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I. TEORETICKY UVOD — Literarni piehled

1. Poruchy nalady - Depresivni porucha

Poruchy nalady (afektivni poruchy) jsou velmi Castd onemocnéni
spojena s vysokou hladinou morbidity a mortality. Zakladnim piiznakem
afektivnich poruch je zména nalady. Nalada je bud’ patologicky elevovana,
pak mluvime o manii nebo patologicky snizena — mluvime o depresi.
Specifickym predmétem zajmu piedkladané dizertaéni prace je deprese, proto
si dovoluji v dal§im textu vynechat popis poruch charakterizovanych naladou
elevovanou (manie) a vénovat se pouze depresivni poruse.

Soucasna civilizace klade stale vyssi naroky na jednotlivce. Vse se
zrychluje, doba je anonymni a odosobnéna. Lidé se stale vice st€huji do
velkych urbanistickych center, coz zhorSuje jejich pocity vykofenénosti. Ne
kazdy jednotlivec dokaze stale se zvySujici tlak a tep doby zvladnout.
Mnozi, a jejich pocet se stale zvySuje, pocit'uji nepiiznivé disledky soucasné
civilizace. Nejzavaznéjsim negativnim dusledkem jsou civilizacni
onemocnéni, z nichz pfedni misto zaujima depresivni porucha.

Téma této prace je tedy aktualni a piinosné nebot depresivni
porucha dnes postihuje zna¢né mnozstvi lidi, pficemz jeji vyskyt ma ve
vyspélych spoleénostech stoupajici trend. Celozivotni prevalence deprese
byva uvadéna mezi 8 — 20%, onemocni ji kazdoroéné celosvétové zhruba
100 miliénd osob a depresivni epizodu prozije alespon jednou za Zivot
kazdy paty znas (20% zen a 10% muzh). Deprese se vyskytuje hlavné
v produktivnim veéku, mezi 25. a 35. rokem. Dvakrat Castéji postihuje Zeny.
Je spojena s velkym subjektivnim utrpenim a vzdy s narusenim bézného
denniho fungovani. Nemocni maji navic 30krat vyssi riziko sebevrazdy ve
srovnani s normalni populaci

Deprese ma vyznamny negativni celospolecensky dopad. Denik
Guardian vroce 2005 uvedl, ze naklady na depresivni onemocnéni a vse
s nim spojené Cini v piipadé Spojeného kralovstvi 9 miliard britskych liber
ro¢né. Velkou c¢ast piedstavuji naklady plynouci ze zhorSeného pracovniho
fungovani nemocnych.

Deprese se nevyhyba nikomu, trpéla ji fada osobnosti, naptiklad L.
van Beethoven, Vincent van Gogh, Virginia Woolfova, A. Lincoln, W.
Churchil, a jini.

V posledni dobé se informovanost o depresivni poruse zlepsila. Je
lépe diagnostikovana a 1éCena, coz snizuje stigmatizaci depresi jako dusevni
poruchou.

Deprese ma bohuzel tendenci chronifikovat, nemocni maji 50%
pravdépodobnost, ze dojde k opakovani epizody. Navic nékteré osoby
trpici depresivni poruchou neodpovidaji adekvatné na antidepresivni terapii,
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oznacujeme je klécbé rezistentni. Pfiblizné polovina osob nezareaguje
dostate¢né na podani prvniho antidepresiva, na druhy 1écebny pokus jinym
antidepresivem opét neodpovi asi 50% pacientd, tzn. 25% byva oznacovano
jako rezistentni k 16¢b€ nejmén¢ dvéma antidepresivy (Thase 2004).

Patogeneze deprese neni dosud plné objasnéna, i kdyz probiha
intenzivni vyzkum. Pfesto Ize ze ziskanych dat presumovat nékolik axiomi,
zejména pak spojitost deprese s nerovnovahou neurotransmitertl a narusenou
citlivosti receptori v mozku, dale pak fakt, Ze pficiny vzniku deprese se jevi
jako multifaktorialni.

2. Zmény funkce HPT osy v ramci poruch nalady

Nepochybné existuje t€sna spojitost mezi endokrinnim a centralnim
nervovym systémem, piicemz vétSina endokrinnich poruch muize byt
provazena zménami psychiky a vice versa. U afektivnich poruch je
nejcastéji zminovano naruseni funkce hypotalamo-pituito-adrenergni osy,
nicméné opakované byly rdznymi studiemi potvrzeny také odchylky
hypotalamo-pituito-thyroidni (HPT) osy.

Mezi nejcastéjSimi nalezy byva uvadéna zménénd odpoveéd’ na
podani hormonu uvoliujiciho thyrotropin (TRH). Stimula¢ni TRH test
hodnoti hladinu thyrotropinu (TSH) pfed a po intravendzni aplikaci
standardizované davky TRH (200-500 pg). Test se provadi rano a nalacno.
Po podani TRH se sleduje hladina TSH po dobu 3 hodin ve 30 minutovych
intervalech. Oslabeni odpovédi je uvadéno jako zvyseni hladiny TSH o méné
nez 5 mU/I (delta TSH, ATSH< 5). Hodnoceni TRH stimula¢niho testu bylo
provedeno v ramci vyzkumu depresivnich poruch mnohokrat. Vétsinou byla
u depresivnich osob nalezena odpovéd sniZzena, ale nékolik studii
demonstrovalo odpovéd’ zvysenou (Loosen a Prange 1982).

Mezi dalsi cCasté nalezy Tfadime prechodnou sérovou
hyperthyroxinémii a oplosténi diurndlniho rytmu thyroidniho stimula¢niho
hormonu.

U osob s depresi byly pozorovany také snizené hladiny
transthyretinu v mozkomisnim moku. Transthyretin je specificky transportni
protein, ktery je zodpovédny za vychytavani thyroxinu pies
hematoencefalickou bariéru a jeho distribuci v mozku. (Sullivan a kol.
1999).

Nekteré studie uvadély zvyseni hladin TRH v mozkomi$nim moku
(Banki a spol. 1988).

Opakované¢ byla vriznych pracich zmifovana pritomnost
imunitnich zmén u depresivnich pacientd. Jde napfiklad o nalez zvysSené
hladiny protilatek proti thyroidalni peroxidase (TPO-Ab) u Zen s depresi
nebo nardst hladin imunoglobulint zabrafiujicich navazani TSH na receptor.
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Pritomnost téchto protilatek je béZznym jevem u autoimunitnich chorob Sstitné
zlazy. Dispozice v podobé zminénych protilatek a soucasna expozice stresu
by mohla vést k depresi nebo k rozvinuti autoimunitniho onemocnéni.
Podporovalo by to také hypotézu, Ze na pozadi depresivni poruchy je
autoimunitni proces a Ze je ziejmad provazanost neuroendokrinnich a
imunitnich zmén (Konig a kol.1999).

Vsechny uvedené parametry se zdaji byt state markerem, ve vét$iné
studii doslo se zlepSenim deprese k iplné ¢i ¢asteéné normalizaci.

Véda diskutuje nékolik hypotéz, které by mohly objasnit zmény ve
funkci HPT osy u afektivnich poruch. Jednou z nich je nazor, ze by se mohlo
jednat o formu centralniho subklinického hypothyroidismu spojen¢ho se
systtmovym euthyroidismem, nebo by mohlo jit o zmény v disledku
snizen¢ho mnozstvi serotoninu v mozku, ¢i o pozménénou aktivitu [3-
adrenergnich receptort v CNS, pfipadn€¢ o centralni dysregulaci
hypotalamo-pituito-thyroidalni a hypotalamo-pituito-adrenergni osy.

