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Dhugotrwale dziatajace czynniki stresowe zarOwno biologiczne, jak 1 natury
psychologicznej stanowig gtdéwna przyczyne powstawania zaburzen depresyjnych. Jednym
z osiowych objawow depresji jest anhedonia, ktérg zdefiniowa¢ mozna jako zaburzenie
nastroju polegajace na niemoznos$ci odczuwania przyjemnosci przez osobe dotknieta depresja.
Uwaza si¢ obecnie, ze depresja zwigzana jest z nieprawidlowosciami w utrzymywaniu
homeostazy oraz prawidlowej aktywnos$ci neuronalnej w wielu regionach moézgu (Krishnan
1 wsp., 2007). Nieprawidlowosci te warunkujg obnizong biologiczng zdolnos¢ danej jednostki
do ,przeciwstawiania si¢” oraz aktywnego radzenia sobie z dzialajacymi czynnikami
stresowymi. Pomimo tego, ze depresja zaliczana jest do chordb cywilizacyjnych, wcigz wiele
0sOb doswiadczajacych chronicznego stresu zachowuje optymizm, ch¢¢ do dziatania oraz
ogolnie dobre psychiczne samopoczucie. Osoby takie w badaniach psychologicznych

klasyfikowane sg, jako oporne (z ang. resilient) na stres (Krishnan, 2007; Haglund, 2007).

W ciggu ostatnich kilku dekad przeprowadzono wiele interesujacych badan
podstawowych oraz klinicznych, ktore miaty za zadanie wyjasni¢ molekularne 1 fizjologiczne
uwarunkowania depresji. Sposrdd nich jedynie garstka eksperymentéw probowata wyjasnié
molekularne mechanizmy lezace u podstaw psychologicznej opornos$ci na stres. Przyczyng tak
matej liczby badan nad fenomenem opornosci ludzi na stres moga by¢ trudnosci
metodologiczne oraz koncepcyjne, ktore pojawiaja si¢ podczas planowania doswiadczenia.
Badania biochemiczne na tkance moézgowej u ludzi moga si¢ obywac prawie wytacznie post-
mortem. O ile tkanka pobrana od samobdjcy nie budzi watpliwosci, co do fenotypu
depresyjnego, o tyle zdefiniowanie post-mortem osoby opornej na stres nie jest juz tak
oczywiste. Techniki psychologiczne oraz wywiad $rodowiskowy z pacjentem pozwalaja na
wyodrebnienie grupy osob charakteryzujacych si¢ podatno$cig oraz opornoscig na stres.
Problem stanowi rowniez grupa kontrolna, ktorg moglyby by¢ osoby nigdy niedo$§wiadczajace
dlugotrwatego stresu. W populacji ludzkiej niemozliwym jest pelne kontrolowanie wptywu
stresu na poszczegdlne jednostki, dlatego tez badania nad opornos$cig na stres sg tak trudne
koncepcyjnie. Oprocz tego metodologia, jakg obecnie si¢ stosuje w badaniach wplywu stresu
na aktywnos$¢ biochemiczng czy fizjologiczng jest na tyle inwazyjna, ze cz¢sto niemozliwa do
zastosowania w badaniach nad ludzmi. W tym kontekscie idealnym rozwigzaniem
w badaniach podstawowych nad fenotypem opornym na stres jest wykorzystanie procedury
behawioralnej chronicznego tagodnego stresu (z ang. chronic mild stress — CMS). CMS jest
uznanym zwierzecym modelem depresji spelniajagcym wszystkie wymagania walidacyjne.

W procedurze CMS u zwierzat stresowanych obserwuje si¢ anhedoni¢ — wyrazong poprzez



