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Wykaz wazniejszych skrétéw uzytych w streszczeniu publikacji

AgNOR - srebrochtonny organizator jaderkowy (ang. argyrophilic nucleolar organiser)

BD - choroba dwubiegunowa (ang. bipolar disorder)

DRN - jadro grzbietowe szwu (ang. dorsal raphe nucleus)

DSM IV i V — Diagnostyczny i Statystyczny Podrecznik Zaburzen Psychicznych, Wydania
IV i V (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th and 5th
Editions)

GABA - kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-amino butyric acid)

5-HT — 5-hydroksytryptamina (serotonina) (ang. 5-hydroxytryptamine, serotonin)

LHb — boczna cz¢$¢ uzdeczki (ang. lateral habenula)

MDD - duza depresja (ang. major depressive disorder)

NOR - organizator jaderkowy (ang. nucleolar organizer)

P — poziom znamiennosci (istotnosci) statystycznej (ang. statistical significance level )

PFC — kora przedczotowa (ang. prefrontal cortex)

rDNA — rybosomalny DNA (ang. ribosomal DNA)

ROC (krzywa) — (krzywa) charakterystyczno-operacyjna odbiornika (ang. receiver operating

characteristic curve)



Streszczenie publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorskag

Wstep

Zaburzenia os$rodkowego uktadu serotoninergicznego implikuja etiologie wielu zaburzen
psychicznych, w tym depresji (przeglad w: [3]) 1 schizofrenii (przeglad w: [18]). Implikuja
one takze w sposob ztozony zachowanie samobojcze (przeglad w: [9, 15]). W ostatniej, piatej
edycji klasyfikacji zaburzen psychicznych DSM V [4] przedstawiono dlugo oczekiwang
propozycje ujecia tego zachowania jako odregbnego zaburzenia psychicznego, na co od lat
wskazuja badania neurobiologiczne (przeglad w: [9, 15]).

Jak wykazaly badania neuropatologiczne uktadu serotoninergicznego w depresji
1 samobojstwie, jego zaburzenia moga by¢ zaakcentowane w specyficznej strukturze mozgu,
jaka jest DRN, majace wplyw na zlozone sieci neuronalne (przeglad w: [5]). Jest ono
zasadniczym Zrodltem unerwienia serotoninergicznego PFC [14]. Z kolei obszary limbiczne
PFC (tj. kora przedniej cze$ci zakretu obreczy i1 kora oczodotowo-czotowa) moga
oddzialywa¢ zwrotnie na funkcje DRN poprzez eferentne polgczenia piramidowe [20],
zaburzone zaréwno w depresji, jak 1 w schizofrenii (przeglad odpowiednio w: [3, 18]).
W poroéwnaniu z licznymi badaniami pos$miertnymi DRN w zaburzeniach afektywnych
1 samobgjstwie (przeglad w: [5, 12]), badania DRN u schizofrenikdw prezentujg si¢ skromnie
(8, 16].

NORs sg obszarami chromosomalnymi utworzonymi z rDNA 1 biatek, z ktorych czegs¢ jest
srebrochtonna. W komorkach ludzkich podczas interfazy te wysrebrzone obszary NORs
(AgNORs) skupione w jaderku reprezentujg miejsca aktywnosci transkrypcyjnej i syntezy
rybosomalnego RNA, stanowigcej okolo potowe catkowitej aktywnos$ci transkrypcyjnej
w komorce. Podczas oceny barwienia metoda AgNOR w mikroskopie swietlnym AgNORs
sg nierozroznialne 1 tworzg obszar AgNOR umiejscowiony w jaderku, lecz mniejszy od niego

(w porownaniu np. z barwieniami metoda Nissla czy hematoksyling-eozyng). Jako



substytucyjny marker biosyntezy bialek i miarodajny wskaznik integralno$¢ genomu, bardzo
wrazliwy na czynniki uszkadzajace go, aktywnos$¢ transkrypcyjna rDNA moze by¢ posrednio
oceniana przy pomocy pomiaréw parametréw AgNOR. Sg to: obszar AgNOR (reprezentujacy
jaderko w tej metodzie barwienia), liczba AgNOR (tj. liczba obszarow AgNOR w jadrze
komoérkowym) 1 wskaznik AgNOR bedacy ilorazem sumy powierzchni obszarow AgNOR
w jadrze 1 powierzchni przekroju poprzecznego jadra (przeglad w: [12]).

