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I. POSIADANE DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

07/1997 - stopien magistra biologii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Krakowie, Wydziat
Geograficzno-Biologiczny. Praca magisterska wykonana w Zakladzie Fizjologii Zwierzat.
Tytut pracy ,,Aktywnos¢ ACHE w mozgu i mig¢éniach myszy obcigzonych egzogenna
serotoning oraz poddanych stresowi immobilizacji”” — promotor: prof. dr hab. Henryk Lach.

11/2002 - stopien doktora nauk biologicznych, Instytut Farmakologii Polskiej Akademii
Nauk, Zaktad Neurobiologii. Tytut pracy ,,Rola cynku w mechanizmie dziatania lekow
przeciwdepresyjnych” — promotor: prof. dr hab. Gabriel Nowak

06/2010 — Studia Podyplomowe z Biologii Molekularnej — Wydziatl Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloniski, Krakow

I1. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

1997-2000 - pracownik inzynieryjno-techniczny w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut
Farmakologii PAN w Krakowie,

2000-2008 - asystent w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut Farmakologii PAN w Krakowie,

2008-obecnie - adiunkt w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut Farmakologii PAN w Krakowie,

II1. OSIAGNIECIA WYNIKAJACE Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DN. 14 MARCA
2003R. O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ O
STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

A) Tytul osiggniecia naukowego

»Rola receptora 5S-HT1A, cynku oraz ich wzajemnych interakcji w etiologii i terapii
depresji”.

Uzyskane osiggnigcia naukowe stanowigce podstawe habilitacji zostaty przedstawione w
monotematycznym cyklu siedmiu prac (6 prac oryginalnych i 1 przegladowej),
opublikowanych w latach 2009-2016. Laczny wspdfczynnik oddziatywania (IF)
wymienionych prac wynosi: 29,985 taczna punktacja KBN/MNiSW wynosi: 232 pkt.

B) Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

(Prace przedstawiono w kolejnosci ich omawiania w punkcie 11IC)

1. Szewczyk B, Albert PR, Burns AM, Czesak M, Overholser JC, Jurjus GJ, Meltzer HY,
Konick LC, Dieter L, Herbst N, May W, Rajkowska G, Stockmeier CA, Austin MC. Gender-
specific decrease in NUDR and 5-HT1A receptor proteins in the prefrontal cortex of subjects
with major depressive disorder. Int J Neuropsychopharmacol. 2009a; 12(2):155-168
(IF=4.874; KBN/MNiSW=24, Oxford University Press)

2. Szewczyk B, Albert PR, Rogaeva A, Fitzgibbon H, May WL, Rajkowska G, Miguel-
Hidalgo 1J, Stockmeier CA, Woolverton WL, Kyle PB, Wang Z, Austin MC. Decreased
expression of Freud-1/CC2DI1A, a transcriptional repressor of the 5-HT1A receptor, in the
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prefrontal cortex of subjects with major depression. Int J Neuropsychopharmacol.
2010;13(8):1089-1101 (1F=4.699; KBN/MNiSW=32, Oxford University Press).

3. Szewezyk B, Kotarska K, Daigle M, Misztak P, Sowa-Kucma M, Rafato A, Curzytek K,
Kubera M, Basta-Kaim A, Nowak G, Albert PR. Stress-induced alterations in 5-HTI1A
receptor transcriptional modulators NUDR and Freud-1. Int J Neuropsychopharmacol. 2014;
17(11):1763-1775 (IF=4.009; KBN/MNiSW=40, Oxford University Press).

4. Szewczyk B, Pochwat B, Rafatlo A, Palucha-Poniewiera A, Domin H, Nowak G.
Activation of mTOR dependent signaling pathway is a necessary mechanism of
antidepressant-like activity of zinc. Neuropharmacology. 2015; 99:517-26 (IF=4.936;
KBN/MNiSW=40, Elsevier).

5. Szewczyk B, Poleszak E, Wlaz P, Wrobel A, Blicharska E, Cichy A, Dybala M, Siwek A,
Pomierny-Chamioto L, Piotrowska A, Branski P, Pilc A, Nowak G. The involvement of
serotonergic system in the antidepressant effect of zinc in the forced swim test. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2009b; 33(2):323-329  (IF=2.823;
KBN/MNiSW=24, Elsevier).

6. Satata G, Duszynska B, Stachowicz K, Rafalo A, Pochwat B, Luckhart C, Albert PR,
Daigle M, Tanaka KF, Hen R, Lenda T, Nowak G, Bojarski AJ, Szewczyk B. Concentration-
Dependent Dual Mode of Zn Action at Serotonin 5-HT1A Receptors: In Vitro and In Vivo
Studies. Mol Neurobiol. 2016; 53(10):6869-6881 (IF=5.397; KBN/MNiSW=40, Springer).

7. Szewczyk B, Kubera M, Nowak G. The role of zinc in neurodegenerative inflammatory
pathways in depression. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 2011; 35(3):693-701
(IF=3.247; KBN/MNiSW=32, Elsevier).
C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

(Pozycje literatury wchodzace w skfad osiagnigcia habilitacyjnego zostaly zaznaczone
pogrubiong czcionka)

1. Cel naukowo-badawczy
Badania naukowe, ktorych wyniki zostaty opisane w pracach przedstawionych w pkt. III B
koncentrowaty sie wokot roli zaburzen regulacji ekspresji receptora serotoninergicznego 5-
HT1A w etiologii depresji oraz poszukiwania nowych biatek/szlakéw sygnalowych, ktore
moga byé zaangazowane w przeciwdepresyjne dziatanie cynku z uwzglednieniem roli
receptora 5-HT1A. Badania dotyczace roli receptora 5-HTIA zostaly zapoczatkowane
podczas stazu podoktorskiego. Okredlenie przeciwdepresyjnych wlasciwosci cynku to cel
pracy doktorskiej. Moje obecne zainteresowania naukowe stanowig kontynuacje zardwno

jednych jak i drugich badan.
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Gléwne cele przedstawionych powyzej prac to:

- okreslenie roli czynnikéw transkrypcyjnych NUDR/Freud-1, regulujacych ekspresje
receptora 5-HT1A w wywotywaniu zmian w poziomie biatka tego receptora obserwowanych
w depresji (badania postmortem, badania biochemiczne);

- okreslenie roli stresu, plci oraz wieku w wywotywaniu zmian w poziomie biatek czynnikow
transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 oraz receptorow 5-HTIA w korze przedczolowej i
hipokampie szczurdw (samice, samce) w zwierzecych modelach depresji: usunigcia opuszek
wechowych, chronicznego fagodnego stresu oraz stresu prenatalnego (badania behawioralne,
badania biochemiczne);

- okreslenie roli kinaz mTOR, PI3K i PKA w mechanizmie przeciwdepresyjnego dzialania
cynku (badania biochemiczne);

- okreslenie roli uktadu serotoninergicznego w mechanizmie przeciwdepresyjnego dzialania
cynku oraz okredlenie roli cynku w modulowaniu funkcji receptora 5-HT1A (badania

behawioralne);

2. Wprowadzenie w tematyke badawczq:

Depresja to jedna z najczgstszych chordb psychicznych. Szacuje sig, ze dotyka ona
okoto 121 milionéw ludzi na calym swiecie a liczba chorych drastycznie wzrasta (Reddy,
2010; Ferrari 1 wsp., 2013). Depresja dotyka najczesciej osoby w $rednim wieku ale coraz
czescie] pojawia rowniez u dzieci, miodziezy i oséb starszych. Jak wynika z danych
statystycznych zaburzenia depresyjne wystepuja dwa razy czesciej u kobiet niz u mezczyzn
(Reddy, 2010; Ferrari i wsp., 2013). Wszystkie badania jednoznacznie wskazuja, ze depresja
wigze si¢ z duzym ryzykiem samobdjstwa. U pacjentéw z depresja jest ono ponad 20-krotnie
wigksze niz w calej populacji. Niepokdj budzi wigc fakt, ze pomimo niewatpliwego postgpu,
farmakoterapia depresji nadal nie jest w pelni skuteczna a molekularne mechanizmy depresji

nie s3 w pelni wyjasnione.

Neurobiologia zaburzen depresyjnych

Wyniki badan klinicznych i przedklinicznych pozwolity na sformufowanie szeregu
hipotez wyjasniajacych przyczyny rozwoju depresji. Jedng z pierwszych byla tzw. hipoteza
monoaminowa, ktora zaktadala, ze depresja jest wynikiem obnizenia stezenia monoamin
(serotoniny, noradrenaliny) w strukturach moézgu odpowiedzialnych za procesy emocjonalne i
poznawcze, takich jak kora przedczotowa (PFC), hipokamp (Hip) czy cialo migdalowate

(Hindmarch 2001). Hipoteza ta powstala w oparciu o biologiczne mechanizmy dziatania
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lekow przeciwdepresyjnych (LPD), ktore wiaza si¢ ze zwigkszaniem transmisji
serotoninergicznej 1 noradrenergicznej. Efekt ten jest wynikiem hamowania funkcji
transporteréow tych monoamin (selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, SSRI;
selektywne inhibitory wychwytu serotoniny i noradrenaliny, SNRI) badz hamowania
aktywnosci enzymatycznej biatek rozkladajacych monoaminy (inhibitory
monoaminooksydazy, MAQ). Zardwno leki z grupy SSRI jak i MAO nasilaja transmisjg
monoaminergiczng po jednorazowym podaniu, ale ich efekt terapeutyczny widoczny jest
dopiero 2-3 tygodnie po rozpoczeciu leczenia. Hipoteza monoaminowa w pierwotnej wersjl
nie tlumaczyta opdznionego dziatania lekéw, dlatego tez dalsze badania nad biologicznym
podlozem depresji i mechanizmem dziatania LPD doprowadzity do modyfikacji jej tresci. W
nowym ujeciu hipoteza ta zakladata, ze szybki wzrost st¢zenia monoamin w szczelinie
synaptycznej, wywolany podaniem LPD, prowadzi do zmian adaptacyjnych w obrgbie
receptorow serotoninowych i noradrenergicznych, ktére warunkuja efekt terapeutyczny
(Stahl, 2008). Pojawienie si¢ nowych lekow o nietypowych mechanizmach dziatania, a takze
znaczny postep wiedzy na temat depresji spowodowat, ze koncepcje dotyczace dziatania LPD
jak réwniez biologicznego podioza depresji ulegty dalszym modyfikacjom. Zwr6cono uwage
na zjawiska biologiczne wiazace stres z depresja. Reakcja organizmu na stres, zwlaszcza
dhugotrwaty. powoduje zaburzenie czynnosci osi podwzgdrze-przysadka-nadnercze (HPA).
Nadaktywno$¢ osi HPA jest przyczyna wzmozonego uwalniania glikokortykosteroidéw
(Swaab i wsp., 2005). Zaréwno w badaniach klinicznych jak i przedklinicznych wykazano z
jednej strony zwigkszong aktywnosé¢ osi HPA w depresji a z drugiej zanotowano normalizacje
aktywnosci osi HPA po podaniu chronicznym LPD w tym SSRI. Co wigcej zauwazono, ze
wplyw na o§ HPA byt skorelowany z poprawa obrazu choroby co sugeruje, ze efekt
hamowania funkcji tej osi moze byé zwiazany z terapeutycznym efektem dziatania LPD
(Jensen i wsp., 1999). Wiele uwagi poswigcono roli stresu i aktywacji osi HPA w
powstawaniu zmian morfologicznych w mézgu, obserwowanych w depresji. Stwierdzono, ze
przewlekly stres wywoluje atrofie komérek piramidowych Hip jak rowniez hamuje procesy
neurogenezy (Manji i wsp., 2001). Te zmiany morfologiczno-funkcjonalne komorek
nerwowych wigzg si¢ z aktywacja osi HPA, nadmiernym uwalnianiem glikokortykosteroidéw
i uszkodzeniem neurondéw glutaminianergicznych, serotoninergicznych i dopaminergicznych
(Manji i wsp., 2001). Wykazano ponadto, ze aktywacja osi HPA wywoluje obnizenie
poziomu czynnika neurotroficznego pochodzenia moézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) (Ambrus i wsp., 2016), ktérego rola zwigzana jest z regulacja