Spojitost HPT osy s afektivnimi poruchami doklada i ucinnost
thyroidnich hormonii v jejich 1é¢b€. V soucasné dob¢ se uziva trijodthyronin
(T3) a thyroxin (T4) predevsim v terapii rezistentnich forem poruch.
Vychéazi se z poznatku, Ze odchylky HPT osy mohou odrazet zvySenou
vulnerabilitu k relapsu onemocnéni. V mnohych studiich byl prokazan
ptiznivy potenciaéni G¢inek T3 na tricyklicka antidepresiva, dosud vsak
chybi kontrolované studie s jinymi druhy antidepresiv. Thyroxin
v suprafyziologickych davkach je ucinny v terapii ,rychle cyklujici® formy
bipolarni afektivni poruchy (Bauer a kol. 2005).

3. Membranové charakteristiky deprese

Propojenost  endokrinnich a  neurondlnich  systémi v
ramci patogeneze deprese neni vyjasnéna. Pii vyzkumu jsme odkazani na
pouziti nepfimych metod, Casto se uziva bunéénych modelt, zejména
cervenych krvinek a krevnich desticek; pfipadné jejich membran.

Roli pfi vzniku deprese totiz mohou hrat také vlastnosti bunéénych
membran v uritych oblastech mozku, které nasledné ovliviiuji zmény
v neurotransmiterovych systémech. Charakteristiky lipidové ¢asti bunéénych
membran by mohly hypoteticky rozhodovat o dostupnosti receptorovych
vazebnych mist. Rovnéz transport pies bunéénou membranu je ovlivnén
jejim lipidovym slozenim a fluiditou.

3.1. Vychytavani L-trijodthyroninu (L-T3) erytrocyty

Dosud provedené studie prokazaly, Ze erytrocyty hraji roli
v krevnim transportu thyroidnich hormont a je pravdépodobné, Ze existuje
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souvislost mezi depresivnim onemocnénim a zménou parametrl vychytavani
thyroidnich hormonti erytrocyty.

Vstup trijodthyroninu do erytrocyti mize byt povazovan za
kompenzatorni mechanismus, ktery vyrovnava zmény v dostupnosti
thyroidnich hormonti pro cilové bunky. Moreau a spol. vroce 1999
pozorovali u krys zmény kinetickych parametri vychytavani L-T3 v
zavislosti na zménach plasmatickych hladin thyroidnich hormond, tj. rychlost
transportu byla zvySena u hypothyroidnich krys a sniZzena u hyperthyroidnich.
Je mozné, Ze zmény v transportu T3 jsou odrazem poruch na systémové
urovni.

Podle nejnovéjsich poznatkt prostupuje T4 v lidskych erytrocytech
prevazné volnou diftzi (Galton a kol. 1986). T3 naproti tomu vstupuje do
erytrocytu usnadnénou difiizi, navaze se zde na cytosolové a membranové
proteiny nebo lipidy, je zde akumulovan, ale ne metabolizovan (Samson
1992). Cervené krvinky pravdépodobné slouzi jako cirkulujici zdsobnik T3
(Osty a kol. 1988, 1990). Trijodthyronin asociovany s erytrocyty tvori
ptiblizné 25% z jeho celkového mnozstvi v plazmé.

Zminovana usnadnéna difize T3 je uskuteCiiovana pomoci
stereospecifického saturovatelného prenasecového systému nezavislého na
Na'. Zfejmé jde o transportni systém, ktery je shodny nebo podobny tzv.
systétmu T pro aromatické aminokyseliny, L-tryptofan, L-fenylalanin a L-
tyrosin (Rosenberg a kol. 1980, 1981). L-T3 a L-tryptofan na sebe ziejmé
vzajemn¢ pusobi kompetitivni inhibici.

Vyzkumy zabyvajici se tematikou transportu jednotlivych substrati
do bun¢k sleduji zejména dvé nejlépe charakterizujici veliCiny, a to V pay, COZ
je maximalni rychlost transportu do bunky odrazejici existenci
saturovatelného mnozstvi pienaSect, a Ky, coz je zdanliva Michaelisova
konstanta, definovana jako hodnota koncentrace transportované latky, pii niz
dosahuje rychlost transportu do buiky poloviny V... Hodnoty Ky jsou
blizké hodnotam disociac¢nich konstant komplexti pienasec-substrat a Ky je
tedy také métitkem afinity pfenasece k substratu.

Doposud byly provedeny pouze dvé publikované studie zabyvajici
se erytrocytarnim uptake L-T3 u pacienti s afektivnimi poruchami. Jde o
studii Moreau a spol. z roku 1998, kdy byly sledovany parametry
vychytavani L-T3 a L-tryptofanu (4. Vmx @ Ky) u 34 vdobé studie
nelécenych klinicky euthyroidnich pacientd s unipolarni depresi a u 40
zdravych kontrol. Autofi studie predpokladali, ze nasledkem vyse uvedeného
vzéjemného ovlivnéni vychytavani L-T3 a L-tryptofanu, povede porucha
vychytavani L-T3 k ovlivnéni uptake L-tryptofanu a tim zpusobi naruSeni
syntézy mozkového serotoninu. Bylo zjisténo signifikantni zvySeni hodnot
Kum a Vi u depresivnich pacienti oproti kontrolam, pfiCemz toto zvySeni
nesouviselo s tizi deprese. Nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi muzi a
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zenami. Byla pozorovana negativni korelace mezi V.« (ne vSak Ky,) a vékem
depresivnich pacientli. Byla zjisténa také pozitivni korelace mezi V.x pro
uptake L-T3 a tryptofanu v cervenych krvinkach, coz opét prokazuje, ze zde
jde opravdu ziejmée o sdileni spole¢ného transportniho systému.

Druha studie (Moreau a kol. 2000) navazovala na prvni. Sledovala
vyvoj uptake L-T3 erytrocyty u 19 klinicky euthyroidnich depresivnich
pacientil v prub&hu jednomeésicni 1é¢by fluvoxaminem (patii mezi selektivni
inhibitory reuptake serotoninu, SSRI). Vysledky byly srovnany se zdravymi
kontrolami. U respondért na 1écbu doSlo béhem terapie k normalizaci
kinetickych parametrii az na Groven zdravych kontrol, u non-respondért se
objevil naopak dal$i vzestup dal$i kinetickych parametri. Ze studie lze
vyvozovat, ze parametry uptake T3 do erytrocytl se méni pii vzniku deprese,
resp. podtypu deprese rezistentni na 1écbu, a v pribéhu jeji 1écby.

3.2 Membranova fluidita a jeji vliv na uptake L-T3

Parametry vychytavani T3 erytrocyty mohou byt ovlivnény
zménami vlastnosti membranového pienasSece. Aktivita membranovych
prenasecti mize byt urcena vlastnostmi lipidové ¢asti membran, predevsim
slozenim a usporadanim molekul v lipidové dvojvrstvé. Taktéz na afinitu L-
T3 ktransportnimu systému ma urCity vliv interakce T3 s fosfolipidy
v membrané (Hillier a kol. 1970, Samson 1996).

Plazmaticka membrana je tvoiena fosfolipidovou dvojvrstvou, v niz
jsou zanofeny nebo periferné uchyceny proteiny a glykoproteiny (model
tekuté mozaiky). Pomér fosfolipidovych molekul k molekulam proteint je
ptiblizné 50:1.

