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Streszczenie

Noradrenalina mediuje odpowiedZ organizmu na sytuacje stresowe poprzez
oddzialtywanie z receptorami adrenergicznymi w osSrodkowym i obwodowym ukta-
dzie nerwowym. Sposrod nich wyrdznia si¢ rodzing receptoréw o -adrenergiczych
(a1-AR), ktora sktada si¢ z trzech podtypoéw: oy 4, ayp 1 agp. Ich zréznicowana
dystrybucja i funkcje zostaty stosunkowo dobrze scharakteryzowane w obwodo-
wym uktadzie nerwowym, jednak w mézgu badanie podtypoéw a;-AR jest utrud-
nione lub czegsto niemozliwe ze wzgledu na brak wysoce selektywnych ligandow
zdolnych do przekraczania bariery krew-mézg oraz wysoce specyficznych prze-
ciwcial. Mimo tych ograniczen, istnieja doniesienia wskazujace na zréznicowane
zaangazowanie podtypow a;-AR w etiologig, patofizjologi¢ 1 farmakoterapi¢ za-
burzen psychicznych - w tym depresj¢. Historia farmakoterapii tej choroby jest
stosunkowo kroétka, jednak od samego jej poczatku leki przeciwdepresyjne (LPD)
wplywaly w sposéb bezposredni lub posredni na uktad noradrenergiczny. Niestety
w kontekscie specyficznych funkcji regulowanych przez podtypy a;-AR efekty te
nadal pozostaja w duzej mierze niewyjasnione, dlatego zdefiniowanie funkcjonal-
nego zréznicowania podtypow a;-AR w efektach dziatania LPD wydaje si¢ by¢
kluczowe do zwigkszenia skutecznoSci, szybkosci i bezpieczenstwa farmakoterapii

depresji.

Gléwnym celem niniejszej rozprawy byto zbadanie, czy udzial 1 funkcjonalnos¢
a1-AR w efektach LPD sa zréznicowane w zaleznoSci od podtypu «a;-AR, na
podstawie badan przeprowadzonych w genetycznych modelach in vitro i in vivo.
Badania in vitro wykonano z wykorzystaniem trzech linii komérkowych ze stabilng
ekspresja pojedynczego podtypu a1-AR w celu okreSlenia czy i jak LPD z r6znych
grup dziataja na aktywacje poszczegdlnych podtypéw a1-AR wywotana obecno-

Scig agonisty, z uwzglednieniem ich krétkotrwatego i dlugotrwatego oddziatywania
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na a;-AR. Z kolei badania in vivo wykonano z wykorzystaniem trzech mysich linii
transgenicznych typu knockout z selektywnym unieczynnieniem genu kodujace-
go pojedynczy podtyp a;-AR w celu okreslenia czy i jak dana mutacja wptywa
na efekty dlugotrwatego stosowania LPD z r6znych grup, na réznych poziomach
molekularnych w mézgu samcéw i samic.

Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono, ze LPD dziatajace antago-
nistycznie wzgledem «-AR wykazuja najstabszy efekt na podtyp «;p i1 uzupet-
niono t¢ wiedz¢ o kolejne zwiazki - dezipraming i citalopram. Przeprowadzone
badania in vitro dostarczyty réwniez nowych danych w kontekscie dtugotrwatego
oddzialywania LPD na «;-AR wskazujac, ze prowadzi ono do wyraznego nasilenia
przekazu sygnatu noradrenergicznego za posrednictwem podtypu oz w wyniku
dziatania imipraminy lub dezipraminy oraz za posrednictwem a4 i a; g W wyniku
dzialania citalopramu, na skutek zwigkszenia ich reaktywnosci na noradrenaling.
Co ciekawe, w bezposrednim dziataniu na o-AR leki te wykazywaly najsilniejszy
efekt antagonistyczny wzgledem podtypu « p, co koreluje z wynikami uzyskanymi
w modelach in vivo. W badaniach tych wykazano bowiem na réznych poziomach
molekularnych, ze unieczynnienie podtypu a;p u myszy moduluje efekty diu-
gotrwalego stosowania dezipraminy lub milnacipranu, w sposob zalezny od pici.
Ponadto, moze to by¢ zwiazane z kompensacja funkcji podtypu a;p przez podtyp
a14. Roznice migdzyptciowe odnotowano réwniez w poziomie pierwiastkéw w
mozgu, jednak w tym przypadku efekty dzialania badanych LPD nie byty zalezne
od podtypéw a;-AR.