przezywalnosci neurondw i ostabieniem proceséw prowadzacych do smierci komérek
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(Duman i wsp., 2006). Stwierdzono, z jednej strony, ze obnizony poziom BDNF powoduje
atrofi¢ komorek Hip oraz zmniejszenie objetosci Hip w mozgu 0séb chorych na depresie. Z
drugiej strony dziatanie LPD prowadzi do nasilonej ekspresji tego czynnika a co za tym idzie,
do zwigkszonej przezywalnosci neurondéw i zahamowania wywotanych stresem proceséw
neurodegeneracyjnych. Istotnym aspektem potwierdzajacym rol¢ BDNF w mechanizmie
dziatania LPD sg sugerowane zmiany adaptacyjne, ktére pojawiaja sie po zastosowaniu LPD.
Zmiany te dotycza proceséw transkrypcji i translacji bialek zaangazowanych w procesy
plastycznosci synaptycznej. Jednym z wielu elementéw odpowiedzi komérkowych na
zastosowane LPD w tym takze SSRI jest wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego CREB
(ang. cyclic AMP-responsive element binding) w Hip, ktory reguluje ekspresje gendw
zwiazanych z plastycznoscia synaps oraz czynnikow troficznych dla neuronéw w tym BDNF
(Duman i wsp., 2006). Zaréwno BDNF jak i neurotrofina -3 (NT-3) stymuluja funkcje
neurondéw serotoninergicznych i noradrenergicznych co przejawia si¢ m.in. nasileniem
metabolizmu serotoniny i noradrenaliny w Hip (Altar, 1999).

Niekorzystnym nastepstwem dziatania przewlekiego stresu oraz
glikokortykosteroidow na neurony moze by¢ réwniez nasilone uwalnianie glutaminianu oraz
zjawisko ekscytotoksycznodci neuronalnej, u podioza ktoérego lezy nadmierna aktywacja
glutaminianergicznego receptora N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) (Miladinovic i wsp.,
2015). Potwierdzeniem tej hipotezy bylo wykazanie, ze antagonisci receptora NMDA
normalizujg zwigkszony na skutek dziatania glikokortykosteroidow zewnatrzkomérkowy
poziom glutaminianu (Musazzi i wsp., 2011). Ponadto w wielu badaniach klinicznych
zaobserwowano zaréwno podwyzszony jak i obnizony poziom glutaminianu w surowicy
chorych na depresje a takze wahania w stgzeniach glutaminianu m.in. w PFC, co wydaje si¢
by¢ zgodne z hipotezag méwigca o rozregulowaniu transmisji glutaminianergicznej w depresji
(Krystal i wsp., 2013). Istotna role receptora NMDA w depresji i mechanizmie dziatania LPD
podkreslajg réwniez wyniki badan behawioralnych i biochemicznych. Stwierdzono, ze
funkcjonalni antagonisci receptora NMDA wykazuja dziatanie przeciwdepresyjne w testach i
modelach depresji (Trullas i Skolnick 1990). Ponadto, chronicznie stosowane LPD wywoluja
zmiany adaptacyjne w kompleksie receptora NMDA prowadzace do ostabienia funkcji tego
receptora i w efekcie do zahamowania neurotransmisji glutaminianergicznej (Skolnick, 1999).
Prace badawcze poswigcone ukfadowi glutaminianergicznemu a zwiaszcza roli zwigzkéw
blokujacych receptor NMDA stanowiag nadal istotny aspekt badan nad neurobiologicznymi

fundamentami depresji oraz mechanizmami leczenia depresji.
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Kolejna hipoteza, ktéra probuje wyjasni¢ mechanizm patogenezy depresji jest tzw.
hipoteza zaburzenia homeostazy cynku. Zaréwno badania kliniczne jak i przedkliniczne
pokazuja jednoznacznie, ze niedobor cynku w diecie jest czynnikiem ryzyka wystapienia
depresji. Rosnaca liczba doniesien klinicznych wskazuje, ze obnizone stezenie cynku w
surowicy moze stanowié¢ marker zaburzen depresyjnych (Siwek i wsp., 2013). Istniejg rowniez
dane $wiadczace o pozytywnym dziataniu suplementacji cynkiem w odwracaniu objawow

depresji (Rafato i wsp., 2016).
3. Rola receptora 5-HT1A w depresji

Serotonina jest jednym z najwazniejszych neuroprzekaznikéw w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN). Jak wspomniano powyzej, hipoteza ktéra wiaze wystgpowanie zaburzen
depresyjnych z nieprawidtowym funkcjonowaniem ukfadu serotoninergicznego w mozgu Jest
jedng z najwazniejszych hipotez wyjasniajacych patogenezg depresji a poszukiwanie nowych
LPD w grupie zwiazkéw wplywajacych na uktad serotoninergiczny pozostaje nadal
obiecujacym i aktualnym kierunkiem badan.

Synteza serotoniny jest $cisle zwigzana z poziomem tryptofanu w mozgu oraz aktywnoscia
enzymu hydroksylazy tryptofanowej (TPH), zwtaszcza TPH2. Serotonina jest magazynowana
w pecherzykach synaptycznych a po uwolnieniu do szczeliny synaptycznej dziata na swoiste
receptory (Best i wsp., 2010). Sposréd wielu receptoréw zasadniczg rolg w regulacji funkcji
ukfadu serotoninergicznego przypisuje si¢ receptorom 5-HTIA. Najwigksze zaggszczenie
receptoréw 5-HTIA znajduje sie w Hip, ciele migdatowatym, korze mézgowej, WZgOrzu,
podwzgérzu i jadrach szwu pnia mézgu. Receptory te wystgpuja zaréwno jako receptory
presynaptyczne (autoreceptory), umiejscowione na ciatach komérkowych badz dendrytach
neurondw serotoninergicznych jader szwu, jak roéwniez jako receptory postsynaptyczne
zlokalizowane na neuronach nie-serotoninergicznych w obszarach korowo-limbicznych OUN,
do ktérych dochodza zakonczenia neuronéw 5-HT (Albert i Lemonde, 2004). Pobudzenie
autoreceptoréw prowadzi do zahamowania uwalniania 5-HT do przestrzeni synaptycznej w
wyniku sprzezenia zwrotnego i w efekcie do ostabienia przekaznictwa w neuronach
serotoninergicznych. Pobudzenie postsynaptycznych receptoréw 5-HT1A prowadzi natomiast
do hamowania innych neuronéw zlokalizowanych w réznych obszarach mézgu (Wrobel i
Marciniak, 2015; Artigas, 2015).

Wyniki badan klinicznych oraz przedklinicznych $wiadcza, ze zarowno pre- jak i
postsynaptyczne receptory 5-HTIA sg zaangazowane w patogenezg depresji oraz mechanizm

dziatania LPD (Savitz i wsp., 2009). Badania z wykorzystaniem technik neuroobrazowania
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oraz badania postmortem wykazaly zmiany zaréwno ekspresji mRNA jak i ggstosci biatka
receptoréw 5-HT1A w moézgu os6b z depresja i ofiar samobdjstw (Albert i Lemonde, 2004,
Savitz 1 wsp., 2009). Najnowsze badania pokazuja natomiast, ze zmiany w regulacji ekspresji
genu receptora 5-HT1A moga stanowi¢ wazny czynnik predysponujacy do wystapienia
depresji. Charakterystyka sekwencji regionu promotorowego genu receptora 5-HTIA
wykazata istnienie wielu elementow hamujacych (represory) lub wzmacniajacych (enhancery)
inicjacj¢ transkrypcji oraz polimorfizmdéw pojedynczych nukleotyddw, ktore wptywaja na
wiazanie si¢ czynnikow transkrypcyjnych regulujacych ekspresje genu (Albert 1 wsp., 2011).
Zaobserwowano takze zaleznos¢ pomiedzy skutecznoscia LPD i podatnoscia na wystapienie
zaburzen depresyjnych, a wystepowaniem polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (C(-
1019)G) w regionie promotorowym genu receptora 5-HT1A (Albert i Lemonde, 2004).
Sugeruje sig, ze zmiany w funkcjonowaniu czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
ekspresj¢ receptora 5-HT1A moga przyczynia¢ si¢ do towarzyszacych depresji zaburzen
poziomu tego receptora lub tez moga kompensowaé zmiany zwiazane z choroba (Albert i
wsp., 2010)

Szczegdlna role w regulacji ekspresji genu receptora 5-HT1A przypisuje si¢ takim
czynnikom transkrypcyjnym jak: NUDR/Deaf-1 (ang. nuclear deformed epidermal
autoregulatory factor 1) oraz Freud-1 (ang. five-prime repressor element under dual
repression/coiled-coil C2 domain-1A, Freud-1/CC2D1A). NUDR jest ssaczym homologiem
wystepujacego u muszki owocowej genu Deaf-1 (ang. deformed epidermal autoregulatory
factor-1), kodujacego biatko wigzagce DNA i biorace udziat w regulacji transkrypcji
(Huggenvik i wsp., 1998). Badania in vitro z zastosowaniem linii komorkowej RN46A
wykazaty, ze NUDR hamuje transkrypcj¢ z konstruktu reporterowego genu lucyferazy
potaczonego z promotorem genu receptora 5-HT1A, a jego stabilna ekspresja w komoérkach
jader szwu obniza poziom mRNA oraz poziom biatka i aktywnos¢ wigzania receptora 5-
HT1A (Lemonde i wsp., 2003). Co cieckawe, to hamujace ekspresj¢ genu i biatka receptora 5-
HTI1A dziatanie NUDR jest charakterystyczne wylacznie dla komérek serotoninergicznych.
W komdorkach nie serotoninergicznych (neurony postsynaptyczne) kory czolowej NUDR
zwieksza ekspresj¢ receptoréw 5-HT1A (Czesak i wsp., 2006), nie wplywa natomiast na
ekspresj¢ tych receptoréw w Hip. Zréznicowane dziatanie NUDR w regulacji ekspresji
receptora 5-HTIA zostato potwierdzone w badaniach in vive (Czesak i wsp., 2012).
Wykazano, ze myszy z usunigtym genem NUDR wykazuja podwyzszony poziom mRNA i
biatka receptora 5-HT1A w jadrach szwu, obnizony poziom ekspresji tego receptora w korze

czofowe] oraz niezmieniony poziom mRNA i biatka receptora 5-HT1A w Hip.
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Freud-1 nalezy do rodziny sktadajacej sie z dwoch homologicznych genéw: Freud-1 i
Freud-2 (Hadjighassem i wsp., 2009). Freud-1 wiaze si¢ do elementu regulatorowego
promotora genu 5-HT1A (FRE, 5'-repressor element) obnizajac jego wyjsciowg ekspresje
zarobwno w serotoninergicznych jak i nie serotoninergicznych neuronach. Freud-1 wystgpuje
w postaci dwoch izoform: krotka forma (Freud-18S), ktéra wystgpuje gldwnie w komorkach
zwierzecych oraz dtuga forma (Freud-1L), ktora wystgpuje w komérkach ludzkich (Rogaeva i
wsp., 2007).

Badania na zwierzgtach wykazaty ekspresj¢ zarowno NUDR jak i Freud-1 w
neuronach PFC, Hip i jadrach szwu mézgu. Udowodniono ponadto, ze komoérki pozytywne
pod wzgledem ekspresji biatka receptora 5-HT1A wykazuja réwniez ekspresje biatka Freud-1
oraz NUDR (Lemonde 1 wsp., 2003; Ou i wsp., 2003).