Molekuly ve fosfolipidové dvojvrstvé jsou ve stalém pohybu.
V prvnim pfibliZzeni se Ize divat na vnitiek lipidové dvojvrstvy biologické
membrany jako na homogenni neasociovanou izotropni nestlaitelnou
kapalinu, jejiz vlastnosti jsou charakterizovany jedinou konstantou.
V analogii s mechanikou kontinua je tato konstanta oznacovana jako
viskozita nebo fluidita, resp. tekutost. V piipadé lipidovych dvojvrstev bylo
zavedeno oznaceni mikroviskozita. Fluidita je zavisla na teploté, ale hlavné
na nenasycenosti zbytkli mastnych kyselin ve fosfolipidech a zastoupeni
cholesterolu nebo cukernych slozek v membranovych glykolipidech ¢i
glykoproteinech. Mikroviskozita, tj. pievracena hodnota fluidity, je
pouzivana pro vyjadfeni relativnich zmén dynamickych vlastnosti membrany.
Tyto zmény lze kvalitativné sledovat métenim anizotropie fluorescence
vhodnych membranovych fluorescen¢nich sond. Metoda fluorescen¢nich
sond je zalozena na méfeni intenzity, emisnich spekter nebo polarizace
fluorescence malych hydrofobnich nebo amfifilnich molekul, jejichz
fluorescencni parametry se méni v zavislosti na nékterych vlastnostech jejich
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mikrookoli. Obecné zvyseni anizotropie fluorescence sondy znamena zvyseni
mikroviskozity (sniZzeni fluidity). Nejcastéji pouzivanda membranova sonda
pro sledovani zmén mikroviskozity lipidovych dvojvrstev je 1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrien (DPH) (Fisar a Jirak, 2001).

Membranova mikroviskozita je veli¢ina ovliviijici vlastnosti fady
membranovych proteint (receptord, iontovych kanald, enzymu, pienasecu).
V ptipadé prenasece pro L-T3 v erytrocytarnich membranach byla zavislost
vazebnych vlastnosti na fosfolipidovém sloZzeni membran popsana (Samson a
kol. 1996) Zmény vlastnosti pienaseCe by se mozna daly vysvétlit napf.
zménami lipidového slozeni erytrocytdrnich membran v pfipadé€, ze by se
jednalo o membranovy protein zavisly na lipidech. Zména ve slozeni
membranovych lipidi znamena rozdilné rozdélovaci koeficienty
psychotropnich latek mezi vodnou fazi a membranu, coz by mohlo souviset
s farmakorezistenci deprese.

II. PRAKTICKA - vyzkumni &ast

1. CILE VYZKUMNE PRACE

Dizertatni prace je koncipovana na bazi faktu, ze funkce
transmiterovych systému je obecné ovlivnéna membranovym pienosem.
Zmény v bunéénych membranach by mohly reflektovat zmény na systémové
arovni.

V predchozi praci, kdy jsme méfili kinetické parametry vychytavani
serotoninu do trombocytd, jsme potvrdili propojenost membranovych zmén
(aktivity membranovévoho pienaseCe pro serotonin, SERT) a funkce
centralniho serotoninového systému (Fisar a kol, 2005).

Predmétem této vyzkumné prace bylo méteni kinetickych parametrti
vychytavani L-trijodthyroninu, tj. V. a Ky, které ukazuji funkci
transportnich membranovych systémt. Vychdzeli jsme z nasledujicich
predpokladi:

e zménéna schopnost vychytavani L-trijodthyroninu (L-T3) erytrocyty

by mohla byt markerem, ktery reflektuje narusenou funkci HPT osy a tim
vulnerabilitu ke vzniku deprese;

o uptake triiodthyroninu mize souviset se zménami vlastnosti

bunéénych membran.

Zakladnim cilem studie pfitom bylo ovéfit tyto stézejni hypotézy:

1. membranovy ptenos L-trijodthyroninu je odlisny u pacientl s depresi a u
zdravych kontrol a odrazi zmény na systémové urovni;

2. funkce membranového prenaseCového systému je ovlivnéna zménou
membranové fluidity;
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3. uzivanim antidepresiv dochdzi u pacientd s depresi k normalizaci
parametri.

Prakticka ¢ast vyzkumu byla provedena na buiikach izolovanych z
periferni lidské krve. Uptake radionuklidem znacené¢ho L-T3 do erytrocyti
byl méfen nami modifikovanou metodou a kinetické parametry byly urceny
pred 1é¢bou a nasledné po 1 mésici podavani citalopramu (antidepresivum
pusobici primarné jako selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu)
a byly porovnany se zdravymi kontrolami.

Vzhledem ktomu, Ze aktivita transportéru pro L-T3 mulze byt
ovlivnéna vlastnostmi lipidové ¢asti bunééné membrany, byly z erytrocyti
izolovany plazmatické membrany (ghosty) a metodou fluorescenéni
spektroskopie byly ureny zmény dynamickych vlastnosti (fluidity) jejich
lipidové dvojvrstvy.

Snazili jsme se zjistit, jaky vliv ma deprese a podavani citalopramu
na vlastnosti uptake L-T3 do erytrocyti a zda existuje korelace uvedenych
membranovych zmén, parametri vychytavani L-T3 a klinického hodnoceni.
Na zaklad¢é téchto vysledkii byla diskutovana uloha osy hypolamus-
hypofyza-§titna  zldza, vychytavani L-T3 do erytrocyth a tloha
membranovych lipida pii vzniku a 1é¢bé afektivnich poruch.

2. METODA

Charakteristika sledovaného souboru
Osoby s depresi

Studie se zucastnilo 24 osob s depresivnim onemocnénim. Soubor
byl ziskan nahodnym vybérem pacienti s depresivni poruchou mirnou az
tézkou prvni nebo opakovanou atakou (diagnézy F32.0 — F32.3.; F33.1-F33.2
dle klasifikace MKN 10) piijatych v letech 2000 a 2001 na Psychiatrickou
kliniku 1. LF UK k hospitalizaci nebo k ambulantni 1é¢bé. Zucastnéni nebyli
v dobé zatfazeni do studie 1é¢eni minimalné 5 mésicti zadnymi antidepresivy.
U 20 osob byla deprese diagnostikovana prvné a nebyli dosud 1é¢eni Zadnym
antidepresivem (,,drug naive). Z celkového poétu 24 pacientii (pramérny veék
+ S.D. =37 £ 13 roki) bylo 12 Zen (39 + 10) a 12 muzid (35 + 15).

Vsechny zafazené osoby vyslovily stucasti souhlas a byly
informovany o Géelu a obsahu studie. Zadny z uéastnikii, nebyl v pfimém ¢&i
nepfimém vztahu k vyzkumnikiim nebo vyzkumu.

Pacienti byli klinicky zhodnoceni Hamiltonovou skalou deprese
(HAMD; Hamilton 1960) a Beckovou sebeposuzovaci skalou deprese (BDI;
Beck 1974), pricemz klinické hodnoceni provedl stejny 1ékat vyskoleny pro
praci s uvedenymi posuzovacimi $kalami.
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Po klinickém hodnoceni jsme odebrali mezi 8. a 10. hodinou rano 8
ml krve na vySetfeni hladin volného thyroxinu (fT4) a thyroidalniho
stimula¢niho hormonu (TSH) a 4 ml nesrazlivé krve na zméfeni kinetickych
parametrit uptake L-T3 do erytrocytd a nasledné zmétfeni membranové
fluidity.

