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1. WPROWADZENIE

Zaburzenia afektywne (zaburzenia depresyjne nawracajgce [major depressive disorder
— MDD] oraz choroba afektywna dwubiegunowa [bipolar disorder — BD]) wigzg si¢
Z wystepowaniem u pacjentdow znacznego stopnia niepelnosprawnosci, zmniejszonej
produktywnosci 1 jakos$ci zycia, znacznymi wskaznikami wspdtchorobowosci, zwiekszong
umieralno$cig oraz istotnym klinicznie ryzykiem popetienia samobdjstwa [1-10]. Stanowia
one ciagle rosngcy 1 niezmiernie istotny problem kliniczny 1 ekonomiczny we wspotczesnym
Swiecie [12-14]. Szacuje si¢, ze rozpowszechnienie BD wynosi 0,4-1,5% i zalezy od
przyjetych kryteriow diagnostycznych oraz zastosowanych narzedzi diagnostycznych,
natomiast MDD ok. 10%, cho¢ niektorzy autorzy podajg wieksze wartosci [15]. Przebieg

zar6wno BD jak i MDD ma charakter chroniczny, epizodyczny i nawracajacy [15].

1.1. Markery w chorobach afektywnych

Od wielu lat celem prowadzonych badaniach neuropsychiatrycznych jest znalezienie
specyficznych i czutych biomarkeréw, ktére moglyby poshuizy¢ do stworzenia nowej
klasyfikacji chorob psychicznych [16]. Poznanie takich czynnikow umozliwiloby
uporzadkowanie etiologii zaburzen psychicznych, stawianie prawidlowych rozpoznan, ocene
przebiegu danego zaburzenia jak i dostosowanie prowadzonego leczenia [16]. W obecnie
dostepnych klasyfikacjach — DSM-5 czy ICD-10 — granice miedzy niektérymi chorobami,
np. chorobami afektywnymi, sg niejasne gtownie z powodu objawowego klasyfikowania tych
zaburzen, co stanowi istotny problem diagnostyczny i kliniczny [16,17]. Pomimo tego, ze
choroby afektywne sg istotnym problem klinicznym 1 wiele pracy wlozono, aby pozna¢ ich
patofizjologi¢, do tej pory nie zidentyfikowano czutych i specyficznych markeréw
biologicznych MDD i BD, ktore utatwityby klinicystom rozpoznawanie tych zaburzen oraz
ocen¢ skuteczno$ci stosowanej terapii, czy wystepowania lekoopornosci. Aby sprostac
wyzwaniom zwigzanym ze zwickszajaca sie czgstoscig wystepowania chordb afektywnych
oraz problemom, ktére si¢ z tym wiaza, nalezy zintensyfikowaé poszukiwanie najbardzie]
efektywnych sposobéw diagnostycznych jak i terapeutycznych. [4,16,18]. Szczegdlnie

istotnym wydaje si¢ znalezienie biomarkerow w BD, poniewaz przebieg tego zaburzenia jest



zmienny, a w poczatkowym okresie choroby czesto niejasny [16]. Dlatego tez tak wazne
wydaje si¢ by¢ prowadzenie badan nad biomarkerami w chorobach afektywnych. [16].
Identyfikacja takich biomarkeréw zaburzen afektywnych moglaby okaza¢ si¢ istotnym
krokiem na drodze do stworzenia bardziej efektywnych narzedzi przesiewowych

i diagnostycznych [16,19].

Biomarkery, a w zasadzie markery biologiczne, definiowane s3a jako obiektywne
I powtarzalne parametry biologiczne, ktore s mierzalng, stalg cechg choroby, wystepujaca
niezmiennie, bez wzgledu na to czy jest to ostra faza choroby, czy okres remisji (marker
cechy) lub zmieniajacg si¢ w zaleznosci od fazy choroby 1 odzwierciedlajaca nasilenie
objawow oraz jej mechanizmy (marker stanu) [16,17,19-22]. Biomarkery moga rowniez by¢
charakterystycznymi parametrami dla fizjologicznych proceséw, odpowiedzi na zastosowane
leki [16,17,23], czy wystapienia choroby w przysziosci [17]. Aby uzna¢ dany biomarker za
uzyteczny w codziennej praktyce klinicznej, powinien on cechowac si¢ znacznym poziomem
czutosci 1 swoistosci (optymalnie powyzej 80%), jego oznaczenia powinny by¢ niedrogie,
a pozyskiwanie materiatu do analiz malo inwazyjne [21]. Dostepnos¢ takich wskaznikow
biologicznych moglaby stanowi¢ duze ulatwienie w pracy klinicystow, za sprawg
fatwiejszego 1 trafniejszego monitorowania postepoOw terapii, okreslenia ryzyka nawrotu
choroby, stopnia odpowiedzi na zastosowane leczenie czy wskazywania ryzyka wystgpienia
lekoopornosci [16,19,21,24].

Za potencjalne biomarkery depresji uwaza si¢ hormony osi hormonalnej -
podwzgorze—przysadka—nadnercza (hypothalamic—pituitary—adrenal — HPA), aldosteron,
markery stanu zapalnego takie jak: interleukina 6 (IL-6), czynnik martwiczy guza alfa
(tumor necrosis factor alpha —TNFa), prostaglandyna E2, biatko ostrej fazy (C—Reactive
Protein — CRP); a takZze neopteryna, czy jony metali (Zn%*, Cu?, Mg?") [16,17,25].
Potencjalnymi markerami stresu oksydacyjnego w duzej depresji sa malondialdehyd
(Malondialdehyde -~  MDA),  8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna  (8-Hydroxy-2'-
deoxyguanosine — 8-OHdG), izoprostany, dysmutaza ponadtlenkowa (SuperOxide dismutase
— SOD), peroksydaza glutationowa [17]. W przypadku BD najbardziej obiecujacymi
markerami stanu zapalnego sa TNFo, IL-4 oraz ich rozpuszczalne receptory: czynnika
martwiczego nowotworu 1 (tumor necrosis factor soluble receptor ~-TNFsR1) i interleukiny 2
(sIL-2R), CRP, IL-6, czy IL-1B [26].



1.2. Etiopatogeneza zaburzen afektywnych

Dotychczas nie udalo si¢ w peli okreslic etiologii zaburzen afektywnych [27].
Obecnie uwaza si¢, ze etiologia depresji jest wieloczynnikowa — uwarunkowania biologiczne
(w tym genetyczne), psychologiczne jak i spoteczne [27-29]. Istnieja dane kliniczne z badan
przeprowadzonych na bliznigtach zarowno jedno— jak 1 dwujajowych, czy rodzinach
obcigzonych wystepowaniem MDD, ktére wskazuja na tlo genetyczne zaburzen depresyjnych
[29]. Jednak uwaza sig, ze choroba ta jest gldwnie zwigzana z czynnikami srodowiskowymi,
z ktorych jako glowny wskazuje si¢ stres [29]. W pracach poswieconych etiologii chorob
afektywnych coraz wiekszg uwage poswigca si¢ procesom neurobiologicznym
[16,22,26,28,30], a takze psychoneuroendokrynologicznym i psychoimmunologicznym [15].
Uwaza sie, ze przewlekta MDD jest chorobg neuroprogresywng [31] oraz neurodegeneracyjng
[30]. Dotychczas wsrdd potencjalnych przyczyn rozwoju chordb afektywnych wymienia si¢

liczne procesy fizjologiczne i patofizjologiczne, posrod ktorych wymienia si¢ m.in.:

e zmiany w poszczegblnych strukturach osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) —
zmniejszona objetos¢ hipokampa [31,32], zmiany w obrebie polgczen ciata
migdatowatego z hipokampem [29], zmniejszong objeto$¢ wzgorza (thalamus), czy
kory czolowej (frontal cortex) [29], zmniejszenie gestosci komoérkowej w Korze

przedczotowej [33],

e zmiany Ww stezeniu czynnkikOw neurotropowych — zmniejszeniec  st¢zenia
neurotroficznego czynnika pochodzenia mdzgowego (Brain—Derived Neurotrophic
Factor — BDNF) oraz zwigkszenic wystepowania polimorfizmu genu BDNF [33],
zmiany w st¢zeniu innych czynnikow neurotropowych takich jak: neurotrofina 3
(neurotrophin 3 — NT-3), neurotrofina 4 (neurotrophin 4 — NT-4), czy czynnik wzrostu
nerwow (nerve growth factor — NGF) [27,34,35],

e zmiany w szlakach przekaznikowych (teorie monoaminowe): serotoninergicznym,
noradrenergicznym, dopaminergicznym [29], hipoteza GABA-ergiczna (gamma-—
aminobutyric acid — kwas y—aminomastowy) [12], hipoteza réwnowagi adrenergiczno—
cholinergicznej [12], zjawisko adaptacji receptoréw P—adrenergicznych na blonie
postsynaptycznej (tzw. ,,J—down regulacja”), zmiany adaptacyjne réznych podtypow
receptorow serotoninowych, dopaminowych, cholinergicznych i GABA-ergicznych
[12],



e zmiany w ukladzie glutaminergicznym, w szczegdlnoSci w przewodnictwie za
posrednictwem receptorow kwasu N-metylo—D-asparaginowego (N-Methyl-D-
aspartic acid — NMDA) oraz ekspresji genéw kodujacych informacje o tych receptorach
[36-39], czy powstanie ekscytotoksycznosci w wyniku znacznego pobudzenia kanatow

jonowych zwigzanych z receptorami glutaminergicznymi [39-41],

e zmiany neuromodulatoréw takich jak neuropeptydy, np. neuropeptyd Y, czy
prostaglandyny [28],

e wplyw nasilonych standw emocjonalnych na OUN, ktéore prowadza do zmian

strukturalnych OUN [15],
e zjawisko ,,rozniecania” (kindling) [15],
e procesy zapalne oraz zmiany im towarzyszace [14],

e stres oksydacyjny: zwickszenie peroksydacji lipidow, zmniejszenie aktywnosci
reduktazy glutationowej w korze mézgu i hipokampie, powstawanie zmian w strukturze
chromatyny w komorkach zakretu zgbatego (dentate gyrus) [31], zwigkszenia stezenia
stabilnych reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species — ROS) z zakloceniem
rownowagi mechanizméw antyoksydacyjnych [30,42], uszkodzenie przez ROS
struktury kwasow thuszczowych, biatek, DNA, a nast¢pnie catej komorki [30], indukcja
procesow apoptotycznych [41],

e stres nitrozacyjny [15,16,22,26,30,31]: powstawanie reaktywnych form azotu (reactive
nitrogen species — RNS) z zakloceniem rownowagi mechanizmow antyoksydacyjnych

[30], uszkodzenie przez RNS struktury kwasow tluszczowych, biatek, DNA, a nastepnie
calej komorki [30],

e infekcje wirusowe: infekcja wirusem opryszczki (herpes simplex) [34,43], wirusem

Epstein Barr, czy wirusem Borna [43].

1.3. Mikroelementy w fizjologii czlowieka

Pierwiastki $§ladowe pomimo swoich niewielkich stezen w organizmie pelnia

kluczowe role w wielu procesach fizjologicznych niezbednych dla zycia i prawidlowego



rozwoju [44-47]. Zaburzenia ich st¢zenia lub metabolizmu moga prowadzi¢ do powstania
powaznych zaburzen metabolicznych, choréb, w tym psychiatrycznych, czy powstania
toksycznosci [44,45,48]. Wiele enzymdéw w organizmie ludzkim bezwzglednie wymaga
pierwiastkow $ladowych do utrzymania petnej funkcjonalnosci [44]. Zaburzenia metabolizmu
pierwiastkow Sladowych maja réwniez wplyw na funkcjonowanie OUN i neuroprzekaznictwo

[48,49].
1.3.1. Cynk

Cynk w organizmie pelni rolg kofaktora i jest elementem strukturalnym ponad 300
enzymow, izoenzymoOw i biatek nie peligcych enzymatycznych funkcji [18,34,50-55]. Jest
on mikroelementem niezbednym dla wielu enzymoéw — takich jak np. polimeraza DNA
i RNA, fosforylaza nukleotydowa, kwasna fosfataza, dehydrogenaza alkoholowa,
karbopeptydaza, czy anhydraza weglowa oraz wielu innych biatek, ktore sa niezbednym
elementem wielu proceséw fizjologicznych [55-58]. Wsrdéd najwazniejszych procesow
fizjologicznych, w ktorych istotng role posrednig lub bezposrednig petni cynk wymienia si¢
m.in. wzrost i rozwoj organizmu poprzez procesy katalityczne, strukturalne i regulacyjne
[57,59], podzial komorek [55], aktywacja niektorych hormonow (insuliny, niektorych
hormondw piciowych), ochrona przed toksycznym dziataniem metali ciezkich, czy regulacja
smaku [55,58]. Na poziomie komérkowym cynk petni niezbedng role w takich procesach jak
odpornos¢ komorkowa i1 humoralna, metabolizm thiszczy, naprawa i1 metabolizm DNA,
metabolizm energetyczny komorki, stabilizacja blon komorkowych, reprodukcja, wzrok,
funkcje poznawcze [56-64], a takze w procesach neurogenezy, synaptogenezy, wzro$cie
neurondw, czy neurotransmisji sygnatu [56,59]. Jednak jedna z najistotniejszych rél cynku
W organizmie jest aktywny udzial tego mikroelementu w procesach antyoksydacyjnych
[52,55,61,65], w szczegdlnosci w procesach stresu oksydacyjnego [66]. Cynk w zakresie
fizjologicznego stezenia chroni zaréwno przed procesami stresu oksydacyjnego jak 1 apoptozy
powstatej w ich nastepstwie [31,65]. Natomiast dysregulacja stezenia jonow cynku prowadzi
do nasilenia cytozolowego stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego [66]. Drugim kluczowym
pod wzgledem etiopatogenezy zaburzen afektywnych procesem, w ktorym cynk petni istotng
rolg, jest funkcjonowanie uktadu immunologicznego oraz wptyw na procesy stanu zapalnego
[34,43,67]. Sposrod wszystkich mikroelementow to wiasnie cynk jest uwazany za jon, ktory
ma najwigksze znaczenie w patofizjologii depresji i Igku [63]. W przypadku niedoboru cynku
zaobserwowano u pacjentow liczne objawy psychiatryczne, ktore sg charakterystyczne dla

zaburzen Igkowych i afektywnych. Sa to m.in.: zaburzenia koncentracji uwagi [68],
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zmniejszenie apetytu [18,50], obnizenie libido [18,50], obnizenie i labilno$¢ nastroju
[18,50,68], drazliwo$¢ [18,50], zaburzenia uczenia si¢ [51,53], zaburzenia funkcji
poznawczych [18,50,53], dysforia [60,70].

Na poziomie ukltadowym cynk jest elementem niezbednym do funkcjonowania
mozgu. Mozg jest organem, w ktorym wystepuje najwigksza pula zgromadzonego cynku [71]
oraz jego najwyzsze stezenie [40]. Liczne dane wskazujg, iz Zn?* uczestniczy w sposob
dynamiczny zaréwno w procesach fizjologicznych jak 1 patofizjologicznych zachodzacych
w mbzgu [66] oraz jest niezbedny dla jego prawidlowego rozwoju [67]. W posredni sposdb
cynk wptywa na takie procesy jak modulacja plastyczno$ci, uczenie si¢ i zapamigtywanie,
regulacja pobudzenia czy przewodzenie sygnalu [67]. Dodatkowo jon ten wplywa tez na
aktywno$¢ takich receptoréow jak NMDA, AMPA (a—amino—3-hydroxy—5-methyl-4—
isoxazolepropionic acid — kwas o—amino—3-hydroksy-5-metylo—4—isoksazolepropionowy),
GABAA czy jonotropowych receptoréw glicynowych [54], a takze bezposrednio hamuje
receptory kinazy syntazy glikogenu 3—f (glycogen synthase kinase 3—p — GSK3-f) [56,72],
ktore sg zwigzane z etiologig zaburzen depresyjnych. Warto zwréci¢ uwage, ze w strukturach
mozgu wyrdézniono specjalny rodzaj neurondow zawierajacych wigksze st¢zenia cynku (zinc
containing neurons — ZCN), w ktorych Zn?* jest zgromadzony w sposdb selektywny
W pecherzykach w dystalnych zakonczeniach aksonalnych [51]. Wykazano, ze wszystkie
ZCNs s3 neuronami glutaminergicznymi [31,73], natomiast jedynie niektdre neurony
glutaminergiczne nalezg do ZCNs [73]. Fakt ten podkresla role cynku w przewodnictwie
glutaminergicznym i wspotudziat cynku w funkcji synaps glutaminergiczncych [73]. Uwaza

si¢, ze cynk moze rowniez modulowa¢ przewodnictwo serotoninergiczne [5,31,74].

