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Streszczenie:

Praca miata na celu zbadanie mechanizmu dziatania dwdch lekéw przeciwdepresyjnych
(LPD) o odmiennym profilu farmakologicznym poprzez analize zmian w ekspresji genéw w czterech
obszarach mdzgu zaangazowanych w etiopatogeneze depresji, tj. korze przedczotowej, korze

obreczy, zawoju zebatym hipokampa i jgdrach podstawno-bocznych amygdali.

Kolejne etapy wykonanych badarn obejmowaty: wybor na podstawie przegladu literatury genéw
potencjalnie istotnych w rozwoju depres;ji i dziataniu LPD; podanie zwierzetom doswiadczalnym
lekéw: dezipraminy (DMI) i citalopramu (CIT) przez 1, 3, 7, 14 i 21 dni; izolacje materiatu
biologicznego metoda mikrodyssekcji laserowej wraz z kontrolg wyizolowanego RNA technika
elektroforezy mikrokapilarnej; okreslenie ekspresji 96 gendw z uzyciem techniki gPCR;
bioinformatyczne analizy uzyskanych danych za pomocg klasteryzacji szeregdéw czasowych z
wykorzystaniem programu STEM oraz globalnej analizy zmian ekspresji przy uzyciu algorytmu
ASCA; okreslenie ekspresji biatek FOS, NGFIB i DBP metodg immunoenzymatyczng (ELISA);
weryfikacje ekspresji wybranych gendéw (c-fos, Egrl, Nrd4al i Id1) metodg hybrydyzacji mRNA in
situ (ISH) na skrawkach mozgdw; okreslenie zmian ekspresji genu Dbp w zwierzecym modelu

depresji (chronicznym tagodnym stresie, CMS) metodg ISH.

Oproécz okreslenia przebiegdéw czasowych ekspresji gendw w czasie odpowiedzi na wielokrotne
podania LPD dodatkowym aspektem wykonanej pracy byto poréwnanie uzyskanych zmian z
podaniami pojedynczymi w tych samych punktach czasowych co przy podaniach wielokrotnych.
Miafo to na celu weryfikacje na poziomie molekularnym hipotezy zaleznej od czasu sensytyzacji

(TDS).



Jako ze zbadano dziatanie 2 lekow w 4 regionach mdzgu przy 2 sposobach podan lekéw w 6
punktach czasowych (0, 1, 3, 7, 14 i 21 dni), uzyskane dane ekspresji dla kazdego z 96 badanych
gendw zawieraty 16 szeregdw czasowych po 6 punktow kazdy. Do analiz uzyskanych danych,
oprécz tradycyjnego podejscia wykorzystujgcego dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA)
uwzgledniajgcg czynnik czasu i sposéb podania leku, sposrdd dostepnych obecnie metod analizy
danych wybrano takie, ktére uwzgledniajg specyfike uzyskanych danych, tzn. ich utozenie w szereg
czasowy i potencjalne wzajemne zaleznosci miedzy kolejnymi punktami czasowymi oraz korelacje
ekspresji miedzy poszczegdlnymi genami. Analizy ASCA oraz STEM umozliwity wyznaczenie
globalnych przebiegdéw ekspresji z naciskiem na wyodrebnienie punktéw czasowych kluczowych
dla dziatania LPD, wizualizacje i poréwnanie ekspresji genéw dla poszczegdinych warunkow

eksperymentalnych oraz znalezienie gendw o ekspresji skorelowanej w czasie.

Najwiecej statystycznie istotnych zmian w ekspresji genéw zaobserwowano w jgdrach podstawno-
bocznych amygdali i korze przedczotowej po podaniach DMI oraz w zawoju zebatym hipokampa po
podaniach zaréowno DMI jak i CIT. Co ciekawe, dla wszystkich regiondw moézgu w analizie
statystycznej najwiecej zmian w ekspresji gendw zaobserwowano dla czynnika czasu, niezaleznie
czy byty to podania wielokrotne czy pojedyncze leku. Oba leki na poziomie ekspresji gendéw
wykazywaty szybkie zmiany juz po 1-3 dniach podawania LPD. Globalna analiza zmian ekspresji
metodg ASCA wykazata dla obu lekéw istnienie najwiekszych ekstreméw w poziomie ekspresji
(wzrostéw lub spadkéw) w 3. i 21. dniu podawania lekow. Cze$¢ gendw wykazywata natomiast

zmiany w ekspresji w 1. i 14. dniu podan lekow.