Podsumowujac, funkcjonalne zréznicowanie podtypéw a;-AR w efektach LPD
wykazano zaréwno w genetycznych modelach in vitro, jak i w modelach in vivo.
Wyniki niniejszej rozprawy pozwolily na bardziej precyzyjne zdefiniowanie funk-
cji wszystkich trzech podtypéw «;-AR w efektach krétkotrwatego 1 dtugotrwate-
go stosowania klinicznie istotnych LPD oraz wyznaczyly liczne Sciezki, ktérych
zbadanie moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych strategii farmakologicznych

leczenia depres;ji.
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Abstract

Norepinephrine mediates the body’s response to stressful situations by inte-
racting with adrenergic receptors in the central and peripheral nervous systems.
Among them, there is a family of a;-adrenergic receptors (a;-AR), which consists
of three subtypes: a4, a1 and a;p. Their diverse distribution and functions have
been relatively well characterized in the peripheral nervous system, however, in
the brain, the study of the a;-AR subtypes is difficult or often impossible due
to the lack of highly selective ligands capable of crossing the blood-brain bar-
rier and the lack of highly specific antibodies. Despite these limitations, there
are reports indicating the diversified involvement of the a;-AR subtypes in the
etiology, pathophysiology and pharmacotherapy of mental disorders - including
depression. The history of pharmacotherapy of depression is relatively short, but
from the very beginning, antidepressant drugs (AD) had a direct or indirect effect
on the noradrenergic system. Unfortunately, in the context of the specific functions
regulated by the a;-AR subtypes, these effects still remain largely unexplained.
Therefore, defining the functional differentiation of the a;-AR subtypes in the
effects of AD seems to be crucial to increasing the effectiveness, speed and safety

of pharmacotherapy of depression.

The main aim of this dissertation was to investigate whether the contribution
and functionality of a;-AR in the effects of AD varies depending on the a;-AR
subtype, based on research carried out in the in vitro and in vivo genetic models.
The in vitro studies were performed with the use of three cell lines stably expressing
a single a;-AR subtype to determine if and how AD from different groups act on
agonist-induced activation of each «;-AR subtype, with taking into account their
short-term and long-term effects. On the other hand, the in vivo studies were perfor-

med with the use of three mouse transgenic knockouts with selective inactivation of
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the gene encoding a single a;;-AR subtype in order to determine whether and how
a given mutation affects the effects of long-term use of AD from various groups, at
different molecular levels in the male and female brain.

The obtained results confirmed that AD that act antagonistically towards o -
AR show the weakest effect on the o g subtype and supplemented this knowledge
with other compounds - desipramine and citalopram. Also, the in vitro studies
provided new data in the context of the long-term effect of AD on «;-AR, indicating
that it leads to a marked increase in noradrenergic signal transmission via the
a1 p subtype as a result of the action of imipramine or desipramine and via a4
and a;p as a result of the action of citalopram, by increasing their reactivity to
norepinephrine. Interestingly, in direct action on «;-AR, these drugs showed the
strongest antagonistic effect against the «p subtype, which correlates with the
results obtained in in vivo models. In turn, these studies have shown at various
molecular levels that inactivation of the o, p subtype in mice modulates the effects
of long-term use of desipramine or milnacipran in a gender-dependent manner.
Also, it may be related to the «p subtype function compensation by the aj4
subtype. Gender differences were also noted in the level of elements in the brain,
but in this case the effects of the tested AD were not dependent on the a;-AR
subtypes.

In summary, functional differentiation of the a;-AR subtypes in AD effects
was demonstrated in both in vitro and in vivo genetic models. The results of this
dissertation provided more precise definition of the function of all three a;-AR
subtypes in the effects of short-term and long-term use of clinically significant
AD, and indicated numerous pathways, the study of which may contribute to the

development of new pharmacological strategies for the treatment of depression.
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Rozdzial 1

Wstep

1.1 Receptory «q-adrenergiczne

Adrenalina i noradrenalina (NA) naleza do grupy katecholamin, petniacych w
uktadzie nerwowym dwojaka funkcje. W czgsci obwodowej uktadu nerwowego
sa syntetyzowane w rdzeniu nadnerczy i po uwolnieniu do krwiobiegu dziataja
jako hormony. Z kolei w oSrodkowym uktadzie nerwowym petnia funkcje neu-
roprzekaznikéw, a ich synteza zachodzi w neuronach, ktérych ciata komérkowe
zlokalizowane sa w tytomézgowiu — moscie i rdzeniu przedtuzonym. Zdecydowana
wigkszo$¢ neuronéw noradrenergicznych znajduje si¢ w grzbietowej czgsci mostu,
w obszarze zwanym miejscem sinawym (LC, fac. locus coeruleus), skad wysyta-
ja projekcje do struktur uktadu limbicznego, kory mézgowej, mézdzku i rdzenia
kregowego [Breton-Provencher et al., 2021] (Rycina 1.1).

