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Wstep:
1. Depresja

Zgodnie z o$wiadczeniem Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) depresja jest najczesciej
wystepujacym zaburzeniem wsrdd chordb psychicznych zdiagnozowanym u okoto 300 milionéw
ludzi na catym $wiecie co stanowi okoto 3.4% calej populacji. Depresja wystepuje znacznie czgsciej
w Krajach rozwinigtych i rozwijajacych sie¢ (Number of people with depression, by region - Our World
in Data, 2018). Wsrod chorych na depresje dwa razy czeSciej diagnozuje si¢ ja u kobiet niz u
mezczyzn. Wedlug WHO kazdego roku choroby o podtozu psychicznym produkujg $1 trylionowe
straty, a depresja uplasowuje si¢ na pierwszym miejscu listy tych choréb. Pomiedzy 2005 a 2015
rokiem odsetek chorych na depresj¢ zwigkszyt si¢ o 18%, a diagnostyka w Stanach Zjednoczonych
wzrosta 0 33% od roku 2013. Wedtug Blue Cross Blue Shield (BCBS) w Stanach Zjednoczonych
depresja dotyka 9 milion6w Amerykanéw objetych ubezpieczeniem zdrowotnym. Wedtug badan
przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii w 2017 roku powyzej 300.000 Brytyjczykow stracito prace
z powodu zachorowalno$ci na choroby o poditozu psychicznym co spowodowato straty o warto$ci
£74-£99 milionéw (Depression is the no. 1 cause of ill health and disability worldwide | World
Economic Forum, 2018). W Polsce 1.5 miliona ludzi cierpi na depresj¢ co stanowi 4% ludnosci
Polski, a okoto 80% to osoby w wieku 30-59 lat. W Polsce tak jak i na §wiecie wystgpowanie zaburzen
depresyjnych diagnozowane jest czeSciej u kobiet niz mezczyzn, jednakze u mezczyzn
rozpowszechnienie depresji we wszystkich grupach wiekowych pozostaje na rownym poziomie to u
kobiet wskazniki rosng wraz z wiekiem od 2.5% w wieku 18-29 lat do 5% w wieku >50 lat

(https://www.gov.pl/web/zdrowie/programy-polityki-zdrowotnej1). Wedlug badan

przeprowadzonych przez Instytutu Zarzadzania w Ochronie Zdrowia (1IZWQOZ) z 2014 roku w ciggu
roku depresja przynosi PLN1-2.6 miliardowe straty (Depresja - analiza kosztow ekonomicznych i
spotecznych, 2014).

Wedtug DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5" Edition)
osoba cierpigca na depresje powinna doswiadczy¢ 5 lub wigcej objawow okreslanych jako (przez co
najmniej 2 tygodnie):

e obnizony nastrdj kazdego dnia, zmniejszenie zainteresowania czymkolwiek co byto
dla niej wazne w Zzyciu,

e utrata wagi ciata lub jego przyrost,

e utrata energii lub notoryczne zmgczenie,

e zmniejszenie koncentracji,

¢ niezdecydowanie i utrata logicznego myslenia,

e uczucie winy i bezwartosciowosci,

e powracajace mysli samobdjcze lub jego proby (Tolentino and Schmidt, 2018).
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Wedlug DSM-4 choroby depresyjne dzielity si¢ na: depresje dwubiegunowa (BD II),
jednobiegunowa (BD 1), ciezkie zaburzenia depresyjne (MDD), atypowa depresje, depresje
melancholiczng, niewielkie zaburzenia depresyjne oraz wyrdznione zostaty zaburzenia typu dystymia
i sezonowe zaburzenia depresyjne (Benazzi, 2006). W DSM-5 w kryteriach dotyczacych MDD nie
wprowadzono wielkich zmian, lecz dodano: specyfikator mieszanych cech (objawy maniakalne u
pacjentdow niespetniajacych kryteriow epizodu maniakalnego) oraz specyfikator leku. Oprocz MDD,
BDI oraz BDII jak i zaburzen sezonowych do choréb powodujacych zaburzenia nastroju w DSM-5
dodano réwniez zaburzenia cyklotymiczne, dysregulacyjne zaburzenia nastroju (ang. Disruptive
mood dysregulation disorder), trwale zaburzenia nastroju (ang. Persistent depressive disorder),
zaburzenia dysmorficzne przedmiesigczkowe (ang. Premenstrual dysphoric disorder) (Herbel and
Stelmach, 2007)
(https://www.psychiatry.org/File%20Library/Psychiatrists/Practice/ DSM/APA_DSM_Changes_fro
m_DSM-IV-TR_-to_ DSM-5.pdf). Wsrdéd pacjentdow depresyjnych wystepuje duzy odsetek

samobojstw (800 000 ludzi rocznie), ktory powoduje ze depresja jest Smiertelng chorobg i osiggnie
druga pozycj¢ na liscie WHO obliczanej wskaznikiem DALY (ang. Disability-Adjusted Life Year)
wérdd chordb takich jak rak czy choroby sercowo-naczyniowe (Grosse et al., 2009; Reddy, 2010).

W psychiatrii ogolnej do diagnozowania zaburzen depresyjnych stosowane sg liczne
kwestionariusze migdzy innymi skala Hamiltona (HAMD) czy skala depresji Becka. Skala Hamiltona
zawiera serie 21 lub 17 punktéw, a opracowany kwestionariusz z Kanady 7 (HAMD-7). Skala
depresji Becka rowniez zawiera zestaw opisu zachowan charakterystycznych dla depresji.

Ponadto wsrdd licznych prac naukowych dotyczacych depres;ji (okoto 180 tysiecy) jak dotad
nie udalo si¢ jednoznacznie okresli¢ patomechanizmu zespolu chorob typu depresyjnego tak jak i
skutecznego sposobu ich leczenia. Sugeruje si¢ ze okolo 50% pacjentow poddanych leczeniu
odpowiada na zastosowang terapi¢ lekami przeciwdepresyjnymi, a 40% z nich osiaga stan remisji
(Bennabi et al., 2015). Szacuje si¢ iz koszt leczenia depresji w Stanach Zjednoczonych wynosza 44-
60 miliardow dolaréw rocznie. W poréwnaniu do innych chordb jak choroby serca — 43 mld dolaréw,
AIDS — 66 mld dolaréw czy choroby nowotworowe 164 mld dolaréw depresja jest jednym z
najpowazniejszych probleméw medycznych odzwierciedlajacym si¢ w statystykach ekonomicznych.
W Polsce koszty poniesione z tytutu absencji chorobowej spowodowanej zapadalno$cig na depresje
w 2013 roku wyniosty 762 miliona zlotych, a leczenie w jednostkach szpitalnych i opiece
specjalistycznej 167 miliona zlotych. Co wigcej wedtug danych szacunkowych tylko jedna na pigé
0s0b cierpigcych na depresj¢ wybiera skorzystanie z pomocy specjalistycznej, a jeden na dwudziestu
chorych leczy si¢ w szpitalach psychiatrycznych (Depresja - analiza kosztow ekonomicznych i

spotecznych, 2014).
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Do najskuteczniejszych i najczesciej stosowanych antydepresantow zalicza si¢ Selektywne
Inhibitory Wychwytu Zwrotnego Serotoniny (ang. Selective serotonin reuptake inhibitors SSRI)
pomimo, ze tylko 1/3 pacjentow osigga stan remisji podczas ich przyjmowania (Bennabi et al., 2015;
Caldarone, Zachariou and King, 2015). Obecnie, procz SSRI, rowniez leki z grupy inhibitorow
wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (ang. Serotonin Norepinephrine Reuptake Inhibitor;
SNRI) oraz Inhibitory Wychwytu Zwrotnego Noradrenaliny i Dopaminy (ang. Serotonin
Norepinephrine Reuptake Inhibitor, NDRI) naleza do lekow pierwszego wyboru w leczeniu depres;ji
(Antidepressants: Options, Advantages, and Precautions, 2018; Koenig and Thase, 2009 a) .

1.1.Teorie depresji

Depresja jest choroba heterogenng, ktorej rozwojowi sprzyjaja rézne czynniki (biologiczne,
spoteczne, genetyczne, psychiczne oraz somatyczne). Sposrod nich, to jednak czynniki biologiczne
wydaja si¢ zastugiwaé na szczegdlng uwage. Na przestrzeni lat powstato wiele teorii patogenezy
depresji, jednak uwaza si¢, ze nie ma jednego uniwersalnego mechanizmu lezacego u podstaw
rozwoju tej choroby.

Pierwsze wzmianki na temat dane dotyczace depresji pojawity si¢ juz w dzietach Hipokratesa
w V wieku p.n.e. 1 dotyczyly umiejscowienia melancholii inaczej ,,czarnej zo6tci” w mozgu. W 1621
roku Robert Burton opublikowat ,,Anatomy of Melancholy”, w ktorej opisat psychologiczne i socjalne
skutki depresji. Wiek XIX a szczegélnie XX skutkowat wieloma badaniami nad depresja i nowymi
opisaniem nowych form terapii. Niemiecki psychiatra Emil Kreapeling jako pierwszy wyrdznit
depresj¢ maniakalng jako oddzielng jednostk¢ chorobowa. Leczenie choréb umystowych (w tym
deresji) w tych czasach opierato si¢ gtéwnie na stosowaniu lobotomii (polegata na przerwaniu
wlokien nerwowych pomigdzy ptatem czolowym a migdzymoézgowiem za pomocg narzedzi
chirurgicznych). W 1938 roku do leczenia depresji po raz pierwszy uzyto kontrolowanego
elektrowstrzasu, a w 1958 odkryto iz imipramina (TrojpierScieniowy lek przeciwdepresyjny
hamujacy wychwyt zwrotny noradrenaliny i serotoniny ze szczeliny synaptycznej) dziata
przeciwdepresyjnie. Lata 50- i 60-te XX wieku skutkowaly pojawieniem si¢ pierwszej klasyfikacji
depresji w ktorej to wyrdzniono endogenng depresje. Kolejng wazng datg dla formutowania si¢ badan
nad depresja byt rok 1987 w ktorym to fluoksetyna (Prozac) jako pierwszy SSRI zostat wprowadzony
do leczenia (Historical Understandings of Depression, 2012). Wprowadzenie nowych form
farmakoterapii depresji nie przyczynito si¢ jednak do wyjasnienia patomechanizmu tej choroby.

Badania szczegélnie z ostatnich kilkudziesigciu lat dowodza, 1z etiologia zaburzen
depresyjnych jest bardzo zlozona. Prawdopodobnie uczestnicza w niej wszystkie uklady
neurotransmisyjne, jednakze wcigz nie sg znane doktadne mechanizmy jej rozwoju. W zwiazku z

tym, obecna farmakoterapia depresji jak rowniez obszary poszukiwan nowych, skuteczniejszych
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form jej leczenia opiera si¢ na zalozeniach najbardziej aktualnych i prawdopodobnych teorii, tj.:
monoaminergicznej, zmian adaptacyjnych, neurotroficznej, zaburzenia funkcjonowania osi

podwzgorze-przysadka-nadnercza, czy glutaminianergiczne;j.

1.1.1. Teoria monoaminergiczna i zmian adaptacyjnych

Lata 60-te zaowocowaty licznymi badaniami nad inhibitorami wychwytu zwrotnego
serotoniny oraz noradrenaliny oraz inhibitorami monoaminooksydazy, ktére przyczynity si¢ do
powstania powszechnie akceptowanej monoaminergicznej teorii depresji, zaktadajacej, ze jej objawy
sg wynikiem zaburzen metabolizmu amin biogennych w strukturach mézgu odpowiedzialnych za
procesy poznawcze i emocjonalne (Montoya et al., 2016). Na takich zatozeniach opieraly si¢ m.in.:
noradrenergiczna oraz serotoninergiczna teoria depresji.

Jak si¢ okazalo, samo zmniejszenie poziomu serotoniny nie powoduje depresji u zdrowych
ochotnikéw, co podwaza pierwszenstwo tej teorii nad innymi. Ponadto leki przeciwdepresyjne z
grupy SSRI oraz SNRI charakteryzuja si¢ opéznionym efektem dziatania (kilka tygodni), co sugeruje,
ze ich skuteczno$¢ przeciwdepresyjna nie jest zwigzana z ich krotkotrwatym wplywem na
przekaznictwo monoamingergiczne, ale raczej pojawiajaca si¢ adaptacjg receptorOw monoamin na
dhugotrwate stosowanie lekow (Massart, Mongeau and Lanfumey, 2012). Obserwacje te daty
poczatek teorii zmian adaptacyjnych, ktora zaklada, iz dlugoterminowe podania lekéw
przeciwdepresyjnych  zwigkszaja lub  zmniejszaja  wrazliwo$¢  receptorow  ukladow
neuroprzekaznikowych. Obserwacje te daty poczatek teorii zmian adaptacyjnych, ktora zaktada iz
dlugoterminowe podania lekow przeciwdepresyjnych polegaja na zwigkszeniu lub zmniejszeniu
wrazliwosci receptorow uktadow neuroprzekaznikowych.

Niestety liczne badania w tym kierunku nie pozwalaja w satysfakcjonujacy sposob stwierdzic,
czy ktoras z opisanych zmian wtornych ma bezposredni wptyw na wystapienie efektu leczniczego
lekow przeciwdepresyjnych. Najnowsze badania sugeruja szczegolne znaczenie receptora 5S-HT1A
w odpowiedzi na leki przeciwdepresyjne (Szewczyk et al., 2014). Wykazano rowniez, ze gen HTR1A
wykazuje mozliwg epistaz¢ genu BDNF (Kautzky et al., 2019). Jak dotad nie dowiedziono, iz
polimorfizm 5-HT1A odgrywa jakakolwiek role u pacjentow MDD, jednakze badania nad pacjentami
schizofrenicznymi wykazaty korelacj¢ SNP re6295 z symptomami negatywnymi w tej chorobie
(Takekita et al., 2015; Zhang et al., 2016). Wykazano rowniez, ze leki z grupy SSRI (np. citalopram)
zwigkszaja pozakomorkowy poziom 5-HT oraz zmniejszaja poziom mRNA dla 5-HT1A u szczuréw
(Wang et al., 2009; Guo et al., 2016). Rowniez dlugotrwale podania lekow z grupy Trojcyklicznych
lekow przeciwdepresyjnych (TLPD) takich jak imipramina uniewrazliwiajg receptory a-
adrenergiczne (01-AR). Efekt ten jest rowniez obserwowany w terapii elektrowstrzgsowej (Kreiner

et al., 2016; Uys et al., 2017). Leki z grupy TLPD prowadzg réwniez do aktywacji szlakow cAMP,
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aktywacje szlaku FGFR/FRS20/ERK/CREB przez co wptywaja na ekspresje genu GDNF (Hisaoka
et al., 2011) jak i BDNF (Razavi et al., 2017).
Dotychczas leki oparte na tej teorii depresji uzywane sg w klinice jak i1 badaniach

przedklinicznych.

2.1.1. Teoria neurotroficzna

Czynniki neurotroficzne to grupa polipeptydow uktadu nerwowego niezbedna dla
funkcjonowania komoérek nerwowych. Do tej grupy biatek naleza:
e Neurotrofiny (np. NGF, BDNF oraz neurotrofiny: NT-3, -4/5, -6, -7),
e Czynniki wzrostu fibroblastow (FGF-1, -2, -5),
e Cytokiny neuropoetyczne (np. cTNF),
e Insulinopodobne czynniki neurotroficzne (IGF-1, -2),
e Biataczkowy czynnik hamujacy (LIF),
e Glejowe czynniki neurotroficzne (np. GDNF)
e Czynnik neurotroficzny naskorka (EGF) (Barbacid, 1995; Skaper, 2012; Xiao and Le, 2016)

Neurotrofiny wigz sie do receptoréw przezbtonowych p57NTR (apoptoza komérek nerwowych,
aktywacja $ciezki Racl/Jun) lub Trk przez co uczestnicza we wzroscie i przezywaniu neuronow
(aktywacja $ciezki Ras/ERK i1 Akt/PI3K) (Huang and Reichardt, 2001). Do najwazniejszych
czynnikow neurotroficznych w mechanizmie depresji nalezy czynnik neurotroficzny pochodzenia
mozgowego (ang. Brain derived neurotrophic factor, BDNF), ktorego funkcja zwigzana jest z
przezywalnoscia rdzeniowych neuronéw czuciowych, hipokampalnych oraz korowych. BDNF nasila
pobudzajacy potencjat postsynaptyczny (ang. Excitatory Postsynaptic Potential, EPSP) oraz ostabia
hamujacy potencjat postsynaptyczny (ang. Inhibitory Postsynaptic Potential, IPSP) przez co bierze
udziat w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym (ang. Long-term potentiation ,LTP) oraz
dhlugotrwatym ostabieniu synaptycznym (ang. Long-term depression, LTD), czyli procesach
zwigzanych z formowaniem $ladow pamieciowych (Xiao and Le, 2016). Wykazano, ze podania
lekow przeciwdepresyjnych zwigkszaja poziom BDNF w moézgu, za$ jego zmniejszona ekspresja
odpowiedzialna jest za zachowanie typu depresyjnego u zwierzat (Mtyniec et al., 2014; Pochwat et
al., 2015a; Jastrzebska-Wiesek et al., 2018a; Muifioz-Cobo et al., 2018; Rong et al., 2018). U
pacjentow MDD z depresjg lekooporng leczonych lekami z grupy SSRI i SNRI lub Riluzolem
(pochodna benzotiazolu, stosowany w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego) wykazujacym

dzialanie neuroprotekcyjne obserwowano zwigckszony poziom BDNF w surowicy pacjentow
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leczonych lekiem neuroprotekcyjnym (Wilkinson et al., 2018) co potwierdza udziat neurotrofin w
patomechanizmie depresji.

3.1.1. Teoria uwzgledniajgca role stresu oraz interleukin w patomechanizmie depresji

Rola stresu w chorobach o podtozu psychicznym jest szeroko opisywana w literaturze
podmiotu. Ekspozycja na przewlekly stres, szczegélnie we wczesnym okresie rozwojowym i
wczesnej adolescencji, uznawana jest jako gtoéwny czynnik $rodowiskowy sprzyjajacy rozwojowi
depresji. Istotnym czynnikiem po$redniczagcym wydaje si¢ by¢ aktywacja osi podwzgorze-przysadka-
nadnrcza (ang. Hypothalamus-Pituitary-Adrenal Axis, HPA) skutkujgca nadmiernym uwalnianiem
glikokortykosteroidow (ang. Glucocorticoids, GR), gtownie kortyzolu (Keller et al., 2017). Istotng
role w regulacji osi HPA odgrywaja receptory GR, ktére poprzez petle sprzgzen zwrotnych hamuja
uwalnianie glikokortykosteroidow przez nadnercza, ponadto sa zaangazowane w regulacje
wydzielania noradrenaliny i serotoniny oraz negatywnie wplywaja na poziom BDNF. Udowodniono,
ze depresji u ludzi towarzyszy wzrost poziomu kortyzolu w surowicy krwi jak i zmniejszenie ilo$ci
mRNA receptorow GR w korze czotowej i hipokampie (Modell et al., 1997; Bhagwagar, Hafizi and
Cowen, 2005).

Procz aktywacji osi HPA, stres wywiera roOwniez istotny wptyw na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego oraz innych procesow zwigzanych z aktywacja jego komorek. Przede wszystkim
obserwuje si¢ wzrost uwalniania cytokin prozapalnych oraz markeréw stresu oksydacyjnego, ktore
oddzialtywaja na uktad nerwowy zar6wno poprzez bezposredni wptyw na przezywalnos¢ komorek
jak i funkcjonowanie uktadéw neuroprzekaznikowych (Klein and Ackerman, 2003; Salim, 2017).
Stres oksydacyjny powoduje m.in. uszkodzenia DNA, mitochondriéw i enzyméw komorkowych, co
w konsekwencji prowadzi do dysfunkcji i $mierci neuronow (Klein and Ackerman, 2003).

Cytokiny prozapalne stymulujag wychwyt zwrotny serotoniny z synaps. Zwigkszony poziom
TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor A, czynnik martwicy nowotworow) oraz IL-1p (ang. Interleukin-
1 p, interleukina 1 B) powiazany jest z aktywacja $ciezki MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein
Kinases, kinazy aktywowane mitogenami) co wzmacnia wychwyt zwrotny neurotransmiterow |
ostatecznie prowadzi do rozwoju behawioru prodepresyjnego u zwierzat (Koo and Duman, 2009).
IL-13 oraz jej receptor, nasilaja procesy  ekscytotoksycznosci w hipokampie poprzez
zapoczatkowanie fosforylacji receptora NMDA (ang. N-methyl-D-aspartate receptor NMDAR,
receptor N-metylo-D-asparaginowy) (Grygiel-Gorniak, Limphaibool and Puszczewicz, 2019).
Liczne badania kliniczne 1 przedkliniczne potwierdzily znaczneie stresu oksydacyjnego w
patomechanizmie chordb afektywnych oraz antyoksydacyjny potencjat lekow przeciwdepresyjnych
i stabilizatorow nastroju (Siwek et al., 2013). Podobnie, w surowicy krwi pacjentow MDD

obserwowano rowniez zwigkszony poziom cytokin jak i ich receptorow: sIL-1RA (ang. Soluble
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interleukin-1 receptor antagonist, Antagonista rozpuszczalnego receptora interleukiny-1), STNF-R1
(ang. Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor, Rozpuszczalny receptor czynnika martwicy
nowotworu), sIL-6R (ang. Soluble interleukin-6 receptor, rozpuszczalny receptor interleukiny-6)
oraz TBARS (ang. Thiobarbituric acid reactive substances, kwas tiobarbiturowy) oraz zmniejszony
poziom IL-1a (ang. Interleukin-1 a, Interleukina 1 a), co pozwala przypuszczac, ze iz MDD choroba
zwigzana jest ze zwickszonym poziomem peroksydacji lipidow oraz aktywacja systemu
immunologicznego (Sowa-Kuéma et al., 2018). Badania przedkliniczne wskazuja rowniez na
obnizony poziom katalazy, peroksydazy glutationowej oraz zwigkszony poziom dysmutazy
ponadtlenkowej 1 ROS, oraz normalizacj¢ zmian po chronicznych podaniach dezmipraminy (lek z
grupy trojpierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych - TLPD) (Siwek et al., 2013). Rowniez w
modelu depresji opartym na stosowaniu diety o obnizonej zawartosci cynku, obserwowano
zwigkszony poziom IL-1lo oraz TBARS w hipokampie jak i IL-1p i TBARS w korze czotowej w
stosunku do grupy kontrolnej, co potwierdza role cytokin prozapalnych w depresji (Doboszewska et
al., 2016).

Badania nad stresem i modulacyjng funkcja uktadu immunologicznego w patomechanizmie
depresji wpltynely na opracowanie licznych modeli zwierzgcych tej choroby. Wspdtczesnie
modelowanie zachowan ,,depresyjnych” u gryzoni opiera si¢ glownie na stosowaniu roznych
czynnikow stresowych przez okreslony czas, czego konsekwencja jest pojawienie si¢ objawow
podobnych do depresji u ludzi. Skuteczne leki przeciwdepresyjne niweluja skutki stresu i wspieraja
ujawnianie si¢ fenotypu przeciwdepresyjnego. Modele te sa niezbedne zaréwno do badania
mechanizmow komodrkowych zwigzanych z rozwojem depresji jak réwniez do poszukiwania
nowych, skutecznych form jej zwalczania. Do najpowszechniej stosowanych zalicza si¢: chroniczny
tagodny stres, chroniczny nieprzewidywalny stres, model stresu socjalnego, stres separacji od matki

czy chroniczny stres unieruchomienia.

