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STRESZCZENIE

Leki przeciwdepresyjne stosowane sg od wielu lat, a mimo to
mechanizm ich dziatania nie zostat do konca poznany. Dlatego stworzenie
myszy pozbawionych funkcjonalnego transportera noradrenergicznego wydaje
sie by¢ szansg na dogtebne zbadanie tego zagadnienia, bez koniecznosci
przewlektego podawania lekéw. Transporter noradrenergiczny jest jednym z
waznych miejsc dziatania lekdw przeciwdepresyjnych. Szczegétowa budowa
genu kodujgcego ten transporter, a takze struktura biatka i rozmieszczenie w
mozgu oraz opis choréb wynikajgcych z uposledzenia budowy i funkcji tego
transportera zostaty umieszczone we wprowadzeniu do niniejszej rozprawy
doktorskiej. Znalazt sie tam tez sposéb powstania myszy NET”" oraz ogdlna
charakterystyka badah przeprowadzona dotychczas na tym modelu
zwierzecym.

Badania przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej objety wybrane
aspekty charakterystyki zaréwno fenotypu jak i genotypu myszy

pozbawionych funkcjonalnego transportera noradrenergicznego.
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Potwierdzono reakcje tych zwierzgt w testach behawioralnych, takich jak test
wymuszonego ptywania (FST) oraz test zawieszenia za ogon (TST), podczas
ktérych myszy NET” wykazywaty skrocony czas bezruchu. Nastepnie
sprawdzono reakcje zwierzgt dzikich i transgenicznych na stres wywotany
przez te testy. W tym celu mierzono stezenie kortykosteronu w réznych
punktach czasowych po wykonaniu FST i TST. Poziom kortykosteronu nie
zmieniat sie po TST, natomiast po FST wzrastat zaréwno u myszy NET” jak i
NET**, chociaz jego stezenie byto znamiennie wyzsze u myszy typu dzikiego.
Takie wyniki moga $wiadczy¢ o wiekszej odpornosci myszy NET™" na stres i
mogg by¢ spowodowane zmianami gestosci receptoréw adrenergicznych (ay,
a2 i B) u myszy typu knock-out. Mogg tez by¢ spowodowane odkrytymi w
trakcie niniejszych badan zmianami ekspresji genu kodujgcego biatko CRH-
BP.

W ramach charakterystyki fenotypowej przeprowadzono takze badania
biochemiczne uwzgledniajgce zmiany w dwoch innych transporterach, ktére
sg istotne dla dziatania lekow przeciwdepresyjnych. Metodg autoradiografii
udowodniono brak wigzania [*H]nizoksetyny do transportera
noradrenergicznego we wszystkich badanych strukturach mézgowych myszy
NET” oraz wyzsze wigzanie [*HJGBR12935 do transportera dopaminowego i
[*H]paroksetyny do transportera serotoninowego u myszy NET” w
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poréwnaniu do myszy NET™ w wiekszos$ci badanych obszaréw modzgu.
Opisane w literaturze zmiany gestosci tych transporterow po dziataniu lekéw
przeciwdepresyjnych  dotyczg zwykle zmian gestosci konkretnego
transportera, na ktory dziata dany lek, natomiast nie byto rownolegtych badan
ewentualnych zmian w pozostatych transporterach. Jednak ostatnio coraz
czesciej pojawiajg sie prace przedstawiajgce szersze spojrzenie. Z prac tych
wynika, ze po dziataniu inhibitorbw wychwytu zwrotnego noradrenaliny
dochodzi do kompensacji funkcjonalnej, czy tez zmian gestosci innych
transporterow, takich jak DAT czy SERT.

Charakterystyka genotypu objeta badania wykonane metodami
hybrydyzacji in situ, RT-PCR a takze z zastosowaniem mikromacierzy
Affymetrix, pozwalajgcych na zbadanie catego genomu mysiego oraz

macierzy niskiej gestosci typu TagMan. Przeprowadzone badania pozwolity
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na wytonienie grupy genow, ktére sg opisane w kontekscie dziatania lekow
przeciwdepresyjnych (geny wczesnej odpowiedzi komorkowej, geny kodujgce
receptory adrenergiczne, geny zwigzane ze stresem, geny kodujgce
podjednostki dla receptoréow glutaminianu), ale takze takie, ktére zwigzane sg
z transportem mMRNA oraz jego translacja, a rowniez uwalnianiem
neurotransmitera. Zaskakujgcym odkryciem byta zwiekszona ekspresja mRNA
kodujacego transporter noradrenergiczny (Slc6a2) u myszy NET” w stosunku
do NET""* stwierdzona podczas wszystkich badan genetycznych, z wyjgtkiem
hybrydyzacji in situ. Ta podwyzszona ekspresja genu Slc6a2 byta widoczna w
tych rejonach mézgu myszy, gdzie znajdujg sie zakonczenia neurondow
noradrenergicznych. Natomiast w miejscu sinawym, gdzie umiejscowione sg
ciata komoérek noradrenergicznych ekspresja ta byta znamiennie nizsza. W
wyniku tych badan powstata hipoteza o transporcie uszkodzonego mRNA
kodujgcego NET w kompleksach RNP oraz magazynowania go w ciatkach
GW/P w zakonczeniach noradrenergicznych myszy typu knock-out, ktorg
wstepnie probowano potwierdzi¢c. Rownoczesnie nie obserwowano roznic w
ekspresji mMRNA kodujgcego SERT i DAT w réznych rejonach moézgu myszy
NET” i NET**, co moze by¢ wynikiem braku manipulacji genetycznej w
obrebie tych genow.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej nie tylko stanowig
dalszy krok w kierunku charakterystyki myszy NET™; pozwolity one tez
wytoni¢ nowe geny, ktére mogg okazac sie wazne dla dziatania inhibitoréw
wychwytu zwrotnego noradrenaliny, a by¢ moze takze innych lekdéw
przeciwdepresyjnych, ale réwniez pozwolity na zrozumienie konsekwencji
spowodowanych przez trwajgcy cate zycie knock-out. Badania niniejsze sg
rowniez ~pomocne W  zrozumieniu  roznic  pomiedzy  metodami

wykorzystywanymi do pomiaru poziomu mRNA.




