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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW UZYTYCH W PRACY

AC — kora przedniej czgsci zakrgtu obrgezy (ang. anterior cingulate cortex), ACv —
czg$¢ brzuszna, ACd — czgs$¢ grzbietowa

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

ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

BD — zaburzenie dwubiegunowe (ang. bipolar disorder)

CA1 —pole CA1 hipokampa

CRH - kortykoliberyna (ang. corticotropine-releasing hormone)

DG — zakret zebaty (ang. dentate gyrus)

DLC - grzbietowo-boczna kora przedczotowa (ang. dorsolateral prefrontal cortex)

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

DSM-IV — Diagnostyczny i Statystyczny Podrgcznik Zaburzen Psychicznych, wydanie
IV (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition)

EC — kora $rodwechowa (ang. entorhinal cortex)

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

GAD - dekarboksylaza kwasu glutaminowego (ang. glutamic acid decarboxylase)

GDNF — czynnik neurotroficzny pochodzacy z linii komorek glejowych (ang. glial-cell-
line-derived neurotrophic factor)

HPA — (0$) podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
[axis])

5-HT — 5-hydroksytryptamina (serotonina)

5-HTT — transporter serotoninowy

KW — (test) Kruskal-Wallis

LC — miejsce sinawe (ang. locus coeruleus)

LD — jadro boczne grzbietowe wzgorza (ang. lateral dorsal thalamic nucleus)

MANOVA — wieloczynnikowa analiza wariancji (ang. multivariate analysis of variance)

MD - jadro przysrodkowe grzbietowe wzgorza (ang. medial dorsal thalamic nucleus)

MDD - duza depresja (ang. major depressive disorder)

NA — noradrenalina

NOR - organizator jaderkowy (ang. nucleolar organiser)

OFC — kora oczodotowo-czotowa (ang. orbitofrontal cortex)

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

P — poziom znamiennosci (istotnosci) statystycznej

PET - pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography)

PFC — kora przedczotowa (ang. prefrontal cortex)

rDNA — rybosomalny DNA

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

TH — hydroksylaza tyrozynowa (ang. tyrosine hydroxylase)
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1. Wprowadzenie

Samobojstwo jest duzym problemem zdrowotnym, powodujacym prawie potowe
wszystkich zgonow gwaltownych, co stanowi okoto miliona ofiar $miertelnych na $wie-
cie w skali rocznej. Wyniki badan epidemiologicznych w krajach zardwno rozwinigtych
jak i rozwijajacych si¢ wskazuja na wystgpowanie zaburzen psychicznych w 80%-100%
dokonanych, tj. zakonczonych zgonem samobdjstw, przy czym depresja jest najczgst-
szym z nich, wystgpujacym w ok. 50% przypadkow [278]. Pomimo tych jednoznacz-
nych danych statystycznych, przekonanie o zasadniczej roli czynnika neurobiologiczne-
go w podtozu samobojstwa nie jest w pelni podzielane zwlaszcza wsrdd przedstawicieli
nauk humanistycznych, na co wskazat m.in. Puzynski [224].

Za powstawanie bogatych i réznorodnych objawow depresji odpowiadaja najpew-
niej zaburzenia licznych struktur mézgu, wsrod nich w glownej mierze kory przedczo-
lowej, zespotu hipokampa, prazkowia z jadrem poétlezacym, ciata migdatowatego i
wzgorza oraz komponent uktadow monoaminoergicznych, zwlaszcza serotoninergiczne-
go. Bardzo wazna rolg¢ w patogenezie depresji przypisuje si¢ takze przewleklym zabu-
rzeniom osi podwzgorze-przysadka-nadnercza [90, 197, 252]. Wyniki wspotczesnych
badan neurobiologicznych wskazuja, ze procesy prowadzace do samobdjstwa stanowia
odrebne zjawisko w depres;ji [8, 24, 33, 109, 168, 170, 249], jednak rowniez i ten poglad
nie jest jeszcze powszechnie akceptowany. Moze wynikac to z faktu, ze kryteria diagno-
styczne jednoznaczne dla kazdego z tych zjawisk patologicznych nie zostaty dotychczas
opracowane a moglyby one by¢ wazne zaréwno dla psychiatrii jak i medycyny sadowe;.

W medycynie sadowej bowiem szczegodlne znaczenie posiada diagnostyka rdznico-
wa pomigdzy samobdjstwem dokonanym i zabodjstwem. W aspekcie takim na uwage
zashuguja: samobodjstwo kombinowane (zlozone), samobojstwo wspodlne, zabdjstwo z
samobdjstwem sprawcy oraz symulacja czy dysymulacja samobdjstwa. Ustalenia moga
by¢ trudne, jesli w ramach jednego zdarzenia jednoczes$nie lub bezposrednio jedna po
drugiej zostang zastosowane dwie lub wigcej metod samobojstwa. Do takiej sytuacji
odnosi si¢ pojgcie samobodjstwa kombinowanego (ang. complex suicide, niem. kombi-
nierter Suizid), w ktorym wyrdznia si¢ pierwotne (planowane) i wtérne (nieplanowane,
improwizowane) [41, 221]. Podobne trudnosci moga pojawic si¢ w przypadku samoboj-
stwa wspolnego (podwojnego lub wielokrotnego, ang. suicide pact), gdy dwoje lub wig-
cej ludzi chee wspolnie rozstaé si¢ z zyciem i dlatego zgodnie postanawia dokonac jed-
noczesnie samobojstwa lub przyzwoli¢, aby uczynita to inna osoba, ktéra nastgpnie
popetnia samobojstwo [221]. Ta druga forma stanowi w istocie rzeczy posta¢ zabojstwa
z samobdjstwem sprawcy (ang. homicide-suicide, dyadic death) [152, 190]. Moze ona
by¢ bardzo trudna czy wrecz niemozliwa do odrdznienia od tzw. samobojstwa poagre-
syjnego (ang. post-aggression suicide), w ktorym osoba popelniajaca samobojstwo po-
zbawia zycia najpierw inna osobg (inne osoby) bez przyzwolenia lub wbrew woli [36,
152]. Ta szczegdlna forma samobojstwa jest okreslana w dalszym ciagu w sposob trady-
cyjny przez autoro6w niemieckich mianem samobdjstwa poszerzonego (niem. erweiterter
Suizid, Mitnahmesuizid) [220] pomimo zastrzezen nomenklaturowych, podnoszonych
przez autoré6w innych [152].
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Kolejnym zrédlem trudno$ci w diagnostyce sadowo-lekarskiej moze by¢ dysymula-
cja samobojstwa. Motywacje do takiego dzialania moga by¢ rdézne. W przesztosci czyn-
nikiem nie bez znaczenia mogla by¢ cheé¢ uzyskania przez rodzing pogrzebu koscielne-
go. Obecnie moze by¢ to cheé uniknigcia przez partnera samobojcy zarzutow ze strony
jego rodziny, szczegolnie w przypadku zwiazkow obfitujacych w konflikty. Sa takze
znane przypadki, gdy samobdjca sam inscenizowal czyn swoj w taki sposob, aby spra-
wiat on wrazenie wypadku, np. przypadkowego postrzatu przy czyszczeniu broni lub
wypadku drogowego [139, 220]. Dzialanie takie, podkre§lane zwlaszcza w odniesieniu
do rzekomych wypadkéw z bronia [139], moze mie¢ na celu che¢ zapewnienia najbliz-
szym wyplaty petnej sumy ubezpieczenia na zycie.

Z kryminalistycznego punktu widzenia o wiele powazniejsze znaczenie posiada ch¢é
zatuszowania zabojstwa poprzez symulacj¢ (upozorowanie) samobdjstwa. Przyktadem
takiej sytuacji moze by¢ umieszczenie broni palnej w reku zabitego [139] lub tez zadanie
zwlokom powierzchownych ran w obrebie przedramion badz szyi, majacych sprawiaé
wrazenie tzw. naci¢é probnych, czgsto spotykanych w przypadkach rzeczywistych sa-
mobdjstw [91]. Zdaniem autoréw niemieckich [220], szczegdlnie wazna, niedoceniona
w piSmiennictwie anglosaskim grupg upozorowanych samobojstw stanowia przypadki
zbrodniczego powieszenia. Szacunkowo przyjmuje si¢, ze na 1000 powieszen samobdj-
czych przypada 1 zabojstwo [223], przy czym inni autorzy zwracaja uwagg na mozli-
wo$¢ znacznie wigkszej czgstosci tego zjawiska [51]. Nalezy przy tym podkresli¢, ze
przyjete od dziesigcioleci w medycynie sadowej tradycyjne kryteria réznicujace pomig-
dzy powieszeniem badz zadzierzgnigciem samobdjczym i spowodowanym dzialaniem
reki obcej nie maja charakteru bezwzglednie jednoznacznego [51, 150, 220]. Stwierdze-
nie to dotyczy takze $miertelnych ran ktutych i cigtych [19, 91, 142, 148, 151], uszko-
dzen postrzalowych [85, 139-141] oraz innych nastepstw urazow mechanicznych [14,
28,151, 175].

Szczegblnym miejscem samobdjstwa, ktorego znaczenie wzrasta od ok. 30 lat jest
wanna tazienkowa [51, 220, 258]. Obok zwykle stosowanych w takich okolicznosciach
sposobow samobojstwa (ran cigtych przedramion i szyi badz ran kiutych serca) docho-
dzi w niej coraz czgsciej do samobodjstw kombinowanych wskutek przedawkowania
lekoéw/alkoholu z nastgpowym utonigciem. Niezwykle trudnym problemem diagnostycz-
nym moze by¢ porazenie pradem elektrycznym w takich okolicznoéciach z uwagi na
bardzo czgsty brak znamienia pradu, gdy cialo jest zanurzone w wodzie. Przy braku
jednoznacznych danych z badan elektrotechnicznych badz innych informacji pozame-
dycznych przypadek taki praktycznie wymyka si¢ mozliwosci ustalenia przyczyny
$mierci. Nie bedzie stanowié¢ przesady stwierdzenie, ze porazenie pradem w opisanej
sytuacji stanowi modelowy przyktad trudnoéci w diagnostyce roznicowej pomigdzy
samobojstwem, zabodjstwem i zgonem wypadkowym. Trudnosci takie moga pojawic si¢
takze przy ustalaniu przyczyny $mierci w wodzie w innych niz podana okolicznosciach
[266].

Podany przeglad uzmystawia, ze uzyskanie opartych na badaniach moézgu kryteriow
diagnostycznych proces6w prowadzacych do samobdjstwa mogloby by¢ przydatne w
sadowo-lekarskiej diagnostyce trudnych opiniodawczo przypadkow zgonoéw gwaltow-
nych.
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2. Znaczenie zaburzen jqdra grzbietowego szwu

Zburzenia o$rodkowego uktadu serotoninergicznego implikuja etiologi¢ depresji,
agresji, impulsywnosci i proceséw prowadzacych do samobojstwa. Moga one by¢ nieza-
leznym od zasadniczego zaburzenia psychicznego czynnikiem zachowan samobdjczych,
najprawdopodobniej uwarunkowanym w pewnej mierze genetycznie [168, 259, 282].
Dysfunkcja moze by¢ ograniczona do niewielkiej struktury mézgu jaka jest nalezace do
kompleksu jader szwu, znajdujace si¢ w $srddmoézgowiu i moscie jadro grzbietowe szwu
(ang. dorsal raphe nucleus, DRN) majace wplyw na zlozone sieci neuronalne [7, 198,
222, 249]. Ocena biochemiczna ptynu mézgowo-rdzeniowego wskazuje, ze obnizona
aktywnos¢ serotoninergiczna moze by¢ szczegoélnie wyrazona u 0s6b podejmujacych
dziatania samobojcze cechujace si¢ impulsywnoscia 1 nasilong autoagresywnoscia (ang.
violent suicide) [67, 171, 172]. Zaburzenia o$rodkowego ukladu serotoninergicznego
nasilone wraz z poziomem autoagresywnosci zamachu samobdjczego stwierdzono takze
posmiertnie [59, 176]. Jednak statystycznie znamienny spadek stgzenia serotoniny, wy-
kazany post mortem w plynie mézgowo-rdzeniowym niewielkiej grupy samobdjcow bez
ustalonego rozpoznania psychiatrycznego nie zostat oceniony jako posiadajacy warto$¢
diagnostyczna [196].

Neurony serotoninergiczne stanowia okoto 70% neuronéw DRN [276]. Prawie
wszystkie duze komoérki w tym jadrze posiadajace dtugie aksony projekcyjne sa seroto-
ninergiczne [133]. Stanowia one m.in. zrédto wigkszo$ci unerwienia serotoninergiczne-
go w przysrodkowo-brzusznej czeéci kory przedczolowej 1 w jadrze potlezacym (ang.
nucleus accumbens) — dwoch regionach mozgu kluczowych dla regulacji zachowan
powodowanych przez emocje [71, 168, 197, 263, 276]. Jak wykazano w zwierzgcych
modelach doswiadczalnych, zaburzone unerwienie serotoninergiczne tych regionow jest
m.in. konsekwencja emocjonalnej deprywacji spotecznej we wczesnym okresie zycia
osobniczego, uwazanej za jeden z czynnikéw usposabiajacych do rozwoju depresji u
cztowieka [50, 110].

Wiele badan wykazalo zmiany biochemiczne i morfologiczne w DRN u ofiar samo-
bojstwa [9, 15, 18, 23, 33, 43, 109, 161, 260]. Jednakze w danych z pi§miennictwa wy-
stepuja rozbieznosci spowodowane roéznymi czynnikami. Roéznice w rozpoznaniach
psychiatrycznych i stosowanym przyzyciowo leczeniu, w przyczynie §mierci (samoboj-
cza/nie-samobodjcza), w szczegdlowej lokalizacji badanych obszaréw oraz mata liczba
badanych przypadkoéw naleza do najwazniejszych z nich [249]. Wobec tego, ocena
zmian patologicznych w DRN w zaburzeniach psychicznych powinna by¢ kontynuowa-
na przy pomocy réznych metod badawczych. Dlatego tez u chorych z depresja (w tym
samobdjcéw) podjeto badania kariometryczne neurondw DRN metoda wysrebrzania
AgNOR (skrét od ang. argyrophilic nucleolar organiser, srebrochlonny organizator
jaderkowy).

Organizator jaderkowy (ang. nucleolar organiser, NOR) stanowi aktywny obszar
jadra komorkowego posiadajacy zasadnicze znaczenie dla syntezy rybosoméw. NOR
sktada si¢ z rybosomalnego DNA (rDNA) i biatek, z ktorych niektdre sq srebrochtonne.
AgNOR stanowi transkrypcyjnie aktywna czes¢ NOR i miejsce syntezy rybosomalnego
RNA; jest on synonimem jaderka. Wobec tego, aktywno$¢ komorkowa okreslana jako
aktywnosc¢ transkrypcyjna rDNA moze by¢ oceniana posrednio poprzez pomiar wielko-
Sci AgNOR [78, 103, 216-218, 237]. Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze metoda
AgNOR umozliwia takze ocen¢ wielkosci samego jadra komodrkowego, ktora rowniez
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pozwala posrednio wnioskowac o aktywnosci neuronalnej [21, 101-104, 107, 108, 186,
225, 229, 236, 242, 245, 265]. Wzglednie prosta metoda barwienia AgNOR posiada
ustalone miejsce w neuropatologii w diagnostyce guzow oraz chordb zwyrodnieniowych
i naczyniowych mozgu [1, 54, 77, 95, 134, 231]. Znalazta ona takze zastosowanie na-
ukowe i praktyczne w medycynie sadowej [54, 228]. Ostatnio metoda ta zostala wyko-
rzystana w badaniach nad depresja i samobojstwem [33, 109], ktore takze moga posiadac
znaczenie dla medycyny sadowe;.

3. Znaczenie zaburzen kory przedniej czesci zakretu obreczy

Wsrdd licznych struktur mézgu, ktdrych zaburzenia odpowiadaja za powstawanie
depresji, zwlaszcza obszary kory przedczolowej (ang. prefrontal cortex, PFC) maja
posiada¢ krytyczne znaczenie dla tych jej objawow, ktore w sposob szczegdlny przypi-
sywane sa czlowiekowi (tendencje samobodjcze, poczucie bezwartoSciowosci, bezna-
dziejnosci, winy i in.) [71, 197].

Zaburzenia czynnosci przedniej cze$¢ zakrgtu obreczy (ang. anterior cingulate cor-
tex, AC), usytuowanej brzusznie (ang. anterior cingulate cortex, ventral part, ACv lub
subgenual AC) i do przodu od kolana spoidta wielkiego (ang. pregenual lub rostral AC)
sa wiazane w sposob staly z patofizjologia najwazniejszych zaburzen afektywnych, jak
tzw. duza depresja i zaburzenie dwubiegunowe. Wedlug powszechnie stosowanego w
badaniach naukowych systemu klasyfikacyjnego DSM IV (skrot tytutu: Diagnostyczny i
Statystyczny Podrgcznik Zaburzen Psychicznych, wydanie 1V; ang. Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition) schorzenia te sa okre$lane w jezyku
angielskim odpowiednio jako: major depressive disorder, MDD i bipolar disorder, BD.
Ta okre$lona wyzej, ,,afektywna” czg§¢ AC posiada potaczenia o szczegdlnym znacze-
niu czynno$ciowym z kora oczodolowa, zespotem hipokampa, przednia czgscia wyspy,
ciatem migdalowatym, jadrem poétlezacym, jadrem ogoniastym, jadrami przegrody,
jadrami wzgoérza (przysrodkowym grzbietowym i jadrami linii $rodkowej), podwzgo-
rzem, istota szara okotowodociagowa oraz jadrami monoaminoergicznymi i choliner-
gicznymi pnia mozgu [53, 81, 98]. W przeciwienstwie do neurondéw potozonych bardziej
powierzchownie i mtodszych ontogenetycznie, komorki piramidowe warstw V/VI ACv
sa glownym zrodtem potaczen eferentnych ze strukturami podkorowymi. W zwiazku z
tym odgrywaja one centralna rol¢ w koordynacji odpowiedzi behawioralnej powodowa-
nej przez emocje [96, 97, 184, 191].

Czg$¢ grzbietowa AC (ang. anterior cingulate cortex, dorsal part, ACd) jest w
pierwszym rzgdzie zaangazowana w oceng znaczenia informacji emocjonalnej i moty-
wacyjnej oraz w regulacj¢ odpowiedzi emocjonalnej. Wzajemne hamowanie czgsci
brzusznej — ,,afektywnej” AC przez jej czgs¢ grzbietowa — ,.kognitywna” podczas reali-
zacji zadan poznawczych (i vice versa) jest czgsto obserwowane. Tak wigc osobnicy z
cigzka depresja i psychicznie zdrowi osobnicy odczuwajacy bol wykazuja w badaniach
obrazowych mézgu metoda czynno$ciowego rezonansu magnetycznego spadek aktyw-
nosci ACd [52, 53, 275].

Istnieje wiele spojnych doniesien na temat badan zarowno obrazowych jak i neuro-
histologicznych sugerujacych, ze w depresji wystgpuja zaburzenia morfologiczne w AC
[45, 62, 65, 84, 89, 226, 256]. Niektore z nich wskazuja na mozliwos$¢ obnizonej aktyw-
nosci AC, towarzyszacej myslom negatywistycznym i autoagresywnos$ci u chorych z
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depresja [188, 204]. Oba te objawy sa najprawdopodobniej nasilone u samobojcow, co
moze odpowiada¢ odchyleniom w obrgbie uktadu serotoninergicznego w AC, stwierdza-
nym w tej grupie post mortem [8, 92, 170]. Biorac pod uwage cytowane dane i znaczenie
czynnosciowe AC, podj¢to badania metoda AgNOR neuronéw piramidowych warstw 111
i V tego regionu PFC, uwzgledniajace podziat chorych z depresja na samobojcow i nie-
samobdjcow. Wyniki tych badan przedstawione w rozprawie zostaly juz opublikowane
[108].

4. Znaczenie zaburzen kory oczodotowo-czotowej

Oczodotowa czgs¢ kory przedczotowej jest zaangazowana w oceng znaczenia emo-
cjonalnego réznorodnych bodzcow sensorycznych oraz konsekwencji zwiazanych z
dziataniami pod wplywem tych bodzcow [22, 128, 200, 203, 232-235]. Kora oczodoto-
wo-czotowa (ang. orbitofrontal cortex, OFC) posiada najwazniejsze czynno$ciowo pota-
czenia jak AC, z ktora taczy ja gesta sie¢ potaczen aferentnych i eferentnych [96, 97,
203, 233]. OFC przypisywana jest czg¢sto rola ,,sensoryczna” w regulacji reakcji emocjo-
nalnych, podczas gdy z AC wiaze si¢ rolg ,,motoryczng” w tym zakresie, przektadajaca
si¢ bardziej bezposrednio na zachowania. Jednocze$nie jednak podkresla sig, ze te lim-
biczne obszary kory przedczotowej stanowia czynnosciowe kontinuum, wynikajace z
potaczen pomigdzy nimi [22, 203, 232-234]. Podobnie jak w AC, komorki piramidowe
warstw V/VI OFC w przeciwienstwie do neurondw potozonych bardziej powierzchow-
nie i mlodszych ontogenetycznie sa gtownym Zrodlem potaczen eferentnych ze struktu-
rami podkorowymi. W zwiazku z tym odgrywaja one centralna rolg w regulacji odpo-
wiedzi behawioralnej na emocje [96, 97, 184, 191]. Poniewaz funkcja ta jest uposledzo-
na w zaburzeniach afektywnych, OFC podobnie jak AC jest w sposob staly uwzglednia-
na w badaniach nad patofizjologia zarowno MDD jak i BD [71, 81, 90, 122, 251]. Odno-
$nie obu tych zaburzen istnieja doniesienia dotyczace badan zar6wno obrazowych jak i
neurohistologicznych, wskazujace na obecno$¢ nieprawidtowosci morfologicznych w
OFC [63, 164, 201, 227].

Podobnie jak w AC, w OFC samobojcow depresyjnych stwierdzono odchylenia w
zakresie komponent uktadu serotoninergicznego [8, 92, 170]. Biorac pod uwage te do-
niesienia oraz neurotroficzng funkcj¢ serotoniny w osrodkowym uktadzie nerwowym
[113, 133], w kolejnym etapie podjgto badania parametréw AgNOR w neuronach pira-
midowych OFC u chorych z depresja, w tym samobojcow.

5. Znaczenie zaburzen neuronow noradrenergicznych miejsca sinawego

Miejsce sinawe (ang. locus coeruleus, LC), lezace w gornej czgsci mostu w dnie
komory IV stanowi najwigksze w modzgu ssakow skupienie neuronow zawierajacych
noradrenaling (NA) [70]. Nalezac podobnie jak DRN do komponent uktadéw aktywuja-
cych pnia moézgu, zapewnia rozlegle unerwienie noradrenergiczne OUN [29]. Zgodnie z
wynikami badan przedklinicznych i klinicznych, zaburzenia afektywne potaczone sa z
odchyleniami w obrgbie osrodkowego uktadu noradrenergicznego, za czym przemawiaja
jego rozliczne funkcje regulacyjne, szczeg6lnie uwidaczniajace si¢ w odpowiedzi stre-
sowej i pobudzeniu OUN [6, 230]. Jednakze badaniom pos$miertnym presynaptycznej
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aktywnosci noradrenergicznej w zaburzeniach afektywnych po§wigcono tylko nieliczne
prace, ktore wykazaty, ze w depresji wystepuja odchylenia w obrgbie uktadu LC-NA
[24, 146, 281].

Depresja jest gtdwna przyczyna samobodjstw, stanowiacych z kolei jedna z najczgst-
szych przyczyn $mierci w krajach rozwinigtych [278]. Dlatego problematyka samoboj-
stwa jest szeroko badana w aspekcie zarowno diagnostycznym jak i neurobiologicznym,
w tym w odniesieniu do uktadu noradrenergicznego [10, 12, 137, 160, 168, 173]. De
Paermentier ze wspolpracownikami [75, 76] podkreslili zwiazek poziomu autoagresyw-
nosci manifestujacego si¢ w akcie samobojczym z odchyleniami obserwowanymi po-
$miertnie w obrgbie ukladu noradrenergicznego. Jak wspomniano w odniesieniu do
DRN, czynnik ten najwyrazniej manifestuje si¢ zaburzeniami uktadu serotoninergiczne-
go.

Jedynie nieliczne badania samobojcow poswigcono hydroksylazie tyrozynowej (ang.
tyrosine hydroxylase, TH), kluczowemu enzymowi w syntezie NA. Jednak ich wyniki
nie sa zgodne. W jednym z tych studidéw wykazano podwyzszony poziom biatka TH
[206], podczas gdy w innym stwierdzono zmniejszona intensywno$¢ reakcji immunohi-
stochemicznej na obecnos¢ TH w neuronach LC, bez jednoczesnej zmiany liczby neuro-
néw TH-reaktywnych w poréwnaniu z kontrola [31]. PéZniejsze badania wskazywaty
takze na prawidlowa liczbg takich neurondéw u samobdjcow z depresja [24].

Chociaz samobojstwo nalezy do kluczowych objawow depresji a udziat zaburzen
uktadu noradrenergicznego zostat wykazany w obu tych zjawiskach chorobowych, w
zadnym z dotychczasowych badan posmiertnych nie analizowano zaleznosci TH-
reaktywnych neuroné6w LC od poziomu autoagresywnos$ci u samobdjcéw z dobrze udo-
kumentowanymi zaburzeniami afektywnymi. Dlatego w przedstawianych badaniach
wilasnych m.in. poddano ocenie poréwnawczej t¢ populacj¢ neuronalng u chorych z
depresja, ktorzy dokonali aktu samobojczego w sposdb mniej i bardziej autoagresywny
(ang. non-violent i violent).

Generalnie rzecz biorac, badania koncentrowaly si¢ wokét dwoch zagadnien: po
pierwsze ustalenia, czy depresja i/lub procesy prowadzace do samobdjstwa u chorych z
depresja majq zwiazek z liczba neuronow TH-reaktywnych w LC oraz po drugie ustale-
nia, czy parametr ten jest powiazany z poziomem autoagresywnosci u samobojcow z
depresja. Wplyw tego czynnika wykazano bowiem w przeprowadzonych wczesniej,
stanowiacych czg$¢ rozprawy badaniach kariometrycznych neuronéw DRN. Poniewaz
nasilonej autoagresywno$ci towarzysza najczgsciej mechaniczne uszkodzenia ciala,
wymagajace niejednokrotnie réznicowania ze skutkami dzialania reki obcej, mozliwo$¢
po$miertnej oceny poziomu autoagresywnosci jest szczegolnie interesujaca z punktu
widzenia medycyny sadowe;j.