Kluczowa rola aktywno$ci transkrypcyjnej rDNA w plastyczno$ci neuronalnej zostata
potwierdzona badaniami neuronalnych hodowli komoérkowych [10], a badania molekularne
wykazaty zaburzenia tej aktywno$ci w obszarach kory potkul mézgu w zaburzeniach
psychicznych (przeglad w: [13]). Poprzednie badania metoda AgNOR przeprowadzone
w neuronach DRN [11] 1 innych struktur mozgu (przeglad w: [12]) sugerowaty zaburzong
(gtownie obnizong) transkrypcje rDNA u chorych na depresje, zwlaszcza samobdjcow,
co potwierdzaja badania molekularne [17]. W oparciu o badania dotychczasowe wysnuto
hipoteze, ze obnizona aktywnos$¢ transkrypcyjna rDNA w neuronach DRN samobo6jcoOw moze
stanowi¢ wykraczajgce poza rozpoznania psychiatryczne zjawisko o potencjalnym znaczeniu
diagnostycznym dla réznicowania pomig¢dzy zgonem samobodjczym 1 nie-samobdjczym

w trudnych przypadkach sadowo-lekarskich [11, 12].
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Cele
Celami og6lnymi przedstawionych prac byty:
e ocena warto$ci diagnostycznej badan neuronow DRN metoda AgNOR w zaburzeniach
psychicznych;
e wglad w patomechanizmy tych zaburzen.
Zostaly one osiggnigte poprzez realizacj¢ nastgpujacych celow czastkowych:
e przeprowadzenie badan DRN u pacjentdw ze schizofrenig paranoidalng i rezydualna;
e przeprowadzenie badan DRN u pacjentdw z epizodem depresyjnym w MDD oraz BD;
e pordéwnanie wynikow pomiedzy pacjentami ze schizofrenig i depresja oraz odrebnie
pomiegdzy samobojcami a nie-samobojcami z tych grup diagnostycznych;
e przeprowadzenie badan DRN u samobdjcéw bez znanego rozpoznania

psychiatrycznego w pordwnaniu z nie-samobdjcami.
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Materialy i metodyka

Badania przedstawione w trzech pierwszych publikacjach zostaty przeprowadzone na
materiale posmiertnym uzyskanym z Magdeburskiego Banku Mo6zgow. DRN byto badane
u44 chorych z rozpoznanymi przyzyciowo w oparciu o kryteria DSM IV epizodem
depresyjnym w przebiegu MDD lub BD (n=27) albo schizofrenig (n=17) oraz 28 osobnikow
kontrolnych bez rozpoznan psychiatrycznych. Zaden z chorych nie byl uzalezniony
od alkoholu badz narkotykéw ani nie spelnial kryteriow aktualnego naduzywania tych
substancji wg DSM IV. W ciagu ostatnich 90 dni Zycia mniejsza czg¢$¢ chorych przyjmowata
leki psychotropowe. Jako$ciowe badanie neuropatologiczne przeprowadzone w kazdym
z przypadkoéw przez doswiadczonego neuropatologa nie wykazato zmian charakterystycznych
dla chor6b zwyrodnieniowych mézgu, nowotworu, zapalenia, zmian naczyniopochodnych lub
pourazowych.

W publikacji czwartej przedstawiono badania przeprowadzone na materiale uzyskanym
podczas sagdowo-lekarskich sekcji zwlok w Zaktadzie macierzystym. Pochodzit on z mozgow
27 samobodjcow bez znanych rozpoznan psychiatrycznych (sytuacja najczesciej spotykana
w odniesieniu do sekcji sagdowo-lekarskich) 1 30 osobnikow kontrolnych zmartych $§miercig
nagla.

Badania uzyskaty aprobate Komisji Etycznej Uniwersytetu w Magdeburgu oraz aprobate
Komisji Etycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego jako zgodne z Deklaracja Helsinska
z 1989 roku 1 obowigzujagcym prawem.