3.1. Udzial czynnikow transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 w wywolywaniu zmian w
ekspresji receptora serotoninowego 5-HTI1A obserwowanych w depresji

Biorac pod uwage role NUDR/Freud-1 w regulacji transkrypcji genu receptora 5-
HTIA, kolokalizacje NUDR/Freud-1 z receptorami 5-HT1A w neuronach oraz dane
wskazujace na zmiany ekspresji receptorow 5-HTIA w depresji, postanowiono oznaczy¢
poziom tych biatek w tkance mozgowej pacjentéw ze zdiagnozowang depresja oraz sprawdzié
czy zmiany w poziomie NUDR/Freud-1 koreluja ze zmianami w'; ekspresji receptoréw 5-
HT1A. W badaniach immunohistochemicznych okreslono stri}kturalnq i komorkowa
lokalizacje NUDR i Freud-1, natomiast w badaniach z wykorzystaniem metody Western blot
oznaczono poziom biatek NUDR/Freud-1 i 5-HT1A w PFC w polu Brodmana 10 (BA10)
mozgu kobiet i me¢zczyzn chorych na depresj¢ oraz oséb zdrowych (Szewezyk i wsp., 2009a,
Szewczyk i wsp., 2010). Do badan wykorzystano tkanke pobrang od 13 kobiet i 12 me¢zczyzn
z depresja oraz 13 kobiet i 12 mezczyzn bez historii zaburzen psychicznych (grupa
kontrolna). Probki sparowano pod wzgledem plei pacjentow oraz najblizej jak to byto
mozliwe pod wzgledem wieku i czasu, jaki uptynat od §mierci do momentu pobrania tkanki.

Badania postmortem z wykorzystaniem metody immunohistochemicznej
zidentyfikowaty ekspresj¢ NUDR w neuronach PFC ludzkiego mézgu. Co wigcej, komorki w
ktorych stwierdzono ekspresje biatka NUDR wykazywaty réwniez ekspresje receptora 3-
HT1A (Szewczyk i wsp., 2009a). Analizy z wykorzystaniem metody Western blot pokazaly
obnizony poziom biatka NUDR w PFC kobiet ze zdiagnozowana depresja oraz brak zmian w
poziomie tego biatka w PFC mezczyzn z depresja w poréwnaniu do odpowiedniej grupy

kontrolnej. Rdwniez poziom biatka SHT1A byt obnizony w PFC kobiet ze zdiagnozowang
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depresja i niezmieniony w PFC mezczyzn z depresja. Wyniki te potwierdzaja wigc funkcje
NUDR jako czynnika zwigkszajacego ekspresj¢ receptora 5S-HT1A w PFC (Czesak 1 wsp.,
2006) i sugeruja, ze zaobserwowany w PFC kobiet z depresja spadek ekspresji receptora 5-
HTIA moze wynikaé z zaburzonej funkcji czynnika NUDR. Jest to jedynie przypuszczenie,
poniewaz doktadny mechanizm zaleznej od pici regulacji ekspresji czynnika NUDR nie zostat
do tej pory poznany.

Ostatnie badania dotyczace polimorfizmu rs6295 w obrgbie promotora genu 5-HT1A
wykazaty, ze allel G predysponujacy do wystapienia depresji nie wykazuje zdolnosci
wigzania czynnika NUDR, co w konsekwencji prowadzi do podwyzszenia transkrypcji 5-
HT1A w neuronach pochodzacych z jadra szwu (gdzie NUDR dziata jako represor) oraz jej
obnizenia w neuronach pochodzacych z kory (gdzie NUDR peini rol¢ aktywatora)
(Donaldson i wsp., 2016). Dane te potwierdzaja uzyskane przez nas wyniki przemawiajace za
znaczeniem obnizonego korowego poziomu NUDR w przebiegu depresji (Szewezyk i wsp.,
2009a).

W nastepnym etapie badan skoncentrowano si¢ na ocenie ekspresji biatka drugiego
czynnika transkrypcyjnego a mianowicie Freud-1. Badania immunohistochemiczne wykazaty
obecnos¢ tego biatka w neuronach oraz jego kolokalizacj¢ z receptorami 5-HTIA w
komoérkach nerwowych PFC moézgu ludzkiego (Szewczyk i wsp., 2010). Badania z
wykorzystaniem techniki Western blot wykazaly natomiast zmniejszenie poziomu biatka
Freud-1 w PFC mezczyzn z depresja w pordwnaniu do oséb z grupy kontrolnej. W PFC
kobiet cierpiacych na depresje zaobserwowano jedynie trend w kierunku obnizonego poziomu
biatka Freud-1. Analiza uzyskanych wynikéw w korelacji do wieku pacjentow (kobiet 1
mezczyzn) wykazata znacznie wyrazniejszy spadek poziomu biatka Freud-1 u pacjentow
mlodszych (<58 lat). Podobnie biatko receptora 5-HT1A bylo obnizone w PFC pacjentow
mlodszych w poréwnaniu do pacjentéw kontrolnych z tej samej grupy wiekowej.

Podsumowanie. Badania postmortem wykazaly obnizony poziom czynnika
transkrypcyjnego NUDR oraz receptora 5-HT1A w PFC kobiet, ale nie megzczyzn ze
zdiagnozowana depresja (Szewezyk i wsp., 2009a). W przeciwienstwie do tego, poziom
biatka Freud-1 okazat si¢ znacznie obnizony w PFC mezczyzn z depresja i niezmieniony w
PFC kobiet z depresja w poréwnaniu do poziomu Freud-1 w PFC os6b z grup kontrolnych
(Szewczyk i wsp., 2010). Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunigto hipoteze, ze
obnizony poziom biatka Freud-1 w PFC mezczyzn z depresja moze stanowi¢ zmiang
adaptacyjng majaca na celu utrzymanie prawidlowego poziomu receptorow 5-HTIA

(pamietajac, ze Freud-1 dziata jako represor transkrypcji genu tych receptoréw). Z drugiej
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strony, nie zaobserwowano zmiany w poziomie biatka Freud-1 w PFC kobiet z depresja
(zaobserwowano jedynie tendencje¢ w kierunku zmniejszonej ckspresji). Mozna przypuszczac,
7e taka zmiana adaptacyjna nie jest wystarczajaca, aby zniwelowaé deficyt ekspresji NUDR
(wzmacniacza transkrypcji genu receptoréw 5-HTIA), a tym samym zapobiec obnizeniu
poziomu receptoréw 5-HT1A u kobiet z depresja. Dane te sugeruja, ze zmiany w poziomie
czynnikéw transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 regulujacych poziom ekspresji receptora 5-
HTIA u oséb z depresja moga by¢ zalezne od plei i moga stanowié¢ jedng z przyczyn

warunkujacych czestsze wystgpowanie depresji u kobiet.

3.2. Zmiany w poziomie czynnikéw transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 w wybranych
zwierzecych modelach depresji

Badania dotyczace poziomu czynnikow transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 w mozgu
prowadzono réwniez na zwierzgtach. Badania przedkliniczne z wykorzystaniem modelu
stresu unieruchomienia ujawnity obnizony poziom mRNA i biatka czynnika Freud-1, ale nie
NUDR oraz podwyzszony poziom mRNA receptora 5-HT1A w PFC samcow szczurdw (lyo i
wsp., 2009). W pracy Kieran i wsp., (2010), wykazano natomiast brak zmian w poziomie
MRNA Freud-1/NUDR oraz obnizony poziom mRNA receptora 5-HTIA w modelu
chronicznego socjalnego stresu (Kieran i wsp., 2010). Nalezy podkresli¢c, ze regulacja
analizowanych czynnikéw transkrypcyjnych moze wystapic na etapie post-translacyjnym, bez
zmian w poziomie RNA czy biatka. Przyktadowo, wiazanie Freud-1 do DNA i jego funkcja
jako czynnika hamujacego ekspresjg¢ receptora 5-HT1A jest blokowana przez mechanizm
zalezny od wapnia i kalmoduliny (Ou i wsp., 2003).

Biorac pod uwage te dane, zaplanowano kolejne badania, ktorych celem bylo dalsze
wyjasnienie, czy obserwowane w depresji zmiany w poziomie czynnikéw transkrypcyjnych
(NUDR, Freud-1) regulujacych ekspresjg receptorow 5-HT1A sa zréznicowane w zaleznosci
od plci i badanej struktury mézgu zwierzat. W badaniach wykorzystano zwierzece modele
depresji: model usunigcia opuszek wechowych (OB), model stresu prenatalnego (PS) oraz
model chronicznego tagodnego stresu (CMS). Zmiany w poziomie mRNA i bialka NUDR,
Freud-1 oraz 5-HT1A analizowano zaréwno u samc6w jak i u samic w modelach OB iPS. W
przypadku modelu CMS badania prowadzono jedynie na samcach.

OB wywoluje u zwierzat szereg zmian behawioralnych (zwigkszona aktywnos¢
wywolana stresem, drazliwo$¢, zaburzenia uczenia, zaburzenia interakcji spotecznych i
seksualnych) oraz biochemicznych, zwlaszcza w systemie serotoninergicznym (van Riesen i

wsp., 1976; Willner, 1990). W przeprowadzonych przez nas badaniach OB spowodowalo
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obnizenie poziomu biatka czynnika Freud-1 i receptora 5-HT1A w PFC samcoéw, ale nie
samic szczuréw. Nie zaobserwowano zadnych zmian w poziomie mRNA badanych biatek w
PFC. W Hip, OB zmniejszyto ekspresje gendw NUDR, Freud-1 i 5-HT1A u samcéw oraz
wylacznie ekspresje genu NUDR u samic.

Kolejnym zastosowanym przez nas zwierzgcym modelem depresji byt PS. Przewlekly
stres podczas prenatalnego rozwoju mozgu wywotuje réznego rodzaju nieprawidlowosci w
zachowaniu i uczeniu si¢ oraz zaburzenia psychiczne w pdzniejszym zyciu (Huizink i wsp.,
2004). Jedna ze zmian biochemicznych indukowanych przez PS jest ostabienie transmisji
serotoninergicznej w mozgu (Hayashi i wsp., 1998). W prezentowanych badaniach jedynymi
zaobserwowanymi zmianami wywolanymi przez PS byly obnizony poziom biatka receptora
5-HT1A w PFC samic szczuréw oraz zmniejszenie ekspresji genu NUDR w Hip samcow. Co
cickawe, oznaczenia przeprowadzone w PFC i Hip cigzarnych samic szczuréw poddanych
stresowi unieruchomienia w ciagu ostatniego tygodnia cigzy wykazaly zmniejszenie poziomu
bialek NUDR, Freud-1 i 5-HT1A w PFC oraz brak zmian w poziomie mRNA. W Hip
stresowanych samic zaobserwowano natomiast spadek poziomu ekspresji genow NUDR i
Freud-1 oraz spadek poziomu biatka Freud-1.

Trzeci zwierzgey model depresji zastosowany w niniejszych badaniach to CMS. CMS
jest znanym modelem opracowanym w celu wywotania anhedonii (zmniejszona wrazliwosé
na nagradzanie), ktora jest czgstym objawem depresji u ludzi (Willner, 2005). Podobnie jak w
przypadku PS oraz OB, CMS réwniez wywoluje zmiany neurobiologiczne prowadzace do
zaburzen funkcji uktadu serotoninergicznego (Willner, 2005). W modelu CMS badania
przeprowadzono jedynie na samcach. Nasze badania wykazaty zmniejszony poziom zaréwno
mRNA jak i biatka NUDR oraz receptora 5-HT1A, a takze obnizony poziom mRNA Freud-1
w PFC samcéw szczurdw. W Hip, CMS spowodowal spadek poziomu biatka Freud-1 i
receptora 5-HT1A.