Do studie byly zafazeny pouze klinicky euthyroidni osoby, které se
nelécily zadnymi léky, které by ovliviiovaly funkci HPT osy. Pfipominam, Ze
rozmezi normalnich hodnot je 9,8 — 23,1 pmol/l pro fT4 a 0,500 — 6,00 mIU/I
pro TSH. Vyseteni hladin fT4 a TSH u zafazenych osob potvrdilo jejich
klinicky euthyroidni status.

Po klinickém vysetfeni a uvodnich odbérech bylo depresivnim
pacientim nasazeno antidepresivum ze skupiny SSRI - citalopram
(Seropram, Citalec). Davkovani citalopramu bylo v rozmezi 20 — 60 mg/den.

Po 1 mésici (28 - 31 dni) byli pacienti znovu zhodnoceni klinicky
Hamiltonovou a Beckovou skalou a byly odebrany 4 ml krve na zméfeni
kinetickych parametri vychytavani L-T3 a zméfeni membranové fluidity
erytrocytarnich ghosta.

Pfi druhém hodnoceni a odbéru bylo vyfazeno 5 osob, a to z divodu
nesplnéni kritérii studie (zména antidepresiva, vysazeni antidepresiva, nebyl
schopen pfijit ve sjednaném terminu apod.)

Kontroly

Kontroly tvofily vékové odpovidajici osoby, které se nelécily
psychiatricky ani z diivodu poruchy §titné zlazy. Neslo o osoby, které by byly
v ptimém vztahu k vyzkumnikim nebo vyzkumu. Celkovy pocet kontrol byl
19 osob. Kontrolam byly odebrany 4 ml krve na zmeéfeni kinetickych
parametrit uptake L-T3 erytrocyty a na nasledné zméfeni membranové
fluidity erytrocytarnich ghosta.

Pouzité chemikalie a roztoky

Roztok 800 nM ['*’I]L-T3 o specifické aktivité cca 16 kBq/ml byl
ptipraven smisenim pufru T (125 mM NaCl, 20 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10
mM glukéza, 4,05 mM Na,HPO,, 0,95 mM NaH,PO,; pfed pouzitim
probublavan 95% O, s 5% CO,, pH 7) sroztokem neznacené¢ho L-T3
(Sigma) a zasobnim roztokem ['*’I|L-T3 o specifické aktivité 114 MBg/ug
(Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., England). Vzorky byly filtrovany
ptes filtry ze sklenénych mikrovlaken (Whatman, typ GF/C) impregnovanych
v 0,1% polyetyleniminu (Sigma) a byly promyty pufrem A (120 mM NacCl,
10 mM KCl, 30 mM Tris, 10 uM L-T3, pH 7,4). Pro méfeni relativnich zmén
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fluidity plazmatickych membran byla hydrofobni membranova sonda 1,6-
difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, Sigma).

Zpracovani krve

4 ml nesrazlivé krve byly odebrany do sterilni vakuované zkumavky
(BD Vacutainer INC s 0,129 M citratem sodnym jako antikoagulantem).
Odebrané vzorky byly zpracovany béhem nasledujicich 2 hodin po odbéru.
Krev byla promichana a centrifugovana v umélohmotnych zkumavkach pfi
200 g, 20°C, 15 min. Poté byla odebrana plazma obohacena trombocyty i s
horni vrstvou erymasy a pelet ¢ervenych krevnich bunék (RBC) byl 3 krat
promyt chladnym pufrem T (centrifugovano pti 4°C, 1000 g, 10 min.).
Nasledné byla zméfena koncentrace erytrocytti a ¢ast vzorku byla nafedéna
na koncentraci 10° RBC/ml pro bezprostiedni méfeni vychytavani L-T3;
zbytek byl pouzit pro pfipravu ghosti.

Uptake L-T3 do erytrocyt

Uptake trijodthyroninu do erytrocyti byl méfen modifikovanou
metodou dle Osty a kol. (1990) a Moreau a kol. (1998, 2000). Promyté RBC
natedéné pufrem T na koncentraci 10° RBC/ml byly pouzity pro méfeni
kinetiky uptake L-T3. Saturacni kiivky byly zméfeny pro 12 rtznych
koncentraci L-T3.V umélohmotnych zkumavkach bylo 200 ul RBC (2.10°
RBC) nafedéno riznymi objemy pufru T (1200-1790 ul) a preinkubovano
v 37°C po dobu cca 12 minut. Uptake L-T3 do erytrocyti byl startovan
pfidanim 12 rAznych objemd (10-600 pl) zasobniho roztoku L-T3 o
koncentraci 800 nM (Sigma), do néhoz byl jako radioaktivni tracer pfidan
jodem 125 znageny L-T3 (['I|L-T3), tak aby vysledna specificka aktivita
zésobniho roztoku byla kolem 16 kBg/ml (cca 10° CPM/ml). Vysledny objem
vzorku pro méfeni uptake byl 2 ml, koncentrace bunék 10* RBC/ml. Objemy
['"*I]L-T3 byly zvoleny tak, aby vysledné koncentrace L-T3 pro uptake do
erytrocytl byly v rozmezi 4 nM az 240 nM. Po pfidani zna¢eného L-T3 byly
zkumavky naplnény 95% O, s 5% CO,, uzavieny a inkubovany v 37°C po
dobu 15 minut. Bylo ovéfeno, Zze i po této dobé dochazi k ptiblizné
linearnimu nartstu uptake L-T3 do bunék. Volny a nespecificky navazany
['®IJL-T3 (tj. ['**’I]L-T3 v roztoku mimo RBC nebo adsorbovany na povrchu
bun€k) byl odstranén rychlou filtraci vzorkl pres filtry ze sklenénych
mikrovlaken, filtry byly promyty a po pfidani scintilaéniho roztoku
proméfeny na scintila¢nim ¢itac¢i LS 60001C (Beckman).

Nesaturovatelny uptake L-T3 (pasivni transport) byl ur¢en zméfenim
vzorkdi pfi 2°C, tj. RBC byly pred i po piidani [*I]L-T3 inkubovany
v ledové vodeg.
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Piiprava erytrocytarnich ghostu

Plazmatické membrany z erytrocyti (ghosty) byly izolovany
postupem podle Dodge a kol. (1963). Stru¢né, erytrocyty byly 3 krat promyty
pufrem A (centrifugovano pii 4°C, 1000 g, 10 min.) a poté byly nafedény
hypotonickym pufrem A (pufr A nafedény 20 krat destilovanou vodou) v
poméru 1:30, peélivé se promichany a centrifugovany (20000 g, 4°C, 40
min). Supernatant byl peclivé odstranén a ghosty 3krat promyty
hypotonickym pufrem A. Nakonec byly ghosty resuspendovany v 1,5 ml
pufru A, bylo odebrano 10 pl pro méfeni fosforu (podle Bartlett 1959,
Wagner a kol. 1962) a vzorek byl zamrazen pro nasledné méteni
membranové fluidity metodou fluorescenénich sond.