obnizenie poziomu spozywania stodkiego (i przyjemnego dla zwierzat) 1% roztworu
sacharozy, co odzwierciedla zmniejszong wrazliwo$¢ na bodZce nagradzajace (Venzala,
2013). Zastosowanie Kklinicznie zaakceptowanych lekow przeciwdepresyjnych, jak
1 elektrowstrzasdw u chronicznie stresowanych zwierzat prowadzi do zniesienia anhedonii, co
obrazuje ponowne zwigkszenie poziomu picia sacharozy przez te zwierzgta. Podczas
procedury CMS wykorzystuje si¢ szereg tagodnych bodzcéw stresowych zadawanych
w sposOb niekontrolowany 1 nieprzewidywany przez zwierzg, co imituje naturalny wplyw
stresorOw oraz zapobiega wyksztalceniu przez zwierzeta habituacji. Ponadto zaobserwowano,
ze model ten generuje takze populacje zwierzat, ktore duzo lepiej behawioralnie radzg sobie
z negatywnym wplywem stresu [Praca 1]. U tych zwierzat nie obserwuje si¢ zmian
w poziomie picia stodkiego roztworu sacharozy, pomimo iz do§wiadczajg one chronicznego,
fagodnego stresu. W klasycznym ujeciu metodologicznym modelu CMS zwierzgta
niewykazujace zmian w poziomie picia sacharozy podczas do§wiadczania tagodnego stresu sg
odrzucane z eksperymentu, jako zwierzgta, ktore nie odpowiedziaty na zalozenia modelu.
Wedlug koncepcji zaproponowanej w [Praca 1] i [Praca 2] nalezy te grupe zwierzat
zdefiniowaé, jako jednostki behawioralnie oporne na stres (z ang. resilient). Biorac pod
uwage rozszerzenie zatozen modelu CMS o kryteria opornosci na stres mozliwym jest
badanie ztozonosci biochemicznej roznych typéw odpowiedzi na stres w kontrolowanych

warunkach laboratoryjnych.

Nadrzednym celem prezentowanej Rozprawy Doktorskiej bylo okreslenie
uwarunkowan biochemicznych na poziomie uktadow aminergicznych i mikroRNA (miRNA)
zarOwno na obwodzie, jak 1 w osrodkowym uktadzie nerwowym, ktére moga leze¢ u podstaw
oraz petni¢ role biomarkerow opornosci na stres. Poznanie tych uwarunkowan pozwoli lepiej
zrozumie¢ etiopatogenezg samej depresji 1 przyczynic si¢ moze do powstania nowych strategii
leczenia, polegajacych na przywrdceniu osobie dotknigtej depresja fenotypu opornego na

stres.

W  patogenezie zaburzen depresyjnych powstalych w wyniku doswiadczania
dlugotrwatego stresu niewatpliwie wazng role odgrywaja gtdwne systemy neuromodulujace,
tj. noradrenergiczny, serotoninowy oraz dopaminergiczny. Zardéwno u 0sob cierpigcych na
depresje, jak 1 w zwierzecych modelach depresji obserwuje si¢ zaburzong transmisje wyzej
wymienionych neuroprzekaznikow. Obserwacja ta doprowadzita do powstania wielu lekow
przeciwdepresyjnych skierowanych wobec tych systemow (m.in. inhibicja wychwytu

zwrotnego, antagonizm wobec autoreceptorow). Efekty terapii antydepresyjnej lekami, ktore
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regulujg przekaznictwo serotoninergiczne czy noradrenergiczne wystepuja dopiero po kilku
tygodniach stosowania, natomiast leki wptywajace na ukltad dopaminergiczny, ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystgpienia uzaleznienia, s3 marginalnie stosowane. Niemniej jednak,
przeprowadzone badania wskazuja na istotne zaangazowanie receptoroOw dopaminowych D2
w uktadzie mezolimbicznym w patogenezie depresji oraz w szczeg6lnosci w powstawaniu
fenotypu opornego na stres. Zaobserwowano, ze zwierzeta behawioralnie oporne na dzialanie
czynnikow stresowych wykazywaly dynamiczne zmiany w poziome receptorow
dopaminowych D2 w prazkowiu, jadrze pollezacym przegrody oraz polu brzusznym
nakrywki. Te zmiany $cisle zalezaty od dlugos$ci trwania czynnikow stresowych. W fenotypie
,»odpornym” na stres nast¢puje w pierwszej fazie (po 2 tygodniach CMS) silny spadek
ekspresji receptorow dopaminowych D2 w ukladzie mezolimbicznym, czego nie obserwuje
si¢ u zwierzat wykazujacych anhedoni¢. Podczas dlugotrwalego dzialania stresu (po 5
tygodniach CMS) zaobserwowano efekt odwrotny: poziom receptoréw dopaminowych D2
w ukladzie mezolimbicznym w grupie zwierzat opornych na stres nie roznit si¢ od poziomu
receptoroOw u zwierzat niestresowanych; ponadto, u zwierzat opornych wzrdst poziom mRNA
kodujacego receptor dopaminowy D2 w polu brzusznym nakrywki. Takich zmian nie
zaobserwowano u zwierzat anhedonicznych; co wigcej, w tej grupie zaobserwowano istotne
spadki ekspresji receptora dopaminowego D2 we wszystkich badanych regionach moézgu
podczas dlugotrwatego dziatania stresu. Wyniki te dowodzg istnienia, na poziomie uktadu
mezolimbicznego u zwierzat opornych, mechanizmu aktywnego biochemicznego
przeciwdziatania wptywom stresu. Silne zmiany gestosci receptorow dopaminowych D2 bez
zmian w poziomie ekspresji mRNA kodujacego ten receptor po 2 tyg. procedury CMS moga
wskazywa¢ na zaangazowanie miRNA, jako posttranskrypcyjnych regulatoroéw ekspres;ji
genow. Zaobserwowano ponadto, ze u zwierzat z anhedonig ta biochemiczna odpowiedz jest