Preparatyka materialu badawczego przedstawiona w publikacjach 1, 2 1 3 odpowiadata
stosowanej uprzednio [11]. Jej istotg byto utrwalanie mézgu catego, izolowanie pnia z mézgu
utrwalonego 1 po zatopieniu w parafinie skrawanie go w cato$ci na skrawki grubosci 20 pm.
Po dwa skrawki z czg$ci rostralnej i kaudalnej DRN byly barwione metoda AgNOR.

Do badan przedstawionych w pracy 4 pien byt izolowany z mozgu podczas sekcji sgdowo-
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lekarskiej 1 utrwalany. Po utrwaleniu wycinano z niego blok tkankowy obejmujacy w catosci
DRN i zatapiano go w parafinie a nastgpnie skrawano w catos$ci na skrawki grubosci 5 um.
Co dwochsetny skrawek byt barwiony metoda AgNOR. Barwienie to bylo przeprowadzane
we wszystkich przedstawianych pracach w sposob stosowany uprzednio (m. in. w: [11]).

W kazdym z pieciu regionow DRN (ang. dorsal, ventrolateral, ventral, interfascicular,
caudal) parametry AgNOR byly mierzone dla tgcznie 40 neuronéw majacych dobrze
widoczne granice jadra 1 obszaru  (obszar6w) AgNOR. Tym samym w kazdym
z analizowanych przypadkow mierzono parametry AgNOR w 200 neuronach DRN.
Oznaczano liczbe 1 catkowite pole powierzchni przekroju elementéw AgNOR (obszaru
AgNOR) oraz pole przekroju jadra komoérkowego w kazdym z poddawanych analizie
neuronéw postugujac si¢ mikroskopem S$wietlnym (powigkszenie 400%), wyposazonym
w system cyfrowej analizy obrazu z oprogramowaniem morfometrycznym (cellSens®,
Olympus). Wyniki pomiarow usredniano w celu otrzymania u badanego osobnika
pojedynczego zestawu wartosci parametréw kariometrycznych dla kazdego z regionow DRN,
dla jego czg$ci rostralnej 1 kaudalnej oraz dla catego DRN jako pojedynczej struktury
anatomicznej.

Wszystkie elementy analizy statystycznej wykonywano przy pomocy pakietu statystycznego
STATISTICA wersja 10 (StatSoft™). W pracy 4 zastosowano modut automatycznych sieci
neuronalnych tego programu zawierajacy procedur¢ ROC, pozwalajaca na ocene wartosci

diagnostycznej metody do réznicowania pomigdzy zgonem samobodjczym i nie-samobdjczym.
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Wyniki i dyskusja

We wszystkich przedstawianych pracach znamiennosci statystyczne uzyskiwano przy
uwzglednieniu DRN jako catosci, tj. dla wszystkich badanych neuronéw tej struktury.
Obserwowany efekt moze wynika¢ z uwarunkowan anatomicznych, poniewaz obszary
unerwienia przez poszczegolne regiony DRN w duzym stopniu naktadajg si¢ wzajemnie [14]

pomimo zaznaczonej specjalizacji [26].

Efekty stwierdzone u schizofrenikéw (praca 1)

Badania przeprowadzone w tej grupie diagnostycznej wykazaly znamienne statystycznie
powigkszenie obszaru AgNOR wskazujace na wzrost aktywnoS$ci transkrypcyjnej rDNA
w DRN, przy czym z dalszej analizy statystycznej wynikato, ze byl to efekt wlasciwy dla
podgrupy rezydualnej, na ktory nie miaty wplywu zmienne wiklajace, w tym dobowe dawki
neuroleptykow oraz samobdjstwo.

