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Samenvatting

Tijdens een stressvolle situatie treden allerlei reacties op in het lichaam en in de hersenen.
De niveaus van adrenaline in het bloed worden verhoogd, energie in de vorm van glucose
wordt vrijgemaakt en de hartslag en de bloeddruk nemen toe. Kort daarna wordt de
hoeveelheid van het stress-hormoon cortisol in het bloed verhoogd. Cortisol zorgt voor
mobilisatie van glucose en helpt bij het verwerken van relevante informatie van de
stressvolle situatie, inclusief de bevordering van geheugenprocessen. Daarnaast wordt ook
de keuze van het juiste gedrag passend bij de stressvolle situatie bevorderd. Deze
verschillende reacties zorgen ervoor dat iemand de juiste emoties en het juiste gedrag
vertoont, dat lichaam en geest in balans blijven en dat diegene de stressvolle situatie
onthoudt en weet hoe te reageren als een soortgelijke situatie zich later opnieuw voordoet.
Het meest stressvol zijn situaties waarbij men geen informatie heeft over wat er te gebeuren
staat en er ook geen invloed op kan uitoefenen, maar wel een angstig voorgevoel heeft dat
het niet goed zal gaan; bijvoorbeeld wanneer ontslag dreigt. Dat is werkstress van de ergste
soort.

Cortisol wordt geproduceerd en uitgescheiden door de nier, komt in het bloed terecht en
uiteindelijk in het gehele lichaam, inclusief de hersenen. Het hormoon cortisol heeft sterke
effecten op het lichaam en de hersenen. Deze effecten in de hersenen komen tot stand door
twee eiwitten waar cortisol aan kan binden; de zogenaamde glucocorticoid receptor (GR) en
de mineralocorticoid receptor (MR). Deze twee receptor typen komen in verschillende mate
voor in de hersenregio’s die een belangrijke rol spelen bij emoties en gedrag (het limbische
systeem). De MR en GR vervullen hun functie door na het binden van het hormoon cortisol
de expressie van andere genen te beinvloeden; dat zijn genen die coderen voor eiwitten die
invloed hebben op de psychologische en fysiologische reacties op stress en het
aanpassingsvermogen. Deze genetische effecten verlopen langzaam; het duurt gemiddeld
een uur voordat een meetbare verandering in de eiwitexpressie tot stand komt. Recentelijk
zijn er varianten (celmembraan-gebonden) van de receptoren aangetoond die zorgen voor
snellere effecten van de steroiden op (neuronale) activiteit in de hersenen.

De MR en de GR vullen elkaar aan wat betreft het tot stand brengen van de effecten van
cortisol; de MR is vooral betrokken bij de initiéle reacties op stress, terwijl de GR ervoor
zorgt dat de stress reacties niet te ver doorschieten. Cortisol zorgt er via de GR ook voor dat
er energie vrijkomt die nodig is voor herstel. Dit proefschrift is gericht op de MR en dan met
name op veel voorkomende genetische varianten van de MR, die mogelijk betrokken zijn bij
individuele verschillen in de reactie op stress.

Onderzoek heeft aangetoond dat de MR een belangrijke rol speelt in de mate van flexibiliteit
waarmee een dier of een mens reageert op lastige (stressvolle) situaties. Daarom wordt
verondersteld dat genetische varianten van de MR mogelijk de vatbaarheid van mensen
voor stress beinvloedt, wat gevolgen kan hebben voor het ontwikkelen van een stress-
gerelateerde stoornis zoals depressie. Vandaar dat medicijnen die gericht zijn op de MR
wellicht kunnen leiden tot verlichting van klinische symptomen. Recent onderzoek heeft
aangetoond dat wanneer de MR gestimuleerd wordt in combinatie met het gebruik van een
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vaak voorgeschreven antidepressivum (SSRI), dit de effecten van het medicijn versterkt.
Toch zijn er tot nu toe geen publicaties verschenen waarin een duidelijke relatie tussen MR
genvarianten en de vatbaarheid voor stress en depressie wordt beschreven.

Het doel van dit proefschrift was dan ook om de invloed van MR genvarianten op neuro-
hormonale regulatie (cortisol) en psychologisch functioneren te bepalen. Om dit doel te
bereiken hebben we getracht genetische varianten van de MR die vaak voorkomen in de
algemene populatie te identificeren en te karakteriseren. Vervolgens hebben we met behulp
van zogenaamde genetische associatie studies bepaald of deze MR genvarianten van
betekenis zijn. We hebben onderzocht of de MR genvarianten invloed hebben op cortisol
regulatie bij patiénten met depressie. Daarnaast hebben we bepaald of de MR genvarianten
relateren aan verschillen in persoonlijkheidskenmerken die het risico op depressie
voorspellen. Tot slot hebben we bepaald of de MR genvarianten in verband gebracht
kunnen worden met het risico op een depressieve stoornis zelf.