Opisane powyzej wyniki badan przedklinicznych wykazaly, ze zmiany w poziomie
NUDR/Freud-1 moga odgrywac istotng role, przy czym zaangazowanie tych biatek jest
zroznicowane w zaleznosci od modelu depresji, a tym samym czynnikéw wywolujacych
zachowania depresyjne u zwierzat. Zmniejszony poziom biatka NUDR obserwowany w PFC
samcoéw poddanych procedurze CMS oraz u stresowanych chronicznie cigzarnych samic
wskazuja na to, ze stres oraz wiek odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji tego czynnika
transkrypcyjnego.

W badaniach postmortem wykazano korelacje pomi¢dzy obnizona ekspresja NUDR i
5-HT1A w PFC kobiet, ale nie mezczyzn z depresja (Szewczyk i wsp., 2009). Badania
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przeprowadzone na zwierzg¢tach wskazuja natomiast, ze zmiany w poziomie NUDR nie sg
charakterystyczne tylko dla samic. Zmniejszony poziom ekspresji NUDR zaobserwowano
rowniez u samcéw w modelu CMS (Szewezyk i wsp., 2014). Nalezy jednak pamietac, ze
modele zwierzece nie odzwierciedlaja petnego obrazu depresji wystgpujacej u ludzi dlatego
trudno jest okresli¢ precyzyjnie mechanizm zaobserwowanych zmian.

Uzyskane wyniki dowodza, ze ple¢ ma réwniez znaczenie w regulacji ekspresji
receptora 5-HTIA, ale zmiany te sa zroznicowane w zaleznoéci od modelu depresji.
Obnizony poziom biatka receptora 5-HT1A zaobserwowano w modelu OB u samcéw i w
modelu PS u samic. Zmiany poziomu ekspresji tego receptora obserwowane w zwierzgcych
modelach depresji byly ponadto zrdznicowane w zaleznosci od badanej struktury mozgu
(PFC, Hip). Wydaje sie réwniez, ze zmiany te powstajg prawdopodobnie w wyniku
zaburzonych proceséw translacji i/lub zmian potranslacyjnych.

Podsumowanie. Przeprowadzone przez nas badania z wykorzystaniem réznych
modeli zwierzecych wykazaty, ze towarzyszace depresji zaburzenia poziomu receptorow 5-
HT1A moga byé zwiazane ze zmianami w ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych
NUDR/Freud-1. Ponadto poziom i aktywnos$¢ tych czynnikéw transkrypcyjnych w
poszczegblnych strukturach moézgu (PFC, Hip) wydaja si¢ by¢ uzaleznione od wielu
zmiennych takich jak ple¢, wiek czy przebyty stres. Badania przedkliniczne potwierdzaja
postawiona na podstawie badafn postmortem hipotez¢ o zaangazowaniu czynnikow
transkrypcyjnych NUDR/Freud-1 w powstawaniu zmian w ekspresji receptoréw 5-HTIA

obserwowanych w depresji.

4. Cynk a depresja
Fizjologiczna rola cynku

Cynk to jeden z mikroelementéw niezbednych dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Pierwiastek ten jest skiadnikiem okofo 300 enzyméw w ktorych petni role
zaréwno stabilizatora struktury przestrzennej jak i kofaktora. Okoto 10% bialek obecnych w
organizmie czlowieka zawiera w swoim skfadzie cynk (Andreini i wsp., 2006). Stezenie
cynku utrzymane w normie fizjologicznej warunkuje prawidfowy wzrost i rozwdj organzimu,
odpowiednie dziatanie uktadu odpornosciowego jak réwniez wiasciwe funkcjonowanie
centralnego systemu nerwowego. Mozg zawiera stosunkowo duzo cynku w poréwnaniu do
innych organéw (Takeda, 2000; Kambe i wsp., 2015). Najwigksze stezenie cynku obserwuje
sic w korze i Hip a wigc strukturach mozgu, ktére odgrywaja istotng rolg¢ w patofizjologii

zaburzen psychicznych (Koolschijn i wsp., 2009). 90% puli cynkowej obecnej w mozgu
p
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stanowi cynk zwigzany z biatkami takimi jak enzymy czy czynniki transkrypcyjne. Pozostata
czes¢ wystepuje jako tzw. wolny cynk, zlokalizowany glownie wewnatrz pecherzykow
synaptycznych (Takeda, 2000). Neurony, ktére zawierajg jony cynku w pecherzykach
synaptycznych to gléwnie neurony glutaminianergiczne (Karol i wsp., 2010). W wyniku
pobudzenia tych neuronéw cynk jest uwalniany razem z glutaminianem do przestrzeni
synaptycznej. W ten sposdb cynk wspdlnie z glutaminianem moduluje transmisj¢ synaptyczng
w ukladzie glutaminianergicznym. Cynk jest endogennym modulatorem receptoréw
glutaminianergicznych takich jak: NMDA i AMPA (kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolo-propionowy). Cynk moduluje réwniez funkcje hamujacych receptoréw GABA
(kwas gamma-aminomastowy) (Takeda, 2010). Wszystkie wymienione powyzej typy
receptorow odgrywajg istotng rolg w patofizjologii depresji i mechanizmie dziatania LPD

(Sanacora i wsp., 2012).

Rola cynku w etiologii depresji oraz mechanizmie dziatania LPD

Wiyniki badan klinicznych wskazuja, ze wahania w stezeniach cynku moga by¢
czynnikiem ryzyka wystapienia zaburzen psychicznych. Wykazano, ze wartosci st¢zenia
cynku w surowicy pacjentow ze zdiagnozowana depresja byly znacznie nizsze niz u osob
zdrowych (grupy kontrolne) (McLoughlin 1 Hodge, 1990; Maes 1 wsp., 1994, 1997, 1999,
Woéjcik i wsp., 2006; Maserejian 1 wsp., 2012; Jacka 1 wsp., 2012). W przypadku niektorych
pacjentéw depresyjnych wykazano ujemna korelacj¢ pomigdzy poziomem cynku a nasileniem
objawéw depresji jak rowniez dlugoscia trwania epizodow depresyjnych (Maes i wsp., 1994,
1997, 1999, Wdéjcik i wsp., 2006, Siwek 1 wsp., 2010). Zaobserwowano ponadto, ze stezenie
cynku w surowicy pacjentéw z depresja lekooporna bylo znacznie nizsze niz w surowicy
pacjentow odpowiadajacych na leczenie (Maes i wsp., 1997). Wykazano réwniez, ze po
zastosowaniu skutecznej terapii przeciwdepresyjnej obnizony poziom cynku w surowicy krwi
pacjentow depresyjnych ulegat normalizacji (McLoughlin i Hodge, 1990). Opisane powyzej
wyniki sugeruja, iz stezenie cynku w surowicy moze stanowi¢ marker zaburzen depresyjnych.

Jedna z przyczyn obnizonego poziomu cynku w organizmie jest nieodpowiednia
podaz tego pierwiastka w diecie. Badania kliniczne wskazuja, ze deficyt cynku w diecie moze
by¢ czynnikiem ryzyka prowadzacym do zaburzen psychicznych. Wykazano, istotng
korelacje pomigdzy niska podaza cynku w diecie a wystepowaniem- objawdw depresji (patrz
prace przegladowe Siwek i wsp., 2013; Rafato i wsp., 2016). Warto podkresli¢, ze tego typu

korelacje obserwowano czesciej w przypadku badanych kobiet niz mezczyzn (Maserejian i
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wsp.. 2012), co moze mie¢ zwigzek z wigkszym ryzykiem wystapienia depresji wlasnie u
kobiet.

Znaczenie prawidlowego stezenia cynku dla whasciwego funkcjonowania centralnego
systemu nerwowego ukazujg rowniez badania przedkliniczne. Zmniejszenie zawartosci cynku
w diecie zardowno u myszy jak i szczuréw prowadzi do wystapienia u zwierzat ,,zachowan
pro-depresyjnych” obserwowanych jako: a) wydtuzony czas bezruchu w tescie wymuszonego
ptywania (FST) i zawieszenia za ogon (TST), b) zmniejszenie iloSci wypijanego roztworu
sacharozy (objaw anhedonii) czy c) ostabienie interakcji socjalnych, (Szewczyk, 2013;
Doboszewska 2015a,b). Niektore z tych efektow byly odwracane po podaniu fluoksetyny
(SSRI) (Doboszewska i wsp., 2015b).

Dotychczas opisane wyniki wskazuja na pewne efekty fizjologiczne lub zaburzenia
behawioralne zwigzane z deficytem cynku. Nalezy jednak podkresli¢, ze istnieje szereg badan
wskazujacych na przeciwdepresyjne wlasnosci cynku (prace przegladowe Szewczyk i wsp.,
2011; Szewczyk, 2013). Przeciwdepresyjna aktywnos¢ cynku (skrocenie czasu bezruchu)
wykazano zarébwno w testach przesiewowych (FST, TST) (Szewezyk i wsp., 2011) jak i
modelach depresji: OB (Nowak i wsp., 2003b); CMS (Sowa-Kucma i1 wsp., 2008);
przewleklego nieprzewidywalnego stresu (CUS) (Cieélik i wsp., 2007). Stwierdzono ponadto,
ze cynk zwigksza efektywno$é dziatania LPD (imipramina, fluoksetyna, paroksetyna,
bupropion lub citalopram) w tych testach i modelach depresji. (Szewczyk i wsp., 2011;
Szewczyk, 2013). Pozytywne efekty suplementacji cynkiem wykazano réwniez w badaniach
klinicznych. Zwiekszenie skutecznosci zastosowanej terapii zaobserwowano wsrdd pacjentow
u ktorych cynk podawano tacznie z lekami z grupy SSRI, lekéw tréjeyklicznych ale nie SNRI
(Rafato i wsp., 2016) co po raz kolejny sugeruje, ze suplementacja cynkiem moze przyniesé
pozytywny efekt terapeutyczny jedynie w przypadku wybranych LPD. W roku 2015
opublikowano ponadto wyniki badan klinicznych, ktére wskazuja na mozliwos¢ zastosowania
cynku w monoterapii zaburzen depresyjnych (Solati i wsp., 2015).

Gléwnym mechanizmem, ktory wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za skutecznos¢ cynku
w zwierzecych testach i modelach depresji jest hamowanie fﬁnkcji receptora NMDA.
Wykazano, ze przeciwdepresyjne dziatanie cynku w tescie FST bylo blokowane podaniem
kwasu NMDA (specyficzny agonista receptora NMDA) oraz podaniem D-seryny (agonista
miejsca glicynowego receptora NMDA) (Cichy i wsp., 2009; Szewczyk i wsp., 2010).
Przeciwdepresyjne dziatanie cynku w FST bylo réwniez blokowane podaniem zwigzku
NBQX (antagonista receptora AMPA) (Szewczyk i wsp., 2010) co sugeruje, ze réwniez

receptor AMPA moze odgrywac istotna role w mechanizmie dziatania cynku. Uzyskane dane,
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Swiadcza ponadto o tym, ze aktywnosé¢ przeciwdepresyjna cynku moze by¢ zwiazana z
modulacja funkcji uktadu serotoninergicznego. Wykazano, ze cynk podawany chronicznie
zwigksza gestosé receptorow 5-HT1A w Hip oraz 5-HT2A w korze szczuréow (Cichy i wsp.,
2009). Co wigcej cynk nasila dziatanie LPD, ktérych mechanizm dzialania zwigzany jest z
regulacja transmisji serotoninergicznej (fluoksetyna, paroksetyna, citalopram) (Cunha i wsp.,
2008; Szewczyk i wsp., 2002).

Wyniki badan biochemicznych wykazaty takze, ze efektem chronicznych podan cynku
jest wzrost mRNA i biatka BDNF, jednak mechanizm powstawania tych zmian nie zostal
wyjasniony (Franco i wsp., 2008; Nowak i wsp., 2004).