Byto to pierwsze studium badawcze, ktore wykazato zmiany w DRN w schizofrenii. Ponadto
bylo ono pierwszym przeprowadzonym w schizofrenii metoda AgNOR. Interpretacja
uzyskanych wynikow nie jest jednoznaczna z uwagi na skomplikowany charakter regulacji
aktywnosci DRN (przeglad w: [22]). Jak wynika z badan neuroanatomicznych, limbiczne
obszary PFC 1 wuzdeczka (ewolucyjnie stara struktura taczaca przodomdzgowie
1 migdzymozgowie) stanowig najwazniejsze zrdodta unerwienia DRN, wysylajace do niego
glutaminianergiczne potaczenia pobudzajace [20]. Efektem wyjSciowym aktywnos$ci tych
potaczen jest hamowanie neuronow DRN, poniewaz w gléwnej mierze aktywuja one lokalne
interneurony GABAergiczne [22]. Oznacza to, ze zaburzone przekaznictwo pobudzajace
w tych potaczeniach i/albo jego miejscowe przetwarzanie w DRN odgrywaja

najprawdopodobniej istotng rolg w rdéznicy obserwowanej pomiedzy schizofrenig rezydualng
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1 paranoidalng (podobnie jak pomigdzy innymi grupami poréwnywanymi w przedstawianych
pracach).

Obnizona gestos¢ receptorow SHT2A neurondow piramidowych w obszarach limbicznych
PFC w schizofrenii rezydualnej [1] prowadzac do zmniejszenia aktywnosci tych neuronow
[22], moze w konsekwencji powodowaé obnizong transkrypcje rDNA w neuronach DRN.
Przedstawione wyniki przemawiajg za wystepowaniem takiego efektu w badanej podgrupie

pacjentow rezydualnych.

Roznice pomiedzy schizofreniq a depresjq oraz samobdjstwem i nie-samobojstwem w tych
grupach diagnostycznych (praca 2 i 3)

Przeprowadzone badania wykazaly powigkszenie obszaru AgNOR w neuronach DRN
wskazujace na wzrost aktywnosci transkrypcyjnej rDNA w schizofrenii rezydualnej
w poréwnaniu z epizodem depresyjnym zaréwno w MDD jak i BD (praca 2). Na efekt ten
nie mialy najprawdopodobniej wplywu inne zmienne, miedzy innymi dawki lekow
psychotropowych, jak rowniez samobojstwo. Podobnie jak w pierwszej z przedstawianych
prac w odniesieniu do badania samej schizofrenii, byto to nowatorskie zastosowanie metody
AgNOR do porownania pomiedzy tg jednostka diagnostyczng a depresja.

Zaobserwowana roznica mogta mie¢ takze zwigzek z odmiennie wyrazonymi zaburzeniami
receptora serotoninowego SHT2A w obszarach limbicznych PFC, bedacych zrodiem
wiekszosci potaczen aferentnych do DRN [20]. W depresji stwierdzano przewaznie wzrost
gestosci receptorow SHT2A w limbicznych obszarach PFC, co moze by¢ zwigzane
z procesami prowadzacymi do samobojstwa (przeglad w: [24]), podczas gdy przeciwny efekt
wykazano u schizofrenikow (przeglad w: [1]).

Liczne, bezposrednie potaczenia do DRN wysyta oprécz PFC takze LHb [20], w ktorej

stwierdzono roznice morfologiczne pomigdzy depresja 1 schizofrenig [21]. W $wietle badan
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neuroobrazowych LHb jest nadmiernie aktywna w depresji [2], a ma obnizong aktywnos$¢
w schizofrenii [23]. Moze to w r6zny sposob wptywaé na aktywnos$¢ transkrypcyjng rDNA
w neuronach DRN. DRN otrzymuje takze czynno$ciowo wazne polaczenia z podwzgodrza
bocznego 1 jadra guzowo-suteczkowatego, zaangazowane w regulacje snu i pobudzenia. Tym
samym nieprawidlowy naplyw bodzcow z podwzgorza, ktory prawdopodobnie jest
uposledzony w odmienny sposéb w obu zaburzeniach [6, 7], moze by¢ jedng z przyczyn

réznicy w aktywnosci transkrypceyjnej rDNA stwierdzonej pomiedzy depresja i1 schizofrenia.