W  Swietle dotychczas opublikowanych danych wydaje si¢, ze modulacja
przekaznictwa glutaminergicznego poprzez receptory NMDA i AMPA, serotoninergicznego
w szczegOlnosci poprzez receptory SHTIA oraz regulacja st¢zenia BDNF stanowig

najwazniejsze elementy dziatania podobnego do przeciwdepresyjnego jondw cynku [54].

1.3.2. Stezenie cynku — dane kliniczne

Pierwsze doniesienia dotyczace zwigzku niedoboru cynku z zaburzeniami
afektywnymi pojawity si¢ w potowie lat 70—tych [39]. Little i wsp. jako jedni z pierwszych

badaczy zwrocili uwage na mozliwo$¢ wystepowania obnizenia stezenia cynku w przebiegu



zaburzen afektywnych [75]. Wielu autorow w prowadzonych poézniej badaniach
zaobserwowato zwigzek obnizenia st¢zenia cynku w przebiegu MDD, jak réwniez
Z nasileniem objawéw depresyjnych, czy obecnoscig lekoopornosci [39,57,65,70,76-78].
Niektore z badan wykazaty, ze po wlaczeniu suplementacji cynkiem [65] lub prowadzenia
psychofarmakoterapii [76,77] stezenia osoczowe Zn?** ulegly normalizacji [65]. Co wigcej,
obnizone stezenie cynku korelowalo ze stezeniem markerow stanu zapalnego [57], czy
spadkiem stezenia albumin [79,80]. Réwniez suplementacja cynku u pacjentéw z MDD
prowadzita do wystgpienia pozytywnych efektow w przebiegu leczenia [81,82]. Niektorzy
badacze, Maes 1 wsp. wskazuja, ze obnizone stezenie cynku jest czulym (w 79%)
i specyficznym (w 93%) markerem lekooporno$ci [57,65] oraz stanu zapalnego w przebiegu

duzej depres;ji [65].

W przypadku BD dane nie s3 jednoznaczne. Epizody maniakalne charakteryzowat
wzrost stezenia cynku w porownaniu do grupy kontrolnej, jednak nie wykazano istotnych
roéznic w stezeniu tego pierwiastka u pacjentow z depresjg [83]. Wnioski z innych badan nad
stezeniem Zn?" w grupie pacjentow z BD wykazaly, ze niezaleznie od typu BD epizod
depresji cechowalo obnizenie Zn?* w surowicy [48]. Dodatkowo w niektorych
Z przeprowadzonych badan klinicznych nie wykazano zwigzku pomiedzy wystepowaniem

depresji a obnizeniem stezenia cynku [13,45].

Podsumowujac powyzsze doniesienia kliniczne mozna stwierdzi¢, za pomimo
niejednoznacznos$ci uzyskiwanych wynikow cynk w przebiegu depresji wystepuje

W obnizonych st¢zeniach, a w wyniku leczenia ulega normalizacji [83].

1.3.3. Miedz

Jony miedzi, podobnie jak jony cynku, petnig w organizmie ludzkim liczne, istotne
funkcje [57,58,84]. Wérdd najwazniejszych funkcji wymienia sig: uczestnictwo w procesach
oddychania tlenowego [85], rola kofaktora w licznych reakcjach enzymatycznych [46,55],
modulacja metabolizmu katecholamin oraz innych neuroprzekaznikéw [57,83,86,87],
przewodnictwo sygnatu w OUN [58], dziatanie antyoksydacyjne [55,57,83,88,89], synteza
ro6znych hormonow, w tym hormondw tarczycy [55,88,89], uczestnictwo w regulacji funkcji

uktadu odpornosciowego [57,83,86,89], oraz wiele innych.

Miedz jest réwniez niezbednym jonem do funkcjonowania mézgu, cho¢ jej rola jest
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malo poznanym zjawiskiem [90]. Wiadomo jednak, ze w OUN jony miedzi sg potrzebne do
podstawowych proceséw, takich jak: transmisja sygnatu w synapsach, wzrost neurondéw,
neuroplastycznos$¢, uczenie si¢ i1 pami¢¢, modulacja sygnalu wywotanego czynnikami
wzrostowymi [91]. Dodatkowo moézg jest organem o najwigckszym zapotrzebowaniu na
energi¢ [85]. Wiekszos$¢ tej energii pochodzi z mitochondridw, z procesow oddychania
tlenowego, do ktdrych jest niezbedna obecnos¢ enzymoéw zawierajacych jony miedzi jak np.
oksydaza cytochromu C [85]. Jony miedzi charakteryzuja si¢ roéwniez niekompetencyjnym
dziataniem antagonistycznym wzgledem receptorow NMDA. Cu?*, w podobnym stopniu jak
jony cynku, hamuja wigzanie ligandu — kwasu glutaminowego i glicyny — do kanatu
jonowego sprzezonego z receptorem NMDA modulujac jego dziatanie [24,85,86,90].
W wyniku uniemozliwienia powigzania sie ligandu, Cu?* wptywa posrednio na zablokowanie
naplywu jonéw [85]. Jony miedzi moduluja tez dziatanie innych niz NMDA receptorow, np.
AMPA/kainowych, kanatdéw wapniowych typu T 1 potasowych, GABA, czy receptoréw
purynowych — P2Y1, P2X4, a takze P2X7 [85,89-92]. Cu®" posiada cechy modulatora
allosterycznego receptorow purynowych [91]. Uwaza si¢, ze jony miedzi mogg byc¢
potencjalnym kompetycyjnym inhibitorem odpowiedzi GABAergicznej, w szczegolnosci
w komorkach Purkiniego [65,85]. Dodatkowo jony miedzi zmieniajg dzialanie niektorych
czynnikow neurotroficznych [85,91], np. zmniejszajac dziatanie proliferacyjne BDNF, czy

zwiekszajac proliferacje komorek stymulowang NGF [85].

1.3.4. Stezenie miedzi — dane kliniczne

Dane dotychczas uzyskane z badan klinicznych dotyczacych stezenia miedzi we krwi
pozostaja niejednoznaczne [24,83] oraz w wielu kwestiach niespdjne z badaniami
prowadzonymi na modelach zwierzecych [24]. Jednak wielu badaczy wykazalo zwigzek
depresji ze zwigkszonym stezeniem jondéw miedzi w poréwnaniu do grupy zdrowych
ochotnikow [24,45,65,86,89,93,94]. W przypadku pacjentow z rozpoznaniem BD, réznymi
podtypami (I, II 1 V), w populacji pacjentow maniakalnych w przebiegu BD typu I stezenie
miedzi bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej, podobnie jak w epizodzie depresji w przebiegu
BD typu Il i V [48]. Jednak zwickszonego stezenia pierwiastka nie wykazano w grupie
pacjentow hipomaniakalnych [48]. Jednak wyniki niektérych badan klinicznych na grupie
chorych z depresja jak 1 BD wykazaly, Ze stezenie miedzi nie rdznilo si¢ pomiedzy grupa

pacjentow z depresja a grupa kontrolng [57,83,95], lub spadkiem stgzenia jonu wzgledem



grupy kontrolnej w okresie remisji [95]. Warto podkreslic, ze w niektérych badaniach
klinicznych  zaobserwowano spadek podwyzszonego stezenia miedzi w  wyniku
prowadzonego leczenia przeciwdepresyjnego — citalopramu, imipraminy [57,86,89,94].
Pomimo niespojnosci otrzymywanych danych niektérzy badacze sugeruja, ze jony miedzi

moga by¢ markerem cechy MDD [89].



2. HIPOTEZY BADAWCZE

Celem niniejszej pracy byla weryfikacja ponizszych hipotez badawczych:

1. Cgzy stezenie surowicze miedzi lub cynku moze by¢ markerem stanu u pacjentow
z rozpoznaniem MDD?
2. Czy stezenie surowicze cynku lub miedzi moze by¢ markerem cechy u pacjentéw

z rozpoznaniem MDD?

3. Czy stezenie surowicze miedzi lub cynku koreluje ze swoistymi cechami
demograficznymi 1 klinicznymi MDD takimi jak: pte¢, wiek, ogélnym czasem trwania
choroby, czasem trwania aktualnego epizodu, dlugos$cig remisji, wystgpowaniem
objawow zespotlu melancholicznego, zespotu atypowego depresji, objawow
psychotycznych, lekoopornosci, sezonowosci zaburzen, liczbg wszystkich epizodow

od momentu zachorowania, liczbg wszystkich hospitalizacji w przebiegu choroby?

4. Czy stezenie miedzi lub cynku moze by¢ elementem réznicujagcym BD od MDD?
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3. METODYKA BADANIA

3.1. Projekt badania

Badania przeprowadzono w ramach projektu badawczego De—Me-Ter (,,Depresja —
Mechanizmy — Terapia”), ktorego celem bylo okreslenie zalezno$ci migdzy symptomatologia
zaburzen afektywnych a zmianami surowiczych stezen biopierwiastkow, markerow stanu
zapalnego i stresu oksydacyjnego. Projekt De—Me-Ter byt realizowany we wspolpracy
pomigdzy Zakltadem Zaburzen Afektywnych Katedry Psychiatrii UJ CM oraz Instytutem
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Kwalifikacj¢ pacjentdow prowadzono

w okresie od 21.09.2009 r. do 30.07.2013 .

W przeprowadzonym badaniu kliniczno—kontrolnym grupe przypadkow (cases)
stanowily osoby z rozpoznaniem MDD (n=114) lub BD (n=110), a grup¢ kontrolng (controls)

— zdrowi ochotnicy (n=50).

Komisja Bioetyczna UJ wyrazita zgode na przeprowadzenie tego projektu

badawczego (decyzja nr KBET/77/B/2009 z dnia 25.06.2009r.).

3.2. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie materialu

biologicznego do badan.

W przeprowadzonym badaniu od kazdego pacjenta i zdrowego ochotnika pobierano
maksymalnie 9,8 ml krwi zylnej z uzyciem zamknigtego systemu Monovette. Po powstaniu
skrzepu, probki odwirowywano przez 30 minut z predkoscig 1800 RPM. Uzyskang surowice

przechowywano w temp. —80°C do momentu rozpocz¢cia zaplanowanych analiz.

3.3. Miejsce prowadzenia badania

Badanie prowadzono w Klinice Psychiatrii Dorostych Szpitala Uniwersyteckiego

w Krakowie.
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3.4. Grupa badawcza

3.4.1. Rekrutacja uczestnikow badania

Wsrod pacjentow zakwalifikowanych do udzialu w badaniu znajdowaty si¢ jedynie

osoby spetniajace jedno z nastepujacych kryterium diagnostycznych:

1. rozpoznanie zaburzenia depresyjnego nawracajacego wg DSM-IV-TR (w fazie

depresji lub w okresie remisji),

2. rozpoznanie choroby afektywnej dwubiegunowej wg DSM-IV-TR (w fazie depresji

lub w okresie remisji)
3. oraz grupa zdrowych ochotnikow bez stwierdzonej choroby psychicznej.

Wiek zar6wno pacjentow wigczonych do badania jak i zdrowych ochotnikow miescit
si¢ w przedziale od 18 do 65 lat. Wszyscy uczestnicy badania wyrazili pisemng §wiadoma
zgode na udziat w tym projekcie naukowym. Kazda z osob uzyskala od wlaczajacego do
badania lekarza szczegdlowa informacje (w formie ustnej oraz pisemnej) o celach i zasadach
prowadzenia badania. W trakcie 1 po zapoznaniu si¢ z pisemng informacja pacjenci mieli
mozliwo$¢ zadawania pytan, na ktore uzyskali szczegdltowe odpowiedzi. Uczestniczacy
W badaniu zostali rowniez poinformowani o sposobie szybkiego kontaktu z prowadzacym
badanie oraz o mozliwos$ci odstgpienia od uczestnictwa w badaniu na kazdym z jego etapow,
bez podania przyczyny swojej decyzji. Zgoda na przystagpienie do badania uzyskiwana byta
w formie pisemnej w obecno$ci prowadzacego badanie lekarza. Na formularzu zgody, w dniu
jej wyrazenia przez pacjenta, zostaly zlozone podpisy pacjenta 1 lekarza. W trakcie
przeprowadzonego badania wlaczono 114 pacjentéw z MDD, 110 z BD oraz 50 zdrowych

ochotnikow.
Wsrod kryteridow wykluczenia z badania znajdowatly si¢ nastepujace:

1. brak zgody uczestnika na przeprowadzenie badania lub wycofanie zgody

w ktorymkolwiek z etapow badania;

2. zmiana statusu pacjenta na taki, ktory wigze si¢ z jego ubezwlasnowolnieniem (np.

pozbawienie wolnosci na podstawie wyroku sadu, postanowienie sadu
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0 przymusowym leczeniu);

rozpoznanie u zakwalifikowanego pacjenta innego niz MDD lub BD powaznego
zaburzenia psychicznego (np. schizofrenia, zaburzenie schizoafektywne) lub zaburzen
zwigzanych z naduzywaniem substancji psychoaktywnych (z wyjatkiem uzaleznienia

od nikotyny lub kofeiny);

wspotwystepowanie lub wystapienie w trakcie badania u pacjenta powaznych, ostrych

lub przewlektych chordb somatycznych i neurologicznych;

wystepowanie glebokich zaburzen osobowosci; karmienie piersig, obecnos¢

lub zajécie w cigze podczas badania.

Do chorob somatycznych wykluczajacych pacjentow z badania (ze wzgledu

na mozliwos¢ spowodowania istotnej zmiany stezenia lub aktywno$ci markerow, ktorych

pomiary przewidziano w ramach projektu De—Me-Ter) zakwalifikowano:

1.

przewlekte choroby zapalne i autoimmunologiczne;

ostre choroby infekcyjne lub zapalne wystepujace w ciggu miesigca przed wiaczeniem

do badania;

pierwotng niedoczynno$¢ kory nadnerczy;
niewydolnos¢ nerek;

przewlekte zapalenie trzustki;
niedoczynnos¢ przytarczyc;

nadczynno$¢ tarczycy;

pierwotny hipoaldosteronizm;

choroby nowotworowe;

10. anemi¢ megaloblastyczng z niedoboru zelaza;

11. talasemig;

12. hemochromatozg;
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13. marskos$¢ watroby;
14. chorobe Wilsona;
15. zespot nerczycowy i oparzenia.

Dodatkowym kryterium wykluczajacym z badania bylo przyjmowanie przez pacjenta
jednego lub wigcej lekéw wymienionych w tabeli nr 1, ktére moglty modyfikowa¢ badane

czynniki.

Tabela 1. Lista lekéw, ktorych stosowanie bylo kryterium wykluczajgcym z uczestnictwa

w badaniu.

1. hydralazyna,

2. niesterydowe leki przeciwzapalne (kwas acetylosalicylowy, ibuprofen, indometacyna),
3. tetracykliny,

4. fluorochinolony,

5. preparaty wapnia,

6. preparaty zelaza,

7. preparaty zawierajace jony magnezu, cynku, miedzi,

8. $rodki chelatujace

9. glikokortykosteroidy.

W trakcie prowadzonego badania rekrutowani pacjenci byli leczeni zgodnie z
obecnymi standardami farmakologicznymi dla MDD i BD — w monoterapii lub w terapii
taczonej, ktore byly stosowane adekwatnie do obrazu klinicznego choroby. Wsrod niektorych
pacjentow z rozpoznaniem MDD stosowano réwniez leki stabilizujgce nastrdj oraz
przeciwpsychotyczne. Ich zastosowanie bylo zwigzane 2z obecnoscia objawow
psychotycznych lub potencjalizacji leczenia w zwigzku z wystepujaca lekoopornoscia.