Opisane powyzej wyniki sugeruja mechanizmy, ktore wydaja si¢ by¢ odpowiedzialne
za efekty przeciwdepresyjne cynku ale nie wyjasniaja w petni molekularnego podloza
obserwowanych zmian (Szewczyk i wsp., 2011). Dlatego celem kolejnych prac bylo
poszukiwanie molekularnych mechanizméw przeciwdepresyjnego dziatania cynku z
uwzglednieniem roli wewnatrzkomorkowych szlakow przekazywania sygnatlu oraz interakcji

cynku z receptorami S-HT1A.

4.1. Zaangazowanie aktywacji szlaku kinazy mTOR w przeciwdepresyjne
dzialanie cynku

W 2000r. Berman i wsp., a nastgpnie Zarate i wsp., (2006) opublikowali wyniki
badan, ktore wskazywaly, ze pojedyncza dawka ketaminy (antagonista receptora NMDA),
powoduje szybki i dlugotrwaty efekt przeciwdepresyjny utrzymujacy si¢ nawet do 7 dni od
podania. Jakkolwiek mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania ketaminy nie jest do konca
poznany, badania na zwierzetach wykazaty, ze w jej szybkim dziataniu uczestniczy aktywacja
kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin), ktdrej towarzyszy zwigkszona synteza
bialek synaptycznych takich jak: biatko gestosci postsynaptycznej 95 (PSD95); synapsyna I
(biatko gestosdci presynaptycznej), GluAl (podjednostka recepotra AMPA) oraz wzrost liczby
synaps w PFC (Li i wsp., 2010; Zhou i wsp., 2014). Aktywacja kinazy mTOR jest réwniez
zaangazowana Ww przeciwdepresyjne dziatanie zwigzku Ro-25-6981 - selektywnego
antagonisty podjednostki 2B receptora NMDA (Li 1 wsp., 2010; Workman i wsp., 2013) oraz
zwigzku GLYX-13 bedacego czgsciowym funkcjonalnym agonista miejsca glicynowego
receptora NMDA (Lu i1 wsp., 2014).

Wyzej opisane wyniki badan dotyczace przeciwdepresyjnej aktywnosci antagonistow
receptora NMDA jak rowniez fakt, ze cynk jest jednym z kluczowych modulatorow receptora

NMDA (Szewczyk, 2011; Pochwat et al., 2014) przyczynily si¢ do zainicjowania badan
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dotyczacych roli kinazy mTOR w przeciwdepresyjnym dziataniu cynku (Szewezyk i wsp.,
2015).

Kinaza serynowo/treoninowa mTOR odgrywa istotna rolg w procesach
przezywalnoéci neuronéw i syntezy bialek w synapsach, a tym samym w regulacji
plastycznosci synaptycznej (Hoeffer i Klann, 2010). mTOR tworza dwa heteromeryczne,
funkcjonalnie odrebne kompleksy biatkowe: mTORCI, ktory jest odpowiedzialny za
regulacje proceséw transkrypcji, translacji czy autofagii oraz mTORC2, ktory reguluje
cytoszkielet aktynowy, aktywnos¢ kinazy biatkowej B (AKT PKB) oraz kinazy biatkowej C
(PKC) (Hoeffer i Klann, 2010). Aktywno$é komplekséw kinazy mTOR mozna rozroznic
farmakologicznie poprzez zastosowanie specyficznego inhibitora tej kinazy - rapamycyny,
ktéra hamuje kompleks mTORC1 ale nie mTORC2 (Zheng i wsp., 2014). Do najlepie]
opisanych czynnikéw, ktére moduluja funkcje mTOR w neuronach naleza: insulina, czynniki
neurotroficzne jak cho¢by BDNF i jego receptor TrkB oraz glutaminian dziafajacy poprzez
receptory NMDA (Gong i wsp., 2006). Stymulacja receptoréw NMDA lub TrkB aktywuje
kinaze 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), kinazg biatkowa Akt lub kinazg regulowana
zewnatrzkomérkowo ERK, ktére sa z kolei glownymi aktywatorami kompleksu mTORCI.
Aktywno$¢ tego kompleksu moze by¢ réwniez posrednio modulowana poprzez kompleks
mTORC2 z udziatlem kinaz Akt oraz PKC. Jednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek
efektorowych kinazy mTOR jest kinaza p70-S6 (S6K). Aktywowana kinaza S6K moze
stymulowaé inicjacje syntezy bialek poprzez fosforylacj¢ rybosomalnego biatka S6 i innych
biatek biorgcych udzial w translacji takich jak eukariotyczny czynnik elongacji 2 (eEF2)
(Hoeffer i Klann, 2010).

Poczatkowe do$wiadczenia zawarte w pracy Szewczyk i wsp., (2015) zaprojektowano
w celu okreslenia, czy cynk, antagonista receptora NMDA, podobnie do innych zwigzkéw
blokujacych funkcje tego receptora (Pochwat i wsp., 2014) moze wywolywa¢ wydiuzone w
czasie dzialanie przeciwdepresyjne po jednorazowym podaniu. Stwierdzono. ze cynk podany
30min jak i 3h przed testem wywoluje efekt przeciwdepresyjny u szczuréw w tescie FST.
Natomiast nie wykazuje on dziatania przeciwdepresyjnego 24h po podaniu. Zaobserwowano
ponadto, ze efekt przeciwdepresyjny cynku byt zwigzany z aktywacjg kinazy mTOR w PFC
szczuréw. Podanie cynku skutkowato krotkotrwata, wzmozong fosforylacjg kinazy mTOR
oraz biatka p70S6K. Podwyzszony poziom aktywnych, ufosforylowanych form powyzszych
bialek odnotowano 30min i 3h po podaniu cynku. Po 24 godzinach stopien ufosforylowania
zarébwno mTOR jak i p70S6K powrécit do stanu wyjéciowego. Dodatkowo 3h po podaniu

cynku zaobserwowano wzrost poziomu takich biatek jak BDNF, GluAl i synapsyny I (wzrost
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syntezy tych biatek obserwowano takze po podaniu ketaminy; Autry i wsp., 2011; Li et al,
2010.; Zhou i wsp., 2014). Co ciekawe poziom bialek GluAl i synapsyny I byl podwyzszony
réwniez po 24h od podania cynku a wigc w czasie gdy nie obserwowano juz aktywacji kinazy
mTOR. W przeciwienstwie do ketaminy cynk nie zmienial ekspresji poziomu PSD95 w
zadnym z badanych punktéw czasowych (Szewcezyk i wsp., 2015).

Przeprowadzone badania wykazaty ponadto, ze podanie rapamycyny (inhibitor
mTORC1), LY294002 (inhibitor PI3K), H-89 (inhibitor PKA) oraz GF109203X (inhibitor
PKC) blokuje przeciwdepresyjny efekt cynku w FST u szczuréw i blokuje wywolana
podaniem cynku aktywacj¢ szlaku mTOR (30min po podaniu cynku).

Podsumowanie. Otrzymane wyniki wskazuja wigc na zaangazowanie szlakow
sygnalizacji komoérkowej zwiazanych z kinazami mTOR, PI3K, PKC i PKA w
przeciwdepresyjnym mechanizmie dziatania cynku w FST oraz na udziat cynku w aktywacji
szlakéw kinazy mTOR i p70S6K poprzez PI3K, PKC i PKA in vivo. Uzyskane dane
pozwalajg takze wnioskowac, ze aktywnos$¢ przeciwdepresyjna cynku jest zwiazana z syntezg
biatek, takich jak BDNF, synapsyna I czy GluAl, ktére sa zaangazowane w synaptogeneze

oraz plastycznos$¢ synaptycznag.

4.2. Rola wukiadu serotoninergicznego i receptorow 5-HTIA w mechanizmie
przeciwdepresyjnego dziatania cynku oraz rola cynku w modulacji funkcji receptora 5-

HTIA

Przeprowadzone na myszach badania behawioralne wykazaty, ze cynk nasila dzialanie
LPD z grupy SSRI w testach FST i TST u myszy (Szewczyk i wsp., 2002, Cunha i wsp.,
2008). Wyniki uzyskane w tych eksperymentach staly si¢ podstawa do rozpoczecia kolejnych
badan majacych na celu wyjasnienie roli ukfadu serotoninergicznego w mechanizmie
przeciwdepresyjnego dziatania cynku. W pracy Szewczyk i wsp., (2009b) opisano efekt
wspolnych podan cynku i citalopramu (selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny)
oraz cynku i reboksetyny (selektywny i specyficzny inhibitor wychwytu noradrenaliny) w
tescie FST u myszy. Zaobserwowano, ze cynk podawany lacznie z citalopramem (dawki
nieaktywne w FST), podobnie jak we wczesniejszych badaniach (Szewczyk i wsp., 2002)
znaczgco zmniejszat czas bezruchu myszy. Pozytywny efekt zaobserwowano réwniez po
podaniu cynku i fluoksetyny (Szewczyk i wsp., 2009b). Natomiast taczne podanie cynku i
reboksetyny nie wywolywato takiego efektu. Wyniki te potwierdzity wczesniejsze dane o

pozytywnym dzialaniu cynku w zwiekszaniu efektywnosci dziatania LPD z grupy SSRI. W
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celu dalszego potwierdzenia mozliwego udzialu transmisji serotoninergiczne; W
przeciwdepresyjnym dziataniu cynku, myszom podawano p-chlorofenyloalaning (pCPA),
ktéra hamuje synteze serotoniny. W doswiadczeniu tym wykazano, ze niedobor serotoniny
blokuje dziatanie przeciwdepresyjne cynku w tescie FST (Szewczyk i wsp., 2009b). Opisane
powyzej wyniki sugerujg wigc, Ze suplementacja cynkiem poprawia skutecznos¢ LPD,
ktéorych mechanizm dzialania zwiazany jest z wplywem na uklad serotoninergiczny oraz
wskazuja, ze przeciwdepresyjne dzialanie cynku moze by¢é zwigzane z modulacjg
neurotransmisji serotoninergicznej. Co wiecej, zaobserwowano, Ze podanie antagonisty
receptora 5-HT1A - zwiazku WAY 100635 blokuje przeciwdepresyjne dziatanie cynku w FST
(Szewezyk i wsp., 2009b). Dodatkowo Cichy i wsp., (2009) wykazali wzrost gesto$ci
receptoréw 5-HT1A w Hip szczuréw po chronicznym podaniu cynku (14 dni) a Barrondo i
Salles (2009) wykazali, ze cynk moze dziala¢ jako negatywny modulator allosteryczny
receptora 5-HT1A. Opisane wyniki zasugerowaty wigc, ze cynk moze wplywac na transmisjg
serotoninergiczng poprzez modulowanie funkcji receptoréw 5-HT1A.

Biorac pod uwage powyzsze przestanki, postanowiono okredli¢c farmakologiczny
profil dzialania cynku wobec receptorow 5-HTIA. Do badan wykorzystano powszechnie
uzywane testy behawioralne, pozwalajace na funkcjonalng charakterystyk¢ (agonizm,
antagonizm) oddzialywania zwiazku z pre i postsynaptycznymi receptorami S-HTIA.
Zbadano efekt dziatania cynku w tescie hipotermii u myszy i szczuréw, tescie opadania dolnej
wargi (ang. lower lip retraction, LLR) oraz tescie syndromu serotoninowego [efekt ptaskiej
postawy ciata (ang. flat body posture, FBP) i drgania przednich fap (ang. forepaw treading,
FT)] u szczurow (Satala i wsp., 2016).