4.1.1. Teoria glutaminianergiczna

Badania ostatnich lat wskazuja, ze obiecujacym celem badan nad mechanizmem depresji oraz
sposobami jej leczenia moze by¢ uklad glutaminianergiczny. Jest to dominujacy uktad pobudzajacy
mozgu, ktory jest w dynamicznej rownowadze z ukladem GABA-ergicznym (gtéwny uktad
hamujacy moézgu), dzigki czemu mozliwe jest utrzymanie homeostazy w osrodkowym uktadzie
nerwowym. Podastawowym neuroprzekaznikiem w systemie glutaminianergicznym jest kwas
glutaminowy oddziatywujacy poprzez receptory jonotropowe (iGluR) badZz metabotropowe
(mGlIuR). Do pierwszej rodziny receptorow zaliczamy: NMDAR oraz nie-NMDAR (AMPAR i
receptory kainianowe), za$ do drugiej trzy glowne grupy: mGIluRI (mGluR1 i 5), mGluRIT (mGluR2

i 3) oraz mGIuR 111 (mGIuR4, 6, 71 8) (Li, Yang and Lin, 2019). Pierwsze odniesienia wigzace uktad
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glutaminianegiczny z depresja dotyczyly wzrostu poziomu kwasu glutaminowego we krwi i ptynie
mozgowo-rdzeniowym pacjentéw MDD (ang. Major Depressive Disorder, Duza Depresja). Nowsze
badania wskazujg przed wszystkim na znaczace zaburzenie funkcji receptorow dla glutamininianu.
Wykazano, ze depresji towarzyszy nadmierna aktywacja receptoréw NMDA. Wystepuja one licznie
w hipokampie, korze czotowej oraz jadrach migdatowatych, czyli strukturach mézgu szczegodlnie
istotnych dla rozwoju depresji. Antagonisci NMDAR, jak np. ketamina wykazuje silny efekt
przeciwdepresyjny u gryzoni juz po jednorazowych podaniach (Dong et al., 2016; Abelaira et al.,
2017). Ponadto ketamina wptywa na procesy zapalne normalizujac poziom IL-1p i IL-6 (Xie et al.,
2017). Natychmiastowy przeciwdepresyjny efekt ketaminy oraz jej dlugotrwate dziatanie (1-7 dni)
obserwowany byl rowniez u pacjentdéw zaréwno z depresja jedno- jak i dwubiegunowa, z
towarzyszacymi myslami samobdjczymi (Zheng et al., 2018) oraz depresja lekooporng (Tuck and
Ghazali, 2017). Wykazano roéwniez, ze dtugotrwate podania lekow przeciwdepresyjnych powodujg
zmniejszenie powinowactwa miejsc wigzania glicyny (GLYB ) do receptora NMDA co prowadzi do
ostabienia jego funkcji (Nowak et al., 1993; Peyrovian et al., 2019). Inny antagonista NMDAR —
zwigzek MK-801 podany dostrukturalnie wptywal na modulacjc NMDAR poprzez zmniejszenie
poziomu glutaminianu i ekscytotoksycznosci w korze czotowej (Xiong et al., 2019). Antagonisci
uktadu glutaminergicznego a w szczego6lnosci receptora NMDA 1 AMPA s3 badani pod katem
depresji lekoopornej oraz szybkiej odpowiedzi na leki.

2.1.Diagnostyka i leczenie

Szacuje si¢ iz 4-6 pacjentow na 10 wykazuje pozytywna odpowiedz na stosowany u nich lek
przeciwdepresyjny. Do grupy pierwszego rzutu nalezag leki drugiej generacji lekow
przeciwdepresyjnych takie jak SSRI 1 SNRI i sg one czesécie] wykorzystywane w leczeniu depresji z
powodu mniejszej toksycznosci niz leki pierwszej generacji (TLPD 1 MAOI). SSRIs powoduja
zwigkszenie poziomu serotoniny w méozgu poprzez zahamowanie jej wychwytu zwrotnego. Wsrod
tej grupy lekow wyrozniamy takie jak: citalopram, fluoksetyna, escitalopram, paroksetyna,
fluwoksamina, sertialina. Do efektow ubocznych ich stosowania najczgéciej naleza insomia, bole
glowy, zaburzenia seksualne, nerwowos$¢, problemy gastryczne, przyrost wagi, nadmierna potliwos¢
itp (Koenig & Thase 2009.). Leki z grupy SNRI blokuja wychwyt serotonina jak i norepinefryny
powodujac zwigkszenie tych transmiterow w szczelinie synapytcznej, przez co wybierane s3 dla
pacjentow z ciezkg depresja. Do lekow SNRI stosowanych w terapii depresji wliczamy: duloksetyne,
deswenlafaksyna, wenlafaksyna, milnacipran, lewomilnacipran. Do efektow niepozadanych naleza:
niepokdj, zawroty glowy, problemy seksualne, insomia, sucho$¢ w ustach, nudnosci itp. Do lekoéw
pierwszego rzutu nalezg réwniez nietypowe leki przeciwdepresyjne jak buproprion i mirtazapina.

Dziataja one na jeden lub wiecej neuroprzekaznikéw. Uzywane sg w celu uniknigcia niektorych
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efektow ubocznych SSRI czy SNRI lub w przypadku braku odpowiedzi na leki z tych grup. MAOI
(inhibitory monoaminooksydazy) blokuja enzymy MAO-A i MAO-B zapobiegajac deaminacji
serotoniny, norepinefryny oraz dopaminy. Ze wzgledu na ich szeroki wachlarz efektéw ubocznych
wykorzystuje si¢ je jako leki trzeciego i czwartego rzutu. Do lekow tych naleza: fenelzyna,
izokarboksazyd, tranylcypromina, selegilina. Najstarszg grupg lekow przeciwdepresyjnych sg
trojeykliczne leki przeciwdepresyjne stosowane od lat 60 XX wieku. Leki te blokuja wychwyt
zar6wno serotoniny jaki i norepinefryny ale rowniez blokuja receptor histaminowy i a-adrenergiczny.
Ze wzgledu na ich szerokie dziatanie leki te obarczone sg wieloma réznymi efektami ubocznymi
m.in. senno$¢, zwigkszony apetyt, problemy gastrologiczne, sucho$¢ w ustach, zatrzymanie moczu,
zawroty glowy, niedoci$nienie ortostatyczne, dziatanie toksyczne na uktad naczyniowo-sercowy u
0sOb ze sklonno$ciami do choréb naczyniowo-sercowych. Wsrod TLPD nalezy wymienic:
amitryptyling, desimipraming, imipraming, clomipraming, nortriptyling, doksepin itp (Rang et al.
2012.; Fang et al. 2019). W Tabeli.l zebrano przyktadowe leki przeciwdepresyjne uzywane w

farmakoterapii depres;ji.

Tabela.1. Niektore leki przeciwdepresyjne wykorzystywane w terapii

Grupa lekow przeciwdepresyjnych Nazwa leku
Selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu | citalopram, fluoksetyna, escitalopram,
serotoniny SSRIs paroksetyna, fluwoksamina, sertialina

Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i = duloksetyng, deswenlafaksyna, wenlafaksyna,

noradrenaliny SNRI milnacipran, lewomilnacipran

Nietypowe leki przeciwdepresyjne buproprion i mirtazapina

Inhibitory monoaminooksydazy MAOI fenelzyna, izokarboksazyd, tranylcypromina,
selegilina

Tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne TLPD | amitryptyling, desimipraming, imipraming,

clomipraming, nortriptyling, doksepin
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2. Epigenetyka

Oddziatywanie srodowiska (stres, sktadniki odzywcze, interakcje spoteczne itp.) na organizm
moze ksztattowaé rozny fenotyp wsrdd jednostek danej grupy badanej. W 1942 C.H. Waddington
wprowadzil pojecie epigenetyka dla okreslenia zmian nie bedace wynikiem bezposrednich
oddzialywan w obrgbie struktury DNA (Hall, 2004). Pojecie epigenomu okresla zestaw modyfikacji
DNA oraz bialek histonowych regulujacych strukture chromatyny co w konsekwencji prowadzi do
wplywu na ekspresje gendéw, naprawe i replikacje DNA. Modyfikacje epigenetyczne, a w
szczegblnosci metylacje DNA czy acetylacje histondw odgrywaja szczegolng role w mechanizmach
wielu choréb nie tylko opartych na opartych na zmianach w dziedziczeniu DNA (choroby genetyczne
np. choroba Retta), ale rowniez badane sg w chorobach nowotworowych oraz o podtozu psychicznym
(Joseph, Strand and Vezina, 2018; Grova et al., 2019; H.-D. Li et al., 2019; Xu, Natarajan and Chen,
2019).

Wsérod modyfikacji epigenetycznych wyrdézniamy te dotyczace modyfikacji biatek
histonowych jak: acetylacji/deacetylacja, fosforylacja/defosforylacja, metylacja, SUMO-lizacje,
ubikwintynacje jak i te dotyczace modyfikacji DNA np. metylacja/demetylacja oraz miRNA

modyfikacje. Najczesciej badane modyfikacje to metylacja DNA oraz deacetylacja histonow.

211 Metylacja/demetylacja DNA

Metylacja DNA jest jedna z najwazniejszych modyfikacji poreplikacyjnych bioracych udziat
w ekspresji gendw. Polega na dodaniu grupy metylowej (-CHz) do zasady azotowej cytozyny przez
co powstaje C5-metylocytozyna (m5C), N4-metylocytozyna (m4C) lub do azotu pier§cienia adeniny
N6-metyloadenina (m6A) w miejscach nazwanych CpG. Za proces metylacji DNA odpowiedzialne
sg enzymy rodziny metylotransferaz DNA (DNMT): DNMT1 utrzymujace staly wzor metylacji w
czasie replikacji, DNMT2 (DNMT3A i 3B) bioragce udzial w metylacji de novo oraz DNMT3L
wspomaga metylotransferazy w interakcji z DNA (Joseph, Strand and Vezina, 2018). Metylowane
DNA w poblizu promotora gendéw wiaze si¢ z ich wyciszaniem poprzez rekrutacje biatek
wchodzacych w kompleks represorowy takich jak bialek z rodziny MBD - MeCP2. Procesem
odwrotnym do metylacji DNA jest demetylacja w ktorg zaangazowane sg DNA-demetylazy jak TET
oraz biatko GADD45B (Campbell and Wood, 2019). Metylacja DNA odpowiedzialna jest m.in. za
imprinting genomowy, inaktywacje chromosomu X, regulacja aktywnos$ci transpozonow oraz
wyciszenie genow. Ponadto metylacja DNA odgrywa znaczaca rolg w chorobach nowotworowych,

procesie starzenia, chorobach neurodegeneracyjnych, zwigzanych z silnym stresem jak PTSD itp
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(Stenz et al., 2018; Giurgescu et al., 2019; Hu, Li and Duan, 2019; Roman, Mancera-Paez and Bernal,
2019).

2.1.2 Acetylacja/deacetylacja oraz metylacja histonéw

Biatka histonowe podlegaja réznym modyfikacjom potranslacyjnym jednakze do
najwazniejszych nalezg procesy metylacji (w wiekszos$ci powodujg zahamowanie ekspresji genow)
oraz acetylacji (najczgsciej prowadza do aktywacji ekspresji genow).

Za proces acetylacji/deacetylacji  histonow odpowiadaja odpowiednio enzymy
acetylotransferazy (HAT) oraz deacetylazy histonow (HDAC). HAT katalizujg wigzanie grupy &-
amionowej do lizyny bialek histonowych H3 (najcze¢sciej lizyna w pozycji 9, 14, 18, 23, 56) oraz H4
(lizyna w pozycji 5, 8, 13, 16) powodujac relaksacje chromatyny co umozliwia przytaczenie si¢
polimerazy RNA oraz czynnikow transkrypcyjnych do promotora gendw i aktywacje ich transkrypcji.
Odwrotny proces katalizuja enzymy z rodziny HDAC. Do enzymo6w z rodziny HAT naleza: GNAT,
MYST oraz p300/CBP (Sundar et al., 2010). Rodzina HDAC ztozona jest z klasy I (HDAC 1, 2, 3,
8), klasy Il (lla: 4,5, 7, 9 oraz llb: 6, 10), klasy Il (Sirt 1-7) i klasy IV (HDAC 11). Klasa I, Il i IV
to metaloproteiny wymagajace jonow cynku jako ko-aktywatora natomiast ko-aktywatorem
enzymdw klasy III jest NAD™ (forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego) (Misztak,
Panczyszyn-Trzewik and Sowa-Kuéma, 2018). HDAC biorg udziat w proliferacji, dojrzewaniu i
karcynogenie, apoptozie, regulacji ATP, neurodegeneracji, starzeniu itp (Feinberg and Tycko, 2004;
Mottamal et al., 2015; Wapenaar et al., 2016).

Metylacja bialek histonowych jest procesem ztozonym polegajacym na metylacji grup e-
aminowej lizyny jedno, dwu lub trzykrotnie (mono, di-, tri- metylacja) przez co oddziatujg na
chromatyne w sposob represorowy —hamujacy (np. H3K27me3) lub aktywatorowy - aktywujacy (np.
H3K9me3) ekspresje gendéw (Handy, Castro and Loscalzo, 2011). Enzymy nalezace do
metylotransferaz histonow dzielg si¢ na dwie grupy: zawierajagce domene SET oraz te niezawierajace
domeny SET jak i metylotransferazy argininy. Metylacja histonow odgrywa szczegodlng role w
proliferacji komorki co odzwierciedla si¢ w badaniach nad nowotworami (Schulz et al., 2019; Singh,
2019).

2.1.3. Epigenetyka nowe podejscie w patomechanizmie depresji

Wigkszo§¢ chordb psychicznych charakteryzuje si¢ ztozono$cig mechanizmu dzialania.
Obserwuje si¢ nie tylko wptyw czynnikow genetycznych ale rowniez $rodowiskowych. Wsrod

chordb psychicznych schizofrenia oraz choroby autystyczne maja najwiekszy wspolczynnik
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dziedziczenia (0.81 i 0.8 odpowiednio). W przypadku zaburzen depresyjnych , wydaje sie, iz
dziedziczenie nie odgrywa juz tak znaczacej roli (MDD - 0.37; BDII - 0.75) (Sullivan, Daly and
O’Donovan, 2012). Doniesienia ostatnich lat sugerujg natomiast znacznie mechanizmow
epigenetycznych zaréwno w patofizjologii depresji jak 1 odpowiedzi na leki przeciwdepresyjne.
Szczegdlng rolg w rozwoju choroby przypisuje si¢ acetylacji histonow. We krwi obwodowej i tkance
moézgowej, zarOwno pacjentow jak i w zwierzecych modelach depresji obserwowano spadek
acetylacji histonow H3 i H4 (lga et al., 2007; H. E. Covington et al., 2009; Covington et al., 2011,
Ferland and Schrader, 2011; Liu et al., 2015), za$ po podaniach LPD efekt przeciwny (Réus et al.,
2013). Z kolei podania ketaminy powodowaty wzrost ekspresji gendw poprzez eksport jadrowego
HDACS (ang. Histone Deacetylase 5, Deacetylaza histonu 5), czyli enzymu odpowiedzialnego za
deacetylacj¢ histonow (Choi et al., 2015a). Zastosowanie imipraminy skutkowalo obnizeniem
poziomu metylacji histonow i HDACS oraz zwigkszeniem poziom acetylacji w promotorze bndf
transkryptu II 1 IV. Co wigcej nadekspresja HDACS w hipokampie blokowata antydepresyjne
dziatanie imipraminy w chronicznym stresie socjalnym u myszy (Tsankova et al., 2006).
Epigenetyczna regulacja ekspresji genu bdnf odbywa si¢ poprzez metylacje (metylacja DNA) i
modyfikacje¢ histondw (acetylacji, deacetylacji, metylacja histonéw). Czynniki stresowe prowadza do
metylacji bdnf powodujac zahamowanie transkrypcji. Podania lekow normotymicznych odwracato
metylacj¢ bdnf w promotorze IV w szczurzych neuronach hipokampalnych (Dwivedi and Zhang,
2015). Za rola mechanizmow epigenetycznych w depresji przemawiaja rowniez inne badania badania
prowadzone na komorkach krwi obwodowej pobranych od oso6b chorych na depresj¢ oraz
potraktowanych ex vivo paroksetyng ktore wykazaty redukcj¢ aktywnosci DNMT1 oraz obnizenie
metylacji DNA bdnf (Gassen et al., 2015). Ponadto liczne prace sugeruja przeciwdepresyjne dziatanie
inhibitorow HDAC (HDAC1) w zwierzecych modelach depresji. Na przyktad dostrukturalne podanie
zwigzku MS-275 powodowato wzrost poziomu biatka CREB (ang. CAMP response elements) i
BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor, neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego) u
szczuréw (Lin et al., 2012). Podobne efekty uzyskano po podaniach dootrzewnowych kwasu
walproinowego (VPA) oraz maslanu sodu (ang. Sodium butyrate, SB), czemu towarzyszyto obnizenie
czasu bezruchu w tescie wymuszonego ptywania i zawieszenia za ogon (Yamawaki et al., 2012; Han
A, Sung YB, Chung SY, 2014). Convington III i wspotpracownicy po podaniach dostrukturalnych
MS-275 i SAHA (ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid) wykazali podwyzszenie poziomu
acetylacji H3K 14, obnizenie ekspresji HDAC2 oraz zwigkszenie ekspresji CREB i co-REST (ang.
REST/CoREST/histone deacetylase repressor complex) w jadrze potlezacym. Ponadto po podaniach
powyzszych HDACi zanotowano zwiekszong ekspresje gendw slcl17a, nrnl, rab3b, sin3b i tnfrsfla,
czyli zmiany identyczne do obserwowanych po podaniach fluoksetyny (Herbert E Covington et al.,
2009).
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3. MeCP2

3.1 Ogolna charakterystyka MeCP2

Biatko MeCP2 (ang. Methyl-CpG Binding Protein 2) jest powszechnie wystepuje w wielu
tkankach ludzkiego organizmu (w tym w jajnikach, prostacie, ptucach, sercu, czy mozgu (Fagerberg
etal., 2014). Sposréd wymienionych, najwyzsza ekspresja jest notowana w mozgu, gtownie w jadrze
komorkowym jak i cytoplazmie komorek nerwowych. MeCP2 odgrywa szczeg6lng role w rozwoju
embrionalnym oraz neurologicznym u ssakéw (dojrzewanie neurondOw 1 synaptogeneza,
roznicowanie astrocytoéw). Niedobér MeCP2 w neuronach skutkuje nieprawidtowym rozwojem
dendrytow i aksonéw, jak réwniez nasileniem procesow neurotoksycznosci poprzez nadmierne
uwalnianie glutaminianu (Diaz de Ledn-Guerrero, Pedraza-Alva and Pérez-Martinez, 2011).

MeCP2 wraz z biatkami MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 i Kaiso nalezy do rodziny biatek
MBD (ang. Methyl binding domain) . wigzacych 5-metylocytozyng¢ (5mC). Biatka MeCP2 oraz MBD
112, w przeciwienstwie do MBD3 i MBD4, hamuja transkrypcje i rearanzacj¢ chromatyny poprzez
wigzanie do metylowanego DNA. MeCP2 do efektywnego wigzania DNA wymaga cztery lub wigcej
powtorzen A/T (Adenina/Tymina) sasiadujacych z metly-CpG (Klose et al., 2005) ponadto moze
réwniez wigzaé si¢ do metylowanej cytozyny trinukeotydu (mCAC) (Lagger et al., 2017). Biatko to

zbudowane jest z 486 aminokwasow o tacznej masie 53 kDa (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=MECP2). MeCP2 hamuje transkrypcje gtdwnie poprzez rekrutacje kompleksu
represoréw takich jak m.in.: NCoR/SMART, SIN3a 1 biatek modyfikujacych chromatyng HDAC3

(Chahrour et al., 2008; Lyst et al., 2013). Gen mecp2 sktada si¢ z 9 eksonéw u ludzi i 4 eksonéw u
myszy i jest zlokalizowany na Xq28 chromosomie. Biatka MeCP2 zawieraja N-terminalnej domeng
(NTD, ang. N-terminal domain), MBD (domena wigzaca si¢ do metylacji, ang. Methyl binding
domain), interwniujacej domena (ID) stabilizujagcej MBD, oraz TRD (domena represjonujgca
transkrypcje, ang. Transcriptional Repression Domain) i CTD o i B (domena C-terminalna, ang. C-
terminal Binding Domain). MBD jak i TRD zwigzane sg z represjg transkrypcji poprzez interakcje z
metylowanym CpG DNA, natomiast pozostale domeny uczestnicza w niezaleznych od metlowanego

DNA oddziatywaniach MECP2 (Claveria-Gimeno et al., 2017)
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MeCP2_E1

1-89 90-173 174.17 218.321 322-498

177 78-161 162-205 206-309 310-486

MeCP2_E2
Ryc.1. Strukturalne domeny MeCP2: NTD, MBD, ID, TRD, CTD, E1;E2 — wariant splicingu-
izoforma 1i2. MeCP2_E1 transkrybowany bardziej efektywnie w mozgu niz E2 (Sheikh et al., 2013)

3.2 Fosforylacja MeCP2 S421 oraz interakcja miR-132/212

MeCP2 moze ulegaé fosforylacji w pozycji 13, 80, 116, 216, 229, 424 oraz 421 przy czym ta
ostatnia odbywa si¢ z udziatem CaMK2 (ang. Calmodulin-Dependent Protein Kinase Il, zalezna od

wapnia kinaza Il) (https://www.uniprot.org/uniprot/Q972D6). Fosforylacja seryny 421 w modzgu

prowadzi do regulacji wzrostu dendrytow i ich dojrzewania oraz zaleznej od wapnia aktywacji
transkrypcji bdnf (Zhou et al., 2006). Ostatnie badania wykazaty, iz fosforylacja S421 MeCP2
indukowana jest poprzez czynniki wzrostu regulowane przez kinaz¢ B Aurora i1 bierze udzial w
proliferacji 1 réznicowaniu dojrzalych nerwowych komorek progenitorowych (aNPC) przez $ciezke
sygnatowa Notch. Ponadto fosforylacja S421 regulowaniu odgrywa wazna rol¢ w regulacji proceséw
uczeniu si¢, pamigci 1 skalowania synaptycznego. Wykazano, ze myszy z mutacja S421 powodujaca
zmiang seryny na kwas glutaminowy w pozycji 421 charakteryzujg si¢ uposledzeniem w uczeniu si¢
i pamigci w teScie warunkowania strachu (ang. Fear Conditioning Test) oraz labiryntu wodnego
Morrisa (ang. Morris Water Maze) (Zhong et al., 2018). Badania biochemiczne wskazuja, iz wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia poprzez aktywacje receptorow NMDA lub L-VSCC
prowadzi do fosforylacji S421 na drodze szlaku kinaz CaMKIIl/CaMKIV (Damen and Heumann,
2013).

MeCP2 jak kazdy gen regulowany jest poprzez interakcje z jednoniciowym RNA — miRNA,
a w szczegolnosci mir-132 i mir-212. Zaréwno mir-132 jak i mir-212 posiadaja zblizone miejsce
wigzace ,,seed” co oznacza iz regulujg podobne geny. Mir-132/212 reguluje morfologi¢ neuronow w
korze i hipokampie, bierze udzial w plastyczno$ci synaptycznej, angiogenezie i reakcjach zapalnych
(Mendoza-Viveros, Chiang, Jonathan L.K. Ong, et al., 2017). Klaster miR-132/212 oprécz regulacji
transkrypcj MeCP2 wplywa rowniez na poziom ekspresji CREB i REST. Regulacja miR-132/212
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odbywa si¢ poprzez zaangazowanie ERK1/2 1 czg§ciowo MSK1/2 moze prowadzi¢ do aktywacji
ekspresji BDNF. Ponadto miR-132 uczestniczcy w mechanizmie sprzgzenia zwrotnego
zaangazowanego w utrzymanie kontroli nad ekspresja MeCP2/BDNEF. Up-regulacja miR-132 bgdaca
wynikiem stymulacji BDNF neuronéw korowych moze prowadzi¢ posrednio do zaleznej od BDNF
indukcji ekspresji podjednostek NR2A, NR2B i GIuR1. Zaburzenia ekspresji miR-132/212 powoduja
wady rozwojowe oraz choroby mézgowe takie jak choroba: Huntingtona, Parkinsona, Alzhaimera,

Schizofrenia itp (Wanet et al., 2012).