Metoda fluorescencénich sond

Pro méfeni relativnich zmén fluidity plazmatickych membran byla
pouzita metoda fluorescencnich sond (Lakowicz 1999) s hydrofobni
membranovou sondou 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienem (DPH, Sigma). DPH
byl rozpustén v acetonu v koncentraci 6 mM a tento zdsobni roztok byl
uloZen v mrazni¢ce. Pro méfeni byly pfipraveny vzdy Cerstvé roztoky v pufru
A vkoncentraci 6 uM DPH. Tyto roztoky byly smichany s pufrem A a
suspenzi ghosti tak, aby vysledna koncentrace DPH byla 2 uM a koncentrace
fosfolipidd cca 100 uM. Po 60 minutach inkubace v 37°C byla méfena
polarizovana fluorescence pii excitacni vinové délce 350 nm a emisni vinové
délce 450 nm na spektrofluorometru FluoroMax-3 (Jobin Yvon, Horiba).
Kazdé méteni daného vzorku bylo opakovano alesponi 10x a z vyslednych
hodnot byl vypocten pramér.

Analyza dat

Uptake L-T3 do RBC je pasivni zprostiedkovany transport
(facilitovana difuze), jehoz vlastnosti lze charakterizovat analogickymi
parametry jako pro enzymovou kinetiku (rovnice Michaelise a Mentenové)
nebo vazbu ligandl ke specifickym receptorim. Jedna se o pfenos, ktery lze
popsat zdanlivou Michaelisovou konstantou Ky a maximalni rychlosti
transportu V... Pro vypocet uvedenych kinetickych parametrti jsme pouzili
nelinearni regresni analyzu - program AccuFit Saturation Two-Site software
(Beckman).Limitujici prostupnost membran za nizkych (fyziologickych)
koncentraci L-T3 byla pocitana jako pomér V,./Ky, kdy tento pomér je
m¢éfitkem efektivity transportniho systému.
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Statistickd Analyza

Vsechny hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka
(S.D.) nebo = interval spolehlivosti pfi hladiné spolehlivosti 95% (CONF95).
Pro srovnani odpovédi depresivnich pacientii pied a po 1é€bé citalopramem
bylo pouzito Wilcoxonova parového testu. Manntv-Whitneylv U-test byl
pouzit pro porovnani kontrol a depresivnich pacientd pied a po 1é¢bé
citalopramem. Spearmantiv korelacni koeficient R byl pouzit pro kvantifikaci
vztahu dvou proménnych (v korelacni matici byly chybéjici hodnoty
vynechany parové). Normalita rozdéleni hodnot byla ovéfena Chi-kvadrat
testem a Kolmogorovovym-Smirnovovym testem. Pouziti t-testd a
Pearsonova korelacniho koeficientu dalo vysledky statistik velmi podobné
jako pfi pouziti neparametrickych metod uvedenych vyse.

3. VYSLEDKY

Data tykajici se pacientd ucastnicich se studie a kontrolni skupiny
jsou uvedena v Tabulce 1. Byly zméfeny kinetické parametry vychytavani L-
T3 do erytrocytd u 24 osob s depresi pred zacatkem 1é¢by a u 19 z nich po
jednom meésici farmakoterapie citalopramem v denni davce 20 az 60 mg.
Dale bylo provedeno 19 méfeni kontrolnich vzorkii od zdravych osob a byla
testovana hypotéza o nulovém rozdilu primémych hodnot uréenych pro
kontroly a pro depresivni pacienty pied a po 1écbé (Tab.2).

Vlivem 1é¢by doslo u vSech studovanych depresivnich pacientl
k vyznamnému poklesu skore v hodnocenych skalach (mean + S.D.; BDI =
16,1 + 7,5 pied 1éEbou oproti 7,8 £ 4,8 po 1é¢be, p=0,0002; HAMD =21,3 £+
4,0 pied 1é¢bou oproti 6,8 + 3,1 po 1&¢be, p<0,0001).

Depresivni osoby pted 1é¢bou vykazovaly signifikantné vyznamné
vy$$i hodnoty kinetickych parametrti transportu L-T3 ve srovnani s
kontrolami (Ky = 166,5 £+ 68,2 oproti 116,1 £ 62,1 nM, p=0,019; V.x = 5,77
+ 2,49 oproti 3,67 + 1,77 pmol/min-10® bungk, p=0,0042).

Po jednom mésici 1é¢by citalopramem ztistaly hodnoty parametri
uptake nadale zvySené ve srovnani s kontrolnimi hodnotami (Ky = 176,0
68,4 oproti 116,1 £ 62,1 nM, p=0,0093; V.x = 5,48 + 2,44 oproti 3,67 £ 1,77
pmol/min-10° bun&k, p=0,015).

Nebyla zjisténa statisticky vyznamna zména méfenych parametrti po
jednomésicni 1é¢bé ve srovnani s hodnotami pied jejim zacatkem (Ky =
166,5 £ 68,2 oproti 176,0 £ 68,4 nM, p=0,66; Vn.x = 5,77 £ 2,49 oproti 5,48
+ 2,44 pmol/min-10® bundk, p=0,71). Ani pfi pouziti dvouvyb&rového
parového f-testu na stfedni hodnotu nebo pfi testovani procenta zmény
parametrd Ky a Vi, nebyly zjistény vyznamné zmény po jednomésicni
1é¢bé citalopramem.
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Pfi oddéleném zpracovani dat pro Zeny a muze, zustaly vysledky
kvalitativné stejné, jako pii celkovém vyhodnoceni, pouze doslo v nékterych
ptipadech ke zméné statistické vyznamnosti pozorovanych zmén.

Z hodnot Ky a Vi byla vypoétena limitni permeabilita (Viax/Kwm)
pfi nizkych (fyziologickych) koncentracich L-T3. Ve srovnani s kontrolami
nedoslo k vyznamné zméné tohoto parametru pii depresi (0,0356 + 0,0101
oproti 0,0345 £ 0,0105 min’, p = 0,74), ani po 1é¢bé citalopramem (0,0315 £
0,0095 oproti 0,0345 £+ 0,0105 min’, p = 0,37). Nejvyraznéjsi zména byla pfi
srovnani hodnot pted lé¢bou a po ni (p = 0,19).

V kontrolni skupiné¢ byly pozorovany statisticky vyznamné
nizsi kinetické parametry uptake L-T3 ve skupin€ Zen oproti muziim a to jak
pro Ky (85,6 + 65,4 ku 143,5 + 43,5 nM, p=0,044), tak pro V. (2,80 + 1,72
ku 4,45 + 1,41 pmol/min-10® bungk, p=0,045).

Rozdil mezi pohlavimi byl také vyrazny ve skupiné depresivnich
osob pied 1é¢bou (Ky = 133,9 £ 53,4 oproti 199,1 £ 65,8 nM, p=0,018; Vinax
= 4,94 £ 2,66 oproti 6,60 £ 1,97 pmol/min'IO8 bunék, p=0,11), zatimco po
jednom meésici 1écby citalopramem nebyly pozorovany vyznamné rozdily
mezi Zzenami a muzi (Ky = 179,8 £ 73,2 oproti 169,4 + 58,8 nM, p=0,77;
Vinax = 5,68 £ 2,26 oproti 5,14 £ 2,70 pmol/min- 10® bungk, p=0,66).

Nebyly zjistény vyznamné odlisné hodnoty kinetickych parametri u
osob s prvné diagnostikovanym depresivnim onemocnénim a u osob, které
byly jiz v dob& minulosti (pfed vice nezZ Smésici) 1éeny antidepresivy.