Stosowane leki w poszczegdblInych grupach przedstawiono w tabeli nr 2.
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Tabela 2. Leki stosowane w grupie pacjentow z MDD i BD

Leki stosowane w grupie pacjentéw z BD

Leki stosowane w grupie pacjentdw z MDD

1.

selektywne inhibitory  wychwytu
zwrotnego  serotoniny  (selective

serotonin reuptake inhibitors — SSRI)

selektywne inhibitory  wychwytu
zwrotnego serotoniny i noradrenaliny
(selective serotonin and
noradrenaline reuptake inhibitors —
SNRI)

Mirtazapina
Kwetiapina/ Olanzapina
Walproiniany

Lit

Lamotrygina

Karbamazepina

1. SSRI
2. SNRI

3. trojeykliczne leki przeciwdepresyjne
(tricyclic antidepressants — TCA)

4. Mirtazapina
5. Atypowe leki przeciwpsychotyczne
6. Lit

7. Lamotrygina

Grupa zdrowych ochotnikéw skladata sie z 50 0s6b w wieku 18-65 lat, u ktérych nie

wystepowaly zadne powazne i przewlekte choroby somatyczne; nie rozpoznano w momencie

badania, jak 1 w przesztosci jakichkolwiek zaburzen i chordb psychicznych; nie wystepowato

uzaleznienie od alkoholu ani jakichkolwiek innych substancji psychoaktywnych (oprocz

uzaleznienia od kofeiny i nikotyny), oraz u ktorych wsrod krewnych pierwszego stopnia nie

wystgepowaly Zadne zaburzenia ani choroby psychiczne.

3.4.2. Charakterystyka socjodemograficzna i kliniczna uczestnikéw badania

W momencie rekrutacji do badania uzyskano od pacjentow dane demograficzne oraz

szczegotowy wywiad lekarski dotyczacy zarowno zaburzen psychicznych, jak i somatycznych
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(tabela nr 3). Wszystkie uzyskane dane zostaty odpowiednio zakodowane oraz wprowadzone
do indywidualnych kart danego pacjenta, a nastgpnie wprowadzone zostaty do cyfrowej bazy

danych, ktora nastgpnie poddano analizie statystyczne;.

Tabela 3. Dane demograficzne oraz kliniczne pozyskiwane od pacjentow w trakcie wywiadu.

Dane demograficzne:
1. pted,
2. wiek,
3. miejsce zamieszkania,
4. poziom wyksztalcenia,
5. obecna sytuacja zawodowa,

6. stan cywilny.

Dane kliniczne:
1. ilo$¢ wypalanych papierosow,
2. spozywanego alkoholu lub innych substancji psychoaktywnych,
3. dane dotyczace obcigzenia rodzinnego zaburzeniami lub chorobami psychicznymi,
czy somatycznymi,
4. ogblny czas trwania choroby,
symptomatologia poszczeg6lnych epizodéw choroby:
a. czas trwania aktualnego epizodu,
b. charakterystyka objawdw w aktualnym epizodzie
. wystepowanie objawow zespotu melancholicznego,
Il. wystepowanie objawdw zespotu atypowego depres;ji,
Il. wystepowanie objawow psychotycznych,
IV. otrzymywane leczenie,
V. wystgpowanie lekoopornosci w aktualnym epizodzie,
C. czas ktory uptynal od ostatniego epizodu,
d. czas trwania poprzedniego epizodu,
6. wystgpowanie lekoopornosci,
7. sezonowos¢ zaburzen w przebiegu dotychczasowego leczenia,
8. liczba wszystkich epizodéw od momentu zachorowania,
9. liczba wszystkich hospitalizacji w przebiegu choroby,
10. obecno$¢ mysli samobojczych i podejmowanych préb samobojczych,

11. systematycznosc¢ leczenia,
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12. zwiazek z cigza lub okresem poporodowym,

13. wspotwystepowanie innych choréb somatycznych.

3.5. Ograniczenia przeprowadzanego badania

Do ograniczen prezentowanego badania nalezg:

e brak modelu prospektywnego badajacego dynamike zmian stezen poszczegolnych

mikroelementow u tych samych pacjentow,
e znaczne zr6znicowanie zastosowanego leczenia,

e niemoznos$¢ oszacowania wptywu leczenia na uzyskane wyniki.

3.6. Narzedzia diagnostyczne

Kazdy z rekrutowanych pacjentow oproécz danych demograficznych 1 danych
dotyczacych przebiegu choroby zostal oceniony przez rekrutujacego lekarza skalami
mierzgcymi nasilenie objawow depresyjnych — skalg depresji Montgomery—Asberg
(Montgomery—Asberg Depression Rating Scale — MADRS) [96], skalg depresji Hamiltona
(Hamilton Rating Scale for Depression — HDRS) [97], inwentarzem depresji Becka (Beck
Depression Inventory — BDI) [98] oraz dodatkowo skalg manii Young'a (Young Mania Rating
Scale — YMRS) [99].

3.7. Charakterystyka pomiaru stezenia miedzi i cynku w surowicy
krwi.

Po rozmrozeniu 1 doktadnym wymieszaniu probek przeprowadzono analiz¢ ilosciowa
pierwiastkow (cynk, miedZ) z wykorzystaniem metody plomieniowej atomowej spektrometrii
absorpcyjnej (flame atomic absorption spectrometry — FAAS). Wybrano ten rodzaj metody
oznaczania pierwiastkow z powodu jej wysokiej czutosci [100] oraz niskich kosztoéw [37].
W oznaczeniach zastosowano spektrometr firmy Perkin Elmer Model 3110 (USA), ptomien

acetylen-powietrze (temp. ok. 2300°C, przeptyw spr¢zonego powietrza: 5 /min, przeptyw
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acetylenu: 2l/min), oraz lampe¢ katodowo—prozniowa HCL firmy Perkin—Elmer. Cynk
oznaczano przy dhigosci fali 213,9 nm, a miedz przy 324,8 nm stosujac 0,7 nm szerokosci
szczeliny monochromatora.

Przed rozpoczeciem serii pomiaréw, procedura analityczna byla optymalizowana
(przeptyw gazéw, pozycja palnika), celem uzyskania wysokiej czutos$ci. Rozcienczone (1:5)
probki surowicy krwi wprowadzano bezposrednio do plomienia palnika aparatu. Probki
surowicy rozcienczano woda redestylowana, za$ roztwory wzorcowe przygotowywano w 5%
roztworze gliceryny w celu uzyskania lepkosci odpowiadajacej lepkosci probek badanych.
Probki surowicy rozcienczano odpowiednio celem dopasowania do liniowego zakresu
krzywej kalibracji. Oznaczenie kazdej probki wykonano w trzech powtorzeniach. Doktadno$¢
pomiaréw okreslono za pomocg analizy odzysku. Stezenia badanych pierwiastkow (cynk,
miedz) byly odczytywane z krzywej wzorcowej. Dla pomiarow stezen cynku wynosila ona

dla 94-99%, a dla miedzi 96-103%.
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4. METODY STATYSTYCZNE

Do analizy réznic w zakresie zmiennych jako$ciowych wykorzystano test ¥2. W celu
oceny rozkladu normalnego danych iloSciowych zastosowano test Shapiro—Wilka.
Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego danych ilosciowych zastosowano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji Kruskala—Wallisa lub test U Manna—Whitneya. Korelacje pomiedzy
zmiennymi ilo§ciowymi — ze wzgledu na brak rozkladu normalnego — analizowane byty przy
pomocy Korelacji Rang Spearmana. Do przeprowadzenia obliczen zastosowano

licencjonowanego pakietu statystycznego STATISTICA PL.

Wkiad doktoranta w realizacje niniejszego projektu badawczego objawmowat
kwalifikacj¢ pacjentow do badania 1 zbieranie danych zrédtowych oraz probek krwi
od pacjentow i zdrowych ochotnikow, selekcje 1 opracowanie danych zrodlowych,
opracowanie wynikow, naliz¢ pisSmiennictwa i opracowanie bibliografii, zredagowanie
wstepow, wynikow 1 dyskusji przygotowywanych artykulow, sformutowanie wnioskow,
adjustacj¢ tekstow oraz opracowanie wersji anglojezycznych artykulow. Wyrazony
procentowo wkiad doktoranta w przygotowanie poszczegdlnych artykutow skladajacych sie

na niniejszg dysertacje wynidst odpowiednio: 53%, 51%, 60%.
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

5.1. Miedz

Analiza wariancji nie wykazala istotnego wpltywu epizodu choroby (MDD)
lub przynaleznosci do grupy zdrowych ochotnikow na rejestrowane st¢zenie miedzi (test
U Manna-Whitneya, p > 0,05). Srednie stezenie miedzi w surowicy pacjentoéw w fazie
depresyjnej, bylo nizsze od st¢zenia tego pierwiastka rejestrowanego w grupie kontrolnej,
jednak nie byta to rdznica istotna statystycznie (p > 0,05). Podobny brak zalezno$ci istotnej
statystycznej (p > 0,05) wykazano w st¢zeniu miedzi pomiedzy pacjentami w fazie
depresyjnej i w fazie remisji. W grupie pacjentow z aktualnym epizodem depresyjnym nie
wykazano istotnych statystycznie roznic (p > 0,05) w zakresie stezenia miedzi pomiedzy
pacjentami spetniajagcymi oraz niespeiniajgcymi kryteriow odpowiednio: depresji z objawami
atypowymi, zespotu melancholicznego, depresji psychotycznej czy opornosci na leczenie.
Nie wykazano roOwniez istotnych korelacji pomi¢dzy stezeniem miedzi w depresji lub remisji
a wiekiem pacjentéw oraz takimi parametrami klinicznymi jak: czas trwania choroby, wiek
W momencie zachorowania, czas trwania obecnego epizodu depresji lub remisji, $Sredniej
ilosci epizodow depresyjnych w ostatnim roku, ilosci hospitalizacji w ostatnim roku
i w calym okresie choroby. Jednak w grupie pacjentow bedacych w remisji wykazano
korelacj¢ pomiedzy stezeniem surowiczym miedzi a $rednig liczbg nawrotow epizoddw
chorobowych w ostatnim roku oraz czasem trwania remisji (p < 0,05). W wyniku analizy
korelacji stezenia miedzi z nasileniem depresji mierzonym skalg HDRS oraz skaly MADRS
roOwniez nie wykazano istotnoSci statystycznej we wszystkich badanych subpopulacjach

(p > 0,05).

5.2. Cynk

Stezenie cynku w surowicy pacjentdow w przebiegu MDD w fazie depresyjnej byto
istotnie nizsze od st¢zenia tego pierwiastka rejestrowanego w grupie kontrolnej (Test
U Manna—Whitneya, p = 0,003). Jednak st¢zenia cynku w grupie oséb bedacych w remisji
a zdrowymi ochotnikami nie wykazywaty istotnych statystycznie réznic (p = 0,348). Podobny

brak r6znic w stezeniu badanego pierwiastka wystepowatl miedzy grupa pacjentoéw bedacych

20



w depresji a pacjentéw w remisji (p = 0,096).

W grupie pacjentow z aktualnym epizodem depresyjnym nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w medianach st¢zenia cynku pomig¢dzy pacjentami spelniajacymi oraz
niespetniajgcymi  kryteriow  odpowiednio:  depresji  z  objawami  atypowymi
i melancholicznymi, depresji psychotycznej oraz opornosci na leczenie. Natomiast w grupie
pacjentdéw w bedacych w remisji wykazano istotne statystycznie réznice w zakresie st¢zenia
cynku pomiedzy grupa pacjentow spetniajacych kryteria lekoopornosci a grupa bez opornosci
na leczenie (Test U Manna—Whitneya, p = 0,035).

Nie wykazano rowniez istotnych korelacji pomiedzy stezeniem cynku a wiekiem
pacjentow (bgdacych w epizodzie depresyjnym, remisji oraz calej populacji pacjentow z
MDD) oraz takimi parametrami klinicznymi jak: calkowity czas trwania choroby, Srednia
lo§¢ epizoddéw depresyjnych w ostatnim roku, $rednia ilo$¢ hospitalizacji w ostatnim roku
oraz liczba wszystkich hospitalizacji, nasilenie depresji mierzonej skalg HDRS 1 MADRS
oraz czas trwania obecnego epizodu depresji lub remisji. Jedyng dodatnig korelacje wykazano
pomigdzy stezeniem cynku u pacjentow w okresie remisji a Srednig liczba epizodow

depresyjnych w ostatnim roku (p < 0,05).

5.3. Poréwnanie stezenia miedzi i cynku pomiedzy pacjentami

z ropzoznaniem choroby afektywnej dwubiegunowej i jednobiegunowej

Na porzeby analizy statystycznej poréwnania stezen badanych mikroelementéw
do grupy BD typu II wiaczono zaréwno pacjentow z rozpoznaniem BD typu II jak
I pacjentéw z rozpoznaniem BD nie okre$lonych (bipolar disorder not otherwise specified —
BD NOS). Poréwnanie stezenia cynku i miedzi w epizodzie depresyjnym pomig¢dzy grupa
pacjentow z rozpoznaiem BD (BD typu I i II) oraz MDD nie wykazalo istotnych statystycznie
r6znic (odpowiednio: p = 0,50; p = 0,82; Test U Manna—Whitneya). Podobny brak isotnos$ci
statystycznej uzyskano w przypadku analizy stezen cynku oraz miedzi w okresie remisji
pomiedzy pacjentami z BD (BD typu I i II) i MDD (odpowiednio: p = 0,32; p = 0,86; Test
U Manna-Whitneya). Przeprowadzona analiza ANOVA rang Kruskala—Wallisa stezenia
cynku i miedzi we wszytkich grupach (BD typu | vs BD typu 1l, BD typu | vs MDD, BD typu
IT vs MDD), zarowno w okresie depresji jak i remisji, nie wykazala obecnosci istotnych
statystycznie roznic (p > 0,05). Pordwnanie st¢zen mikroelementow we wezesnej i pozniej
fazie BD oraz MDD réwniez charakteryzowalo si¢ brakiem istotnos$ci statystycznej

(p > 0,05).
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6. WNIOSKI

Przeprowadzone badanie jest pierwszym badaniem, ktore zostalo przeprowadzone
natak duzej grupie pacjentow z BD i MDD oraz najwigkszej jak do tej pory grupie
kontrolnej. W przeprowadzonym badaniu uwzgledniono roéwniez najwickszg liczbe
zmiennych charakteryzujacych szczegétowo obraz klinicznych chorob afektywnych oraz ich

przebieg.

Uzyskane dane z przeprowadzonego badania kliniczno—kontrolnego pozwalajg
stwierdzi€, 1z st¢zenie cynku wykazuje jedynie pewne cechy biologicznego markera stanu,
jednak sg one niewystarczajace aby uznac stezenie cynku za marker cechy MDD. Analiza
statystyczna wykazata, ze stezenie cynku w surowicy w grupie pacjentow w epizodzie
depresyjnym w przebiegu MDD jest znaczgco nizsze od st¢zenia notowanego w grupie
zdrowych ochotnikdw przy braku statystycznej réznicy w stezeniu jonu pomiedzy grupa

pacjentow bedacych w remisji a grupa zdrowych ochotnikdw.

W przypadku stezenia miedzi uzyskane dane nie potwierdzaja zadnych cech markera
stanu czy cechy MDD. Analiza stezen miedzi nie wykazata obecnosci istotnych statystycznie
réznic w stezeniu u pacjentow w poszczegolnych fazach MDD (depresji, remisji) a grupg

zdrowych ochotnikdw.

W wyniku analizy statystycznej uzyskanych wynikow wykazano, ze jedynymi
istotnymi statystynie réznicami stezenia cynku charakteryzowaly si¢ nast¢pujace grupy:
pacjentow w remisji w przebiegu MDD z cechami lekoopornosci i bez tych cech
W poprzedzajacym epizodzie depresyjnym oraz korelacja pomigdzy stezeniem cynku
U pacjentow w remisji a $rednig ilo$cia epizodéw depresyjnym w ostatnim roku. Jednak
w wigkszo$ci analizowanych korelacji nie wykazano istotnych statystycznie roznic: pomigdzy
faza ostrag choroby a remisja, czy st¢zeniem cynku a nasileniem objawoéw depresyjnych
mierzonych odpowiednimi skalami. W przypadku stezen miedzi wigkszos¢ analizowanych
korelacji charakteryzowala si¢ brakiem instotnosci statystycznej. Wyjatek stanowity
wykazane dodatnie korelacje pomiedzy stezeniem miedzi a $rednig liczbg nawrotow
epizodow chorobowych w ostatnim roku oraz stgzeniem miedzi a czasem trwania remisji

W grupie pacjentoéw bedacych aktualnie w remisji w przebiegu MDD.
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Co wiece], wykazano, ze porownanie stezen poszczegdlnych mikroelementow
pomiedzy chorymi z rozpoznaniem MDD i BD nie jest czynnikiem rdéznicujacym

te zaburzenia afektywne, co moze sugerowaé wspolng etiologie.

Dodatkowo znalezy zauwazy¢, ze uzyskiwane stezenia miedzi i cynku miescity sie
W granicach normy stezenia surowiczego, ktore dla miedzi wynosi: 0,7-1,4 pg/ml; a dla

cynku: 0,5-1,5 mg/I.