Dodatkowa analiza statystyczna obu kohort wykazata zmniejszenie obszaru AgNOR
1 powierzchni przekroju jadra komorkowego w neuronach DRN samobdjcow w poréwnaniu z
nie-samobdjcami (praca 3). Pomimo tego, ze efekty obserwowane u samobdjcow byly
niezalezne od rozpoznania psychiatrycznego (tzn. niezalezne od wspotchorobowosci), byly
one bardziej zaakcentowane w depresji niz schizofrenii. Zjawisko to mogto by¢ zwiazane
zarOwno ze wspomnianymi rdéznicami neurobiologicznymi pomiedzy tymi jednostkami
chorobowymi, jak réwniez z mniejszg liczba badanych schizofrenikéw w poréwnaniu

z pacjentami z epizodem depresyjnym (odpowiednio 17 1 27).

Zmiany zaobserwowane u samobojcow bez znanego rozpoznania psychiatrycznego (praca 4)
W pracy 4 wykazano wysoce znamienne statystycznie (test U, P<0,00001) zmniejszenie
obszaru AgNOR wskazujace na obnizong aktywnos¢ transkrypcyjng rDNA w neuronach
DRN u samobojcéw bez znanego rozpoznania psychiatrycznego w poréwnaniu z kontrolnymi
nie-samobojcami. Na efekt ten nie miaty wptywu inne zmienne, w tym czas po $mierci.
Wyniki s3 zgodne z poprzednio opublikowanymi, ktore wskazywaly na zmniejszong
transkrypcje rDNA u ofiar samobojstwa z depresjg [11]. Wyniki uzyskane u schizofrenikow

sugerowaty podobny efekt u samobojcOw w poroéwnaniu z nie-samobojcami. Oznacza to,
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ze zarbwno poprzednie jak i obecne badania wskazuja na obnizenie transkrypcji rDNA
w neuronach DRN samobdjcow niezaleznie od wspotchorobowosci psychiatrycznej. Tym
samym sg one zgodne z ustalonym pogladem na ostabienie aktywnosci serotoninergicznej
jako wykraczajace poza rozpoznania psychiatryczne zjawisko neurobiologiczne wtasciwe dla
zachowania samobdjczego (przeglad w: [9, 5, 15]). Obnizenie aktywnos$ci transkrypcyjnej
rDNA w neuronach DRN moze odgrywaé zasadniczg role w zaburzeniach plastycznosci
aksonow serotoninergicznych w PFC, co stwierdzono w samobdjstwie [25]. Zaburzenia
te stanowia substrat morfologiczny zaburzonego przekaZnictwa serotoninergicznego w PFC,
majacego glebokie negatywne znaczenie dla regulacji behawioralne;.

Wielkos¢ pola pod krzywa ROC wigksza niz 80% oraz podobne warto$ci czutosci
1 specyficznos$ci metody wskazywaly na jej przydatno$¢ diagnostyczng do rdznicowania
pomiedzy zgonem samobodjczym 1 nie-samobdjczym [19]. Ostateczne potwierdzenie tej

przydatnosci wymaga kontynuacji badan w celu zwigkszenia liczebnosci porownywanych

grup.
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WhioskKi

1.

2.

W  schizofrenii rezydualnej w poroéwnaniu z paranoidalng wystepuje wzrost
aktywnosci transkrypcyjnej rDNA w neuronach DRN. Zaobserwowane zjawisko moze
by¢ pomocne do réznicowania pomi¢dzy odrgbnymi endofenotypami chorobowymi
w obrebie spektrum zaburzen psychotycznych, klasyfikowanych obecnie jako

schizofrenia.

Wazrost aktywnosci transkrypcyjnej tDNA w neuronach DRN charakteryzowat takze
schizofreni¢ rezydualng w poréwnaniu z epizodem depresyjnym w MDD 1 BD. Efekt
ten moze mie¢ potencjalne znaczenie diagnostyczne dla rdéznicowania pomigdzy
schizofrenia z dominujacymi objawami negatywnymi a epizodem depresyjnym

w zaburzeniach afektywnych.

Obnizona aktywnos$¢ transkrypcyjna rDNA w neuronach DRN jest specyficzna dla
zgonu samobojczego w porOwnaniu z nie-samobodjczym. Zastosowana metoda
badawcza moze by¢ pomocna dla réznicowania pomi¢dzy nimi w medycynie sagdowe]

w przypadkach, gdy metody tradycyjne nie pozwalajg na rozstrzygniecie.
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The summary of presented studies

Introduction

The central serotonergic system is implicated in the aetiology of numerous mental disorders,
including depression (for a review see: [3]) and schizophrenia (for a review see: [18]).
Disturbances of the central serotonergic system are also implicated in a multifaceted way
in suicidal behaviour (for reviews see: [9, 15]), which has been proposed to be an independent
mental disorder in the fifth edition of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders — DSM V [4] in accordance with numerous neurobiological research data (for
reviews see: [9, 15]).