6. Znaczenie zaburzen uktadu GABAergicznego

Zmiany patologiczne w przekaznictwie GABAergicznym (GABA — skrot ang.
gamma-amino butyric acid, kwas gamma-aminomastowy) uwazane sa za jedng z klu-
czowych przyczyn powstawania zaburzen afektywnych [49, 255]. Jednak mechanizmy
molekularne mogace prowadzi¢ badz przyczyniaé si¢ do zaburzen regulacji w obrgbie
uktadu GABAergicznego pozostaja w duzej mierze nieznane. Duza rolg w tym zakresie
przypisuje si¢ uktadom monoaminoergicznym, zwlaszcza serotoninergicznemu [49, 99].
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GABA jest najwazniejszym hamujacym przekaznikiem osrodkowego ukladu nerwowe-
go (OUN) [211]. Najnowsze odkrycia wykazaty, ze oprocz wielu innych funkcji, GABA
ma petié¢ rowniez bardzo wazna rolg w regulacji neurogenezy, takze w moézgu doro-
stych [105]. GABA dziata poprzez receptory typu A i B, przy czym receptor typu B jest
receptorem metabotropowym, sprz¢zonym z biatkiem G i w zwiazku z tym rdézni sig pod
wzgledem charakterystyki zarowno farmakologicznej jak i elektrofizjologicznej od re-
ceptora jonotropowego GABA-A [193, 149]. Znane sa dowody neurobiologiczne na
zwiazek pomigdzy zachowaniem samobdjczym a sktadem podjednostek w obrgbie re-
ceptora GABA-A [60, 187].

Dekarboksylaza kwasu glutaminowego (ang. glutamic acid decarboxylase, GAD)
jest enzymem kluczowym w syntezie GABA, odpowiedzialnym za przeksztalcenie glu-
taminianu w GABA. W moézgu czlowieka dorostego wystepuja dwie izoformy GAD,
mianowicie GAD o masie czasteczkowej ok. 65 kDa 1 67 kDa, w skrécie oznaczane jako
GAD 65 1 GAD 67, bedace produktami dwodch niezaleznie regulowanych gendéw, zloka-
lizowanych odpowiednio na chromosomie 2 i 10 [153, 246]. Obie izoformy wystepuja w
wigkszosci neuronéw OUN zawierajacych GABA, z tym, ze GAD 65 wykazuje prefe-
rencj¢ wobec zakonczen aksonalnych, gdzie ma by¢ powiazana z pgcherzykami synap-
tycznymi, podczas gdy GAD 67 jest rozprzestrzeniona w catym neuronie i ma odpowia-
dac za wigksza czgs¢ syntezy GABA [246].

Szereg badan posmiertnych nad zaburzeniami afektywnymi, w ktorych poddano ilo-
Sciowej ocenie poziom GAD w ciatach neuronéw i zakonczeniach GABAergicznych
oraz receptorow dla GABA, sugerowalo wystepowanie obnizonego przekaznictwa GA-
BAergicznego w BD [27, 117, 125, 130, 131, 277, 279]. Znane sa takze badania, w kto-
rych nie wykazano u chorych z BD zmian poziomu mRNA GAD w neuronach GABA-
ergicznych [64, 194]. Dostgpny jest szereg publikacji na temat posmiertnych badan ilo-
Sciowych neuronéw GABAergicznych i poziomu mRNA GAD u chorych z MDD, w
ktérych nie stwierdzono znamiennych réznic [26, 64, 117, 194, 279], ponadto znane sa
takie badania, ktore wykazaly obnizenie aktywnosci GAD i poziomu biatka GAD (od-
powiednio: [209] i [94]). Studium badawcze przeprowadzone przy pomocy spektrosko-
pii protonowego rezonansu magnetycznego wykazato u nieleczonych chorych z MDD
obnizenie catkowitego stgzenia GABA w korze potylicznej [238, 239]. Leczenie chorych
z depresja przy pomocy lekow przeciwdepresyjnych powodowato wzrost catkowitego
stezenia GABA w tym regionie kory [30, 238]. Zastosowanie tych lekow w zwierzgcych
modelach depresji przeciwdzialalo obnizeniu korowego poziomu GABA [213]. Z dru-
giej strony, ostatnio stwierdzono wzrost gestosci neuronéw GAD 65/67 — immunoreak-
tywnych w obszarach PFC i w hipokampie chorych z zaburzeniami afektywnymi [32].
Podsumowujac te momentami sprzeczne wyniki, badania po$miertne, kliniczne i przed-
kliniczne przemawiaja w przewazajacej mierze za hipoteza, ze w depresji wystepuje
obnizenie aktywnosci GABAergicznej; efekt ten jednakze nie miatby by¢ specyficzny
dla grupy samobdjcow [49].

W przedstawianych badaniach wtasnych koncentrowano si¢ na odpowiedzi na trzy
pytania. Po pierwsze, czy zgodnie z poprzednimi danymi wystgpuja przestanki do przy-
jgcia hipotezy na temat obnizonego przekaznictwa GABAergicznego u pacjentow z
depresja? Po drugie, czy w badanych strukturach potkul mézgu wystepuja réznice w
gestosci neuropilu GAD-immunoreaktywnego pomigdzy depresyjnymi samobodjcami i
nie-samobdjcami a zwlaszcza, czy wystepuja réznice pomigdzy samobdjcami i grupa
kontrolna? Po trzecie, poniewaz czg$¢ z chorych w badanej grupie przyjmowata leki
psychotropowe, czy miato to wptyw na badana gesto$¢ neuropilu?



CELE PRACY

1.

Zbadanie zmian morfologicznych wystgpujacych w wybranych okolicach moz-
gu w przebiegu depres;ji.

. Okreslenie, czy zmiany morfologiczne moga by¢ pomocne w posmiertnej dia-

gnostyce réznicowej samobodjstwa u chorych z depresja.

. Proba oceny nasilenia zmian morfologicznych wraz z poziomem autoagresyw-

no$ci manifestujacym si¢ w akcie samobdjczym u tych chorych.

. Ocena, czy stosowane leki psychotropowe mogly mie¢ wptyw na obserwowane

zmiany morfologiczne.

. Ocena ewentualnej przydatnosci badan w diagnostyce po$miertne;j.



MATERIALY I METODYKA

1. Charakterystyka materiatu badawczego

Badania zostaly przeprowadzone na materiale uzyskanym z Magdeburskiego Zbioru
Moézgow (niem. Magdeburger Hirnkollektion), znajdujacego si¢ w dyspozycji Kliniki
Psychiatrycznej Uniwersytetu w Magdeburgu. Liczebno$¢ badanych grup rdznita sig
nieznacznie w poszczegélnych rodzajach przedstawianych badan, co wynikato z uwa-
runkowan technicznych (czas przygotowywania preparatow) oraz metodycznych (daze-
nie do optymalnego doboru przypadkéw w porownywanych grupach, uwzgledniajacego
zmienne demograficzne i kliniczne, ang. matching). Badane mozgi zostaly pobrane po-
$miertnie od tacznie 26 chorych (9 mgzczyzn i 17 kobiet) z rozpoznana przyzyciowo
depresja podczas sekcji zwlok przeprowadzonych w kilku instytutach patologii i medy-
cyny sadowej. Wiek chorych wynosit 16-69 lat. 14 z nich zgingto wskutek samobdjstwa
(4 mezczyzn i 10 kobiet w wieku 16-68 lat). Jego metodami byty: przedawkowanie
lekow psychotropowych (4) 1 sposoby zwiazane z bardziej nasilona autoagresywnoscia
(10), takie jak powieszenie (6), rana cigta przedramienia z uszkodzeniem tgtnicy pro-
mieniowej (1), rana kluta serca (1), upadek z wysokosci (1) i porazenie pradem elek-
trycznym (1). Ta pierwsza podgrupa bgdzie w dalszym ciagu okre$lana umownie jako
samobdjcy nieagresywni, ta druga jako agresywni. OkreSlenia takie zostaly przyjete z
uwagi na brak adekwatnych z sadowo-lekarskiego punktu widzenia, polskich odpowied-
nikoéw pojec: non-violent suicide 1 violent suicide, powszechnie uzywanych w piSmien-
nictwie angloj¢zycznym. Zgodnie bowiem z mianownictwem polskim, wszystkie zgony
spowodowane dziataniem czynnika zewngtrznego okreslane sa mianem gwaltownych.
Nie jest wigc prawidlowym z punktu widzenia polskiego mianownictwa medycznego
uzywanie pojec: samobojstwo gwaltowne i niegwaltowne. Samobdjstwo bylo w kazdym
przypadku rozpoznawane przez specjalist¢ medycyny sadowej. Zatrucie lekami zostato
potwierdzone posmiertnym badaniem toksykologicznym. Pozostaltych 12 osobnikow z
zaburzeniami afektywnymi (5 mezczyzn i 7 kobiet w wieku 39-69 lat) zmarto z przy-
czyn chorobowych. Mozgi osobnikow kontrolnych bez zaburzen psychicznych zostaty
pobrane od tacznie 11 megzczyzn i 19 kobiet w wieku od 30 do 72 lat, ktorzy zmarli z
przyczyn chorobowych (29) Iub wypadkowych (1). Czas od chwili $mierci do pobrania
moézgu wynosit zarowno w przypadku chorych z zaburzeniami afektywnymi jak i w
przypadku osobnikow kontrolnych 4-96 godzin (do momentu sekcji zwloki byly prze-
chowywane w chtodni). Po pobraniu moézgi byly utrwalane w cato$ci przez co najmniej
2 miesigce w 8% zbuforowanej formalinie (pH = 7,0, T = 15-20 °C). Szczegdtowa pre-
paratyka mozgu w poszczegdlnych rodzajach badan zostata przedstawiona w dalszych
czesciach rozdziatu.

Badania zostaty zatwierdzone przez Komisj¢ Etyczna Uniwersytetu w Magdeburgu
jako zgodne z Deklaracja Helsinska z 1964 roku oraz obowiazujacym prawem europej-
skim i niemieckim. Stosownie do prawa niemieckiego, kazdorazowo uzyskiwano zgode
od rodziny zmartego na przeprowadzenie sekcji zwlok, pobranie mozgu oraz wykorzy-
stywanie dokumentacji lekarskiej do celow badawczych. Rozpoznanie kliniczne byto
stawiane po doktadnej analizie informacji klinicznych, sadowo-lekarskich i policyjnych
oraz po uzyskaniu wywiadu od osob, ktore badz mieszkaly, badz czgsto kontaktowaty
si¢ z osoba zmarta za jej zycia (tzw. autopsja psychologiczna, ang. psychological autop-
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sy). Dwoch doswiadczonych psychiatrow (prof. Bernhard Bogerts i dr Hendrik Bielau,
Uniwersytet w Magdeburgu) okreslato, czy byly spetnione kryteria diagnostyczne MDD
lub BD wg DSM IV. Sprawdzali oni takze, czy nie wystgpowato dodatkowo inne zabu-
rzenie psychiczne. Podobna procedurg stosowano takze w celu wykluczenia zaburzen
psychicznych u osobnikéw kontrolnych. Srednie dawki dobowe lekéw psychotropowych
zostatly ustalone w oparciu o dane zawarte w dokumentacji klinicznej. Dane demogra-
ficzne i kliniczne wszystkich badanych przypadkow ujgte sa w tabelach 1a,b i 2 na kon-
cu tego podrozdziatu.

Zasady kodowania cyfrowego w systemie klasyfikacyjnym DSM IV, zastosowanego
w tabeli 1b wymagaja wyjasnienia (opracowano wg [244]). Odnosnie duzej depresji
przedstawiaja si¢ one nast¢pujaco:

1. Pierwsze trzy cyfry: 296.

2. Czwarta cyfra jest 2 (dla pojedynczego epizodu duzej depresji) lub 3 (dla nawraca-
jacych epizodow duzej depresji).

3. Jesli aktualnie sa catkowicie spelnione kryteria rozpoznawcze epizodu duzej depre-
sji (szczegdtowo okreslone w tym systemie), piata cyfra okresla obecnie wystepuja-
cy stopien jego cigzkosci w sposob nastgpujacy: 1 — cigzki, 2 — Srednio cigzki,
3 — cigzki bez objawow psychotycznych, 4 — cigzki z objawami psychotycznymi.
Jesli aktualnie kryteria te nie sa catkowicie spetnione, piata cyfra okresla obecny
stan kliniczny duzej depresji w sposob nastgpujacy: 5 — z czgSciowa remisja, 6 — z
catkowitg remisja. Jesli natomiast stopien cigzko$ci obecnego epizodu lub obecny
stan zaburzenia (tj. duzej depresji) nie jest specyficzny, piata cyfre stanowi 0.

Przy stawianiu diagnozy okreslenia powinny by¢ uporzadkowane w nastgpujacy sposob:

kod duzej depresji, kod dodatkowy - okre§lony przez czwarta cyfr¢ (np. nawracajaca),

kod dodatkowy - okreslony przez piata cyfre (np. lekka, cigzka z objawami psychotycz-
nymi, z czg¢$ciowa remisja).

Wszystkie analizowane przypadki zaburzenia dwubiegunowego nalezaty do typu I
tego zaburzenia wg kryteriow DSM 1V, charakteryzujacego si¢ wyst¢gpowaniem epizo-
dow duzej depresji i manii (w typie II nie wystgpuja epizody manii lecz hipomanii).
Zasady kodowania cyfrowego w systemie klasyfikacyjnym DSM IV odnos$nie zaburze-
nia dwubiegunowego typu I przedstawiajq si¢ nastgpujaco:

1. Podobnie jak w przypadku duzej depresji pierwsze trzy cyfry stanowia 296.

2. Czwarta cyfra jest 0, jesli wystepuje pojedynczy epizod maniakalny. W przypadku
nawracajacego epizodu cyfra ta podaje rodzaj aktualnego epizodu (lub rodzaj ostat-
nio wystgpujacego epizodu, jesli zaburzenie znajduje si¢ obecnie w czgéciowej lub
catkowitej remisji): 4 oznacza epizod hipomaniakalny lub maniakalny, 5 — epizod
duzej depresji, 6 — epizod mieszany i 7 — epizod niespecyficzny.

3. Jedli kryteria epizodu maniakalnego, mieszanego lub depresyjnego sa obecnie cal-
kowicie spetnione, stosuje si¢ piata cyfre (oprocz sytuacji, gdy ostatni epizod byt
hipomaniakalny lub niespecyficzny) dla okreslenia stopnia cigzko$ci aktualnego
epizodu w sposob nastgpujacy: 1 — lekki, 2 — $rednio cigzki, 3 — cigzki bez objawow
psychotycznych, 4 — cigzki z objawami psychotycznymi. Jesli kryteria epizodu ma-
niakalnego, mieszanego lub depresyjnego nie sa aktualnie catkowicie spelnione, sto-
sowane sa oznaczenia cyfrowe dla czgsciowej badz catkowitej remisji jak w przy-
padku duzej depresji. Jesli natomiast stopien cigzkosci lub obraz stanu klinicznego
sa niespecyficzne, stosuje si¢ zawsze jako piata cyfre 0; tak samo postepuje sig, gdy
ostatni epizod byt hipomaniakalny.
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Przy stawianiu diagnozy okre$lenia cyfrowe powinny by¢ uporzadkowane w nastgpujacy
sposob: kod zaburzenia dwubiegunowego typu I, kod dodatkowy - okreslony przez
czwarta cyfr¢ (np. ostatni epizod maniakalny), kod dodatkowy - okreslony przez piata
cyfre (np. lekkie, cigzkie z objawami psychotycznymi, z cz¢§ciowa remisja). Jak wynika
z zestawienia podanego w tabeli 1b, wszyscy chorzy z BD znajdowali si¢ w chwili zgo-
nu w fazie depresyjnej. Wiele danych wskazuje na podobienstwo epizodu depresyjnego
w BD i MDD (przeglad w: [68]), co uzasadnia taczne uwzglednianie w przeprowadzo-
nych badaniach chorych depresyjnych z tych dwoch najwazniejszych grup zaburzen
afektywnych.

Zaden z chorych ani z osobnikéw kontrolnych nie byt uzalezniony od alkoholu badz
narkotykow ani nie spehiatl kryteriow aktualnego naduzywania tych substancji wg DSM
IV. Jakosciowe badanie neuropatologiczne przeprowadzone w kazdym z przypadkow
przez doswiadczonego neuropatologa (prof. Liselotte Gerhard, Uniwersytet w Essen lub
dr hab. Christian Mawrin, Uniwersytet w Magdeburgu) nie wykazato zmian charaktery-
stycznych dla choréb zwyrodnieniowych mozgu (takich jak choroby: Alzheimera, Par-
kinsona czy Picka), nowotworu, zapalenia, zmian naczyniopochodnych lub pourazo-
wych.



Materialy i metodyka

19

Tabela 1a. Charakterystyka osobnikdéw kontrolnych.
Table 1a. Characteristics of controls.

Nr/Ple¢/Wiek Przyczyna $mierci PMI
(lata) Cause of death (2)
No./Sex/Age (h)
(vears)

1/M/47 CF 24
2/F/52 Rak jajnika / Ovarian carcinoma 24
3/F/48 PE 48
4/M/47 RHF 24
5/F/64 Posocznica / Sepsis 24
6/F/33 CF 72
7/M/40 MI 96
8/M/64 HF 35
9/F/48 PE 26
10/F/65 HF 24
11/F/30 PE 48
12/M/56 PE 24
13/F/64 HF 26
14/M/63 HF 48
15/F/61 SCD 8
16/F/61 HF 24
17/F/38 PE 24
18/M/39 Zapalenie otrzewnej / Peritonitis 4
19/F/61 HF 24
20/F/67 SCD 24
21/M/54 RHF 24
22/M/46 Chtoniak / Lymphoma 24
23/F/63 HF 24
24/F/39 Udar cieplny / Heat stroke 48
25/F/66 RHF 24
26/F/39 MI 48
27/M/50 MI 72
28/F/72 Rak trzustki / Pancreas carcinoma 24
29/M/38 CF 19
30/F/50 Tetniak aorty / Aortic aneurysm 72

M — mezczyzna / male, F — kobieta / female, PMI — czas po $mierci / postmortem interval, CF —
niewydolno$¢ wiencowa / coronary failure, HF — niewydolno$¢ serca / heart failure, M1 — zawat
mig$nia serca / myocardial infarction, PE — zatorowos$¢ ptucna / pulmonary embolism, RHF —
niewydolno$¢ prawokomorowa / right heart failure, SCD — nagla $mier¢ sercowa / sudden car-

diac death
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Tabela 1b. Charakterystyka chorych z depresja.
Table 1b. Characteristics of depressives.

Nr/Ple¢/Wiek Rozpoznanie Przyczyna $mierci PMI
(lata) psychiatryczne (2)
(DSM-1V) (h)
No./Sex/Age  Psychiatric Cause of death
(vears) diagnosis
(DSM-1V)

NS 1/F/63 MDD (296.34) PE 17
2/F/62 BD-D (296.54) PE 72
3/F/60 BD-D (296.54) Zapalenie ptuc / Pneumonia 14
4/M/39 BD-D (296.53) PE 14
5/F/61 MDD (296.34) SCD 70
6/F/41 MDD (296.34) PE 20
7/M/39 BD-D (296.53) CF 56
8/M/69 BD-D (296.53) PE 48
9/M/69 BD-D (296.54) Zapalenie pluc / Pneumonia 24
10/F/52 BD-D (296.53) PE 24
11/F/65 BD-D (296.54) HF 52
12/M/44 BD-D (296.54) HF 96

S 13/F/53 BD-D (296.53) Porazenie pradem / Electric shock 47
14/M/47 BD-D (296.53) Rana ktuta serca / Stab wound of 24

heart
15/F/39 BD-D (296.53) Przedawkowanie pochodnej ben- 48
zodwuazepiny / Benzodiazepine-
class overdosis
16/F/46 MDD (296.24) Powieszenie / Hanging 48
17/F/53 MDD (296.33) Powieszenie / Hanging 46
18/F/26 MDD (296.33) Upadek z wysokosci / Fall from the 22
height
19/F/46 BD-D (296.54) Przedawkowanie pochodnej ben- 4
zodwuazepiny / Benzodiazepine-
class overdosis
20/M/42 BD-D (296.54) Powieszenie / Hanging 17
21/F/A7 MDD (296.34) Przedawkowanie pochodnej butyro- 24
fenonu / Butyrophenone-class over-
dosis
22/F/59 BD-D (296.54) Przedawkowanie pochodnej fenotia- 72
zyny / Phenothiazine-class overdosis
23/M/35 MDD (296.33) Rana cigta przedramienia / Cut wo- 15
und of forearm
24/M/36 MDD (296.34) Powieszenie / Hanging 42
25/F/16 BD-D (296.54) Powieszenie / Hanging 48
26/F/68 MDD (296.33) Powieszenie / Hanging 96

NS — nie-samobojcy / non-suicides, S — samobdjcy / suicides, M — megzczyzna / male, F —kobieta /
female, PMI — czas po $mierci / postmortem interval, BD-D — zaburzenie dwubiegunowe, epizod
depresyjny/bipolar disorder, depressive episode, MDD — duza depresja/major depressive disorder,
CF — niewydolno$¢ wiencowa/coronary failure, HF — niewydolno$¢ serca/ heart failure, PE —
zatorowo$¢ plucna / pulmonary embolism, SCD — nagla $mier¢ sercowa / sudden cardiac death
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Tabela 2. Leki psychotropowe podawane przez ostatnie 90 dni zycia (§rednie dawki dobo-
we).
Table 2. Psychotropic drugs in the last 90 days of lifetime (mean daily doses).

Leki przeciwdepresyjne Neuroleptyki Benzodwuazepiny Lit
Chory nr (réownowazniki (réwnowazniki (rownowazniki diaze-
amitryptyliny) chloropromazyny) pamu)
Antidepressants Neuroleptics Benzodiazepines Lithium
Depressive (amitriptyline (chlorpromazine (diazepam
No equivalents) equivalents) equivalents)
mg mg mg mg
1 50 0 0 0
2 0 110 17,6 0
3 52 109 10,9 0
4 0 280 0 0
5 30 111 16,5 0
6 17 501 0 0
7 0 221 0,8 740
8 0 0 6,8 0
9 0 0 1,6 280
10 0 0 0 0
11 93 117 3,9 0
12 0 0 0 0
13 67 0 0 0
14 20 0 0 0
15 93 0 3,1 560
16 124 109 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 133 327 3,3 558
20 95 47 18,3 565
21 47 0 0 0
22 112 140 10 0
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
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2. Badania kariometryczne

2.1. Preparatyka mozgu

2.1.1. Badania neuronow jqdra grzbietowego szwu

Po $mierci moézgi byly pobierane $rednio po 34,1 godzinach od samobojcow (n=12),
po 37,4 godzinach od innych chorych z depresja (n=11) i po 32,4 godzinach od osobni-
kéw kontrolnych (n=26). Pien moézgu wraz z moézdzkiem oddzielano poprzez cigcie
prostopadle do jego podtuznej osi w miejscu wyjscia nerwu okoruchowego. Drugie
cigeie poprzeczne byto dokonywane w dolnej czgs$ci rdzenia przedtuzonego. Po zatopie-
niu w parafinie, pien mézgu na calej dlugosci byl krojony seryjnie w ptaszczyznie po-
przecznej na skrawki grubosci 20 pm, ktoére nast¢pnie umieszczano na szkltach podsta-
wowych. Co 50 przekrdj poprzeczny pnia byt odparafinowywany, uwadniany i barwiony
metoda Nissla (fioletem krezylu). Z lezacych najbardziej do przodu (w $rédmoézgowiu na
wysokos$ci jadra nerwu bloczkowego) pierwszych trzech preparatow zawierajacych na
przekrojach rostralna cz¢s¢ DRN wybierano losowo jeden. Najblizszy mu przekroj pnia
byt barwiony metoda AgNOR. W podobny sposdb wybierano przekrdj poprzeczny pnia
zawierajacy kaudalna czg¢§¢ DRN (na wysokosci rostralnej czgsci miejsca sinawego w
moscie). Tak wigc wybor preparatow do badan byl przeprowadzany zgodnie z zasada
systematycznego, zrandomizowanego pobierania prob (ang. systematic random sam-
pling), stosowanego w stereologii (zasada ta kierowano si¢ we wszystkich przedstawia-
nych badaniach) [56, 118]. Nastgpnie pobierano po jednym dodatkowym przekroju po-
przecznym pnia na wysokosci rostralnej i kaudalnej czesci DRN i barwiono metoda
AgNOR. Odlegtos¢ pomigdzy dwoma preparatami w czgsci rostralnej i dwoma w czgsci
kaudalnej DRN wynosita po | mm. W efekcie tej procedury otrzymywano dwa prepara-
ty obejmujace czeg$¢ rostralng DRN, ktore zawieraly jego region grzbietowy, brzuszno-
boczny, brzuszny i migdzypeczkowy oraz dwa preparaty obejmujace czg$¢ kaudalng
DRN (charakterystyka anatomiczna wg [20]). Te cztery preparaty byly uzyte do oceny
parametrow AgNOR w kazdym z badanych przypadkow.

2.1.2. Badania neuronow piramidowych warstw Il i V kory przedniej czesci
zakretu obreczy

Po $mierci mozgi byly pobierane $rednio po 33,8 godzinach od samobojcow (n=10),
po 38,7 godzinach od innych chorych z depresja (n=10) i po 34,1 godzinach od osobni-
kow kontrolnych (n=24). Po oddzieleniu pnia mézgu z mézdzkiem i zatopieniu w para-
finie, potkule mozgu na calej dtugosci byly krojone seryjnie w ptaszczyznie czolowej na
skrawki grubosci 20 pm, ktore nastgpnie umieszczano na szktach podstawowych. Co 50
skrawek byl odparafinowywany, uwadniany w szeregu alkoholi i barwiony metoda Nis-
sla.