W ten sposéb, dzigki podwdjnej roli i dzialaniu zaréwno jako hormony jak i
neuroprzekazniki, adrenalina i NA posrednicza w mobilizacji organizmu do dzia-
tania w odpowiedzi na bodZce z otoczenia oraz w utrzymaniu wewngtrznej home-
ostazy w sytuacjach zaburzajacych fizjologiczna réwnowage organizmu. W wyniku
ich dziatania dochodzi do zmian obserwowanych w catym ciele, m.in. do wzrostu
czgstosci akcji serca, ciSnienia tgtniczego krwi, poziomu glukozy i wolnych kwa-
sow tluszczowych we krwi, rozszerzenia Zrenic i zwgzenia naczyn krwiono$nych
ptuc, mézgu, migsni szkieletowych, skoéry 1 bton Sluzowych, a takze zwigksze-
nia pobudzenia, czujnosci, uwagi i koncentracji [Feldman et al., 1997]. Efekty

te jednak nie mogtyby by¢ osiagnigte bez posrednictwa receptoréw adrenergicz-
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1.1. RECEPTORY a1-ADRENERGICZNE

CTX CB STR PAL HY AMY MB MY

czlowiek

Rycina 1.1: Schemat uktadu noradrenergicznego w mézgu czlowieka i myszy (na
podstawie Breton-Provencher et al., 2021). Na rycinie zaznaczono noradrenergiczne
potaczenia eferentne z miejsca sinawego (LC) do kory mégzowej (CTX), mézdzku (CB),
prazkowia (STR), galki bladej (PAL), podwzgérza (HY), zespotu jader migdatowatych
(AMY), $rédmézgowia (MB) i rdzenia przedtuzonego (MY).

nych (AR). Ich dystrybucja w organizmie jest rOwnie szeroka jak zasieg dzialania
wspomnianych katecholamin, gdyz znajduja si¢ zarowno w oSrodkowym uktadzie
nerwowym, jak 1 niemal we wszystkich tkankach obwodowych.

Globalny i zréznicowany w zaleznoSci od rodzaju badanej tkanki charakter
dziatania NA i adrenaliny sklonit badaczy do poszukiwania Zrédta tych cech na
poziomie receptorowym. W 1948 roku Raymond Ahlquist zaproponowat przeto-
mow3a na ten czas koncepcje, ktéra glosita istnienie dwoch réznych typéw AR,
a1 3, wykazujacych odmienne efekty aktywacji w wyniku dziatania tego samego
liganda [Ahlquist, 1948]. Kolejne lata badan z wykorzystaniem bardziej selektyw-
nych agonistow 1 antagonistOw pozwolily na bardziej szczegbélowe rozrdznienie
AR pod wzgledem ich wlasciwosci farmakologicznych [Berthelsen and Pettinger,
1977, Wikberg, 1978, Starke, 1981]. Ostatecznie, w 1995 roku Migdzynarodowa
Unia Farmakologii (IUPHAR, ang. The International Union of Basic and Clinical
Pharmacology) zatwierdzita podziat AR na trzy rodziny, o, s 1 3, z ktérych kazda
obejmuje trzy podtypy receptorow [Hieble, 1995, Harding et al., 2018, Sharman
et al., 2018] (Tabela 1.1).

Rodzina «1-AR sktada si¢ z trzech podtypéw oznaczonych jako oy 4, aupiaqp.
Poczatkowo wyrdzniono podtypy a4 1 a3 na podstawie réznic wtasciwosci far-
makologicznych zaobserwowanych w testach kompetycyjnego wypierania radioli-

ganda, [*H]-prazosyny (antagonisty a;-AR), z kompleksu z receptorem. Badania te
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Tabela 1.1: Podzial receptoréw adrenergicznych z wyszczeg6lnieniem gtéwnych
szlakow sygnatowych.

Rodzina Podtypy Biatko G Glowne efekty
aktywacji

a1-AR a14, 1B, 01D Gy +PLC(, TDAG, +PKC,
11P5, TCa%*

a-AR Q94, O3B, QloC G; -AC, |cAMP, -PKA

3-AR B4, Ba, B G, +AC, TcAMP, +PKA

wykazaty wielokrotnie wyzsze powinowactwo wigzania WB4101 (antagonisty ;-
AR) i fentolaminy (nieselektywnego antagonisty ai;-AR 1 a5-AR) przez a1 4-AR w
poréwnaniu do oy 3-AR [Morrow and Creese, 1986]. Nastepnie, dzigki rozwojowi
technik biologii molekularnej, sklonowano podtyp a5 z migéni gtadkich chomika
[Cotecchia et al., 1988], podtyp a14 z mbézgu wota [Schwinn et al., 1990], ktory
pierwotnie okreslono jako a;¢, oraz odkryto i sklonowano podtyp aqp z mézgu
szczura [Lomasney et al., 1991, Perez et al., 1991], ktéry pierwotnie okreslono jako
a4 [Hieble, 1995]. Sugerowano réwniez istnienie podtypu o4, charakteryzujace-
go si¢ stosunkowo niskim powinowactwem wigzania prazosyny, jednak najnowsze
doniesienia wskazuja, ze jest to jedynie stan konformacyjny podtypu oy 4 anizeli
odrgbny podtyp a;-AR [Docherty, 2010, White et al., 2019].