Vzijemné vztahy mezi méfenymi veli¢inami byly urceny
propoc¢tenim matice korelacnich koeficienti (Tab.3). Jak se dalo ocekavat
byla zjisténa vyznamna zavislost mezi klinickym hodnocenim pied 1écbou a
po 1 mésici podavani citalopramu ur¢ena pomoci skore HAMD (r = 0,641, p
= 0,003) nebo BDI (r = 0,633, p = 0,004). Déle byly pozorovany vyznamné
korelace mezi hodnotami parametrii Ky a Vi @ to jak pted 1é¢bou (r =
0,819, p <0,001), tak po ni (r = 0,749, p < 0,001); tento vztah mezi Ky a Vpax
plati i pro kontrolni skupinu (r = 0,921, p <0,001).

Nasledné byla zméfena anizotropie fluorescence sondy DPH
v erytrocytarnich ghostech pripravenych ze stejnych vzorki krve jako pro
méfeni uptake L-T3. Vysledky ukazuji, ze u dosud nelécenych depresivnich
pacient pred 1é¢bou je anizotropie fluorescence DPH statisticky vyznamné
vyssi oproti kontrolam (rppy = 0,2323 £ 0,0065 oproti 0,2279 + 0,0066, p =
0,034). Po jenom m¢ésici 1écby citalopramem doslo jen k nepatrnému poklesu
tohoto parametru (rppy 0,2316 £ 0,0083) (Tab.2). Nebyla zjisténa vyznamna
korelace mezi anizotropii fluorescence DPH v ghostech a ostatnimi
meéfenymi veli¢inami (Tab.3).
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Vék a klinické hodnoceni deprese

Pocet Vék (roky) BDI skére HAMD skoére
Pacienti s depresi | ,, 37,3+ 12,6 16,1£7,5 21,340
pred lécbou ’ ’ ’ ’ ’ ’
Pacienti s depresi | o 38,4 +12,3 7848 | 68+31%**
Po 1 mésici lécby ’ ’ ’ ’ ’ ’
Kontroly 19 35,6 +10,5 -—- -—-

Tab 1. Vék a klinické hodnoceni sledovaného souboru. Hodnoty jsou uvedeny jako
prumér + S.D, oznacené hodnoty jsou statisticky vyznamné odlisné od pacienttl
s depresi pred 1é¢bou na hlading ***p<0,001; uréeno Wilcoxonovym testem.

KM vmax vmax/KM ppPH
(nmol/l) | (pmol/min-10® | (ml/ min -10®
RBC) RBC)
mean 166,5* 577" 0,0356 0,2323*
Depresivni S.D. 68,2 2,49 0,0101 0,0065
pacienti pred
léébou CONF95 273 0,99 0,0040 0,0026
N 24 24 24 24
mean 176,0** 5,48* 0,0315 0,2316
Depresivni S.D. 68,4 2,44 0,0095 0,0083
pacienti po
1 mésici léby CONF95 30,8 1,10 0,0043 0,0039
N 19 19 19 18
mean 116,1 3,67 0,0345 0,2279
S.D. 62,1 1,77 0,0105 0,0066
Kontroly
CONF95 27,9 0,80 0,0047 0,0029
N 19 19 19 20

Tab 2. Kinetické parametry uptake L-T3 do erytrocyt a anizotropie fluorescence
DPH erytrocytarnich ghostti depresivnich pacientti a kontrol.

Vwax - maximalni rychlost vtoku L-T3 do bunék (pmol na 1 0° RBC za 1 minutu), Ky, -
konstanta charakterizujici koncentraci mimobunécného L-T3, pri niz je rychlost
transportu rovna polovine maximalni rychlosti (nmol/l); pomer V,,,./ Ky —
reprezentuje permeabilitu pri limitné nizké koncentraci L-T3; S.D. — smérodatna
odchylka, N — pocet hodnot, CONF95 — interval spolehlivosti pro stiedni hodnotu pri
hladiné spolehlivosti 95%.

Oznacené hodnoty se signifikaniné odlisuji od kontrol na hladiné *p<0,05 nebo
**p<0,01; pouzit Manniiv-Whitneiiv test. Nebyly pozorovany statisticky vyznamné
rozdily parametrii pred a po 1 mésici léchy.
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Uptake T3 do erytrocytt:
maximalni rychlost transportu V., pfred lé¢bou, po
8 1 mésici podavani citalo_rgramu a kontrolni hodnoty

VmNax(pmoI T3I1OES eryza1i mlrg

pred po 1 mésici kontroly

Graf 1. Maximalni rychlost transportu — srovnani depresivnich pacientt pred
1écbou, po 1 mésici 1écby a kontrol.
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Uptake T3 do erytrocytt:
disociacni konstanta Ky, pred lécbou, po 1 mésici

300 podavani citalopramu a kontrolni hodnoty

250

200

Kw (nmol/l)
[$)]
o

100 -

50 -

pred po 1 mésici kontroly

Graf 2. Disociacni konstanta Ky — srovnani depresivnich pacientt pted
1écbou, po 1 mésici 1écby a kontrol.
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Anizotropie fluorescence DPH v ghostech:
pred lIéEbou, po 1 mésici podavani citalopramu a
kontrolni hodnoty
0,240

0,235

§)

0,230

rppw (rel

0,225

0,220

pred po 1 mésici kontroly

Graf 3. Anizotropie fluorescence DPH (rppy) — srovnani depresivnich
pacientu pted 1é¢bou, po jednom mésici 1éby a kontrol
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Pred lécbou

Po 1 mésici lécby

BDI1 Km1 Vimax1 Vmax1/Ku1  rppul HAMD2 BDI 2 Km2 Vimax2  Vmax2/Km2 ropu2
HAMD1 0.652**  -0.268 -0.080 0.226 0.372 0.666** 0.428 0.053 -0.258 -0.436 -0.063
BDIM 1.000 -0.464* -0.466* -0.086 0.212 0.339 0.583**  -0.089 -0.075 -0.301 -0.065
Kwm1 1.000 0.850** -0.178 0.097 -0.176 -0.339 0.223 0.119 0.114 0.164
Vmax1 1.000 0.292 -0.058 0.034 -0.337 0.174 0.117 0.225 0.026
Vinax1/Ku1 1.000 -0.293 0.202 -0.172 -0.088 -0.040 0.153 -0.172
ropu1 1.000 0.166 0.344 -0.172 -0.360 -0.284 0.061
HAMD2 1.000 0.543*  -0.041 -0.229 -0.405 0.031
BDI2 1.000 -0.001 -0.008 -0.108 0.143
Km2 1.000 0.783** -0.016 0.094
Vmax2 1.000 0.591** -0.172
Vimax2/Ku2 1.000 -0.360

Tab 3. Korelace mezi klinickym hodnocenim, parametry uptake L-T3 a anizotropii fluorescence sledovaného

souboru pacienttl s depresi pred a po 1 mésici 1é¢by; Spearman R.