Do badania pobierano skrawki z poziomu lokalizacji AC, okre§lonego wg [165].
Obszar badany w ACv odpowiadat jej przedniej czgsci, okreslonej wg [62]. Z prepara-
tow barwionych metoda Nissla wybierano w sposob zrandomizowany dwa i przekroje
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bezposrednio do nich przylegajace byly barwione metoda AgNOR. Tak wigc w kazdym
z badanych przypadkow wykorzystywano do badania parametréw AgNOR po dwa pre-
paraty przekrojow czotowych potkul moézgu, wybierane losowo na poziomie AC.

2.1.3. Badania neuronow piramidowych warstw Il i V kory oczodotowo-
czolowej

Po $mierci moézgi byly pobierane $rednio po 33,8 godzinach od samobojcow (n=9),
po 38,7 godzinach od innych chorych z depresja (n=10) i po 34,1 godzinach od osobni-
kéw kontrolnych (n=24). Po zatopieniu potkul mézgu w parafinie, dalsza preparatyka
byta identyczna jak w odniesieniu do AC.

Do badania pobierano preparaty z poziomu lokalizacji OFC, na ktorym byty takze
widoczne obie czgsci AC (przednie czgsci zakretow: obrgezy i podspoidtowego wg
[165], tj. grzbietowa i brzuszna cz¢s¢ AC). Stosownie do podzialu zaproponowanego
przez cytowanych autoréw, nastgpujace komponenty OFC byly widoczne na tym po-
ziomie idac od przysrodkowej do bocznej czgsci potkuli: zakret prosty, zakret oczodo-
lowy przysrodkowy, zakret oczodotowy tylny i czg$¢ oczodotowa zakrgtu czolowego
dolnego. Z preparatéw tych wybierano w sposob zrandomizowany dwa i przekroje bez-
posrednio do nich przylegajace byly barwione metoda AgNOR. Tak wigc w kazdym z
badanych przypadkdéw wykorzystywano do badania parametrow AgNOR po dwa prepa-
raty przekrojow czotowych potkul moézgu, wybierane losowo na okreslonym wyzej po-
ziomie OFC.

2.2. Barwienie metodq AgNOR

Barwienie metoda AgNOR bylo przeprowadzane w sposéb powszechnie stosowany
[1, 231]. Skrawki obejmujace cate przekroje poprzeczne médzgu grubosci 20 um na od-
powiednich poziomach uzyskiwane w sposob opisany byly odparafinowywane 1 prze-
prowadzane przez szereg alkoholowy w celu ponownego uwodnienia. Roztwor do wy-
srebrzania byt §wiezo przygotowywany przez rozpuszczanie roztworu zelatyny o steze-
niu 2g/100ml w wodnym roztworze azotanu srebra o stgzeniu 1 ml/100ml w proporcji
1:2. Skrawki pokryte tym roztworem byty inkubowane w cieplarce w temperaturze po-
kojowej przez 45 minut, a nastgpnie sptukiwane woda destylowana. W nastgpstwie tej
procedury, elementy AgNOR uwidocznialy si¢ jako zlokalizowane wewnatrzjadrowo
ciemne, wyraznie odgraniczone plamki i granica jadra komoérkowego byla rowniez wy-
raznie widoczna (ryc. 1, 2 i 3 na koncu podrozdzialu poswigconego metodyce badan
kariometrycznych).
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2.3. Badania ilosciowe

2.3.1. Badania neuronow jqdra grzbietowego szwu

Granice anatomiczne regiondw DRN (ang. DRN subnuclei) zostaly okreslone w
sposob podany przez Baker i wspotpracownikéw [20]. W kazdym z tych regionow,
parametry AgNOR byly mierzone w 40 wybranych w sposéb zrandomizowany neuro-
nach (20 w kazdym z dwoéch preparatow). Tak wigc w kazdym z analizowanych przy-
padkéw mierzono parametry AgNOR w 200 neuronach DRN. Poniewaz DRN jest roz-
patrywane jako jedna struktura anatomiczna [20], liczba badanych neuronéow odpowia-
dala przyjetej w badaniach stereologicznych dla pojedynczej struktury [118]. Neurony
byly wyszukiwane przy pomocy obiektywu immersyjnego o powigkszeniu X100 i ramki
stereologicznej. W barwieniu opisana metoda, komorki glejowe byly odrdzniane od
neuronéw na podstawie wyraznie widocznych réznic w budowie: mniejszej wielkosci,
braku cytoplazmy i ciemniejszej blony jadrowej. Przy zastosowanym powigkszeniu,
cechy morfologiczne neuronéw DRN widoczne w barwieniu metoda AgNOR nie po-
zwalaja na pomylenie ich z innym typem komorek (ryc. 1).

Oznaczano liczbg i catkowite pole powierzchni przekroju elementow AgNOR oraz
pole przekroju jadra komérkowego w kazdym z poddawanych analizie neuronéw postu-
gujac si¢ mikroskopem $§wietlnym, wyposazonym w system cyfrowej analizy obrazu ze
stosownym oprogramowaniem morfometrycznym (Digitrace®, Imatec, Germany) oraz
w urzadzenie umozliwiajace kontrolowana zmiang wysokosci stolika (tzw. mikrokator).
W systemie tym, kazdy z badanych neuronéow byt poddawany wizualizacji cyfrowej i
ogniskowany, po czym najwyrazniejsze i najdtuzsze obwody przekrojow poprzecznych
jadra i elementow AgNOR byty obrysowywane kursorem na ekranie monitora. Wartos$¢
powierzchni badanych przekrojow (nazywanych dalej w skrocie powierzchnia AgNOR i
powierzchnia jadra) oraz liczba elementéw AgNOR (nazywanych dalej w skrocie liczba
AgNOR) byly oznaczane automatycznie. Tzw. wskaznik AgNOR (ang. AgNOR ratio),
okreslany takze jako wzgledna powierzchnia AgNOR (ang. relative AgNOR area) byt
otrzymywany jako iloraz powierzchni AgNOR i powierzchni jadra, przy czym uwzgled-
niano wszystkie elementy AgNOR uwidaczniajace si¢ w obrebie jednego jadra komor-
kowego, w liczeniu ktérych stosowano metoda dysektora optycznego. Procedura byta
przeprowadzana odrgbnie dla kazdego z badanych neuronow. Wspdtczynniki korelacji
(wewnatrzklasowej i Pearsona) dla par pomiarow powtdrzonych byly zblizone do 1, co
odpowiadato wymaganej niezawodnosci (ang. reliability) metody pomiarowej.

Zarowno w odniesieniu do badan DRN jak tez innych badan przedstawianych w
prezentowanej pracy, nie tyle byla istotna ocena bezwzglgdnych wartosci parametrow
neurohistologicznych, jak ocena réznic w ich zakresie wystgpujacych pomigdzy porow-
nywanymi grupami. Stosujac przedstawiane metody pomiarowe autor miat swiadomosc,
ze kazda metoda morfometryczna prowadzi do uzyskania przyblizonych wartosci ozna-
czanych parametrow [61, 79, 118, 271].
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2.3.2. Badania neuronow piramidowych warstw Il i V kory przedniej czesci
zakretu obreczy i oczodotowo-czolowej

W warstwach III i V okreslonych w sposob opisany regionow ACv i ACd oraz za-
kretu oczodotowego przysrodkowego dokonywano pomiardéw parametréow AgNOR w
160 wybranych w sposob zrandomizowany neuronach (po 80 w kazdym z preparatéw).
Liczba badanych neuronéw byta zgodna z wytycznymi ustalonymi dla oceny morfome-
trycznej pojedynczej struktury anatomicznej [118]. Neurony byly wyszukiwane przy
pomocy obiektywu immersyjnego o powigkszeniu x100 i ramki stereologicznej. Cechy
morfologiczne neuronow piramidowych widoczne w barwieniu metoda AgNOR pozwa-
laty na jednoznaczne odréznienie ich od innych typéw komorek (ryc. 2 i 3). Wspotczyn-
niki korelacji (wewnatrzklasowej i Pearsona) dla par pomiaréw powtarzanych byty zbli-
zone do 1, co odpowiadato wymaganej niezawodno$ci metody pomiarowe;.

2.4. Analiza statystyczna wynikow

2.4.1. Analiza wynikow badan neuronow jqdra grzbietowego szwu

Stosowano trzy odrgbne procedury. Po pierwsze, przeprowadzano poréwnania przy
pomocy niesparowanego testu t w celu wykrycia réznic w wartosci parametrow AgNOR
pomiedzy dwiema grupami (depresyjni / kontrolni). Po drugie, przeprowadzano jedno-
czynnikowa analizg wariancji (ang. univariate analysis of variance, ANOVA), w ktorej
przyjmowano grupe diagnostyczna jako trdjstopniowa zmienna niezalezna (samobdjcy /
nie-samobdjcy / kontrolni) i parametry AgNOR jako zmienne zalezne; w przypadku
uzyskania znamiennych wartosci P dla poréwnania pomigdzy trzema grupami stosowa-
no nastgpnie porownania pomi¢dzy dwiema grupami przy pomocy niesparowanego testu
t. Po trzecie, przeprowadzano poréwnania przy pomocy testu Kruskal-Wallis (test KW,
nieparametryczna wersja testu ANOVA), przyjmujac grup¢ diagnostyczna (uwzglednia-
jaca stopien nasilenia autoagresywnos$ci w samobdjstwie) jako czterostopniowa zmienna
niezalezna (samobojcy agresywni / samobojcy nieagresywni / nie-samobojcy / kontrolni)
i parametry AgNOR jako zmienne zalezne. W przypadku uzyskania znamiennych warto-
$ci P dla porownania pomigdzy czterema grupami stosowano nastgpnie poréwnania
pomiedzy dwiema grupami przy pomocy nieadjustowanego testu U Mann-Whitney.
Stosowanie procedur nieparametrycznych wynikato z braku rozkladu normalnego w
poréwnywanych czterech grupach.

Ten sam sposob postgpowania byt stosowany w celu wykrycia réznic pomigdzy po-
rownywanymi grupami odnos$nie pici, wieku, masy moézgu, czasu po $mierci, czasu
utrwalania mézgu, wspotczynnika obkurczania mozgu pod wplywem zatapiania w para-
finie, pory roku (wiosna-lato/jesien-zima). Czas trwania i biegunowo$¢ zaburzenia afek-
tywnego jak rowniez farmakoterapia psychiatryczna (Srednie dobowe dawki lekow) byty
poréwnywane pomigdzy samobdjcza i nie-samobojcza grupa chorych z depresja przy
pomocy niesparowanego testu t.

Wspotczynniki korelacji Pearsona byly obliczane w celu okreslenia wptywu poda-
nych zmiennych demograficznych, klinicznych i metodycznych, ktére mogly zaburzac
wyniki testowania statystycznego zmiennych zaleznych.
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Jako statystycznie znamienne przyjmowano ogolnie warto$ci poziomu istotnosci (P)
<0,05. Jednakze w sytuacjach, gdy stosowano potaczenic ANOVA i wielokrotnych te-
stow t lub potaczenie testu KW i wielokrotnych testow U, wartosci P byly korygowane
dla poréwnan wielokrotnych metoda Bonferroni-Holm-Shaffer. Zasady te dotyczyly
analizy statystycznej wszystkich wynikow przedstawianych w rozprawie.

Wszystkie elementy analizy statystycznej zaréwno w tej jak i w pozostatych czg-
Sciach rozprawy wykonywano przy pomocy pakietu statystycznego ,,SPSS 12 for Win-
dows”.

2.4.2. Analiza wynikow badan neuronow piramidowych warstw Il i V kory
przedniej czesci zakretu obreczy oraz oczodotowo-czolowej

Na wstgpie przeprowadzono wieloczynnikowa analiz¢ wariancji (ang. multivariate
analysis of variance, MANOVA) przyjmujac grupg diagnostyczng oraz region, strong i
warstwg w przypadku AC lub grupg diagnostyczna oraz strong i warstwg w przypadku
OFC jako zmienne niezalezne a parametry AgNOR jako zmienne zalezne. Nast¢pnie
stosowano trzy odrgbne procedury. Dwie pierwsze odpowiadaly procedurom parame-
trycznym, podanym w odniesieniu do DRN. Trzecia stanowity pordwnania przy pomocy
testu Wilcoxona dla par w celu wykrycia wewnatrzgrupowych réznic pomigdzy warto-
$ciami parametrow AgNOR w badanych okolicach PFC, wlasciwych dla strony i regionu
w przypadku AC badz dla strony w przypadku OFC.

Druga procedura (tzn. ANOVA potaczona z testami t post hoc) byla stosowana tak-
ze w celu wykrycia réznic pomigdzy pordéwnywanymi grupami odnos$nie ptci, wieku,
masy mozgu, czasu po $mierci, czasu utrwalania moézgu i wspotczynnika obkurczania
mozgu. Czas trwania i biegunowos¢ zaburzenia afektywnego jak rowniez farmakoterapia
psychiatryczna (Srednie dobowe dawki lekow) byty poréwnywane pomigdzy samobojcza
i nie-samobdjcza grupa chorych z depresja w taki sam sposob jak w przypadku DRN.
Tak samo przeprowadzono rowniez analizg¢ korelacji.
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Ryc. 1. Po przeprowadzeniu barwienia metoda AgNOR, granice obszaru AgNOR (réwnoznaczne-
go z jaderkiem) (n) i jadra (N) byly wyraznie widoczne w obrgbie neuronéw DRN (pasek kalibra-
cyjny 10 pm).

Fig. 1. After silver staining by means of the AgNOR method, the borders of AgNOR (synonymous
with nucleolus) (n) and the nucleus (N) were clearly visible within the DRN neurons (scale bar
10 um).
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Ryc. 2. Po przeprowadzeniu barwienia metoda AgNOR, granice obszaru AgNOR (réwnoznaczne-
go z jaderkiem) (n) i jadra (N) byly wyraznie widoczne w obrgbie neuronow piramidowych przed-
niej czgsci zakretu obreczy (pasek kalibracyjny 10 pm).

Fig. 2. After silver staining by means of the AgNOR method, nuclear (N) and AgGNOR (synonymous
with nucleolar) (n) borders were clearly visible within anterior cingulate pyramidal neurons
(scale bar 10 um).
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Ch S
Ryc. 3. Po przeprowadzeniu barwienia metoda AgNOR, granice obszaru AgNOR (réwnoznaczne-
go z jaderkiem) (n) i jadra (N) byly wyraznie widoczne w obrgbie neurondéw piramidowych kory
oczodolowo-czotowej (pasek kalibracyjny 10 pm).

Fig. 3. After silver staining by means of the AgNOR method, the borders of AGNOR (synonymous

with nucleolus) (n) and the nucleus (N) were clearly visible within orbitofrontal pyramidal neu-
rons (scale bar 10 um).
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3. Badania liczby neuronow noradrenergicznych w miejscu sinawym mostu

3.1. Preparatyka mozgu

Po $mierci moézgi byly pobierane $rednio po 32,9 godzinach od samobojcow (n=11),
po 37,4 godzinach od innych chorych z depresja (n=11) i po 33,3 godzinach od osobni-
kéw kontrolnych (n=21). Wstepna preparatyka mézgu byta taka sama jak w odniesieniu
do DRN. Z lezacych najbardziej do przodu, pierwszych trzech preparatéw barwionych
metoda Nissla zawierajacych na przekrojach LC wybierano losowo jeden. Sasiadujacy z
nim bezposrednio przekrdj pnia mézgu byt pierwszym z preparatow barwionych immu-
nohistochemicznie na hydroksylaz¢ tyrozynowa (TH). Tak wigc wybor preparatow do
badan byt dokonywany w sposob zrandomizowany. Odleglo$¢ zarowno pomigdzy prepa-
ratami barwionymi metoda Nissla jak rowniez pomigdzy preparatami barwionymi na TH
wynosita po 1 mm. Na kazde z badanych LC przypadato $rednio 12 preparatow barwio-
nych immunohistochemicznie na TH.

3.2. Procedura immunohistochemiczna

Skrawki obejmujace cate przekroje pnia mézgu grubosci 20 um, uzyskiwane w spo-
sob opisany, byly odparafinowywane i przeprowadzane przez szereg alkoholowy w celu
ponownego uwodnienia. Neuromelanina w neuronach LC byla wybielana przez 48 go-
dzin przy pomocy H,0,. Po preinkubacji skrawkéw z 1,5% roztworem H,O, w PBS
(phoshate buffered saline, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) w celu inaktywacji endogen-
nych peroksydaz a nast¢pnie z normalng surowica kozia (producent j.w., rozcienczenie
1:10 w PBS) w celu blokowania wiazania niespecyficznego przeciwciata pierwotnego,
stosowano poliklonalne przeciwciato krolicze anty-TH (Biotrend Chemikalien GmbH,
Ko6ln, Niemcy). Uzywano je w rozcienczeniu 1:1000, inkubujac preparaty przez 48 go-
dzin w temperaturze +4 °C po preadsorpcji przeciwciala z naturalng melaning (Sepia
officinalis, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 0,Img/ml przez 60 minut) w celu usunigcia
reaktywnos$ci krzyzowej z neuromelaning. Protokét immunohistochemiczny w dalszej
czeséei obejmowat inkubacjg przez 2 godziny z wtdérnym, biotynylowanym przeciwcia-
fem kozim przeciwko kroliczemu (DAKO, Wiesenheid, Niemcy) w celu zastosowania
systemu detekcyjnego awidyna-biotyna (Amersham Biosciences UK, Ltd., Little Chal-
ford, Anglia). Produkt reakcji uwidaczniano stosujac DAB (tetrahydrochloride 3,3'-
diaminobenzidine, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). W celu kontroli przeciwciato pier-
wotne bylo zastgpowane przez PBS lub normalng surowicg kozia. Preparaty pozbawione
przeciwciala anty-TH nie wykazywatly jakiejkolwiek reakcji barwnej. Dodatkowa kon-
trola swoisto$ci reakcji polegala na jej zniesieniu po preadsorpcji przeciwciata anty-TH z
odwirowanym homogenatem ludzkiego nadnercza bogatego w TH. Ponadto w celu kon-
troli zastosowano dwa dalsze przeciwciata anty-TH (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA;
Camon, Wiesbaden, Niemcy), uzyskujac podobny obraz barwienia neuronow LC jak w
przypadku przeciwciata uzytego do badan. Zastosowana metoda pozwalata na uzyskanie
dobrego obrazu neuronéw TH-immunoreaktywnych (TH-ir) (ryc. 4 na koncu tej czgsci
rozdziahu).
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3.3. Badania ilosciowe

Neurony TH-ir w LC byty liczone w kazdym z przypadkéw w sposob zautomaty-
zowany przy pomocy wyposazonego w kamera video systemu komputerowego (Digitra-
ce®, Imatec, Niemcy), polaczonego z wyposazonym w stolik motorowy mikroskopem
LEICA, przy uzyciu obiektywu x10. W systemie tym uzyskiwano w pierwszym etapie
dla kazdego preparatu szczegotowe obrazy cyfrowe LC (obustronnie po 9), na ktorych
przekroje neuronow TH-ir byty oznakowane kolorem. Oznakowanie neuronéow korygo-
wano wzrokowo w celu uniknigcia artefaktow. Obrazy szczegotowe byly integrowane w
jeden obraz panoramiczny przekroju poprzecznego LC, dostosowany do wielkosci moni-
tora. Liczba oznakowanych neuronéw byta obliczana automatycznie przez program
komputerowy. Przy znanej odleglo$ci pomigdzy preparatami (1mm), liczbg neuronow
TH-ir w LC (dla kazdej strony i catkowita) otrzymywano na drodze calkowania liczb
neurondéw otrzymanych w kazdym z badanych przekrojow poprzecznych. Przeprowa-
dzone ostatnio przez Craven i wspotpracownikéw [66] badania neuronéw TH-ir w LC
schizofrenikow wykazaty, ze przy podobnym powigkszeniu liczba przekrojow neuronow
odzwierciedlata w miarodajny sposob liczbg neuronéw 1 nie wymagala korekty
uwzgledniajacej ich wielkos¢é. Wspotczynniki korelacji (wewnatrzklasowej i Pearsona)
dla par pomiaréw powtorzonych bylty wyzsze niz 0,9, co odpowiadalo wymaganej nie-
zawodno$ci metody pomiarowe;.

3.4. Analiza statystyczna wynikow

Poniewaz nie wszystkie porownywane grupy wykazywaly rozklad normalny wyni-
koéw, stosowano trzy odrgbne procedury nieparametryczne. Po pierwsze, przeprowadza-
no poréwnania przy pomocy nieadjustowanego testu U Mann-Whitney (testu U) w celu
wykrycia réznic w liczbie neuronéw TH-reaktywnych pomiedzy dwiema grupami (de-
presyjni / kontrolni). Po drugie, przeprowadzano poréwnania przy pomocy testu Kru-
skal-Wallis (test KW, nieparametryczna wersja testu ANOVA), przyjmujac grupe dia-
gnostyczna jako zmienna niezalezna trojstopniowa (samobojcy / nie-samobojcy / kontro-
Ini oraz samobdjcy agresywni / samobojcy nicagresywni / kontrolni) lub czterostopnio-
wa (samobojcy agresywni / samobojcy nieagresywni / nie-samobdjcy / kontrolni) i licz-
be neuronéw TH-reaktywnych jako zmienna zalezna. W przypadku uzyskania znamien-
nych wartosci P dla testow KW stosowano nastgpnie poréwnania pomi¢dzy dwiema
grupami przy pomocy nieadjustowanego testu U.

Ten sam sposob postgpowania byt stosowany w celu wykrycia réznic pomigdzy po-
réwnywanymi grupami odnos$nie plci, wieku, masy moézgu, czasu po $mierci, czasu
utrwalania mozgu, wspotczynnika obkurczania moézgu, statusu palenia tytoniu, czynni-
koéw stresujacych i czasu trwania agonii. Czas trwania i biegunowo$¢ zaburzenia afek-
tywnego jak rowniez farmakoterapia psychiatryczna ($rednie dobowe dawki lekéw) byty
poréwnywane pomigdzy samobdjcza i nie-samobodjcza grupa chorych z depresja oraz
pomigdzy samobdjcami agresywnymi 1 nieagresywnymi przy pomocy testu U. Wspot-
czynniki korelacji Spearmana byly obliczane w celu okreslenia wpltywu podanych
zmiennych demograficznych, klinicznych i metodycznych, ktére mogty zaburza¢ wyniki
testowania statystycznego zmiennej zaleznej.
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Ryc. 4. TH-immunoreaktywne neurony w miejscu sinawym osobnika kontrolnego (A — strona
prawa, B — strona lewa) w pordwnaniu z samobojca z depresja, wykazujacym wyzszy poziom
autoagresywnosci (przypadek powieszenia) (C — strona prawa, D — strona lewa); paski kalibracyj-
ne 100 pm.

Fig. 4. TH-immunoreactive neurons in the LC of control subject (A — right side, B — left side)
compared with violent suicidal depressive patient (the case of hanging) (C — right side, B — left
side); scale bars 100 um.
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4. Badania gestosci neuropilu GABAergicznego w regionach kory przedczoto-
wej i w wybranych strukturach limbicznych plata skroniowego

4.1. Preparatyka mozgu

Po $mierci mozgi byly pobierane $rednio po 43,4 godzinach od samobojcow (n=14),
po 56,3 godzinach od innych chorych z depresja (n=7) i po 50,5 godzinach od osobni-
kéw kontrolnych (n=18). W taki sam sposob jak w odniesieniu do badan AC i OFC
metoda AgNOR, wstgpna preparatyka polegala na zatapianiu potkul mézgu w parafinie i
uzyskiwaniu skrawkéw o grubosci 20 pm obejmujacych przekroje poprzeczne na catej
dlugosci potkul; skrawki te umieszczano na szktach podstawowych. Do barwienia im-
munohistchemicznego na GAD wybierano w sposob zrandomizowany po dwa takie
preparaty na wysokos$ci kory przedniej czgsci zakretu obreczy, lezacej do przodu od
kolana spoidta wielkiego oraz na wysokosci stopy hipokampa (tacznie 4 preparaty w
kazdym przypadku).

4.2. Procedura immunohistochemiczna

Podane preparaty byly odparafinowywane i przeprowadzane przez szereg alkoholo-
wy w celu ponownego uwodnienia. Do lokalizacji GAD wykorzystywano mysie prze-
ciwcialo monoklonalne przeciwko GAD 65 i 67 (Medical & Biological Laboratories
Co., Woburn, USA ). Po preinkubacji skrawkéw z 1,5% roztworem H,O, w PBS (pho-
sphate buffered saline, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) w celu inaktywacji endogennych
peroksydaz a nastgpnie z normalng surowica kozia (producent j.w., rozcienczenie 1:10
w PBS) w celu blokowania wiazania niespecyficznego przeciwciala pierwotnego, stoso-
wano w rozcienczeniu 1:1000 wymienione przeciwcialo mysie anty-GAD. Preparaty
inkubowano najpierw przez 48 godzin w temperaturze +4 °C z przeciwciatem pierwot-
nym a nastgpnie przez 2 godziny z wtornym, biotynylowanym, kozim przeciwcialem
anty-mysim (Amersham Biosciences UK, Ltd., Little Chalford, Anglia) w celu zastoso-
wania systemu detekcyjnego awidyna-biotyna (Amersham). Produkt reakcji uwidacznia-
no stosujac DAB (tetrahydrochloride 3,3'-diaminobenzidine, Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA) i szesciowodzian siarczanu amonowo-niklowego. W celu kontroli pierwotne prze-
ciwcialo byto zastgpowane przez PBS lub normalna surowicg kozia. Preparaty pozba-
wione przeciwciata anty-GAD nie wykazywaty jakiejkolwiek reakcji barwnej. Zastoso-
wana metoda pozwalalta na uzyskanie dobrego obrazu struktur GAD-
immunoreaktywnych (GAD-ir) (ryc. 5 na koncu tej czg$ci rozdziatu).