opozniona 1 nie ulega habituacji [Praca 1].

W publikacji [Praca 2], ktora ma charakter metodyczny, opisane sg w sposob bardzo
szczegbtowy metodologiczne aspekty modelu CMS oraz jego nowej interpretacji, co jest
dopehieniem catosci prac sktadajacych si¢ na opisywang Dysertacje Doktorska. Ponadto,
publikacja ta zawiera szczegdlowy opis metodologiczny 1 koncepcyjny wykorzystania
zjawiska specyficznego wigzania si¢ znakowanych trytem radioligandow do réznych typow
receptorow (autoradiografia) oraz wykorzystania hybrydyzacji znakowanych izotopem siarki
sond oligonukleotydowych do komplementarnych odcinkéw badanego mRNA (hybrydyzacja

in situ). Jest to réwnie wazne, jako ze techniki opisane szczegblowo w [Praca 2]



wykorzystywane sg we wszystkich publikacjach wchodzacych w sklad prezentowanej pracy

doktorskie;j.

Biorac pod uwage opdznione efekty terapeutyczne lekéw przeciwdepresyjnych oraz
fakt, iz depresja jest chorobg o zrdéznicowanym profilu i dotyczy bardziej zaburzen
homeostazy organizmu, niz zaburzenia jednoczynnikowego, istotne wydaje si¢ zbadanie
szlakow biochemicznych, ktére moga regulowa¢ homeostaze oraz oddzialywaé z uktadami

neuromodulujagcymi w mozgu.

Takim systemem, ktory ma potencjal do regulowania catych ukladow jest zjawisko
interferencji RNA (RNAi). RNAI1 jest procesem epigenetycznym wykazujacym bardzo niski
poziom zrdéznicowania ewolucyjnego 1 polega na posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji
genéw przy wykorzystaniu, w przypadku ssakow, krotkich (18-22 nukleotydow)
1 niekodujacych transkryptow RNA nazwanych mikroRNA (miRNA). Regulacja transkrypcji
genow przez miRNA zachodzi na drodze wigzania si¢ dojrzatego miRNA do
komplementarnej sekwencji w rejonie 3’'UTR mRNA podlegajacego regulacji. Nastepnie
maszyneria biatkowa zwigzana w miRNA powoduje zahamowanie translacji danego mRNA,
badz jego enzymatyczng degradacj¢. U ssakow miRNA odpowiadaja za regulacje ekspresji
niemalze 70% wszystkich genow, zatem pelnig one wazng role w wielu podstawowych
procesach biologicznych, takich jak rozwoj czy réznicowanie komorkowe. Wyjasnienie roli
RNA1 oraz klasyfikacja miRNA, jako nowej grupy posttranskrypcyjnych regulatorow
ekspresji gendw miato miejsce pod koniec XX wieku. To nowo opisane zjawisko jest obecnie
przedmiotem intensywnych badan. Zaburzenia w funkcjonowaniu miRNA prowadza do wielu
patologii, takich jak nowotwory, zaburzenia dojrzewania, rozwoju osobniczego czy
zaburzenia psychiczne. Obecnie trwaja intensywne badania nad rolg dojrzalych miRNA
w patogenezie depresji 1 innych schorzen neuropsychiatrycznych. W zwierzecych modelach
stresu wykazano, iz dysfunkcje adaptacyjne do stresu zwigzane sg ze zmianami w ekspresji
dojrzalych miRNA w hipokampie (Meerson, 2010) oraz korze czotowej (Rinaldi, 2010). Co
wiecej, ostatnie badania pokazuja, ze ekspresja dojrzatych miRNA jest zaburzona w tkance
moézgowe] samobojcéw, ktérzy cierpieli na depresj¢ (Smalheiser, 2012). Pomimo
prowadzonych badan nad rolg dojrzatych miRNA w patomechanizmach depresji, nieznana
jest ich rola w powstawaniu fenotypu opornego na stres. Regulacyjna rola miRNA moze mie¢
niebagatelne znaczenie w utrzymywaniu homeostatycznego balansu w odpowiedzi na stres
dzieki plejotropizmowi dziatania dojrzatych czasteczek miRNA. Jedno miRNA moze