Zaréwno analiza ASCA, jak i klasteryzacja szerow czasowych programem STEM wykazaty zalezne
od warunkéw eksperymentalnych korelacje w przebiegu ekspresji wielu genéw. W danym regionie
mozgu dato sie zauwazy¢ wieksze podobieristwo miedzy podaniami wielokrotnymi i pojedynczymi
danego leku niz w tym samym regionie po podaniach innego leku. Uwidocznita sie takze rdznica w
dziataniu dwéch lekdw w poszczegdlnych regionach, juz na poczatku ich podan. Istniata grupa
gendw, ktérych ekspresja ulegata zmianie w danym regionie mdézgu pod wptywem obu uzytych
lekéw, jednak najczesciej byly to zmiany przeciwstawne. Obserwacja, ze wiekszo$¢ zmian w
ekspresji gendw zalezata od czasu, a nie od sposobu podan lekéw oraz istnienie podobienstwa w
przebiegu ekspresji wielu gendw po podaniach chronicznych i pojedynczych czesciowo

potwierdzatoby istnienie zjawiska TDS.

Poréwnujgc przebiegi ekspresji pojedynczych gendw wykryto wiele korelacji w ekspresji gendw,

ktore byty charakterystyczne dla danych warunkéw eksperymentalnych (tzn. leku, sposobu jego



podania i regionu mozgu). Zdarzaty sie tez geny, ktérych przebiegi w czasie byly podobne,
niezaleznie od zastosowanych warunkéw eksperymentalnych. Najwieksze zmiany pod wzgledem
krotnosci zmian i jednoczesnie najwiecej korelacji ekspresji w czasie wykryto dla gendw wczesnej
odpowiedzi (IEG), aczkolwiek DMI i CIT najczesciej powodowaty zmiany w przeciwnych kierunkach.
Dodatkowa weryfikacja i wizualizacja ekspresji genéw |IEG metody ISH wykazata, ze oprdcz

regiondw badanych metodg qPCR zmiany w ekspresji IEG dotyczg takze kory gruszkowatej.

Wiele z oznaczonych zmian ekspresji gendéw wykazywato oscylacje — tzn. minima badz maksima
ekspresji w réznych punktach czasowych, po ktérych nastepowat powrét do poziomu kontroli.
Podobne przypadki zaobserwowano juz wczesniej w literaturze i mogg one Swiadczyé o istnieniu
ogblnego mechanizmu w regulacji ekspresji wielu genéw po podaniach LPD. Po wielokrotnych
podaniach DMI w korze przedczotowej zaobserwowano spadki ekspresji wielu gendéw, m.in.
Adra2a, Adra2c, Cebpb i Dbp oraz IEG. Przy czym, o ile czes¢ z tych zmian wykazywata charakter
przejsciowy, tzn. w pewnym punkcie czasowym wracaty one do poziomu kontroli, to dla genu Dbp
w miare uptywu czasu zaobserwowano pogiebiajgce sie spadki. Przeciwstawng sytuacje
zaobserwowano dla genu /d1. Gen Dbp wydaje sie by¢ regulowany jedynie przez leki z
komponentg noradrenergiczng, gdyz po podaniach CIT nie zauwazono zmian w ekspresji tego
genu. Ekspresje genu Dbp zmierzono w zwierzecym modelu depresji CMS i wykazano spadki
ekspresji w jadrze nadskrzyzowaniowym i prazkowiu pod wptywem stresu, ktdre zostaty

odwrdcone przez zastosowany lek - imipramine.

Podsumowujgc, uzyskane wzory ekspresji badanych gendw w czasie zalezaty od podanego
leku (DMI lub CIT), sposobu podania leku (wielokrotne vs pojedyncze) i regionu mdzgu. Niektérez
obserwowanych zmian w ekspresji dotyczyty obu uzytych lekéw, ale znalezienie wspdlnej sciezki
dziatania obu LPD nie byto mozliwe. Otrzymane wyniki poréwnano z dostepnymi w literaturze,
aczkolwiek byto to zadanie utrudnione gdyz okazato sie, ze rdznica w uzyskanych wartosciach
ekspresji zaleze¢ moze w duzym stopniu od zastosowanego schematu eksperymentalnego, tj.
sposobu, dawki i czestotliwosci podania lekéw, gatunku i szczepu zwierzat oraz zastosowanej
metodologii pomiaru ekspresji. Wiele z obserwacji znalazto jednak potwierdzenie we
wczesniejszych danych literaturowych, a dodatkowo zidentyfikowano zmiany w ekspresji gendéw
dotychczas nie wigzanych bezposrednio z dziataniem LPD, tj. Dbp i Id1, ktére wydajg sie ciekawym

przedmiotem dalszych badan.