4.3. Badania ilosciowe

Ggestos$¢ neuropilu GAD-ir (wldkna i/lub zakonczenia synaptyczne) u chorych z de-
presja i osobnikdéw kontrolnych byta mierzona w obszarach kory nowej: w PFC (w jej
czesdei grzbietowo-bocznej, DLC, w OFC i w przedspoidlowym fragmencie AC) i w
korze $rédwechowej (EC), ponadto w korze starej (w zakrecie zgbatym, DG i w polu
CA1 hipokampa, CA1) oraz w jadrach wzgodrza (przysrodkowym grzbietowym, MD i
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bocznym grzbietowym, LD). W kazdym z badanych regionéw kory nowej wybierano w
sposob przypadkowy trzy prostokatne pola pomiarowe w warstwie III i trzy w warstwie
V. Pola te skanowano obustronnie do komputera przy pomocy mikroskopu Olympus
BX60 wyposazonego w kamer¢ cyfrowa ColorView Soft Imaging System, uzywajac
obiektywu x20. W strukturach zespotu hipokampa ta sama procedura byta przeprowa-
dzana w warstwie piramidowej CA1 i w warstwie ziarniste] DG. W LD i MD skanowa-
no obustronnie po trzy pola wybrane w sposob przypadkowy. Liczba po6l wybieranych
do oceny morfometrycznej zostata ustalona po analizie statystycznej wstgpnych danych,
obejmujacych wyniki pomiar6w dokonywanych dla danej struktury obustronnie w 10
polach.

Powierzchnia wzgledna neuropilu GAD-ir w wymienionych regionach zostata okre-
$lona przy pomocy analizy densytometrycznej obrazu, przeprowadzonej w oparciu o
komputerowy program morfometryczny AnalySIS®. W celu pomiaru powierzchni neu-
ropilu GAD-ir dokonywano pod kontrola wzroku wizualizacji zabarwionych precypita-
tow przez odniesienie poziomu reakcji barwnej do minimalnego i maksymalnego po-
ziomu szaro$ci w obrazie cyfrowym pola pomiarowego. Powierzchnia oznakowanych
struktur immunoreaktywnych byta w sposob automatyczny mierzona i dzielona przez
catkowita powierzchni¢ pola pomiarowego, tak wigc otrzymany iloraz wskazywatl na
wzgledna powierzchnig tych struktur. Celem przeprowadzonych pomiardow nie byto
otrzymanie bezwzglednych warto$ci powierzchni zabarwionego neuropilu, lecz wykry-
cie roznic w intensywnosci unerwienia GABAergicznego pomigdzy poréwnywanymi
grupami, tak jak zostato to uprzednio dokonane w modelu zwierzgcym w odniesieniu do
unerwienia monoaminoergicznego [110]. Wspodlczynniki korelacji (wewnatrzklasowe;j i
Pearsona) dla par pomiaré6w powtorzonych wynosity 0,9-1, co odpowiadato wymaganej
niezawodnos$ci metody pomiarowe;.

4.4. Analiza statystyczna wynikow

Poniewaz analizowane grupy nie wykazywaty rozktadu normalnego wynikow we
wszystkich badanych regionach, stosowano testy nieparametryczne. Metoda statystyczna
byta wigc podobna do opisanej uprzednio w odniesieniu do analizy liczby neuronéw TH-
immunoreaktywnych w LC.
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Ryc. 5. Immunoreaktywnos¢ GAD 65/67 w warstwie III (A) i V (B) kory $rodwegchowej prawej
osobnika kontrolnego w pordwnaniu z odpowiednimi regionami (C i D) samobojcy z depresja;
paski kalibracyjne 50 pum.
Fig. 5. GAD 65/67 immunoreactivity in the right entorhinal cortex layer Il (4) and V (B) of con-
trol case compared with corresponding layers of suicidal depressive patient (C and D, respec-
tively); scale bars 50 um.
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1. Badania kariometryczne neuronow jqdra grzbietowego szwu

Analiza statystyczna wykazata znamienne roznice tylko przy sumarycznej analizie
wszystkich pigciu regionow DRN (tj. obejmujacej wszystkie neurony DRN z danego
przypadku). Roznice te byly nieuchwytne w ocenie jakosciowej i mogty by¢ stwierdzone
jedynie na drodze ilosciowych badan morfometrycznych. ANOVA wykazata znamienny
wplyw samobojstwa jako pojedynczego czynnika na $rednig powierzchnig jadra komor-
kowego (P=0,032). Parametr ten byl znamiennie nizszy u samobojcéw w porownaniu z
grupa kontrolna. Chociaz bezwzgledne wartosci powierzchni i liczby AgNOR nie wyka-
zywaly znamiennych réznic pomigdzy tymi grupami, ich $rednie warto$ci byly nizsze u
samobdjcéw. W zwiazku z tym, znamiennie wyzszy wskaznik AgNOR u samobojcow w
poréwnaniu z kontrola byl spowodowany zmniejszeniem powierzchni jadra komoérko-
wego bardziej nasilonym niz zmniejszenie powierzchni AgNOR (tabela 3; tabele ujmu-
jace wyniki znajduja si¢ na koncu podrozdzialéw). Co charakterystyczne, nie stwierdzo-
no znamiennej réznicy pomigdzy nie-samobdjcami i kontrola jak roéwniez pomigdzy
wszystkimi osobnikami z depresja i kontrolnymi w odniesieniu do jakiegokolwiek pa-
rametru  AgNOR. Pomigdzy agresywnymi i nieagresywnymi samobdjcami, nie-
samobodjcami 1 osobnikami kontrolnymi wykazano przy pomocy testu KW znamienne
statystycznie rdznice w powierzchni jadra i powierzchni AgNOR (odpowiednie warto$ci
P= 0,002 i 0,037). Podgrupa samobdjcoOw agresywnych wykazywata w poréwnaniu z
nie-samobdjcami i grupa kontrolna o wiele bardziej nasilone zmiany parametrow
AgNOR niz wszyscy samobojcy (tabela 4).

1.1. Zmienne wiktajqce

Wiek w chwili $mierci byt znamiennie nizszy u samob6jcOw w poréwnaniu z nie-
samobojcami (odpowiednio: 44,1 £9,1 i 56,4 £ 11,7 lat, P=0,01) i u samobdjcéw w
poréwnaniu z grupa kontrolna (odpowiednio: 44,1 £9,1 1 52,1 £ 11,6 lat, P=0,04). Sred-
nia dawka lekow przeciwdepresyjnych przyjmowanych w ciagu ostatnich 7 dni przed
$miercia byta znamiennie wyzsza u samobdjcéw w poréwnaniu z nie-samobdjcami
(125,7 £ 82,0 1 48,9 + 53,0 mg rownowaznikéw amitryptyliny, P=0,031). Inne analizo-
wane zmienne wiklajace, takie jak czas po $mierci, czas utrwalania mozgu i wspolczyn-
nik jego obkurczania, ple¢, masa mézgu, pora roku w chwili §mierci, czas trwania i
biegunowos¢ zaburzenia afektywnego oraz wiek w momencie jego rozpoznania nie
ro6znity si¢ znamiennie pomi¢dzy pordéwnywanymi grupami.

Wszyscy samobojcy z depresja wykazywali umiarkowana korelacj¢ pomigdzy po-
wierzchnia jadra komorkowego uzyskana w sumarycznej analizie DRN a $rednia dawka
dobowa lekoéw przeciwdepresyjnych i litu, przyjmowanych przez ostatnie 90 dni przed
$miercia (odpowiednio: 1=0,63 i P=0,038 dla lekow przeciwdepresyjnych oraz r=0,642 i
P=0,033 dla litu). W grupie tej wystgpowala ponadto silna korelacja pomigdzy po-
wierzchnia AgNOR a érednia dawka dzienng benzodwuazepin przyjmowanych w ciagu
ostatnich 28 dni przed $miercia (1=0,845, P=0,001). W grupie nie-samobdjcéw wyste-
powala umiarkowana korelacja pomigdzy liczba AgNOR a $rednia dawka lekow prze-
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ciwdepresyjnych przyjmowanych w ciagu ostatnich 90 dni przed $miercig (r=0,606,
P=0,048). Inne analizowane zmienne wiklajace nie korelowaly z warto$ciami parame-
trow AgNOR w neuronach DRN.

Tabela 3. Poré6wnanie pomigdzy parametrami AgNOR uzyskanymi w sumarycznej analizie
wszystkich regionow DRN samobodjcow, nie-samobodjcow i osobnikoéw kontrolnych.

Table 3. AgGNOR parameters in the global analysis of all DRN subregions in all suicides versus
non-suicides and controls.

Skorygowane warto$ci P

K (n=26) § (n=12) NS (n=11) Corrected P values
Parametr Srednia +SD  Srednia+SD  Srednia+SD  S/NS S/K NS/K
Parameter Mean+SD Mean+SD Mean+SD

Powierzchnia
jadra
Nuclear area
(um?)

110,84+28,9 88,4+15,2 108,4£19,6 nz 0,032 nz

Powierzchnia
AgNOR
AgNOR area
(um®)

19,03+2,48 17,9944,43 19,03+2,94 nz nz nz

Liczba
AgNOR 1,04%0,07 1,01£0,03 1,02+0,04 nz nz nz
AgNOR number

Wskaznik
AgNOR 0,188+0,028  0,213+0,034  0,188+0,021 nz 0,049 nz
AgNOR ratio

K — osobnicy kontrolni / controls, S — samobdjcy / suicides, NS — nie-samobdjcy / non-suicides, nz
— nieznamienna / non significant, n — liczba przypadkoéw / number of cases, SD — odchylenie
standardowe / standard deviation
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Tabela 4. Poréwnanie pomigdzy parametrami AgNOR uzyskanymi w sumarycznej analizie
wszystkich regionow DRN samobojcéw agresywnych, nieagresywnych, nie-samobdjcow i osob-
nikéw kontrolnych.

Table 4. AgNOR parameters in the global analysis of all DRN subregions in violent versus non-
violent suicides, non-suicides and controls.

Skorygowane warto$ci P

V (n=8) NV (n=4) Corrected P values
Parametr Srednia = SD Srednia + SD
Parameter Mean+SD Mean+SD VINV VINS VIK
Powierzchnia jadra
Nuclear area 79,6189 104,845,2 0,012 0,006 0,001
(um®)
Powierzchnia
AgNOR
AgNzOR area 16,29+1,75 21,4046,46 nz nz 0,036
(um?)
Liczba
AgNOR 1,02+0,032 1,07+0,08 nz nz nz
AgNOR number
Wskaznik AgNOR
AgNOR ratio 0,215+0,027 0,208+0,050 nz nz nz

V — samobdjcy agresywni / violent suicides, NV — samobojcy nieagresywni / non-violent suicides,
NS — nie-samobojcy / non-suicides, K — osobnicy kontrolni / controls, nz — niezamienna / non
significant, n — liczba przypadkow/number of cases, SD — odchylenie standardowe / standard
deviation
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2. Badania kariometryczne neuronow piramidowych warstw Il i V kory przed-
niej czesci zakretu obreczy

Z uwagi na duza liczbg przeprowadzonych testow statystycznych przedstawione zo-
stang jedynie znamienne ich wyniki.

Najbardziej uderzajacymi byly obserwowane u osobnikéw kontrolnych, wlasciwe
dla strony i warstwy rdznice w zakresie powierzchni jadra i wskaznika AgNOR pomig-
dzy grzbietowa i brzuszna czgscia AC (MANOVA, F=16,837, df=1;33, P<0,001 i
F=5,251, df=1;33, P=0,028, odpowiednio). W lewej ACd neurony piramidowe warstwy
IIT wykazywaty znamiennie wigksza powierzchni¢ jadra, co przy niezmienionej po-
wierzchni AgNOR powodowalo zmniejszenie wskaznika AgNOR (tabela 5). Natomiast
chorzy z depresja nie wykazywali takich réznic, poniewaz powierzchnia jadra komor-
kowego w tych neuronach byta u nich mniejsza w poréwnaniu z osobnikami kontrolny-
mi, jednakze roznica ta byla statystycznie niezamienna (tabela 5). Jedyna znamienna
réznica pomigdzy chorymi z depresja i osobnikami kontrolnymi, wskazana przy pomocy
MANOVA (F=4,636, df=1;33, P=0,039) i potwierdzona testem t (tabela 6) byta zmniej-
szona liczba AgNOR w warstwie III neurondéw piramidowych ACv poétkuli prawej w
pierwszej z tych grup.

MANOVA wykazala takze znamienna réznic¢ we wskazniku AgNOR jako zmienna
zalezna pomigdzy samobdjcami, nie-samobdjcami i grupa kontrolng w odniesieniu do
warstwy jako jednej ze zmiennych niezaleznych (F=5,522, df=1;32, P=0,025). Wiasciwa
dla poszczegolnych stron i warstw analiza obu czgsci AC przy pomocy ANOVA wyka-
zata znamienny wpltyw samobojstwa jako pojedynczego czynnika na $rednie wartosci
wskaznika AgNOR po stronie lewej. Wplyw ten byt obserwowany w warstwie V ACv
(F=3,30, df=2;37, P=0,048), w sumarycznej analizie warstw III i V ACv (F=3,80,
df=2;38, P=0,031) oraz w sumarycznej analizie obu tych warstw w obu czg$ciach AC,
tzn. w obrgbie wszystkich badanych neuronéw piramidowych po stronie lewej (F=3,91,
df=2;40, P=0,028). W kazdym z podanych zbiorow wynikoéw stwierdzono znamiennie
nizszy wskaznik AgNOR u samobo6jcow w pordwnaniu z nie-samobdjcami. Efekt ten byt
W sposOb szczegdlny wyrazony w sumarycznej analizie wszystkich neuronéw pirami-
dowych po stronie lewej (tabela 7). Jednakze zmniejszeniu powierzchni AgNOR, odpo-
wiedzialnemu za obnizenie wskaznika AgNOR w tych neuronach, nie towarzyszyto
obnizenie powierzchni jadra komorkowego.

Przeprowadzenie poréwnan z wyodrgbniona grupa samobojcow agresywnych nie
wptyne¢lo na wyniki testowania statystycznego.

2.1. Zmienne wikiajqce

Wiek w chwili $mierci jak rowniez wiek w momencie rozpoznania zaburzenia afek-
tywnego byly znamiennie nizsze u samobdjcéw w pordéwnaniu z nie-samobdjcami, ale
pierwsza z tych zmiennych nie wykazywata réznicy pomigdzy samobojcami i grupa
kontrolna. Inne z analizowanych zmiennych wiklajacych, takich jak czas po $mierci,
czas utrwalania mozgu, wspodlczynnik jego obkurczania, ple¢, masa mozgu, czas trwa-
nia i biegunowos$¢ zaburzenia afektywnego oraz farmakoterapia psychiatryczna nie roz-
nily si¢ znamiennie pomigdzy porownywanymi grupami.
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Srednia dawka neuroleptykéw podawanych w ostatnich 90 dniach przed $miercia
znamiennie korelowata z powierzchnia AgNOR w neuronach piramidowych warstwy 111
ACd (r=0,714, P<0,001) u wszystkich chorych z depresja. Co charakterystyczne, wyste-
powala silna dodatnia korelacja pomigdzy sredniag dawka lekow przeciwdepresyjnych
podawanych w ciagu ostatnich 7 i 28 dni przed $miercia i wskaznikiem AgNOR w neu-
ronach piramidowych warstwy III ACv po stronie lewej u nie-samobojcow (odpowied-
nio: r=0,954, P=0,001 i r=0,927, P=0,003). Korelacja ta nic wystgpowata natomiast u
samobdjcow. Inne z analizowanych zmiennych wiktajacych nie wykazywaty korelacji z
parametrami AgNOR neuronéw piramidowych AC.

Poniewaz nie stwierdzono korelacji pomigdzy wiekiem (w chwili §mierci i na po-
czatku zaburzenia) a ktorymkolwiek z badanych parametrow AgNOR, nie zastosowano
analizy kowariancji z wiekiem jako zmienng wspotzalezng pomimo stwierdzonych roz-
nic w jego zakresie.

Tabela 5. Réznice wewnatrzgrupowe pomigdzy parametrami AgNOR neuronéw piramidowych
warstwy III ACd i ACv po stronie lewe;.

Table 5. Intra-group differences in AGNOR parameters of pyramidal neurons layer III between the
left ACd and ACv.

Wartosci P ACd/ACv

K (n=24) D (n=20) P values ACd/ACv
Parametr Srednia = SD Srednia = SD K D
Parameter Mean+SD Mean+SD
Powierzchnia
jadra ACd 86,95+9,52 83,14+10,12 0,005 nz
Nuclear area ACv 80,52+8,57 79,91+9,37
(um’)
Powierzchnia
AgNOR ACd 12,16+2,03 11,31£1,49 nz nz
AgNOR area ACv 11,88+1,77 11,31+1,73
(um®)
Liczba
AgNOR ACd 1,02+0,06 1,04+0,09 nz nz
AGNOR number ACv 1,01+0,04 1,02+0,05
X’gslza()zﬁ‘k ACd 0,1430,024 0,1390,02 0,006 nz
AgNOR ratio ACv 0,151+0,021 0,144+0,024

K — osobnicy kontrolni / controls, D — chorzy z depresja / depressives, nz — nieznamienna / non
significant, n — liczba przypadkéw / number of cases, SD — odchylenie standardowe / standard
deviation
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Tabela 6. Pordwnanie pomigdzy parametrami AgNOR neuronéw piramidowych warstwy III ACv
po stronie prawej u osobnikéw kontrolnych i chorych z depresja.

Table 6. AgNOR parameters in the analysis of right ACv layer IIl pyramidal neurons in depres-
sives versus controls.

K (n=24) D (n=20) Wartosci P
Parametr Srednia + SD Srednia + SD P values
Parameter Mean+SD Mean+SD D/K
Powierzchnia
jadra 80,72+7,33 80,18+10,95 nz
Nuclear area (pm?)
Powierzchnia
AgNOR
AgNOR area 11,66+2,18 11,05+1,72 nz
(um?)
Liczba
AgNOR 1,03+0,07 1,00+0,00 0,047
AgNOR number
Wskaznik
AgNOR 0,147+0,024 0,141+0,018 nz
AgNOR ratio

K — osobnicy kontrolni / controls, D — chorzy z depresja / depressives, nz — nieznamienna / non
significant, n — liczba przypadkéw / number of cases, SD — odchylenie standardowe / standard
deviation
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Tabela 7. Parametry AgNOR w warstwie V (1aV) lewej ACv i w sumarycznej analizie warstw 111 i
V (cum) ACd i ACv po stronie lewej u samobdjcOw w poréwnaniu z nie-samobdjcami i osobni-

kami kontrolnymi.

Table 7. AgNOR parameters in the left ACv layer V (laV) and in cumulative analysis of the left
ACd and ACv layers Il and V (cum) in suicides versus non-suicides and controls.

Skorygowane
K (n=26) S (n=12) NS (n=11) wartosci P
) ) ) Corrected P values

Parametr Srednia = SD  Srednia + SD Srednia + SD
Parameter Mean+SD Mean+SD Mean+SD S/NS — S/K NSK
Powierzchnia
jadra laV  81,05£10,60 82,90+11,00 73,13+11,57 nz nz nz
Nuclear area cum  83,5745,02  84,60+8,41 79,96+7,03 nz nz nz
(um®)
Powierzchnia
AgNOR lav 11,98+1,90  10,71+£2,21 11,37+1,22 nz nz nz
AgNOR area cum  12,05£1,70  10,72£1,61 11,83+0,74 nz nz nz
(um®)
I;g;'z;‘R lav. 1,03£0,08  1,02£0,04  1,01£0,03 nz nz nz
AgNOR number cum 1,02+0,03 1,04+0,05 1,01+0,02 nz nz nz
X’S%\‘Iaggk laV  0,152+£0,025 0,13240,025 0,160+0,022 0,023 0,050 nz

& . cum 0,147+0,019 0,130+0,022 0,152+0,012 0,014 0,034 nz
AgNOR ratio

K — osobnicy kontrolni / controls, S — samobdjcy / suicides, NS — nie-samobdjcy / non-suicides, nz
— nieznamienna / non significant, n — liczba przypadkoéw / number of cases, SD — odchylenie
standardowe / standard deviation
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3. Badania kariometryczne neuronow piramidowych warstw Il i V kory oczo-
dotowo-czotowej

Wstgpna analiza statystyczna przy pomocy MANOVA wykazata wlasciwe dla stro-
ny oraz warstwy roéznice w powierzchni przekroju jadra komoérkowego (odpowiednio:
F=6,57, df=1;33, P=0,015 oraz F=5,46, df=1;33, P=0,026) jak rowniez we wskazniku
AgNOR (odpowiednio: F=78,81, df=1;33, P<0,001 oraz F=9,41, df=1;33, P=0,004).
Natomiast zgodnie z wynikami tego testu, rdznice w liczbie 1 powierzchni AgNOR byty
wlasciwe tylko dla strony (odpowiednio: F=12,1, df=1;31, P=0,002 oraz F=76,75,
df=1;33, P<0,001).

W obrgbie potkuli prawej zmiang charakterystyczna dla depresji byt statystycznie
znamienny wzrost powierzchni AgNOR w neuronach piramidowych warstwy V (tabela
8). Nie byl to efekt whasciwy ani dla grupy samobdjcoéw, ani dla nie-samobdjcoéw
(ANOVA, P=0,074). Wskaznik AgNOR w neuronach piramidowych warstwy III po
stronie prawej byt znamiennie podwyzszony u wszystkich chorych z depresja w nastgp-
stwie powigkszenia obszaru AgNOR (tabela 8). Takze ta zmiana nie byla wiasciwa dla
zadnej z dwoch grup chorych (ANOVA, P=0,1). Rowniez u wszystkich chorych z de-
presja, neurony piramidowe warstwy V w obrebie potkuli lewej wykazaly wyzsza liczbe
AgNOR w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi (tabela 8). Ten efekt byl jednak zwia-
zany z wplywem trojstopniowej zmiennej niezaleznej, jaka stanowila grupa diagno-
styczna: samobojcy / nie-samobdjcy / kontrolni (ANOVA, P=0,024). Warto$¢ P dla
testu t po korekcie dla poréwnan wielokrotnych wskazywata na tendencj¢ do wystgpo-
wania wyzszej liczby AgNOR u nie-samobodjcow (P=0,058), nie osiagneta jednak po-
ziomu wymaganego dla znamiennosci statystyczne;j.

Przeprowadzenie porownan z wyodrgbniona grupa samobdjcow agresywnych nie
wplyngto na wyniki testowania statystycznego.

Roéznice w parametrach AgNOR, zasygnalizowane wstgpnie przy pomocy
MANOVA, znalazly takze odzwierciedlenie w poréwnaniach wewnatrzgrupowych dla
par wartosci, przeprowadzanych przy pomocy testu Wilcoxona. Jako charakterystyczne
dla grupy kontrolnej stwierdzono: wigksza $rednia powierzchni¢ jadra (79,8 wobec
75,9 um?, P=0,002) i mniejszy $redni wskaznik AgNOR (0,131 wobec 0,135, P=0,017)
w komorkach piramidowych warstwy III w porownaniu z warstwa V po stronie prawej
oraz wigksza $rednig powierzchni¢ jadra w neuronach piramidowych warstwy V po
stronie lewej w pordwnaniu z prawa (79,1 wobec 75,9 umz, P=0,039; tabela 9). Inne
cechy charakterystyczne grupy kontrolnej polegaty na: wyzszej $redniej liczbie AgNOR
w neuronach piramidowych warstwy Il w poréwnaniu z V po stronie lewej (1,04 wobec
1,01, P=0,001) oraz warstw V i III po stronie prawej w poréwnaniu z lewa (odpowied-
nio: 1,08 wobec 1,01 i 1,08 wobec 1,04, P=0,001 i P=0,008; wartosci dla warstwy V
ujgte w tabeli 9). Zaréwno wszyscy chorzy z depresja jak i ich grupy nie wykazali tych
charakterystycznych dla osobnikéw kontrolnych réznic pomiedzy neuronami warstwy
III i V oraz pomigdzy potkulami (poréwnanie pomigdzy neuronami warstwy V obu
poikul w tabeli 9).

Natomiast grupa samobdjcow w sposob charakterystyczny nie wykazywala zna-
miennie wyzszej $redniej warto$ci wskaznika AgNOR w neuronach piramidowych war-
stwy V po stronie lewej w poréwnaniu z prawa, co byto efektem obserwowanym w
grupie kontrolnej, u wszystkich pacjentow z depresja oraz w grupie nie-samobdjcOw
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(tabela 9). Byto to jedyne odchylenie specyficzne dla samobojcow, wykazane w prze-
prowadzonej analizie statystyczne;j.

3.1. Zmienne wiklajqce

Wiek w chwili $mierci roznit si¢ znamiennie pomigdzy samobojcami, innymi cho-
rymi nie-samobojcami i grupa kontrolna (ANOVA, P=0,022). Srednia tego wieku u
samobojcow byta znamiennie nizsza niz u nie-samobdjcoOw (41,8 wobec 56,8 lat; test t,
P=0,018). W drugiej z grup zmienna ta wykazywatla korelacj¢ ujemna z powierzchnia
AgNOR w neuronach piramidowych warstwy III obustronnie (r<—0,80, P<0,006).

Srednia wieku w momencie rozpoznania choroby byta réwniez znamiennie nizsza u
samobojcow w poréwnaniu z innymi chorymi (33,4 wobec 44,8 lat; test t, P=0,008).
Zmienna ta korelowata z liczba AgNOR w neuronach piramidowych warstwy III po
stronie lewej u nie-samobojcow (r=0,84, P=0,002).

Sredni czas utrwalania mozgu réznit si¢ znamiennie pomiedzy samobéjcami, nie-
samobojcami i kontrola (odpowiednio: 301,8, 1346,1 i 330,6 dni; ANOVA, P<0,001).
Zmienna ta korelowata tylko ze wskaznikiem AgNOR w neuronach piramidowych war-
stwy V po stronie prawej u samobojcow (1=0,89, P=0,001).

Inne zmienne, ktére moglyby wplywaé na parametry AgNOR w neuronach pirami-
dowych, takie jak pte¢, czas trwania zaburzenia afektywnego i jego biegunowos¢, czas
po $mierci, wspolczynnik obkurczania mézgu i jego masa nie roznity si¢ pomigdzy po-
réwnywanymi grupami ani nie korelowaly z warto$ciami parametrow AgNOR. Srednie
dawki dobowe lekow psychotropowych nie roznity si¢ znamiennie pomigdzy samobdj-
cami i nie-samobojcami.