regulowaé posttranskrypcyjnie ekspresje wielu roznych biatek. Zatem kazda zmiana na
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poziomie miRNA ma zwielokrotnione dzialanie na poziomie regulacji ekspresji genow.
Odnalezienie specyficznych zmian na poziomie miRNA charakteryzujacych fenotyp oporny
badz podatny na stres moze by¢ niejako preludium dla nowych celow terapii antydepresyjne;.
Zatem kolejnym celem niniejszej Rozprawy Doktorskiej bylo na podstawie wykorzystania
modelu CMS 1 analiz przesiewowych wylonienie miRNA zaangazowanych w odpowiedz na
stres 1 mogacych petni¢ role biomarkerow podatnosci 1 oporno$ci na stres. Ponadto
postanowiono sprawdzi¢, czy wyselekcjonowane miRNA moga regulowac¢ ekspresje genow

nalezacych do uktadéw aminergicznych.

W dynamicznej odpowiedzi na stres bardzo istotng role odgrywaja czynniki
genetyczne oraz epigenetyczne. Badania ostatnich lat pokazuja, ze podatnos$¢ na stres silnie
koreluje ze zmianami w poziomie ekspresji miRNA. Zmiany te zaobserwowano
w hipokampie 1 korze przedczolowej u stresowanych zwierzat w zwierzecych modelach
depresji. Co bardzo istotne, zmiany w ekspresji miRNA zaobserwowano takze w badaniach
post-mortem, w tkance moézgowej nalezacej do samobdjcow. Niemniej jednak bardzo mato
wiadomo na temat roli regulacji miRNA w utrzymywaniu homeostatycznego balansu
1 allostazy w odpowiedzi na stres u osobnikéw opornych. Na podstawie analizy przesiewowe;j
profilowania 380 dojrzalych miRNA metodg RT-qPCR w niniejszej Rozprawie Doktorskiej
wykazano, ze zwierzgta behawioralnie oporne na tagodny stres majg istotnie statystycznie
podwyzszony poziom miR-16 w surowicy w pierwszym tygodniu trwania CMS oraz
w odpowiedzi na dlugotrwaty stres, tj. w 6 1 7 tygodniu trwania procedury CMS. Powyzsza
obwodowa zmiana zostata zaobserwowana takze w mézgu, gdzie zwierzgta oporne na stres
wykazywaty podwyzszony poziom ekspresji miR-16-5p w polu brzusznym nakrywki
1 jednocze$nie obnizony poziom miR-16-5p w czesci przedczotowej kory moédzgowej. Co
wiecej, zmiany w obu strukturach moézgu wykazaly istotnie statystyczng, negatywnag
korelacje, tzn. wzrost ekspresji miR-16-5p w polu brzusznym nakrywki towarzyszyt
jednoczesnie spadkowi ekspresji miR-16-5p w korze przedczolowej zwierzecia wykazujacego
behawioralng oporno$¢ na stres. Zmian tych nie zaobserwowano u zwierzat wykazujacych
anhedoni¢. miR-16-5p ma potencjal biochemicznego, obwodowego markera odpowiedzi na
stres, jako ze zmiany w jego poziomie widoczne byty zardéwno w strukturach moézgowych jak
1 w surowicy zwierzat wykazujacych opornos¢ na dlugotrwatly, tagodny stres [Praca 3].
Analiza bioinformatyczna wykazala, ze miR-16 jest zaangazowany w regulacj¢ prawidlowego
funkcjonowania uktadu nerwowego oraz z wysokim prawdopodobienstwem reguluje poziom