As revealed by neuropathological research on depression and suicide, abnormalities in the
serotonergic system may be accentuated in a specific brain region, the DRN, which affects
brain circuits (for a review see: [5]). DRN neurons provide the major serotonergic innervation
to the PFC [14]. Limbic regions of the PFC (i.e. the anterior cingulate cortex and
the orbitofrontal cortex) in turn may reciprocally regulate DRN function through direct
pyramidal input [20] disturbed in both depression and schizophrenia (for reviews see: [3] and
[18], respectively). Compared to the number of postmortem studies on the DRN in affective
disorders and suicide (for reviews see: [5, 12]), reports on the DRN in schizophrenia are
scanty [8, 16].

NORs are genetic loci on chromosomes that are composed of ribosomal rDNA and proteins,
some of which are argyrophilic. In human interphase cells, silver-stained NORs (AgNORs)
clustered together in the nucleolus represent the site of transcriptionally active NORs and
ribosomal RNA synthesis, which constitutes approximately one half of entire transcriptional
activity in the cell. In the AgNOR staining evaluated by light microscopy, AgNORs are
indistinguishable from each other and form the AgNOR area, located in the nucleolar area but

smaller than this area (compared, for instance, with haematoxylin-eosin and Nissl stainings).
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As a surrogate marker of protein biosynthesis and an important sensor of cellular stress of
different nature, the transcriptional activity of rDNA can be assessed by measuring AgNOR
parameters. These are: AgNOR area (representing the nucleolus), AgNOR number (i.e. the
number of AgNOR areas within one nucleus) and AgNOR ratio defined as the quotient of
total AgNOR area in the nucleus and nuclear area (for a review see: [12]).

A key role of rDNA transcriptional activity in neuronal plasticity has been proven in neuronal
culture [10] and molecular studies have revealed that this activity is disturbed in cortical areas
in mental disorders (for a review see: [13]). Previous AgNOR studies of the DRN [11] and
other brain structures (for a review see: [12]) in depression have suggested disturbed
(predominantly decreased) rDNA transcription in neurons specifically in suicidal patients,
which is consistent with molecular results [17].

Therefore, it has been hypothesised that the decreased transcriptional activity of rDNA in
DRN neurons in suicide could represent a diagnosis-overreaching phenomenon of possible
relevance in forensic differential diagnostics between suicidal and non-suicidal death in

unclear cases [11, 12].
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Objectives
General aims of presented studies were:
e the evaluation of diagnostic relevance of AgNOR staining method in DRN neurons in
mental disorders;
e the research of pathomechanisms of mental disorders.
These general aims were achieved by the realization of following partial aims:
e the investigation of the DRN of paranoid and residual schizophrenia patients;
e the investigation of the DRN of depressed patients from both MDD and BD diagnostic
groups;
e the comparisons between results in depressed and schizophrenia patients, and in
suicide and non-suicide groups containing cases from both diagnostic cohorts;
e the investigation of the DRN of suicide victims with unknown psychiatric diagnosis

compared to non-suicidal cases.

21



Material and methods

The material from mentally healthy controls (n=28) and patients with established diagnoses
of depressive episode in MDD and BD (n=27) or paranoid and residual schizophrenia (n=17)
according to DSM 1V criteria, and no history of substance abuse, was obtained from the
Magdeburg Brain Bank (Germany) (studies presented in papers 1, 2 and 3). During the last
90 days prior to death a minority of patients was treated with psychotropic medication.
Qualitative neuropathological changes suggestive of vascular, traumatic, inflammatory,
neoplastic and neurodegenerative processes were excluded by an experienced
neuropathologist.