Reasumujac, w porownywanych grupach nie stwierdzono zgodnych ze soba korela-
cji pomigdzy zmiennymi wiktajacymi, wykazujacymi znamienne réznice a jakimkolwiek
z parametrow AgNOR, roézniacym si¢ znamiennie pomigdzy poréwnywanymi grupami.
Wobec powyzszego zmienne te, tj. wick w chwili $§mierci i w momencie rozpoznania
zaburzenia oraz czas utrwalania mézgu nie stanowity zmiennych wspoétzaleznych i nie
wymagaty zastosowania uwzgledniajacej je analizy kowariancji.

Chociaz pomigdzy poréwnywanymi grupami chorych z depresja nie wystgpowaly
znamienne statystycznie roznice w dawkach dobowych lekéw psychotropowych, stwier-
dzono wystgpowanie szeregu korelacji pomigdzy nimi a parametrami AgNOR (tabela
10). Podsumowujac wyniki przeprowadzonych analiz, zasadniczym byto stwierdzenie
ujemnej korelacji pomigdzy dawkami lekéw przeciwdepresyjnych a powierzchnia
AgNOR w neuronach piramidowych warstwy V OFC po stronie prawej u chorych nie
bedacych samobodjcami i jednoczesnie jej brak u samobdjcow. Pewne znaczenie moga
takze posiada¢ inne, wynikajace z analizy korelacji odmiennosci wplywu stosowanych
lekow psychotropowych na parametry AgNOR w grupie samobdjcow i nie-samobojcow.
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Tabela 8. Ocena zbiorcza zmian parametrow AgNOR w korze oczodotowo-czotowe;.
Table 8. The summarised changes of AgNOR parameters in the ofbitofrontal cortex.

Zmiany parametréw AgNOR w neuronach piramidowych warstwy V po stronie prawe;.
The changes of AgNOR parameters in the right OFC layer V pyramidal neurons.

_ _ Wartosci P
,K (n=24) ,D n=19) P values
Parametr Srednia+SD Srednia+SD D/K
Parameter Mean+SD Mean+SD
T T )

Powierzchnia jadra (um-) 75,9452 78.544.9 7
Nuclear area
Powierzchnia AgNOR (um?)
AgNOR area 10,15+0,94 10,740,050 0,029
Liczba AgNOR
AgNOR number 1,08+0,07 1,06+0,05 nz
Wskaznik AgNOR

+ +
AgNOR ratio 0,135+0,011 0,138+0,010 nz

Zmiany parametrow AgNOR w neuronach piramidowych warstwy III po stronie prawe;.
The changes of AgNOR parameters in the right OFC layer 11l pyramidal neurons.

_ _ Wartosci P
’K (n=24) ’D n=19) P values
Parametr Srednia+SD Srednia+SD D/K
Parameter Mean+SD Mean+SD
T T )

Powierzchnia jadra (um-) 79.843.7 79.343.5 7
Nuclear area
Powierzchnia AgNOR (um?)
AgNOR area 10,35+0,79 10,7340,73 nz
Liczba AgNOR

+ E=
AgNOR number 1,08+0,05 1,07+0,06 nz
Wskaznik AgNOR
AgNOR ratio 0,131+0,007 0,137+0,010 0,037

Zmiany parametréw AgNOR w neuronach piramidowych warstwy V po stronie lewe;.
The changes of AgNOR parameters in the left OFC layer V pyramidal neurons.

_ _ Wartosci P
’K (n=24) ’D n=19) P values
Parametr Srednia+SD Srednia+SD D/K
Parameter Mean+SD Mean+SD
. . . 2

Powierzchnia jadra (um®) 79.147.1 80.545.9 0z
Nuclear area
powierzchnia AgNOR (um?)
AgNOR area 11,67+1,22 12,14+0,82 nz
Liczba AgNOR

+ +
AgNOR ratio 1,01+0,02 1,04+0,04 0,006
Wskaznik AgNOR
AgNOR ratio 0,152+0,012 0,155+0,007 nz

K — osobnicy kontrolni / controls, D — chorzy z depresja / depressives, nz — nieznamienna /
non significant, n — liczba przypadkow / number of cases, SD — odchylenie standardowe / stan-
dard deviation
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Tabela 9. Ocena pordéwnawcza parametrow AgNOR neuronéw piramidowych warstwy V kory
oczodotowo-czolowej po stronie prawej i lewe;j.

Table 9. The comparative analysis between AgNOR parameters of pyramidal neurons layer V
in the right and left orbitofrontal cortex.

K (n=24) D@m=19) NS (n=10) Sn=9)

Parametr Srednia+SD  Srednia+SD  Srednia+SD  Srednia+SD
Parameter Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD
Powierzchnia jadra
(um?) Prawa 75,9+5,2 78,5+4,9 79,4%4.3 77,5+5,6
Nuclear area Right

Lewa 79,147,1 80,5+5,9 80,2+7,0 80,9+4,5

Left

P 0,039 nz nz nz
Powierzchnia
AgNOR (um?) Prawa 10,15+0,94 10,740,050 10,82+0,50 10,82+0,50
AgNOR area Right

Lewa 11,67+1,22 12,14+0,82 12,26+0,94 11,99+0,69

Left

P <0,001 <0,001 0,007 0,012
Liczba AgNOR Prawa 1,08+0,07 1,06+0,05 1,05+0,03 1,0620,07
AgNOR number Right

Lewa 1,01+0,02 1,04+0,04 1,04+0,03 1,04+0,04

Left

P 0,001 nz nz nz
Wskaznik AgNOR  Prawa  0,135+0,011  0,138+0,010 0,1384+0,010  0,139+0,011
AgNOR ratio Right

Lewa 0,152+0,012  0,155+0,007  0,157+0,007  0,151+0,006

Left

P 0,001 0,002 0,007 nz
K — osobnicy kontrolni / controls, D — wszyscy chorzy z depresja / all depressives,

S — samobdjcy / suicides, NS — nie-samobdjcy / non-suicides, nz — nieznamienna / non significant,
n — liczba przypadkow / number of cases, P — wartos$ci P testu Wilcoxona / Wilcoxon test P values,
SD — odchylenie standardowe / standard deviation
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Tabela 10. Znamienne statystycznie korelacje pomig¢dzy parametrami AgNOR neurondw pira-
midowych kory oczodotowo-czotowej i lekami psychotropowymi przyjmowanymi przez bada-
ne grupy chorych z depresja w ciagu ostatnich 90 dni przed zgonem.

Table 10. The significant correlations found between AgNOR parameters of orbitofrontal
cortex pyramidal neurons and psychotropic medication in analysed subgroups of depressives in
the last 90 days of lifetime.

Region AD NL Lit
Region Lithium
NS S NS S NS S

Warstwa III prawa

Layer III right

Powierzchnia jadra nz/nk nz/nk nz/nk nz/nk nz/nk 0,85*
Nuclear area

Powierzchnia

AgNOR nz/nk nz/nk 0,75* nz/nk nz/nk nz/nk
AgNOR area

Warstwa V prawa

Layer V right

Powierzchnia jadra nz/nk 0,8% 0,75% nz/nk nz/nk -0,74%
Nuclear area

Powierzchnia

AgNOR -0,92%** nz/nk nz/nk nz/nk nz/nk nz/nk
AgNOR area

Warstwa III lewa

Layer 111 left

Powierzchnia jadra nz/nk nz/nk 0,72%* nz/nk 0,69* nz/nk
Nuclear area

Powierzchnia

AgNOR nz/nk nz/nk 0,96** nz/nk nz/nk nz/nk
AgNOR area

AD — leki przeciwdepresyjne / antidepressants, NL — neuroleptyki / neuroleptics, NS — nie-
samobojcy / non-suicides, S — samobojcy / suicides, * — P < 0,05,** — P < 0,01, nz/nk — nie
znamienne i nie korelujace / non significant and non correlated; podano wartosci liczbowe
wspotczynnikow korelacji / the values of correlation coefficients are shown
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4. Badania liczby neuronow noradrenergicznych w miejscu sinawym

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w liczbie neuronéow TH-
reaktywnych po obu stronach oraz w ich liczbie catkowitej pomigdzy wszystkimi cho-
rymi z depresja a osobnikami kontrolnymi, co wykazano przy pomocy testu U. Nie
stwierdzono takze takich réznic pomigdzy samobojcami, nie-samobdjcami i grupa kon-
trolna jak réwniez pomigdzy samobojcami agresywnymi, nieagresywnymi, nie-
samobdjcami i grupa kontrolna, co wykazano przy pomocy testu KW. Natomiast test
KW wykazal znamienna r6znic¢ pomigdzy samobdjcami agresywnymi i nieagresywny-
mi oraz osobnikami kontrolnymi w odniesieniu do liczby neuronéw po stronie prawej
(P=0,015) 1 ich liczby catkowitej po obu stronach (P=0,027). Przeprowadzone post hoc
testy U wykazaly, ze warto$¢ tych parametrow byla znamiennie wyzsza u samobojcow
agresywnych w porownaniu zaré6wno z nieagresywnymi jak i z osobnikami kontrolnymi
(tabela 11).

4.1. Zmienne wiklajqce

Wiek w chwili $mierci roznit si¢ znamiennie pomigdzy samobodjcami, nie-
samobdjcami 1 osobnikami kontrolnymi (test KW, P=0,027). Samobojcy byli mtodsi niz
osobnicy kontrolni (test U, P=0,022) i nie-samobojcy (test U, P=0,048). Jednakze nie
stwierdzono znamiennej réznicy w zakresie tej zmiennej pomigdzy samobojcami agre-
sywnymi i nieagresywnymi oraz grupa kontrolng (test KW, P=0,055). W grupie samo-
bojcow stwierdzono tendencje do wystgpowania wyzszej dawki dobowej lekoéw prze-
ciwdepresyjnych przyjmowanych w ciagu ostatnich 7 dni przed zgonem w poréwnaniu z
nie-samobdjcami (test U, P=0,059) ale tendencja taka nie wystepowala u samobojcow
agresywnych w pordwnaniu z nieagresywnymi (test U, P=0,57). Wiek w momencie
stwierdzenia zaburzenia byt znamiennie nizszy w grupie samobojcow w pordwnaniu z
nie-samobdjcami (test U, P=0,003) lecz pomigdzy samobdjcami agresywnymi i nieagre-
sywnymi nie stwierdzono réznicy (test U, P=0,91). Pomigdzy poréwnywanymi grupami
nie wystgpowaly znamienne statystycznie roznice w zakresie takich analizowanych
zmiennych wiklajacych, jak ple¢, czas po $mierci i czas utrwalania moézgu, jego masa i
wspotczynnik obkurczania, czynniki stresujace w okresie roku przed zgonem, status
palenia tytoniu, czas trwania agonii, biegunowosc¢ i czas trwania zaburzenia afektywne-
go.

Srednia dawka dobowa lekéw przeciwdepresyjnych przyjmowanych w ciagu ostat-
nich 90 dni przed $miercia przez samobdjcow korelowala ujemnie z liczba badanych
neurondw po stronie prawej (r=—0,725, P=0,018). WartoSci innych analizowanych
zmiennych wiktajacych nie korelowaty z liczba neuronéw TH-reaktywnych ani wtasci-
wa dla strony, ani catkowita.
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Tabela 11. Liczba neuronéw TH-immunoreaktywnych w miejscu sinawym samobojcow
agresywnych w poréwnaniu z nieagresywnymi i z osobnikami kontrolnymi.

Table 11. The number of TH-immunoreactive neurons in the locus coeruleus of violent versus
non-violent suicides and controls.

K NV A% K/NV KV NV/V
- _ _ Wartosci P* testu U
n—2l n—4 n=7 U-test P* values
Srednia liczby
catkowitej
Mean of the total 70 900 55738 89 954 nz 0,042 0,042
number
SD 20901 28 210 16 604
Srednia strony
prawej
Mean of the right 35418 27 811 45735 nz 0,018 0,024
side
SD 10 427 16 306 7134
Srednia strony
lewej
Mean of the left 35482 27927 44219 nz nz nz
side
SD 10 830 13 109 10 260

V — samobojcy agresywni / violent suicides, NV — samobojcy nieagresywni / non-violent suicides,
NS — nie-samobdjcy / non-suicides, K — osobnicy kontrolni / controls, nz — niezamienna / non
significant, n — liczba przypadkoéw / number of cases, SD — odchylenie standardowe / standard
deviation, * — skorygowane dla poréwnan wielokrotnych / corrected for multiple comparisons
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5. Badania gestosci neuropilu GABAergicznego w regionach kory przedczoto-
wej i w wybranych strukturach limbicznych plata skroniowego

Jedyna znamienna statystycznie rdéznica pomigdzy wszystkimi chorymi z depresja i
grupa kontrolna polegata na wzroscie gestosci neuropilu GAD-ir w pierwszej z tych grup
obustronnie w warstwie III EC (test U, P<0,004) i w jej warstwie V po stronie lewej (test
U, P=0,009).

Analiza statystyczna przy pomocy testu KW wykazata znamienne, obustronne roz-
nice gestosci neuropilu GAD-ir pomigdzy samobojcami, nie-samobodjcami i osobnikami
kontrolnymi w obregbie EC (warstwy III 1 V; 0,0001<P <0,006), CA1 (warstwa pirami-
dowa po stronie prawej P=0,015, po stronie lewej P=0,003) i DG (warstwa ziarnista po
stronie prawej P=0,013, po stronie lewej P=0,009). Jedynie w potkuli lewej stwierdzono
znamienne réznice pomi¢dzy porownywanymi grupami w obrgbie warstwy V. DLC
(P=0,041). Nie stwierdzono natomiast znamiennych roéznic w obrgbie badanych obsza-
réw limbicznych kory przedczolowej jak roéwniez jader limbicznych wzgorza.

Zastosowane post hoc testy U z poprawka wg Bonferroni-Holm-Shaffer wykazaty
znamiennie wyzsza gestos¢ neuropilu GAD-ir u samobdjcéw w pordwnaniu z nie-
samobdjcami i grupa kontrolng, a wigc charakterystyczna dla samobo6jcow, w obrebie
EC, CA1l i DG (tabela 12). Efekt ten byl najbardziej widoczny w EC. Tak wigc stwier-
dzona w pierwszym etapie analizy statystycznej u wszystkich chorych z depresja w
poréwnaniu z grupa kontrolna wigksza gesto§¢ neuropilu GAD-ir w EC w warstwie 111
prawej i V lewej okazata si¢ efektem wlasciwym jedynie dla samobdjcow. Jedynie war-
stwa III EC po stronie lewej byta regionem, w ktorym takze nie-samobojcy wykazywali
wyzsza gestos¢ neuropilu GAD-ir w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi, tak wigc
byt to jedyny efekt wspolny dla obu grup chorych depresyjnych. Z kolei warstwa V DLC
po stronie lewej byla jedynym z badanych regiondw, w ktérym stwierdzono zmniejsze-
nie ggstosci neuropilu GAD-ir, znamienne dla nie-samobojcéw w poréwnaniu z samo-
bojcami i grupa kontrolnag (tabela 12).

Wyodrebnienie podgrupy samobdjcéw agresywnych nie wptynelo w znaczacy spo-
sob na wyniki testowania statystycznego.

5.1. Zmienne wiklajqce

Pomigdzy samobdjcami i nie-samobdjcami wystgpowala znamienna statystycznie
réznica w skladzie diagnostycznym tych grup, poniewaz w drugiej z nich dominowali
chorzy z BD (6 z 7). Jednak tylko w warstwie III EC po stronie lewej wystepowala
umiarkowana korelacja dodatnia pomigdzy gestoscia neuropilu GAD-ir i biegunowoscia
(r=0,611, P=0,001). Srednia warto$¢ badanego parametru u nie-samobdjcow byla zna-
miennie nizsza w poréwnaniu z samobdjcami i wyzsza w porownaniu z grupa kontrolna
(tabela 12). Tak wigc biegunowo$¢ nie powinna by¢é rozpatrywana jako zmienna majaca
wplyw na stwierdzona roéznice pomigdzy nie-samobdjcami i samobdjcami lecz wyzsza
gestosé neuropilu GAD-ir u nie-samobdjcow w pordwnaniu z kontrola stanowita naj-
prawdopodobniej efekt BD. W podobny sposob, najprawdopodobniej efektem specy-
ficznym dla BD byto obnizenie warto$ci badanego parametru w warstwie V DLC po
stronie lewej u nie-samobojcOw w poréwnaniu z samobojcami i kontrola, chociaz w tym
regionie nie stwierdzono korelacji z biegunowoscia (r=—0,377, P=0,036). Jednak zasto-
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sowana procedura nieparametryczna wykluczata analiz¢ kowariancji z biegunowoS$cia
jako zmienng wspotzalezng w obu podanych regionach.

Nie stwierdzono ponadto znamiennej statystycznie rdéznicy wartosci badanego pa-
rametru pomigdzy samobdjcami z MDD i1 BD w tych badanych regionach, gdzie wystg-
powaly jego wyzsze warto$ci charakterystyczne dla samobojcow. Natomiast w regio-
nach tych wykazano znamiennie wyzsza ggstos¢ neuropilu GAD-ir u samobdjcow z BD
W poréwnaniu z nie-samobdjcami z tym rozpoznaniem. Podsumowujac, potencjalnie
wiklajacy wplyw dychotomii jednobiegunowo$¢-dwubiegunowo$¢ na wynik porownania
samobojcoéw z nie-samobojcami wydaje si¢ by¢ wysoce watpliwy.

Pomigdzy poréwnywanymi podgrupami pacjentéw nie wystgpowaty znamienne sta-
tystycznie réznice dawek przyjmowanych lekéw psychotropowych. Jedynie u samobdj-
cow stwierdzono statystycznie znamienne, ujemne korelacje pomigdzy gesto$cia neuro-
pilu GAD-ir a $rednimi dawkami przyjmowanych lekow psychotropowych w czgsci
badanych regionéw oprocz OFC, EC, GD i MD (tabela 13).

Wartosci innych zmiennych, ktore mogtyby wptywacé na gesto$é neuropilu GAD-ir,
takich jak czas po $mierci i czas utrwalania mézgu, wspolczynnik jego obkurczania,
masa mozgu, wick w chwili $mierci i w momencie wystapienia zaburzenia oraz jego
czas trwania nie roznily si¢ znamiennie pomigdzy porownywanymi grupami i nie kore-
lowaty z warto§ciami badanego parametru w zadnym z badanych regionow.
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Tabela 12. Wyniki testow U w badanych regionach, w ktorych stwierdzono znamienne roz-

nice pomigdzy porownywanymi grupami.

Table 12. The results of U-tests in regions of interest where significant differences between

compared groups were found.

Region i grupa

Gestos¢ neuropilu GAD-ir

7 %
Region and GAD-ir neuropil density P
group
Mediana (q1;q3; n) S/K NS/K S/NS
Median
CAllewe K 0,004 (0,001; 0,253; 18 ) 0,004 nz 0,006
left S 1,090 (0,704; 1,908; 14)
NS 0,002 (0,001; 0,013; 7)
CAl prawe K 0,022 (0,002; 0,307; 18) 0,022 nz 0,021
right S 0,984 (0,259; 1,256; 14)
NS 0,003 (0,002; 0,075; 7)
DLClewaV K 0,552 (0,014; 5,346; 18) nz 0,026 0,042
left S 0,505 (0,018; 2,960, 14)
NS 0,005 (0,002; 0,013; 7)
EClewalll K 0,008 (0,003; 0,029; 18) <0,001 0,027 0,012
left S 0,707 (0,316; 3,768; 14)
NS 0,142 (0,014; 0,329; 7)
EClewaV K 0,011 (0,006; 0,035; 18) <0,001 nz 0,001
left S 0,720 (0,568; 2,318; 14)
NS 0,013 (0,009; 0,228; 7)
EC prawa III K 0,012 (0,003; 0,069; 18) 0,006 nz nz
right S 0,702 (0,330; 2,833; 14)
NS 0,105 (0,015; 0,291; 7)
ECprawaV K 0,023 (0,005; 0,073; 18) 0,015 nz 0,007
right S 0,779 (0,355; 2,975; 14)
NS 0,014 (0,003; 0,160; 7)
GD lewy K 0,310 (0,035; 1,529; 18) 0,021 nz 0,021
left S 1,900 (1,159; 2,978; 14)
NS 0,009 (0,003; 0,187; 7)
GD prawy K 0,207 (0,006; 1,187; 18) 0,022 nz 0,03
right S 1,702 (1,026; 4,524; 14)
NS 0,005 (0,002; 0,274; 7)

GAD-ir — GAD-immunoreaktywnego/ GAD-immunoreactive, P*— warto$ci P testu U skory-
gowane dla porownan wielokrotnych/U-test P values corrected for multiple comparisons, K
— osobnicy kontrolni/controls, S — samobojcy/suicides, NS — nie-samobdjcy/non-suicides, nz
— nieznamienna/non significant, ql 1 q3 — kwartyl 1 i 3/quartile 1 and 3, n — liczba przypad-
kéw/number of cases, CA1 — pole hipokampa CA1/CA1 field of hippocampus, DLC — grzbie-
towo-boczna kora przedczotowa/dorsolateral prefrontal cortex, EC — kora $rodwecho-
walentorhinal cortex, GD — zakret zgbaty/gyrus dentatus, 111 — warstwa l/layer 11l i V —
warstwa V komorek piramidowych kory nowej/and V — layer V of pyramidal cells in neocor-
tex
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Tabela 13. Znamienne statystycznie korelacje stwierdzone u samobojcow pomigdzy $rednimi
dawkami  dobowymi lekoéw  psychotropowych i  gestoscia neuropilu  GAD-
immunoreaktywnego w badanych regionach (leki przeciwdepresyjne, neuroleptyki i lit — w
ostatnich 90 dniach, benzodwuazepiny — w ostatnich 28 dniach przed $miercia).

Table 13. The significant correlations found between mean daily doses of psychotropic
medication and GAD-immunoreactive neuropil relative density in the regions of interest of
suicides (antidepressants, neuroleptics and lithium — in the last 90 days, benzodiazepines — in
the last 28 days of lifetime).

Region AD NL BDZ Lit
Region Lithium
AC lewa III nz/nk nz/nk —0,69* nz/nk
left
AC prawa III nz/nk nz/nk —0,81** —0,80%*
right
AC prawa V nz/nk nz/nk —0,83%* —0,74*
right
CAl lewa —0,83* nz/nk nz/nk nz/nk
left
DLC lewa IIT nz/nk nz/nk —0,86** —=0,72*
left
DLC lewa V —0,79%%* —-0,65* —0,83%* —0,69*
left
DLC prawa III nz/nk nz/nk —0,78%* —0,75*
right
DLC prawa V nz/nk nz/nk —0,84** —0,95*
right
LD lewe —0,71* nz/nk nz/nk nz/nk
left

AD — leki przeciwdepresyjne/antidepressants, NL — neuroleptyki/neuroleptics, BDZ — benzodwu-

azepiny/benzodiazepines, AC — kora przedniej czgéci zakretu obreczy/anterior cingulate cortex,
CA1 - pole CA1 hipokampa/CA1 field of hippocampus, DLC — grzbietowo-boczna kora przedczo-

towa/dorsolateral prefrontal cortex, LD — boczne grzbietowe jadro wzgorza/laterodorsal thalamic
nucleus, nz/nk — nie znamienne i nie korelujace/non significant and non correlated, 111 — warstwa
l/layer 11l i V — warstwa V komorek piramidowych kory nowej/and V - layer V of pyramidal
cells in neocortex,* — P< 0,05, ** — P< 0,01; podano wartosci liczbowe wspotczynnikéw korela-

cji/the values of correlation coefficients are shown
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1. Badania kariometryczne neuronow jqdra grzbietowego szwu

Przeprowadzone badania wykazaty u samobdjcOw z depresja w porownaniu z 0sob-
nikami kontrolnymi statystycznie znamienne zmniejszenie jadra komorkowego neuro-
noéw DRN, ktéremu towarzyszylo nieznamienne zmniejszenie powierzchni i liczby
AgNOR w tych neuronach. Poniewaz zmniegjszenie jadra komoérkowego bylto bardziej
nasilone niz zmniejszenie elementow AgNOR, w konsekwencji wystapit takze znamien-
ny wzrost wskaznika AgNOR u samobdjcéw w poréwnaniu z grupa kontrolng. Uzyska-
ne wyniki sa zgodne z poprzednio stwierdzonymi w mniejszej grupie [109]. Wykazano
ponadto, ze zmiany parametrow AgNOR ulegaja nasileniu wraz z poziomem autoagre-
sywnosci. Tak wige efekt zaobserwowany u czgéci chorych z depresja jest specyficzny
dla proceséw prowadzacych do samobdjstwa, w szczeg6lnosci o nasilonej autoagresyw-
no$ci. Samobojstwo takie jest potaczone z reguty z uszkodzeniami mechanicznymi ciata,
wymagajacymi w praktyce sadowo-lekarskiej niekiedy rdéznicowania z nast¢pstwami
dziatania reki obcej. Chociaz wystepowaly znamienne réznice wiekowe pomigdzy po-
rownywanymi grupami oraz w dawkach lekow przeciwdepresyjnych przyjmowanych na
krotko przed $miercia, zmienne te nie korelowaty z zadnym z badanych parametrow
AgNOR. Dlatego nie musialy by¢ one uwzglgdniane jako zmienne wspotzalezne i tym
samym nie musiata by¢ stosowana analiza kowariancji uwzglg¢dniajaca oprocz parame-
trow AgNOR takze te zmienne (wiek: —0,304<r<0,416 i 0,098<P<0,97; $rednia dawka
lekow przeciwdepresyjnych przyjmowanych w ostatnich 7 dniach przed $miercia:
—0,546<r<0,635 i 0,066<P<0,91). Natomiast u samobdjcow stwierdzono korelacj¢ do-
datnia pomigdzy wielkos$cia jadra komodrkowego a dawkami lekéw psychotropowych
przyjmowanych przez dluzszy czas przed $miercia. Oznacza to, ze leki te przeciwdziata-
ly zmniejszaniu si¢ jadra neuronéw DRN stwierdzonemu u samobo6jcoéw w poréwnaniu z
nie-samobdjcami i osobnikami kontrolnymi. Obie grupy chorych z depresja nie wyka-
zywaly znamiennych roéznic w kompozycji diagnostycznej (MDD/BD) ani zaden z pa-
rametrow AgNOR nie korelowal z biegunowoscia zaburzenia. Reasumujac, catos¢
omoéwionych wynikéw przemawia za procesami prowadzacymi do samobojstwa jako
wylaczna przyczyna wykazanych odchylen kariometrycznych.