Mimo, ze badania podtypéw «1-AR prowadzone sa juz od ponad trzech de-
kad, specyficzne funkcje regulowane przez poszczegdlne podtypy sa nadal w duze;j
mierze niewyjasnione. Wynika to przede wszystkim z ograniczen metod, technik i
narzedzi badawczych, ktére napotykano w kolejnych latach badaf. Przyktadowo,
w toku pierwszych badan majacych na celu okreslenie wiasciwosci farmakolo-
gicznych poszczegdlnych podtypow a;-AR wykorzystano bardzo szeroki zakres
zwiazkow chemicznych. Wyniki tych badan sa jednak niejednokrotnie niespdjne, a
czasem nawet sprzeczne. Powodem tego jest bardzo niska selektywnos¢ niektérych
z zastosowanych ligandéw, np. fentolaminy, ktéra jak obecnie wiadomo wykazuje
dziatanie antagonistyczne zaréwno do «;-AR jak i as-AR. Niestety do tej pory
nie ma komercyjnie dostgpnych ligandéw o tak wysokiej selektywnoSci by mozna
bylo z nalezyta doktadnoScig rozr6zni¢ podtypy a;-AR [Perez, 2020]. Ponadto,

wiele badan zostato przeprowadzonych jeszcze przed opracowaniem technik klo-
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1.1. RECEPTORY a1-ADRENERGICZNE

nowania molekularnego, a w ostatnich latach to wtasnie dzigki wykorzystaniu mo-
deli zwierzecych otrzymanych na drodze inzynierii genetycznej wiedza na temat
udziatu podtypéw «a1-AR w reakcjach fizjologicznych i patologicznych zostata w

znacznym stopniu poszerzona.

1.1.1 Budowa i gléwne szlaki sygnalowe

a1-AR, jak wszystkie AR, naleza do nadrodziny receptoréw metabotropowych.
Zatem skladaja si¢ z pojedynczego tarcucha polipeptydowego (w tym przypad-
ku o dtugosci 446-572 reszt aminokwasowych), ktéry 7-krotnie przechodzi przez
btong komorkowa tak, ze jego N-koniec zlokalizowany jest zewnatrzkomoérkowo,
a C-koniec wewnatrzkomorkowo. «;-AR charakteryzuja si¢ dtugim C-konicem
(137-179 reszt aminokwasowych), ktéry odgrywa istotng rolg w regulacji recep-
tora i krotka trzecia petla wewnatrzkomoérkowa (68-73 reszt aminokwasowych)
[Lennarz and Lane, 2013]. Pgtla ta jest wazna w konteksScie sprzgzenia receptora
z biatkiem Gg/q;, ktore aktywowane w wyniku zwigzania agonisty do recepto-
ra oddziatuje z fosfolipaza CG (PLC(), tym samym zapoczatkowujac wzmocnie-
nie przekazywanego sygnatu poprzez uruchomienie kaskady fosfoinozytolowe;j.
PLC{ katalizuje reakcje¢ hydrolizy fosfatydyloinozytylo-4,5-bisfosforanu (PIPs)
do przekaznikéw drugiego rzedu, 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-1,4,5-
trifosforanu (IP3). DAG pozostaje zwiazany w dwuwarstwie lipidowej i bierze
udzial w aktywacji kinazy biatkowej C (PKC), co finalnie prowadzi do zwigkszenia
mobilizacji wewnatrzkomoérkowych jonéw wapnia. Natomiast [P; dyfunduje w
cytoplazmie i wiaze si¢ z receptorem btonowym retikulum endoplazmatycznego,
w wyniku czego dochodzi do gwattownego naptywu jonéw wapnia do cytoplazmy
[Purves et al., 2004, Nalepa and Vetulani, 2004] (Rycina 1.2).