Wsrod ograniczen przedstawianego badania nalezy wymieni¢: brak prospektywnego
modelu oceniajgcego dynamike zmian stezen badanych mikroelementéw u tych samych
pacjentbw w obu populacjach  klinicznych, stosowanie odmiennego leczenia
farmakologicznego w porownywanych grupach badawczych oraz brak mozliwosci

oszacowania wptywu na uzyskane wyniki.

Pomimo ograniczen prezentowanego badania oraz licznych wynikow analiz, ktore nie
charakteryzowaly si¢ istotnos$cig statystyczng, uzyskane dane moga stanowié istotne zrodto
wiedzy na temat roli badanych mikroelementow w patofizjologii zarowno BD jak i MDD.
Ze wzgledu na niewielkg ilos¢ danych w literaturze oraz niespdjnos¢ wynikdéw istnieje
konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w tym obszarze na liczniejszych grupach

klinicznych.
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8. STRESZCZENIE

" Ocena laboratoryjnych markeréw chordb afektywnych™

Wprowadzenie: Brak jednoznacznosci etiologii zaburzen afektywnych (zar6wno
choroby afektywnej dwubiegunowej — BD, jak i jednobiegunowej — MDD) oraz liczne
trudno$ci diagnostyczne 1 kliniczne z nimi zwigzane spowodowaly, Zze ogromny wysitek
naukowcow jest wkiadany w poszukiwanie markerow biologicznych dla tych zaburzen.
Poznanie takich czynnikow umozliwiloby stworzenie nowej klasyfikacji, stawianie
prawidlowych rozpoznan oraz mozliwos¢ lepszego dostosowania stosowanego leczenia.
W ostatnim czasie naukowcy zajmujacy si¢ zagadnieniem biomarkeréw w chorobach
afektywnych zwracali szczegdlng uwage na teoric wigzacg Stan zapalny oraz stres
oksydacyjny z etiologia zaburzen depresyjnych. Posrod licznych markerow tych stanow,
szczeg6lng uwage zwraca si¢ na niektore mikroelementy, takie jak cynk, miedz, czy magnez.
Jony te, w szczego6lnosci cynk 1 miedz, sg nie tylko niezbednymi elementami wielu bialek
uczestniczacych w stanie zapalnym 1 stresie oksydacyjnym, ale i w bezposredni sposéb
uczestniczg w przewodzeniu sygnalu w osrodkowym uktadzie nerwowym. Miedz i cynk
sg wspotodpowiedzialne za modulacj¢ dziatania przekaznictwa glutaminergicznego, poprzez
takie receptory jak NMDA, AMPA, GABA, czy serotoninergicznego (jony cynku), co jest
spéjne z teorig monoaminowg zaburzen afektywnych. Dotychczasowe badania kliniczne
wykazaty, ze w przypadku cynku obserwuje si¢ zmniejszenie jego stezenia we Krwi
pacjentoOw z rozpoznaniem zaburzen depresyjnych nawracajacych. W przypadku stezen jonow
miedzi dotychczasowe dane sg niejednoznaczne, jednak wiele z nich wskazuje, ze stezenie

miedzie w przebiegu depresji jest podwyzszone.

Hipotezy badawcze: Celem niniejszej pracy byla weryfikacja ponizszych hipotez

badawczych:

1. Czy stezenie surowicze miedzi lub cynku w surowicy moze by¢ markerem

stanu u pacjentdéw z rozpoznaniem MDD?

2. Czy stgzenie surowicze cynku lub miedzi moze by¢ markerem cechy

u pacjentéw z rozpoznaniem MDD?
3. Czy stgzenie surowicze miedzi lub cynku koreluje ze swoistymi cechami
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demograficznymi i klinicznymi MDD takimi jak: ple¢, wiek, ogdélnym czasem trwania
choroby, czasem trwania aktualnego epizodu, dhugos$cia remisji, wystgpowaniem
objawoéw zespolu melancholicznego, zespolu atypowego depresji, objawow
psychotycznych, lekoopornosci, sezonowosci zaburzen, liczbg wszystkich epizodow

od momentu zachorowania, liczbg wszystkich hospitalizacji w przebiegu choroby?

4. Czy stezenie miedzi lub cynku moze by¢ elementem rdéznicujagcych BD

od MDD?

Metodyka badania: W przeprowadzonym badaniu kliniczno—kontrolnym wiaczono
114 o0s6b z rozpoznaniem MDD oraz 110 z BD (zgodnie z kryteriami DSM-IV-TR),
natomiast grupe kontrolng stanowito 50 zdrowych ochotnikow. Rekrutacje oséb do badania
prowadzono w okresie od 21.09.2009 r. do 30.07.2013 r posrod pacjentow Kliniki Psychiatrii
Dorostych Szpitala Uniwersytackiego w Krakowie. Od kazdego z uczestnikOw pobierano
maksymalnie 9,8 ml krwi zylnej. Po powstaniu skrzepu, probki odwirowywano przez
30 minut z predkoscig 1800 RPM. Uzyskang surowice przechowywano w temp. —80°C
do momentu rozpoczecia zaplanowanych analiz. Po rozmrozeniu i dokltadnym wymieszaniu
probek przeprowadzono analize ilosciowa pierwiastkow (cynk, miedz) z wykorzystaniem
metody plomieniowej atomowej spektrometrii absorpcyjnej (flame atomic absorption
spectrometry — FAAS). Przed rozpoczeciem serii pomiaréw, procedura analityczna byta
optymalizowana (przeplyw gazéw, pozycja palnika), celem uzyskania wysokiej czulosci.
Probki surowicy rozcienczano odpowiednio celem dopasowania do liniowego zakresu
krzywej kalibracji. Oznaczenie kazdej probki wykonano w trzech powtoérzeniach. Dokladnos¢
pomiarow okreslono za pomoca analizy odzysku. St¢zenia badanych pierwiastkow (cynk,

miedz) byly odczytywane z krzywej wzorcowej. Dla pomiardow stezen cynku wynosita ona

dla 94-99%,a dla miedzi 96-103%.

Kazdy z rekrutowanych pacjentow oprocz danych demograficznych i danych
dotyczacych przebiegu choroby zostat oceniony przez rekrutujacego lekarza skalami
mierzacymi nasilenie objawow depresyjnych — skala depresji MADRS, HDRS, BDI oraz
YMRS.

Do analizy roznic w zakresie zmiennych jako$ciowych wykorzystano test x2. W celu
oceny rozkladu normalnego danych iloSciowych zastosowano test Shapiro—Wilka.
Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego danych ilosciowych zastosowano jednoczynnikowa

analiz¢ wariancji Kruskala—Wallisa lub test U Manna—Whitneya. Korelacje pomigdzy
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zmiennymi ilo$ciowymi — ze wzgledu na brak rozktadu normalnego — analizowane byly przy
pomocy Korelacji Rang Spearmana. Do przeprowadzenia obliczen zastosowano

licencjonowanego pakietu statystycznego STATISTICA PL.

Wyniki: W przeprowadzonym badaniu kliniczno—kontrolnym wykazano, ze st¢zenie
cynku w surowicy w grupie pacjentdw w epizodzie depresyjnym w przebiegu MDD jest
znaczaco nizsze od stezenia notowanego w grupie zdrowych ochotnikéw. Co wigcej,
nie wykazano statystycznej roéznicy w stezeniu jonu pomig¢dzy grupg pacjentow bedacych
W remisji a grupg zdrowych ochotnikéw, fazg ostrag choroby a remisja, czy stezeniem cynku
a nasileniem objawow depresyjnych mierzonych odpowiednimi skalami. Jedynymi istotnymi
statystycznie rdéznicami stezenia cynku charakteryzowaty si¢ nastepujace grupy: pacjentow
W remisji w przebiegu MDD z cechami lekoopornosci 1 bez tych cech w poprzedzajacym
epizodzie depresyjnym oraz korelacja pomiedzy stezeniem cynku u pacjentOw w remisji

a $rednig ilo$cig epizodéw depresyjnym w ostatnim roku.

W przypadku analizy stezen miedzi nie wykazano obecnosci istotnych statystycznie
réznic w stezeniu u pacjentow w poszczegolnych fazach MDD (depresji, remisji) a grupa
zdrowych ochotnikow, czy w posrdd wigkszosci analizowanych korelacji. Jedynie w grupie
pacjentow bedacych aktualnie w remisji w przebiegu MDD wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy st¢zeniem miedzi a $rednig liczbg nawrotéw epizodow chorobowych w ostatnim

roku oraz st¢zeniem miedzi a czasem trwania remisji.

Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze uzyskiwane stezenia miedzi i cynku miescity si¢
W granicach normy stezenia surowiczego, ktore dla miedzi wynosi: 0,7-1,4 pg/ml; a dla

cynku: 0,5-1,5 mg/l.

Whnioski: Przeprowadzone badanie jest pierwszym badaniem, ktore zostato
przeprowadzone na duzej grupie pacjentow z BD 1 MDD oraz najwickszej jak do tej pory
grupie kontrolnej. W przeprowadzonym badaniu uwzglgdniono réwniez najwigksza liczbe
zmiennych charakteryzujacych szczegdtowo obraz klinicznych chordb afektywnych oraz ich
przebieg.

Uzyskane dane w badanej grupie pacjentow z MDD pozwalaja stwierdzi¢, iz st¢zenie
cynku wykazuje pewne cechy biologicznego markera stanu. Dane te s3 jednak
niewystarczajace, aby uzna¢ st¢zenie cynku za marker cechy MDD. W przypadku stezenia

miedzi uzyskane dane nie potwierdzaja Zzadnych cech markera stanu czy cechy MDD.
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Co wiecej pordéwnanie stezen poszczegdlnych mikroelementow pomiedzy chorymi
z rozpoznaniem MDD i BD nie jest czynnikiem réznicujagcym te zaburzenia afektywne,

€0 moze sugerowac wspolng etiologie.

Wsrdéd ograniczen przedstawianego badania nalezy wymienié: brak prospektywnego
modelu oceniajagcego dynamike zmian stezen badanych mikroelementéw u tych samych
pacjentbw w obu populacjach  Klinicznych, stosowanie odmiennego leczenia
farmakologicznego w porownywanych grupach badawczych oraz brak mozliwosci

oszacowania wplywu zréznicowanego leczenia na uzyskane wyniki.

Pomimo ograniczen prezentowanego badania oraz licznych wynikdw analiz, ktore nie
charakteryzowaly si¢ istotnos$cig statystyczng, uzyskane dane mogg stanowié istotne zrodio
wiedzy na temat roli badanych mikroelementéw w patofizjologii zarowno BD jak i MDD.
Ze wzgledu na niewielkg i1lo$¢ danych w literaturze oraz niespdojnos¢ wynikdéw istnieje
konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w tym obszarze na liczniejszych grupach

klinicznych.
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9. SUMMARY

,,The assessment of laboratory markers of the affective disorders”

Introduction: The ambiguous etiology of affective disorders (bipolar disorder — BD
and major depressive disorder — MDD) and numerous diagnostic and clinical difficulties in
those disorders resulted in an great effort of scientist that has been put into search for
biological markers of affective disorders. Discovering such biomarkers would allow to
organize or create a new classification of affective disorders, diagnose more precisely and
adjust in a more adequate way the used treatment. Recently scientist that investigate the issue
of biomarkers in affective disorders mostly focus on the connection between the inflammatory
and oxidative stress theory and the etiology of major depression. Among many markers of
those processes some microelements, like zinc, magnesium and copper especially attract
attention. Those ions, especially zinc and copper, are not only necessary elements of
numerous proteins involved in inflammatory and oxidative stress processes but also in a direct
way participate in neurotransmission of signal in central nervous system. Copper and zinc are
also coresponsible for modulation of glutaminergic neurotransmission, via NMDA, AMPA,
GABA receptors, and serotonergic neurotransmission (zinc ions). This is coherent with
monoamine theory of affective disorders. Previously conducted clinical trials demonstrated
that in the group of MDD patients the blood concentration of zinc is lowered. The clinical
data obtained about the copper levels in affective patients is ambiguous, however most of

them report the elevation of copper concentration.

The studied hypothesis: The aim of presented study was to verify the following
hypothesis:

1. Can the serum concentration of copper or zinc be a state marker in patients
with MDD?

2. Can the serum concentration of copper or zinc be a trait marker in patients with
MDD?

3. Are there any correlations between serum concentration of zinc or copper and
such clinical and demographic traits as: sex, age, global time of disorder, length of the

episode or remission, presence of melancholic or atypical syndrome, presence of

37



psychotic symptoms or drug resistance, seasonal pattern, total number of episodes,
total number of psychiatric hospitalizations?

4. Can serum concentration of copper or zinc differentiate BD from MDD?

Methodology: In the presented case—control study 114 patients diagnosed with MDD,
110 with BD (according to DSM-IV-TR criteria) and 50 healthy volunteers were recruited.
The enrolment was conducted during the period between 21.09.2009 and 30.07.2013 among
the in—patients and the out—patients of the Department of Psychiatry of University Hospital in
Cracow. From each patient and healthy volunteer no more than 9.8ml of blood was obtained
from a brachial vein. After the cloth formation the blood samples were centrifuged for 30
minutes at 1800 RPM. The obtained serum samples were stored at —80 °C until use. After the
serum samples were defrosted and mixed the quantitative analyze of copper and zinc was
done using the flame atomic absorption spectrometry. Gases flow and burner position were
optimized before measurements to achieve high sensitivity. The samples were diluted
appropriately to fit into the linear range of calibration curves. For all serum samples
determinations were performed in triplicate. The accuracy was tested by means of recovery

analysis, which for zinc was in the range of 94-99% and copper of 96-103%.

Besides the demographic and clinical data that was obtained, the severity of depressive
symptoms was measured using the MADRS, HDRS, BDI and YMRS.

The test y2 was used to analyse the differences between the quality variables.
Shapiro-Wilk test was performed in order to evaluate the normal distribution of quantitative
data. Because of absence of the normal distribution of data we used the Kruskal-Wallis
ANOVA or Mann-Whitney U-test. Correlations between quantitative variables — due to lack
of normal distribution - were analysed with the Spearman’s Rank Correlation. For the

statistical analysis the STATISTICA PL programme was used.

Results: In the presented case—control study the analysis showed that zinc serum
concentration among patients in MDD depressive episode is significantly lower than those
obtained in the healthy volunteers group. Moreover, there was no statistically significant
difference in levels of zinc between following groups: patients in remission and healthy
volunteers, acute phase of MDD and remission, zinc concentration and severity of depressive
symptoms measured by adequate rating scales. The only statistically significant differences in

zinc levels were obtained in following groups: patients with MDD in remission with and
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without features of drug resistance in the previous depressive episode, correlation between
zinc concentration obtained in MDD remission and mean number of depressive episodes in

the last year.

The copper concentration analysis showed no statistically significant differences
between different phases of MDD (depression and remission) and group of healthy
volunteers, nor among majority of the checked correlations. The only positive correlation was
found between concentration of copper in patients in remission (MDD) and average number

of depressive episodes in the last year and length of remission.

It is worth to notice that all obtained zinc and copper concentrations fitted in the serum

norms for those ions (copper: 0,7-1,4 pg/ml; zinc: 0,5-1,5 mg/l).

Conclusions: The presented case—control study is the first study that was conducted
on such a large group of BD, MDD patients and healthy controls. This study also included
one of the most numerous amount of variables, that characterized in a detailed way the

clinical picture of affective disorders and their course.

The obtained results in the group f MDD patients allow to indicate that serum zinc
concentration show some features of state biomarker. However this data is not sufficient to
consider zinc levels as trait marker of MDD. In the case of copper concentration the obtained
results do not confirm any of the features of trait or state markers of MDD. Moreover, lack of
differences in concentrations of zinc and copper between MDD and BD might be an

indication of the common genesis.

Limitations of this study include: lack of prospective model examining the dynamics
of changes in the concentration of the microelements in the same patients in the population of
BD and MDD patients, significant variation of pharmacological treatment and the inability to
estimate its impact on the obtained results.