Brainstems of suicide victims (n=27) with unknown psychiatric comorbidity (typical for most
of suicide cases autopsied in the Department of Forensic Medicine) and sudden death controls
(n=30) were obtained during routine forensic autopsies (the study presented in paper 4).
The studies has been approved by the local ethics committees of the University of Magdeburg
and the Medical University of Gdansk as performed in accordance with the ethical standards
laid down in the Declaration of Helsinki of 1989.

The tissue preparation in studies presented in papers 1, 2 and 3 was performed as previously
described [11], i.e. the entire brain was fixated, the brainstem subsequently was isolated,
embedded in paraffin and cut along the entire rostrocaudal axis in 20-pum thick transverse
sections. Two sections from the rostral and two sections from the caudal part of DRN were
stained for AgNOR. For the study presented in paper 4, brainstem was isolated from the brain
on forensic autopsy. After being fixated, tissue block containing the entire DRN was isolated
from the brainstem and embedded in paraffin. Subsequently, serial 5-um thick transverse
sections were cut along the entire rostrocaudal axis of the DRN. Every 200th section was
mounted and stained for AgNOR. The AgNOR staining in all studies was performed as

previously described [11].
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In each of the five DRN subnuclei (i.e. the dorsal, ventrolateral, ventral, interfascicular and
caudal) AgNOR parameters were determined in 40 neurons with clearly visible borders of the
nucleus and AgNOR areas. Thus, the AgNOR parameters of 200 DRN neurons were
investigated in each of the cases. The number of investigated neurons was established
arbitrarily in accordance with the guidelines on quantitative evaluation and the diagnostic and
research studies employing the AgNOR method. The AgNOR areas (composed of clustered
AgNORs and representing the nucleoli), their number and the nuclear area within a single
neuron (sampled by 400% magnification) were determined using a light microscope attached
to a computer image analysis system (cellSens® Standard, Olympus, Japan). The sampled
measures were averaged to derive single values for each DRN subnucleus, rostral and caudal
subdivisions of the DRN and the entire DRN as a single anatomical structure in the
investigated individual.

Statistical analyses were performed with the data analysis software system STATISTICA
version 10 (StatSoft™). In the study of forensic autopsy material (paper 4), STATISTICA
automatic neuronal networks module containing ROC procedure was applied for the
evaluation of potential diagnostic value of the method for the differentiation between suicidal

and non-suicidal death.
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Results and discussion
In all presented studies statistical significance was shown in the cumulative analysis of all the
DRN subnuclei. This phenomenon could be related to the characteristics of DRN efferents,

which overlap in target structures [ 14] in spite of the accentuated specialisation [26].

Effects observed in schizophrenia (paper 1)

The first study has revealed a significantly increased AgNOR area in DRN neurons suggestive
of their increased rDNA transcriptional activity in schizophrenia patients versus controls,
particularly in the subgroup of patients with residual schizophrenia. The observed effect was
not confounded by other variables, including antipsychotic medication and suicide.

The present AgNOR study of the DRN is the first one which has revealed abnormalities in
this structure specific for schizophrenia. It is also the first one, which has implemented this
staining method in schizophrenia. However, the interpretation of results is not unequivocal
due to the very sophisticated nature of DRN activity regulation (for a review see: [22]).
Tracing studies consistently reveal that the limbic PFC and the habenula, an evolutionarily
conserved link between the forebrain and the midbrain, are the main sources of DRN afferents
[20]. However, the net effect of their excitatory glutamatergic inputs consists in the inhibition
of DRN neurons, as they activate predominantly local GABAergic neurons [22]. Therefore,
the disturbed inputs from both regions and/or their disturbed local transformation in the DRN
play most probably an important role in the observed difference between residual and
paranoid patients (similarly as between other groups compared in presented studies).

The decreased SHT2A receptors on pyramidal neurons in the limbic PFC in residual
schizophrenia [1] with subsequent hypoactivity of these neurons [22] might lead to the
increased rDNA transcription in DRN neurons. The presented results suggest that this effect

occurred in the investigated subgroup of residual patients.
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Differences observed between schizophrenia and depressed patients and between suicidal and
non-suicidal patients from these diagnostic groups (papers 2 and 3)

The second study revealed a significantly increased AgNOR area in DRN neurons suggestive
of their increased rDNA transcriptional activity in residual schizophrenia versus depressive
episode in both MDD and BD (paper 2). The observed effect was most probably not
confounded by other variables, among them suicide and medication. To the best of author’s
knowledge, the present AgNOR study of the DRN is the first one performed on human
material, which implemented this staining method to the comparison between depression and
schizophrenia.