3.3 Wptyw MeCP2 na poziom genu bdnf

Jak juz wspomniano MeCP2 wplywac na ekspresj¢ wielu réznych genéw poprzez tworzenie
kompleksoéw represorowych z czynnikami transkrypcji oraz ko-represorami jak jak HDAC/Sin3.
Jednym z takich genéw jest bdnf. Gen bdnf u gryzoni sktada si¢ z 5’ nickodujacego i1 3” kodujacego
egzonu. Egzon 1V genu bdnf modulowany jest poprzez element CRE biatka CREB co prowadzi do
aktywacji transkrypcji. MeCP2 natomiast wigze selektywnie miejsce CRE promotora genu bdnf
prowadzac do represji transkrypcji genu. W neuronach podczas depolaryzacji dochodzi do dysocjacji
kompleksu MeCP2-CREB od promotora i aktywacji transkrypcji genu poprzez fosforylacje MeCP2
przez CaMKIl (Klose and Bird, 2006; Seo et al., 2016). Fosforylacja CREB prowadzi do
podwyzszonej ekspresji miR-132, ktére hamuje ekspresje MeCP2. Nie mniej jednak zmniejszona
ekspresja MeCP2 nie wptywa na zwigkszenie poziomu BDNF (rowniez BDNF aktywuje ekspresje
miR-132) (Ooi and Wood, 2008) co prowadzi do zachowania homeostazy pomi¢dzy fosforylacja
CREB oraz MeCP2 i regulacja BDNF. Taka regulacja BDNF opisywana jest u szczuréw w modelu

samopodawania kokainy.
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Ryc.2. Aktywacja BDNF poprzez fosforylacje MeCP2/CaMKII lub/i CDKLS5 oraz petla
zwrotna regulacji MeCP2 poprzez wzrost miR-132 (Diaz de Leon-Guerrero et al. 2011)

3.4 Zaburzenia MeCP2, a choroby cztowieka

34.1 MeCP2 w chorobach o podtozu neurologicznym

Zaburzenia w funkcji MeCP2 spowodowane mutacjami oraz regulacja jego ekspresji
powoduja liczne choroby o podtozu neurologicznym. Jedna z flagowych chorob czlowieka
uwarukowanych z funkcjg MeCP2 jest Zespot Retta.

Zespot Retta jest zespotem rozwojowym o uwarunkowaniu genetycznym dotykajacym w
wickszo$ci dziewczynki z czegsto$cig 1:10.000. Objawy uwidaczniaja si¢ juz w pierwszych
miesigcach zycia dziecka i dotycza zaburzen rozwoju motorycznego. W pierwszych latach dzieci
wykazujg problemy z mowa, ruchem oraz pojawiaja si¢ napady padaczkowe 1 bezdechy. Zespotowi
Retta towarzysza rowniez osteoporoza, skolioza, spastyczno$¢, niedowaga, zaburzenia
kardiologiczne i napigcia mig$niowe (Vashi and Justice, 2019a). Typowy Zespdt Retta
zapoczatkowuje mutacja de novo genu mecp2 jednego z chromosomu XX (95% wystgpowania
zespolu Retta) lub duze delecje w obrebie tego genu (15% zapadalnos$ci na t¢ chorobe). Inaktywacja
jednego z chromosomu X powoduje mozaikowato$¢ fenotypowa u chorych (Vashi and Justice,
2019a). Nietypowy Zespot Retta zwigzany jest natomiast z mutacjami genéw CDKLS5 (powoduje
wczesne napady drgawkowe w RTT) lub FOXG1 (Zapella Variant — dotyczy osobnikéw meskich)
Nietypowy Zespot Retta zwigzany jest natomiast z mutacjami genoéw CDKL5 (powoduje Early
Seizure RTT) lub FOXG1(Zapella Variant — dotyczy osobnikow meskich) (Shovlin and Tropea,
2018b). W Zespole Retta uposledzony jest rowniez system Redox (odpowiedzialny za uwalnianie
reaktywnych form tlenu) co doprowadza do uszkodzen tkanek pod wptywem stresu oksydacyjnego.
W surowicy krwi pacjentek wykazano zwigkszony poziom uszkodzenia lipidow oraz zmniejszony
poziom dysmutazy ponadtlenkowej (Miiller, 2019) jak i dysfunkcje mitochondriow oraz wzrost
receptorow AMPA1 i AMPA?2 i zmniejszenie ekspresji genu dla receptora GABA — GABRB3. Zespol
Retta charakteryzuje si¢ upregulacjg EAATL i EAAT2 w mdzgu, co powoduje nadmierne uwalnianie
glutaminianu przez mikroglej i zaburzenie struktury dendrytycznej komorek nerwowych (Shovlin
and Tropea, 2018a). Innym receptorem represjonowanym w Zespole Retta jest metabotropowy
receptor mGIluR7. Sugeruje sie, iz jego ekspresja jest znacznie obnizona u pacjentéw RTT w
neuronach motorycznych oraz u myszy z knockout MeCP2 w synaptosomalnej frakcji
hipokampalnej. Co wigcej podanie PAMs (pozytywne modulatory allosteryczne) VU0422288 1
VUO0155094 odwraca zmiany w transmisji synaptycznej SC-CA1 (Schaffer collateral-CA1) u myszy

RTT (Fisher et al., 2018). Terapia RTT jest terapia zachowawcza polegajaca na poprawie
str. 21



przewodnictwa neurotransmiterow, metabolizmu komorki. Badania przedkliniczne wykazaly m.in.
pozytywny wplyw SSRI (citalopramu) oraz ketaminy na poprawe funkcji motorycznych u pacjentow
RTT. Podania czynnikow wzrostu, takich jak BDNF czy IGF, rowniez wptywaty na znaczng poprawe
motoryki u zwierzat z modulowanym Zespotem Retta. Ostatnie badania dotyczace terapii RTT
skupiajg si¢ na probach wprowadzenia kopii MeCP2 do organizmu, jednak wigze si¢ to ze znaczng
toksyczno$cig neuronalng i watrobowa (Vashi and Justice, 2019b).

Ze wzgledu na szeroka role MeCP2 plastycznosci, dojrzewaniu neurondw i modyfikacji
epigenetycznych czynnik ten moze towarzyszy¢ wielu chorobom neurologicznym. Dlatego tez
zmiany MeCP2 obserwuje si¢ w chorobach takich jak: Autyzm, Parkinson czy Alzhaimer. Jednak
rola jaka odgrywa w patomechanizmie tych chordb nie jest znana. Zespolowi Retta czgsto towarzysza
napady padaczkowe. Zespot drgawek zwigzanych z duplikacja MeCP2 (MeCPdup) charakteryzuje
si¢ obecno$cig toniczno-klonicznych ruchow i atonicznych napadéw mioklonicznych 1 cze$ciej
wystepuje u osobnikdéw plci meskiej. W syndromie MeCPdup oprocz drgawek wystepuja czesto
zachowania autystyczne i zaburzenie funkcji motorycznych. Leczenie jest trudne czesto wystepuje
oporno$¢ na stosowang terapi¢. Badania nad nowymi lekami wykazaty iz stosowanie walproinianu
sodu (VPA) czesto skutkuje zmniejszeniem drgawek w stosunku do kontroli. VPA jest inhibitorem
deacetylaz hisonowej ponadto zwigksza poziom GABA i wptywa na kanaly potasowe (Sodium
valproate | CBH15NaO2 - PubChem, 2018). Nie jest znany mechanizm dziatania VPA na lekooporny
syndrom epliepsji zwigzany z duplikacja MeCP2 (Rajaprakash, Richer and Sell, 2018). Szacuje si¢
iz okoto 17,6% pacjentéw z zespotem RTT jest diagnozowanych jako pacjenci autystyczni (ang.
Autism spectrum disorders - ASDs). Ponadto modele zwierzece z wyciszeniem genu MeCP2
wykazujg behawior nasladujacy ASDs. GWAS 1 baza dbSNP skorelowata trzy podstawowe mutacje
w MeCP2 z ASDs, ktore wplywaja na morfologi¢ drzewka dendrytycznego oraz przezywalno$¢
neuronow (Wen et al., 2017). MeCP2 spetnia rowniez funkcje rekrutora represoréw transkrypcji.
Neurony deficytowych ANKRD11 (ang. Ankyrin repeat domain-containing protein 11)
charakteryzuja si¢ zmniejszonym poziomem BDNF/TrkB przy jednoczesnym zwigkszeniem
poziomu MeCP2. Haploinsuficjencja genu ANKRD11 jest charakterystyczna dla zespotu KBG
objawiajacego si¢ zaburzeniami intelektualnymi, drgawkami i zachowaniem autystycznym (Ka and
Kim, 2018). Vaccaro i wspotpracownicy poddali skriningowi krew pacjentdéw ASDs i wykazali
szeroki wachlarz zmian epigenetycznych m.in. MIR-199a (regulator MeCP2), ktory moze by¢
potencjalnym biomarkem tej choroby (Vaccaro et al., 2018). Rola MeCP2 jako epigenetycznego
faktora w modulacji DNA opisywana jest rowniez w chorobie Huntingtona. Sugeruje si¢ iz interakcja
Htt (zmutowane biatko huntingtyna) z MeCP2 oddzialuje na ubiqintynacj¢ i transkrypcje¢ BDNF
znacznie bardziej niz sama Htt (McFarland et al., 2014). Nadekspresja MeCP2 badana jest w chorobie

Parkinsona jako terapeutyczny czynnik w regulacji funkcji neuronow dopaminergicznych 1 jako
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czynnik anty-apoptotyczny (Xie et al., 2013). Choroba Alzhaimera nie jest choroba o $cisle
genetycznym profilu. Sugeruje si¢ udzial biatka prekursorowego amyloidu- (ABPP) w powstawaniu
tej choroby. Ostatnie badania wykazaty modulujacy wptyw MePC2 na BDNF w neuronach korowych
myszy. Nadekspresja tego bialka zwigzana jest ze zwigekszeniem poziomu BDNF jak i NT-3 i NT-
4/5 w hipokampie u myszy Tg-APPswe/PS1dE9 (Choi et al., 2019).

3.4.2 Uzaleznienia

Rola MeCP2 w uzaleznieniach opiera si¢ na jego zdolnosci do regulowania aktywnosci
chromatyny poprzez represje badz aktywacje genéw. Podania kokainy prowadza do metylacji DNA.
MeCP2 przytacza si¢ do hemi-metylowanego DNA i rekrutuje kompleks rep resorowy, co prowadzi
do zmniejszenia transkrypcji gendéw. W przypadku podan metanolu/etanolu kompleks represorowy
G9a/DNMT3A/MeCP2 rowniez odgrywa znaczng role w procesie uzaleznienia, poprzez wptyw na
zmiany neurodegeneracyjne zachodzace w syndromie uzaleznienia alkoholowego zmniejszajac
poziom m.in. BDNF oraz pCREB (Subbanna et al., 2014). Aktywacja genow odbywa si¢ najczgsciej
poprzez fosforylacje MeCP2. Amfetamina fosforyluje MeCP2 na serynie Ser421, co zmniejsza
poziom MeCP2 w jadrze potlezacym i1 prowadzi do wystgpienia hiperaktywnosci lokomotoryczne;.
Mutacje powodujace brak fosforylacji S421 zwigzane sg z brakiem odpowiedzi na indukowang
amfetaming nadaktywno$¢ lokomotoryczng oraz samopodwawnie kokainy u gryzoni (Anderson et
al., 2018). Cotto i wspoOtpracownicy potwierdzili, iz samopodawanie kokainy 2 godziny dziennie
przez 10 dni powoduje zwigkszenie poziomu biatka MeCP2 w hipokampie i w prazkowiu, a jego
fosforylacja w polu CA3 hipokampa powoduje zwickszenie poziomu pro-BDNF (forma pro-BDNF)
w tych strukturach. Co ciekawe , jednak zwigkszona ekspresja MeCP2 w mikrogleju nie korelowata
z cekspresja BDNF. Ponadto samopodawanie kokainy powoduje powodowato zwigkszong
translokacje MeCP2 z jadra do cytoplazmy w komoérkach mikrogleju, co potwierdza sugeruje
odmienng role MeCP2 w komoérkach nerwowych i mikrogleju (Cotto et al., 2018).
Psychostymulujgca rola MeCP2 wywotana podaniami heroiny potwierdzona zostata przez Yan i
wspolpracownikow. Wsrod licznych grup miRNA, miR-218 (cel dla MeCP2) okazat si¢ odgrywac
rolg¢ aktywatora uzaleznienia wywotanego heroing. Obnizony poziom mMiR-218 w jadrze potlezacym
obserwowany jest po podaniach heroiny, a jego nadekspresja zwigzana jest z zahamowaniem
poszukiwawczym dla heroiny (ang. heroin seeking behavior). Ponadto miR-218 jest Scisle
zaangazowany w regulacje MeCP2. Zwigkszony poziom mIiR-218 wplywa odwrotnie
proporcjonalnie na poziom MeCP2 (Yan et al., 2017). Zmniejszony poziom MeCP2 przy

jednoczesnym zwigkszeniu jego fosforylacji S421 w mPFC (przysrodkowa kora przedczotowa), ale
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nie w jadrze potlezacym i prazkowiu, korelowat z lepszym wynikiem w tescie podejmowania decyzji
u szczurow (ang. riscky decision making), co sugeruje udziat MeCP2 w mechanizmie uczenia si¢
(Deng et al., 2018). Wptyw MeCP2 i jego fosforylowanej formy w procesie uzaleznien jest Szeroko
badany, jednakzemechanizmy komoérkowe, poprzez ktore czynnik ten oddzaitywuje, nie do konca sg

poznane.

3.4.3 Rola MeCP2 w depresji

Badania z ostatnich kilku lat sugeruja, iz MeCP2 moze odgrywaé réwniez wazna role w
patomechanizmie i terapii depresji. Najczgsciej opisywana jest fosforylacia MeCP2 S421 oraz jej
wpltyw na regulacje gené6w m.in. BDNF. Fosforylacja MeCP2 S421 zwigzana jest z aktywacja
transkrypcji genu bdnf. W fazie spoczynku neuronéow (neuron spolaryzowany) MeCP2 jest zwigzany
z promotorem II genu bdnf co powoduje inaktywacje¢ transkrypcji. W neuronach depolaryzowanych
dochodzi do fosforylacji MeCP2 za pomoca $ciezki Camk?2/4, uwolnienia promotora dla BDNF i
aktywacji genu.

Jedna z prac opisuje interakcje MeCP2/Deafl (ang. Deformed epidermal autoregulatory
factor 1 homolog) z promotorem genu HTR1A. Stwierdzono iz myszy Deafl A-/- majg zwigkszong
ilos¢ autoreceptorow 5-HT1A przez co dochodzi do zmniejszenia poziomy 5-HT w jadrach szwu i
wytworzenia behawioru depresyjno/maniakalnego. Ponadto MeCP2 wiaze si¢ z Deafl przez co
reguluje ekspresje¢ HTR1A. Myszy z warunkowym knockout MECP2 w neuronach 5-HT
(MeCP2TPH2creERT2-f1x/Y) warunkuja zwigkszony poziom i funkcj¢ autoreceptorow 5-HT1A co
potwierdza role¢ MeCP2 jako represora genu HTR1A w badaniach in vivo (Philippe et al., 2018). U
pacjentéw ze zdiagnozowang MDD potwierdzono iz deregulacja mir-132 (reguluje miedzy innymi
MeCP2) wptywa na funkcj¢ uktadu czotowo-limbicznego. Nadekspresja mir-132 w korze czotowe;j
prowadzi do zredukowania objetosci czarnej materii w rejonach przedczotowych oraz fALEF
(amplituda fluktuacji niskiej czestotliwosci, ang. Amplitude of low-frequency fluctuation )
obserwowanych za pomoca MRI, a w hipokampie odpowiedzialna jest za kontrol¢ nad rozwojem
kolcow dendrytycznych oraz ingeruje w ekspresje BDNF (Qi et al., 2018). W krwi obwodowej
pacjentow z MDD wykazano rowniez podwyzszony poziom ekspresji mir-132, co jest negatywnie
skorelowane z poziomem bialka MeCP2 i BDNF. W hipokampalnych neuronach pierwotnych
transfekowanych wektorem sh-MeCP2 stwierdzono zwigkszong ekspresje mir-132 zmniejszony
poziom genu dla BDNF, co pokazuje iz MeCP2 moze regulowac ekspresj¢ mir-132 (SU et al., 2015).

Od fosforylacji MeCP2 zalezny jest rowniez gen Avp (ang. arginine vasopressin gene), Crh
(ang. corticotropin releasing hormone) oraz Pomc (ang. Proopiomelanocortin), ktore wzmacniaja

odpowiedz osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) na czynniki early life stress (ELS) (Ausio,
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2016). Okazato si¢ rowniez iz fosforylacja S421 MeCP2 jest niezbedna do odpowiedzi terapeutyczne;j
imipraminy i citalopramu u myszy KI MeCP2 (myszy knock-in MeCP2), ktore wykazuja wrazliwosc¢
na dziatanie czynnikow stresowych (Hutchinson et al., 2012a). Pomimo to niewiele jest prac

opisujagcych  wplyw  fosofrylacji S421 MeCP2 na odpowiedz terapeutyczng lekow
przeciwdepresyjnych.
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CEL PRACY:

MeCP2 jest czynnikiem regulujagcym wiele procesOw komorkowych. Ze wzgledu na jego

powszechne wystepowanie w mézgu i kluczowe znaczenie w regulacji ekspresji wybranych genow,

sugeruje si¢, ze MeCP2 moze mie¢ istotne znaczenie w patomechanizmie choréb psychicznych, w

tym depresji.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie roli MeCP2 w patomechanizmie oraz farmakoterapii

zaburzen depresyjnych poprzez:

Zbadanie 1 analiz¢ pordwnawczg zmian poziomu ekspresji genu mecp2 oraz biatka MeCP2 i
jego aktywacji (poziom MeCP2 ufosforylowanego na S421, p-S421-MeCP2) w hipokampie
i korze czotowej ofiar samobdjstw oraz zwierzat z zaindukowanymi objawami podobnymi do
depresji u ludzi (zwierzece modele depresji: usunigcia opuszek wechowych 1 przewleklego
tagodnego stresu)

Zbadanie i analiz¢ pordwnawczg zmian poziomu ekspresji genu mecp2 oraz biatka MeCP2 i
jego aktywacji (poziom MeCP2 ufosforylowanego na S421) w hipokampie i korze czotowe;j
szczurow poddanych usunigciu opuszek wechowych oraz przewleklemu tagodnemu stresowi
otrzymujacych leki przeciwdepresyjne (imipramina/amitryptylina, fluoksetyna, escitalopram,
wenlafaksyna, olanzapina)

Okreslenie zalezno$ci pomigdzy poziomem MeCP2/p-S421-MeCP2 a ekspresja bdnf oraz
poziomem bialka BDNF w hipokampie i1 korze czolowej szczurow poddanych usunigciu
opuszek wechowych oraz przewleklemu tagodnemu stresowi otrzymujacych w/w leki
przeciwdepresyjne

Okreslenie zalezno$ci pomigdzy poziomem MeCP2/p-S421-MeCP2 a poziomem biatek
acH3K9/14, HDAC2, HDAC3, H3K27me2, Sin3a w hipokampie i korze czotowej szczurow
poddanych usunigciu opuszek wechowych oraz przewlektemu tagodnemu stresowi
otrzymujacych w/w leki przeciwdepresyjne

Okreslenie zalezno$ci pomiedzy ekspresja mecp2, poziomem MeCP2/p-S421-MeCP2 a
ekspresja miR-132/212 w hipokampie i korze czolowej szczurow poddanych usunigciu
opuszek wechowych oraz przewleklemu tagodnemu stresowi otrzymujacych w/w leki

przeciwdepresyjne
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MATERIALY | METODY:

Glownym celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie szeregu analiz biochemicznych w
tkankach ludzkich pochodzacych od ofiar samobdjstw oraz w tkankach zwierzat z modelowanymi
objawami depresji oraz otrzymujacych leki przeciwdepresyjne. Celem potwierdzenia lub
zaprzeczenia uniwersalnosci badanych mechanizméw, w badaniach wykorzystano dwa modele

depresji oraz 4 leki o r6znych mechanizmach dzialania.

1. Tkanki ludzkie post mortem

Kora czotowa i hipokamp zostaty pobrane po$miertnie od siedemnastu osob, ktore popetnity
samobdjstwo (Samobojcy; srednia wieku £ SEM = 35,8 &+ 4,3 lata) oraz o$Smiu 0sob, ktoérych $mieré
byta przypadkowa (Kontrola; srednia wicku = SEM = 34,3 £ 6,0 lata). Lacznie grupe badang i
kontrolng stanowily tkanki pozyskane od siedmiu kobiet i szesnastu mezczyzn. Wszystkie tkanki
zostaly skolekcjonowane przez pracownikow Wydzialu Medycyny Sadowej Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w ramach grantu KBN nr 6P05SB 142 20 po uprzednim
uzyskaniu zgody Komisji Etycznej UJ CM. Zgodnie z dostepna dokumentacjag medyczng, osoby
zaklasyfikowane do grupy kontrolnej jak i badanej nie byty leczone z powodu przewlektych choréb
osrodkowego uktadu nerwowego oraz innych chordb somatycznych. Od momentu pobrania tkanek

do czasu rozpoczecia analiz biochemicznych, materiat przechowywano w temp. -80°C.

Tabela 2. Ogodlna charakterystyka demograficzna tkanek post portem wykorzystanych w

badaniach biochemicznych (K-kobieta; M-mezczyzna) (Sowa-Kuéma et al., 2013)

Grupa
Ple¢
) ) (K-kontrola;
Lp. Wiek (lata) (K-kobieta; Przyczyna $mierci
S-badana
M-mezczyzna)
samobdjcy)
1 33 M Samobdjstwo przez powieszenie S
2 29 M Samobojstwo przez powieszenie S
3 21 K Samobojstwo przez skok z S
wysokosci
4 17 M Samobojstwo przez powieszenie S
5 47 M Samobojstwo przez powieszenie S
6 19 M Samobdjstwo przez skok pod S
pociag
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2. Badania na zwierzetach
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17
29
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58

55
44
20
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55

54

29

58

42

24

19

~ < X X L

< Z

Samobojstwo przez
przedawkowanie (doksepina +
klomipramina)

Samobojstwo przez
samookaleczenie

Kontrola/uraz czaszki
Samobojstwo przez skok z
wysokosci

Samobojstwo przez
przedawkowanie (hydroksyzyna
+ perazyna)

Samobojstwo przez
przedawkowanie (klometiazol +
diazepam)

Samobdjstwo przez powieszenie
Kontrola/wypadek drogowy
Samobdjstwo przez utonigcie
Kontrola/zatrucie tlenkiem wegla
Samobojstwo przez
przedawkowanie (diazepam +
etanol)

Kontrola/zawat miegs$nia
Sercowego
Kontrola/powieszenie
Samobojstwo przez powieszenie
Kontrola/zawat mies$nia
sercowego

Samobojstwo przez skok z
wysokosci

Samobojstwo przez powieszenie

w X 0O X O»
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Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach — samcach szczepdéw szczepu Sprague Dawley
(model usunigcia opuszek wechowych; ang. olfactory bulbectomy, OB) oraz Wistar (model
przewlektego tagodnego stresu; ang. chronic mild stress, CMS) z hodowli Charles River Laboratories
(Niemcy). Zwierzeta byty traktowane zgodnie z wytycznymi Komitetu ds. Ochrony i Uzytkowania
Zwierzat. Zaplanowane procedury oraz liczebno$¢ grup zostaty pozytywnie zaopiniowane przez II
Loaklng Komisj¢ Etyczng przy Instytucie Farmakologii Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) w
Krakowie. Zastosowanie reguty 3R w projekcie mialo na celu zminimalizowanie ilosci uzytych
zwierzat oraz ich cierpienia.

Zwierzeta, po przebytym okresie kwarantanny (2 tygodnie), przetrzymywano w
pomieszczeniach o statej temperaturze 22+20C i wilgotnosci 55+5%, w standardowych klatkach
plastikowych z wysciotka trocinowa, w naturalnym cyklu dobowym (12:12; wyjatek: model CMS,
gdzie okresowo stosowano zmienng amplitude o$wietlenia). W trakcie trwania eksperymentow,
szczury miaty nieograniczony dostep do wody 1 pokarmu, z wyjatkiem czasu deprywacji od wody i

paszy w modelu CMS.

2.1.Zwierzece modele depresji

2.1.1. Model przewlektego lagodnego stresu (ang. Chronic Mild Stress, CMS)

Chroniczny tagodny stres jest jednym z najlepiej zwalidowanych modeli depresji u zwierzat,
ktory nasladuje objawy depresji indukowane negatywnymi bodzcami srodowiskowymi. W modelu
tym poprzez dlugotrwale stosowanie tagodnych bodzcow stresowych indukuje si¢ u zwierzat
(szczury lub myszy) zachowania typu anhedonicznego (brak odczuwania przyjemnosci), co
potwierdza stosowany do weryfikacji test spozycia 1% roztworu sacharozy.