transportera dla serotoniny (SERT) [Praca 3]. Jako Ze najsilniejsze zmiany w poziomie



ekspresji miRNA zaobserwowano po dwoch tygodniach trwania modelu CMS, ten punkt
czasowy postanowiono wykorzysta¢ do dalszych analiz biochemicznych. Bazujac na
wynikach z analiz profilowania miRNA zawartych w [Praca 3] oraz opierajac si¢ o dane
literaturowe skonstruowano panel analityczny 7 miRNA, ktore zwigzane s z odpowiedzig na
stres 1 z funkcjonowaniem osrodkowego uktadu nerwowego. Oprocz przebadanego wczesniej
miR-16-5p w panelu analitycznym znalazty si¢ nastepujace miRNA: miR-18a-5p, miR-34a-
5p, miR-135a-5p, miR-195-5p, miR-320-3p, miR-674-3p, miR-872,5p [Praca 4]. Analiza
RT-gPCR wykazata, ze wigkszo$§¢ sposrod przebadanych miRNA wykazuje zmiany
w poziome ekspresji w polu brzusznym nakrywki 1 korze przedczotowej podobne do tych,
jakie zaobserwowano w przypadku miR-16-5p. Zaobserwowano wzrost ekspresji wszystkich,
za wyjatkiem miR-135a-5p, miRNA w polu brzusznym nakrywki u zwierzat opornych na
stres. Ponadto wszystkie badane miRNA, za wyjatkiem miR-34a-5p, wykazywatly obnizony
poziom ekspresji w korze przedczolowej u zwierzat opornych na stres [Praca 4]. Analiza
bioinformatyczna wykorzystujaca kompilacje czterech rdéznych algorytmow przewidujacych
potencjat do regulowania gené6w miRNA wykazala, ze badane miRNA maja wspolny
mianownik w postaci potencjatu do regulowania ekspresji SERT [Praca 4]. Dalsza analiza
biochemiczna wykorzystujaca technike wigzania trytowanej paroksetyny do SERT wykazata
obnizony poziom SERT w polu brzusznym nakrywki u zwierzat opornych na stres, co
potwierdza, ze poziom SERT 1 odpowiedZ na stres moga by¢ regulowane przez badane

miRNA [Praca 4].

Sama koncepcja poszukiwania molekularnych markeré6w opornosci na stres poprzez
badanie zmian na poziomie miRNA jest nowatorska. Ponadto polaczenie zaawansowanego
modelu behawioralnego — dobrze modelujacego jeden z glownych objawow depresji, jakim
jest anhedonia oraz dostgpnego w niewielu laboratoriach na $wiecie — z technikami
badawczymi z zakresu neurochemii, biologii molekularnej 1 bioinformatyki, ktore zostaty
wykorzystane w przedstawionych wynikach badan pozwaljg lepiej zrozumie¢ etiopatogeneze
samej depresji. Przyczyni¢ si¢ to moze do powstania nowych strategii leczenia polegajacych
na przywroceniu osobie dotknietej depresja ,,fenotypu opornego” na stres. Otrzymane wyniki
pokazuja nowa Sciezke biochemiczng na poziomie ekspresji miRNA, ktora jest istotnie
zaangazowana w odpowiedz organizmu na czynniki stresowe 1 wptywa na regulacje uktadow
aminergicznych (w szczeg6lnosci uktadu serotoninowego, ktory obecnie jest glownym celem
terapeutycznym stosowanych lekéw przeciwdepresyjnych). Nalezy jeszcze dodaé, iz miRNA

cechuje niesamowita wrecz konserwatywnos$¢ ewolucyjna, co sprawia, ze wnioski z badan



nad rolg zjawiska interferencji RNA w utrzymywaniu allostazy w odpowiedzi na stres maja

duzg szanse¢ by z powodzeniem by¢ przetransponowane do badan klinicznych.
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