De studies beschreven in dit proefschrift zijn gebaseerd op de hypothese dat verschillen in
MR versus GR expressie in de hersenen invioed hebben op de vatbaarheid van iemand
voor stress-gerelateerde stoornissen zoals depressie. Tot nu toe zijn er maar enkele
publicaties verschenen waarin vergelijkingen werden gemaakt tussen receptor expressie in
postmortem hersenen van depressieve patiénten en niet-depressieve controles. Wij hebben
MR transcript expressie (waaronder de twee zogenaamde ‘splice varianten’ MRa. en MRp)
bepaald in vijf limbische hersenstructuren, waarbij gebruik gemaakt werd van postmortem
hersenweefsel van zes personen zonder depressie en van zes personen die
gediagnostiseerd waren met een ernstige depressieve stoornis (Hoofdstuk 2). De hoogste
MR expressie werd gedetecteerd in de hippocampus (waar de expressie hoger was dan de
transcript expressie van de GR), terwijl veel lagere MR expressie niveaus werden gemeten
in de amygdala, de cingulate gyrus, de inferior frontale gyrus en de nucleus accumbens (dat
is 20—-100 maal lager). In alle regio’'s was de expressie van de MRp variant lager dan de
MRo expressie. Opvallend genoeg was de MR expressie significant lager in het
hersenweefsel van de patiénten met depressie, met name in de hippocampus, de inferior
frontale gyrus en de cingulate gyrus. Ook was de GR expressie enigszins verlaagd in de
hersenen van de depressieve patiénten. De verlaagde expressie van MR in de hersenen
van patiénten met depressie zou een verklaring kunnen zijn voor de verstoringen in de
hormonale regulatie, emoties en cognitieve flexibiliteit, die vaak waargenomen worden bij
patiénten met depressie.

Voorheen zijn er twee genetische variaties in de DNA sequentie van het MR-gen
(zogenaamde single nucleotide polymorphisms, SNPs; de MR -2G/C en 1180V SNPs in
exon 2) geidentificeerd die invioed hebben op het functioneren van de MR. In het hier
beschreven onderzoek hebben we bepaald of er meer van deze MR genvarianten
voorkomen, met name in de DNA sequentie die codeert voor de zogenaamde promotor
regio van het MR-gen. De promotorsequentie van een gen is belangrijk voor context-
afhankelijke (dat is weefsel-, tijd- en situatie-afhankelijke) expressie van het gen en dus
kunnen genetische variaties in deze sequentie resulteren in verschillen in expressie
(Hoofdstuk 3). In totaal werden acht SNPs geidentificeerd in een sequentie van de MR
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promotor regio van bijna 4000 DNA basenparen (nucleotiden). De promotor SNPs waren
sterk gekoppeld aan de twee al eerder beschreven SNPs (in exon 2). Tezamen resulteren
de SNPs in drie SNP combinaties, zogenaamde haplotypes, die vaak voorkomen in de
algemene populatie. Met behulp van een test in cellen kon worden aangetoond dat de SNPs
in de MR promotor inderdaad invloed hadden op de activiteit van de promotor; haplotype 2
(freq. ~0.38) resulteerde in een hoger afschrijven (transcriptie) van het gen en dus in meer
genexpressie vergeleken met de haplotypes 1 en 3. In combinatie met de eerder gevonden
gegevens aangaande de MR genvarianten in exon 2 betekent dit dat haplotype 2 resulteert
in een (1) hogere gentranscriptie (meer mRNA), (2) verhoogde translatie (meer eiwit) en (3)
toegenomen transactivatie (expressie) van de genen die via de MR door cortisol beinvlioed
worden. Vervolgstudies zijn nodig om te bepalen of haplotype 2 ook resulteert in hogere MR
expressie in de hersenen. Desalniettemin, duiden de resultaten erop dat deze
veelvoorkomende MR genvarianten het functioneren van de MR beinvioeden. Daarom
kunnen we deze MR SNPs en haplotypes goed gebruiken om de relatie tussen genetische
varianten van de MR, verschillen in hormonaal en psychologisch functioneren en het risico
op depressie te onderzoeken.

Hoofdstuk 4 beschrijft de resultaten van een eerste genetische studie naar de rol van de
MR in het psychologisch functioneren van individuen die geselecteerd waren uit de
algemene populatie. De MR haplotypes 1 tot 3 werden getest op hun relatie met verschillen
in dispositioneel optimisme. Dispositioneel optimisme geeft aan in welke mate mensen in
het algemeen positieve verwachtingen hebben betreffende hun toekomst. Het is
aangetoond dat optimisme invioed heeft op succesvol gedrag in stressvolle situaties, die
dan overigens ook als minder stressvol ervaren worden. Voorts leidt optimisme tot een
hogere levensverwachting en een lager risico op depressie. Wij vonden in deze eerste
studie onder een groep ouderen dat specifiek MR haplotype 2 gekoppeld was aan een
verhoogd dispositioneel optimisme, maar alleen bij vrouwen en niet bij mannen.