Procedure przewleklego tagodnego stresu przeprowadzono zgodnie z procedurg metodyka
opisang przez Szewczyk 1 wsp. (B Szewczyk et al., 2014). Przed zastosowaniem u szczurow bodzcoéw
stresowych, wykonano test spozycia 1% r-ru sacharozy (ang. Sucrose Preferencje Test, SPT) celem
wykluczenia r6znic osobniczych pomiedzy zwierzetami. Nastepnie dokonano podziatu zwierzat na
dwie glowne grupy eksperymentalne — stresowang i niestresowang (kontrola), ktore umieszczono w
dwoch odizolowanych pomieszczeniach. W grupie stresowanej rozpoczeto stosowanie czynnikow
stresowych, ktore kontynuowano przez 7 kolejnych tygodni. Kazdy tydzien skladal si¢ z dwoch
okresow: deprywacji od wody i1 pokarmu, pochylenia klatki o 45°, zmiennej illumiscencji
(przerywane $swiatto), moczenia §cidtki, oswietlenia stroboskopowego o niskiej intensywnosci oraz
jednego okresu obecnosci innego osobnika w klatce bytowej. Kazdy tydzien zawieral rowniez trzy

okresy bez czynnika stresowego. Czynniki stresowe byly stosowane nieprzerwanie w dzief i noc
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przez 10-14 godzin. Zwierzgta kontrolne, podobnie jak stresowane, przebywaly rowniez pojedynczo
w Klatkach i w trakcie catego eksperymentu byly poddawane handlingowi. Po kazdym tygodniu
stresowania u wszystkich zwierzat przeprowadzono SPT celem potwierdzenia/weryfikcacji
negatywnego wplywu CMS na zachowanie zwierzat. Po 2 tygodniach stresowania, zwierzeta
podzielono na podgrupy i rozpoczeto podawanie badanych zwigzkoéw (Tab. 2) przez kolejne 5
tygodni. W celu potwierdzenia behawioralnej na zastosowane leki, cyklicznie co tydzien

wykonywano u wszystkich zwierzat SPT.

Kwarantanna Chirurgicing Cikres

usunig e pasnelk Podania lekiw ‘fest wolmegn pola
AR T Ly

I I 24 godziny

2 tygodnie 2 tygodnie 2 tygodnie

Amitryptylina 10 mg/kg
Fluoksetyna 10 mg/kg

Wenlafaksyna 10 mg/kg
Olanzapina 2 mg/kg

Ryc.3. Schemat przeprowadzenie procedury przewlektego tagodnego stresu

2.1.2. Model Usunigcia Opuszek Wechowych (OB)

Model OB jest stosowany do wywotania u zwierzat (myszy, szczury) zachowania podobnego
do depresji agitowanej u ludzi. U szczuréw pozbawionych opuszek wechowych obserwuje si¢ m.in.
hiperaktywno$¢ w tescie wolnego pola.

Model usunigcia upuszek wechowych zostat wykonany zgodnie z metoda zoptymalizowang 1
od wielu lat stosowang z powodzeniem w zakladzie Neurobiologii Instytutu Farmakologii PANIF
PAN w Krakowie (Bernadeta Szewczyk et al., 2014b). Przed rozpoczeciem eksperymentu, szczury
przydzielono do dwoch grup: OB (grupa poddawana operacji usunigcia opuszek wechowych) oraz
Sham (grupa poddawana operacji pozorowanej). Nastgpnie przeprowadzono test wolnego pola, celem
weryfikacji, czy nie ma istotnych roéznic osobniczych pomiedzy zwierzetami przydzielonymi do
poszczegbdlnych grup. Nastegpnie przystapiono do zabiegu chirurgicznego, ktory przeprowadzano na

szczurach o masie ~ 270g.

Przed wykonaniem operacji, szczury wprowadznao w stan anestezji poprzez domig¢$niowe
podania ketaminy (100 mg/kg) oraz ksylazyny(10 mg/kg). Usuniecie opuszek wechowych

przeprowadzono w oparciu o koordynaty z atlasu mézgu szczura (10 mg/kg). Usunigcie opuszek

str. 30



wechowych przeprowadzono w oparciu o atlas mozgu szczura (Paxinos i Watson; 1998). W skrocie,
u szczurow z grupy OB, po wyeksponowaniu kosci czaszki, wywiercone zostaty otwory, przez ktore
za pomocg pompy prozniowej wyssano opuszki wechowe. Otwory wypeliono Spongostanem
(srodek hemostatyczny), a skor¢ glowy zaszyto przy uzyciu nylonowych nici chirurgicznych.
Zwierzgta z grupy Sham, miatly wykonane te same czynno$ci, z wyjatkiem odsysania opuszek
wechowych. Bezposrednio po zabiegu oraz przez 2 kolejne dni po operacji, szczury otrzymywaty
podskornie Metoxicam w dawce 0.05 mgkg jako $rodek przeciwbdlowy 1 przeciwzapalny
przeciwzapalny. Po wybudzeniu, zwierzata byly umieszczane w klatkach bytowych w liczbie 4
osobniki/klatka (2 OB. + 2 Sham). Okres rekonwalescencji wynosit dwa tygodnie, w ciggu ktorych
zwierzeta byly poddawane wnikliwej obserwacji 1 handlingowi, celem minimalizowania stresu przy
podejmowaniu kolejnych czynnos$ci. . Po uptywie 2 tygodni, przeprowadzono test wolnego pola
celem weryfikacji zmian behawioralnych indukowanych OB. Nastepnie dokonano podziatu zwierzat
na podgrupy i rozpoczeto 2 tygodniowy okres dootrzewnowych podan lekéw przeciwdepresyjnych o
r6znych mechanizmach dziatania (Tab. 4). 24 godziny po podaniu ostatniej dawki lekéw, wykonano
test wolnego pola, celem weryfikacji skutecznos$ci przeciwdepresyjnej zwigzkow. Nastepnie
dokonano dekapitacji zwierzat oraz izolacji struktur mézgowych (kora czotowa, hipokamp) do badan
biochemicznych. Do dalszych badan pobierano material jedynie od tych szczurow z grupy OB., u
ktérych stwierdzono usunigcie co najmniej 2/3 objetosci opuszek wechowych bez uszkodzenia kory

czolowe;j.

Kwarantanna, Chirurgicing Oikres

us unig e o pas ek Podania lekiw ‘fest wolmegn pola
AR - iy

l l 24 godziny

2 tygodnie 2 tygodnie 2 tygodnie
Amitryptylina 10 mg/kg
Fluoksetyna 10 mg/kg
Wenlafaksyna 10 mg/kg

Olanzapina 2 mg/kg

Ryc.4. Schemat przeprowadzenie procedury Usunigcia Opuszek Wechowych

2.2.Substancje podawane zwierzetom oraz ich dawkowanie

W eksperymentach na zwierzgtach zastosowano 4 zwiazki/leki o réznych mechanizmach

dziatania:
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e Amitryptylina 10 mg/kg (OB) lub Imipramina 10 mg/kg (CMS) - Trdjpierscieniowe
Leki Przeciwdepresyjne,

e Fluoksetyna 10 mg/kg (OB) lub Escitalopram 10 mg/kg (CMS) - Selektywne
Inhibitory Wychwytu Zwrotnego Serotoniny,

e Wenlafaksyna 10 mg/kg - Inhibitor Wychwytu Zwrotnego Noradrenaliny i
Serotoniny,

e Olanzapina 2 mg/kg - Atypowy lek przeciwpsychotyczny.
Leki podawano w postaci iniekcji dootrzewnowej (i.p.) w objetosci 2 ml/kg masy ciala, raz
dziennie w godzinach od 8:00 — 12:00 przez okres 2 lub 5 tygodni (odpowiednio OB. i CMS). Jako

kontrole podawano sdl fizjologiczng (0.9% NaCl), ktéra byla rozpuszczalnikiem dla w/w zwigzkow.

Tabela 3. Charakterystyka grup eksperymentalnych w modelu przewlektego tagodnego stresu

GRUPY Liczba osobnikéw na grupe

Kontrola Stres Nie stresowane : stresowane
Kontrola - NaCl Kontrola - NaCl 8:8
Imipramina 10 mg/kg Imipramina 10 mg/kg 8:8
Escitalopram 10 mg/kg Escitalopram 10 mg/kg 8:8
Wenlafaksyna 10 mg/kg Wenlafaksyna 10 mg/kg 8:8
Olanzapina 2 mg/kg Olanzapina 2 mg/kg 8:8

Tabela 4. Charakterystyka grup eksperymentalnych w modelu usunigcia opuszek wechowych

GRUPY Liczba osobnikow na grupe
Sham OB Sham : OB
Kontrola - NaCl Kontrola - NaCl 8:8
Amitryptylina 10 mg/kg Amitryptylina 10 mg/kg 8:8
Fluoksetyna 10 mg/kg Fluoksetyna 10 mg/kg 8:8
Wenlafaksyna 10 mg/kg Wenlafaksyna 10 mg/kg 8:8
Olanzapina 2 mg/kg Olanzapina 2 mg/kg 8:8
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2.3.Testy behawioralne

Celem weryfikacji zmian indukowanych usunigciem opuszek wechowych oraz przewlektym
tagodnym stresem (behawior ,,prodepresyjny’) oraz efektywnos$ci dziatania zastosowanych lekow, u
zwierzat w roznych punktach czasowych przeprowadzono test spozycia 1% roztworu sacharozy

(CMS) oraz test wolnego pola (OB).

2.3.1 Test Spozycia 1% roztworu sacharozy (SPT)

Test spozycia sacharozy przeprowadzono w 8 punktach czasowych. Pierwszy test wykonano
bezposrednio przed rozpoczegciem procedury CMS (baseline), celem wyeliminowania potencjalnych
r6éznic osobniczych w poborze cukru. Kolejne testy przeprowadzano w cotygodniowych interwatach.
Drugi i trzeci test (punkt -7, 0) pozwolily na weryfikacje negatywnego wplywu bodzcoéw stresowych.
Kolejne 5 testow umozliwito weryfikacje skutecznosci podawanych zwigzkow oraz okresli¢
szybkos$¢ odpowiedzi na zastosowane terapie. Ostatni test wykonano 24 godziny po podaniu dawki
lekow.

Test spozycia 1% r-ru sacharozy polega na prezentacji szczurom przez 1 godzing dwodch
butelek - jednej z cukrem, drugiej z woda. Butelka z cukrem jest wazona przed testem i bezposrednio
po jego zakonczeniu. 1 dzign przed testem zwierzgta poddaje si¢ deprywacji od pokarmu i wody. U
szczurdw, ktore przejawiajg objawy anhedonii obserwuje si¢ co najmniej 20% mniejsze spozycie
roztworu cukru do w odniesieniu do pomiaru wykonanego przed rozpoczgciem procedury stresowej

oraz niestresowanej kontroli do punkty baseline i kontroli nie stresowanej (Zurawek et al., 2017).

2.3.2. Test wolnego pola (ang. Open Field Test, OFT)

Test wolnego pola polega na analizowaniu aktywnosci lokomotorycznej zwierzat i eksploracji
przez nie nowego srodowiska.

Analize aktywnosci zwierzat przeprowadzono 24 godziny po podaniu ostatniej dawki
badanych zwiagzkow, celem weryfikacji ich aktywnos$ci (odwracanie zmian indukowanych procedurg
OB).

Analiza aktywnos$ci lokomotorycznej zostala przeprowadzona w aparacie na planie kota o
Srednicy 1m2 przedzielonym kwadratami 10x10 cm 1 otoczonym $ciankg na wysokosci 40-60 cm.
Test wykonywany byl przy punktowym Zrddle $wiatta (Zardwka o mocy 60W, umieszczona na

wysokosci 100 cm) umieszczonym nad centralnym punkem aparatu srodku aparatury. Ambulancjee
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zliczanoono przez 3 minuty poczawszy od momentu umieszczenia szczura na aparatury centrum

aparatu.

2.3.3. Pobieranie i przechowywanie tkanek zwierzecych

Bezposrednio po zakonczeniu eksperymentdéw, 24 godziny od podania ostatniej dawki lekow,
zwierzeta byty usmiercane poprzez dekapitacje, nastepnie ich mzégi szybko izolowano z czaszek i
przystgpowano do izolacji struktur moézgowych (kora czotowa i hipokamp). Uzyskane tkanki
zamrazano na suchym lodzie i przechowywano w temperaturze -800C do czasu rozpoczgcia

kolejnych etapow badan.
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3. Badania biochemiczne

3.1. Analiza biatek metodgq Western blot

Analizy Western blot przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez Pochwat 1 wsp.

(Pochwat et al., 2015b). Analizy przeprowadzono w dwoch strukturach mozgu — korze czotowej i

hipokampie zwierzat (n=8) i ludzi (kontrola n=6; samobojcy n=16). Tkanki homogenizowano za

pomoca ultrasonifikatora w 2% roztworze SDS w objetosci 100 ul na 10 mg tkanki. Tak

przygotowane homogenaty poddano obrobce cieplnej przez 10 min w 95°C, a nastgpnie wirowano

przez 5 min w 12.000 RPM w 4°C. W zebranym supernatancie oznaczono stg¢zenie biatka za pomoca

metody BCA z wykorzystaniem gotowego zestawu do oznaczenia biatka (ThermoFisher Scientific).

Kolejno przygotowano probki do rozdzialu elektroforetycznego. Kazda probka zawierata 30 ug

biatka oraz bufor obcigzajacy. Bezposrendio po elektroforezie SDS-PAGE w zelach 8-12%,

dokonywano transferu biatek na membrany nitrocelulozowe i inkubowano w 1% roztworze

blokujacym [BM Chemiluminescence Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit), Roche], celem

zablokowania niespecyficznych miejsc wigzacych. Nastepnie

odpowiednimi przeciwciatami [-rzedowymi (Tab. 5) przez catg noc w temperaturze 4°C.

Tabela.5. Przeciwciata I rzedowe wykorzystane do analizy Western blot.

inkubowano membrany z

Nazwa host Firma Masa czasteczkowa
[kDa]
B-aktyna biatko = monoklonalne Sigma-Aldrich 42
referencyjne przeciwciala anty-
mysie
MeCP2 poliklonalna Santa Cruz 60
przeciwciala anty-
krolicze
p-S421-MeCP2 poliklonalna ABGENT 55
przeciwciala anty-
krolicze
Sin3a poliklonalna Active Motif 155
przeciwciala anty-
krolicze
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HDAC?2 monoklonalne Cell Signaling 55
przeciwciala anty-
mysie

HDAC3 monoklonalne Cell Signaling 49
przeciwciala anty-
mysie

acH3K9/14 poliklonalna Santa Cruz 17
przeciwciala anty-
kroélicze

H3K27me2 monoklonalne Active Motif 17
przeciwciala anty-
mysie

BDNF poliklonalna Santa Cruz 17
przeciwciala anty-

kroélicze

Po zakonczonej inkubacji membrany przeptukano trzy krotnie przez 10 min w buforze TBST
(Tris-kwas borowy-Tween20) i inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami II-rzedowymi (anty-
krolicze lub anty-mysie IgG przeciwciata skoniungowane z peroksydaza chrznowg) przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Po serii trzech S5-minutowych plukan w TBST dokonano
chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek z uzyciem Clarity Western ECL Blotting (Bio-Rad)
1 wizualizacji za pomoca systemu Fuij-Las 1000 (FujiFilm), analizy gestosci optycznej prozkow

przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Image Gauge ver.4.0 (FuzjiiFilm).

3.2. Analiza genow metodg Real-Time PCR

Analiza Real-Time PCR zostata przeprowadzona wg procedury opisanej przez Pochwat 1 wsp.
(2015b). W skroécie, catkowity RNA wyizolowano z kory czotowej 1 hipokampa szczuréw (n=7-8)
przy uzyciu TRIzol-u (Invitrogen) oraz mirVana™ miRNA Isolation Kit (Thermofisher). Do
homogenizacji tkanek wykorzystano tissuelyser (QIAGEN). Czystos¢ (stosunek Azso do A2sg0), 1ilosé¢
wyizolowanego catkowitego RNA okreslono za pomocag spektrofotometru Nanodrop (Thermo
Scientific) mierzac absorbancj¢ 260 nm (A2e0). Jakos¢ RNA zwizualizowano na zelu agarozowym
poprzez uzyskanie rybosomowego RNA. W celu uzyskania ¢cDNA do analizy PCR uzyto jeden
nanograma wyizolowanego RNA, ktory poddano trawieniu DNase 1 (Sigma-Aldrich) i odwrotnej

transkrypcji z uzyciem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (random primers; Applied
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Biosystems) lub TagManTM MicroRNA Reverse Transcription Kit do uzyskania miRNA (random
primers; Applied Biosystems). Real-Time PCR przeprowadzono w objetosci 18 pl w trzech
powtorzeniach za pomocg CFX96 Real-Time System firmy Bio-Rad w standardowych warunkach
(aktywacja wstgpna 95°C przez 10min, a nastgpnie 40 cykli zawierajacych: denaturacje - 95 °C 15
sekund, elongacje¢ i anneling — 60 °C 60 sekund). Jako gen referencyjny (ang. housekeeping gene)
uzyto gapdh (analiza genow) oraz u6 (analiza miRNA).

Do analizy gené6w i miRNA wybrano nast¢pujace sondy TagMan przestawione w tabeli 6.

Tabela.6. Zastosowanie sond TagMan wykorzystywanych do analizy ekspresji genow oraz
MiRNA.

Nazwa sondy ID RefSeq

Mirl32 Rn04238115 sl NR_031878.1
Mir212 Rn04244016_s1 NR_031925.1

U6 Rn06374801_g1 NM_001108636.1
MeCP2 Rn01529606_g1 NM_022673.2
BDNF Rn02531967 sl NM_001270630.1
Gapdh Rn01775763 gl NM_017008.4

ACt dla kazdej probki, a nastepnie 2—ACt uzyskano poprzez pordwnanie wartosci badanych do

genow referencyjnych.

4. Analiza Statystyczna

Do analizy statystycznej wynikow uzyskanych z tkanek ludzkich wykorzystano test t-
Studenta. Wyniki uzyskane w badaniach na zwierzetach oraz w analizach biochemicznych ich tkanek
analizowano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji oraz testu post hoc (Newman-
Keuls). Wszystkie warto$ci zaprezentowano jako srednia + SEM (standardowy btad pomiaru). Wynik
uznawano jako statystycznie istony wowczas gdy p<0,05.

Wszystkie analizy statystyczne oraz opracowanie graficzne wynikow zostaly wykonane przy

uzyciu oprogramowania GraphPad Prism ver. 7.0.
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WYNIKI:

1.1.Analiza zmian poziomu biatek w tkankach ludzkich post mortem ofiar samobojstw

1.2. Zmiany poziomu biatka MeCP?2 i jego ufosforylowanej formy p-S421-MeCP2 oraz biatka
BDNF w hipokampie i korze czolowej

U ofiar samobojstw obserwowano wzrost poziomu biatka catkowitego MeCP2 zaré6wno w
korze czotowej jak i hipokampie (p<0.0490; p<0.0002 odpowiednio) w odniesieniu do grupy
kontrolnej. W hipokampie (lecz nie w korze czolowej) w grupie badanej stwierdzono spadek
fosforylacji seryny 421 biatka MeCP2 — p<0.00346. Zmiany te byly pozytywnie skorelowane z
poziomem biatka BDNF (p< 0.0447). Podobnie w korze czolowej, odnotowano istotng redukcje
biatka BDNF w grupie badanej w stosunku do kontroli (p<0.0316).

Tabela.7. Przyktadowe/reprezentatywne bloty dla MeCP2, p-S421-MeCP2, BDNF oraz -

aktyny w korze czotowej 1 hipokampie ofiar samobdjstw i odpowiednich kontroli.

Bialko Kora czolowa Hipokamp
Kontrola (K) Samobojcy (S) Kontrola (K) Samobojcy (S)

K S S K K S K S S K S
= ™ 1 B =
B-aktyna - S o— —

K SS K K K S K S S K
p-5421-MeCP2 l PR g— — R —
B-aktyna -“Q: S — —

K S S K K S K S S K S
BDNF

-aktyna
B y ———— — — — — — — e
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Ryc.5. Poziom biatka MeCP2 (A); p-S421-MeCP2 (B) i BDNF (C) w korze czotowej 1
hipokampie ofiar samobdjstw 1 odpowiedniej kontroli. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w
3 powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq sredniq = SEM ze stosunku intensywnosci sygnatu
badanego biatka/f-aktyny. Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu t-Studenta.
*p<0.05; ***p<0.001 vs. Kontrola.

1.3. Poziom wybranych czynnikow epigenetycznych hipokampie i korze czolowej

W tkankach ludzkich oznaczono nastepujace czynniki epigenetyczne: H3K27me2,
acH3K9/14, Sin3a, HDAC2 i HDAC3. Zaréwno w korze czotowe;j jak 1 hipokampie zaobserwowano
zwigkszony poziom biatka H3K27me2 (p<0.0477; p<0.0369 odpowiednio) oraz HDAC3 (p<0.0192;
p<0.0097 odpowiednio) u ofiar samobdjstw w stosunku do grupy kontrolnej. Przeciwnie, poziom
acetylacji histonu H3 na lizynie 9/14 ulegt znacznemu obnizeniu w obydwu badanych strukturach
moézgu samobdjcow (kora czotowa p<0.0052; hipokamp p<0.0255). Ponadto, w korze czolowej (lecz
nie w hipokampie) obserwowano istotny wzrost poziomu biatka HDAC2 w grupie badanej w
odniesieniu do odpowiedniej grupy kontrolnej (p<0.0185). W hipokampie odnotowano réwniez
statystycznie wyzszy poziom biatka Sin3a (p<0.0493) w grupie samobdjcow.

Tabela.8. Przyktadowe/reprezentatywne bloty dla H3K27me2, acH3K9/14, Sin3a, HDAC?2 i

HDACS3 oraz B-aktyny w korze czotowej 1 hipokampie ofiar samobdjstw 1 odpowiednich kontroli.
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Ryc.6. Poziom biatka H3K27me2 (A); HDAC3 (B); acH3K9/14 (C); HDAC2 (D); Sin3a (E)
w korze czolowej 1 hipokampie ofiar samobdjstw i odpowiedniej kontroli. Poszczegolne oznaczenia
przeprowadzono w 3 powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq Sredniq + SEM ze stosunku
intensywnosci sygnatu badanego biatka/p-aktyny. Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu

testu t-Studenta. *p<0.05; **p<0.01 vs. Kontrola.
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2. Model Przewlektego Lagodnego Stresu

2.1. Wphyw Przewlektego £.agodnego Stresu oraz lekow przeciwdepresyjnych na spozycie 1%
roztworu sacharozy

Zgodnie z opisywana wyzej metodyka, test spozycia 1% roztworu sacharozy (SPT)
przeprowadzano co tydzien, poczawszy od 1 (baseline) do 7 tygodnia eksperymentu. Przez pierwsze
2 tygodnie od rozpoczecia procedury CMS (Baseline — 0; Ryc. 7A) zardbwno zwierzeta stresowane,
jak 1 kontrolne nie otrzymywaty zadnych lekow. Leki zostalty wprowadzone po 2-tygodniowym
okresie stresowania (po wykonaniu 3 testu SPT — pkt. 0; Ryc. 7A) i podawane przez kolejne 5 tygodni
(0-35, Ryc. 7A).