Cho¢ wszystkie trzy podtypy a;-AR aktywuja ten sam gtéwny szlak sygna-
towy, profile zmian ekspresji genéw wywolywanych w komorce za ich posred-
nictwem nie zawsze sg takie same. Podtypy te wykazuja réznice pod wzgledem
rozmieszczenia w tkankach i komérkach oraz pod wzgledem sekwencji aminokwa-
sowej — sa nawet kodowane przez r6zne geny zlokalizowane na r6znych chromo-
somach [Hirasawa et al., 1997, Nalepa et al., 2013, Akinaga et al., 2019]. R6znice
migdzy poszczegdlnymi podtypami ai;-AR sa obserwowane takze na poziomie ich

regulacji.
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Rycina 1.2: Gtéwny szlak sygnatowy aktywowany za posrednictwem receptor6w
aq-adrenergicznych (ap-AR). Oddziatywanie czasteczki noradrenaliny (NA) z «1-AR
powoduje zwigzanie podjednostki « trimerycznego biatka G, /11 1 jego aktywacje, czego
efektem jest wymiana guanozyno-5-difosforanu (GDP) na guanozyno-5-trifosforan (GTP)
i oddysocjowanie kompleksu (7. Zaktywowana podjednostka « oddziatuje z fosfolipaza
C3 (PLCP), ktéra indukuje hydrolize fosfatydyloinozytylo-4,5-bisfosforanu (PIP3) do 1,2-
diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-1,4,5-trifosforanu (IP3). IP3 oddziatuje z odpowiednim
receptorem (IP3R) znajdujacym si¢ w btonie retikulum endoplazmatycznego. Aktywacja
IP3R skutkuje otwarciem kanatu jonowego tego receptora i uwolnieniem jonéw wapnia
(Ca?*) z retikulum endoplazmatycznego do cytoplazmy. Z kolei DAG, wraz z Ca’*,
bierze udzial w aktywacji kinazy biatkowej C (PKC), co prowadzi m.in. do dalszego
dynamicznego wzrostu stezenia wapnia w cytoplazmie na skutek naptywu Ca?t z
przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;.
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1.1.2 Regulacja ekspresji i funkcji

Odpowiedz komorki na skutek zwiazania o1-AR z naturalnymi ligandami lub
lekami moze powodowaé zmiany wrazliwosci tych receptoréw na oddziatywanie
z ligandem, zmiany ich ekspresji w btonie komérkowej oraz zmiany na poziomie
transkrypcji [Michelotti et al., 2000]. Procesy te sa dynamicznie regulowane w
czasie, a gldbwnym mechanizmem w tym posredniczacym jest fosforylacja [Garcia-
Sdinz et al., 2000, Vazquez-Prado et al., 2003]. o1-AR charakteryzuja si¢ stosun-
kowo duza liczba miejsc fosforylacji, z ktérych wigkszos¢ znajduje si¢ w obszarze
C-konca oraz trzeciej petli wewnatrzkomorkowej. Miejsca te jednak nie sg konser-
watywne migdzy podtypami, a ich znaczenie funkcjonalne nie zostato jeszcze w
petni wyjasnione [Akinaga et al., 2019].

Przewaznie, ekspozycja a1-AR na dziatanie agonisty wiaze si¢ z ich desen-
sytyzacja, internalizacja (ktéra zwykle indukowana jest przy wysokich stgzeniach
agonistow) 1/lub down-regulacja na poziomie mRNA (ktéra zwykle przebiega wol-
niej 1 przy nizszych stezeniach agonistow) [Rajagopal and Shenoy, 2018, 1zzo Jr
et al., 1994]. Niemniej jednak kinetyka tych zmian moze si¢ znacznie r6zni¢ w
zaleznoSci od podtypu a;-AR. W szczurzych fibroblastach wykazano bowiem, ze
podtyp aq4 jest bardziej odporny na desensytyzacje indukowana przez oddziaty-
wanie z NA 1 wolniej ulega internalizacji niz pozostate dwa podtypy [Vazquez-
Prado et al., 2003]. Podobne réznice migdzy podtypami «;-AR zaobserwowano w
procesie down-regulacji [Yang et al., 1999]. Moze to wynikaé ze zréznicowanej
lokalizacji podtypéw a;-AR w obrgbie komorki, a tym samym ich dostgpnosci dla
ligand6éw. W latach 90. XX wieku proponowano, ze a; 4-AR jest ekspresjonowany
w gléwnej mierze wewnatrzkomorkowo, podczas gdy a;5-AR na powierzchni
komorki [Hirasawa et al., 1997], co mogto by ttumaczy¢ stabszy efekt induko-
wany przez NA za poSrednictwem podtypu o 4. Jednakze w innych badaniach
wykazano, ze a1 p-AR jest zlokalizowany przede wszystkim wewnatrzkomérkowo
(gdzie charakteryzuje si¢ aktywnoScia konstytutywna), natomiast o 4-AR moze
by¢ w poréwnywalnym stopniu ekspresjonowany w btonie komdrkowej jak i we-
wnatrz komoérki [McCune et al., 2000, Chalothorn et al., 2002, Wang et al., 2007].
Co wigcej, istnieja doniesienia sugerujace, ze wszystkie podtypy a1-AR moga by¢
zlokalizowane zaréwno na powierzchni jak i wewnatrz komorki, i nie wykazywac