HAMD — Hamiltonova Skala hodnoceni deprese, BDI — Beckova sebehodnotici Skala deprese, Ky — zdanliva Michaelisova konstanta pro

uptake L-T3 do erytrocytii (nmol/l), Vyex — maximalni rychlost vtoku L-T3 do erytrocytii (pmol/min-10° bunék), Via/Ky — limitni prostupnost pri

nizkych koncentracich L-T3 (ml/ min-10° RBC), rppy — anizotropie fluorescence DPH v erytrocytdrnich ghostech; hodnoty oznacené “1” jsou
pred lécbou, “2” po 1 mésici léchy citalopramem. Vyznacené korelace jsou signifikantni na hladiné *p<0.05 nebo **p<0.01
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4. DISKUZE

Prezentovana data potvrzuji tlohu cervenych krvinek v krevnim
transportu a homeostaze L-T3 a podporuji tak hypotézu o pravdépodobné
uloze HPT osy pii depresivni poruse. Kinetika vychytavani L-T3 do
erytrocytll je u deprese prukazné zménéna. Ziskané vysledky ukazuji, ze
kinetické parametry uptake L-T3 do erytrocytil jsou zvysené u depresivnich
pacienti pred pocatkem 1é¢by ve srovnani s kontrolami. PfestoZe vSechny
zatazené osoby byly klinicky euthyroidni, je mozné povazovat kinetické
parametry vychytavani trijodthyroninu do erytrocytd za uréity subklinicky
marker naruSeni funkce HPT osy.

V prubehu farmakoterapie nedoslo v naSem souboru k vyznamnym
zménam. VSichni pacienti reagovali dobfe na 1é¢bu antidepresivy, nelze
tedy ze ziskanych dat diskutovat problematiku farmakorezistence. Prace
Moreau a kol. (2000) vsak popisuje vétsi naruSeni kinetickych parametrii
vychytavani L-T3 u pacienti nedostate¢né reagujicich na antidepresivni
lécbu.

Dalsim cilem nasi studie bylo posoudit jaky vliv maji vlastnosti
bunéénych membran, predevsim fluidita, na erytrocytarni uptake T3.

Byla zjisténa zvySena anizotropie fluorescence sondy DPH
v erytrocytarnich membranach depresivnich osob pied 1é¢bou i po 1 mésici
podavani citalopramu. Vzhledem k tomu, Ze anizotropie fluorescence DPH
odrazi stupen omezeni pohybu sondy v anizotropnim membranovém
prostiedi a tedy i1 stupen omezeni pohybu membranovych molekul, lze
predpokladat, Ze na zméné kinetickych parametrii uptake L-T3 do
erytrocytl pii depresi se podili zména interakci lipid-pfenasec pro L-T3.

Interpretace nami zjisténého zvyseni kinetickych parametrd uptake
neni zcela jednoznacna.

Vys$§i Ve mlze znamenat jednak vétsi denzitu prenasech
v membrané, nebo pouze jejich zvySenou aktivitu pii nezménéné hustote.
Tato zvySena aktivita by mohla byt zptisobena napt. specifickou interakci
s ur¢itymi membranovymi molekulami a/nebo zménénymi dynamickymi
vlastnostmi lipidové dvojvrstvy, v niz je pfenaSe¢ zanoien.

ZvySena hodnota Ky odpovida kvalitativné snizeni afinity
prenasece pro L-T3, tj. snizeni jeho schopnosti vychytavat volny L-T3,
zvlaste pii jeho nizkych koncentracich. Toto sniZeni afinity vazebného
mista pro L-T3 si lze predstavit bud’ jako disledek konformacni zmény
vazebného mista zptsobené alosterickou interakci s jinou molekulou, nebo
jako dusledek zanofeni celého proteinu hloubéji do lipidové dvojvrstvy a
tim zménéné dostupnosti vazebného mista.
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Vliv dynamickych vlastnosti membrany na zménu kinetiky uptake
podporuji také vysledky nasi dalsi prace (Vevera a kol. 2005) a dosud
nepublikované studie, kdy jsme méfili uptake ['*I]L-T3 do erytrocytd u
osob s hypercholesterolémii. ZvySené plazmatické hladiny cholesterolu
signifikantné korelovaly se zvySenou anizotropii fluorescence DPH v
erytrocytarnich membranach a kinetické parametry uptake ['*’I]L-T3 do
erytrocytl (Viax, Km) byly také signifikantn€ zvySeny ve srovnani
s kontrolami. Celkova ucinnost vychytavani L-T3 do erytrocyti
charakterizovand pomérem V,,,/Ky vSak byla pfi hypercholesterolémii
vyznamné sniZena.

Pii vykladu zmén kinetickych parametri uptake je nutno vzit
vuvahu fyziologické koncentrace transportovaného ligandu. V piipadé
volného L-T3 jsou totiz normalni hodnoty v rozmezi 3,28 az 8,20 pmol/l a
vzhledem k tomu, Ze zjisténé konstanty Ky lezi v oblasti desitek az stovek
nmol/l, je pfenase¢ pro L-T3 ve zcela nesaturovaném stavu. Pfi nizkych
(fyziologickych) koncentracich volného L-T3 roste tloha efektivity jeho
vychytavani charakterizovana afinitou prenasece pro L-T3. ZvysSeni V., u
depresivnich pacienti potom mtiZze byt snadno kompenzovano zvysenim Ky,
(snizenim afinity). Muze potom dojit k situaci, kdy vyznamné odlisné
parametry kinetiky uptake znamenaji vétsi rychlost transportu do erytrocytd
pfi nanomolarnich koncentracich volného L-T3, avSak pfi jeho
pikomolarnich koncentracich neni rychlost transportu prakticky zménéna.
Zména kinetickych parametrti uptake L-T3 do RBC pfi depresi je dle nasich
vysledku takto kompenzovana a je otazkou, nakolik je zména V., a Ky
vyvolavajicim nebo doprovodnym znakem deprese.

5. SHRNUTI VYZKUMNE CASTI

Ve vyzkumné ¢asti této prace jsme se pokusili na perifernim
modelu, ktery predstavovaly cervené krvinky, sledovat souvislost
depresivni poruchy s parametry vychytavani L-trijodthyroninu. Uptake L-
T3 do erytrocyti by mohl byt odrazem naruseni funkce hypotalamo-
hypofyzo-thyroidni osy. Tato zakladni premisa byla soucasné doplnéna o
dalsi, a sice o pfedpoklad ovlivnéni transportu L-T3 pfes membranu jejim
slozenim.

Plati, ze L-trijodthyronin je transportovan pies erytrocytarni
membranu usnadnénou diftizi pomoci stereospecifického saturovatelného
pienasedového systému nezavislého na Na'.
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Cilem naSi vyzkumné prace bylo sledovat zmény kinetickych
parametrd  vychytavani, tj. maximalni rychlost V., a zdanlivou
Michaelisovu konstantu Ky;a zmény v membranové fluidité.

Pfedmétem pozorovani byl vyzkumny vzorek slozeny ze 24 osob
s depresivni poruchou, které¢ byly podrobeny méfeni pred 1écbou a jeden
meésic po 1é¢bé citalopramem. Dosazena vyslednd data byla srovnana se
skupinou 19 zdravych kontrol. Biochemické parametry byly korelovany
s klinickym hodnocenim dle $kal pro depresi.

Vsechny zucastnéné osoby odpovédeély adekvatné na
antidepresivni 1écbu.

Funkce prenasece pro L-T3 je u deprese zménéna, nebot’ kinetické
parametry vychytavani L-T3 do erytrocyti byly u depresivnich pacientl
pred lécbou signifikantné zvysené proti kontrolam.

Po jednom meésici 1écby citalopramem sice doslo k vyraznému
zlepSeni depresivni symptomatologie, kinetické parametry vsak zistaly
zvysené ve srovnani s kontrolami.