W momencie rozpoczecia procedury CMS (baseline, Ryc. 7A) nie zaobserwowano zadnych
réznic w spozyciu roztworu sacharozy, zarowno w grupie stresowanej jak i kontrolnej. Jednakze juz
po pierwszym tygodniu stosowania czynnikow stresowych stwierdzono istotny statystycznie spadek
poboru sacharozy w grupie stresowanej vs. grupa kontrolna. Roéznica ta utrzymywala si¢ do konca
trwania eksperymentu (dzien 35, Ryc. 7A) (p < 0,0001). Po podaniach lekéw przeciwdepresyjnych
zaobserwowano zwigkszone spozycie sacharozy w tescie SPT. imipramina, escitalopram,
wenlafaksyna oraz lek przeciwpsychotyczny olanzapina statystycznie istotnie zwiekszyly spozycie
sacharozy w stosunku do grupy stresowanej otrzymujacej 0,9% r-r soli fizjologicznej (odpowiednio:
p< 0,05; p < 0,05; p <0,001; p<0,05), co swiadczy o pozytywnej odpowiedzi zwierzat na podanie
lekéw przeciwdepresyjnych (patrz Ryc. 7B). Masa ciata zwierzat nie ulegta istotnie statystycznym
zmianom podczas trwania procedury CMS. Jedynie po podaniach imipraminy w grupie stresowanej
obserwowano spadek masy ciata w stosunku do grupy stresowanej otrzymujacej 0,9%NaCl (p<0.05)
(Ryc. 3C).
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Ryc.7. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10

mg/kg (VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na: spozycie 1% roztworu
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sacharozy mierzone w odstgpach tygodniowych od momentu rozpoczecia eksperymentu (A),
calkowite spozycie 1% roztworu sacharozy w okresie ostatnich 5 tygodni eksperymentu (B)
oraz masg ciata zwierzat (C). Wartosci przedstawiajq srednig =SEM. Zmiennosc¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu TWo-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p< 0,05 , **
p< 0,001, *** p< 0,0001 vs kontrola, * p< 0,05, ™ p< 0,001 vs stres

2.2. Wplyw przewlektego tagodnego stresu oraz lekow na ekspresje genu mecp2 oraz bdnf.

Poziom ekspresji genu mecp?2 i bdnf oznaczono przy uzyciu techniki Real-Time PCR.

Ekspresja genu mecp2 zaréwno w hipokampie jak i korze czotowej zwierzat stresowanych
byla na poziomie podobnym do obserwowanego u zwierzat kontrolnych (niestresowanych) (Ryc. 8A,
9B). 5-tygodniowe podania lekow o roznym profilu dziatania nie spowodowaty wigkszych zmian
zarowno W grupie stresowanej jak i kontrolnej w obydwu badanych strukturach. Odnotowano jedynie
wzrost ekspresji mecp2 w hipokampie po podaniach imipraminy w grupie stresowanej w stosunku do
grupy stresowanej otrzymujacej 0,9%NaCl (p<0.0464) (Ryc. 8A, 9B ).

Analiza poziomu mRNA dla BDNF wykazata istotne jego obnizenie w korze czotowej oraz
wyrazng (nieistotng statystycznie) tendencje znizkowa w hipokampie zwierzat stresowanych w
odniesieniu do niestresowanej kontroli (p<0,05). Podania imipraminy, escitalopramu oraz
wenlafaksyny (lecz nie olanzapiny) spowodowaly istotny wzrost ekspresji bdnf w stosunku do
stresowanej kontroli zaréwno w korze czotowej (p<0.001; p<0.0250; p<0.0235 odpowiednio) jak 1

hipokampie (p<0.001; p<0.05; p<0.05 odpowiednio) (Ryc. 8B, 9B).
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Ryc.8. Wptyw procedury przewleklego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mRNA dla MeCP2 (A) orazBDNF
(B) w hipokampie. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtorzeniach. Wartosci
przedstawiajq Srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p< 0,05, ™ p< 0,001 vs stres
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Ryc.9. Wptyw procedury przewleklego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mRNA dla MeCP2 (A) oraz BDNF
(B) w korze czotowej. Poszczegodlne oznaczenia przeprowadzono w dwdch powtdrzeniach. Wartosci
przedstawiajq srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs. kontrola NaCl; ~p<0,05; ™ p<0,01vs. stres
NaCl
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2.3. Wplyw przewlektego tagodnego stresu oraz lekow na ekspresje miR-132*[212*

Poziom ekspresji miR-132*/212* oznaczono przy uzyciu techniki Real-Time PCR.

Analiza miR-132* i miR-212* w hipokampie wykazata wzrost ekspresji w grupie stresowanej
NaCl vs. grupa kontrolna NaCl (p<0,05 i p<0,001). Zmiany te byly odwracane wielokrotnymi
podaniami escitalopramu (p<0,0001; p<0,001, odpowiednio dla miR132* i miR212*), wenlafaksyny
(p<0,0001; p<0,0001, odpowiednio dla miR132* i miR212*) oraz olanzapiny (p<0,0001; p<0,0001,
odpowiednio dla miR132* i miR212*), lecz nie imipraminy (Ryc. 10 A-B). W korze czotowej nie
zaobserwowano zadnych zmian w ekspresji miR132* zaréwno u zwierzat stresowanych jak i
kontrolnych po podaniach lekéw (Ryc. 11A). Po zastosowaniu procedury CMS zanotowano
natomiast wzrost miR212* (p<0,05) w stosunku do niestresowanej kontroli NaCl (Ryc. 11B). Po
podaniach imipraminy (p<0,05), escitalopramu (p<0,05) oraz olanzapiny (p<0,05) szczurom

stresowanym zaobserwowano spadek miR212* vs grupa stresowana NaCl (Ryc. 11B).
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Ryc.10. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom miRNA 132* (A); miRNA 212* (B);
w hipokampie szczuréw. Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwodch powtorzeniach.
Wartosci przedstawiajq Srednig + SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu
Two-way ANOVA (test poréownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs. kontrola NaCl; "p<0,05; ™M
p<0,01; "p<0,001 vs. stres NaCl
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Ryc.11. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podah: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom miRNA 132* (A); miRNA 212* (B);
w korze czotowej szczurow. Poszczegoélne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach.
Wartosci przedstawiajq Sredniq + SEM (n=7-8). ZmiennosS¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu
Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)* p<0,05 vs. kontrola NaCl; "p<0,05 vs. stres
NacCl.
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2.4. Wplyw przewlektego tagodnego stresu oraz lekow na poziom biatka MeCP2 i jego

ufosforylowanej formy p-S421-MeCP?2 oraz biatka BDNF w hipokampie i korze czotowej

Analiza biatek metodg Western blot w korze czotowej (Tabela 9) oraz hipokampie (Tabela

10) wykazata brak istotnie statystycznych zmian w poziomie biateck BDNF i MeCP2. W korze

czolowej poziom fosforylacji S421 dla MeCP2 zmniejszyt si¢ w grupie stresowanej (p<0,05), a

podania lekow przeciwdepresyjnych odwracaly ten proces (imipramina p<0,05; escitalopram

p<0.001; venlafaksyna p<0,05). W hipokampie imipramina i escitalopram zwigkszaty poziom biatka
p-S421-MeCP2 (odpowiednio p<0,001 i p<0,0001).

Tabela.9. Przyktadowe/reprezentacyjne Western bloty BDNF, MeCP2 oraz p-S421-MeCP2
w korze czolowej szczurow po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola

Imipramina; Sl- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-kontrola

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Bialko

MeCP2

p-aktyna

p-S421-MeCP2

B-aktyna

BDNF

p-aktyna

Kora czolowa

Kontrola (K) Stres (S)

K S Kl Sl KE SE KW SW KO SO

—— —— W YT W T

| e G D S — D — —

K S Kl Sl KE SE KW SW KO SO

| — —

Tabela.10. Reprezentacyjne Western bloty BDNF, MeCP2 oraz p-S421-MeCP2 w

hipokampie szczurow po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola Imipramina;
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SI- stres

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-kontrola

Bialko

Hipokamp

Kontrola (K) Stres (S)

p-S421-MeCP2

MeCP2
T T— — - e
l W o — . ————
p-aktyna —_— -
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— —
e — —— i
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Ryc.12. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
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(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom bialek MeCP2 (A); p-S421-MeCP2
(B); BDNF (C) w hipokampie szczuréw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoéch
powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig + SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) ~p<0,05; " p<0,001
vs. stres NaCl.
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Ryc.13. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek MeCP2 (A); p-S421-MeCP2
(B); BDNF (C) w korze czolowej szczurow. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajg Srednig £ SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs kontrola
NaCl; ~p<0,05; " p<0,001 vs. stres NaCl.

2.5.Wphw przewlektego tagodnego stresu oraz lekow na poziomu wybranych czynnikow
epigenetycznych w hipokampie i korze czolowej

W hipokampie i korze czotowej zmierzono réwniez poziom acetylacji histonu H3 na
lizynie9/14. W korze czotowej wykazano spadek acetylacji histonu trzeciego w grupie stresowanej
w stosunku do kontrolnej (p<0,05), a wzrost tylko po podaniach szczurom stresowanym
wenlafaksyny oraz escitalopramu (p<0,001). Nie zaobserwowano istotnie statystycznych roznic w
poziomie biatek H3K27me2, HDAC2 oraz Sin3a w badanych grupach. Nie stwierdzono zmian w
poziomie acetylacji Histonu H3 w pozycji 9/14 Lys oraz biatka Sin3a w badanych grupach. W grupie
stresowanej NaCl zanotowano wzrost di-metylacji Histonu H3K27 vs grupa kontrolna NaCl (p<
0,0464). Podania szczurom stresowanym wenlafaksyny skutkowaty spadkiem poziomu biatka
HDAC2 w stosunku do grupy stresowanej NaCl (p< 0,0198). Przyktadowe membrany z metody
Western blot zaprezentowano w tabelach ponizej (Tabela 11 i 12).
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Ryc.14. Wpltyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce
10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A); Sin3a (B);
H3K27me2 (C); HDAC?2 (D) w hipokampie szczuroéw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w
dwoch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajq Sredniq = SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs kontrola
NaCl; "p<0,05vs. stres NaCl.
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Ryc.15. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce

10 mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg
(VEN 10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A); Sin3a (B);

H3K27me2 (C); HDAC2 (D) w korze czotowej szczurow. Poszczegodlne oznaczenia przeprowadzono

w dwoéch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig £ SEM (n=7-8). ). ZmiennoS¢ statystyczng

wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs kontrola

NaCl; ~p<0,05; "p<0,001 vs. stres NaCl.

Tabela.11. Reprezentacyjne Western bloty biatek B acH3K9/14, H3k27me2, Sin3a oraz

HDAC2 w Hipokampie szczurow poddanych procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, K-

kontrola Imipramina; SI- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-

kontrola Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Hipokamp
Bialko
Kontrola (K) Stres (S)

K S Kl SI KE SE KW SW KO SO
acH3K9/14 —— G TN G N —
ﬁ-aktyna —_— — —— —

K S Kl SI KE SE KW SW KO SO
rekerme2 ———— | ————
ﬁ-aktyna O T ———— N — -_—

K S Kl Sl KE SE KW Sw KO SO
Sin3a ‘ s — - —

B-aktyna T S S S e W

K S Kl SI KE SE KW SW KO SO
HDAC2 R e a—

- - | — | —
B-aktyna - .
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Tabela.12. Reprezentacyjne Western bloty biatlek acH3K9/14, H3k27me2, Sin3a oraz
HDAC2 w korze czotowej szczurow poddanych procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl,
KI- kontrola Imipramina; SI- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram;
KW-kontrola Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres
Olanzapina

Kora czolowa

Biatko
Kontrola (K) Stres (S)
K S KISl  KE SE KW SW KO SO
acH3K9/14 B el I ——
b-aktyna T o ————

K S Kil SI KE SE KW SwW KO SO

H3k27me2
p-aktyna
LA F 8 3 R B L J
— e —
K S Kl Sl KE SE KW SW KO SO
Sin3a
B-aktyna
i N X B NS K E X
T — T — ———— — —
K S Kl SI KE SE KW Sw KO SO
HDAC2
B-aktyna
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3. Model Usunigcia Opuszek Wechowych

3.1. Behawioralne dziatanie Usuniecia Opuszek Wechowych w Tescie Wolnego Pola

Test Wolnego Pola wykonywano na szczurach w jednym punkcie czasowym po czterech
tygodniach trwania procedury OB. Grupa operowana kontrolna i grupa pozornie operowana
kontrolna wykazaly rozbieznos¢ w lokomotorycznosci w tescie OFT. Stwierdzono istotnie
statystyczny wzrost ambulacji po usuni¢ciu opuszek wechowych (p<0,001). Leki przeciwdepresyjne
amitryptylina, fluoksetyna odwracaly efekty wykonanej bulbektomi wywolujac behawior
przeciwdepresyjny (odpowiednio p< 0,05; p< 0,05). Olanzapina jak i wenlafaksyna nie wptywata na

hiperaktywno$¢ szczuréw operowanych w tescie OFT.

Wolne pole
(po operaciji, po podaniach lekéw) [ Sham
[ OB
2001
**
150+ A A
(3]
£)
3 100- T
3 100 T
S
<
0 : ' T : :
NaCl AMI10  FLU10 VLX10 OLZ2

Ryc.16. Test Wolnego Pola: Sham- szczury pozornie operowane; OB -szczury po usunigciu
opuszek wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU - Fluoksetyna 10 mg/kg; VLX-
Wenlafaksyna 10 mg/kg; OLZ — Olanzapina 2 mg/kg; Wartosci przedstawiajg srednig + SEM (n=48).
Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-

Keuls) ** p<0,001 vs Sham NaCl; ~p<0,05; vs OB NaCl

3.2. Poziom ekspresji genu BDNF oraz MeCP2 w hipokampie i korze czotowej w modelu OB.
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Ekspresja mecp2 zarowno w hipokampie jak i korze czotowej nie zmienita si¢ po
przeprowadzeniu operacji. Spadek ekspresji mecp2 zanotowano jedynie w korze czotowej po
podaniach szczurom operowanym amitryptylin (p<0,05) oraz wzrost po podaniach fluoksetyny
(p<0,05) vs grupa OB. NaCl. Réwniez po podaniach amitryptyliny w grupie pozornie operowanej
zaobserwowano spadek ekspresji mecp2 vs Sham NaCl (p<0,001).

Poziom ekspresji genu bdnf w hipokampie jak i korze czotowej nie ulegl zmianie po
przeprowadzeniu operacji usuni¢cia opuszek wechowych. Podania lekow przeciwdepresyjnych
fluoksetyny (p<0,01) oraz wenlafaksyny (p<0,01) zwiekszato ekspresje genu bdnf w hipokampie u

szczurdw operowanych vs pozornie operowanych.
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Ryc.17. Ekspresja genu mecp2 a) i bdnf b) w hipokampie; Sham- szczury pozornie
operowane; OB -szczury po usunigciu opuszek wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU -
Fluoksetyna 10 mg/kg; VLX — Wenlafaksyna 10 mg/kg; OLZ — Olanzapina 2 mg/kg; Wartosci
przedstawiajq Srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way

ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) “p<0,05; p<0,001; vs OB NaCl
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Ryc.18. Ekspresja genu mecp2 a) i bdnf b) w korze czotowej; Sham- szczury pozornie
operowane; OB -szczury po usunigciu opuszek wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU -
Fluoksetyna 10 mg/kg; VLX — Wenlafaksyna 10 mg/kg; OLZ— Olanzapina 2 mg/Kg; ). Zmiennos¢

str. 66



statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) *p<0,05;
**p<0,001 vs Sham NaCl; * p<0,05vs OB NaCl

3.3. Wphw usuniecia opuszek wechowych oraz lekéw na ekspresje miRNA 132*; miRNA 212*
w korze czotowej i hipokampie

Usunigcie opuszek wechowych spowodowato istotny wzrost miRNA 212* (p< 0,0008) w
hipokampie w stosunku do zwierzat kontrolnych Sham otrzymujacych sél fizjologiczng, natomiast
miRNA 132* nie wykazat istotnie statystycznych roznic. W hipokampie u szczurow OB ktorym
podano leki wenlafaksyne (p<0,0001), olanzaping (p<0,001) oraz amitryptyling (p<0,0001) poziom
ekspresji miRNA 212* spadat w poréwnaniu do grupy OB kontrolnej. Tylko podania wenlafaksyny
(p<0,001), amitryptyliny (p< 0,0497) oraz olanzapiny (p<0,05) obnizaty poziom miRNA 132* w
grupach OB + leki w stosunku do grupy OB NaCl. W korze czotowej zadne leki nie wptywatly na
poziom miRNA 132* oraz miRNA212*.
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Ryc.19. Wplyw usuniecia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg
(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mir-212* (A); mir-132* (B) w hipokampie
szczurdw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Wartosci
przedstawiajq Srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) *** p<0,0001 vs Sham NaCl; * p<0,05; " p<0,001,;
AN 1n<0,00001 vs OB NaCl
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Ryc.20. Wplyw usuni¢cia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg
(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mir-212* (A); mir-132* (B) w korze czotowej

szczuroOw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtodrzeniach.  Wartosci
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przedstawiajq Srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)*** p<0,0001 vs Sham NaCl; ~ p<0,05; ™ p<0,001; M/
p<0,00001 vs OB NaCl
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3.4. Wplyw usuniecia opuszek wechowych na poziom biatek BDNF, MeCP2 oraz p-S421-MecP2

w korze czotowej i hipokampie.

Po wykonaniu procedury usuni¢cia opuszek wechowych w korze czotowej wykazano wzrost
poziomu biatka MeCP2 (p<0.001). Po dwoch tygodniach podan lekoéw przeciwdepresyjnych w korze
czotowej tylko fluoksetyna zmniejszata poziom biatka MeCP2 (p<0.05) w stosunku do grupy OB.
NaCl. Forma fosforylowana S421 bialka MeCP2 zmieniala si¢ odwrotnie proporcjonalnie co total
MeCP2. Usunigcie opuszek wechowych spowodowalo obnizenie poziomu fosforylacji S421, a
podania lekoéw przeciwdepresyjnych skutkowato jej zwigkszeniem (AMI 10 - p<0,05; FLU 10 -
p<0,001; VEN 10 - p<0,0001). W Hipokampie poziom biatka BDNF jak i fosforylacji S421 MeCP2
nie ulegl zmianom. Jedynie poziom biatka MeCP2 w grupie Sham po podaniach amitryptyliny wzrost
w stosunku do grupy Sham NaCl (p<0,0019). W tabeli 13 zaprezentowano membrany wykonane

analizag Western blot dla kory czotowej i hipokampa szczuréw w modelu OB.

Tabela.13. Przyktadowe/reprezentacyjne bloty wybranych czynnikow epigenetycznych w
korze czotowej szczuréw po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola
Imipramina; Sl- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-kontrola

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Kora czolowa Hipokamp
Sham (Sh) OB (Ob) Sham (Sh) OB (Ob)

Bialko

Sh  Ob ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO

? —
o === SRR AR
p-aktyna “"‘w- ——--—--—--

Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO

o EEEEEEEE e ———————

Sh  Ob ShF ObF ShA ObA ShwW Obw ShO Sh  Ob  ShF ObF ShA ObA Shw Obw ShO

BDNF p—
M ’---‘ ——— .

B-aktyna i
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Ryc.21. Wplyw usuniecia opuszek wgchowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg
(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatlek MeCP2 (A) p-S421-MeCP2 (B) oraz
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BDNF (C) w hipokampie szczuréw OB, Poszczegolne oznaczenia przeprowadzono w dwoéch
powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq sredniq = SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) ** p<0,001 vs Sham NaCl

MeCP2 ] Sham
1.5 o B OB
IS X
c
(@]

é 1.0+ T
S L T
S 1
<
®
2 0.5+
N
o
O
=
0.0- T T T T
NaCl FLU1I0 AMI10 VLX10 OLZ?2
- [B] p-S421-MeCP2
2 15+
S
~ NN\ VAVAN NN\N
<
o
5 1
= 1.0+ T .
= 1 T
1 *%
=
& 0.54
O
Q
=
—
(9\]
?-) 0.0 ] 1 1 1 I
’q NaCl FLU10 AMI10 VLX10 OLZ?2

Ryc.22. Wplyw usuniecia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg
(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek MeCP2 (A) p-S421-MeCP2 (B) w korze
czotowe] szczurow OB; Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach.
Wartosci przedstawiajq Srednig + SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu
Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) *** p<0,0001 vs Sham NaCl;  p<0,05; ™M
p<0,001; MM p<0,00001 vs OB NacCl
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3.5.Wplyw usuniecia opuszek wechowych na poziom biatek wybranych czynnikow
epigenetycznych w korze czotowej i hipokampie

W modelu Usunigcia Opuszek wechowych oznaczono poziom biatka dla wybranych
czynnikow epigenetycznych takich jak: HDAC2 i 3, acH3K9/14 jak i Sin3a. W korze czotowej
poziom acetylacji H3K9/14 ulegt zmniejszyt si¢ w grupie OB NaCl (p<0,05) i zwigkszyt po
zastosowaniu wenlafaksyny (p<0,05). Poziom biatka co-represorowego Sin3a oraz HDAC3 nie ulegt
zmianie w modelu OB, natomiast poziom HDAC2 zwickszyt si¢ w grupie OB NaCl (p<0,05) i
zmniejszyl po podaniach amitryptyliny (p<0,001). Nie wykazano zmian w poziomie di-metylacji
histonu H3K27. W hipokampie poziom biatek acH3K9/14, H3K27me2, HDAC2 oraz Sin3a nie

ulegly zmianom. W tabeli 14 przedstawiono przykladowe membrany z metody Western blot.

Tabela.14. Przykladowe/reprezentacyjne bloty wybranych czynnikow epigenetycznych w
korze czotowej szczurdéw po procedurze OB; Sh-Sham NaCl; Ob- OB NaCl, ShF- Sham Fluoksetyna;
ObF- OB Fluoksetyna; ShA- Sham Amitryptylina; ObA- OB Amitryptylina; ShW-Sham
Wenlafaksyna; ObW- OB Wenlafaksyna; ShO- Sham Olanzapina; ObO- OB Olanzapina

Kora czolowa Hipokamp
Bialko
Sham (Sh) OB (Ob) Sham (Sh) OB (Ob)

Sh  Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO Sh  Ob ShF ObF ShA ObA ShW ObW ShO
p-aktyna T S s R S S e —

Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO
oo | I |~ —
p-aktyna “"m ——— e ————

Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO
Sh Ob  ShF ObF ShA ObA ShW ObW ShO

Sin3a bl I —_— T " ——— -
— —

pakoyna .y - A s - -

Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw Obw ShO Sh  Ob ShF ObF ShA ObA Shw Obw ShO
HDAC?2 R XS : . ,
B - - - . ' k i
p-aktyna e - _ - ————————

str. 73



HDAC3

p-aktyna

Sh Ob  ShF ObF ShA ObA Shw Obw ShO
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Sh  Ob ShF ObF ShA ObA Shw ObW ShO
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B HDAC?2
150+

100+ I I

) ﬂ I
0 | | | |

| | | |
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HDAC2/b-aktyna(%kontroli)

Ryc.23. Wplyw usunigcia opuszek wgchowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg
(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A) H3K27me2 (B) Sin3a
(C) HDAC2 (D) w hipokampie szczuréw OB; Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq sredniq = SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)
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Ryc.24. Wplyw usuniecia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg

(AMI 10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
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oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom bialek acH3K9/14 (A) H3K27me2 (B) Sin3a
(C) HDAC2 (D) oraz HDAC3 (E) w korze czotowej szczurow OB; Poszczegolne oznaczenia
przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajq Srednig + SEM (n=7-8).
Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-

Keuls) ** p<0,001 vs Sham NaCl; ~ p<0,05 vs OB NaCl
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4. Podsumowanie Wynikow

Zarobwno w korze czotowej jak i hipokampie w tkankach ludzkich obserwowano spadki
poziomu biatek BDNF i acetylacji H3K9/14 oraz wzrosty poziomu biatek MeCP2, H3K27me?2 oraz
HDAC3. W hipokampie osob, ktore popetnilty samobojstwo poziom biatka p-S421-MeCP2 ulegt
obnizeniu, a Sin3a wzrostowi. W korze czolowej w tkankach ludzkich zanotowano wzrost poziomu
HDAC?2.

Przewlekty tagodny stres zmniejsza poziom ekspresji BDNF, ale nie MeCP2 w hipokampie.
Z drugiej strony poziomy biatka p-S421-MeCP2 i acetylacji H3 lizynie 9/14 ulegaja obnizeniu po
zastosowaniu procedury stresowania w korze czotowej. W hipokampie jedynie di-metylacja histonu
H3 ulegta zwigkszeniu w grupie stresowanej kontrolnej w stosunku do niestresowanej kontrolnej.

W modelu Usunigcia Opuszek Wechowych poziomy biatek BDNF, p-S421-MeCP2 i
acetylacji histonu 3 na lizynie 9/14 ulegaja obnizeniu natomiast poziom biatka MeCP2 oraz HDAC2

wzrostom.