w tym aspekcie znacznych réznic [McGrath, 2015].
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Jak wcze$niej wspomniano, wyniki badaf wiasciwosci farmakologicznych po-
szczegblnych podtypéw «1-AR nie zawsze sa spojne. W tym przypadku szcze-
g6lne utrudnienie w oznaczeniu ich lokalizacji w komorce, poza brakiem selek-
tywnych ligandéw, stanowi niespecyficzno$¢ komercyjnie dostgpnych przeciwciat
[Jensen et al., 2009, Bohmer et al., 2014]. Ponadto, wyniki tych badan sg silnie
zalezne od zastosowanych inii komérkowych 1 agonistow. Przyktadowo, w komor-
kach pochodzenia ludzkiego HEK293 wykazano, ze podtyp ;4 jak najbardziej
moze ulegac szybkiej desensytyzacji i internalizacji — pod warunkiem, ze jest ak-
tywowany w wyniku dzialania oksymetazoliny, a nie NA [Akinaga et al., 2013].
W sekwencji aminokwasowej ai;-AR udato si¢ nawet wyodrgbni¢ konkretne miej-
sca ulegajace fosforylacji w przypadku aktywacji receptora przez oksymetazoling i
sg one zupetnie rézne od tych, ktére ulegaja fosforylacji gdy receptor oddziatuje z
NA [Alcéntara-Herndndez et al., 2017]. Dowodzi to istnienia wzoréw fosforylacji
a1-AR w zaleznoSci od zastosowanego liganda i1 stanowi przypomnienie, ze wla-
Sciwosci zwiazkéw oddziatujacych z receptorami (w tym lekéw) wykraczaja poza
prosty podzial na agonistéw i antagonistow.

W badaniach na szczurzych fibroblastach i komoérkach HEK293 wykazano row-
niez, ze podtypy «;-AR moga ulegac, paradoksalnie, up-regulacji w wyniku dziata-
nia agonisty [Hein and Michel, 2007]. Tu ponownie, réznice w regulacji podtypow
a1-AR na poziomie mRNA moga zaleze¢ od linii komoérkowej i uzytego liganda,
jednak wiele wskazuje na to, ze wynikaja takze z aktywacji réznych $ciezek sygna-

fowych przez poszczegélne podtypy [Lei et al., 2002].

1.1.3 Rola w ukladzie sercowo-naczyniowym i moczowo-

-plciowym

W tkankach obwodowych zréznicowana dystrybucja i funkcje podtypow
a1-AR sa stosunkowo dobrze scharakteryzowane, szczegdlnie w uktadzie sercowo-
naczyniowym i moczowo-ptciowym [Michelotti et al., 2000, Cotecchia et al., 2015,
Akinaga et al., 2019, Perez, 2021]. Wiedza na temat udziatu o;-AR w promowaniu
skurczu naczyn krwionosnych zostata z powodzeniem przetozona na opracowanie
lekéw, ktére sa obecnie powszechnie stosowane. W klinice zwiazki o dzialaniu

agonistycznym wzgledem «1-AR, jak NA i fenylefryna, podaje si¢ w celu podnie-
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sienia ci$nienia tgtniczego krwi w warunkach wstrzasu anafilaktycznego. Agonisci
a1-AR wchodza rowniez w sklad lekow dostepnych bez recepty, ktére tagodza
objawy przezigbienia i grypy poprzez zmniejszenie przekrwienia i obrzgku Slu-
z6wki nosa (jak fenylefryna i oksymetazolina). Co ciekawe, cz¢$¢ z nich wykazuje

selektywnos¢é wzgledem podtypu a4 4 [Akinaga et al., 2013].

Sposréd zwiazkéw oddziatujacych z a;-AR najwigkszy sukces terapeutyczny
wydawalo sig, ze odniosty leki a-adrenolityczne (tzw. a-blokery). Pierwszy z nich,
prazosyng, wprowadzono do leczenia nadciSnienia tetniczego juz w 1976 roku
[Widecka, 2007]. Obecnie ich stosowanie zostato ograniczone ze wzglgdu na wy-
wotywane skutki uboczne i zwigkszanie ryzyka niewydolnoSci serca. Jednak istnie-
ja doniesienia sugerujace, ze efekty te mozna by byto zminimalizowaé poprzez za-
stosowanie antagonistow selektywnych wzgledem a4 p-AR. Ttumaczy si¢ to tym,
ze sposrdd a1-AR najwigkszy wplyw na cisnienie krwi zdaje si¢ wykazywac pod-
typ a1, podczas gdy podtyp a;p jest w duzo mniejszym stopniu ekspresjono-
wany w sercu. Ponadto, myszy transgeniczne wykazujace konstytutywna aktyw-
no$¢ ayp-AR w sercu charakteryzuja si¢ zwigkszong podatnoscia na rozwinig-
cie niewydolnosci serca w wyniku jego ciSnieniowego przeciazenia [Perez, 2021].
Co szczegdlnie ciekawe w kontekscie zréznicowania a1 -AR, w przeciwienstwie do
podtypu «; 5, wiele badan wskazuje na kardioprotekcyjne wlasciwosci agonistow