Hoofdstuk 5 beschrijft de resultaten van een tweede studie onder een groep studenten, die
uitgevoerd werd als vervolgstudie op die beschreven in Hoofdstuk 4. De MR haplotypes 1
tot 3 werden getest op hun relatie met verschillen in de psychologische (cognitieve) reactie
op een sombere stemming. Wij waren met name geinteresseerd in de relatie met gedachten
van hopeloosheid, die namelijk per definitie invers gekoppeld zijn aan optimisme
(pessimisme) en een hoger risico op depressie kunnen voorspellen. We vonden dat MR
haplotype 2 gekoppeld was aan minder gedachten van hopeloosheid en weer alleen bij
vrouwen en niet bij mannen. Dit is overeenkomstig de resultaten zoals beschreven in
Hoofdstuk 4. Daarnaast werd een eerste indicatie gevonden voor een relatie tussen
haplotype 2 en een lager risico op depressie.

Eerdere studies uitgevoerd door onze groep en door anderen hebben laten zien dat de
veelvoorkomende MR SNPs en haplotypes relateren aan verschillen in cortisolspiegels bij
gezonde individuen. In Hoofdstuk 6 beschrijven we de resultaten van een studie naar de
relatie tussen de MR genvarianten en cortisolspiegels bij patiénten met depressie. We
vonden echter geen relatie tussen de MR genvarianten en de cortisol ochtendcurve (cortisol
awakening rise, CAR) in de totale groep van patiénten. Er werd echter wel een duidelijke
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relatie gevonden tussen de -2G/C SNP en de CAR bij de patiénten die regelmatig ‘selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) gebruiken, waarbij sommige patiénten (met het -2G/G
genotype) een verhoogde CAR hadden, terwijl andere (dragers van het -2 C-allel) een lage
of zelfs een vlakke CAR lieten zien. De MR 1180V SNP had geen beduidende invloed op het
verloop van de cortisol ochtend curve. Met betrekking tot de haplotypes was met name MR
haplotype 2 gerelateerd aan een lagere CAR. Ook haplotype 3 was gerelateerd aan een
lagere CAR, maar dit effect was wel kleiner. De resultaten suggereren dat de MR deel
uitmaakt van het werkingsmechanisme van antidepressiva. Nu is de vraag of de MR
genvarianten ook relateren aan verschillen in klinische reacties van de patiénten op de
SSRIs. Om deze vraag te beantwoorden zijn langdurige studies nodig waarin de
vermindering van klinische symptomen van de patiénten gedurende een aantal jaren wordt
gevolgd.

De studie beschreven in Hoofdstuk 7 werd uitgevoerd om te onderzoeken of de resultaten
aangaande de relatie van de MR genvarianten met het risico op depressie, beschreven in
Hoofdstuk 5, konden worden herhaald bij een grote groep van patiénten met depressie en
gezonde controles. Weer was MR haplotype 2 gerelateerd aan een lager risico op depressie
en weer alleen bij vrouwen en niet bij mannen. Belangrijk om te noemen is dat de relatie
alleen gevonden werd bij de vrouwen die 51 jaar of jonger waren en dan voornamelijk in de
vrouwen die 41 jaar of jonger waren. Bij de vrouwen boven de 51 jaar werd geen relatie
gevonden tussen de MR genvarianten en het risico op depressie. Het is mogelijk dat
geslachtshormonen een rol spelen in de relatie tussen de MR genvarianten en het risico op
depressie. Om dit te achterhalen zijn vervolgstudies nodig.

Concept van de relatie tussen de MR in de hersenen en depressie

De gegevens laten zien dat de MR expressie in het limbische hersensysteem van
depressieve patiénten lager was, terwijl veelvoorkomende MR genvarianten gekoppeld
waren aan verschillen in ochtend-cortisol en persoonlijkheid, dusdanig dat ze invloed
uitoefenden op het risico op depressie. En inderdaad, de MR genvarianten waren
gerelateerd aan verschillen in het risico op depressie onder een grote groep depressieve
patiénten en controles. Tezamen blijkt uit de gegevens dat MR haplotype 2 (freq. ~0.38) als
een beschermende factor tegen depressie functioneert, terwijl de haplotypes 1 en 3 het
risico op depressie verhogen. De resultaten gelden met name voor vrouwen en niet voor
mannen. Dit is hoogst interessant, gezien het feit dat depressie bij vrouwen twee keer zo
vaak voorkomt als bij mannen. Belangrijk is ook dat de MR genvarianten invioed kunnen
hebben op de effecten van antidepressiva (in ieder geval SSRIs) op cortisolspiegels.

Wij stellen dat de MR in het limbische hersensysteem een belangrijke functie vervult bij de
centrale rol die het hormoon cortisol speelt in het bepalen van de snelle hormonale en
psychologische reacties van een persoon op uitdagende (stressvolle) situaties. Het is
aannemelijk dat het functioneren van de MR, welke deels bepaald wordt door genetische
varianten, betrokken is bij de vatbaarheid van een persoon voor stress en stress-
gerelateerde aandoeningen. Daarom stellen wij voor dat de MR mogelijk een nieuw
farmacologisch aangrijpingspunt kan zijn bij de behandeling van depressie en andere
stress-gerelateerde aandoeningen. De variatie in het MR-gen biedt wellicht een
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mogelijkheid voor “personalised medicine”. Dit betreft een persoonsgerichte behandeling en
de preventie van depressie en andere stress-gerelateerde stoornissen bij individuele
patiénten.
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