Despite of the limitations of the presented study and many results that did not have the
statistically significant importance, the obtained data might be an essential source of
knowledge about the role of copper and zinc in pathophisiology of affective disorders. Due to
small amount of published data and its ambiguity there is a need for further research in this

field on bigger clinical populations.
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Abstract Copper may be involved in the pathophysiology of
depression. Clinical data on this issue are very limited and not
conclusive. The purpose of the study was to determine the
copper concentration in the serum of patients with major de-
pressive disorder and to discuss its potential clinical usefulness
as a biomarker of the disease. A case—control clinical study
included 69 patients with current depressive episode, 45 pa-
tients in remission and 50 healthy volunteers. Cu concentration
was measured by electrothermal atomic absorption spectrome-
try (ETAAS). The mean serum copper level in depressed pa-
tients was slightly lower (by 11 %; not statistically significant)
than in the control group. Furthermore, there was no significant
difference in Cu®* concentration between depressive episode
and remission, nor between remission and control group. In
the remission group were observed significant correlations
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between copper levels and the average number of relapses over
the past years or time of remission. There was no correlation
between serum copper and severity of depression, as measured
by HDRS and MADRS. The obtained results showed no sig-
nificant differences between the copper concentration in the
blood serum of patients (both with current depressive episode
and in remission) and healthy volunteers, as well as the lack of
correlations between the copper level in the active stage of the
disease and clinical features of the population. Our study is the
first conducted on such a large population of patients, so the
results may be particularly important and reliable source of
knowledge about the potential role of copper in depression.

Keywords Copper - Depression - Biomarkers - Affective
disorders - Unipolar depression - MDD

Introduction

Copper (Cu) is the third most abundant trace metal (behind
iron and zinc) present in every tissue and is required for es-
sential body functions. As a cofactor for numerous enzymes, it
plays an important role in the biochemical processes, includ-
ing erythropoiesis, cellular respiration, peptide amidation,
iron, cholesterol and glucose metabolism, pigment formation,
and hormones biosynthesis (see [1] for review). These metal
ions are also necessary for the proper development and func-
tioning of the central nervous system; low copper level may
result in incomplete development, while excess concentration
maybe injurious [2]. Among the body organs, the brain is the
one of the most copper-rich (next to the heart and liver) [3].
The total human body contains only 75—-100 mg, and the
recommended daily dosage for adult men and women is
0.9 mg/day (1-1.3 mg/day for pregnant or lactating women).
Copper is relatively a stable component of the blood, and its
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concentration usually remains between 100 and 130 mg/100 ml
of the serum [4, 5]. Approximately 90 % of the copper in the
blood is incorporated into ceruloplasmin, which is responsible
for carrying copper to tissues that need the mineral [6, 7]. Proper
absorption and metabolism of copper requires an appropriate
balance with the minerals zinc and manganese. Because zinc
can compete with copper in the small intestine and interfere
with its absorption, persons who supplement with inappropri-
ately high levels of zinc and lower levels of copper may increase
their risk of copper deficiency [8]. That is why the plasma/
serum ratio of copper to zinc (optimal 0.70—1.00) is clinically
more important than the blood concentration of either of these
trace metals. A crucial role in maintaining proper cellular zinc
and copper concentration play metallothioneins, which have the
capacity to bind both these ions through the thiol group of its
cysteine residues. In the human body, large quantities are syn-
thesized primarily in the liver and kidneys and their production
is dependent on availability of the dietary minerals [8].

Copper homeostasis is of great importance to human health.
Its imbalance is implicated directly or indirectly in the pathogen-
esis of numerous disorders. Deficit of Cu (rather rare and often
co-exist with other nutritional deficiencies) may affect connective
tissue leading to vascular and skeletal problems, causes neuronal
degeneration, anemia, and cardiac and immune dysfunctions.
Copper deficiency is associated with the following diseases:
aceruloplasminemia (very low or absence of ceruloplasmin),
Huppke—Brendl syndrome, familial amyotrophic lateral
sclerosis, Huntington’s disease, Menkes disease, and occipital
horn syndrome [9, 10]. In turn, excess amounts of copper may
result in cellular instability and damage due to the oxidative
potential of the free metal [5]. Copper toxicity symptoms
include nausea, vomiting, abdominal pain and cramps,
headache, dizziness, weakness, and diarrhea. High Cu
concentration is observed in Alzheimer’s, Parkinson’s, and
Wilson’s diseases and may also lead to decline in intelligence
in young adolescents [8, 9]. Limited data also suggests the
potential importance of copper in the development of
neuropsychiatric disorders, including depression [6, 11-16],
and several compelling arguments can confirm this fact.

Firstly, copper is an essential component of some enzymes
(monoamine oxidase—MAO, dopamine (3-hydroxylaze—
DBH, and tyrosine hydroxylase) involved in the proper turn-
over of catecholamines, which disturbances can lead to the de-
velopment of depression [17, 18]. Secondly, copper concentra-
tion and even more balance between its reduced (Cu*) and
oxidized form (Cu®*) plays a fundamental role in the oxidative
and nitrosative stress (O&NS) processes, which may be one of
the main cause of mood disorders (e.g., major depressive disor-
der—MDD) [4, 8, 19, 20]. Furthermore, Cu is required for
structural and catalytic properties of some antioxidant enzymes
(e.g., lysyl oxidase and superoxidase dismutase), which are im-
portant free radical scavengers and prevent oxidative damages
of cells [5]. Many studies also suggest that induction of O&NS
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pathways in depression is accompanied by activation of the
inflammatory response and acute phase (AP) proteins [21].
Thus, elevated serum concentration of ceruloplasmin (a key
protein involved in the storage of copper), a widely recognized
AP protein, in depressed patients may be a further evidence of
the potential role of Cu ions in the course of depression [22-24].

Copper concentration in the extracellular space is generally
low (0.2—1.7 uM), but during the neurotransmission in some
parts of the brain, it can raise even dozens of times. However,
the elevated levels of these ions may have important biological
significance. In particular, released of copper ions may inhibit
N-methyl-D-aspartate (NMDA) and «-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptor function
and thereby protect neurons from glutamatergic excitotoxity
[25-28]. The disturbances in glutamatergic transmission are
the basis of glutamate hypothesis of depression [29].

All the above data confirm the involvement of copper in the
regulation of important biological processes, which may be
critical in the development of mood disorders. So far, very
little is known about alterations in Cu concentration in depres-
sion. There are only few studies on this topic. Thus, we decid-
ed to measure the copper level in the blood serum of a rela-
tively large population of patients with MDD (depending on
the current stage of the disease) and to discuss its potential
clinical usefulness as a biomarker of the disease.

Methods

This study was a part of a large research project entitled “De-
Me-Ter” (depression—mechanisms—therapy), the aim of which
was to examine the relationship between the symptomatology
of affective disorders and the serum concentrations of some
biometals, inflammatory, and oxidative stress markers, poten-
tially involved in the pathophysiology of these diseases [30].

Recruitment of the Study Participants

The study participants were recruited among the in- and out-
patients of the Department of Psychiatry, University Hospital
(Jagiellonian University Medical College, Cracow, Poland) in
the period from 21 September 2006 to 30 July 2013.

The people meeting the DSM-IV-TR criteria for major de-
pressive disorder (MDD) (both in active phase and in remis-
sion) and healthy volunteers were included in the study. All
participants signed the informed consent forms and were pro-
vided with detailed information (both verbally and in writing)
about the aims and characteristics of the study. Each potential
study participant had the opportunity to ask questions about the
study before signing the consent and all those questions were
answered by the doctor responsible for the recruitment. The
Jagiellonian University Bioethics Committee have approved
this study (decision number KBET/77/B/2009; 25.06.2009).
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The exclusion criteria (selected on the basis of precise
history taking) were described in detail in our previous re-
port [30], but the main were as follows: lack of signed
consent; diagnosis of a severe psychiatric disorder other than
MDD (for example: schizophrenia, schizoaffective disorder,
bipolar disorder); addictive diseases (excluding addiction to
nicotine and caffeine); diagnosis of a severe personality dis-
order; presence of severe somatic disorders (acute or chron-
ic); breastfeeding; or pregnancy. During the study, all the
patients were receiving pharmacotherapy with proven effica-
cy (mono- or polytherapy; for more details, see [30]).

The control group was recruited through advertisements on
hospital notice boards, by referral from hospital staff, or their
relatives and friends. This group consisted of individuals with
no present and past history of severe and chronic somatic or
psychiatric diseases, without history of substance use disor-
ders (except for caffeine and nicotine abuse), and with no
psychiatric disorders in the first-degree relatives.

The Diagnostic Tools

The severity of depressive symptoms was measured with
the Montgomery—Asberg Depression Rating Scale—
MADRS [31] and the Hamilton Rating Scale for
Depression — HDRS [32].

Collection and Processing of Blood Samples
and Quantitative Analysis of Copper in Blood Serum
Samples

According to the study protocol, from each patient and healthy
volunteer no more than 9.8 ml of blood was obtained from a
brachial vein using the Monovette system. After the cloth
formation the blood samples were centrifuged for 30 min at
1800 RPM. The obtained serum samples were stored at
—80 °C until use.

After thawing, the serum copper levels were measured by a
electrothermal atomic absorption spectrometry—ET AAS.
The authors used Perkin Elmer spectometer Model 3110
(USA) equipped with a Perkin Elmer HGA-600 graphite fur-
nace. The following measurements’ conditions were used:
pretreatment temperature was set to 950 °C and atomization
to 2300 °C; the wavelength was set at 324.8 nm and slit to
0.7 nm. The samples were diluted appropriately to fit into the
linear range (10-50 ng/ml) of calibration curves. Standards
(Copper standard solution; Merck Millipore Corp.,
Darmstadt, Germany) and samples were prepared as water
solutions. Diluted samples were homogenized by means of
sonification. Despite dilution, no sample pretreatment proce-
dures were applied prior to quantitative elements determina-
tion. All the measurements were performed in triplicate. The
accuracy was tested by means of recovery analysis, which for
Cu was in the range of 96-103 %.

Statistical Methods

The x* test was used in order to analyze the differences
between the qualitative variables. The Shapiro—Wilk test
was performed in order to evaluate the normal distribution
of quantitative data. Because of the absence of the normal
distribution of data, we used the Kruskal-Wallis ANOVA
or the Mann—Whitney U test. Correlations between quan-
titative variables—due to lack of normal distribution—
were analyzed with the Spearman’s rank correlation.

Results

One hundred and fourteen patients (86 women and 28 men)
who met the DSM-IV-TR criteria for MDD (69 patients with
depressive episodes and 45 in remission) and 50 healthy peo-
ple (36 women and 14 men) were recruited for the case—con-
trol study. All of the patients were treated according to current
guidelines using the following drugs: selective serotonin re-
uptake inhibitors (SSRI), serotonin—norepinephrine selective
inhibitors (SNRI), tricyclic antidepressants (TCA), or
mirtazapine, except that some patients were additionally treat-
ed with atypical antipsychotic drugs (olanzapine or
quetiapine), lithium or lamotrigine to potentiate antidepressant
therapy. The detailed characteristics of the study participant
were presented in our previous report [30].

The mean age in the group of patients (49.36 £+ 10.67) did
not show significant differences from the control group
(45.82 +12.43), (p = 0.064; Mann—Whitney U test). Nor there
were any significant differences in terms of the gender distri-
bution (p = 0.64; x* test). The percentage of women in the
group of patients was 75.4 %, and in the control group 72 %.
There were no significant differences between the average
serum concentration of copper in women and in men
(p = 0.21; Mann—Whitney U test).

The mean scores in MADRS and HDRS among all the
MDD patients (in depressive episode and remission together)
were as follows: 17.64 + 13.4 in MADRS and 13.02 +8.94 in
HDRS. The mean MADRS and HDRS scores of patients in
depressive group were 26.17 +9.74 and 18.83 £ 6.3, respec-
tively. Among patients in remission mean MADRS scores
were 4.25 + 4.2, while HDRS 4.11 £ 3.14.

The analysis of variance indicated that there was no sig-
nificant influence of the disease nor affiliation to healthy
volunteer group on the obtained serum copper concentra-
tions (p > 0.05; Kruskal-Wallis test). The mean copper
levels in depression (0.81 £ 0.27 pg/ml) were lower than
in the control group (0.91 + 0.39 pg/ml). However, this
difference was not statistically significant (p > 0.05).
Similar lack of significance (p > 0.05) in copper concentra-
tion was observed between depressive patients and those in
remission (1.01 + 1.51 pg/ml) (Table 1).
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Table 1  Serum copper concentration [pg/ml] in MDD patients, depending on the current phase of the disease (depression or remission), and healthy
controls. Data are expressed as mean = SD or Median [Upper/Lower quartile]

Depression Remission Control
Cu concentration [pg/ml] Mean + SD

0.81 +0.27 1.01 + 1.51 0.91 +0.39

Median [upper/lower quartile]

0.83 [0.58/1.00]

0.85 [0.69/0.96] 0.82 [0.68/1.04]

Detailed analysis of the data obtained from patients with a
various clinical picture of depressive episodes revealed that
there were no statistically significant difference (p > 0.05;
Mann—Whitney U test) in copper levels between patients with
or without the following clinical features: atypical symptoms
of depression, psychotic symptoms, melancholic syndrome,
or drug resistance (Table 2).

Another analysis also showed the lack of correlation be-
tween copper concentration in the depression or remission
phase and age of the patients and several clinical features:
duration of the disease; age at the onset of the disorder;
duration of the current depressive episode or remission; av-
erage number of depressive episodes in last year; and num-
ber of total hospitalization in over the past year and in the
lifetime. Only in the remission group significant correlation
was observed between the serum copper concentration and
the mean number of depressive episodes over the past year
and duration of the remission (# = 0.30 and » = —0.41, re-
spectively; p < 0.05).

The analysis of correlation between the copper levels and
the severity of depression (as measured with the HDRS/
MADRS total scores) showed no significance regardless of
the subsample (Table 3).

Discussion

In this case—control study we found that the mean serum cop-
per levels in patients with the depressive episode did not sig-
nificantly differ from those obtained in healthy volunteers
samples. Likewise, there were no significant differences be-
tween copper concentration in depressed patients with or

without such clinical features as: atypical features of depres-
sion, drug resistance, presence of psychotic symptoms or mel-
ancholic syndrome. The obtained copper concentrations
showed no correlation with many of the clinical features of
the disease. However, in the remission group we found signif-
icant correlation between serum copper levels and number of
episodes in last year or duration of the remission.

Until now, an analysis of copper concentration in the
blood of the patients diagnosed with MDD was the subject
of only a few case—control studies and all of them were
conducted on a smaller groups of patients [6, 12-16].
Manser et al. [12] in a study of Karachi population observed
elevated (by 22 %) plasma copper level in 31 (15 males, 16
females) depressed patients as compared to the 62 normal
healthy individuals. Similar observations were also made
later by Narang et al. [13]. In the study including 35 (21
males, 14 females) patients there were noted significantly
higher (by 14 %) Cu levels in depressed people than in
the healthy volunteers (n = 35). In turn, after recovery, plas-
ma copper concentration were significantly decreased (by
15 %) [13]. Both of these studies seem to be in opposition
to our results, which present no alterations in the level of
copper in the course of depression. On the other hand, an-
other study performed on a group of 31 depressed patients
and 15 healthy volunteers by Maes et al. [6] indicating no
change in copper concentration between the study groups.
Additionally, Maes et al. reported no difference in patients
meeting (or not) the criteria of melancholic syndrome or
drug resistance and no significant correlation between cop-
per levels and severity of depression, duration of depressive
episode, age at the onset or total duration of the disorder [6].
Those results remain in line with our study. However, in the

Table 2 Comparison of copper
serum concentrations [pg/ml;
mean concentration, and median

(upper/lower quantile)] in MDD
patients with a various clinical
picture of depressive episodes

Depression Mean + SD Median Mann—Whitney
[upper/lower quartile] U test; p

With atypical features 0.70 = 0.34 0.80 [0.46/0.93] 0.92

Without atypical features 0.93 £ 1.07 0.83 [0.68/0.99]

With melancholic features 0.82 +0.28 0.81 [0.58/1.03] 0.63

Without melancholic features 093 £1.19 0.84 [0.58/0.98]

With psychotic syndromes 0.73 £0.21 0.69 [0.56/0.90] 0.59

Without psychotic syndromes 0.89 £ 1.0 0.83[0.64/1.0]

Drug-resistant 0.71 +£0.28 0.66 [0.46/0.84] 0.21
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Table 3 Correlations between
serum copper concentration [pg/ Cu [ug/ml]
ml] and selected quantitative ] —
clinical features in depression and MDD (Total) Depression Remission
remission (Spearman correlation,
*p < 0.05) Age —-0.1 —0.08 —0.16
Age of disease onset —0.021 —0.06 0.009
Number of episodes in the life —0.012 0.1 0.18
The average annual number relapses in the last year 0.096 0.07 0.30
The disease duration —0.057 0.0001 —0.16
Duration of the episode /remission —0.177 —-0.05 -0.41
Total MADRS score 0.001 0.013 0.03
Total HDRS score —0.001 0.04 0.012

Maes et al.’s trial, there was a decline of copper levels in
depressive patients following the antidepressant treatment,
while we did not perform any corresponding analyses.
Partly consistent with our findings are also the results ob-
tained by Schlegel-Zawadzka et al. [15, 16]. Although, in
the study, which enrolled 19 MDD patients and 16 healthy,
was shown elevated levels of copper in depressed people.
However, just like in our study, there was not any correla-
tion between copper levels and severity of depression mea-
sured by HDRS, and moreover, effective antidepressant was
without effect on this measure [15, 16]. Interesting observa-
tions, which in part are consistent with our results, have also
been made in the cross-sectional analysis by Crayton and
Walsh [11], the study to which 813 (485 women and 328
men) depressed patients and 54 (28 women and 26 men)
control subjects between 30 and 60 years were selected;
significant increase in the serum copper concentration in
depressed women compared to the matched control was
demonstrated. Additionally, it has been shown that women
with a history of postpartum depression (PPD) exhibited
significantly higher Cu level than those without PPD history.
Simultaneously, no difference between the nondepressed and
depressed men, and moreover, lower copper levels in normal
men than in healthy women were observed. Unfortunately,
although this transversal study was conducted on a large
population, had a lot of limitations (e.g., absence of current
formal diagnostic evaluations or small size of the control
groups), which may undermine the potential usefulness of
these results [11].