W przeprowadzonych przez nas badaniach cynk podawany w dawce 2 i Smg Zn/kg
znaczaco obnizyl temperature ciala myszy. Podobny efekt zaobserwowano po podaniu
zwiazku 8-OH-DPAT bedacego agonista receptora 5-HT1A. Zaobserwowano ponadto, ze
efekt hipotermii wywotany podaniem cynku byl blokowany przez wczedniejsze podanie
zwigzku WAY-100635 - antagonisty receptora 5-HT1A. Hipotermia jest jednym z
symptoméw, ktérych wystepowanie u myszy jest zwiazane z aktywacja autoreceptorow 5-
HTI1A (Bill i wsp., 1991). W przeprowadzonych przez nas badaniach cynk podany w dawce
5mg Zn/kg masy ciata nie wptywal na obnizenie temperatury ciata u myszy pozbawionych
autoreceptoréw S-HT1A, co potwierdza, ze mechanizm wywotywania hipotermii przez cynk
odbywa sie¢ droga aktywacji autoreceptora 5-HT1A. Podanie cynku wplyneto réwniez na
obnizenie temperatury ciata szczuréw jednak efekt ten zaobserwowano po zastosowaniu

wickszych dawek cynku (7.5 i 11.5 mg Zn/kg) niz te ktore byly stosowane u myszy. Na
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podstawie stanowiska, ktére dominuje w literaturze przedmiotu a ktére utrzymuje, ze
hipotermia obserwowana u szczuréw spowodowana jest przede wszystkim aktywacja
receptoréw postsynaptycznych (Bill i wsp., 1991), mozna postawi¢ hipotezg, ze cynk w
modelu hipotermii wykazuje cechy agonisty pre i postsynaptycznych receptorow 5-HT1A.

Innym testem funkcjonalnym in vivo stosowanym do scharakteryzowania
farmakologicznego profilu dziatania zwiazku wobec receptora 5-HT1A, jest test LLR. Efekt
LLR obserwuje si¢ po podaniu agonistow receptora 5-HT1A lub czeSciowych agonistow,
wykazujacych wysokie powinowactwo do tego receptora (Berendsen i wsp., 1989). Efekt ten
jest natomiast blokowany przez podanie selektywnych antagonistdw receptora 5-HT1A takich
WAY10035 lub WAY100635. W naszych badaniach cynk podawany w dawce 2 1 5Smg Zn/kg
nie powodowat LLR ale istotnie (podobnie jak WAY100635) i zaleznie od dawki blokowal
LLR wywotlany podaniem 8-OH-DPAT. Tak wigc w tescie LLR cynk wykazywat cechy
antagonisty receptora 5-HTIA. Cynk nie wywolywal réwniez tzw. ,syndromu
serotoninowego™ (ptaska postawa ciata i drzenie przednich tap), jednak w wyzszych dawkach
(7.5 i 11.5 mg Zn/kg) blokowat te efekty wywotane podaniem 8-OH-DPAT. Uwaza sig, ze
wystapienie syndromu serotoninowego odzwierciedla aktywacj¢ postsynaptycznych
receptorow 5-HTI1A tak wiec w tym modelu cynk wykazat cechy postsynaptycznego
antagonisty receptora 5-HT1A.

Druga cze$é badan opisanych w pracy Szewezyk i wsp. (2016) miata na celu oceng
skutecznosci dzialania cynku w FST u myszy dzikich oraz myszy pozbawionych
autoreceptoréw 5-HTI1A. Badania te wykazaty, ze brak presynaptycznych receptoréow 5-
HT1A czesciowo blokuje przeciwdepresyjny efekt dziatania cynku w FST u myszy co
sugeruje, ze presynaptyczne receptory 5-HTIA mogg by¢ rowniez zaangazowane w
przeciwdepresyjny efekt wywotany podaniem cynku u myszy.

Zbadano ponadto wplyw podania antagonisty receptoréw 5-HTIA (zwigzku WAY
100635) oraz agonisty tych receptoréw (8-OH-DPAT) na dzialanie cynku w FST u szczuréw.
Badania te wykazaly, ze WAY 100635 blokuje dziatanie cynku w FST u szczuréw. Natomiast
jednoczesne podanie cynku i 8-OH-DPAT w dawkach nieaktywnych w FST powoduje
skrécenie czasu bezruchu, co sugeruje, dziatanie synergistyczne obu zwigzkéw w tym tedcie.
Biorac pod uwage, ze przeciwdepresyjne dziatanie zwigzkow w FST jest zwigzane z
aktywacjg postsynaptycznych receptorow 5-HT1A (Assie i wsp., 2010) na podstawie
otrzymanych wynikow mozna wnioskowa¢ o agonistycznym dzialaniu cynku wobec

postsynaptycznych receptorow 5-HT1A.
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Podsumowanie. Otrzymane z przeprowadzonych testow in vivo wyniki ujawnity
zréznicowany zalezny od stezenia profil ago/antagonistyczny cynkﬁ w stosunku do receptora
5-HT1A. Wyniki badan in vivo wskazuja ponadto, ze cynk moze modulowaé¢ funkcje
zaréwno receptoréw pre jak i postsynaptycznych. Zalezne od stgzenia dziatanie cynku w
stosunku do receptoréw 5-HT1A zostaly potwierdzone w badaniach in vitro, ktérych wyniki
stanowig rowniez cze$¢ omawianej pracy. Stosujac metode wypierania znakowanego
radioizotopowo liganda (selektywnego agonisty [’H]-8-OH-DPAT) z homogenatu
tkankowego zawierajgcego receptory 5-HT1A (stabilna ekspresja w linii HEK293),
wykazano, ze cynk w niskich st¢zeniach poteguje a w wyzszych hamuje wiazanie agonisty do

receptora 5-HT 1A i dziatanie to nosi cechy modulacji allosterycznej.

5. Whnioski

Badania postmortem

Szewczyk B, Albert PR, Burns AM, Czesak M, Overholser JC, Jurjus GJ, Meltzer HY,
Konick LC, Dieter L, Herbst N, May W, Rajkowska G, Stockmeier CA, Austin MC. Gender-
specific decrease in NUDR and 5-HT1A receptor proteins in the prefrontal cortex of subjects
with major depressive disorder. Int ] Neuropsychopharmacol. 2009; 12(2):155-168.

e W badaniach postmortem wykazano obnizony poziom bialek NUDR i 5-HT1A w PFC
kobiet ze zdiagnozowang depresja. Nie zaobserwowano natomiast zmian w poziomie
obu bialek w grupie mezczyzn z depresja w stosunku do odpowiedniej grupy
kontrolne;.

e Obnizona ekspresja biatka NUDR w PFC kobiet z depresja moze odzwierciedlaé
zmiany funkcjonalne tego czynnika transkrypcyjnego i przyczynia¢ si¢ do
zmniejszenia poziomu receptorow 5-HT1A (efekt obserwowany u tych samych
kobiet). Zalezne od plci zmiany w poziomie biatek NUDR i receptoréw 5-HTIA w
PFC moga stanowi¢ podstawowy mechanizm biologiczny zwigzany z czestszym

wystepowaniem depresji u kobiet.

Szewczyk B, Albert PR, Rogaeva A, Fitzgibbon H, May WL, Rajkowska G, Miguel-Hidalgo
JJ, Stockmeier CA, Woolverton WL, Kyle PB, Wang Z, Austin MC. Decreased expression of
Freud-1/CC2DIA, a transcriptional repressor of the 5-HTIA receptor, in the prefrontal
cortex of subjects with major depression. Int J Neuropsychopharmacol. 2010;13(8):1089-
1101.

e Badania postmortem wykazaty obnizony poziom biatka Freud-1 w PFC mgzczyzn ze

zdiagnozowana depresja. Badania dotyczace wptywu wieku na obserwowane zmiany
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wykazaly istotng korelacje pomigdzy poziomem biatka Freud-1 a wiekiem pacjentow.
Ekspresja tego biatka byta znacznie nizsza w grupie mlodszych pacjentéw z depresja.
Podobnie, poziom biatka receptora 5-HTI1A byl znacznie nizszy w tej grupie
badanych.

Zmniejszenie ekspresji biatka Freud-1 u pacjentéw z depresjg moze odzwierciedlac
zaburzenie funkcji tego czynnika transkrypeyjnego i przyczynia¢ si¢ podobnie jak

NUDR do obserwowanych w depresji zmian w poziomie receptorow 5-HT1A.

Badania przedkliniczne

Szewczyk B, Kotarska K, Daigle M, Misztak P, Sowa-Kucma M, Rafalo A, Curzytek K,
Kubera M, Basta-Kaim A, Nowak G, Albert PR. Stress-induced alterations in 5-HT1A
receptor transcriptional modulators NUDR and Freud-1. Int ] Neuropsychopharmacol. 2014;
17(11):1763-1775.

Zmiany w poziomie ekspresji genu i biatka czynnikéw transkrypcyjnych
NUDR/Freud-1 oraz receptorow 5-HTIA sa zréznicowane w zaleznosci od
zastosowanego zwierzgcego modelu depresji.

Zmniejszony poziom NUDR w PFC samcdw szczuréw poddanych procedurze CMS
oraz w PFC samic szczuréw poddanych stresowi w czasie ciazy wskazuje na to, ze
stres moze stanowié istotng przyczyne zmian w ekspresji tego czynnika. Co wigcej
wydaje sie, ze wazng role w regulacji ekspresji bialkka NUDR odgrywa wiek w ktorym
zwierzeta byty narazone na stres.

Obnizony poziom NUDR zaobserwowany u samcéw szczuréw poddanych procedurze
CMS sugeruje, ze zmiana ta w przypadku zwierzat nie jest zalezna od pici.

W modelach OB oraz PS zmiany w ekspresji receptora 5-HT1A sg zalezne od plei.
OB powoduje spadek poziomu biatka receptora 5-HT1A w PFC samcéw, podczas gdy
PS obniza poziom 5-HT1A w PFC samic.

Szewczyk B, Pochwat B, Rafato A, Palucha-Poniewiera A, Domin H, Nowak G.
Activation of mTOR dependent signaling pathway is a necessary mechanism of
antidepressant-like activity of zinc. Neuropharmacology. 2015; 99:517-26.

Cynk podawany jednorazowo zwigksza poziom biatka mTOR i p70S6K 30min i 3
godz. po podaniu, co koreluje z czasem w ktérym obserwowane jest jego
przeciwdepresyjne dziatanie w FST.

Cynk podawany jednorazowo zwigksza poziom biatka BDNF, GluAl oraz synapsyny
I 3godz po podaniu. Podniesiony poziom biatek GluAl oraz synapsyny I jest
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widoczny réwniez 24 godz. po podaniu cynku czyli w czasie kiedy nie obserwuje sig
przeciwdepresyjnego efektu tego pierwiastka.

Podanie inhibitora kinazy mTOR (rapamycyny), inhibitora kinazy PI3K (LY294002),
inhibitora kinazy PKA (H-89), oraz inhibitora PKC (GF109203X) blokuje
przeciwdepresyjny efekt cynku w FST u szczuréw oraz odwraca wywolany podaniem
cynku wzrost poziomu bialek mTOR 1 p70S6K w PFC szczurdw.

Otrzymane wyniki dowodza, ze przeciwdepresyjne dzialanie cynku zalezy od
aktywacji kinazy mTOR oraz szlakéw sygnalizacyjnych, ktére moga posrednio

modulowaé funkcje tej kinazy.

Szewczyk B, Poleszak E, Wlaz P, Wrobel A, Blicharska E, Cichy A, Dybata M, Siwek A,
Pomierny-Chamioto L, Piotrowska A, Branski P, Pilc A, Nowak G. The involvement of
serotonergic system in the antidepressant effect of zinc in the forced swim test. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2009; 33(2):323-329.

Laczne podanie niskich nieaktywnych w tescie FST dawek cynku i citalopramu ale nie
cynku i reboksetyny wywotuje efekt przeciwdepresyjny u myszy.

Przeciwdepresyjny efekt cynku w FST jest blokowany przez podanie inhibitora
syntezy serotoniny (p-chlorofenyloalaniny, pCPA).