Tabela 15. Zmiany poziomu genéw w modelach CMS, OB. i tkankach ludzkich; | 1 - spadek wzrost,
N- nie 0znaczono, - brak istotno$ci
Geny CMS OB
FCX HP FCX HP

mecp2

bdnf

Tabela 16. Zmiany poziomu biatek w modelach CMS, OB. i tkankach ludzkich; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotno$ci

Bialka Tkanki Ludzkie CMS OB
FCX HP FCX HP FCX HP
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MeCP2

1 1 . : 1 :
p-S421-MeCP2 |
- l - l -
BDNF
I ! - - N N
acH3K9/14
! ! ! - ! -
H3K27me2 T ! ) T N )
Sin3a - 0 - - - -
HDAC?2 0 _ - - 1 -
HDAC3 0 0 N N _ N

W modelach CMS jak i OB poziom biatka p-S421-MeCP2 w korze czolowej ulegt
podwyzszeniu po zastosowaniu lekow przeciwdepresyjnych z grupy SSRI, SSNRI i TLPD. W
modelu Przewlektego tagodnego stresu poziom acetylacji H3K9/14 ulegt podwyzszeniu po
zastosowaniu wenlafaksyny ale tylko w grupie niestresowanej. Ekspresja BDNF w CMS w
hipokampie i korze czotowej zwigkszyta si¢ po podaniach imipraminy i wenlafaksyny oraz
escitalopramu w korze czotowej. Escitalopram rowniez obnizat ekspresje MeCP2 w korze czolowe;j
U zwierzat nie stresowanych. W hipokampie po podaniach imipraminy i escitalopramu zanotowano
podwyzszony poziom fosforylacji S421 dla MeCP2. Podania wenlafaksyny zmniejszyly poziom
HDAC?2 w stosunku do grupy stresowanej NaCl.

W modelu OB w korze czotowej po podaniach fluoksetyny stwierdzono zmniejszony poziom
biatka MeCP2 oraz HDAC?2 po podaniach amitryptyliny. Wenlafaksyna podwyzszata poziom biala
acH3K9/14 w korze czotowej. W hipokampie fluoksetyna i wenlafaksyna podwyzszaty ekspresje
genu BDNF, a fluoksetyna w korze czotowej obnizata ekspresje MeCP2.
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Tabela 17. Zmiany ekspresji geow w modelach CMS, OB. po podaniach lekoéw; | 1 - spadek wzrost,

N- nie 0znaczono, - brak istotnos$ci,

Geny CMS
FCX HP
MeCP2 | ESCIT
kontrola
BDNF +IML ESCIT, 1 IMI, VLX
VLX stres stres

FCX

| FLU OB.

OB
HP

1 FLU OB
1 VLX OB

Tabela 18. Zmiany poziomu biatek w modelach CMS, OB. po podaniach lekoéw; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotno$ci
Bialka CMS
FCX HP

MeCP2

p-S421-MeCP2
TIMI, ESCIT, T IMI, ESC

VLX stres stres
BDNF
acH3K9/14
1 VLX kontrola -
HDAC2 - | VLX stres
Sin3a

FCX

| FLU OB

1AMI, FLU,

VLX OB

1 VLX OB

|AMI OB

N

OB
HP

1AMI Sham
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H3K27me2 N

W zwierzgcych modelach depresji oznaczono miRNA majace wptyw na regulacje MeCP2
takie jak miR132 oraz miR212.

W modelu CMS w korze czolowej nie zaobserwowano zmian w obrebie ekspresji mirl32 ale
stres powodowat wzrosty w obrebie miR212*. Olanzapina skutkowata zmniejszeniem ekspres;ji
miR212* w korze czotowej. W hipokampie w modelu CMS stres zwickszal poziom mirl132% 1 212%*,
a podania lekow escitalopramu, Wenlafaksyny i olanzapiny powodowaty obnizenie tych miR-ow.

W modelu OB w korze czotowej nie wykazano zmian miRNA 132* oraz 212*. W hipokampie
usunigcie opuszek wechowych zwigksza ekspresje miRNA 212%*, ale nie wptywa na miRNA 132%*,
Podania lekow amitryptyliny, wenlafaksyny oraz olanzapiny skutkuje spadkiem ekspresji zarowno
mMIiRNA 132* jak i mMiRNA212*.

Tabela 19. Zmiany ekspresji miRNA w modelach CMS, OB. po podaniach lekow; | 1 - spadek

wzrost, N- nie oznaczono, - brak istotno$ci

miRNA CMS OB
FCX HP FCX HP
miR132* 1 Stres
| AMI,
- | ESC, -
VLX, OLZ
VLX, OLZ
miR212* 1 Stres 1 OB
Stres
I | ESC, - | AML,
b O1L2 VLX, OLZ VLX, OLZ
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DYSKUSJA:

Powszechnie wiadomo iz samobojstwa towarzyszg chorobom psychicznym takim jak m.in.
psychozy, schizofrenia choroby zwigzane ze stresem oraz depresja. Szacuje si¢ iz najwigkszy odsetek
samobojstw wsrod chordb psychicznych towarzyszy depresji a szczegdlnie MDD (Mandelli and
Serretti, 2013). Wiadomo rowniez iz depresja zwigzana jest z mys$lami samobdjczymi szczegdlnie u
mlodych osob w wieku produkcyjnym (Lewis et al., 2019; Lippard et al., 2019). Oprécz badan
opartych na analizie genomu coraz czg¢sciej skupia si¢ na opracowywaniu profilu epigenetycznego.
Ostatnie badania wskazuja na udzial hypermetylacji BDNF oraz malych niekodujacych RNA w
zachowaniach samobdjczych (Kang et al., 2018; Zhou et al., 2018). Dlatego tez w naszych badaniach
skupili$my si¢ na analizie MeCP2 jako czynnika wptywajacego na poziom BDNF oraz wybranych
czynnikow epiegenetycznych bioragcych udziat w jego regulacji (Maussion et al., 2015).

W pracy wykonano oznaczenia poziomu biatka w korze czotowej i hipokampie 0sob, ktore
popelnity samobojstwo. W badaniach stwierdzilismy zmniejszony poziom biatka BDNF i acH3K9/14
zard6wno w korze czotowej 1 hipokampie oraz zwigkszony poziom H3K27me2, MeCP2 1 HDAC3 w
tych strukturach. Ponadto zanotowali$§my wzrost Sin3a i HDAC2 w hipokampie przy spadku p-S421-
MeCP2. W korze czotowej nie wykazalismy zmian w Sin3a i fosforylacji S421 MeCP2. Sugeruje to
iz zachowania samobojcze wigza si¢ z daleko idgcymi zmianami w profilu czynnikow
epigenetycznych, a ponadto BDNF w korze czotowej moze by¢ regulowany inaczej niz w
hipokampie. W korze czotowej zmiany BDNF moga by¢ regulowane na drodze niezaleznej od
fosforylacji S421 MeCP2. Wzrost H3K27me?2 oraz MeCP2 1 HDAC3 moze sugerowa¢ powstawanie
kompleksu represorowego zwiazanego ze zwickszeniem metylacji oraz deacetylacji BDNF. Badania
sugerujg iz poziom HDAC3/MeCP2 powoduje upregulacje deacetylacji genow (Nott et al., 2016), a
wzrost H3K27me2 moze si¢ wigza¢ z metylacja DNA genu BNDF (Sweatt, 2013). W hipokampie
BDNF wydaje si¢ by¢ regulowany poprzez spadki S421 oraz zwigkszeniu sprze¢zenia kompleksu
MeCP2/Sin3a/HDAC?2/3 z BDNF. Aktywny proces deacetylacji oraz metylacji wraz ze spadkiem
fosforylacji wskazuje na udziat hipokampalnego BDNF w procesy powstawania prob samobdjczych.

W literaturze mozna znalez¢ prace dotyczace roli metylacji DNA oraz metylacji histonéw u
ludzi popetniajacych samobodjstwa. Sugeruje si¢ zwiekszony poziom metylacji w tej grupie w mozgu
(Haghighi et al., 2014; Lockwood, Su and Youssef, 2015; Roy and Dwivedi, 2017b). Badania
wskazuja rowniez na znaczacy wplyw spadku poziomu metylacji dwoch loci ¢g19035496 oraz
€g23409074 na promotorze genu CRH (Jokinen et al., 2018). Ponadto u pacjentow samobojczych
stwierdzono zwiekszony poziom trimetylacji H3K27 genu SMOX oraz H3K9me3 CX30 i 40 (Roy
and Dwivedi, 2017a). Prace badawcze jak dotychczas skupily si¢ na udziale metylacji DNA na
zamiang ekspresji gendow w mozgach ludzkich, dlatego tez nalezy poszerzy¢ wiedz¢ o inne czynniki

epigenetyczne mogace mie¢ wptyw na kreowanie si¢ mysli samobojczych.
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Ponadto znany jest wpltyw lekéw na zmiany epigenetyczne w mozgu gryzoni co moze
przetozy¢ si¢ na mozg ludzki (Choi et al., 2015b). Dlatego tez kolejnym krokiem bylo
przeprowadzenie analiz MeCP2 jego fosforylacji S421 oraz innych biatek epigenetycznych w
modelach zwierzecych. W pracy wykorzystano dwa roézne modele zwierzgce. W modelu
przewlektego tagodnego stresu zachowania depresyjne ksztattowane s przez stosowanie bodzcoéw
stresowych. W modelu usuniecia opuszek wechowych do wywotania zachowan depresyjnych
stosowane jest mechaniczne/operacyjne usuni¢cie opuszek wechowych. Dwa odrebne modele miaty

dostarczy¢ wynikow porownawczych dla analizowanych biatek.

Model Przewlektego tagodnego stresu jest jednym z najczesciej wykorzystywanych modeli
nasladujacych zachowania typu depresyjnego u zwierzat. Celem zainicjowania u gryzoni objawow
podobnych do depresji u ludzi stosuje si¢ przez okreslony czas rézne bodzce stresowe. Do CMS
wybrano szczury szczepu Wistar, ktorych tlo genetyczne pozwala na wykorzystanie ich w wielu
modelach, nie tylko dotyczacych stresu ale rowniez otytosci, starzenia i w onkologii (Balyan et al.,
2018; Chaby et al., 2019; He et al., 2019; O’Flaherty, Neigh and Rainnie, 2019). Przewlekty tagodny
stres prowadzi do pojawienia si¢ u zwierzat anhedonni, ktérej odzwierciedleniem jest obnizenie
spozycia 1% roztworu sacharozy. W naszych badaniach wykazano spadek spozycia sacharozy u
szczurOw stresowanych w stosunku do kontroli, a po podaniach lekéw przeciwdepresyjnych o
réznym profilu dziatania niwelowato skutki stresu. Nalezy zwroci¢ uwage iz anhedonia u szczuréw
stresowanych wyksztalcita si¢ juz w pierwszym tygodniu stosowania bodzcow stresowych i
utrzymywala si¢ u szczurow stresowanych otrzymujacych NaCl przez caty czas trwania procedury.
W modelu CMS walidowanym przez Papp i wsp. bodzce stresowe podawane sg przez 7 tygodni
nawet podczas podan lekéw. Leki imipramina, wenlafaksyna i escitalopram w dawce 10 mg/kg
zwigkszaty spozycie sacharozy u szczurow stresowanych w stosunku do stresowanych kontrolnych
(podana sdl fizjologiczna). W tescie SPT pomimo aktywnosci wszystkich zastosowanych lekow
stwierdzono rozng ich skuteczno$¢. Najstabiej dziatajacym lekiem byla olanzapina a najszybciej
wenlafaksyna. Podania olanzapiny (2 mg/kg) rowniez prowadzity do zwigkszenia zwigkszeniem
spozycia sacharozy co $wiadczy o dziataniu anty-anhedonicznym w tym modelu. Olanzapina jako
antagonista receptoréw D2 i 5-HT2 jest stosowana gtownie w leczeniu schizofrenii, epizodow
maniakalnych jak rowniez wraz z fluoksetyng w leczeniu BPI w Stanach Zjednoczonych. Jednym ze
skutkow ubocznych lekéw przeciwdepresyjnych jest utrata masy ciata (Fernstrom, Krowinski and
Kupfer, 1986; Serretti and Mandelli, 2010). Nasze badania wykazaty niewielki spadek wagi u
szczurdw stresowanych, ktorym podawano imipraming co jest zgodne z danymi literaturowymi.
Natomiast podania olanzapiny w dawce 2 mg/kg nie miaty wptywu na wahania masy ciata (spadki)
co jest charakterystyczne dla wyzszych dawek tego zwiagzku (Gumuslu et al., 2013; Bilgic et al.,

2018; Reynolds et al., 2019). Orsetti i wspolpracownicy natomiast potwierdzili, ze olanzapina
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podawana chronicznie w CMS w dawce 0.1 i 0.5 mg/kg nie wptywa na pobor sacharozy w SPT
(Orsetti et al., 2007). Zastosowanie olanzapiny jako atypowego leku przeciwpsychotycznego
uzywanego w leczeniu BPI pozwolito wskaza¢ czy badane przez nas mechanizmy sg
chrakterystyczne jedynie dla lekoéw o profilu przeciwdepresyjnym czy roéwniez obejmuja leki
stosowane w leczeniu depresji .

Neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego jest jednym z wielu potencjalnych
markerow depresji. W badaniach przedklinicznych ulega on obnizeniu w uktadzie limbicznym, a leki
przeciwdepresyjne przywracajg jego kontrolny poziom. Nasze badania wykazaty brak zmian w
ekspresji genu bdnf w hipokampie miedzy grupom stresowang, a kontrolng. Podania Imipraminy i
wenlafaksyny zwickszaly ekspresje tego genu. Rowniez wzrost poziomu genu bdnf w stosunku do
grupy stresowanej NaCl wykazano w grupie kontrolnej po podaniach imipraminy i escitalopramu. W
korze czotowej stres obnizal ekspresje dla bdnf, a podania lekéw imipraminy, wenlafaksyny oraz
escitalopramu zwigkszaty jego ekspresje, co $wiadczy o zaangazowaniu bdnf w procesy zachodzace
w korze czotowej przektadajgce si¢ na wywotanie anhedonii u szczuré6w poddanych procedurze CMS.
Co ciekawe wszystkie zastosowane leki przeciwdepresyjne w grupach kontrolnej + odpowiedni lek
zwigkszaly poziom tego genu w stosunku do grupy stresowanej NaCl. Poziom ekspresji genu bdnf
migdzy grupami stresowane + lek, a kontrola + lek uplasowat si¢ na podobnym poziomie. Moze to
swiadczy¢ o braku istotnie statystycznego wplywu lekow na ekspresje tego genu u zwierzat
kontrolnych, ale wpltyw lekéw na wzrost BDNF u zwierzat z wywolanymi zrachowaniami
depresyjno-podobnymi. Wyniki dotyczace braku zmian ekspresji bdnf w hipokampie sa zgodne z
przeprowadzonymi badaniami w modelu CMS przez Sowa-Kuéma i wsp. (Sowa-Kuéma et al., 2008).
Papp i wsp. rowniez nie wykazali zmian ekspresji genu bdnf w hipokampie w modelu CMS, a jedynie
spadek poziomu biatka dla receptora TRKp (kinaza B zwigzana z tropomiozyng o wysokim
powinowactwie) (Papp et al., 2018). Mature BDNF wiaze si¢ z TRKP co prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomorkowej kaskady sygnatowej zwiekszajacej poziom NDMA (kwas N-metylo-D-
asparaginowy). Aktywacja BDNF/ TRK moze odbywac si¢ na trzech poziomach aktywacji poprzez
$ciezke PI3K, MAPK/ERK i PLCy (Autry and Monteggia, 2012). Nadekspresja genu bdnf w korze
czotowej po lekach przeciwdepresyjnych moze skutkowac poprawa przezywalnosci neuronéw w tej
strukturze jednak nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania aby potwierdzi¢ te przypuszczenia. Nie
zaobserwowano rowniez istotnie statystycznych zmian ekspresji genu mecp2 zaré6wno w korze
czolowej jak 1 hipokampie, co moze Swiadczy¢ o braku wptywu MeCP2 na regulacje BDNF. Ze
wzgledu na brak zmian bdnf w hipokampie do analizy biatek nie wybrano tej struktury. W korze
czotowej stwierdzono spadek acetylacji histonu H3 na lizynie 9/14 po przeprowadzonej procedurze
CMS, a jedynie Wenlafaksyna powodowata wzrost tej acetylacji. Wptyw warunkéw srodowiskowych

na zmiany epigenetyczne jest dobrze udokumentowany w literaturze. Stres wplywa na zaburzenie
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poziomu acetylacji histonu H3 jak i HDAC1 oraz DNMT1 (Zheng et al., 2016), a podania chroniczne
lekow przeciwdepresyjnych zwigkszaja poziom acetylacji H3 . W przedktadanej pracy doktorskiej
wzrost poziomu acetylacji H3 po wenlafaksynie bedacej inhibitorem wychwytu SERT i NET, a nie
po innych zastosowanych lekach przeciwdepresyjnych (inhibitory SERT i lek z grupy TLPD-
inhibitory wychwytu zwrotnego SERT i NET) pozwala na stwierdzenie iz acetylacji H3Lys9/14 moze
by¢ markerem dla tego typu leku stosowanej procedurze CMS. Inne prace sugerujg iz chroniczne
podania Imipraminy, Fluoksetyny zwigkszaja acetylacji H3 promotora 4 i 6 dla BDNF w hipokampie
(Duclot and Kabbaj, 2015), a podania citalopramu i amitryptyliny modelujg poziomy metylacji DNA
(Peedicayil, Grayson and Avramopoulos, 2014). Poziom biatka MeCP2 nie ulegl zmianie w korze
czotowej jednak zaobserwowano zmniejszenie poziomu fosforylacji S421 po stresie co
normalizowaty leki przeciwdepresyjne. Jak wspomniano wcze$niej BDNF moze by¢ regulowany
poprzez fosforylacj¢ MeCP2 na serynie 421 1 aktywacje¢ transkrypcji. Nasze badania sugerujg iz w
korze czotowej szczurow poddanych CMS zwigkszona ekspresja BDNF moze odbywac si¢ poprzez
fosforylacj¢ MeCP2. Nie oznaczono jednak poziomy biatek Sin3a/HDAC2 w celu potwierdzenia tej
hipotezy. Jednakze badania wskazujg na mozliwa regulacj¢ BDNF poprzez fosforylacje S421 w NAc
po podaniach citalopramu ale nie reboksetyny oraz niezbedny jej udzial w antydepresyjnej
aktywnosci Imipraminy (Zimmermann et al., 2015). W hipokampie szczurow stresowanych
zaobserwowali$my zwiekszony poziom di-metylacji histonu H3K27. Di jak i Tri metylacja histonu
H3K27 jest zwigzana z silng represjg genow. W komorkach nowotworowych zaangazowana jest w
Sciezke cAMP-PKA, procesy zapalne, a wzrost poziomu H3K27me2/3 powoduje zahamowanie
czynnikow transkrypcyjnych takich jak CREB (llliano et al., 2018). Subbanna i wsp. wykazali iz
nadekspresja H3K27me2 wzmacnia procesy neurodegeneracyjne w mozgu poprzez wyciszenie
genow niezbednych dla przezywalnosci komoérek (Subbanna et al., 2013). W naszych badaniach di
metylacja H3 wzrosta u szczurow stresowanych w hipokampie. Moze to sugerowac iz czynniki
stresowe poprzez dimetylacjc H3 hamuja ekspresje gendw w hipokampie. Mozemy tylko
przypuszczaé 1z beda to geny odpowiedzialne za neuroplastyczno$¢ i przezywalno$¢ neuronow.
Ponadto leki imipramina i escitalopram skutkowaty podwyzszonym poziomem biatka dla fosforylacji
S421 MeCP2, ale nie MeCP2 total oraz BDNF. Wyniki takie moga sugerowac iz Fosforylacji MeCP2
po podaniach Imipraminy i Escitalopramu ale nie innych zwigzkéw LPD moze by¢ niezbedna dla ich
odpowiedzi antydepresyjnej ale nie poprzez regulacje BDNF, a innych genow. W hipokampie
stwierdzili$my rowniez dziatanie hamujgce wenlafaksyny dla poziom HDAC2 w szczuréw CMS.
Aktywacja HDAC2 zwigzana jest ze zwigkszonym procesem apoptozy poprzez zaangazowanie
czynnika p53. Ponadto HDAC2 wraz z HDAC1 hamuja wzrost komoérek oraz ich nadekspresja moze
by¢ zaangazowana w oporno$¢ chemioterapeutykow w roznych typach nowotworéow (Singh,

Bishayee and Pandey, 2018). W naszych badaniach dziatanie hamujgce wenlafaksyny na poziom
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HDAC2 moze wigza¢ si¢ z jej wlasciwosciami anty-apoptotycznymi na komoérki hipokampa.
Wiadomo jest iz Wenlafaksyna wykazuje dzialanie hamujace apoptoze u szczuréw (Huang et al.,
2014; El-Kashef and Sharawy, 2018). W korze czotowej nie zanotowaliSmy zmian w biatek dla
BDNF, HDAC?2, Sin3a i H3K27me2.

W naszych badaniach wykazalismy w hipokampie zwierzat stresowanych spadek ekspresji
klasteru miR212/132 oraz zwigkszenie jego ekspresji po podaniach ecitalopramu, wenlafaksyny i
olanzapiny. Klaster miR212/132 jak juz wspomniano reguluje poziom MeCP2 w mozgu oraz
zwigzany jest z aktywacjg neuronalng (Mendoza-Viveros, Chiang, Jonathan L K Ong, et al., 2017).
Co ciekawe sam MeCP2 moze rowniez regulowac poziom ekspresji klasteru (Im et al., 2010). Nasze
badania wykazaty iz zwigkszona ekspresje klasteru w grupie stresowanej co korelowato z brakiem
zmian genu mecp2. Co wigcej zastosowane leki z wyjatkiem Imipraminy zmniejszaty ekspresje
klasteru i nie wptywaty na ekspresje mecp2. Jedynie Imipramina podwyzszata ekspresje mecp2 co
wigzato si¢ z brakiem zmian ekspresji klasteru. Sugeruje to iz klaster miR212/132 reguluje ekspresj¢
mecp2 w hipokampie po zastosowaniu procedury stresowania jak i po podaniach lekow. Imipramina
bedaca lekiem z grupy trojpierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych jedynie wptywata na wzrost
ekspresji genu mecp2 poprzez braku wptywu na ekspresj¢ klasteru co sugeruje inny poziom regulacji
ekspresji tego genu w przypadku TLPD. W korze czotowej nie zaobserwowalismy zadnych zmian w
poziomie ekspresji miR132, jednak poziom miR212 w grupie stresowanej ulegl podwyzszeniu, a po
podaniach olanzapiny obnizeniu. miR212 jak i mirl32 odgrywa znaczaca funkcj¢ w uktadzie
nerwowym jak transmisja synaptyczna, procesy zapalne oraz réznicowanie neuronow. Szacuje si¢ iz
mirl32 moze by¢ negatywnie regulowany przez mir212 (Garcia-Concejo, Jimenez-Gonzalez and
Rodriguez, 2016). Ostatnie badania sugeruja udziat mir212 w autofagii komorkowej szczegdlnie w
nowotworach prostaty (Ojalvo et al., 2015). W badaniach nad mechanizmem i leczeniem depresji
rola klasteru miR212/132 jest opisywana jako regulacja ekspresji wielu genéw. Sama rola mir212 nie
jest znana czy szczegdlowo opisywana. Jednak ostatnie badania sugeruja jego rolg w $ciezce mTOR
poprzez jego pozytywna regulacje (Ojalvo et al., 2015) oraz regulacj¢ ekspresje genu bdnf (Dwivedi,
2016). Zwickszenie poziomu miR212 w grupie stresowanej moze sugerowac powigzanie tego miR-
a z ekspresja genu bdnf jednak nie wyjasnia szczegdtowo jego roli w regulacji tego genu. Nie ma
badan dotyczacych zalezno$ci mir212, a MeCP2 i BDNF bez brania pod uwage miR132. Moze si¢ to
wigza¢ z obecnos$cig zblizonego regionu ,,seeds” tych miR-ow.