oddziatujacych selektywnie z podtypem «; 4 [Cotecchia et al., 2015, Perez, 2021].

Wiedza na temat roli a;-AR w ukladzie moczowo-piciowym zostata z ko-
lei z sukcesem wykorzystana do polepszenia farmakoterapii tagodnego przero-
stu prostaty. Zastosowanie tamsulozyny pozwolilo na zminimalizowanie skutkéw
ubocznych leczenia, co przypisuje si¢ jej selektywnemu antagonistycznemu dzia-
faniu wzgledem podtypu a4 [Akinaga et al., 2019, Proudman et al., 2020], ktory
jest gléwnym podtypem «;-AR ekspresjonowanym w prostacie [Chapple et al.,
1994, Faure et al., 1994]. Udzial o1-AR w procesach kurczliwosci prostaty, cewki
moczowej, nasieniowodéw i innych elementéw meskiego uktadu rozrodczego ma
tez istotne znaczenie dla plodnosci. Badania z wykorzystaniem myszy transge-
nicznych typu knockout (KO) wykazaty obnizenie wskaznika ptodnosci o 50% w
sytuacji braku funkcjonalnego podtypu a4 i az 0 90% w sytuacji unieczynnienia

wszystkich trzech podtypéw «;-AR [Sanbe et al., 2007].
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1.1.4 Rola w oSrodkowym ukladzie nerwowym

W odréznieniu do uktadu sercowo-naczyniowego i moczowo-piciowego, wie-
dza na temat roli a;-AR w oSrodkowym uktadzie nerwowym jest bardzo frag-
mentaryczna. Wprawdzie wiadomo, ze receptory te podlegaja ekspresji w mdzgu
[Unnerstall et al., 1985], jednak proby oznaczenia lokalizacji poszczeg6lnych pod-
typoéw a1-AR spotkaty si¢ z nie lada trudnoSciami. Dodatkowym ograniczeniem,
poza juz wspomnianym brakiem wysoce selektywnych ligandéw i specyficznych
przeciwciatl, okazata si¢ w tym przypadku wybidrcza przepuszczalno$¢ bariery
krew-mézg. Zréznicowana ekspresje podtypéw «1-AR w mézgu udato si¢ jed-
nak oznaczy¢ dzigki rozwojowi inzynierii genetycznej oraz skonstruowaniu modeli
transgenicznych myszy z fluorescencyjnie znakowanymi receptorami i myszy typu
KO. Badania z ich wykorzystaniem wykazaty, ze podtypy a4 1 a1 sa szeroko
rozpowszechnione w tkance mézgowej, a ich najwyzsza ekspresje odnotowuje si¢
gtéwnie w neuronach takich struktur jak kora mézgowa, zespét jader migdatowa-
tych, podwzgoérze i mézdzek [Papay et al., 2004, Papay et al., 2006]. W poréwnaniu
do nich podtyp «;p charakteryzuje si¢ niskim poziomem ekspresji w mdzgu i
jest zlokalizowany giéwnie w korze mézgowej, hipokampie i niektérych jadrach
wzgoérzowych [Sadalge et al., 2003].

Wykorzystanie w badaniach modeli in vivo ujawnilo zréznicowane zaangazo-
wanie podtypéw «a;-AR réwniez w przebieg procesOw poznawczych
[Nalepa et al., 2013]. U myszy transgenicznych typu CAM (ang. constitutively
active mutant) wykazujacych ogélnoustrojowa nadekspresje podtypu a4 w for-
mie konstytutywnie aktywnej (a3 4-CAM) odnotowano wyraznie lepsze wyniki w
testach behawioralnych oceniajacych uczenie si¢ i pamigé przestrzenng, w porow-
naniu do myszy typu dzikiego (WT, ang. wild type) [Doze et al., 2011]. Zwie-
rzgta te wykazywaty takze krétszy czas bezruchu w testach zawieszenia za ogon
1 wymuszonego ptywania oraz nizszy poziom lgku w testach uniesionego labi-
ryntu zerowego i jasnego-ciemnego pudetka, co wskazuje na przeciwdepresyjny
i przeciwlgkowy fenotyp myszy a14-CAM [Doze et al., 2009, Doze et al., 2011].
Ponadto, zaobserwowano u nich nasilenie zjawiska dtugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego (LTP, ang. long-term potentiation) w hipokampie [Doze et al., 2011],
co jest szczegdllnie interesujace w kontekscie wysokiej ekspresji podtypu a;4 w tej