In line with our observations seem to be also the results of
some animal models of depression (chronic severe stress, chron-
ic mild stress and olfactory bulbectomy), that revealed no alter-
ations in serum copper in relation to the control group [15].

Concluding, observed (not only) in our study, no signifi-
cant differences in the serum copper concentration between
the patients with the current episode of depression and healthy
volunteers, between remission and healthy control group, nor
the lack of correlation between the Cu level and severity of
depression (or clinical features of population) may suggest

that the role of this trace element in the pathophysiology of
major depressive disorder and thereby its potential usefulness
as a clinical marker of the disease seems to be relatively low.

On the other hand, the interpretation of our findings, apart
from the strengths of the study (many possible intervening
variables: age, sex, nicotine dependence, socio-demographic
data and the drug state of the patients) should also take into
account its restrictions: the lack of a prospective model to test
the dynamics of the copper concentrations in the same
patients, depending on the stage of the disease; substantial
heterogeneity (with regard to the applied therapy) of the study
groups and the relatively small number of subgroups
presenting specified clinical features. It is also important
to mention about significance of zinc/copper ratio, which
is crucial for proper functioning of human organism [8].
Some researcher suggest that zinc-copper imbalance can
lead to the development of many diseases, especially
psychiatric disorders (e.g., depression, postpartum depres-
sion, schizophrenia, autism spectrum disorders) and that
monitoring of Zn/Cu ratio may be clinically a more sensi-
tive and reliable marker than measuring of each element
separately [see 8 for review].

Regardless of this fact, no doubt, this study represents a
significant source of knowledge on this issue; however, in
view of many limitations and an extremely small number of
published reports (and ambiguity of results), our observations
should be confirmed by subsequent studies conducted on an
even larger (and also other) human population and allowing
for analysis of the impact of applied pharmacotherapy and
other clinical factors on the copper concentration.

Limitations

The main limitations of the presented study are the following:
lack of a prospective model to test the dynamics of changes in
copper levels in individual patients; considerable heterogene-
ity of the study groups in terms of treatment; and the small
number of subgroups presenting specified clinical features.
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Abstract Despite many clinical trials assessing the role of
zinc in major depressive disorder (MDD), the conclusions still
remain ambiguous. The aim of the present clinical study was
to determine and comparison the zinc concentration in the
blood of MDD patients (active stage or remission) and healthy
volunteers (controls), as well as to discuss its potential clinical
usefulness as a biomarker of the disease. In this study 69
patients with current depressive episode, 45 patients in remis-
sion and 50 controls were enrolled. The zinc concentration
was measured by electrothermal atomic absorption spectrom-
etry (ET AAS). The obtained results revealed, that the zinc
concentration in depressed phase were statistically lower than
in the healthy volunteers [0.89 vs. 1.06 mg/L, respectively],
while the zinc level in patients achieve remission was not
significantly different from the controls [1.07 vs. 1.06 mg/L,
respectively]. Additionally, among the patients achieve
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remission a significant differences in zinc concentration be-
tween group with and without presence of drug-resistance in
the previous episode of depression were observed. Also, pa-
tients in remission demonstrated correlation between zinc lev-
el and the average number of depressive episodes in the last
year. Serum zinc concentration was not dependent on atypical
features of depression, presence of psychotic symptoms or
melancholic syndrome, age, age of onset or duration of dis-
ease, number of episodes in the life time, duration of the
episode/remission and severity of depression measured by
the Hamilton Rating Scale for Depression (HDRS), and the
Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (MADRS).
Concluding, our findings confirm the correlation between zinc
deficit present in the depressive episode, and are consistent
with the majority of previous studies. These results may also
indicate that serum zinc concentration might be considered as
a potential biological marker of MDD.

Keywords Zinc - Depression - Biomarkers - Affective
disorders - MDD

Introduction

Zinc is a crucial element of living organisms, which is involved
in many basic physiological processes (mainly as a cofactor of
over 300 enzymes). This cation is recognized as being impor-
tant for: transcription, translation, DNA repair, proliferation
and maturation of cells, apoptosis, neurogenesis, synaptogen-
esis, neuron growth, or keeping the balance of oxidative and
nitrosative redox potential [see (Jurowski et al. 2014 and
Szewczyk et al. 2011) for review]. Zinc ions also play a role
in the regulation of immune system and inflammation process-
es, influencing the level of some inflammatory cytokines (e.g.
interleukin 6, IL-6; tumor necrosis factor «, TNFx; or
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interleukin 13, IL-1(3) (Szewczyk et al. 2011; Gapys et al.
2014; Maes et al. 1994, 1997, 1999; Maret and Sandstead
2006; Maserejian et al. 2012; Ranjbar et al. 2013; Russo
2011). It has also been shown that Zn concentration declines
during the inflammatory state (Bonaventura et al. 2015).

When compared with other organs, the brain presumably
contains the highest levels of zinc in the body. Within brain,
Zn*" is nonuniformly distributed and its most abundant in the
hippocampus, amygdala, cerebral cortex, and olfactory bulbs
(Frederickson 1989, Frederickson et al. 2000; Paoletti et al.
2009). There is evidence that zinc deficiency leads to changes
in the central nervous system (CNS) functioning, especially in
the glutamatergic transmission in the limbic system and cere-
bral cortex, which playing an important role in the
etiopathogenesis of depression [see (Mlyniec 2015) for re-
view]. Zinc ions can modulate a number of ligand- and
voltage-gated ion channels, such as gamma-aminobutyric acid
(GABA,) (Frederickson 1989; Marchetti 2014), N-methyl-D-
aspartate (NMDA) (Chen et al. 1997; Szewczyk et al. 2012),
«-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(AMPA) and kainate (KA) receptors, and may also affect the
serotonin receptors (Kalappa et al. 2015; Veran et al. 2012;
Satala et al. 2015). By influencing those receptors in the spe-
cific brain areas Zn”" indirectly modulates synaptic plasticity,
regulate neuronal signal transduction, and other processes,
like memory and learning (Paoletti et al. 2009; Yu et al.
2013; Grabrucker 2014). Furthermore, zinc affects emotional
lability, psychomotor functions, attention (Szewczyk et al.
2011; Swardfager et al. 2013a), irritability (Russo 2011)
and other emotional, executive and cognitive functions
(Szewcezyk et al. 2011; Maes et al. 1994, 1997; Swardfager
et al. 2013a; McLoughlin and Hodge 1990; Narang et al.
1991; Salari et al. 2015).

Numerous clinical studies confirm the role of zinc deficien-
cy in the development of depressive symptoms in a course of
major depressive disorder (MDD) (Szewczyk et al. 2011;
Gapys et al. 2014; Maes et al. 1994, 1997; Russo 2011;
Swardfager et al. 2013a, b; McLoughlin and Hodge 1990;
Narang et al. 1991; Gronli et al. 2013; Siwek et al. 2010;
Nguyen et al. 2009; Schlegel-Zawadzka et al. 2000; Siwek
et al. 2013). Some of these show correlation between zinc
deficiency and drug-resistance in patients (Ranjbar et al.
2013; Russo 2011; Swardfager et al. 2013a). It is also proven,
that some antidepressants can influence both the blood and
brain zinc level (Siwek et al. 2010; Nowak et al. 2005). On
the other hand, several case-control trails confirmed antide-
pressant activity of zinc supplementation in the depressed pa-
tients (Szewczyk et al. 2011; Maserejian et al. 2012; Ranjbar
etal. 2013; Lehto et al. 2013; Siwek et al. 2009; Nowak et al.
2003; Salari et al. 2015; LAi et al. 2012).

The aim of this study was to determine the correlation
between symptomatology of MDD, and the serum chang-
es of zinc concentration. The presented results are a part

@ Springer

of the large clinical study named De-Me-Ter (“Depression
— Mechanisms — Therapy”, task 3.2 - Identification of
endogenous marker of depression and therapy effective-
ness) (Siwek et al. 2016a, b; Siwek et al. 2015; Styczen
et al. 2015).

Materials and methods
Recruitment of the study participants

The study participants (Caucasian men and women) were re-
cruited among the in- and outpatients of the Department of
Psychiatry, University Hospital, Cracow, Poland, in the period
September 21 of 2009 until August 30 of 2013.

Patients fulfilling the DSM-IV-TR criteria for Major
Depressive Disorder (MDD) (both in the active phase of de-
pression, and achieve remission) were recruited to the case-
control study. All the study participants signed an informed
consent and were provided with detailed information (verbally
and in writing) about the aims and rules of this clinical study.
Each potential study participant had the opportunity to ask
questions about the study before singing the consent and all
those questions were answered by the doctor responsible for
recruitment. The Jagiellonian University Bioethical
Committee has approved this study (decision number KBET
/77/B/2009; dated June 25, 2009).

The most important exclusion criteria were: diagnosis of a
severe psychiatric disorder other than MDD (for example:
schizophrenia, schizoaffective disorder, bipolar disorder), sub-
stance use disorders (excluding addiction to nicotine and caf-
feine), comorbidity of serious physical illness (both acute or
chronic), diagnosis of a severe personality disorders,
breastfeeding, pregnancy or medication which could signifi-
cantly interfere with blood zinc concentration. As severe so-
matic diseases excluding from the study (due to the possibility
of statistically significant change in the concentrations of bio-
markers examined in the De-Me-Ter study) the authors con-
sidered the following: chronic autoimmune and inflammatory
diseases, acute inflammatory or infections present within a
month prior to the recruitment in the study, primary adreno-
cortical insufficiency, renal failure, chronic pancreatitis,
hypoporathyroidism, hyperthyroidism, primary
hypoaldosteronism, cancer, megaloblastic anemia due to iron
deficiency, thalassemia, hemochromatosis, liver cirrhosis,
Wilson’s disease, nephritic syndrome and burns. The additional
excluding criteria was the fact of using by the participants the
following drugs: hydralazine, nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (acetylsalicylic acid, ibuprophen, indometacin), tetracy-
clines, florochinolones, calcium, iron, chelating agents or
glucocorticosteroids. All the patients were receiving pharma-
cotherapy with proven efficacy (mono- or polytherapy), in
accordance with the up-to-date treatment guidelines for MDD.
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The group of healthy volunteers consisted of people with no
present and past history of severe and chronic somatic or psy-
chiatric diseases, without history of substance use disorders
(except for caffeine and nicotine abuse), and with no psychiat-
ric disorders in the first-degree relatives. This group was re-
cruited through advertisements on hospital notice boards, by
referral from hospital staff, or their relatives and friends.

The detailed socio-demographic and clinical characteris-
tics of the examined population are presented previously
(Styczen et al. 2015).

The diagnostic tools

For the measurement of the severity of depressive symptoms
the Montgomery-Asberg Depression Rating Scale - MADRS
(Montgomery and Asberg 1979) and the Hamilton Rating
Scale for Depression — HDRS (Hamilton 1960) were used.

Collection and processing of blood samples. Quantitative
analysis of zinc in the blood serum samples

According to the study protocol max. 9.8 ml of blood was
obtained from each study participant, at the same time of the
day (between 8 and 9 a.m.). Blood was collected from a
brachial vein using the Monovette system (Sarstedt,
Germany). After the cloth formation, the blood was centri-
fuged at 1800 xg for 30 min, and the serum (only non-
hemolysed) was kept frozen at 80 °C until it could be ana-
lyzed. The samples were stored in zinc-free tubes for a max-
imum period of 4 months. The assessment of zinc was per-
formed in specialized laboratory of trace element analysis,
Department of Analytical Chemistry, University of Science
and Technology, Cracow. Serum zinc levels were measured
by a electrothermal atomic absorption spectrometry (ET
AAS) using a PerkinElmer spectrometer model 3110
(USA). The following measurements’ conditions were used:
air — acetylene flame, 285.2 nm wavelength, 0.7 nm slit and
single-element HCL lamps. Gas flow and burner position
were optimized before measurements to achieve high sensi-
tivity. The samples were diluted appropriately to fit into the
linear range (1-50 ng/ml) of calibration curves. Standards
(Zinc standard solution; Merck Millipore Corp., Darmstadt,
Germany) and samples were prepared as water solutions.
Diluted samples were homogenized by means of
sonification. In the case of samples of extremely low volume
(a few microliters) the additive method of sample micro-
dilution was used. The lowest concentration traceability for
zinc was 0.5 pug/L. Despite dilution, no sample pre-treatment
procedures were applied prior to quantitative elements deter-
mination. Depending on the total sample volume, triplicate
determinations were performed. The accuracy of ET AAS
technique was tested by means of recovery analysis, which
for Zn was in the range of 94-99 %. All reagents used were

of analytical grade. The test tubes for Zn were thoroughly
acid washed (0.1 % Nitric acid) and rinsed with double
distilled deionized water.

Statistical methods

The test x> was used to analyze the differences between the
quality variables. The Shapiro-Wilk test was performed in
order to evaluate the normal distribution of quantitative data.
Because of absence of the normal distribution of data we used
the Kruskal-Wallis ANOVA or Mann-Whitney U-test.
Correlations between quantitative variables - due to lack of
normal distribution - were analysed with the Spearman’s Rank
correlation.

Results

One-hundred-and-fourteen patients (including 28 men and 86
women) who met the DSM-IV-TR criteria for MDD (69 pa-
tients were in a depressive episode and 45 were in a remission)
were enrolled into the De-Me-Ter case-control study. Among
the recruited group of participants there were patients using
Selective Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRI; 63 patients),
Serotonin-Norepinephrine Reuptake Inhibitors (SNRI; 34 pa-
tients), tricyclic antidepressants (TCA; 15 patients), mirtazapine
(5 patients) and also taking atypical antipsychotic drugs
(olanzapine or quetiapine; 15 patients), lithium and lamotrygine
(a total of 5 patients) due to enhance the antidepressant therapy
(Styczen et al. 2015). The control group consisted of 50 healthy
volunteers (including 14 men and 36 women).

The mean age in the group of patients (49.4 + 10.7 years)
did not show significant differences from the control group
(45.8 £ 12.4 years), (p = 0.064; Mann-Whitney U-test). There
were also no statistically significant differences between the
sexes in two groups (test x; p = 0.64). The percentage of
women in the examined population of patients was 75 %,
and in the control group it was 72 %. In the patient group
there were no differences in the mean zinc concentrations
between women and men subgroups (p = 0.91, Mann
Whitney U-test) (Styczen et al. 2015).

The zinc concentration in the serum samples of patients in
depressive episode were significantly lower from those ob-
tained in the healthy volunteers group (» = 0.003, Mann
Whitney U-test). However, there were no statistically signifi-
cant differences in zinc levels between patients achieve remis-
sion and control group (p = 0.348, Mann Whitney U-test) or
between depressed stage and remission (p = 0.096, Mann
Whitney U-test) (Table 1).

Among the group of depressed patients there was no sta-
tistically significant difference in zinc levels between patients
with and without the following clinical features: atypical or
psychotic symptoms of depression, melancholic syndrome, or
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Table1 Serum zinc concentration [mg/L] in MDD patients, depending
on the current phase of the disease (depression or remission), and healthy
controls. Data are expressed as mean + SD or Median [Upper/Lower
quartile] (Mann Whitney U-test, *p < 0.01 vs. Control)

Depression Remission Control
Zn concentration ~ Mean £ SD
[mg/L] 0.89+0.18* 107+048  1.06+034
Median [ Upper/Lower quartile]
0.88 0.97 0.98
[1.01/0.78]* [1.09/0.77] [1.22/0.82]

drug-resistance (Table 2). However, among the group of pa-
tients in the remission a significant differences in zinc concen-
tration between patients with and without presence of drug-
resistance in the previous episode of depression (p = 0.035,
Mann Whitney U-test) were observed.