Usuniecie Opuszek Wechowych modeluje depresj¢ agitowang u zwierzat charakteryzujaca
si¢ zwigkszonym poziomem ruchliwosci, agresji, zaburzeniem pamigci, i redukcjg aktywnosci
seksualnej (Morales-Medina et al., 2017). Ablacja opuszek wechowych u szczura wigze si¢ z
degeneracja nerwow w opuszcz¢ wechowej 1 ukladzie limbicznym, co wptywa na zaburzenia w

stezeniu neuroprzekaznikow serotoniny i noradrenaliny (Padilla et al.,, 2018). Powyzsza
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charakterystyka modelu pozwala na odniesienie go do zachowan ludzi cierpigcych na depresje, a
szczegolnie zwigzang z pojawieniem si¢ mysli 1 prob samobdjczych. Wedlug metodyki zastosowane;j
w powyzszej pracy doktorskiej szczury z usunigtymi opuszkami wgchowymi charakteryzowat si¢
nadaktywnoscig lokomotoryczng co stwierdzono w tescie Wolnego pola. Leki przeciwdepresyjne z
grupy SSNRI, SSRI i TLPD normalizowaty nadaktywno$¢ motoryczna. Po podaniach olanzapina nie
stwierdzono jakichkolwiek zmian istotnych statystycznie. W literaturze jednak pojawiaja si¢ dane
dotyczace dzialania olanzapiny na aktywnos$¢ lokomotoryczng. Podania olanzapiny w dawce 1; 2.75
oraz 7.5 mg/kg szczurom szczepu Sprague Dowlay przez dziewi¢¢ dni w fazie ciemnej obniza
aktywnos$¢ lokomotoryczng liczong liczona w klatkach domowych za pomoca sygnatow radiowych
(van der Zwaal et al., 2010). Olanzapina podawana doustnie w dawce 6 mg/kg w modelu mani u
myszy szczepu Swiss albino indukowanej MPD (ang. methylphenidate) redukuje hiperaktywnos¢
lokomotoryczng w tescie OFT (Tamilselvan et al., 2017). Pomimo to w model OB Olanzapina nie
wydaje si¢ zmienia¢ nadaktywnosci motorycznej szczurow co moze $§wiadczy¢é o zmniejszonym
udziale epizodow manii w a tym modelu na aktywno$¢ motoryczng. Oczywiscie aktywnosé
motoryczng mierzono za pomocg OFT tylko w cyklu dzien/noc w przedziale od 8:00 do 14:00. Do
lepszego zrozumienia dzialania OLZ na aktywno$¢ motoryczna nalezatoby przeanalizowad
lokomotoryczno$¢ dobowa zwierzat. W literaturze leki przeciwdepresyjne normalizuja
hiperaktywnos¢ w modelu OB w tescie OFT (Jindal et al., 2012; Pandey et al., 2014; Yang et al.,
2014, Jastrzebska-Wigsek et al., 2015), co roéwniez zaobserwowano w naszych badaniach. Jedynie
wenlafaksyna nie powodowata zmian w tescie OFT co jednak zostato rowniez potwierdzone przez
inny zespot badawczy (Lapmanee et al., 2017).

W modelu usunigcia opuszek wechowych ekspresja genu MeCP2 w korze czolowej
zmniejszyta si¢ po podaniach fluoksetyny. W korze czotowej stwierdzono spadek acetylacji histonu
H3K9/14 oraz p-S421-MeCP2 oraz zwickszenie poziomu HDAC2 i MeCP2. MeCP2 tworzy
rekrutuje HDAC2 oraz inne corepresory transkrypcji co blokuje aktywnos$¢ genow. HDAC?2 bierze
udzial w regulacji $Sciezki Ras/MAPK oraz NOTCH (bierze udziat w przezywalnos$ci komorek
rakowych, roznicowaniu i specyfikacji) (H. Li et al., 2019). Badania Dorfman i wsp. wykazaty
zalezno$¢ migdzy receptorami NOTCH, a TRK oraz neurotrofinami w komoérkach raka jajnikow
(Dorfman et al., 2011) oraz niedokrwieniu moézgu (Tao et al., 2014). Nie ma badan dotyczacych
poziomu HDAC2 w modelu OB i CMS jednakze stwierdzono podwyzszony poziom HDAC2 w
hipokampie u szczurow na etapie odstawienia alkoholu (Chen et al., 2019), ktory normalizowat si¢
po podaniach inhibitora deacetylazy histonowej - SAHA. Nasze wyniki sugeruja udzial MeCP2 i
HDAC?2 w kontroli genéw w korze czotowej. Zmniejszona dostepnos¢ czynnikoéw transkrypcyjnych
do chromatyny i w rezultacie zahamowanie ekspresji genéw po operacji moze wptywac na aktywacje

apoptozy i $ciezki zapalnej oraz zmniejszeniu poziomu BDNF. Po podaniach amitryptyliny bedacej
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lekiem z grupy trojcyklicznych lekow przeciwdepresyjnych zanotowano spadek poziomu biatka
HDAC?2 ale braku jakichkolwiek réznic w poziomie biatka MeCP2, co moze $wiadczy¢ o udziale
tego leku w zmiany poziomu deacetylacji histonéw a nie jest zwigzane MeCP2. Badania na
komorkach szpiczaka wykazaly wplyw amitryptyliny na zmiany poziomu HDACs ale nie na HDAC?2
(Mao etal., 2011). Nie ma badan wpltywu amitryptyliny na poziom HDACs w modelach zwierzecych.
Ponadto nasze badania wykazaly spadki poziomu MeCP2 po podaniach fluoksetyny (SSRI). W
badaniach Cassel i wsp. podania fluoksetyny 10 mg/kg oraz kokainy 20 mg/kg przez 10 dni szczurom
szczepu Wistar zwigkszaty poziom MeCP2 w korze czotowej . Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt
iz nasze badania przeprowadzono na modelu zwierzegcym co moze skutkowaé otrzymaniem
odmiennych wynikow. Sugeruje si¢ bowiem iz zmiany $rodowiskowe wplywaja na czynniki
epigenetyczne. Podania lekow zwierzgtom naiwnym moze wptywa¢ odmiennie niz na zwierzeta ktore
poddane zostaty eksperymentom z udziatem procedur modelowania zachowan depresji. W modelu
OB zanotowaliSmy réwniez zwickszenie poziomu fosforylacji S421 MeCP2 po podaniach
wszystkich badanych lekow przeciwdepresyjnych. Jak wspomniano poziom fosforylacji S421 wigze
si¢ z regulacja genu BDNF. W naszym przypadku regulacja BDNF moze odbywac si¢ poprzez udziat
p-S421-MeCP2 po zastosowaniu lekow przeciwdepresyjnych. Olanzapina nie powodowala zmiany
poziomu tej fosforylacji co sugeruje stuszno$¢ tego stwierdzenia. Ponadto wiadomo iz do dziatania
citalopramu i imipraminy niezbedna jest fosforylacja S421 (Hutchinson et al., 2012b). Nasze badania
wykazaly podwyzszony poziom genu dla BDNF w hipokampie, czego nie odnotowano w korze
czotowej po podaniach fluoksetyny i wenlafaksyny. Ekspresja bdnf w grupie Sham +leki
przeciwdepresyjne charakteryzowata si¢ istotnie statystycznym wzrostem w stosunku do grupy OB
NaCl co dato podobne wyniki jak w przypadku modelu chronicznego tagodnego stresu. Nasze
wczesniejsze badania (Pochwat et al., 2015b; Jastrzebska-Wiesek et al., 2018b) oraz grupy Luo i
wsp. (Luo et al., 2010) sugeruja zmniejszony poziom biata BDNF w modelu OB. Dlatego tez w
niniejszej pracy postanowiono oznaczy¢ tylko wybrane czynniki epigenetyczne mogace regulowac
poziom BDNF.

W modelu usunigcia opuszek wechowych w korze czolowej nie zanotowaliSmy zmian
klasteru miRNA. W hipokampie u szczuréw operowanych poziom ekspresji miRNA 212* wzrost w
stosunku do szczurdw pozornie operowanych. Wykazalismy réwniez spadek ekspres;ji klasteru po
podaniach lekow amitryptylina, wenlafaksyny oraz olanzapiny. Nie ma danych literaturowych
dotyczacych zmiany klasteru miRNA212/132w modelu OB u szczuréw. Jak juz wspomniano
miRNA132 jest zaangazowany w kontrole $ciezki zapalnej oraz neurotroficznej w mdzgu. Ostatnie
badania wskazuja iz obnizenie poziomu miRNA 132 jest niezbg¢dne w uzyskaniu odpowiedzi
przeciwdepresyjnej na leki, a podwyzszenie jego poziomu wywotuje zachowania typu depresyjnego

u myszy po podaniach LPS (Li et al., 2016). Inne badania rowniez wykazaly zwigkszenie poziomu
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mir-132 w hipokampie u myszy CUMS, co byto odwracane przez podania duloksetyny (Pan and Liu,
2015). Ponadto sugeruje si¢ iz klaster miRNA212/132moze by¢ potencjalnym biomarkerem dziatania
lekow przeciwdepresyjnych (Oved et al., 2012) co potwierdzajg wyzej prezentowane wyniki. Model
Usuniegcia opuszek wechowych cechuje si¢ podwyzszonym poziomem cytokin zapalnych oraz
stresem oksydacyjnym (Bansal et al., 2018). Podwyzszenie poziomu mir212 u szczuréw
operowanych w naszych badaniach moze by¢ zwigzane z aktywacja Sciezki prozapalnej. Podania
lekow koreluja z obnizeniem poziomu ekspresji klasteru miRNA212/132 ale nie poziomem biatka
dla. BDNF czy MeCP2. Zmniejszenie poziomu ekspresji klasteru moze by¢ zwigzane z
przeciwzapalnymi wiasciwos$ciami stosowanych lekow.

W naszych badaniach wenlafaksyna bedaca lekiem z grupy SSNRI zwigksza poziom
acetylacji H3K9/14 w modelu OB. Co wigcej lek ten rowniez wptynat na wzrosty tej acetylacji w
modelu CMS co moze by¢ markerem na aktywne dzialanie tego leku w powyzszych modelach.
Zwigkszenie poziomu p-S421-MeCP2 po podaniach lekow przeciwdepresyjnych zarowno w modelu
OB jak i CMS moze sugerowac iz skuteczna terapia LPD (leki przeciwdepresyjne) podwyzsza
poziom S421 niezaleznie od zastosowanego modelu. Nalezy jeszcze wykona¢ badania dotyczace
S421 z udzialem nieefektywnych dawek powyzszych lekéw aby potwierdzi¢ powyzsze stwierdzenie.
Ponadto spadek poziomu fosforylacji u szczurdw stresowanych oraz z usunigtymi opuszkami
wechowymi potwierdza iz S421 MeCP2 moze bra¢ udziat w kontroli gendw zwigzanych ze stresem
i operacyjnie wywolang depresjg oraz da¢ mozliwos¢ molekularnej walidacji stosowanych modeli,
co nalezy jeszcze potwierdzi¢ badaniami.

Jak stwierdzono wcze$niej model Usunigcia opuszek wechowych jest modelem depresji
agitowane] zblizonym do tej u ludzi z epizodami samobdjczymi. Porownujac nasze wyniki
stwierdzamy iz w modelu OB jak i u oséb ktore popethity samobodjstwo w korze czolowej
obserwowali$my obnizenie poziomu biatka BDNF, acetylacji H3 na lizynie 9/14 oraz podwyzszenie
poziomu MeCP2. Moze to §wiadczy¢ o podobnych mechanizmach regulacji BDNF u szczuréw z
usunigtymi opuszkami wechowymi oraz u 0s6b z myslami samobdjczymi. Jednak osoby z my$lami
samobojczymi nie posiadajg obnizony poziom S421 Mecp2 co obserwujemy u szczuréw z usunietymi
opuszkami wechowymi, a za to charakteryzujg si¢ podwyzszeniem poziomu HDAC3. Nie jest jednak
mozliwa szczegdlowa interpretacja tej zaleznosci ze wzglgdu na brak dalszych analiz czynnikoéw
epigenetycznych. Mozna jednak przypuszczaé iz podobny profil epigenetyczny u szczurow OB 1

samobdjcoOw moze sugerowac zblizone mechanizmy bedace podtozem depresji.
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PODSUMOWANIE:

Podsumowujac, wykazano liczne zmiany w regulacji epigenetycznej u zwierzat z
zaindukowanymi objawami depresji (CMS, OB) oraz u ludzi, ktorzy popetnili samobojstwo. Ponadto
stosowanie lekow przeciwdepresyjnych wplywato na normalizacj¢ niektorych zmian wywotanych
czynnikami §rodowiskowymi. Moze to sugerowac istotne znaczenie czynnikéw epigenetycznych
zardwno w patofizjologii jak i terapii zaburzen depresyjnych.

Rola MeCP2 w zwierzecych modelach depres;ji jak i u ludzi z my$lami samobdjczymi nie jest
jednoznacznie potwierdzona. Wptyw regulacji MeCP2 na BDNF moze by¢ wyjasniony na drodze
aktywacji kompleksu represorowego, badz udziatu tego biatka w innych interakcjach niezwigzanych
bezposrednio z metylacja DNA. MeCP2 jest szeroko rozpowszechniony w mozgu. Jednakze, jak
wykazuja nasze badania przeprowadzone na modelach zwierzgcych, jego ekspresja nie jest taka sama
we wszystkich strukturach moézgowych. Udziat MeCP2 w zachowaniach typu depresyjnego
wykazano szczeg6lnie w modelu OB oraz u 0sob ktore popelnity samobdjstwo. W modelu CMS nie
wykazano wptywu MeCP2 na ksztattowanie si¢ zachowan typu depresyjnego u zwierzat.
Prawdopodobnie wigksze znaczenie nalezy przypisa¢ nie zmianom poziomu catkowitego MeCP2 a
jego fosforylacji na serynie 421. W wigkszo$ci badanych tkanek wykazano bowiem istotne obnizenie
poziomu p-S421-MeCP2, ktore korelowato z wystepowaniem behawioru
depresyjnego/samobojczego. Nieliczne dane literaturowe sugerowatly znaczenie fosforylacji S421 w
dziataniu niektorych lekow przeciwdepresyjnych, jak np. escitalopram. Nasze badania potwierdzity
natomiast, znaczenie p-S421-MeCP2 rowniez w aktywnosci LPD z innych grup terapeutycznych.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, iz rézne czynniki $rodowiskowe
indukuja odmienne zmiany w epigenomie, co uwidacznia si¢ przy poréwnaniu dwoch modeli — CMS
i OB. Najbardziej miarodajne analizy porownawcze mig¢dzy wykorzystang w badaniach tkankg
ludzka a zwierzgca dotycza modelu OB. Model Przewlektego tagodnego stresu opiera si¢ na innych
zalezno$ciach srodowiskowych, co przektada si¢ na aktywacje/dezaktywacje odmiennych czynnikow

epigenetycznych.

Tabela.20. Podsumowanie wynikow w poziomie biatek migdzy zastosowanymi modelami i

tkankami ludzkimi; 1| - wzrost, spadek poziomu biatka; - brak zmian

Biatka Tkanki ludzkie FCX OB FCX CMS FCX
MeCP2 1 1 -
p-S421-MeCP2 - | |
HDAC?2 1 1 -
acH3K9/14 | | |
BDNF ! | |
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Wyniki wskazuja na podobne mechanizmy epigenetyczne zachodzace w korze czolowej 0osob,
ktére popelnity samobojstwo jak i szczuréw z usunigtymi opuszkami wechowymi. Podobne zmiany
migedzy modelem OB a tkankami ludzkimi réwniez w poziomie BDNF pozwalajg na swiadomy
wybor modelu OB do badan nad depresja ktérej towarzysza mysli samobdjcze. Model CMS oparty
na czynnikach stresowych ro6zni si¢ poziomem zmian epigenetycznych co $wiadczy iz stres w tym
modelu nie jest wystarczajaco dotkliwy do wywotania znacznych zmian epigenetycznych jak model

OB czy tkanki ludzkie.
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WNIOSKI:

Na podstawnie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono ze:

MeCP2 wykazuje rdézng ekspresje w strukturach moézgowych w modelach

zwierzegcych

Fosforylacja MeCP2 na serynie 421 bierze udzial w aktywnosci lekow

przeciwdepresyjnych o ré6znym profilu dzialania
MeCP2 wplywa na regulacje ekspresji BDNF u samob6jcow oraz w modelu OB.

Poziom biatka czynnikow epigenetycznych takich jak acetylacji histonu H3 na lizynie
9/14, dimetylacji H3K27, Sin3a, HDAC2/3 ulegaja zmianom u 0sob ktore popeinity

samobojstwo oraz w zwierzecych modelach depresji

W modelu usuni¢cia opuszek wechowych oraz u samobdjcow w korze czotowej
wykazano podobny profil zmian epigenetycznych co §wiadczy o kompatybilno$ci tego

modelu z zachowaniami samobojczymi

Model CMS oparty na tagodnym stresie nie warunkowat dalekoidacych zmian
epigenetycznych co sugeruje iz stosowany w naszych badaniach lagodny stres nie

wplywa na epigenom.
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WYKAZ SKRUTOW:

5-HT1A- receptor serotoninowy 1A (ang. serotonin 1A receptor)

AMPAR - receptor dla kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy (ang. a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor)

aNPC - progenitorowe komorek nerwowe (ang. neural progenitor cells)

ASDs -choroby autystyczne (ang. Autism spectrum disorder)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. Adenosine-5'-triphosphate)

APBPP - prekursorowy amyloid-f3 (ang. amyloid-# protein precursor)

BCA — procedura oznaczenia kwasu bicinchoninowego (ang. bicinchoninic acid assay)

BCBS - Blue Cross Blue Shield

BD I - Depresja jednobiegunowa (ang. Unipolar depression)

BD Il — Depresja dwubiegunowa (ang. Bipolar depression)

BDNF — czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (ang. Brain- derived neurotrophic factor)

CaMK2 — zalezna od jonow wapnia i kalmoduliny kinaza 2 (ang. calmodulin-dependent protein

kinase Il is a)
CMS — przewlekty tagodny stres (ang. Chronic mild stress)

CREB - biatko wiazace element odpowiedzi cAMP (ang. cCAMP response element binding protein)

CRH — kortykoliberyna (ang. corticotropin-releasing hormone)

CTD a i B - domena C- terminalna (ang. C-terminal binding domain)

CX 30 40 — koneksyny 30 i 40 (ang. Connexin 30 i 40)

DALY- wskaznik DALY (ang. Disability-Adjusted Life Year)

DNMT1 — DNA metylotransferaza typu 1 (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase)
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DSM-4 — Kklasyfikacja zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego

(ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th Edition)

DSM-5 — Klasyfikacja zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego

(ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5th Edition)

ELS — wczesny stres (ang. Early life stress)

EPSP - pobudzajacy potencjat postsynaptyczny (ang. excitatory postsynaptic potential)

fALEF — amplitude fluktuacji niskiej czgstotliwosci (ang. Amplitude of low-frequency fluctuation )

FGF - Czynniki wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

GABA — kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

GDNF - Glejowy czynnik neurotroficzny pochodzenia komorkowego (ang. Glial cell line-derived
neurotrophic factor)

GLYg — wigzania glicynowe (ang. Glycine binding)

GR — glikokortykosteroidy (ang. glucocorticoids)

H3 , H4 — histony H3 i H4 (ang. histone 3 and 4)

HAMD - skala Hamiltona (ang. Hamilton scale)

HAT — enzymy acetylotransferazy histonow (ang. histone acetyltransferases)
HDAC — enzymy deacetylazy histonow (ang. histone deacetylases)

HDACS — deacetylaza histonowa 5 (ang. Histone deacetylases 5)

HPA - 0§ podwzgorze-przysadka- nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal)
ID - domena interwniujgce (ang. intervening domain)

IGF - Insulinopodobny czynnik wzrostu ( ang. insulin-like growth factor)

iGIuR — receptory jonotropowe dla glutaminianu (ang. lonotropic glutamate receptors)
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IL-1a — interleukina 1a (ang. Interleukin 1 alpha)

IL-1b — interleukina 1b (ang. Interleukin 1 beta)

IL-6 - interleukina 6 (ang. Interleukin 6)

IPSP -hamujacy potencjat postsynaptyczny (ang. inhibitory postsynaptic potential)
[ZWOZ - Instytutu Zarzadzania w Ochronie Zdrowia

L-VSCC — kanat typu L Ca2p (ang. L-type Ca2p channel)

LIF - Biataczkowy czynnik hamujacy (ang. Leukemia factor inhibitory)

LPD — leki przeciwdepresyjne (ang. antidepressants drugs)

LTD - dlugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long term depression)

LTP — dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. Long Term Potentiation)

m4C — N4-metylocytozyna (ang. N4-methylcytosine)

m5C — C5-metylocytozyna (ang. C5-methylcytosine)

m6C — N6-metylocytozyna (ang. ang. N6-methylcytosine)

MAOI - Inhibitory monoaminooksydazy (ang. monoamine oxidase inhibitors)
MAPK - Kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases)
MBD - domena wigzaca si¢ do metylacji (ang. Methyl binding domain)

MDD - Cigzkie Zaburzenia Depresyjne (ang. Major depressive disorders)

MeCP2 — biatko wiazace metylo-CpG (ang. methyl-CpG-binding protein)
MeCPdup — duplikacja MeCP2 (ang. Duplication of MeCP2)

mMGIuR — metabotropowy receptor dla glutaminianu (ang. Metabotropic glutamate receptor)

MK-801 — Dizocylpina (ang. dizocilpine)
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MPD — 2-Methyl-2,4-pentanediol (ang. 2-Methyl-2,4-pentanediol)
MRI —rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)
NaCl — chlorek sodu (ang. sodium chloride)

NAD* - forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine

dinucleotide)

NDRI - Inhibitory Wychwytu Zwrotnego Noradrenaliny i Dopaminy (ang. norepinephrine-dopamine

reuptake inhibitor)

NGF — Czynnik wzrostu nerwow (ang. Nerve growth factor)

NMDA - Kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartate acid)
NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartate receptor)
NT — nurotrofina (ang. neurotrophin)

NTD — domena N-terminalna (ang. N-terminal domain)

OB — model usuni¢cia opuszek wechowych (ang. olfactory bulbectomy model)

OFT — test wolnego pola (ang. Open field test)

PAMs — pozytywne modulatory allosteryczne (ang. Positive allosteric modulators)
PTSD — zespot stresu pourazowego (ang. posttraumatic stress disorder)

Reat-time PCR — reakcja tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-time polymerase

chain reaction)

REST — Czynnik wyciszajacy transkrypcje RE1 (ang. RE1 Silencing Transcription Factor)
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygen species)

RPM — jednostka miary czg¢stotliwo$ci obrotu, obroty na minute (ang. revolutions per minute)

RTT — Zespt6 Retta (ang. Rett syndrome)
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SAHA — Suberoiloanilid kwasu hydroksamowego (ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid)

SB — maslan sodu (ang. sodium butyrate)

SDS — 561 sodowa kwasu dodecylosiarkowego (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS -PAGE - elektroforeza poliakrylamidowa z SDS (ang. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)
Sham — w tym przypadku szczury pozornie operowane

sIL-1RA — rozpuszczalny receptor interleukiny 1a (ang. Soluble IL-1a receptor)

SIL-6R - rozpuszczalny receptor interleukiny 6 (ang. Soluble IL-6 receptor)

SMOX — Oksydaza sperminy (ang. Spermine Oxidase)

SNRI - inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (ang. serotonin norepinephrine

reuptake inhibitor)

SPT — test spozycia 1% roztworu sacharozy (ang. Sucrose preference test)

SSRI - Inhibitory Wychwytu Zwrotnego Serotoniny (ang. Selective serotonin reuptake inhibitors)
STNF-RL1 - rozpuszczalny receptor dla TNF (ang. Soluble TNF-1 receptor)

TBARS — kwas tiobarbiturowy (ang. Thiobarbituric acid reactive substances)

TBST — bufor Tris z Tween 20 (ang. Tris-Buffered Saline and Tween 20)

TLPD - Troéjcykliczne leki przeciwdepresyjne (ang. Tricyclic antidepressants)
TNF-a — czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor o)

TRD - domena represjonujaca transkrypcj¢ (ang. Transcriptional repression domain)
VPA — kwas walproinowy (ang. valproic acid)

WHO - Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization)

al-AR - receptory a-adrenergiczne (ang. a-adrenergic receptors)
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STRESZCZENIE:

Depresja jest jedna z najpowszechniejszych choréb psychicznych dotykajacych ludzi w
réznym przedziale wiekowym i o statusie ekonomicznym. Czg¢sciej niz dotychczas depresja dotyka
ludzi coraz mtodszych, a leczenie farmakologiczne w tej grupie wiekowej nie jest tatwe. Pomimo
licznych badan nad mechanizmem powstawania depresji nie udata si¢ do konca wyjasni¢ jej
powstawania. Wiadomo jest ze depresja towarzyszy licznym chorobom uktadu nerwowego przez co
czasami utrudnione jest jej leczenie i diagnostyka. Ostatnie lata skupiaja si¢ nad wyznaczeniem
potencjalnych genetycznych markerow tej choroby, jednakze wydaje si¢ iz nie jest ona tak silnie
skorelowana z genetyka jak inne choroby psychiczne. Poszukiwanie nowych mechanizméw
taczacych wszystkie dotychczasowe teorie depresji zaprowadzilo do wskazania potencjalnej roli
czynnikow epigenetycznych jako tagcznikow migdzy genami a oddzialywaniem $rodowiska. Nasze
badania skupity si¢ na potencjalnej roli MeCP2 w regulacji genu BDNF oraz wplywu innych
czynnikow epigenetycznych jak acH3K9/14, H3K27me2, Sin3a, HDAC2 i HDAC3 na mechanizm
powstawania depresji oraz ich wptyw na farmakoterapie tej choroby. W pracy wykorzystano tkanki
ludzkie post mortem oraz zwierzgce modele depresji: przewlekty tagodny stres (CMS) i usunigcie
opuszek wechowych (OB).