Also this effect may be related to the differentially accentuated disturbances in SHT2A
receptors in limbic PFC areas, which provide the most afferents to the DRN [20]. The post-
mortem studies on depression revealed predominately an increased density of these receptors
in the limbic PFC, which may be related to the impact of suicide (for a review see: [24]),
whereas the opposite effect was suggested by schizophrenia studies (for a review see: [1]).
Apart from the PFC, the LHb provides another extensive afferent input to the DRN [20].
A significant difference in habenular morphology between depression and schizophrenia was
found previously [21]. In the view of neuroimaging data, the LHb is hyperactive in depression
[2] and hypoactive in schizophrenia [23]. This could differentially influence the rDNA
transcriptional activity in DRN neurons. The DRN receives also functionally important inputs
from the lateral hypothalamus and tuberomamillary nucleus, involved in sleep and arousal
regulation. Therefore, an abnormal input from the hypothalamus, which seems to be disturbed
in different ways in both disorders [6, 7], may be also involved in the observed difference

regarding rDNA transcription between them.
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Additional statistical analysis of both diagnostic cohorts revealed significantly decreased
AgNOR and nuclear areas in DRN neurons suggestive of decreased rDNA transcriptional
activity in suicidal compared to non-suicidal patients (paper 3). The effects were observed in
suicidal patients regardless of their underlying psychiatric diagnosis (i.e. independent on
psychiatric comorbidity). However, they were more accentuated in affective disorders than in
schizophrenia, which may be related to their different neurobiology and the smaller number of

schizophrenia patients compared to depressed ones (n=17 and 27, respectively).

Effects observed in suicide victims with unknown psychiatric diagnosis (paper 4)

This study revealed a highly significant decrease (U-test P<0,00001) of AgNOR area in DRN
neurons suggestive of their decreased rDNA transcriptional activity in suicide victims versus
non-suicidal controls. The observed effect was not confounded by other variables, among
them postmortem interval.

The results are in line with previously published findings, which suggested a decreased rDNA
transcription in DRN neurons specific for depressed suicide completers [11]. The findings in
schizophrenia suggest a similar effect in suicidal compared to non-suicidal patients.
Therefore, our both previous and present results may suggest that the decreased rDNA
transcription in DRN neurons is accentuated in suicide regardless of psychiatric comorbidity.
In this way they correspond also with the well-established view on serotonergic hypofunction
as a diagnose-overreaching neurobiological phenomenon symptomatic of suicidal behaviour
(for reviews see: [5, 9, 15]).

The deteriorated rDNA activity in DRN neurons might play a fundamental role in the
disturbed plasticity of serotonergic terminals in the PFC observed in suicide [25]. This
abnormality provides a morphological substrate for the disturbed serotonergic

neurotransmission in the PFC with profound consequences for the behavioural regulation.
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The area under ROC curve higher than 80% with similar sensitivity and specificity values
suggest a diagnostic value of present AgNOR technique for the differentiation between
suicidal and non-suicidal death [19]. However, the confirmation of diagnostic relevance of the

method needs further study of more numerous cohorts.
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Conclusions

1. Increased rDNA transcriptional activity in DRN neurons is specific for patients with
residual compared to paranoid schizophrenia. The observed phenomenon might be
useful to identify distinct disease endophenotypes within the spectrum of psychotic

disorders, which are currently classified as schizophrenia.

2. Increased rDNA transcriptional activity in DRN neurons is also specific for residual
schizophrenia compared to MDD and BD depressed patients. The observed effect
could have a potential diagnostic value for the differentiation between schizophrenia

with predominant negative symptoms and depressive episodes in affective disorders.

3. Decreased rDNA transcriptional activity in DRN neurons is specific for suicidal
compared to non-suicidal death. Therefore, the presented method could aid forensic
differentiation diagnostics between them in cases where traditional methods do not

allow to solve this problem.
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