Znamienno$¢ statystyczna zostata wykazana jedynie na drodze sumarycznej analizy
wszystkich regiondéw DRN. Pozostaje to w zgodzie z poprzednimi doniesieniami na
temat globalnego wplywu na DRN proceséw neurobiologicznych prowadzacych do
samobojstwa, co z kolei odpowiada wielosci 1 réznorodno$ci objawow poprzedzajacych
akt samobdjczy, powodowanych przez dysfunkcje osrodkowego uktadu serotoninergicz-
nego [129, 260]. Obserwowany efekt moze wynika¢ takze z uwarunkowan anatomicz-
nych, poniewaz obszary unerwienia przez poszczegdlne regiony DRN naktadaja si¢
wzajemnie w duzym stopniu pomimo zaznaczonej specyfiki [133, 263, 276]. Uwarun-
kowania te uzasadniaja jednocze$nie rozpatrywanie DRN jako pojedynczej struktury
anatomiczno-czynnosciowe;j.

W badaniach zaburzen psychicznych u cztowieka metoda barwienia AgNOR byta
do tej pory rzadko stosowana [33, 108, 109, 163]. Pacjenci z choroba Alzheimera (ang.
Alzheimer disease, AD) i starsi osobnicy kontrolni wykazywali w porownaniu z miody-
mi osobnikami kontrolnymi zmniejszenie powierzchni AgNOR w neuronach piramido-
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wych hipokampa, co wskazywato na zwigzane z AD i wiekiem obnizenie aktywnosci
transkrypcyjnej rDNA [163]. Podobny efekt obserwowano w neuronach piramidowych
AC samobodjcoéw z depresja, chociaz bez uzyskania znamiennos$ci statystycznej (tabela
7). Wyniki te sa do pewnego stopnia zgodne z uzyskanymi w DRN samobdjcoéw z de-
presja, zwlaszcza w podgrupie samobdjcoOw agresywnych (tabela 3 i 4). Z drugiej strony
nalezy podkresli¢, ze znane sa od dziesigcioleci badania kariometryczne struktur OUN
innych niz DRN i obszary PFC, przeprowadzane w r6znych modelach zwierzgcych przy
uzyciu metod wysrebrzania [21, 101-104, 107, 186, 225, 229, 236, 242, 245, 265]. Ba-
dania te wykazaty w sposob jednoznaczny korelacj¢ dodatnia pomigdzy wielkoscia jadra
komérkowego i aktywnos$cia neuronalna.

Zmiany wielkosci i liczby elementéw AgNOR w komdrkach nie ulegajacych po-
dziatowi (poza komérkami OUN) uznano za wyznacznik aktywnoS$ci syntezy komorko-
wej biatka pod warunkiem, Ze jej poziom byt zwickszony przez dtuzszy okres czasu
(tygodnie — miesiace) [72, 136, 167, 237]. To samo sugerowano w odniesieniu do neu-
rondéw [186]. Wynika z tego, Ze rytm dobowy nie moze by¢ uwazany za zmienna moga-
cq mie¢ wptyw na wyniki badania metoda AgNOR neuronéw DRN, chociaz jego wpltyw
na aktywno$¢ dobowa tych neurondéw jest dobrze udokumentowany [133, 129]. Z tego
samego powodu mozna w interpretacji wynikow badan metoda AgNOR pominaé
wplyw mechanizmu $mierci.

Przedstawiane zmiany kariometryczne wskazuja wigc na obnizong aktywno$¢ synte-
zy w neuronach DRN u samobojcow z depresja. Wyniki te sa zgodne z licznymi donie-
sieniami dotyczacymi obnizonej osrodkowej aktywnoS$ci serotoninergicznej w samoboj-
stwie i depresji [7, 8, 137, 169, 222, 249]. Co wigcej, ta obnizona aktywnos$¢ wydaje si¢
by¢ szczegdlnie zaznaczona u samobodjcoOw z wysokim poziomem autoagresywnosci, co
jest zgodne z poprzednimi doniesieniami na temat 0séb podejmujacych proby samobdj-
cze, cechujace si¢ nasilonymi samouszkodzeniami [171, 172].

Neurony zaopatrywane przez widkna serotoninergiczne moga stymulowaé wzrost
neurondéw, bedacych zrédtem tych widkien; proces wzrostu neurondw serotoninergicz-
nych znajduje si¢ takze pod kontrola ich wlasnego przekaznika a uczestnicza w nim
receptory serotoninergiczne z grupy 5-HT1 i astrocyty [129, 133, 248]. Stwierdzono
zmniejszona ekspresj¢ gendw receptora S-HT1A 1 transportera serotoninowego (5-HTT)
w DRN ofiar samobojstwa, co wskazywalo na obnizong syntezg biatek waznych dla
autoregulacji aktywnosci serotoninergicznej [9]. Jednakze wystepuja takze odmienne
doniesienia [35, 250], co moze czgsciowo wynikaé z réznic lokalizacyjnych analizowa-
nych regionéw DRN [8]. Zwigkszona ekspresja genu presynaptycznego autoreceptora
hamujacego 5-HT1A w DRN w depres;ji i samobdjstwie mogtaby czg¢sciowo ttumaczy¢
obnizona aktywno$¢ serotoninergiczna [4, 156]. Zwigkszona immunoreaktywnosé kor-
tykoliberyny (ang. corticotropin-releasing hormone, CRH) stwierdzona w regionie kau-
dalnym DRN u samobdjcoéw pici meskiej z rozpoznang depresja [15] moze takze po-
srednio wskazywaé na zaburzenia aktywnosci serotoninergicznej. Wykazano bowiem
wptyw CRH na neurony serotoninergiczne DRN, zalezny od jego stezenia i lokalizacji
neuronu [143].

Poniewaz DRN jest zrodlem unerwienia serotoninergicznego PFC, obnizona immu-
noreaktywno$¢ 5-HTT jako markera zakonczen serotoninergicznych w regionach PFC
moze by¢ spowodowana obnizong aktywnoscia syntezy w DRN [8, 16, 170]. Z drugiej
strony, niezaburzona czy wrecz zwigkszona ekspresja genu neuronalnej izoformy hy-
droksylazy tryptofanowej (enzymu kluczowego w syntezie serotoniny w OUN) w DRN
samobojcow moze odzwierciedla¢ odpowiedZz homeostatyczna na obnizenie synaptycz-
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nego przekaznictwa serotoninergicznego [18, 33, 42-44, 260]. Przytoczone dane na
temat zroznicowanej ekspresji genow molekularnych komponent uktadu serotoniner-
gicznego wskazujg na raczej czgSciowo niz globalnie obnizong syntez¢ biatka w neuro-
nach DRN w procesach prowadzacych do samobojstwa.

Dobrze ustalona samohamujaca funkcja receptorow somatodendrycznych SHT1A
dominuje w pierwszych tygodniach leczenia przy pomocy selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego serotoniny. W konsekwencji tego wystepuje przejsciowy spadek
czynnosci bioelektrycznej neurondéw serotoninergicznych [4, 248]. Zjawisko to mogto
by¢ bardziej nasilone u badanych samobdjcow w poréwnaniu z innymi chorymi z powo-
du wyzszych dawek lekéw przeciwdepresyjnych przyjmowanych w okresie bezposred-
nio przed zgonem. Ustalenie to odpowiada doniesieniom na temat zwigkszonego ryzyka
samobdjstwa we wczesnym okresie leczenia przeciwdepresyjnego w pewnej grupie
chorych z depresja [123, 126]. Z drugiej strony, leki psychotropowe przyjmowane przez
dtuzszy czas (90 dni przed sSmiercia) wydaja si¢ wywiera¢ pozytywny, jednak niewystar-
czajacy wplyw na przypuszczalnie niekorzystne zmiany w neuronach DRN u tych cho-
rych, ktorzy popetniaja samobojstwo.

Niezaleznie od znaczenia dla czynnosci DRN, jakie posiadaja zaobserwowane
zmiany parametrow AgNOR mozna sadzi¢, ze w istocie sa one specyficzne dla proce-
sow prowadzacych do samobdjstwa u chorych z depresja. Uzyskane wyniki wskazuja na
obnizanie si¢ aktywnosci neuronow DRN wraz z poziomem autoagresywnosci. Nie
wykazano, aby byt to efekt przyjmowanych lekow ani aby leki te przeciwdziataly jemu
w istotny sposob. Nie stwierdzono takze, aby procesy pos$miertne w rozpatrywanym
przedziale czasowym wptywaty na wartos¢ parametrow AgNOR w DRN.

2. Badania kariometryczne neuronow piramidowych warstw Il i V kory przed-
niej czesci zakretu obreczy

Uzyskane wyniki wskazuja na spadek wielkosci parametrow AgNOR w grzbietowej
czesci AC po stronie lewej 1 brzusznej czesci AC po stronie prawej u chorych z depresja
w pordéwnaniu z osobnikami kontrolnymi. Jednakze wyniki dotyczace prawej potkuli
powinny by¢ interpretowane w sposob ostrozny, poniewaz niewielka réznica warto$ci
dotyczyta tylko jednego parametru (liczby AgNOR) bez jakichkolwiek rdéznic w zakresie
parametréw pozostatych. Zachowanie samobdjcze z kolei bylo powiazane z obnizona
warto$cia wskaznika AgNOR. Efekt ten, ograniczony do lewej potkuli, byt bardziej
wyrazny 1 rozprzestrzeniony niz zmiany spowodowane obustronnie przez depresjg. Cho-
ciaz stwierdzono wystgpowanie znamiennych réznic pomigdzy poréwnywanymi grupa-
mi w zakresie wieku w chwili zgonu oraz w momencie wystapienia zaburzenia afektyw-
nego, zmienne te nie wykazywaty korelacji z ktorymkolwiek z parametrow AgNOR w
badanych regionach. Tak wigc nie wystgpowala konieczno$¢, aby poddawac je ocenie w
analizie kowariancji jako zmienne wspotzalezne.

Zgodnie z wiedza autora, jest to pierwsze badanie metoda AgNOR dotyczace AC i
jak juz wspomniano, jedno z bardzo nielicznych studiow, wykorzystujacych ta metode
do badania zaburzen psychicznych cztowieka [33, 108, 109, 163]. Pacjenci z choroba
Alzheimera i osobnicy starsi wykazywali w poréwnaniu z mtodymi osobnikami kontrol-
nymi zmniejszenie obszaru AgNOR, co przemawiato za zwigzanym z wiekiem spad-
kiem aktywnosci transkrypcyjnej rDNA [163]. Wyniki te sa do pewnego stopnia zgodne
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z uzyskanymi przez autora w AC, szczegdlnie u samobdjcow (tabela 7). Z drugiej stro-
ny, jak juz podkreslano, od dawna znane sq badania kariometryczne struktur OUN in-
nych niz DRN i obszary PFC, przeprowadzane przy uzyciu metod wysrebrzania w r6z-
nych modelach zwierzgcych [21, 101-104, 107, 186, 225, 229, 236, 242, 245, 265]. Ba-
dania te wykazaly w sposob niewatpliwy dodatnia korelacjg pomigdzy wielkoScia jadra
komorkowego i1 aktywnoscia neuronalna. Jednakze wzajemna zalezno$¢ pomigdzy wiel-
koscia jaderka i ta aktywnoscia nie zostala juz potwierdzona tak jednoznacznie. Badania
wlasne wykazaty dodatnia korelacj¢ pomiedzy wielkoscia elementow AgNOR (bgda-
cych synonimem jaderek) a stosowanymi lekami psychotropowymi. Wynik ten przema-
wia za zwiazkiem pomigdzy wielko$cia jaderka a aktywnoscia neuronalng, poniewaz
poglad na wzrost aktywnosci syntetycznej neurondéw pod wpltywem tych lekow jest
ugruntowany [132, 166, 183, 197]. Jak juz podano, zmiany wielkosci i liczby elementow
AgNOR w komorkach nie ulegajacych podziatowi (poza komérkami OUN) uznano za
wyznacznik aktywnos$ci syntezy komorkowej biatka pod warunkiem, ze jej poziom byt
zwigkszony przez dluzszy okres czasu (tygodnie — miesiace) [72, 136, 167, 237]. To
samo sugerowano w odniesieniu do neurondéw [186]. Jednakze zmiany wielkosci ele-
mentéw AgNOR nie moga by¢ jednoznacznie interpretowane jako wyktadnik aktywno-
Sci syntezy biatka w komorce, poniewaz ciagle brakuje wyraznych dowodéw bioche-
micznych na poparcie tej sugestii.

W $wietle przytoczonych publikacji, wykazane przez autora zmiany parametrow
AgNOR wskazuja, ze w depresji wystgpuje obnizona aktywno$¢ neurondéw piramido-
wych warstwy III w lewej ACd i najprawdopodobniej takze w prawej ACv. Neurony te
jako ontogenetycznie mtodsze od neuronéw piramidowych glebszych warstw kory ule-
gaja wigkszemu wptywowi czynnikéw $rodowiskowych [39, 226]. W przeciwienstwie
do depresji, wpltyw proceséw prowadzacych do samobdjstwa byl rozlany i ograniczony
do strony lewej. Uzyskane wyniki podkreslity zaburzenia funkcji neuronéow warstwy V
ACv u samobojcow z depresja, co pozwala przypuszczaé, ze czynnik wywotujacy je
pojawia si¢ we wczesniejszej fazie ontogenezy.

Neurony te sa bardziej zaangazowane w przeciwdziatanie zaburzeniom czynnos$cio-
wym struktur podkorowych, krytycznym dla powstawania zaburzen afektywnych [96,
97, 184, 191, 226]. Dodatnia korelacja pomigdzy dawka lekow przeciwdepresyjnych a
wskaznikiem AgNOR stwierdzona u nie-samobdjcow w pordéwnaniu z samobojcami
przemawia za tym, ze obnizenie tego parametru rzeczywiscie odzwierciedla odporng na
leczenie zmiang patologiczna, powigzana z samobojstwem. Jednakze szczegdtowy cha-
rakter zaleznosci pomigdzy tym parametrem i czynno$cia neuronéw piramidowych AC
pozostaje niejasny i wymaga wyjasnienia w przyszltych badaniach.

Wyniki wskazujace na zaburzona czynno$¢ neuronéw piramidowych w depresji i
samobojstwie sa w pewnym zakresie zgodne z danymi uzyskanymi we wczesniejszych
badaniach obrazowych i poSmiertnych [45, 62, 84]. W zaburzeniach afektywnych usta-
lone zostato zmniejszenie ggstosci komorek glejowych w obu czgsciach AC [65, 256].
Czynnik wzrostowy neuroné6w pochodzacy z linii komorek glejowych (ang. glial-cell-
line-derived neurotrophic factor, GDNF) i pokrewne jemu czynniki wzrostowe reguluja
czynnosci neuronu zwiazane z jego aktywnoscia syntetyczna [243]. W MDD wielko$¢
cial neuroné6w piramidowych ACd jest zmniejszona [65]. Poniewaz wiaze si¢ ona z
objetoscia i aktywnoscia aksondéw i dendrytéw, mniejsze ciata neuronéw moga posred-
nio wskazywa¢ roéwniez na zmiany w obrgbie ich wypustek i zakonczen synaptycznych
[122]. Na potwierdzenie tego, w zaburzeniach afektywnych stwierdzono obnizenie po-
ziomu markerdéw synaptycznych w ACv [45, 89]. Cytowane doniesienia wskazywaty na
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zaburzenia czynno$ci regionéw AC z przewaga strony lewej, czemu odpowiadaja wyniki
autora. Inne dane neurobiologiczne wskazuja, ze pozytywny afekt moze by¢ powiazany
z lewa potkula mozgu a negatywny z prawa [202]. Uszkodzenia brzuszno-
przysrodkowej czg$ci PFC po stronie lewej powoduja odhamowanie tej czg¢sci PFC po
stronie prawej, co w efekcie daje pobudzenie osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang.
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA-axis) stwierdzane w zwierzgcych modelach
doswiadczalnych i obserwowane w depresji [82, 83, 253]. Z drugiej strony, dysregulacja
osi HPA z przewlekle podwyzszonym w jej konsekwencji poziomem kortykosterydow w
surowicy krwi oraz z zaburzeniami w poziomach receptorow mineralo- i glikokortyko-
idowych struktur mézgu ma odgrywac rol¢ w zmianach morfologicznych PFC, obser-
wowanych w zaburzeniach afektywnych [181, 182, 226, 252].

W badaniach obrazowych mozgu chorych z MDD w poréwnaniu z grupa kontrolna
obserwowano w sposOb powtarzalny zwigkszona aktywno$¢ czgséci afektywnej AC i
obszarow OFC [5, 81-83]. Sugerowano, ze nadmierna aktywnos$¢ okolic PFC waznych
dla regulacji emocji moze odzwierciedlaé zwigkszona ich wrazliwos¢ na konflikt afek-
tywny [71]. Jednak ta regionalnie wzmozona aktywno$¢ AC ma stanowi¢ zjawisko pato-
logicznej adaptacji, wtasciwej dla dwoch podgrup pacjentow, tj. reagujacych na leczenie
(efekt widoczny przed jego wdrozeniem) [178, 179, 215], jak rowniez najcigzszych
przypadkow odpornych na terapi¢ [177]. Ta druga grupa moze by¢ porownywalna z
samobdjcami z depresja w przedstawianych badaniach wlasnych. Z drugiej strony, pod-
stawowy poziom metabolizmu mierzony przy pomocy pozytonowej tomografii emisyj-
nej (PET) jest obnizony w obszarach afektywnych AC chorych z depresja a hiperakty-
wacja jest efektem wykazanym po komputerowej korekcie, uwzgledniajacej regionalne
zmniegjszenie objetosci kory [81-83]. Takze inny rodzaj badan obrazowych moézgu cho-
rych z depresja z zastosowaniem spektroskopii protonowego rezonansu magnetycznego
do oznaczania stgzenia glutaminianu w strukturach mézgu in vivo wskazuje na zmniej-
szona aktywno$¢ obszaréw AC waznych emocjonalnie [13, 214]. Podczas gdy przyto-
czone badania wykazaty obnizony poziom tego aminokwasu w MDD, w modelach zwie-
rzgeych wykazano jego podwyzszony poziom w homogenatach i ptynie pozakomorko-
wym PFC w nastgpstwie krotkotrwatej, awersyjnej stymulacji [112, 192]. Natomiast
poziom glutaminianu, bgdacego jednoczesnie najwazniejszym pobudzajacym przekazni-
kiem OUN, byl obnizony wskutek przewleklej stymulacji o awersyjnym charakterze
[192]. Zestawienie tych wynikdw z wyzej cytowanymi [13, 214] moze dodatkowo
przemawiac za zwiazkiem pomiedzy przewleklym stresem i depresja.

Dane neurobiologiczne wskazuja na powiazanie zachowan samobojczych z zabu-
rzeniami przekaznictwa serotoninergicznego w AC [8, 57, 92, 170, 188, 204]. U samo-
bojcow z depresja stwierdzono w badaniach posmiertnych ACv obnizona ekspresje
presynaptyczna transportera serotoninowego [8, 170], ktéora wystepowala takze w
grzbietowo-bocznej czgsci PFC [15] 1 byta najbardziej wyrazona w glgbokich warstwach
kory. Badania pilotazowe przeprowadzone w mniejszych grupach [33, 109] jak rowniez
przedstawiane w rozprawie badania zbiorcze wykazaty u tych chorych zaburzenia para-
metrow AgNOR w neuronach DRN, ktére zapewniaja wigkszo§¢ unerwienia serotoni-
nergicznego AC [263, 276]. U depresyjnych ofiar samobojstwa moze wystgpowac wza-
jemne powiazanie pomig¢dzy zaburzeniami ukladu serotoninergicznego i czynnoscia
neurondw AC z udzialem obnizonej ekspresji neurotrofin [88, 113, 114, 133, 154, 272-
274]. Ponadto w PFC samobdjcéw z depresja stwierdzono zwigkszona ekspresje genu
receptora serotoninergicznego SHT2A [8, 92], ktora moze by¢ nastgpstwem przewlekle
podwyzszonego poziomu kortykosterydow [87]. Wykazano uposledzajacy plastyczno$é
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synaptyczna efekt aktywacji tego receptora w polaczeniu z aktywacja glutaminianer-
gicznego receptora N-metylo-D-asparaginianowego [183]. Zaburzenia unerwienia sero-
toninergicznego zostaly stwierdzone w AC, OFC, zespole hipokampa i w podkorowych
strukturach limbicznych w modelach zwierzgcych wezesnorozwojowej, spolecznej de-
prywacji emocjonalnej, ktora jest uwazana za jeden z czynnikéw usposabiajacych do
depresji u cztowieka [50, 110, 219]. Dane te wskazuja na wystgpowanie zaburzen sero-
toninergicznych w neuronalnej sieci limbicznej, posiadajacej decydujace znaczenie dla
powstawania emocji takze u cztowieka [71].

Przytoczone informacje z pismiennictwa i wyniki badan wlasnych AC przemawiaja
za odrgbno$cia procesdw prowadzacych do samobodjstwa u chorych z depresja. Przy
pomocy barwienia metoda AgNOR wykazano odmienne dla samobdjcow i wszystkich
chorych z depresja, odrgbnie umiejscowione zmiany, wskazujace na obnizona aktyw-
no$¢ neuronéw piramidowych AC. Nie stwierdzono, aby stanowily one efekt przyjmo-
wanych lekéw ani aby leki te przeciwdziataly zmianie patologicznej charakterystycznej
dla samobdjcow.

3. Badania kariometryczne neuronow piramidowych warstw IIl i V kory oczo-
dotowo-czotowej

Uzyskane wyniki wskazuja na wystepujace u chorych z depresja zaburzenia aktyw-
nosci neuronéw piramidowych warstwy V OFC obu pétkul i warstwy III po stronie
lewej. Dla chorych tych byty statystycznie znamienne: powigkszenie obszaru AGNOR w
neuronach piramidowych warstwy V po stronie prawej, podwyzszony wskaznik AgNOR
(bedacy nastgpstwem powigkszenia obszaru AgNOR) wykazany w warstwie I1I po stro-
nie prawej oraz zwigkszona liczba AgNOR (takze z towarzyszacym powigkszeniem
obszaru AgNOR) wykazana w warstwie V po stronie lewej (tabela 8). Nie stwierdzono,
aby efekty te byly specyficzne dla samobdjcéw badz nie-samobdjcoéw. Jedynie dla grupy
samobdjcéw wlasciwy byl natomiast brak znamiennej statystycznie réznicy pomigdzy
warto$ciami wskaznika AgNOR w neuronach warstwy V po stronie prawej w poréwna-
niu z lewa (tabela 9).

Silna i statystycznie znamienna, ujemna korelacja pomigdzy dawkami lekéw prze-
ciwdepresyjnych i powierzchniag AgNOR, stwierdzona w neuronach piramidowych war-
stwy V prawej OFC (tabela 10) potwierdza przypuszczenie, ze obserwowany wzrost
tego parametru jest faktycznie zwigzany z depresja jako stanem chorobowym a nie z
dziataniem lekow psychotropowych. Poniewaz ta ujemna korelacja charakteryzowata
jedynie chorych nie-samobojcoOw mozna przyjac, ze leki przeciwdepresyjne posiadaty
wigksza skuteczno$¢ terapeutyczna w odniesieniu do tej grupy. Z drugiej strony nie
mozna wykluczy¢ wpltywu farmakoterapii w sytuacjach, gdy nie stwierdzono roéznic
parametrow AgNOR pomigdzy poréwnywanymi grupami a wystgpowaty korelacje po-
migdzy tymi parametrami i dawkami lekow psychotropowych.

Chociaz stwierdzono znamienne réznice w zakresie innych zmiennych wiktajacych,
w poréwnywanych grupach nie zaobserwowano zgodnych ze soba korelacji pomigdzy
tymi zmiennymi a jakimkolwiek z parametrow AgNOR, ktory wykazal roznice. Tak
wigc omawiane zmienne (tj. wick w chwili $§mierci i w momencie wystapienia zaburze-
nia, czas trwania zaburzenia oraz czas utrwalania mézgu) nie musiaty by¢ analizowane
jako zmienne wspoélzalezne, oddzialujace na wyniki analizy statystycznej parametrow
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AgNOR. Jest to réwnoznaczne ze stwierdzeniem, ze nie musiaty one by¢ poddawane
analizie kowariancji.

Zgodnie z wiedza autora, jest to pierwsze studium badawcze OFC czlowieka prze-
prowadzone metoda AgNOR. Przedstawione wczesniej badania neuronéw piramido-
wych AC wskazuja na mozliwo$¢ wystgpowania u chorych z depresja regionalnie zroz-
nicowanych zaburzen czynnosci tych neuronéw, odrgbnych dla proceséw prowadzacych
do samobojstwa [108].

Cytowane obszernie w odniesieniu do DRN i AC dane z pis$miennictwa wskazywaty
na korelacj¢ pomigdzy wielkoscia jadra komorkowego oraz obszaru AgNOR a aktywno-
$cig neuronalna [21, 101-104, 107, 186, 225, 229, 236, 242, 245, 265]. Zwrdcono takze
uwagg na brak mozliwosci jednoznacznej interpretacji zmiany wielkosci i liczby elemen-
tow AgNOR jako wyznacznika aktywno$ci komorkowej syntezy biatka [72, 136, 167,
186, 237]. Zwigkszony obszar AgNOR przy braku istotnych zmian wielkosci jadra ko-
moérkowego hipotetycznie interpretowano jako wyraz proby utrzymywania przez jadro
aktywnosci syntetycznej, wykazujacej tendencje spadkowa w zaburzonym neuronie
[103, 104]. Efekt ten wykazano w warstwie III OFC po stronie prawej a w warstwie V
obustronnie (tabela 8). Jednak stwierdzona znamienno$¢ statystyczna dotyczyta roznych
parametrow: powierzchni, liczby i wskaznika AgNOR. Neurobiologiczne znaczenie tej
réznorodnos$ci pozostaje otwarta kwestia, ktorej wyjasnienie wymaga dalszych badan.

