

1. Uocljiva Zalost

Predstavlja zalost, malodusnost i o¢aj (izrazenije od
uobicajenog prolaznog loseg raspolozenja) §to se
odrazava u govoru, izrazu lica i drzanju tijela.
Ocijeniti prema tezini i1 nesposobnosti da se
raspolozi.

0 — Odsutnost Zalosti

1

2 — Izgleda malodusno, ali se raspolozi bez teskoca
3

4 — Izgleda zalosno i nesretno glavninu vremena

5

6 — Izgleda mizerno c¢itavo vrijeme. Ekstremno
ocajan

2. Iskazana Zalost

Predstavlja iskazanu zalost bez obzira na to odrazava
li se ona na izgled ili ne. Ukljucuje malodusnost i
osjecaj bespomocnosti i beznadnosti. Ocijeniti
prema intenzitetu, trajanju i prema tome u kolikoj je
mjeri iskazano da dogadaji mogu utjecati na
raspoloZenje.

0 — Povremena zalost ovisna o okolnostima
1
2 — Tuzan, ali se raspolozi bez teskocéa

3

4 — Sveobuhvatan osjeéaj Zalosti ili potiStenosti.
Raspolozenje se jos uvijek mijenja pod utjecajem
izvanjskih okolnosti.

5

6 — Kontinuirana ili nepromijenjiva tuga, mizernost
i ocaj.

3. Unutras$nja napetost (anksioznost)

Predstavlja  osjeCaje  nejasne  nelagodnosti,
razdrazljivosti, unutraSnjeg nemira, dusSevne
napetosti koja se razvija u pani¢ni strah ili tjeskobu.
Ocijeniti prema intenzitetu, ucestalosti, trajanju,
potrebnom stupnju tjeSenja da bi doslo do smirenja.

0 — Miran. Samo prolazna unutra$nja napetost

1

2 — Povremena razdrazljivost i nejasna nelagoda

3

4 — Kontinuiran osje¢aj unutra$nje napetosti ili
intermitentne (povremeno popustajuce) panike koju
bolesnik moZze kontrolirati samo uz veci napor

5

6 — Strah i tjeskoba koji ne popustaju. Preplavljujuca
panika

4. Smetnje spavanja

Predstavljaju skraceno trajanje ili dubinu spavanja u
usporedbi s bolesnikovim normalnim ritmom kada je
dobro.

0 — Spava kao i obi¢no
1

2 — Blage teskoce kod usnivanja ili malo skraceno,
plitko ili isprekidano spavanje

3

4 — Spavanje skraceno ili isprekidano za najmanje 2
sata

5

6 — Manje od dva ili tri sata spavanja

5. Smanjeni apetit

Predstavlja osjeCaj gubitka apetita u usporedbi sa
stanjem kada je bolesnik dobro. Ocijeniti prema
gubitku zelje za hranom ili prema potrebi za
prisiljavanjem samog sebe na jelo.

0 — Normalan ili pojacani apetit

1

2 — Neznatno smanjen apetit

3

4 — Bez apetita. Hrana je bez okusa
5

6 — Potrebna prisila na hranu, odbija hranu
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6. Teskoce koncentracije

Predstavlja raspon od tesko¢a sabiranja misli do
onesposobljavajuceg gubitka koncentracije.
Ocijeniti prema intenzitetu, ucestalosti i stupnju
nastale onesposobljenosti.

0 — Bez teskoca koncentracije

1

2 — Povremene teskoce sabiranja misli
3

4 — Teskoc¢e u koncentraciji i zadrzavanju misli Sto
samnjuje sposobnosti Citanja ili konverzacije

5

6 — Nesposobnost Citanja ili razgovaranja bez velikih
teSkoca

7. Umor (malaksalost, tromost)

Predstavlja poteSskocu zapocinanja svakodnevne
aktivnosti ili usporenosti kod njihova izvodenja

0 — Teskoée u pocinjanju aktivnosti gotovo da ne
postoje. Nema usporenosti

1
2 — Teskoce u pocinjanju aktivnosti
3

4 — Tesko¢e u pocinjanju jednostavnih rutinskih
aktivnosti, koje izvodi uz napor

5

6 — Potpuna malaksalost. Nesposobnost da se bilo $to
ucini bez pomo¢i

8. Nemogucnost emocionalnog doZivljavanja

Predstavlja subjektivno iskustvo smanjenog interesa
za okolinu ili aktivnosti koje obi¢no pruzaju uzitak.
Smanjena je sposobnost odgovarajuceg
emocionalnog reagiranja prema okolnostima ili
ljudima.

0 — Normalno zanimanje za okolinu i ljude
1

2 — Smanjena sposobnost uzivanja u uobicajenim
interesima

3

4 — Gubitak zanimanja za okolinu. Gubitak
zanimanja za prijatelje i znanace

5

6 — Osjecaj emocionalne paralize. Nesposobnost
osjecaja ljutnje, boli ili uzitka i potpuni ili ¢ak bolni
nedostatak emocija prema blizoj rodbini ili
prijateljima

9. Pesimisticke misli

Predstavlja misli o krivnji, inferiornosti, griznji
savjesti, greSnosti, kajanju i propasti.

0 — Bez pesimistickih misli

1

2 — Povremeno ideje 0 neuspjehu, griznji savjesti i
samooptuzivanju

3

4 — Kontinuirano samooptuzivanje ili definitivne, ali
jos uvijek racionalne, ideje o krivnji ili grijehu. Sve
izraZenije pesimisticko gledanje na buduc¢nost

5

6 — Sumanute misli propasti, kajanja ili
nepopravljivog grijeha. Apsurdno i nepokolebljivo
samooptuzivanje

10. Suicidalne misli

Predstavljaju osjecaj da Zivot nije vrijedan Zivljenja,
da bi prirodna smrt dobro dosla, suicidalne misli i
pripreme za suicid. Pokusaji suicida sami po sebi ne
trebaju utjecati na ocjene.

0 — Uziva zivot ili ga uzima kakav jest

1

2 — Umoran od Zivota. Prolazne misli o suicidu
3

4 — Bolje bi bilo biti mrtav. Suicidalne misli su Ceste,
a suicid se smatra mogucéim rjeSenjem, ali uz
odsutnost odredenih planova ili namjera.

5

6 — Eksplicitni planovi za suicid ako se pruzi
mogucnost. Aktivne priprama za suicid

Ukupni MADRS rezultat:
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