Dale jsme dospéli ke zjisténi, ze funkce pfenasece pro L-T3 souvisi
také se zménami lipidové dvojvrstvy, ve které je pienase¢ zanofen.
Anizotropie fluorescence 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu (DPH)
v erytrocytarnich membranach, ktera odrazi jejich mikroviskozitu (resp.
fluiditu), byla signifikantné zvySena ve skupiné depresivnich pacientii pied
1é¢bou ve srovnani s kontrolami. Po jednom mésici 1écby se neobjevila se
téméf zadna zména, nedoSlo k Zadné normalizaci hodnot smérem ke
kontrolam.

Vysledky vyzkumné prace podporuji hypotézu, ze i u klinicky
euthyrodinich osob s depresi miizeme nalézt subklinické markery odrazejici
naruseni funkce hypotalamo-hypofyzo-thyroidalni osy v patofyziologii
afektivnich poruch. Potvrzuji také hypotézu, ze zménéna funkce této osy
vede ke zméné uptake L-T3 do erytrocytd. Kinetické parametry uptake L-
T3 do erytrocytli pfitom nekoreluji s depresivni symptomatologii a jsou
ovliviiovany vlastnostmi lipidové dvojvrstvy.

Hypotéza o naruseni funkce HPT osy byla tedy propojena
s membranovou hypotézou afektivnich poruch, podle niz mtize nachylnost
k depresi vzniknout v dusledku zmén sloZeni biofyzikalnich vlastnosti
lipidové ¢asti bunéénych membran.

O uptake L-T3 do erytrocytit bychom tedy v konecném dusledku
mohli hovofit jako o membranovém perifernim markeru odrazejicim
naruseni HPT osy u deprese.

24



lll. SUMMARY

At present, depressive disorders affect a considerable proportion of
population, their incidence showing an increasing tendency in the developed world.
Depression mostly afflicts people in the age of 25-35. It occurs in females twice as
often as in males. Depression involves an intense subjective suffering accompanied
with a disruption of normal everyday functioning. Moreover, when compared with
the healthy population, there exists a thirty times higher danger of suicide in the
people affected with depression. The illness unfortunately tends to become chronic,
the probability of recurrence of an episode being 50%. Furthermore, some patients
suffering from the depressive disorder do not adequately respond to an
antidepressant therapy; we call such patients treatment-resistant.

There certainly exists a close relation between the endocrine and the
central nervous system, most endocrine disorders being potentially accompanied
with changes of psyche and vice versa. With affective disorders the most frequently
reported disruption involves an interference with the function of the hypothalamic-
pituitary-adrenocortical (HPA) axis, though various studies repeatedly
acknowledged also deviations of the hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis.

The most frequent findings comprise an altered serum thyrotropin
response to thyrotropin releasing hormone, a transient serum hyperthyroxinemia,
and flattening of the diurnal rhythm of the thyroid stimulating hormon.

Several hypotheses currently discussed in the medical science might
elucidate changes in the function of the HPT axis in respect of affective disorders.
One of them suggests it might be a form of the central subclinical hypothyroidism
related to the system euthyroidism, or, alternatively, changes in the consequence of a
lowered level of serotonin in the brain, or an altered activity of the beta-adrenerg
receptors in the central nervous system, or the central dysregulation of the HPA and
HPT axes.

The connection of the HPT axis with affective disorders is supported with
efficacy of thyroid hormones in the affective disorder treatment. At present, the
triiodothyronin (T3) and thyroxin (T4) are used in particular in the therapy of
resistant forms of the disorders. The underlying knowledge being that the deflection
of the HPT axis may reflect an increased vulnerability to a relapse of the disease.
Many studies have shown a positive potentiating effect of the T3 with tricyclic
antidepressants, however, controlled studies with other types of antidepressants are
still missing. Thyroxin medicated in a supraphysiological dose is effective in the
therapy of the rapid cycling form of the bipolar affective disorder.

The interconnection of the endocrine and neuronal systems in respect to
the pathogenesis of depression has not been explained so far. In our research we
have to rely on non-straightforward methods; cell models, in particular those of
erythrocytes and thrombocytes, or their membranes, are frequently used.

Another factor playing its role in the emergence of depression is a
characteristic of cell membranes in specific areas of the brain: it consequently
influences changes in the neuromediator systems. The character of a cell membrane
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might, hypothetically, decide about the accessibility of the binding site of a receptor.
The transport via a cell membrane is influenced by its lipid composition and fluidity.

In the research part of the work we attempted, on a peripheral model
represented by erythrocytes (RBC), to study the relation of the depressive illness to
the parameters of the uptake of L-triiodothyronin (L-T3).The uptake of L-T3 might
reflect an interference with the function of the HPT axis. The underlying assumption
was supplemented with another one assuming that the transport of L-T3 via a
membrane is under the influence of the composition of the membrane.

The fact is that L-T3 is being transported via erythrocyte membrane by
means of the facilitated diffusion with help of the stereospecific saturable mediator
system independent of Na".

We aimed at monitoring changes of kinetic parameters of the uptake, i.e.
Vmax» maximal velocity, and K, apparent Michaelis constant, and changes in
membrane fluidity.

The object of our research was a sample comprising 24 individuals
suffering from a depressive disorder; they underwent measuring before and one
month after the treatment with citalopram. The resultant data were compared with a
group of 19 healthy controls. The biochemical parameters were correlated with
clinical assessment based on the depression scales.

All the patients involved adequately responded to the antidepressant treatment.

With depression, the function of the transmitter for L-T3 is changed, for
the kinetic parameters of the uptake of L-T3 into erythrocytes were, before the
treatment, significantly higher in the depressive patients compared to the controls.
Furthermore, we have found out that the function of the transmitter for L-T3 is
equally related to the changes of the lipid bilayer in which the transmitter seems to
be immersed. The anisotropy of the fluorescence of 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrien
(DPH) in RBC membranes, which reflects their membrane microviscosity (and
fluidity), was significantly increased in the group of depressive patients before the
treatment in comparison with controls. After a month treatment there was virtually
no alteration; no normalization of values towards controls took place.

The results of the research support the hypothesis that in clinically
euthyroid patients suffering from depression we can find subclinical markers
reflecting interference with the function of the HPT axis in the pathophysiology of
the affective disorders; they also confirm the hypothesis that an altered function of
the axis results in the change of the uptake of L-T3 into erythrocytes. The kinetic
parameters of the uptake of L-T3 into erythrocytes, however, do not correlate with
the depressive syptomatology and are affected by the characteristics of the lipid
bilayer.

The hypothesis concerning disturbation of the function of the HPT axis
was therefore interrelated with the membrane hypothesis of the affective disorders,
which says that the vulnerability to depression can appear as a consequence of
changes in the composition of biophysical characteristics of the lipid part of cell
membranes.

We could therefore consider the L-T3 uptake into RBC to be a membrane
peripheral marker reflecting the disturbation of the HPT axis in depressions.
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Seznam pouzitych zkratek

HPT — hypotalamo-pituito-thyroidalni

TRH — hormon uvotiujici thyreotropin, thyreoliberin
TSH — thyreotropin, hormon stimulujici thyroideu
T4 - thyroxin

T3 - trijodthyronin

MKN 10 — mezinarodni klasifikace nemoci, verze 10
HAMD — Hamiltonova skala deprese

BDI — Beckova sebeposuzovaci skala deprese
TPO-AD — protilatka proti thyroidalni peroxidaze
DPH - 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien

Vmax — maximalni rychlost transportu substratu do bunék
Ky — zdanliva Michaelisova konstanta

SERT - specificky serotoninovy transportni protein

RBC —,,red blood cells*, Cervené krvinky
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