Bedac ontogenetycznie starszymi niz neurony warstw II/III, komorki piramidowe
warstw V/VI OFC nie ulegaja tak silnemu wplywowi czynnikéw zewngtrznych. Sa one
natomiast bardziej zaangazowane w réwnowazenie zaburzonej aktywno$ci tych struktur
podkorowych, ktdére posiadaja decydujace znaczenie dla zaburzen nastroju [71]. Rozwa-
zajac hipotetycznie, zaangazowanie to mogloby tlumaczy¢, dlaczego efekt byt obserwo-
wany w warstwie V po obu stronach [96, 97, 184, 191, 226]. Oprocz powickszonego
obszaru AgNOR, u chorych z depresja po stronie prawej stwierdzono takze powigksze-
nie jadra komérkowego w neuronach warstwy V. Chociaz nie byla to zmiana statystycz-
nie znamienna w odniesieniu do grupy kontrolnej, powodowata ona brak wiasciwej
osobnikom kontrolnym réznicy wartosci tego parametru pomigdzy neuronami warstwy
V i III po stronie prawej oraz pomigdzy neuronami warstwy V po obu stronach. W spo-
sob specyficzny jedynie dla samobodjcéw wystepowal wzgledny wzrost wskaznika
AgNOR neuronéw warstwy V po stronie prawej w odniesieniu do lewej (niezamienny,
tabela 9). Poniewaz u chorych z depresja takze neurony warstwy Il wykazywaly zmiany
w prawej OFC mozna przyja¢, ze zaburzenia aktywnos$ci neuronow piramidowych do-
minowaly po stronie prawej. W §wietle cytowanych uprzednio doniesien, najprawdopo-
dobniej polegaly one na patologicznie podwyzszonej aktywnosci tych neuronow.

Jak juz wspomniano w cze$ci pracy dotyczacej AC, znane sg wyniki badan neuro-
biologicznych wskazujacych, ze pozytywny afekt moze by¢ przypisany potkuli lewej a
negatywny prawej [37, 38, 121, 157, 201, 202, 208]. W mysl cytowanych juz danych z
pisSmiennictwa, przewaga brzuszno-przysrodkowych obszar6w PFC powoduje patolo-
giczne pobudzenie osi HPA [82, 83, 252, 253], ktore ma z kolei odgrywaé rolg w po-
wstawaniu zmian morfologicznych, obserwowanych w tych obszarach korowych [181,
182,226, 252].

U chorych z MDD zostato stwierdzone w badaniach po$miertnych przez Rajkowska
i wspotpracownikow [227] niewielkiego stopnia, lecz statystycznie znamienne zmniej-
szenie cial neuronow glebszych warstw (V-VI) tylnej czgsci OFC w otoczeniu bruzdy
oczodotowo-czotowej po stronie lewej. Jednakze badana grupa chorych sktadata sig
gtownie z ofiar samobojstwa, tak wigc trudno ocenié, czy zaobserwowany efekt jest
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wlasciwy dla wszystkich chorych z depresja. Wielko$¢ ciata neuronu, powiazana z wiel-
koscia jego jadra [229] stanowi posrednio wyraz zarowno wielkosci jak i1 aktywnosci
wypustek neuronalnych: aksonow i dendrytow [122]. Tak wigc parametr ten moze by¢
wyznacznikiem zmian zachodzacych w kompartymentach neuronalnych i ich synapsach
[122]. W nastgpstwie zmniejszenia neurondw moze dojs¢ do spadku objgtosci istoty
szarej OFC, co stwierdzono badaniami obrazowymi metoda rezonansu magnetycznego u
chorych z BD [164, 201]. Jednakze efekt ten nie byt obserwowany w sposob staty [162].
W cytowanych badaniach [201, 227] zmniejszenie neurondw i spadek objetosci OFC
wskazywaty na obnizenie aktywnosci OFC u chorych z epizodem depresyjnym zar6wno
w przebiegu MDD jak i BD ale badane obszary byly zlokalizowane bardziej do przodu
lub do boku w odniesieniu do badan wlasnych. Z drugiej strony, badania metoda czyn-
nos$ciowego rezonansu magnetycznego u zdrowych psychicznie osobnikow wykazaty
szybka 1 silna aktywacje¢ przysrodkowej czesci OFC podczas doswiadczania emocji
negatywnych [200]. Sugerowano, ze aktywacja OFC podczas epizodu depresyjnego
moze odzwierciedla¢ probe przetamania negatywistycznego, autodeprecjonujacego my-
$lenia i anhedonii [83], przypuszczalnie zwigzanych z zaburzeniami monoaminoergicz-
nymi [257, 269]. Z drugiej strony, pacjenci z najcigzszymi objawami depresji maja wy-
kazywa¢ relatywnie najmniejsza aktywno$¢ OFC, na co wskazuja badania metoda PET
[83].

Podobnie jak w odniesieniu do AC, znane sa dowody neurobiologiczne wiazace de-
presj¢ i samobojstwo z zaburzeniami komponent uktadu serotoninergicznego w OFC [8,
92, 170]. Zaréwno w AC jak i OFC stwierdzono u samobojcow z depresja zwigkszonag
ekspresje¢ genu receptora serotoninergicznego SHT2A [8, 92], ktéra mogla by¢ nastep-
stwem przewlekle podwyzszonego poziomu kortykosterydow [87]. Aktywacja tego
receptora wraz z aktywacja glutaminianergicznego receptora N-metylo-D-
asparaginianowego wywiera efekt uposledzajacy neuronalna aktywno$¢ syntetyczna
[183]. Jednakze badania wlasne nie wskazuja w sposob jednoznaczny na obnizona ak-
tywnos$¢ neurondw piramidowych OFC u samobdjcow z depresja. Stwierdzone jedynie
w tej grupie chorych wzgledne zmniejszenie wskaznika AgNOR w warstwie V po stro-
nie lewej w odniesieniu do prawej nie jest dowodem dostatecznie przekonujacym w tym
zakresie. Brak wyraznych zmian wlasciwych dla samobo6jcow moze w sposob hipote-
tyczny wiazaé si¢ z farmakoterapia, poniewaz zwigkszona aktywnos$¢ syntetyczna neu-
ronéw pod wplywem lekéw psychotropowych zostata ustalona [183, 197]. Wyrazem
tego mechanizmu moze by¢ korelacja dodatnia pomigdzy wielko$cia jadra komorkowe-
go a dawka lekow przeciwdepresyjnych stwierdzona u samobdjcoOw w neuronach war-
stwy V po stronie prawej (tabela 10). Z drugiej strony, zwigkszone unerwienie serotoni-
nergiczne zostatlo wykazane w OFC i innych strukturach limbicznych w zwierzecym
modelu wczesnorozwojowej deprywacji spolecznej, bedacej jednym z czynnikdéw uspo-
sabiajacych do rozwoju depresji u cztowieka [50, 110, 219]. Stwierdzony w OFC wzrost
parametrow AgNOR u chorych z depresja jest zgodny z wynikami uzyskanymi w tym
modelu z uwagi na ustalona funkcjg¢ neurotroficzng serotoniny, pobudzajacej aktywnos¢
syntezy w neuronach [113, 133].

Podsumowujac, w oparciu o barwienie metoda AgNOR wykazano zaburzenia ak-
tywnosci neurondéw piramidowych przysrodkowej OFC, w glownej mierze wspolne dla
wszystkich chorych z depresja, z zaznaczeniem pewnej odrgbnosci samobdjcow. Nie
wykazano, aby byl to efekt przyjmowanych lekow; leki te przeciwdziataty mu ale go nie
niwelowaty.
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W sposéb interesujacy zmiany parametréw AgNOR ksztaltowaty si¢ odmiennie w
obrebie AC i OFC, wskazujac w pierwszym regionie na patologiczne obnizenie a w
drugim na wzrost aktywnosci badanych neuronéw. Ponadto zmiany w AC wykazywaty
w wigkszej mierze zwiazek z samobojstwem. Wskazuje to, ze postulowana odrgbnosé
czynnosciowa obu tych limbicznych obszarow PFC moze manifestowa¢ si¢ takze w
warunkach chorobowych, co sugeruja rowniez inne badania moézgu.

4. Badania liczby neuronow noradrenergicznych w miejscu sinawym

Przeprowadzone badania wykazaty, ze liczba TH-reaktywnych neuronéw LC jest
podwyzszona u samobojcOw z rozpoznanym epizodem depresyjnym, wykazujacych
nasilony poziom autoagresywnosci. Efekt ten byl specyficzny dla strony prawej. Z dru-
giej strony, nie stwierdzono znamiennej statystycznie réznicy pomigdzy wszystkimi
osobnikami z depresja i kontrolnymi oraz pomigdzy samobdjcami, nie-samobojcami i
osobnikami kontrolnymi. Sposrod potencjalnie wspolzaleznych zmiennych demogra-
ficznych, klinicznych i metodologicznych, jedynie wiek w chwili zgonu i w momencie
wystapienia zaburzenia afektywnego roznity si¢ znamiennie pomigdzy porownywanymi
grupami. Jednak nie stwierdzono korelacji pomigdzy nimi oraz liczba neuronow TH-
reaktywnych, tak wigc nie wystgpowaly zmienne, ktére nalezaloby traktowac jako
zmienne wspotzalezne. Ponadto przyjete procedury nieparametryczne wykluczaty moz-
liwo$¢ zastosowania analizy kowariancji, uwzgledniajacej podane zmienne. Szczegdlnie
nalezy podkresli¢, ze nie stwierdzono zaburzajacego wplywu czasu po $mierci (tym
samym autolizy) i czasu utrwalania mézgu - jako zmiennych o charakterze metodolo-
gicznym oraz biegunowosci zaburzenia afektywnego, czynnikow stresujacych dziataja-
cych w dhuzszym okresie czasu przed $miercia czy statusu palenia tytoniu - jako zmien-
nych o charakterze klinicznym. Palenie papierosow powoduje bowiem spadek biatka TH
w neuronach LC [145]. Co wigcej, réznica pomigdzy samobdjcami agresywnymi i nie-
agresywnymi nie moze by¢ przypisywana artefaktowi zwiazanemu z przyczyna smierci
(fj. z przedawkowaniem lekow w drugiej podgrupie), poniewaz nie znane sa leki, ktore
moglyby zmniejsza¢ poziom TH w LC bezposrednio po ich podaniu [198, 205, 240,
268]. Ponadto zaden z chorych nie przyjmowat atypowych neuroleptykdéw czy stabiliza-
torow nastroju, ktore podwyzszaja poziom TH wskutek przewleklego stosowania [240,
268] ani nie byl leczony elektrowstrzasami, majacymi podobne dziatanie [47, 174].
Kolejnym czynnikiem, ktorego potencjalniec wiktajacy wptyw nalezy rozwazy¢ jest me-
chanizm $mierci i zwiazana z nim bardziej nasilona osrodkowa reakcja stresowa w pod-
grupie samobojcow agresywnych. LC nalezy bowiem do kluczowych komponent tej
reakcji [29]. Dane eksperymentalne nie wskazuja jednak, aby jednorazowy, krotkotrwaty
(4. kilku- badz kilkunastominutowy), silny stres dziatajacy bezposrednio przed $miercia
mogt powodowac rownoczesne z nim i uchwytne post mortem podwyzszenie poziomu
TH w neuronach LC [58, 74, 124, 180, 207]. Podsumowujac, efektu obserwowanego w
podgrupie samobojcow agresywnych nie nalezy wigza¢ z wymienionymi wyzej czynni-
kami.

Podwyzszona liczba TH-reaktywnych neuronéow LC u samobodjcow agresywnych
odpowiada wynikom uzyskanym przez Ordway i wspotpracownikoéw [206], ktorzy opi-
sywali wzrost stezenia biatka TH w LC samobdjcéw w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Jest ona zgodna takze z danymi Zhu i wspotpracownikow [281], ktorzy wykazali wyzsza
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TH-immunoreaktywno§¢ w LC chorych z MDD. Wigkszo$¢ samobojcéw w pierwszym
z tych studiow badawczych i chorych z depresja w drugim stanowili samobojcy z wyso-
kim poziomem autoagresywnosci. Natomiast przedstawiane wyniki wlasne nie odpo-
wiadaja stwierdzonej u samobojcow przez Biegon i Fieldust [31] obnizonej TH-
immunoreaktywnos$ci w LC. Te odmienne wyniki moga by¢ thumaczone zmiennoscia
osobnicza stgzenia biatka enzymatycznego, roznicami pomigdzy badanymi grupami w
zakresie: pici [17], pochodzenia etnicznego [267], szczegdtowego rozpoznania psychia-
trycznego, poziomu autoagresywnosci w dziataniu samobojczym jak tez wplywem far-
makoterapii i odrgbnosciami metodologicznymi (pomiar intensywno$ci barwienia neu-
rondéw a nie pomiar ich liczby).

Wyniki poprzednich badan wskazuja, ze zréznicowana liczba neuronéw TH-
reaktywnych nie jest nastgpstwem réznic w catkowitej liczbie neuronéw LC zdolnych do
syntezy NA ale raczej aktualnej zawartosci TH w tych neuronach [10, 24, 40]. Moze to z
kolei sugerowaé, ze liczba TH-reaktywnych neuronéow w LC stanowi zalezny od stanu
psychicznego marker neurobiologiczny (ang. state-dependent marker) nasilonej auto-
agresywnosci u samobojcow depresyjnych, nie bedac jednoczesnie markerem tych zabu-
rzen (ang. trait-dependent marker). Wydaje si¢ by¢ przekonywujaca hipoteza, ze ryzyko
agresywnego samobojstwa jest ograniczone podczas epizodu depresyjnego do pewnych
ram czasowych, okreslonych przez wystgpowanie zaburzen noradrenergicznych [144,
212, 270]. Jednakze badania wskazujace na wyst¢powanie zwiazku pomigdzy poszcze-
g6lnymi allelami genu TH i zachowaniem samobdjczym [210] moga wskazywac na ten
gen jako potencjalny marker podwyzszonego ryzyka samobojstwa, niezaleznego od
wahan czynnosciowych uktadu noradrenergicznego.

Uwzgledniajac fakt, ze TH jest kluczowym enzymem w syntezie NA, przedstawiane
wyniki moglyby wskazywaé na zwigkszona produkcje tego przekaznika i w konsekwen-
c¢ji na nasilone przekaznictwo noradrenergiczne u tych chorych z epizodem depresyj-
nym, ktorzy sa najbardziej narazeni na zachowania autoagresywne. Interpretacja ta byta-
by zgodna z licznymi danymi do$wiadczalnymi uzyskanymi w modelach zwierzgcych
stresu i agresji (przeglad w: [29, 120]). Jednakze pomigdzy liczba TH-reaktywnych
neuronéw LC i przekaznictwem noradrenergicznym nie wystgpuje prosta zaleznosc.
Przeciwnie, dane eksperymentalne wskazuja, ze podwyzszony poziom TH w LC moze
by¢ spowodowany wyczerpaniem rezerwuaroOw NA w synapsach, ktoremu towarzyszy
obnizone powinowactwo do NA transportera noradrenergicznego w LC [69, 185]. Wy-
niki badan posmiertnych LC u samobodjcéw i chorych depresyjnych byly zblizone do
wyzej cytowanych a ponadto przypadki samobdjstw z wyzszym poziomem autoagre-
sywnosci przewazaty w tych badaniach [146, 206, 281]. Obnizone stgzenie najwazniej-
szego metabolitu NA, metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu, zostato stwierdzone w ptynie
mobzgowo-rdzeniowym i w osoczu chorych z depresja, ktoérzy wykazywali tendencjg do
dziatan samobdjczych cechujacych si¢ wyzszym poziomem autoagresywnosci [2, 264].
Wiele badan polaczonych z wyczerpaniem rezerwuardéw synaptycznych NA (na przy-
ktad pod wptywem rezerpiny) wskazuje, ze czynnik ten sam w sobie moze spowodowac
cigzki epizod depresyjny u niektoérych osobnikéw [6, 230]. Niezaleznie od tego, jakie
znaczenie dla przekaznictwa noradrenergicznego posiadata obserwowana w badaniach
wlasnych podwyzszona ekspresja genu TH w LC, efekt ten méglt by¢ spowodowany
aktywujacym LC dziataniem CRH [15, 29, 34, 135, 262].

Poniewaz neurony LC odpowiadaja za unerwienie PFC w gtéwnej mierze po tej sa-
mej stronie [29], odchylenie stwierdzone w prawym LC koresponduje z przytoczonymi
juz doniesieniami na temat zwiazku afektu negatywnego z pétkula prawa [37, 121, 157,
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201, 202, 208] i patologicznego pobudzenia z odhamowaniem brzuszno-przysrodkowej
czesci PFC po stronie prawej [253]. Ta sama lateralizacja zaburzen czynnosci LC i PFC
moze wige wynikac z potaczen migdzy nimi.

Wystgpujaca u samobdjcoéw korelacja ujemna pomigdzy $rednia dawka dobowa le-
kéw przeciwdepresyjnych przyjmowanych w ciagu ostatnich 90 dni przed zgonem i
liczba neuronéw TH-reaktywnych moze by¢ postrzegana w $wietle badan do$wiadczal-
nych jako nastgpstwo stosowania tych lekow [48, 115, 147, 185, 199, 205, 261]. Jednak-
ze stwierdzone dziatanie lekow przeciwdepresyjnych nie zapobiegato aktowi samoboj-
czemu. Co wigcej, u samobo6jcow z depresja w poréwnaniu z nie-samobdjcami stwier-
dzono tendencj¢ do wystgpowania wyzszej dawki lekow przeciwdepresyjnych, przyj-
mowanych na krétko przed zgonem. To niekorzystne zjawisko moze by¢ czgsciowo
wytlumaczone dzialaniem lekoéw przeciwdepresyjnych na uklad serotoninergiczny, o
czym juz wspomniano [4, 248]. Jednak pierwsze dni czy tygodnie po wdrozeniu lekow
przeciwdepresyjnych moga by¢ generalnie obarczone podwyzszonym ryzykiem samo-
bdjstwa u czesci chorych, takze wskutek dziatania na uktad noradrenergiczny [123, 126,
195, 254].

Podsumowujac, stwierdzono wzrost liczby neuroné6w TH-reaktywnych u chorych z
epizodem depresyjnym, popetniajacych samobodjstwo cechujace si¢ wyzszym poziomem
autoagresywnosci. Jednoczesnie nie stwierdzono zmian u samobo6jcOw mniej autoagre-
sywnych jak rowniez u nie-samobo6jcoOw oraz u rozpatrywanych tacznie wszystkich cho-
rych w porownaniu z kontrola. Wyniki te wskazuja na zaburzenia czynnosci LC charak-
terystyczne dla nasilonej autoagresywnosci u chorych z depresja. Leki przeciwdepresyj-
ne najprawdopodobniej wplywaja na normalizacj¢ liczby neuronéw TH-reaktywnych w
LC, jednakze nie jest to efekt zapobiegajacy samobdjstwu. Ponadto uzyskane wyniki
wskazuja w sposob niezalezny od zmian stwierdzonych w DRN, Ze poziom autoagre-
sywnosci moze wiazac si¢ z zaburzeniami uktadéow aktywujacych pnia mozgu.

5. Badania gestosci neuropilu GABAergicznego w regionach kory przedczoto-
wej i w wybranych strukturach limbicznych plata skroniowego

Wyniki przedstawianych badan wykazaly znamienne statystycznie roznice w ggsto-
$ci neuropilu GAD 65/67-ir pomigdzy samobodjcami i nie-samobdjcami z depresja oraz
osobnikami kontrolnymi obustronnie w obrgbie EC, DG i CAl. Jedynie po stronie lewej
stwierdzono znamienne rdznice pomigdzy analizowanymi grupami w obrebie warstwy V
DLC. Nie wykazano znamiennych réznic w limbicznych regionach PFC i wzgorza.
Jedynie w warstwie III EC po stronie lewej wystgpowala znamienna statystycznie rézni-
ca pomigdzy obiema grupami chorych i grupa kontrolna. Jednak w przeciwienstwie do
dominujacej hipotezy stwierdzono przewaznie wigksza ggstos¢ neuropilu GAD-ir, przy
czym efekt ten byl zaakcentowany w szczegdlny sposoéb u samobdjcow. W zwiazku z
wyrazng przewaga liczebna w tej grupie samobdjcow agresywnych (11 z 14), czynni-
kiem, ktorego wplyw nalezy dodatkowo rozwazyc¢ jest mechanizm $mierci i zwigzana z
nim bardziej nasilona reakcja stresowa. Nalezy liczy¢ si¢ z nig zwlaszcza w przypadkach
powieszenia (7 z 14), poniewaz asfiksja jest czynnikiem silnie aktywujacym osrodkowa
reakcj¢ Igkowa [111], ktora z kolei prowadzi do aktywacji osi HPA [155]. Wobec zaan-
gazowania hipokampa w hamowanie reakcji stresowej, w ktorym uczestnicza neurony
GABAergiczne [46, 73], ewentualny wplyw stresu zwiazanego z mechanizmem zgonu
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nalezatoby rozwazy¢ szczegdlnie w odniesieniu do tej struktury. Z danych eksperymen-
talnych nie wyptywaja jednak przestanki do przypuszczenia, aby krétkotrwaty (. kilku-
badZz kilkunastominutowy), nawet silny stres dziatajacy bezposrednio przed $miercia
powodowat rownoczesny z nim i uchwytny post mortem wzrost ekspresji genow GAD
65 1 67 w neuronach [46, 73]. Dane te wskazuja natomiast, ze efekt Ow moze by¢ obser-
wowany po czasie dtuzszym jak rowniez w nastgpstwie stresu przewleklego. Rola tego
czynnika jest z kolei podkreslana w patogenezie depresji, gdy m.in. dochodzi do utraty
przez hipokamp funkcji hamujacej 0§ HPA, co wiaze si¢ z zaburzeniami receptorow
gliko- i mineralokortykoidowych w tej strukturze [71, 197, 252]. Nie mozna wigc wy-
kluczy¢ roli stresu przewlektego w zmianach obserwowanych w zespole hipokampa.

Warstwa V DLC po stronie lewej byta jedynym z badanych obszarow, w ktérym
stwierdzono obnizong gestos¢ neuropilu u nie-samobdjcOw w pordéwnaniu z samobdjca-
mi i osobnikami kontrolnymi. Efekt ten oraz wyzsza wartos¢ badanego parametru, ob-
serwowana w warstwie III EC po stronie lewej stanowity najprawdopodobniej zmiany
specyficzne dla zaburzenia dwubiegunowego, poniewaz prawie wszystkie przypadki (6 z
7) nie-samobojcow nalezaty do tej grupy diagnostycznej. Przedstawiane dane wskazuja
na zaburzenia regulacji uktadu GABAergicznego u chorych z zaburzeniami afektywny-
mi i w odniesieniu do DLC sa zgodne z wynikami uzyskanymi w badaniach posmiert-
nych PFC zaréwno u tych chorych [49], jak i schizofrenikéw [3, 158].

Zaburzenia ekspresji genéw GAD na poziomie zarowno transkrypcji jak i translacji
odnotowano niejednokrotnie u chorych z podanych grup diagnostycznych zaburzen
psychicznych. Poziomy GAD 65- i1 67-kDa byly znamiennie obnizone w moézdzku cho-
rych z BD i MDD w poréwnaniu z kontrola, jednak nie uwzgledniono wplywu samoboj-
stwa [94]. Obnizona gesto$¢ neurondéw zawierajacych mRNA dla GAD 67 zostala
stwierdzona w AC w zaburzeniu dwubiegunowym, jednak nie-samobojcy przewazali w
tych badaniach [277]. Podobny sktad wyst¢gpowal w badaniach Benes i wspotpracowni-
kow [27], ktorzy stwierdzili obnizong ggstos¢ zakonczen GAD-ir w PFC, w tym w AC,
u schizofrenikow i w matej grupie (n=>5) chorych z epizodem maniakalnym w przebiegu
BD. Poziomy mRNA i biatka GAD 67 w PFC i w mézdzku byly znamiennie obnizone u
schizofrenikow i chorych z BD bez objawdw psychotycznych, natomiast pozostawaty
niezmienione u chorych z MDD bez objawdéw psychotycznych w poréwnaniu z kontrola.
Ponadto izoforma GAD 65 nie wykazywata zmian pomigdzy porownywanymi grupami
[117]. Aktywno$¢ GAD byla obnizona w kilku regionach mézgu, takich jak kora czoto-
wa, potyliczna i jadra podstawy [209]. Cytowane wyniki sa zgodne z wynikami autora w
obrgbie DLC nie-samobojcow, ktorzy byli prawie wylacznie chorymi z BD. Jednak
badania poprzednie sa trudno poréwnywalne z wltasnymi z powodu odmiennosci meto-
dycznych oraz w sktadzie diagnostycznym grup i w przyczynie S$mierci (samoboj-
stwo/inna). Ostatnio stwierdzono specyficzny dla chorych z MDD i BD wzrost gesto$ci
neuronéw GAD 65/67 — immunoreaktywnych w OFC oraz specyficzny tylko dla pacjen-
tow z MDD w DLC i w hipokampie. W badanej grupie chorych wystgpowata zréwno-
wazona liczba samobojcow 1 nie-samobdjcow [32]. Jest to pierwsza praca, w ktorej
zwrocono uwagg na mozliwos¢ podwyzszonej ekspresji genow GAD w zaburzeniach
afektywnych, co odpowiada wynikom prezentowanym.

mRNA GAD 65 i 67 jako marker interneuronow GABAergicznych byly znamiennie
obnizone w zespole hipokampa chorych z BD — pierwszy z nich w polu CA2/3 i w DG,
drugi w CA4 [125]. Nie stwierdzono natomiast zmian w polu CA1 hipokampa a ponadto
w badanej grupie dominowali nie-samobdjcy. Molnar ze wspdtpracownikami [194]
wykazali brak jakichkolwiek zmian w mRNA GAD 67 w DLC chorych z BD i MDD w
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poréwnaniu z grupa kontrolng. Wystgpowata przy tym tendencja do raczej podwyzszo-
nego niz obnizonego poziomu tego mRNA. W odniesieniu do mRNA GAD zmiany
podobnie odmienne od powszechnie stwierdzanych wykazano w studium badawczym
poswigconym starszym schizofrenikom [80]. W schizofrenii wigkszo$¢ przeprowadzo-
nych badan dostarczyta dowody na obnizenie aktywnosci GABAergicznej w obszarach
PFC, lecz nie w zespole hipokampa (przeglad w: [116, 158]). Dracheva ze wspodtpra-
cownikami [80] wykazali u starszych schizofrenikow znamienny wzrost w DLC mRNA
kodujacego obie izoformy GAD. Autorzy ci postulowali, ze odchylenia GABAergiczne
podlegaja w przebiegu schizofrenii znacznym zmianom ksztattujacym si¢ w ten sposob,
ze ekspresja genéw GAD jest mniejsza we wczesniejszych fazach choroby, lecz zwigk-
sza si¢ w poOzniejszym okresie zycia. Jednak w przedstawianych badaniach wiasnych
zaburzen afektywnych nie wykryto korelacji pomigdzy gestoscia neuropilu GAD-ir i
czasem trwania choroby ani wiekiem w chwili zgonu w zadnym z badanych regionow,
zarowno u chorych z BD jak i MDD. Rozbieznosci pomigdzy poziomem mRNA i biatka
sa znane z innych badan nad depresja [280]. Tak wigc wyniki badan dotyczacych mRNA
GAD powinny by¢ wykorzystywane w sposob ostrozny w interpretacji wynikow doty-
czacych biatka GAD.