Otrzymane wyniki wskazuja na zaangazowanie systemu serotoninergicznego w

mechanizm przeciwdepresyjnego dziafania cynku obserwowanego w FST.

Satata G, Duszynska B, Stachowicz K, Rafalo A, Pochwat B, Luckhart C, Albert PR, Daigle
M, Tanaka KF, Hen R, Lenda T, Nowak G, Bojarski AJ, Szewczyk B. Concentration-
Dependent Dual Mode of Zn Action at Serotonin 5-HTIA Receptors: In Vitro and In Vivo
Studies. Mol Neurobiol. 2016; 53(10):6869-688.

Cynk obniza temperatur¢ ciala u szczuréw 1 myszy. Takiego efektu nie
zaobserwowano natomiast u myszy z nokautem genu autoreceptora 5-HT1A.

Cynk nie wywotuje efektu LLR u szczuréw oraz ,syndromu serotoninowego” ale
blokuje te efekty wywolane podaniem zwiazku 8-OH-DPAT bedacego agonista
receptora S-HT1A.

W tescie FST cynk nasila efekt dzialania 8-OH-DPAT. Efekt cynku w FST jest
natomiast blokowany po podaniu antagonisty receptora 5-HT1A. Nokaut
autoreceptora 5-HT1A czgsciowo blokuje przeciwdepresyjny efekt cynku w FST.

W testach funkcjonalnych in vivo cynk wykazuje cechy zaré6wno agonisty jak i

antagonisty receptora 5-HT1A. Wyniki te znalazly potwierdzenie w badaniach
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radioreceptorowych in vitro w ktorych cynk w zaleznosci od stezenia dziala jako
pozytywny modulator lub inhibitor receptoréw 5-HT1A. Wyniki badan in vivo
wskazuja ponadto, ze cynk moze modulowaé funkcje zaréwno receptoréw pre jak i

postsynaptycznych.

Szewczyk B, Kubera M, Nowak G. The role of zinc in neurodegenerative inflammatory
pathways in depression. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2011; 35(3):693-701.

Praca ta podsumowuje zgromadzona wiedzg na temat roli cynku w depresji, procesach
starzenia sie lub chorobach neurodegeneracyjnych, procesach, ktore czesto towarzysza
depresji. Czeé¢ artykutu poswigcona jest rowniez fizjologicznym i biochemicznym zmianom
wywolywanym niedoborem cynku, a takze mozliwym mechanizmom dziafania

przeciwdepresyjnego cynku.
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IV. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo- badawczych.

Moje zainteresowania naukowe od poczatku koncentruja si¢ na badaniu przeciwdepresyjnych
wlasnoéci cynku oraz wyjasnianiu mechanizméw zaangazowanych w ten efekt, poczatkowo z
uwzglednieniem roli  receptoréw  glutaminianergicznych a  nastgpnie  receptoréw
serotoninergicznych. Uczestniczylam réwniez w badaniach dotyczacych przeciwdepresyjnego
dziatania magnezu jak i roli deficytu cynku w wywolywaniu symptoméw depresji. Prowadzg
ponadto badania dotyczace zaangazowania bialek regulujagcych poziom  cynku

wewnatrzkomorkowego w etiologii depresji.
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A) Osiagniecia naukowo-badawcze przed i po uzyskaniu stopnia doktora nauk

biologicznych

Aktywnos¢ przeciwdepresyjna cynku

W 1990 roku Trullas i Skolnik opublikowali wyniki badan w ktérych dowiedli, ze antagonisci
receptora NMDA wykazuja aktywno$¢ przeciwdepresyjna w testach przesiewowych i
modelach depresji. Te dane sklonity nas do rozpoczgcia badan, ktore miaty wyjasni¢ czy
cynk, ktéry jest endogennym inhibitorem receptora NMDA réwniez posiada
przeciwdepresyjne whasnoéci. Pierwsze eksperymenty wykonane w naszym laboratorium
pokazaty przeciwdepresyjng aktywnos¢ cynku w tecie FST u myszy (Kroczka i wsp., 2000).
Kolejne badania wykazaty aktywnos¢ przeciwdepresyjng cynku w modelu usunigcia opuszek
wechowych i chronicznego tagodnego stresu u szczuréw (Kroczka i wsp., 2001; Nowak i
wsp., 2003; Sowa-Kuéma i wsp., 2008 odpowiednio). Co wigcej badania te ujawnily, ze cynk
nie tylko wywoluje dziatanie przeciwdepresyjne ale takze nasila dziatanie klasycznych lekow
przeciwdepresyjnych. Niskie, niecaktywne dawki imipraminy czy citalopramu, podawane
wspdlnie z niskimi nieefektywnymi dawkami cynku wywotywaty efekt przeciwdepresyjny w
FST u myszy (Szewczyk i wsp., 2002).
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the forced swimming test in mice. Pol J Pharmacol, 2000, 52(5), 403-406 (IF=0.456;
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Nowak G. Antidepressant-like activity of zinc: further behavioral and molecular evidence. J Neural
Transm. 2008;115(12):1621-1628 (IF=2.514; KBN/MNiSW=20).

Szewczyk B, Branski P, Wieronska JM, Palucha A, Pilc A, Nowak G: Interaction of zinc with
antidepressants in the forced swimming test in mice. Pol J Pharmacol, 2002, 54:681-685

(IF=0.684; KBN/MNiSW=8).

*Nazwisko panienskie

30



dr Bernadeta Szewczvk  Zalgcznik 2: Autoreferat prredstawiajgcy opis dorobku i osiggniec naukowych

Udzial receptora NMDA w przeciwdepresyjnym dzialaniu cynku

Cynk jest inhibitorem receptora NMDA a badania przeprowadzone w naszym
laboratorium dowiodly ze, wilasnie hamowanie funkcji tego receptora stanowi jeden z
podstawowych mechanizméw jego przeciwdepresyjnego dzialania. Wykazano, ze aktywacja
receptorow  NMDA poprzez podanie kwasu N-metylo-D-asparaginowego lub D-seryny
(agonista miejsca glicynowego w kompleksie receptora NMDA) blokuje przeciwdepresyjne
dziatanie cynku u myszy w FST (Poleszak i wsp., 2008, Szewczyk i wsp., 2010). Co wigcej
wykazano, ze wspolne podania antagonistow receptora NMDA (CGP 37849, L-701,324, D-
cykloseryny i MK-801) oraz cynku w niskich nie aktywnych w FST dawkach wywotuje efekt
przeciwdepresyjny w tym tescie.

Poleszak E, Szewczyk B, Wlaz A, Fidecka S, Wlaz P, Pilc A, Nowak G. D-serine, a selective
glycine/N-methyl-D-aspartate receptor agonist, antagonizes the antidepressant-like effects of

magnesium and zinc in  mice. Pharmacol Rep. 2008; 60(6):996-1000 (IF=2.167;
KBN/MNiSW=10).

Szewczyk B, Poleszak E, Sowa-Ku¢ma M, Wrébel A, Stotwinski S, Listos J, Wlaz P, Cichy A,
Siwek A, Dybata M, Gotembiowska K, Pilc A, Nowak G. The involvement of NMDA and AMPA
receptors in the mechanism of antidepressant-like action of zinc in the forced swim test. Amino
Acids. 2010;39(1):205-217 (IF=4.106; KBN/MNiSW=27).

Przeciwdepresyjne dzialtanie magnezu w modelu chronicznego tagodnego stresu oraz
modelu usunigcia opuszek wechowych

Magnez jest jednym z najwazniejszych pierwiastkbw w ludzkim organizmie,
zaangazowanym w wiele proceséw fizjologicznych migdzy innymi w modulacj¢ transmisji
synaptycznej. Blokowanie receptora NMDA jest jedna z kluczowych funkcji magnezu w
OUN. Jak pokazaly wyniki badan klinicznych, wielu pacjentéw z chorobami psychicznymi
wykazuje zmieniony poziom magnezu w osoczu (Cheungpasitporn et al., 2015). Badania
przedkliniczne z kolei wskazaty na przeciwdepresyjne wlasnosci magnezu oraz dowiodly, ze
deficyt tego pierwiastka wywoluje pro-depresyjne i pro-lgkowe zachowania u zwierzat
(Serefko i wsp., 2013). W naszym laboratorium réwniez wykazaliSmy przeciwdepresyjny
efekt magnezu w modelu chronicznego fagodnego stresu oraz modelu usunigcia opuszek
wechowych u szczurow (Pochwat et al., 2014; 2015). Dodatkowo, wyniki przeprowadzonych
przez nas badan biochemicznych wskazaty na zaangazowanie sciezki NMDA/AMPA/BDNF
w mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania magnezu (Pochwat et al., 2014; 2015).

Pochwat B, Szewczyk B, Sowa-Kucma M, Siwek A, Doboszewska U, Piekoszewski W,
Gruca P, Papp M, Nowak G. Antidepressant-like activity of magnesium in the chronic mild
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stress model in rats: alterations in the NMDA receptor subunits. Int ] Neuropsychopharmacol.
2014;17(3):393-405 (IF=4.009; KBN/MNiSW=40).

Pochwat B, Sowa-Kucma M, Kotarska K, Misztak P, Nowak G, Szewczyk B. Antidepressant-
like activity of magnesium in the olfactory bulbectomy model is associated with the
AMPA/BDNF  pathway. Psychopharmacology (Berl). 2015;232(2):355-367 (IF=3.540,
KBN/MNiSW=35).

Deficyt cynku jako model depresji

Deficyt cynku wywoluje wiele niekorzystnych efektéw zaréwno somatycznych jak i
neurologicznych. Wyniki badan klinicznych sugeruja, ze niedobory cynku w diecie
zwiekszaja ryzyko wystapienia zaburzen depresyjnych. Rowniez dane badan
przedklinicznych wskazuja na istotng role deficytu cynku w wywolywaniu zachowan
przypominajacych symptomy depresji. W naszym laboratorium prowadzono badania majace
na celu zweryfikowanie czy eksperymentalnie wywolany deficyt cynku (poprzez stosowanie
diety o niskiej zawartosci cynku) moze znalez¢ zastosowanie jako zwierzgcy model depresji.
Wyniki tych badan, opisane w pracy Doboszewska i wsp., (2015a) pokazaly, ze stosowanie u
szczuréw diety z niskg zawarto$cig cynku przez okres 4 do 6 tygodni prowadzi do wywolania
zachowan okreslanych jako pro-depresyjne w FST; zmniejsza spozycie roztworu cukru
(symptom przypominajacy anhedoni¢ u ludzi) oraz wywoluje zaburzenia interakcji
socjalnych. Co wiecej wykazano, ze zmiany behawioralne sa skorelowane ze zmianami
biochemicznymi, wskazujacymi na zaburzenia w transmisji glutaminianergicznej. Deficyt
cynku zwieksza ekspresje podjednostek receptora NMDA (GIuN2A 1 GluN2B) w Hip oraz
zmniejsza poziom PSD-95, p-CREB, BDNF (zmiany opisywane réwniez w depresji). Zmiany
behawioralne wywolywane deficytem cynku, obserwowane w FST byly odwracane przez
fluoksetyne (SSRI) (Doboszewska i wsp., 2015b).

Doboszewska U, Sowa-Kuéma M, Mtiyniec K, Pochwat B, Holuj M, Ostachowicz B, Pilc A,
Nowak G, Szewczyk B. Zinc deficiency in rats is associated with up-regulation of

hippocampal NMDA receptor. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2015a 56:254-
263 (IF=4.361; KBN/MNiSW=35).

Doboszewska U, Szewczyk B, Sowa-Ku¢ma M, Mlyniec K, Rafato A, Ostachowicz B,
Lankosz M, Nowak G. Aniidepressant activity of fluoxetine in the zinc deficiency model in
rats involves the NMDA receptor complex. Behav Brain Res. 2015b;287:323-330 (IF=3.002;
KBN/MNiSW=30).
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Rola biatek odpowiedzialnych za homeostaze cynku w patofizjologii i leczeniu depresji.