Furthermore, our results showed no significant correlations
between zinc levels and age of the patients and some clinical
features (for all: patients in depressive phase, remission and
total group population): duration of the disorder, average num-
ber of hospitalizations in the last year, average number of de-
pressive episodes in the last year, number of total hospitaliza-
tion throughout life, severity of depression measured by HDRS
(a total score), or MADRS (a total score or age of onset) or
duration of current episode severe depression, or remission.
The only significant correlation was obtained between zinc
concentration in patients achieve remission and average num-
ber of depressive episodes in the last year (Table 3).

Discussion

The presented case-control study demonstrated that the serum
zinc levels in patients with depressive episode were signifi-
cantly lower than those obtained in healthy volunteers’ sam-
ples. Moreover, there was no statistically significant differ-
ences in Zn®" concentration between patients in remission
and healthy volunteers group. The average zinc concentration

in patients achieve remission almost reach the control level,
albeit statistically zinc levels between acute stage of the dis-
ease and remission are not different. Additionally, no signifi-
cant differences between zinc concentration in patients with or
without such clinical features as: atypical features of depres-
sion, drug resistance, presence of psychotic symptoms or mel-
ancholic syndrome were noticed.

Our findings are in a good agreement with most reports,
which demonstrated reduced zinc concentration in the blood
(serum, plasma) of depressed patients (Maes et al. 1994,
1997, 1999; Russo 2011; McLoughlin and Hodge 1990;
Siwek et al. 2010; Schlegel-Zawadzka et al. 2000; Siwek
et al. 2013; Roozbeh et al. 2011; Irmisch et al. 2010;
Amani et al. 2010; Salimi et al. 2008; W¢jcik et al. 2006;
Little et al. 1989). However, in some studies blood zinc
concentrations did not differ between depressed patients
and control healthy volunteers group (Ranjbar et al. 2013;
Narang et al. 1991; Gronli et al. 2013; Nguyen et al. 2009;
Manser et al. 1989; Salustri et al. 2010).

Probably the first article which indicated a link between
zinc and depression in the clinical studies was published in
1983 and demonstrated the case of major depressive disor-
der with a low serum zinc level (Hansen et al. 1983). Next
article appeared in 1989. Little et al. examined the zinc
concentration in serum and urine of depressed patients and
demonstrated hypozincemia in 9 out of 30 patients with
mood disorders, however, this study did not include the
control (healthy) group (Little et al. 1989). In the study on
31 Karachi depressed patients, a significantly lower serum
zinc level was shown, but only in depressed women (not in
men) compared to healthy controls (Manser et al. 1989). In
the following year (1990) McLoughlin and Hodge clearly
demonstrated hipozincemia in 14 untreated depressed pa-
tients, compared with 14 healthy controls (McLoughlin and
Hodge 1990).

Our results are similar to this demonstrated by Maes and
colleagues (Maes et al. 1994). In the first study on 48 MDD
patients they showed that not only the zinc level was signifi-
cantly lower in patients group (when compared to healthy vol-
unteers), but also that it was negatively correlated with the

Table 2 Comparison of zinc

serum concentrations [mg/L; Depression Mean + SD Median Mann-Whitney
mean (£ SD) concentration and [Upper/Lower quartile] U-test p
median (upper/ lower quantile)] in
MDD patients with a various Atypical features With 0.87+£0.16 0.83 [0.88/0.75] 0.17
clinical picture of depressive Without 0.99 +0.37 0.90 [1.02/0.79]
episodes Melancholic features With 0.92+0.18 0.88 [1.0/0.8] 0.68
Without 1.00 +0.40 0.88 [1.02/0.72]
Psychotic syndromes With 0.77+0.13 0.78 [0.88/0.65] 0.09
Without 0.98 £0.35 0.88 [1.02/0.79]
Drug-resistant With 0.90 +0.20 0.88 [1.07/0.72] 0.94
Without 0.89+0.17 0.87 [1.0/0.79]
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Table 3 Correlations between
serum zinc concentration [mg/L]
and selected quantitative clinical
features in depression and

remission (Spearman’s Rank
correlation, *p < 0.05) Age

Clinical features Zn [mg/L]
MDD (Total) Depression Remission
-0.03 -0.026 -0.101
Age of disease onset -0.03 -0.026 -0.101
Number of episodes in the life -0.094 -0.081 0.136
The average annual number relapses in the last year 0.161 -0.012 0.355%
The disease duration 0.092 0.236 -0.107
Duration of the episode /remission -0.209 0.006 -0.231
Total MADRS score -0.15 0.033 -0.087
Total HDRS score -0.13 0.022 -0.023

severity of depressive symptoms (Maes et al. 1994). In two
further studies on 31 and 48 patients (respectively) diagnosed
with MDD Maes et al. also confirmed previous observations
Maes et al. 1997, 1999). Additionally, they observed that zinc
level was much lowered in drug-resistant patients (Maes et al.
1997). The our results are also supported by those obtained by
Siwek et al. (2010); Salimi et al. (2008) and Amani et al.
(2010).

The data concerning pre- and postpartum depression
demonstrated relationship between zinc and depression sta-
tus (Wojcik et al. 2006; Roomruangwong et al. 2016), as
well as bipolar depression in which lower zinc level was
characteristic for depressive episode (Siwek et al. 2016b;
Stanley and Wakwe 2002).

Moreover, growing evidence for the valuable augmen-
tation effects of zinc adjunctive therapy coming from clin-
ical studies. The studies demonstrated by Ranjbar et al.
(2013); Russo (2011); Siwek et al. (2009) and Nowak
et al. (2003) showed that zinc supplementation signifi-
cantly reduced depression severity (depression rating
scores) and facilitated the outcome in antidepressant ther-
apy especially in the treatment-resistant patients. Also,
zinc monotherapy reduced symptoms of depression in pa-
tients with coexisting obesity (Solati et al. 2015).

On the other hand, there are several clinical studies that did
not confirmed the presented results. The result obtained by
Gronli et al. on 100 patients aged over 64 years (62 women,
38 men) with different psychiatric diagnoses showed that the
patients without depression were characterized by a higher
deficit of zinc (2013). Similarly, Nguyen et al. noticed in their
observational study on 369 women that there is no correlation
between presence of depressive symptoms and zinc levels
(2009). Also some other groups did not demonstrate alter-
ations in the blood serum of depressed patients (Narang
etal. 1991; Irmisch et al. 2010; Salustri et al. 2010).

The dissimilarity between the data presented in those
reports may origin from the differences in the time of
zinc measurement e.g. depression/remission phase, de-
pression diagnosis — treatment resistant/non-resistant,

previous/current pharmacotherapy, duration of illness,
gender and dietary variability (Swardfager et al. 2013a,
b; Siwek et al. 2013; Nowak 2015).

The mechanisms of the antidepressant activity of zinc may
be connected with its influence (modulation) of the neuro,
immuno and/or oxidative systems [see (Szewczyk et al.
2011; Siwek et al. 2013; Nowak 2015; Maurya et al. 2016;
Tyszka-Czochara et al. 2014) for review].

The obtained results from the presented study confirm the
correlation between zinc deficit present in the depressive ep-
isode, and are consistent with majority of previous studies.
The presented results indicate that zinc blood concentration
might be a biological marker of MDD. Nevertheless the zinc
level in the course of MDD data still remain ambiguous and
should be examined on a bigger populations of depressed
patients to widen the knowledge on the role of zinc in the
pathophysiology of MDD.
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Summary

Aim. The aim of this study was to compare the zinc and copper concentration in the group
of patients with bipolar disorder (BD) and major depressive disorder (MDD).

Method. 110 patients with the diagnosis of BD and 114 with MDD were qualified to
the study. To assess the levels of microelements, the flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) was used in the case of zinc and the electrothermal atomic absorption spectrometry
(ET AAS) was used in the case of copper.

Results. There were no differences between concentration of zinc and copper in remission
and depressive phase between patients with BD and MDD. Additionally, there were also no
statistically significant differences in comparisons including type I and Il, early or late phase
of BD and MDD.

Conclusions. The lack of differences in zinc and copper concentrations between patients
with bipolar disorder and major depressive disorder might indicate that those disorders have
similar etiology.

Stowa klucze: cynk, miedz, choroby afektywne, biomarkery

Key words: zinc, copper, affective disorders, biomarkers
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Wstep

Pierwiastki $ladowe, w tym cynk i miedz, i ich rola w organizmie ludzkim od
wielu dekad sa obiektem badan klinicznych [1, 2]. W organizmie odgrywaja one klu-
czowe role w wielu procesach fizjologicznych niezbednych dla Zycia i prawidlowego
rozwoju, a zaburzenia ich stezenia lub metabolizmu mogg prowadzi¢ do powstania
powaznych zaburzen metabolicznych czy choréb, w tym psychiatrycznych [3-7].
Wiele z procesow fizjologicznych, w ktorych uczestniczg cynk i miedz, uwaza si¢
za kluczowe w etiologii zaburzen psychicznych. Wérod tych proceséw wymienia si¢
m.in.: neurogenezg, synaptogeneze, wzrost neuronow, neurotransmisj¢ sygnatu, procesy
poznawcze, uczenia si¢ i pamigci [8,9], dziatanie receptorow NMDA, AMPA, GABA,
kainowych czy receptoréw glicynowych [10], modulacj¢ metabolizmu katecholamin
[11, 12], procesy antyoksydacyjne [11, 13—15], a takze uczestnictwo w regulacji funkcji
uktadu odpornosciowego [2, 11, 12, 16]. Dodatkowo oba te mikroelementy wchodza
w sktad licznych enzymow, ktdre uczestniczg bezposrednio lub posrednio w procesach
fizjologicznych taczonych z etiologia zaburzef afektywnych, a przede wszystkim
— enzymOw zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne (oksydaze lizylowg oraz
dysmutaze nadtlenkowq) [2, 3, 17]. Szczegdtowy opis roli tych dwdch pierwiastkow
znacznie wybiega poza zakres tego artykutu i zostal umieszczony w innych pracach
autorow [18-22].

Diagnostyka roznicowa pomiedzy chorobg afektywng dwubiegunows (Bipolar
Disorder — BD) a jednobiegunowa (Major Depressive Disorder — MDD) jest sporym
wyzwaniem dla klinicystow ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia bardzo podobnego
obrazu klinicznego epizodow depresyjnych w obu chorobach [23, 24]. Spos$rod wszyst-
kich zaburzen psychicznych BD najcz¢$ciej mylona jest z MDD [25, 26] i zgodnie
z wynikami jednego z badan wspotczynnik konwersji diagnozy z MDD do BD u ba-
danych pacjentow wynosit az 32,8%. Zmiana diagnozy u tych pacjentéw nastepowata
nawet po wielu latach od pojawienia si¢ pierwszych objawow depresyjnych [25]. Dane
te wskazuja, ze grupa pacjentéw z nierozpoznang BD przez wiele lat moze otrzymy-
wac nieprawidlowe leczenie i moze by¢ blednie klasyfikowana jako grupa lekooporna
[25]. Jest to jeden z najistotniejszych problemow klinicznych w leczeniu zaburzen
afektywnych. Zidentyfikowanie markeréw biologicznych réznicujacych BD i MDD
w znaczacy sposob utatwitoby diagnostyke chordb afektywnych oraz umozliwitoby
wczesne zastosowanie odpowiedniego leczenia [27, 28].

Cel

Celem niniejszej pracy byto pordwnanie stgzen cynku i miedzi pomiedzy grupa
pacjentow z rozpoznaniem BD i MDD oraz ocena ich zwigzku z charakterystyka
zaburzen afektywnych.
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Metodyka
Miejsce prowadzenia badania

Do grupy badanej rekrutowani byli pacjenci sposrdd 0sob hospitalizowanych na
oddziale stacjonarnym Kliniki Psychiatrii Dorostych Szpitala Uniwersyteckiego w Kra-
kowie oraz sposrdd osob leczonych w przyklinicznym ambulatorium. Kwalifikacje
pacjentow prowadzono w okresie od 21.09.2009 do 30.07.2013 roku.

Rekrutacja uczestnikow badania

Rekrutacje uczestnikéw prowadzili do§wiadczeni lekarze psychiatrzy. Pacjenci
wigczeni do badania spetniali kryteria diagnostyczne MDD oraz BD wedlug DSM-
-IV-TR (bez wzglgdu na faze chorob). Wszyscy uczestnicy wyrazili swiadomag zgodg
na udziat w badaniu. Ponadto przed wiaczeniem do badania kazda z 0séb uzyskata od
lekarza psychiatry szczegdtowa informacj¢ (w formie ustnej oraz pisemnej) o celach
i zasadach przeprowadzanego badania, z mozliwo$cig zadawania pytan. Badanie
uzyskato zgode Komisji Bioetycznej UJ.

Podstawowymi kryteriami wykluczenia z badania byty m.in.: brak zgody na
przeprowadzenie badania; rozpoznanie powaznego zaburzenia psychicznego innego
niz MDD lub BD (np. schizofrenia, psychoza schizoafektywna) lub zaburzen zwig-
zanych z naduzywaniem substancji psychoaktywnych (z wyjatkiem uzaleznienia od
nikotyny lub kofeiny); wspotwystepowanie powaznych choréb somatycznych (ostrych
lub przewlektych); wystepowanie giebokich zaburzen osobowosci; karmienie piersia
lub cigza. Uczestnicy zakwalifikowani do badania przyjmowali leki o udowodnione;j
skutecznosci w terapii MDD oraz BD, ktore byly stosowane adekwatnie do obrazu
klinicznego choroby oraz zgodnie z obecnymi standardami (w monoterapii lub w celu
potencjalizacji leczenia — w terapii taczonej).

Charakterystyke socjodemograficzng i kliniczng, a takze szczegotowe kryteria
rekrutacji badanej populacji (z uwzglgdnieniem stosowanej farmakoterapii) przed-
stawiono w innych pracach autoréw [29, 30].

Narzedzia diagnostyczne

U pacjentow oceniano nasilenie objawow depresyjnych za pomocg skali depres;ji
Montgomery’ego—Asberg (Montgomery—Asberg Depression Rating Scale— MADRS)
[31] oraz skali depresji Hamiltona (Hamilton Depression Rating Scale— HDRS) [32].
Natomiast nasilenie objawow maniakalnych badano z zastosowaniem skali manii
Younga (The Young Mania Rating Scale — YMRS) [33].

Pobieranie i przygotowywanie materialu do badan. Pomiar poszczegdlnych stezen
mikroelementéw w surowicy krwi

Zgodnie z protokotem badania u kazdej z zakwalifikowanych do badania osob
pobrano maksymalnie 9,8 ml krwi zylnej z uzyciem zamknigtego systemu Monovette.
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Po powstaniu skrzepu probki odwirowywano przez 30 minut z predkoscig 1800 RPM.
Uzyskang surowic¢ przechowywano w temperaturze — 80°C do momentu rozpoczecia
zaplanowanych analiz.

Po rozmrozeniu i doktadnym wymieszaniu probek przeprowadzono analize ilos-
ciowa z wykorzystaniem metody ptomieniowej atomowej spektrometrii absorpcyjnej
(Flame Atomic Absorption Spectrometry — FAAS) do analizy Zn*" lub metody elektro-
termicznej atomowej spektrometrii absorpcyjnej (Electrothermal Atomic Absorption
Spectrometry — ET AAS) do analizy Cu?*. W oznaczeniach stosowano spektrometr
firmy Perkin Elmer Model 3110 (USA), ptomien acetylen-powietrze, lampg HCL oraz
spektrometr firmy Perkin Elmer AA Model 3110 (USA) wyposazony w piec grafitowy
Perkin Elmer HGA-600. Temperatura obrobki wstgpnej wynosita 950°C, a procesu
atomizacji 2300°C. Dtugos$¢ fali przy oznaczaniu stezen wynosita: dla cynku 213,9
nm oraz dla miedzi 324,8 nm. Szeroko$¢ szczeliny dla obu mikroelementow wynosita
0,7 nm. Oznaczenie kazdej probki wykonano w trzech powtorzeniach. Doktadnosé
pomiardw okreslano za pomocg analizy odzysku. Dla pomiardéw st¢zen cynku wynosita
ona 94-99%, dla miedzi — 96-103%.