W badaniach wlasnych stwierdzono znamienne, ujemne korelacje pomigdzy ggsto-
$cig neuropilu GABAergicznego a $rednia dawka dobowa przyjmowanych lekow psy-
chotropowych (tabela 13) u samobdjcow z depresja. Efekt ten przewazat w obszarach, w
ktorych nie stwierdzono réznic w gestosci unerwienia GABAergicznego, co wskazywa-
lo, ze te ujemne wyniki mogty by¢ nastgpstwem dzialania przyjmowanych lekow. Kore-
lacja ujemna pomigdzy dawkami lekoéw psychotropowych a badanym parametrem wska-
zuje ponadto, ze stwierdzona wyzsza gesto$é neuropilu GAD-ir w istocie odzwierciedla
zaburzenie neuronéw GABAergicznych powiazane z procesami prowadzacymi do sa-
mobojstwa a nie ze stosowanym leczeniem. Co wigcej, ten przypuszczalnie pozytywny
efekt farmakoterapii na zaburzenia przekaznictwa GABAergicznego byl regionalnie
zréznicowany i nie wystgpowat w strukturach zasadniczych dla przyswajania nowych
informacji, takich jak kora $rodwechowa, zakrgt zgbaty i hipokamp [247]. Zaktadajac
hipotetycznie, brak lub niedostatecznos$¢ tego dziatania moglyby tlumaczy¢, dlaczego
stosowane leczenie byto niewystarczalne w zapobieganiu aktowi samobdjczemu.

Badania kliniczne wykazaty, ze leczenie pacjentow depresyjnych przy pomocy se-
lektywnych inhibitor6w wychwytu zwrotnego serotoniny podwyzsza catkowity poziom
GABA w korze ptatow potylicznych [30, 32, 238], co wskazywalo, ze leki przeciwde-
presyjne posiadaja zdolno$¢ do zwigkszania jego produkcji. Podawanie lekoéw przeciw-
depresyjnych u zwierzat zwigksza poziom neurogenezy, migracji i roznicowania komo-
rek w warstwie subgranularnej DG i w brzeznej strefie okotokomorowej, tj. w miejscach
udokumentowanej do$wiadczalnie neurogenezy w moézgu dorostym [86]. Zgodnie z
najnowszymi doniesieniami GABA jest zaangazowany w tych procesach [105]. Przed-
stawiane studium badawcze dostarcza posrednie dowody na regulujacy aktywnos$é¢ GA-
BAergiczng efekt lekow psychotropowych, wsrdd nich przeciwdepresyjnych. Dziatajac
w warunkach chorobowych, leki te moga powodowac wzrost obnizonego i spadek pod-
wyzszonego przekaznictwa GABAergicznego.

Badania ostatnich lat wskazuja na potencjalnie szkodliwe nastgpstwa patologicznie
wzmozonego unerwienia GABAergicznego, ktére moga wystgpowac takze w struktu-
rach mézgu ludzkiego. To zjawisko patologiczne moze przyczynia¢ si¢ do zaburzen
neurogenezy w mozgu dorostym [105], do zaburzen plastycznosci [93] i do paradoksal-
nie wzmozonej pobudliwo$ci neurondw postsynaptycznych [25, 241]. Poniewaz badania
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wlasne wykazaty wzrost unerwienia GABAergicznego gtéwnie w korze srodwechowej i
strukturach zespotu hipokampa, wskazuje to na mozliwo$¢ zaburzen przeptywu informa-
cji, niezbednego dla funkcji uczenia si¢ 1 zapamigtywania [159, 247]. Zaburzenia pamig-
ci deklaratywnej przy niewykazujacej wigkszych odchylen pamigci operacyjnej maja
stanowi¢ objaw wilasciwy dla depresji [55]. Zgodnie z obowiazujacymi wspodiczesnie
pogladami, pierwsza z nich jest zalezna od struktur ptata skroniowego [247], w ktorych
stwierdzono nasilone odchylenia w badaniach wlasnych a druga od PFC [158], gdzie
odchylenia byly wzglednie niewielkie. Tak wigc przedstawione wyniki badan po$miert-
nych koresponduja z objawami klinicznymi wystgpujacymi u chorych z depresja nawet
wtedy, gdy osiagaja oni stan eutymii [55]. Stwierdzone odchylenie bylo najbardziej
nasilone u samobdjcoOw z depresja, co moze odpowiadaé zaproponowanej wczesniej
hipotezie [132]. Stosownie do niej, uposledzone powstawanie nowych tresci w §wiado-
mosci zwiazane z zaburzeniami pamigci deklaratywnej zaostrza epizod depresyjny,
poniewaz chory nie potrafi wytworzy¢ alternatywy wobec negatywistycznych, przymu-
sowo nawracajacych wspomnien.

Unerwienie GABAergiczne zespotu hipokampa zapewniane przez lokalne interneu-
rony posiada wysoki stopien organizacji [99]. Interneurony te podlegaja ztozonym regu-
lacjom przez widkna systemoéw monoaminoergicznych, w tym pochodzace z neuronéw
jadra grzbietowego szwu i1 miejsca sinawego [100, 189]. Zaburzenia unerwienia zespotu
hipokampa przez wldkna serotoninergiczne i TH-immunoreaktywne stwierdzono w
zwierzegcym modelu wczesnorozwojowej deprywacji spotecznej, stanowiacego jeden z
modeli powstawania zaburzen psychicznych u cztowieka [110]. Badania przedstawione
w rozprawie wykazaty odchylenia w obrgbie neuronéw DRN i LC charakterystyczne dla
autoagresywnosci. Oznacza to, ze na obserwowane zmiany gesto$ci neuropilu GABAer-
gicznego w CA1 i DG mogly wplynaé zaburzenia funkcji uktadow serotoninergicznego i
noradrenergicznego.

Intrneurony wykazujace ekspresje wiazacego wapn biatka parwalbuminy czy neuro-
peptydu cholecystokininy zostaty sklasyfikowane jako interneurony perisomatyczne
(ang. perisomatic interneurons) [99]. Z uwagi na lokalizacj¢ analizowanych obszaréw
(warstwa ziarnista DG i warstwa piramidowa CA1), zakonczenia aksonalne interneuro-
néw perisomatycznych stanowia najprawdopodobniej wigkszos¢ elementow GAD-ir,
ocenianych w przedstawionych badaniach. Polaczone z paczkowaniem (ang. sprouting)
rozprzestrzenianie si¢ tych zakonczen wystgpuje podobnie jak w przypadku interneuro-
néw dendrytowych (ang. dendritic interneurons) zardbwno w DG jak i w CAl, co stwier-
dzono w zwierz¢cych modelach padaczki [25]. Ogniskowy wzrost unerwienia GABAer-
gicznego stwierdzono takze w uleglym sklerotyzacji hipokampie chorych na padaczke
[11]. Oprocz paczkowania zakonczen aksonalnych interneurondéw perisomatycznych w
zespole hipokampa, w padaczce moze dochodzi¢ takze do zwigkszonej ekspresji GAD w
tych zakonczeniach [25].

Znane sa zarowno kliniczne jak i neurobiologiczne dowody przemawiajace za tym,
ze padaczka i depresja to zblizone stany chorobowe [106, 119, 138]. W obu z nich,
wzmozone unerwienie GABAergiczne zespotu hipokampa moze by¢ rozpatrywane jako
wyraz mechanizmu kompensujacego nadmierne pobudzenie, zwigzane z nasilonym w
sposob patologiczny przekaznictwem glutaminianergicznym, potaczonym z aktywacja
osi HPA [11, 25, 183]. Podczas gdy powszechnie uwaza sig, ze paczkowanie zakonczen
aksonalnych w sieciach GABAergicznych stuzy rownowazeniu tego pobudzenia, poja-
wiaja si¢ rowniez informacje wskazujace, ze moze ono réwniez uczestniczy¢ w powsta-
waniu patologicznie wzmozonej aktywnos$ci neuronalnej [25, 241]. To paradoksalne
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zjawisko moze posiada¢ znaczenie etiologiczne zarowno w padaczce jak i depresji, po-
niewaz interneurony perisomatyczne odgrywaja zasadnicza role w ksztattowaniu zjawisk
oscylacji 1 synchronizacji aktywnosci sieci neuronalnych [99].

Czynnikiem utrudniajacym interpretacj¢ wynikow badan morfometrycznych doty-
czacych zardwno depresji jak i padaczki moze byé zmniejszenie objgtosci zespotu hipo-
kampa [25, 55], w ktéorym przedstawiane badania wykazaly wyrazny wzrost gestosci
neuropilu GABAergicznego. Jednak w zaburzeniach afektywnych zmniejszenie objgto-
$ci stwierdzono rowniez w regionach PFC [82, 164, 201] lecz badania wlasne nie wyka-
zaty w nich wzrostu ocenianego parametru. Przemawia to przeciwko przyjeciu redukcji
objetosci struktur moézgu jako potencjalnego zrédla zaobserwowanych zmian.

Podsumowujac, u chorych z depresja stwierdzono odchylenia w ggsto$ci neuropilu
GAD-ir, nasilone zwlaszcza w limbicznych obszarach korowych ptata skroniowego, w
sposob szczegbdlny zaznaczone u samobojcodw. Przedstawione wyniki przemawiaja za
wystgpowaniem w zaburzeniach afektywnych nieprawidtlowosci w obrgbie uktadu GA-
BAergicznego. Podlegaja one przypuszczalnie normalizujacemu wplywowi lekow psy-
chotropowych, lecz nie jest to efekt zapobiegajacy samobodjstwu.

6. Dyskusja podsumowujqca

W mysl coraz powszechniej prezentowanego pogladu, procesy prowadzace do sa-
mobdjstwa i depresja sa $cisle powiazanymi lecz jednocze$nie odrgbnymi zjawiskami
patologicznymi, dotyczacymi ztozonych sieci neuronalnych. W obu z nich badania na-
ukowe koncentruja si¢ w gtdwnej mierze na zaburzeniach struktur uktadu limbicznego
oraz modulujacych jego czynnos¢ uktadéw monoaminoergicznych, zwlaszcza serotoni-
nergicznego. Stanowito to takze przedmiot badan przedstawianych w pracy.

Wykazaly one powiazane ze soba, iloS§ciowe odchylenia parametréw neurohistolo-
gicznych w obrgbie komponent uktadu limbicznego i uktadow aktywujacych pnia mo-
zgu. Odchylenia te wskazywaly na uposledzenie czynnos$ci struktur waznych dla kontroli
emocji, powstawania pamigci i1 uczenia sig¢, ksztattowania nastroju, odczuwania przy-
jemnosci, pobudzenia OUN i regulacji osrodkowej reakcji na stres. Wymienione procesy
ulegaja zaburzeniu zaréwno w depresji jak i w procesach prowadzacych do samobdj-
stwa.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze depresji towarzysza zmiany morfologicz-
ne, uchwytne w ilosciowych badaniach neurohistologicznych struktur OUN. Jednocze-
$nie wskazuja one, ze procesy prowadzace do samobdjstwa mozna réznicowaé w opar-
ciu o te badania. Uzyskane wyniki nie wykluczaja jednoczesnie, ze procesy te i depresja
posiadaja cechy wspolne. Badania wniosty wigc przyczynek do lepszego zrozumienia
obu tych zjawisk patologicznych. Wérdéd wynikéw na szczegodlna uwage wydaja si¢
zashugiwac te, ktore wskazuja na odrgbnos¢ zaburzen limbicznych obszardéw kory przed-
czotowej w depresji, na wzrost przekaznictwa GABAergicznego w korze §rodwegchowej
i zespole hipokampa w procesach prowadzacych do samoboéjstwa oraz na zaburzenia
badanych jader pnia mozgu, narastajace wraz z poziomem autoagresywnosci u chorych z
depresja.

Nie stwierdzono, aby zaobserwowane zmiany ilo$ciowe wybranych parametréw
neurohistologicznych byly nastgpstwem stosowanych lekéw psychotropowych. W nie-
ktorych sytuacjach wykazano natomiast, ze farmakoterapia stosowana przez dtuzszy
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czas przed zgonem przeciwdziatala tym zmianom. Byl to dodatkowy, posredni argument
na potwierdzenie zwiazku stwierdzonych odchylen ze stanem chorobowym. Z przepro-
wadzonej analizy moglo ponadto wynikaé, ze stosowane leki pomimo uchwytnego,
przeciwdziatajacego zmianom chorobowym efektu nie byly w stanie zapobiec samobdj-
stwu.

Co szczegolnie wazne z punktu widzenia diagnostyki sadowo-lekarskiej, nie wyka-
zano, aby badane parametry ulegaty takim wpltywom przemian posmiertnych w rozpa-
trywanym przedziale czasowym, ze mogloby to rzutowa¢ na zaobserwowane roznice.
Stwierdzenie to dotyczy takze innych czynnikow, okreslanych mianem zmiennych wi-
ktajacych (ang. confounding variables), poddanych szczegdtowej analizie. Wykazane
roznice warto$ci badanych parametrow osiagnety w niektdrych porownaniach migdzy- i
wewnatrzgrupowych wysoka znamienno$¢ statystyczna. Podane fakty przemawiatyby za
mozliwo$cig wybidrczego wprowadzenia neurohistologicznych badan ilosciowych OUN
do diagnostyki po$miertnej. Z drugiej jednak strony, wielko$¢ stwierdzonych roéznic nie
osiagnela powszechnie przyjetego poziomu diagnostycznego, rozumianego jako $rednia
+ dwukrotna warto$¢ odchylenia standardowego. Nie mozna tego jednak traktowac jako
argumentu wykluczajacego potencjalng mozliwos¢ zastosowania niektorych z przedsta-
wionych badan w diagnostyce po$miertnej. Aby wypowiedzie¢ si¢ odno$nie takiej moz-
liwosci w sposob bardziej jednoznaczny, nalezatoby przeprowadzi¢ dalsze badania,
obejmujace wigksza liczbg przypadkow, takze z innych grup zaburzen psychicznych.



WNIOSKI

1.

W depresji wystepuja powiazane ze soba, ilosciowe odchylenia parametrow
neurohistologicznych pod postacig zmian kariometrycznych komoérek pirami-
dowych przedniej czgsci zakretu obreczy (AC), kory oczodotowo-czolowej
(OFC) i neurondéw jadra grzbietowego szwu (DRN), liczby neuronéw noradre-
nergicznych w miejscu sinawym (LC) 1 ggstosci neuropilu GABAergicznego.
Odchylenia te wykazuja znaczace roznice charakterystyczne dla badanych grup
samobdjcoéw, co przemawia za tym, ze procesy prowadzace do samobojstwa
moga by¢ zwiazane z odrgbnymi zmianami w morfologii badanych struktur a
tym samym zmiany te moga by¢ podstawa do posmiertnego réoznicowania sa-
mobdjstwa u chorych z depresja.

Zmiany parametréw kariometrycznych neurondéw piramidowych AC i OFC
wskazuja na zaburzenia ich aktywnos$ci u chorych z depresja, odmienne dla
kazdej z tych okolic i odrgbne dla proceséw prowadzacych do samobdjstwa.
Odregbnos¢ tych procesow podkreslaja badania uktadu GABAergicznego, w
ktérym jedynie u samobdjcOw obserwuje si¢ znaczace zmiany wskazujace na
wzrost przekaznictwa GABAergicznego w zespole hipokampa.

Poziom autoagresywnos$ci manifestujacy si¢ w akcie samobdjczym znajduje
odzwierciedlenie w zmianach kariometrycznych neuronow DRN i liczby neu-
ronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym LC, ktore wskazuja na nasilaja-
ce si¢ wraz z nim zaburzenia aktywnosci serotoninergicznej (DRN) i noradre-
nergicznej (LC).

Stosowane leki psychotropowe nie mialy wptywu na zaobserwowane zmiany
morfologiczne struktur OUN; stwierdzenie to dotyczy takze innych zmiennych
wikltajacych, takich jak czas po $mierci i czas utrwalania mozgu, wspotczynnik
obkurczania mozgu pod wptywem zatapiania w parafinie, pte¢, wiek, masa mo-
zgu oraz czas trwania i biegunowos¢ zaburzenia afektywnego.

Na obecnym etapie badan nie mozna wypowiedzie¢ si¢ w sposob jednoznacz-
ny, czy moglyby one znalez¢ zastosowanie w diagnostyce posmiertnej; wyma-
gatoby to przebadania wigkszej liczby przypadkow w celu lepszej oceny
zmiennos$ci badanych parametrow oraz uwzglednienia innych grup zaburzen
psychicznych w celu ustalenia, czy zaobserwowane zmiany stanowia ceche
wspolna samobojstwa niezalezna od podstawowego zaburzenia.
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STRESZCZENIE

Za powstawanie bogatych i réznorodnych objawéw depresji odpowiadaja najpew-
niej zaburzenia licznych struktur mézgu, wsrod nich w glownej mierze kory przedczo-
towej (PFC), zespolu hipokampa, prazkowia, ciala migdatowatego i wzgoérza oraz kom-
ponent uktadow aktywujacych pnia mézgu, zwlaszcza serotoninergicznego. Zgodnie z
wynikami wspotczesnych badan neurobiologicznych, procesy prowadzace do samobdj-
stwa stanowia odrgbne zjawisko patologiczne u chorych z depresja. Jednak kryteria
diagnostyczne jednoznaczne dla tych procesow nie zostaty dotychczas opracowane a
moglyby one posiada¢ znaczenie zaréwno dla psychiatrii jak i medycyny sadowej. Moz-
liwo$¢ rozpoznania samobdjstwa na podstawie badan poSmiertnych osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) posiadataby bowiem duze znaczenie dla diagnostyki roznicowej w
medycynie sadowej. W celu oceny ewentualnej przydatnosci takich badan dla rozpozna-
nia procesow prowadzacych do samobdjstwa przeprowadzono ilo§ciowe badania neuro-
histologiczne wybranych struktur OUN, gtéwnie komponent uktadu limbicznego i ukta-
dow aktywujacych pnia mozgu. Struktury te pelnia kluczowa rol¢ w kontroli emocji,
powstawaniu pamigci i uczeniu sig, ksztaltowaniu nastroju, odczuwaniu przyjemnosci,
pobudzeniu OUN i regulacji o$rodkowej reakcji na stres. Procesy te ulegaja zaburzeniu
w depresji. Badania dotyczyly zatopionych w parafinie moézgéw, pobranych od chorych
z rozpoznanym epizodem depresyjnym, ktory wystepowatl w przebiegu duzej depres;ji
oraz zaburzenia dwubiegunowego, zgodnie z kryteriami diagnostycznymi DSM IV.
Czes$¢ z tych chorych stanowili samobojcy, pozostali zmarli z przyczyn chorobowych.
Wedhug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia, depresja stanowi najczestsza przyczyne
samobdjstw (ok. 50% przypadkow), co uzasadniato dokonany wybor. Grupg kontrolna
stanowili osobnicy bez rozpoznawanych przyzyciowo zaburzen psychicznych. Zastoso-
wano rozne metody iloSciowej oceny neurohistologicznej. O wyborze parametrow neu-
rohistologicznych zadecydowaly mozliwosci posredniej oceny zaburzen aktywnos$ci
neuronalnej (w badaniach kariometrycznych) oraz przekaznictwa (w badaniach immu-
nohistochemicznych). Barwienie metoda AgNOR (ang. argyrophilic nucleolar organi-
ser, srebrochtonny organizator jaderkowy) postuzyto do badan kariometrycznych neuro-
néw jadra grzbietowego szwu (DRN) oraz neuronéw piramidowych warstw III 1 V kory
przedniej czgSci zakretu obreczy (AC) i kory oczodotowo-czotowej (OFC). W miegjscu
sinawym (LC) mostu dokonano pomiaréw liczby neurondow wykazujacych dodatnia
reakcje immunohistochemiczng na hydroksylazg tyrozynowa (TH), enzymu kluczowego
w syntezie noradrenaliny. Z kolei w obszarach PFC jak rowniez w wybranych struktu-
rach limbicznych ptata skroniowego dokonano oceny ggstosci neuropilu GAD-
immunoreaktywnego (GAD — dekarboksylaza kwasu glutaminowego, enzym kluczowy
w syntezie kwasu gamma-aminomastowego). Te roznorodne badania potwierdzily, ze
procesy prowadzace do samobdjstwa stanowia u chorych z depresja odrgbne zjawisko
patologiczne, zaznaczajace si¢ w odmienny sposéb w roznych strukturach moézgu. Sa-
mobdjcy wykazali swoja odrgbno$¢ neurobiologiczng zar6wno wobec kontroli jak réw-
niez innych chorych z epizodem depresyjnym w badaniach przeprowadzonych metoda
AgNOR w obrgbie DRN i AC oraz metoda immunohistochemiczna GAD w zespole
hipokampa. Szczegélnie interesujace z punktu widzenia medycyny sadowej wydaje si¢
by¢ stwierdzenie zmian wilasciwych dla nasilenia stopnia autoagresywnosci w akcie
samobodjczym. Wykazaty to w sposob niezalezny badania struktur pnia mézgu (DRN i
LC). Obserwowane roznice migdzy- i wewnatrzgrupowe byly niezalezne od stosowa-
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nych lekéw psychotropowych oraz innych zmiennych wiktajacych, w tym od czasu po
$mierci. Dla niektorych poréwnan osiagnegly one wysoka znamienno$¢ statystyczna.
Mimo podanych wilasciwosci, na obecnym etapie badan nie mozna wypowiedzie¢ si¢
jednoznacznie, czy moglyby one znalez¢ zastosowanie w diagnostyce posmiertnej. W
tym celu koniecznym byloby przebadanie wigkszej liczby przypadkéw samobojstw i
poszerzenie badan o inne grupy zaburzen psychicznych.



SUMMARY

It is likely that many brain regions mediate the diverse symptoms of depression, in-
cluding regions of the prefrontal cortex (PFC), hippocampus, striatum, amygdala, and
the thalamus as well as the components of brain activating systems of the brain stem,
especially serotonergic. The recent neurobiological studies suggest that processes lead-
ing to suicide constitute distinct pathological phenomenon in depressive patients. Never-
theless, diagnostic criteria that would be unequivocal for each of them have not been
developed so far, although they could be important for both psychiatry and forensic
medicine. The possibility of suicide diagnosis just on base of postmortem study of cen-
tral nervous system (CNS) would considerably matter for differential diagnostics in
forensic medicine. To evaluate the usefulness of such research for the diagnosis of proc-
esses leading to suicide, the quantitative neurohistological investigations of chosen CNS
structures was performed, mostly the components of limbic system and the components
of brain activating systems of the brain stem. Those structures play a crucial role in the
control of emotions, the memory and learning functions, the generation of mood, the
experience of pleasure, the stimulation of CNS and the regulation of central stress reac-
tion. Above mentioned processes are subject to disorders in depression. The study was
performed on paraffin-embedded brains from patients with depressive episode in both
major depressive disorder and bipolar disorder, in accordance with diagnostic criteria of
DSM IV. Some of the patients were suicide victims, whereas the others died of disease.
The study focused on depression regarding the data of the World Health Organization
pointing that it is the most common cause of suicide (ca. 50% of cases). Control brains
were collected from patients without a record of psychiatric disorders during their life-
time. Different methods of quantitative neurohistological evaluation were performed.
The choice of neurohistological parametres was made regarding possibilities of indirect
estimate of neuronal activity disorders (in karyometric studies) and neurotransmission
disorders (in immunohistochemical studies). The argyrophilic nucleolar organiser
(AgNOR) staining method made it possible to evaluate karyometric parameters of the
dorsal raphe nucleus (DRN) neurons and of the layers III and V pyramidal neurons of
the anterior cingulate cortex (AC) and orbitofrontal cortex (OFC). In the locus coreuleus
(LC) of the brain stem was evaluated the number of neurons immunoreactive for the
tyrosine hydroxylase (TH), the key enzyme in noradrenaline synthesis. On the other
hand, in PFC areas as well as in chosen limbic structures of the temporal lobe the evalua-
tion of GAD-immunoreactive neuropil density (GAD — glutamic acid decarboxylase, the
key enzyme in gamma-amino butyric acid synthesis) was carried out. Those various
studies confirmed that processes that lead to suicide constitute distinct pathological phe-
nomenon in depressive patients and appear in different ways in various brain structures.
Suicide patients demonstrated their neurobiological distinctness both from controls and
other patients with depressive episode in the AgNOR studies of DRN and AC as well as
by GAD-immunostaining method in the hippocampal formation. The finding of abnor-
malities that correspond with self aggression level in the suicidal act seems to be particu-
larly interesting for forensic medicine. This was independently proved by the studies on
brain stem structures (DRN and LC). The inter- and intra-group differences were not
influenced by psychotropic medication applied and other confounding variables, includ-
ing the time after death. For some of the comparisons they reached a high statistical
significance. Apart from the given characteristics, it is impossible by now to state explic-
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itly if the presented investigations could become useful in postmortem diagnostics. To
this end, it would be advisable to examine more suicidal patients and extend the study on
other groups of mental disorders.