Jak wspomniano powyzej cynk odgrywa istotna role w wielu procesach zachodzacych w
organizmie stad utrzymanie st¢zenia cynku na scisle okreslonym poziomie jest niezwykle
istotne. Za utrzymanie homeostazy cynku w mozgu odpowiadaja wyspecjalizowane biatka, do
ktérych nalezg m. in. transportery cynku z rodziny ZnT (Kambe i wsp., 2015). Biatka te
regulujg poziom cynku wewnatrzkomérkowego poprzez usuwanie jego nadmiaru do
przestrzeni synaptycznej lub transport do wewnatrzkomorkowych pecherzykéw. Nasze
badania postmortem wykazaty wzrost poziomu bialka transporteréw ZnT1, 4 i ZnT5 oraz
spadek ZnT3 w PFC osob ze zdiagnozowana depresja. Podobne zmiany zaobserwowali$my
rowniez w PFC samobdjcoéw. Nasz zespot otrzymat wige wyniki wskazujace na udziat zmian

w poziomie biatek ZnT w patofizjologii depresji (Rafato-Ulinska i wsp., 20160 .

Rafalo-Ulinska A, Piotrowska J, Kryczyk A, Opoka W, Sowa-Kucma M, Misztak P,
Rajkowska G, Stockmeier CA, Datka W, Nowak G, Szewczyk B. Zinc transporters protein
level in postmortem brain of depressed subjects and suicide victims. J Psychiatr Res. 2016
83:220-229 (IF=4.465; KBN/MNiSW=33).

Pismiennictwo:

1. Cheungpasitporn W, Thongprayoon C, Mao MA, Srivali N, Ungprasert P, Varothai N,
Sanguankeo A, Kittanamongkolchai W, Erickson SB (2015) Hypomagnesaemia linked to
depression: a systematic review and meta-analysis. Intern Med J. 45(4):436-40.

2. Kambe T, Tsuji T, Hashimoto A, Itsumura N (2015) The Physiological, Biochemical, and
Molecular Roles of Zinc Transporters in Zinc Homeostasis and Metabolism. Physiol Rev.
2015 Jul;95(3):749-84.

3. Serefko A, Szopa A, Wlaz P, Nowak G, Radziwon-Zaleska M, Skalski M, Poleszak E

(2013) Magnesium in depression. Pharmacol Rep. 2013;65(3):547-54. Review.
4. Trullas R, Skolnick P (1990) Functional antagonists at the NMDA receptor complex
exhibit antidepressant actions. Eur J Pharmacol. 185(1):1-10.

B) Wspolpraca z jednostkami naukowymi w kraju i za granicg

Jednostki zagraniczne:

e Ottawa Hospital Research Institute (Neuroscience), Ulm University, Kanada —
realizacja wspolnego grantu NCN, Harmonia 4.

¢ Department of Psychiatry and Human Behavior, University of Mississippi Medical
Centre, Jackson Mississippi, USA — wspolpraca w zakresie badan z wykorzystaniem
tkanki postmortem.

e WG Cellular Neurobiology and Neuro-Nanotechnology, Dept. of Biological Sciences,
School of Natural Sciences, University of Limerick, Irlandia (wczesniej Department of
Anatomy and Cell Biology, Ulm University, Niemcy) - wspdtpraca w zakresie badan
dotyczacych oznaczania poziomu cynku wewnatrzkomérkowego oraz synaptycznego.
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Jednostki krajowe:

e Klinika Psychiatrii Dorostych, Krakowski Szpital Uniwersytecki — wspélpraca w
zakresie badan dotyczacych okreslenia roli cynku jako markera depresji.

e Katedra Farmakobiologii, Wydziat Farmaceutyczny CMUJ — wspélpraca w zakresie
immunohistochemicznego obrazowania zmian W rozmieszczeniu transporteréw
cynkowych w mézgu.

e Zaklad Chemii Nieorganicznej Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej,
Wydziat Farmaceutyczny CMUJ — wspdlpraca w zakresie oznaczania stezenia cynku
w tkance mdzgowe;.

e Wydzial Chemii UJ — wspodtpraca w zakresie badan dotyczacych obrazowania metali
w strukturach mézgu.

e Katedra i Zaklad Farmacji Stosowanej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie —
wspolpraca w zakresie oceny aktywnosci przeciwdepresyjnej ligandéw receptora
NMDA.

e Wydzial Fizyki i Informatyki Stosowanej, Katedra Fizyki Medycznej i Biofizyki,
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie — wspoélpraca w
zakresie oznaczania stgzenia cynku w tkance mézgowej oraz surowicy.

C) Kierowanie miedzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w
takich projektach

Kierownik:

2013-2017 - NCN 2013/08/M/NZ7/00518 ,Rola receptora 5-HT1A w mechanizmie
przeciwdepresyjnego dziatania cynku”. Narodowe Centrum Nauki - Harmonia 4.

2012- 2015 - POMOST/2012-6/12 ,,Involvement of ZnT-1, ZnT-3, ZnT-4, ZnT-5, ZnT-6
and MT-3 in the pathophysiology and treatment of depression”. Fundacja na Rzecz Nauki
Polskiej.

2000-2001 - KBN Nr 4P05SA 105 19 ,Wplyw wielokrotnych podan lekow
przeciwdepresyjnych i elektrowstrzaséw na powinowactwo Zn do kompleksu receptora
NMDA”. Komitet Badan Naukowych.

Wykonawca:

2016-2019 - NCN 2015/19/ B/NZ4/01890 ,,Rola wybranych szlakéw przekazywania
sygnatu w deficycie cynku”. Narodowe Centrum Nauki - OPUS 10.

2013-2017 - ERA-NET-NEURON/11/2014. “Analogi hyperforyny, cynk i kanaly TRPC6
- nowy koncept leku przeciwdepresyjnego”. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju;

2010-2014 - POIG.01.01.02-12-004/09-00. ,,Depresja-mechanizmy-terapia”. Projekt
wspdtfinansowany przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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2009-2011 - PNRF-103-Al-1/07. ,Stworzenie platformy do poszukiwania zwigzkow
dzialajagcych na uklady serotoninergiczny i glutaminianergiczny jako potencjalnych lekow
przeciwdepresyjnych i przeciwlgkowych”. Norweski Mechanizm Finansowy w ramach
Polsko-Norweskiego Funduszu Badan Naukowych

2006-2007 - RO3AA015996 “Integrity of the Dorsal Raphe Serotonin System in Alcohol
Dependence and Suicide”. National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism. USA

2006-2007 P5SOMHO060451 Conte Center for the Neuroscience of Depression. National
Institute of Mental Health, USA.

2005-2006 - P20RR017701 COBRE: Center of Biomedical Research Excellence in
Psychiatric Neuroscience. USA

D) Mie¢dzynarodowe i krajowe nagrody oraz odznaczenia zwigzane z dzialalnoscig
naukowsg

2016 - Nagroda International Rising Talents - Fundacja Loreal

2015 - Stypendium habilitacyjne — Fundacja Loreal

2014-2017 - Coroczna nagroda w programie ,.Quantitas” i ,,Qualitas” przyznawana z
funduszu KNOW za prace naukowe opublikowane w roku 2013-2016 przez autoréw
zatrudnionych w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie.

2013 -11th World Congress of Biological Psychiatry (WFSBP); Kyoto - Stypendium
Konferencyjne dla mtodych Naukowcow

2006 - Society for Neuroscience - Stypendium Konferencyjne;

2003-2004 — stypendium Start Fundacja na rzecz Nauki Polskiej- (stypendia dla mtodych
uczonych na poczatku kariery naukowej posiadajacych udokumentowane osiggniecia w
swojej dziedzinie badan).

2002 - Nagroda Fundacji J.J. Supniewskich za catoksztalt dzialalno$ci naukowej w

Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie.

E) Referaty i wyklady wygloszone na miedzynarodowych i krajowych konferencjach
tematycznych

2013 - ,,Complex agonistic/antagonistic 5-HT1A receptor activity of zinc” - 11th World
Congress of Biological Psychiatry (WFSBP), 23-27.06.2013, Kyoto, Japonia;

2012 - 7 Zinc as a marker of depression” - 18th International Esperanto Medical Congress:
“Depression - threat of 21st century”; 10-15.07.2012, Opava, Czechy;

2012 - “Serum zinc as a new possible marker for depression™- University of Mississippi
Medical Center, Department of Psychiatry and Human Behavior Grand Rounds; 12.X. 2012,
Jackson MS, USA;
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2011 - “The role of zinc and zinc deficiency in depression and neurodegeneration” - 10th
World Congress of Biological Psychiatry 29.05-02.06 2011; Praga, Czechy;

2011 - "Role of zinc ion availability in neurodegenerative pathways in depression” - EPS
Xi’an International Medical Symposium 2011, 17-19.06.2011, Xian, Shanxi Province, Chiny;

F) Recenzowanie publikacji w czasopismach migdzynarodowych i krajowych:

W latach 2011-2016 bytam autorem 19 recenzji artykutéw naukowych dla czasopism z
listy filadelfijskiej (BioMed Research International; Brain Research Bulletin; Cellular and
Molecular Neurobiology; Inorganica Chimica Acta, Journal of Affective Disorders;
Neuroscience & Biobehavioral Reviews; Neuroscience Letters; Nutritional Neuroscience;
Pharmacological Reports; Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry;

Psychopharmacology; Science Advances)
G) Staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

15-21 luty 2016 - Institute for Anatomy and Cell Biology, Ulm University, Ulm, Niemcy
(staz szkoleniowy z zakresu metod oznaczania poziomu cynku wewnatrzkomérkowego oraz

synaptycznego);

7 wrzesien - 2 pazdziernik 2015 - Ottawa Hospital Research Institute; Ottawa, Kanada (staz
badawczy w ramach realizacji grantu Harmonia (oznaczenia poziomu cAMP z
wykorzystaniem hodowli komérkowych);

7 lipiec - 23 sierpien 2014 - Oftawa Hospital Research Institute, Ottawa, Kanada (staz
badawczy w ramach realizacji grantu Harmonia (NCN) - eksperymenty behawioralne z
wykorzystaniem myszy knockout z usunigtym genem autoreceptora S-HT1A);

2005-2007 — staz podoktorski, University of Mississippi Medical Center, Jackson MS
Department of Psychiatry, USA
H) Promotorstwo i opieka nad naukowymi pracami studenckimi

- bylam opiekunem naukowym dwdch doswiadczalnych prac magisterskich wykonywanych
przez studentow kierunku farmacji oraz neurobiologii UJ w Krakowie.

- bylam promotorem pomocniczym jednej pracy doktorskiej wykonywanej przez doktoranta
kierunku farmacji CMUJ w Krakowie,

- nadzorowalam rowniez wykonywanie eksperymentow w ramach realizacji prac
magisterskich przez dwie studentki kierunku neurobiologii UJ.

I) Bibliometryczne podsumowanie osiggni¢é¢ naukowych
Mo¢j dorobek naukowo-badawczy obejmuje:

- 76 prac oryginalnych i 11 prac przegladowych posiadajacych Impact Factor;
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- § rozdzialéw w ksigzkach;

- 36 prezentacji posterowych na konferencjach miedzynarodowych i 23 na konferencjach
krajowych;

Sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedtug listy Journal Citation Reports
(JCR), zgodnie z rokiem opublikowania wynosi IF=235.525, co stanowi 1934 punktow
KBN/MNiSW

Liczba cytowan publikacji (bez autocytowan) wedlug bazy Web of Science (WoS): 2038
Indeks Hirscha publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 29

=y &euwg—»
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