Metody statystyczne

Do analizy rozktadu normalnego danych ilo§ciowych zastosowano test Shapiro—
Wilka. Ze wzgledu na brak rozktadu normalnego danych ilo§ciowych zastosowano
jednoczynnikowa analize wariancji Kruskala—Wallisa lub test U Manna—Whitneya.

Wyniki

Do grupy badanej wtaczono 224 pacjentéw. Grupa pacjentdOw z rozpoznaniem BD
liczyta 110 osob, natomiast w grupie pacjentéw z rozpoznaniem MDD znajdowato
si¢ 114 os6b. Szczegdtowe informacje na temat grupy badawczej umieszczone sa
w innych pracach autoréw [29, 30].

Poréwnanie stezenia cynku w epizodzie depresyjnym pomigdzy grupg pacjentow
z rozpoznaniem BD (BD typu I i II) oraz MDD nie wykazalo istotnych statystycznie
réznic (p = 0,50; Test U Manna—Whitneya). Na potrzeby analizy statystycznej do grupy
BD typu II wlaczono zaréwno pacjentdw z rozpoznaniem BD typu II, jak i pacjentow
z rozpoznaniem BD nieokre$lonych (BD not otherwise specified — BD NOS). Brak r6z-
nic istotnych pod wzgledem statystycznym przyniosta réwniez analiza stezenia miedzi
w epizodzie depresyjnym pomiedzy pacjentami z BD (BD typu 11 11) i MDD (p = 0,82;
Test U Manna—Whitneya). W przypadku analizy stezen cynku w okresie remisji pomie-
dzy pacjentami z BD (BD typu 11 1I) i MDD (p = 0,32; Test U Manna—Whitneya) oraz
stezen miedzi w tych samych grupach pacjentow (p = 0,86; Test U Manna—Whitneya) nie
wykazano istotnych statystycznie roznic. Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Przeprowadzona analiza ANOVA rang Kruskala—Wallisa nie wykazata istotnych sta-
tystycznie rdznic w zakresie stezenia cynku w epizodzie depresji pomig¢dzy nastepujacymi
grupami: BD typu I, Il i MDD (p = 0,17); pacjentow we wczesnej i pdznej fazie BD oraz
MDD (H = 1,07; p = 0,59). Nie wykazano roéwniez rdznic w st¢zeniu cynku w remisji,
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poréwnujac grupy pacjentdéw we wezesnej i poznej fazie BD oraz MDD (H =5,24; p =
0,07). W przypadku analizy ANOVA rang Kruskala—Wallisa stezen miedzi w epizodzie
depresyjnym réwniez nie wykazano réznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami
BD typu I, I1i MDD (p =0,76) oraz pomig¢dzy grupami pacjentdéw we wczesnej 1 poznej
fazie BD oraz MDD (H = 0,80; p = 0,67). W analizie wariancji st¢zenia miedzi w remisji
w grupach BD typu [, Il i MDD (p = 0,52) oraz grupach pacjentoéw we wczesnej i pozne;j
fazie BD oraz MDD (H = 0,97; p = 0,61) nie wykazano istotnych statystycznie roznic.

Szczegotowe zestawienie wynikoéw analizy stezen mikroelementéw pomig¢dzy
grupami BD typu [, II i MDD umieszczono w tabelach 2 i 3. Natomiast szczegotowe
informacje na temat odnotowanych stezen mikroelementéw w poszczegdlnych pod-
grupach i epizodach choroby umieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Stezenia cynku i miedzi w epizodzie depresyjnym u pacjentéw z BD i MDD

Cynk — mediana (dolny/gérny kwartyl)

0,88 (0,78/1,01)

o Epizody
Pacjenci - —
Depresja Remisja
MDD
Miedz — mediana (dolny/gorny kwartyl) 0,83 (0,58/1,00) 0,85 (0,70/0,96)

0,97 (0,77/1,09)

BD (BD typu | oraz Il)
Miedz — mediana (dolny/gorny kwartyl)
Cynk — mediana (dolny/gérny kwartyl)

0,79 (0,64/1,00)
0,83 (0,69/1,03)

0,83 (0,66/1,00)
1,01 (0,82/1,18)

BD typu |
Miedz — mediana (dolny/gorny kwartyl)

0,84 (0,65/1,07)

0,81 (0,61/0,95)

Cynk — mediana (dolny/gérny kwartyl)

0,89 (0,74/1,04)

Cynk — mediana (dolny/gérny kwartyl) 0,79 (0,68/0,88) 0,91 (0,80/1,08)
BD typu ll
Miedz — mediana (dolny/gérny kwartyl) 0,77 (0,60/0,96) 0,85 (0,75/1,07)

1,16 (0,91/1,94)

Tabela 2. Poréwnanie stezen cynku w poszczegolnych fazach pomiedzy BD

typu I, typu II oraz MDD

Test Kruskala—Wallisa: H = 6,44; p = 0,04
Ponizej umieszczono warto$ci p dla poszczego6inych poréwnan.

Stezenie cynku w fazie remisji

BP typu | BP typu Il MDD
BP typu | X 0,78 1,00
BP typu Il 0,78 X 1,00
MDD 1,00 1,00 X

Test Kruskala-Wallisa: H = 3,52; p = 0,17
Ponizej umieszczono warto$ci p dla poszczegdinych porownan.
BP typu | BP typu Il MDD

Stezenie cynku w fazie depresji

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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BP typu| X 0,24 027
BP typu lI 0,24 X 1,00
MDD 0,27 1,00 X

Tabela 3. Poréwnanie stezen miedzi w poszczegélnych fazach pomiedzy BD
typu I, typu II oraz MDD

Stezenie miedzi w fazie remisji

Test Kruskala-Wallisa: H = 1,30; p = 0,52
Ponizej umieszczono warto$ci p dla poszczeg6inych poréwnan.

BP typu | BP typu Il MDD
BP typu | X 0,78 1,00
BP typu Il 0,78 X 1,00
MDD 1,00 1,00 X
Test Kruskala-Wallisa: H = 0,55; p = 0,76
Stezenie miedzi w fazie depresji Ponizej umieszczono wartosci p dla poszczegolnych poréwnan.
BP typu | BP typu Il MDD
BP typu | X 1,00 1,00
BP typu Il 1,00 X 1,00
MDD 1,00 1,00 X
Tabela 4. Poréwnanie stezen miedzi i cynku pomiedzy grupa pacjentow
z rozpoznaniem BD i MDD
Faza remisji Faza depresji
Zmienna: Test U Manna-Whitneya Test U Manna-Whitneya

Stezenie cynku

p=032(U=9705;Z=099)

p=0,5(U=1809,0; Z=-0,68)

Stezenie miedzi

p=0,86 (U=1033,0;Z=0,18)

p=0,82 (U=1996,0;Z=-0,22)

Dyskusja

Uzyskane przez autoréw wyniki pordwnania BD i MDD odpowiednio w fazie de-
presji i remisji wykazaty brak réznic w stezeniu zaréwno miedzi, jak i cynku pomiedzy
badanymi grupami pacjentow. Pomimo odmiennego obrazu klinicznego porownywa-
nych chorob i ich przebiegu uwaza sie, ze przyczyna tych zaburzen afektywnych moze
mie¢ wspolne podtoze. Wielu badaczy wskazuje, Ze stan zapalny oraz stres oksydacyjny
initrozacyjny moga by¢ —poza kwestiami genetycznymi — najistotniejszymi procesami
odpowiedzialnymi za powstawanie chorob afektywnych [34-38]. Jony miedzi oraz
jony cynku sa niezb¢dnymi elementami w tych procesach [2, 3, 11, 13].

W poprzednich pracach autoroéw niniejszego artykutu porownanie stezenia miedzi
pomigdzy grupami pacjentéw z BD i1 zdrowych ochotnikéw oraz pacjentow z MDD
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i zdrowych ochotnikéw nie wykazato roznic w st¢zeniu miedzi [20, 22], co pozostawato
w zgodno$ci z wynikami uzyskanymi przez inng grupe badaczy [16]. Jednak istnieja
nieliczne badania kliniczne, w ktorych zaobserwowano zwigkszone stezenia miedzi
w chorobach afektywnych [5, 39].

Odmienna sytuacja wystepuje w przypadku poréwnan stgzen cynku. Poprzednie
prace autorow powyzszego artykutu wykazaty, ze zard6wno u pacjentow z BD typu I,
jak iupacjentéw z MDD stezenia cynku byly istotnie nizsze niz w grupach zdrowych
ochotnikow [19, 21]. Uzyskane wyniki pozostawaty zgodne z dotychczasowymi do-
niesieniami klinicznymi innych badaczy [11, 40—42].

Podsumowujac uzyskane wyniki, mozna stwierdzié, ze zard6wno stezenie cynku,
jak 1 miedzi nie r6znicuje BD 1 MDD. Jednak brak r6znic w tym zakresie moze wska-
zywaé na wspdlng geneze tych zaburzen, co wymaga dalszych badan.

Do ograniczen przedstawianego badania nalezy zaliczy¢: brak prospektywnego
modelu oceniajacego dynamike zmian stezen badanych mikroelementéw u tych sa-
mych pacjentow w obu populacjach klinicznych, stosowanie odmiennego leczenia
farmakologicznego w porownywanych grupach badawczych oraz brak mozliwosci
oszacowania wptywu powyzszych czynnikéw na uzyskane wyniki. Jednak nalezy
zwrdci¢ uwagg, ze badanie zostalo przeprowadzone na duzej grupie pacjentow z roz-
poznaniem BD oraz MDD.
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Prof. dr hab. n. med. Dominika Dudek
Zaklad Zaburzen Afektywnych
Katedra Psychiatrii CM UJ, Krakow
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Jako wspétautorka prac pt.:
1. “The serum zinc concentration as a potential biological marker in patients with major
depressive disorder”; autorzy: Krzysztof Styczen, Magdalena Sowa-Kuéma, Marcin
Siwek, Dominika Dudek, Witold Reczynski, Bernadeta Szewczyk, Paulina Misztak,
Roman Topér-Madry, Wiodzimierz Opoka, Gabriel Nowak, opublikowanej w
czasopismie Metabolic Brain Disease (Metab Brain Dis. 2017 Feb;32(1):97-103. doi:
10.1007/s11011-016-9888-9. Epub 2016 Aug 8).
2. “Study of the serum Cu levels in patients with major depressive disorder”; autorzy:
Krzysztof Styczen, Magdalena Sowa-Kuéma, Marcin Siwek, Dominika Dudek,
Witold Reczynski, Paulina Misztak, Bernadeta Szewczyk, Roman Topor-Madry,
Wiodzimierz Opoka, Gabriel Nowak, opublikowanej w Biological Trace Element
Research (2016 Dec;174(2):287-293. Epub 2016 May 5).
3. “Stezenie cynku i miedzi nie réznicuje choroby afektywnej dwubiegunowej 1
jednobiegunowej”; autorzy: Krzysztof Styczen, Magdalena Sowa-Kuéma Dominika
Dudek, Marcin Siwek, Witold Reczynski, Bernadeta Szewczyk, Paulina Misztak,
Roman Topér-Madry, Wlodzimierz Opoka, Gabriel Nowak, opublikowanej w
czasopismie Psychiatria Polska (Online First nr 85:1-9, 15 December 2017, DOI:
https://doi.org/10.1 2740/PP/OnlineFirst/80069).
oéwiadczam, iz moéj wiasny wklad merytoryczny W przygotowanie, przeprowadzenie
i opracowanie badan oraz przedstawienie prac W formie publikacji to opracowywanie
koncepcji badania klinicznego, wstgpna kwalifikacja pacjentow do badania, opieka
merytoryczna nad badaniem oraz pomoc W redagowaniu manuskryptow.

Jednocze$nie  wyrazam  zgod¢ na przediozenie ~ w/w  prac  przez
lek. Krzysztofa Stycznia jako czgs¢ rozprawy doktorskiej w formie sp6jnego tematycznie

zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.




Oswiadczam, iz samodzielna 1 mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ ww. prac

sztofa Stycznia przy opracowywaniu koncepcji

wykazuje indywidualny wkiad lek. Krzy
alnej (rekrutacja do badania), opracowaniu 1

badania, wykonywaniu czesci eksperyment

interpretacji wynikow tych prac, przygotowywanie tekstow poszczegolnych artykulow.

(podpis wspotautora)
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Siwek, Dominika Dudek, Witold Reczynski, Bernadeta Szewczyk, Paulina Misztak,
Roman Topér-Madry, Wlodzimierz Opoka, Gabriel Nowak, opublikowanej w
czasopismie Metabolic Brain Disease (Metab Brain Dis. 2017 Feb;32(1):97-103. doi:
10.1007/s11011-016-9888-9. Epub 2016 Aug 8).
2. “Study of the serum Cu levels in patients with major depressive disorder”; autorzy:
Krzysztof Styczen, Magdalena Sowa-Kué¢ma, Marcin Siwek, Dominika Dudek,
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czasopi$mie Psychiatria Polska (Online First nr 85:1-9, 15 December 2017, DOI:
https://doi.org/10.12740/PP/OnlineFirst/80069).
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1 opracowanie badan oraz przedstawienie prac w formie publikacji to wstgpna kwalifikacja
pacjentéw do badania, wspoitworzenie analizy statystycznej oraz pomoc w redagowaniu
manuskryptu.

Jednoczesnie ~ wyrazam  zgode na  przedlozenie @ w/w  prac  przez
lek. Krzysztofa Stycznia jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie

zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.




O$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ ww. prac

ztofa Stycznia przy opracowywaniu koncepcji

wykazuje indywidualny wklad lek. Krzys
Inej (rekrutacja do badania), opracowaniu i

badania, wykonywaniu czegsci eksperymenta

interpretacji wynikow tych prac, przygotowywanie tekstow poszczegdlnych artykulow.
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podpis wspotautora)




12.1. WYKAZ SKROTOW

MDD — major depressive disorder — zaburzenia depresyjne nawracajgce
BD — bipolar disorder — choroba afektywna dwubiegunowa

DSM - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — Klasyfikacja Zaburzen

Psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego

ICD — International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems —

Migdzynarodowa Klasyfikacja Zaburzen Psychicznych i Zaburzen Zachowania

HPA — hypothalamic—pituitary—adrenal — o$ hormonalna podwzgorze—przysadka—nadnercza
IL — interleukin — interleukina

TNFa — tumor necrosis factor alpha — czynnik martwiczy guza alfa

CRP — C—Reactive Protein — biatko ostrej fazy

MDA — Malondialdehyde — malondialdehyd

8-OHdG — 8-hydroxy—2'-deoxyguanosine — 8-hydroksy—-2'-deoksyguanozyna

SOD - SuperOxide dismutase — dysmutaza ponadtlenkowa

TNFsR1 — tumor necrosis factor soluble receptor — rozpuszczalny receptor czynnika

martwiczego nowotworu 1
OUN - osrodkowy uktad nerwowy

BDNF - Brain-Derived Neurotrophic Factor — neurotroficzny czynnik pochodzenia

mdzgowego

NT — neurotrophin — neurotrofina

NGF — nerve growth factor — czynnik wzrostu nerwow
GABA — gamma—aminobutyric acid — kwas y—aminomastowy

NMDA — N-Methyl-D-aspartic acid — kwas N-metylo—D—-asparaginowy
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ROS - reactive oxygen species — reaktywne formy tlenu
DNA — deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy
RNS — reactive nitrogen species — reaktywnych form azotu
RNA — ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

AMPA — a—amino—3-hydroxy—-5-methyl-4—isoxazolepropionic acid — kwas o—amino—3—

hydroksy—5-metylo—4—isoksazolepropionowy
GSK - glycogen synthase kinase — kinaza syntazy glikogenu
ZCNs — zinc containing neurons — neurony zawierajgce cynk

SSRIs — selective serotonin reuptake inhibitors — selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego

serotoniny

SNRIs — selective serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors — selektywne inhibitory

wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny
TCA — tricyclic antidepressants — tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne

MADRS - Montgomery—Asberg Depression Rating Scale — skala depresji Montgomery—
Asberg

HDRS — Hamilton Rating Scale for Depression — skala depresji Hamiltona
BDI — Beck Depression Inventory — inwentarz depresji Becka
YMRS - Young Mania Rating Scale — skala manii Young'a

FAAS - flame atomic absorption spectrometry — metoda plomieniowej atomowej

spektrometrii absorpcyjnej

BD NOS - bipolar disorder not otherwise specified — choroba afektywna dwubiegunowa nie

okreslona
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