W tkankach ludzkich wykonano oznaczenia biatek metoda Western blot. Zarowno w korze
czotowej jak i hipokampie poziom biatka MeCP2 ulegt podwyzszeniu u oséb ktoére popetnity
samobojstwo. Wzrosty MeCP2 skorelowane sg z jednoczesnym spadkiem biatka BDNF w badanych
strukturach. Jedynie w hipokampie stwierdzono wzrost fosforylacji S421 dla MeCP2. W obydwdch
strukturach stwierdzono wzrosty HDAC3 czynnika tworzacego kompleks represorowy z biatkiem
MeCP2. Ponadto w hipokampie jak i korze czolowej w grupie badanej odnotowano spadki
acH3K9/14. Podwyzszenie biatka Sin3a w hipokampie 1 HDAC2 w korze czotowej moze sugerowac
odmienny wplyw epigenomu w strukturach mozgu samobdjcow.

Model przewleklego tagodnego stresu charakteryzowat si¢ brakiem zmian w poziomie biatka
I genu MeCP2 przy jednoczesnym spadku poziomu ekspresji genu bdnf i poziomu biatka dla
fosforylacji S421 w korze czotowej. Wsrdd oznaczonych czynnikow epigenetycznych w korze
czotowej poziom acetylacji histonu H3 na lizynie 9/14 ulegal zmniejszeniu natomiast w hipokamp
charakteryzowat si¢ zwigkszonym poziomem dimetylacji H3K27. Podania escitalopramu
powodowaty spadek ekspresji genu mecp2 w korze czotowej w grupie kontrolnej. Wzrost poziomu
biatka p-S421-MeCP2 w hipokampie jak i korze czotowej wywotany zostal przez podania
imipraminy i escitalopramu. Rowniez podania wenlafaksyny skutkowaly wzrostem poziomu biatka
p-S421-MeCP2 w korze czolowej w grupie stresowanej +lek. Podania imipraminy i wenlafaksyny w
badanych strukturach zwigkszaty ekspresje¢ genu bdnf. Podwyzszony poziom genu bdnf w korze

czolowej zanotowaliSmy po podaniach escitalopramu. Podania wenlafaksyny zwigkszaly poziom
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biatka acH3K9/14 w korze czolowej oraz zmniejszaty poziom biatka HDAC2 w hipokampie. Stres
wptywal na zwigkszenie poziomu miRNA 132* i 212* w hipokampie. W korze czotowej
podwyzszeniu ulegata rowniez ekspresja miRNA 212*. Podania lekow escitalopramu, wenlafaksyny
1 olanzapiny regulowalo poziom mirl32* i 212* w hipokampie. Olanzapina wplywata na spadki
mMIRNA 212* w korze czotowe;j.

W modelu usunigcia opuszek wechowych tylko w korze czolowej stwierdzono wzrosty biatka
MeCP2 oraz spadki jego fosforylacji. W korze czotowej rowniez stwierdzono spadek poziomu biatka
acH3K9/14 1 wzrost biatka HDAC2. Podania amitryptyliny prowadzity do spadku poziomu biatka
MeCP2 w hipokampie, a podania fluoksetyny obnizaty poziom tego biatka w korze czolowej. Zmiany
fosforylacji S421 stwierdzono w korze czolowej po podaniach amitryptyliny, fluoksetyny i
wenlafaksyny. Podania wenlafaksyny i fluoksetyny wptywaty na podwyzszenie poziomu genu bdnf
w hipokampie szczurow operowanych. Podania wenlafaksyny zmniejszaty poziom biatka acH3K9/14
w korze czotowej szczurow OB. Amitryptylina natomiast zmniejszata poziom biatka HDAC2 w
korze czotowej. Usunigcie opuszek wechowych skutkowalo wzrostem ekspresji miR212* w
hipokampie. Podania amitryptyliny, Wenlafaksyny i Olanzapiny zmniejszaly ekspresje zardwno
miRNA 212* jak 1 132* w hipokampie szczuréw modelowanych.

Podsumowujac u 0s6b ktore popetnity samobojstwo jak i u szczurdéw z usunietymi opuszkami
wechowymi stwierdzono wzrost poziomu MeCP2 oraz HDAC2 przy spadku acetylacji histonu 3 na
lisynie 9/14 i biatkka BDNF. Model CMS rzutowat spadkami acetylacji histonu 3 na lisynie 9/14 i
biatka BDNF przy braku zmian w poziomie biatka MeCP2. Zalezno$¢ ta sugeruje podobny
mechanizm dzialania wytworzenia zachowan depresyjnych w modelu OB 1 samobo6jcow. Ponadto
wykazano 1z czynniki epigenetyczne, a w szczegolnosci acetylacji histonu H3 odgrywaja istotng role
w mechanizmach powstawania depresji. MeCP2 bierze udziat w regulacji BDNF, a badania jego
fosforylacji moga by¢ kolejnym krokiem do wyznaczenia biomarkerdw skuteczno$ci terapii

przeciwdepresyjnej.
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SUMMARY:

Depression is one of the most common mental diseases affecting people of different ages and
economic status. Moreover, depression affects younger and younger people, and pharmacological
treatment in this group is not easy. Despite of numerous studies on the mechanism of depression, it
is not fully understand and explained yet. It is known that depression accompanies many diseases of
the nervous system, which sometimes makes its treatment and diagnostics difficult. Recent years have
focused on the determination of potential genetic markers of this disease, however, it seems that it is
not as strongly correlated with genetics as other mental diseases. The search for new mechanisms
combining all current theories of depression led to the indication of the potential role of epigenetic
factors as linkers between genes and the impact of the environment. Our research focused on the
potential role of MeCP2 in the regulation of the BDNF gene and the influence of other epigenetic
factors like acH3K9/14, H3K27me2, Sin3a, HDAC2 and HDAC3 on the mechanism of depression
and their effect on the pharmacotherapy of this disease. Human post-mortem and animal models of
depression like: chronic mild stress (CMS) and removal of olfactory bulbs (OB) were used in the
work.

In human tissues, Western blot protein determinations were performed. Both in the frontal
cortex and the hippocampus, the level of MeCP2 protein was increased in people who committed
suicide. MeCP2 increases are correlated with the simultaneous decrease of BDNF protein in the
examined structures. Only in the hippocampus was the increase in phosphorylation of S421 for
MeCP2. In both structures, the HDAC3 the factor forming the repressor complex with the MeCP2
protein was increase. Moreover, in the hippocampus and frontal cortex, the acH3K9/14 was decreased
in the study group. The increase of the Sin3a protein in the hippocampus and HDAC2 in the frontal
cortex may suggest a different effect of the epigenome in this structures of the suicide brain.

The model of chronic mild stress was characterized by the lack of changes in the protein and
MeCP2 gene levels with a simultaneous decrease in the expression level of the bdnf gene and the
protein level for phosphorylation of S421 in the frontal cortex. Among the exanimated epigenetic
factors in the frontal cortex, the level of histone H3 acetylation on lysine 9/14 was decreased while
the hippocampus was characterized by an increased level of H3K27 dimethylation. Administration
of escitalopram caused a downregulation mecp2 gene expression in the frontal cortex in the control
group.

The increase protein level of p-S421-MeCP2 in the hippocampus and frontal cortex was
caused by administration of imipramine and escitalopram. Also, venlafaxine administration resulted
in an increase in p-S421-MeCP2 protein in the frontal cortex in the stress group + drug.
Administration of imipramine and venlafaxine in the examined structures upregulate the expression

of the bdnf gene. The elevated level of the bdnf gene in the frontal cortex was noted after the
str. 102



administration of escitalopram. Venlafaxine administration increased the level of acH3K9/14 protein
in the frontal cortex and decreased HDAC?2 protein in the hippocampus. Stress influenced the increase
of 132 * and 212 * miRNA levels in the hippocampus. In the frontal cortex, miRNA 212 * expression
was also increased. Administration of drugs escitalopram, venlafaxine and olanzapine regulated the
level of mirl32 * and 212 * in the hippocampus. Olanzapine affected the 212 * miRNA declines in
the frontal cortex.

In the model of removal of olfactory bulbs only in the frontal cortex, increases in MeCP2
protein and decreases in its phosphorylation were found. In the frontal cortex, the protein level of
acH3K9/14 and HDAC2 was increased. Administration of amitriptyline led to a decrease protein
level of MeCP2 in the hippocampus, and administration of fluoxetine reduced the level of this protein
in the frontal cortex. Changes in phosphorylation of S421 were found in the frontal cortex after
administration of amitriptyline, fluoxetine and venlafaxine. Administration of venlafaxine and
fluoxetine upregulate the level of the bdnf gene in the hippocampus of operated rats. Venlafaxine
dosing reduced the level of acH3K9/14 in the frontal cortex of OB rats. Amitriptyline, on the other
hand, reduced the HDAC2 protein level in the frontal cortex. Removal of the olfactory bulbs resulted
in an increase in miR212* expression in the hippocampus. Administration of amitriptyline,
venlafaxine and olanzapine reduced the expression of both 212* and 132* miRNAs in the
hippocampus of modeled rats.

In summary, in suicide as well as in rats with removed of olfactory bulbs there was increase
protein level of MeCP2 and HDAC2 with decrease protein of histone 3 acetylation on 9/14 and
BDNF. The CMS model was influenced by the decreases in acetylation of histone 3 on 9/14 and
BDNF protein in the absence of changes in the level of MeCP2 protein. This dependence suggests a
similar mechanism of action for depressive behaviors in the OB model and suicides. In addition, it
has been demonstrated that epigenetic factors, in particular histone H3 acetylation, play an important
role in the mechanisms of depression. MeCP2 is involved in the regulation of BDNF, and studies on
its phosphorylation may be the next step to determine the biomarkers of the effectiveness of
antidepressant therapy.
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SPIS RYCIN:

Ryc.1. Strukturalne domeny MeCP2: NTD, MBD, ID, TRD, CTD, E1;E2 — wariant splicingu-
izoforma 112. MeCP2_EI transkrybowany bardziej efektywnie w mozgu niz E2 (Sheikh et al., 2013)

Ryc.2. Aktywacja BDNF poprzez fosforylacje MeCP2/CaMKII lub/i CDKLS5 oraz petla zwrotna
regulacji MeCP2 poprzez wzrost miR-132 (Diaz de Leén-Guerrero et al. 2011)

Ryc.3. Schemat doswiadczenia z wykorzystaniem procedury przewleklego tagodnego stresu.

Ryc.4. Schemat doswiadczenia z wykorzystaniem modelu usuni¢cia opuszek wechowych.

Ryc.5. Poziom biatka MeCP2 (A); p-S421-MeCP2 (B) i BDNF (C) w korze czotowej 1 hipokampie
ofiar samoboéjstw 1 odpowiedniej kontroli. Poszczegolne oznaczenia przeprowadzono w 3
powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig = SEM ze stosunku intensywnosci sygnatu badanego
biatka/B-aktyny. Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu t-Studenta. *p<0.05;

***n<0.001 vs. Kontrola.

Ryc.6. Poziom biatka H3K27me2 (A); HDAC3 (B); acH3K9/14 (C); HDAC2 (D); Sin3a (E) w korze
czolowej i hipokampie ofiar samobdjstw i odpowiedniej kontroli. Poszczegolne oznaczenia
przeprowadzono w 3 powtorzeniach. Wartosci przedstawiajq Sredniq + SEM ze stosunku
intensywnosci sygnatu badanego biatka/p-aktyny. Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu

testu t-Studenta. *p<0.05; **p<0.01 vs. Kontrola.

Ryc.7. Wptyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10 mg/kg
(IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na: spozycie 1% roztworu sacharozy mierzone w odstgpach
tygodniowych od momentu rozpoczecia eksperymentu (A), catkowite spozycie 1% roztworu
sacharozy w okresie ostatnich 5 tygodni eksperymentu (B) oraz masg¢ ciata zwierzat (C). Wartosci
przedstawiajq srednig £SEM. Zmiennosc¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test
porownawczy Newman-Keuls) * p< 0,05, ** p< 0,001, *** p< 0,0001 vs kontrola, * p< 0,05, M p<
0,001 vs stres

Ryc.8. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10 mg/kg
(IM1 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mRNA dla MeCP2 (A) orazBDNF (B) w

hipokampie. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtorzeniach. Wartosci
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przedstawiajq srednig £+ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way

ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p< 0,05, ™ p< 0,001 vs stres

Ryc.9. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10 mg/kg
(IM1 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10)
oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mRNA dla MeCP2 (A) oraz BDNF (B) w korze
czotowej. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtorzeniach. Wartosci
przedstawiajq srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs. kontrola NaCl; ~p<0,05; ™ p<0,01vs. stres
NaCl

Ryc.10. Wplyw procedury przewlektego fagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom miRNA 132* (A); miRNA 212* (B); w
hipokampie szczurdw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Wartosci
przedstawiajq srednig £ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs. kontrola NaCl; "p<0,05; " p<0,01;
AMAP<0,001 vs. stres NaCl

Ryc.11. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom miRNA 132* (A); miRNA 212* (B); w
korze czotowej szczurow. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwodch powtdrzeniach.
Wartosci przedstawiajq Srednig + SEM (n=7-8). ZmiennosS¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu
Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)* p<0,05 vs. kontrola NaCl; ~p<0,05 vs. stres
NacCl.

Ryc.12. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatlek MeCP2 (A); p-S421-MeCP2 (B);
BDNF (C) w hipokampie szczuréw. Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtdrzeniach. W artosci przedstawiajq sredniq + SEM (n=7-8). ). ZmiennoS¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) ~p<0,05; * p<0,001
vs. stres NaCl.

Ryc.13. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
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10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek MeCP2 (A); p-S421-MeCP2 (B);
BDNF (C) w korze czotowe] szczuréw. Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtorzeniach. W artosci przedstawiajq sredniq = SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs kontrola
NaCl; ~p<0,05; ™ p<0,001 vs. stres NaCl.

Ryc.14. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A); Sin3a (B);
H3K27me2 (C); HDAC2 (D) w hipokampie szczurow. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w
dwoch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajg srednig = SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) * p<0,05 vs kontrola
NaCl; "p<0,05vs. stres NaCl.

Ryc.15. Wplyw procedury przewlektego tagodnego stresu i/lub podan: imipraminy w dawce 10
mg/kg (IMI 10), escitalopramu w dawce 10 mg/kg (ESC 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN
10) oraz olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A); Sin3a (B);
H3K27me2 (C); HDAC2 (D) w korze czotowej szczurow. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono
w dwodch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajg srednig + SEM (n=7-8). ). Zmiennos¢ statystyczng
wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman- Keuls) * p<0,05 vs kontrola
NaCl; ~p<0,05; "p<0,001 vs. stres NaCl.

Ryc.16. Test Wolnego Pola: Sham- szczury pozornie operowane; OB -szczury po usunigciu opuszek
wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU - Fluoksetyna 10 mg/kg; VLX— Wenlafaksyna 10
mg/kg; OLZ — Olanzapina 2 mg/kg; Wartosci przedstawiajq srednig £+ SEM (n=48). Zmiennos¢
statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test poréownawczy Newman-Keuls) **
p<0,001 vs Sham NaCl; "p<0,05; vs OB NaCl

Ryc.17. Ekspresja genu mecp2 a) i bdnf b) w hipokampie; Sham- szczury pozornie operowane; OB -
Szczury po usunigciu opuszek wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU - Fluoksetyna 10
mg/kg; VLX —Wenlafaksyna 10 mg/kg; OLZ — Olanzapina 2 mg/kg; Wartosci przedstawiajq srednig
+ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test
porownawczy Newman-Keuls) *p<0,05; p<0,001; vs OB NaCl

Ryc.18. Ekspresja genu mecp2 a) i bdnf b) w korze czotowej; Sham- szczury pozornie operowane;
OB -szczury po usuni¢ciu opuszek wechowych; AMI -Amitryptylina 10 mg/kg; FLU - Fluoksetyna
10 mg/kg; VLX — Wenlafaksyna 10 mg/kg; OLZ— Olanzapina 2 mg/Kg; ). Zmiennos¢ statystyczng
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wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) *p<0,05; **p<0,001
vs Sham NaCl; ” p<0,05vs OB NaCl

Ryc.19. Wplyw usunigcia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mir-212* (A); mir-132* (B) w hipokampie szczuréw.
Poszczegolne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajg srednig
+ SEM (n=7-8). ZmiennoS¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test
porownawczy Newman-Keuls) *** p<0,0001 vs Sham NaCl; * p<0,05; ™ p<0,001; "M p<0,00001
vs OB NaCl

Ryc.20. Wplyw usuniecia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom mir-212* (A); mir-132* (B) w korze czotowej
szczurOw. Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Wartosci
przedstawiajq Srednig £+ SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way
ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)*** p<0,0001 vs Sham NaCl; ~ p<0,05; ™ p<0,001; MA"
p<0,00001 vs OB NaCl

Ryc.21. Wplyw usuniecia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom bialek MeCP2 (A) p-S421-MeCP2 (B) oraz BDNF
(C) w hipokampie szczuréw OB; Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig = SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) ** p<0,001 vs Sham NaCl

Ryc.22. Wplyw usunigcia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom bialek MeCP2 (A) p-S421-MeCP2 (B) w korze
czotowej szczurow OB; Poszczegélne oznaczenia przeprowadzono w dwodch powtdrzeniach.
Wartosci przedstawiajq Srednig = SEM (n=7-8). ZMIeNN0S¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu
Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls) *** p<0,0001 vs Sham NaCl; * p<0,05; ™M
p<0,001; "M p<0,00001 vs OB NaCl

Ryc.23. Wplyw usunigcia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A) H3K27me2 (B) Sin3a (C)
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HDAC2 (D) w hipokampie szczuréw OB; Poszczegdlne oznaczenia przeprowadzono w dwoch
powtdrzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig = SEM (n=7-8). Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-Keuls)

Ryc.24. Wplyw usunigcia opuszek wechowych i/lub podan: amitryptyliny w dawce 10 mg/kg (AMI
10), fluoksetyny w dawce 10 mg/kg (FLU 10), wenlafaksyny w dawce 10 mg/kg (VEN 10) oraz
olanzapiny w dawce 2 mg/kg (OLZ) na poziom biatek acH3K9/14 (A) H3K27me2 (B) Sin3a (C)
HDAC2 (D) oraz HDAC3 (E) w korze czolowej szczurow OB; Poszczegdlne oznaczenia
przeprowadzono w dwoch powtdérzeniach. Wartosci przedstawiajq srednig + SEM (n=7-8).
Zmiennos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu Two-way ANOVA (test porownawczy Newman-

Keuls) ** p<0,001 vs Sham NaCl; ~ p<0,05 vs OB NaCl
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Tabela.l. Niektore leki przeciwdepresyjne wykorzystywane w terapii

Tabela 2. Ogoélna charakterystyka demograficzna tkanek post portem wykorzystanych w badaniach
biochemicznych (K-kobieta; M-mezczyzna) (Sowa-Kuéma et al., 2013)

Tabela 3. Charakterystyka grup eksperymentalnych w modelu przewleklego tagodnego stresu
Tabela 4. Charakterystyka grup eksperymentalnych w modelu usuni¢cia opuszek wechowych
Tabela.5. Przeciwciata I rzedowe wykorzystane do analizy Western blot.

Tabela.6. Zastosowanie sond TagMan wykorzystywanych do analizy ekspresji genow oraz miRNA.

Tabela.7. Przyktadowe/reprezentatywne bloty dla MeCP2, p-S421-MeCP2, BDNF oraz B- aktyny w

korze czotowej 1 hipokampie ofiar samobojstw 1 odpowiednich kontroli.

Tabela.8. Przyktadowe/reprezentatywne bloty dla H3K27me2, acH3K9/14, Sin3a, HDAC2 i HDAC3

oraz B-aktyny w korze czotowej i hipokampie ofiar samobojstw i odpowiednich kontroli.

Tabela.9. Przyktadowe/reprezentacyjne Western bloty BDNF, MeCP2 oraz p-S421-MeCP2 w korze
czotowej szczuréw po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola Imipramina;
SI- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW- kontrola

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Tabela.10. Reprezentacyjne Western bloty BDNF, MeCP2 oraz p-S421-MeCP2 w hipokampie
szczur6w po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola Imipramina; SlI- stres
Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW- kontrola Wenlafaksyna; SW-

stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Tabela.11. Reprezentacyjne Western bloty biatek B acH3K9/14, H3k27me2, Sin3a oraz HDAC2 w
Hipokampie szczuréw poddanych procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, Kl- kontrola
Imipramina; Sl- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-kontrola

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Tabela.12. Reprezentacyjne Western bloty biatek acH3K9/14, H3k27me2, Sin3a oraz HDAC2 w
korze czotowej szczuréw poddanych procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola
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Imipramina; Sl- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW-kontrola
Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Tabela.13. Przyktadowe/reprezentacyjne bloty wybranych czynnikow epigenetycznych w korze
czotowej szczuréw po procedurze CMS; K-kontrola NaCl; S- stres NaCl, KI- kontrola Imipramina;
SI- stres Imipramina; KE- kontrola Escitalopram; SE- stres Escitalopram; KW- kontrola

Wenlafaksyna; SW- stres Wenlafaksyna; KO- kontrola Olanzapina; SO- stres Olanzapina

Tabela.14. Przyktadowe/reprezentacyjne bloty wybranych czynnikdéw epigenetycznych w korze
czotowej szczurdow po procedurze OB; Sh-Sham NaCl; Ob- OB NaCl, ShF- Sham Fluoksetyna; ObF-
OB Fluoksetyna; ShA- Sham Amitryptylina; ObA- OB Amitryptylina; Shw- Sham Wenlafaksyna;
ObW- OB Wenlafaksyna; ShO- Sham Olanzapina; ObO- OB Olanzapina

Tabela 15. Zmiany poziomu genéw w modelach CMS, OB. i tkankach ludzkich; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotnosci

Tabela 16. Zmiany poziomu biatek w modelach CMS, OB. i tkankach ludzkich; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotnosci

Tabela 17. Zmiany ekspresji genow w modelach CMS, OB. po podaniach lekow; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotno$ci

Tabela 18. Zmiany poziomu biatek w modelach CMS, OB. po podaniach lekow; | 1 - spadek wzrost,

N- nie oznaczono, - brak istotnosci

Tabela 19. Zmiany ekspresji miRNA w modelach CMS, OB. po podaniach lekéw; | 1 - spadek

wzrost, N- nie oznaczono, - brak istotnosci

Tabela.20. Podsumowanie wynikow w poziomie bialek mi¢dzy zastosowanymi modelami i tkankami

ludzkimi; 1| - wzrost, spadek poziomu biatka
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