strukturze i jego zaangazowania w regulacj¢ procesOw neurogenezy [Perez, 2021].
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W przypadku myszy wykazujacych ogélnoustrojowa nadekspresje podtypu a1 g
w formie konstytutywnie aktywnej (a1p-CAM) sytuacja jest zgota inna.
U zwierzat tych dochodzi do rozwoju synukleinopatii, progresywnej neurodegene-
racji i zaburzen lokomotorycznych przypominajacych objawy parkinsonizmu
[Zuscik et al., 2000]. Fenotyp myszy a;3-CAM wykazuje wiele podobieristw do
przebiegu zaniku wielouktadowego (MSA, ang. multiple system atrophy), szcze-
gblnie pod wzgledem niewydolnosci uktadu autonomicznego objawiajacej si¢ w
postaci bradykardii oraz drastycznie obnizonego poziomu katecholamin i kortyzolu

w osoczu, a takze zaburzen ptodnosci i utraty wagi [Zuscik et al., 2000].

W przeciwienstwie do a;4-AR i a;p-AR, rola podtypu a;p w oSrodkowym
uktadzie nerwowym wydaje si¢ by¢ najstabiej poznana. Niemniej jednak dotych-
czas dostepne dane literaturowe sugeruja jego zaangazowanie w procesy pamieci
roboczej, uwagi i1 koordynacji ruchowej [Mishima et al., 2004]. Myszy transge-
niczne typu KO wykazujace ogdlnoustrojowy brak ekspresji a;p-AR (a1p-KO)
charakteryzuja si¢ ograniczeniem zachowan eksploracyjnych w tescie nowego §ro-
dowiska, w poréwnaniu do myszy WT [Sadalge et al., 2003]. Co wigcej, u zwierzat
tych odnotowano zmniejszona wrazliwoS¢ na bodZce termiczne, przy jednocze-
snym braku wplywu mutacji na nocycepcj¢ bodZzcéw mechanicznych i chemicz-
nych [Koshimizu et al., 2007, Nalepa et al., 2013].

W ostatnich latach rosnaca liczba badan poswigcana jest prébom wyjasnienia
udziatu podtypéw a1-AR w etiologii, patofizjologii i farmakoterapii zaburzen psy-
chicznych. W tym obszarze na szczegdlng uwage zastuguja zaburzenia depresyjne,
gdyz sa one bezposSrednio zwigzane ze stresem, a ten z kolei z poziomem aktywa-
cji uktadu noradrenergicznego. Zaangazowanie a;-AR w patofizjologi¢ depresji i
dziatanie lekow przeciwdepresyjnych zostato juz wielokrotnie wykazane 1 opisa-
ne [Nalepa and Vetulani, 1994, Vetulani and Nalepa, 1996, Vetulani and Nalepa,
2000, Maj, 2000, Nalepa et al., 2002, Stone et al., 2007, Nojimoto et al., 2010,
Maletic et al., 2017, Proudman et al., 2020, Kusmider et al., 2020]. Wciaz jednak
wiele pytai nie zostalo w pelni wyjasnionych, m.in. jak leki przeciwdepresyjne
wplywaja na poszczegdlne podtypy «:-AR, jaki moze mie¢ to wptyw na wynik
farmakoterapii i1 jaki potencjat terapeutyczny mogty by mieé leki o zwigkszone;j

specyficznosci wzgledem podtypu a;-AR.
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1.2 Leki przeciwdepresyjne

Depresja jest zaburzeniem afektywnym charakteryzujacym si¢ epizodami ob-
nizonego nastroju, zmniejszonego popedu i utrata zdolnosci odczuwania przyjem-
nosci. To wyniszczajaca choroba, majaca destrukcyjny wptyw na funkcjonowanie
nie tylko jednostki, ale i catych rodzin. Zaburzenia snu, zmg¢czenie i utrata energii,
problemy z pamigcia, koncentracja i w podejmowaniu decyzji oraz zmiany ape-
tytu 1 wagi, ktére czesto towarzysza depresji, uniemozliwiaja choremu normalne
funkcjonowanie i prowadza do jego czgSciowego lub catkowitego wykluczenia z
zycia spolecznego. Jednym z objawéw zaburzen depresyjnych sa takze nawraca-
jace mysli o Smierci, niepokdj oraz mysli i préby samobdjcze, co przyczynia sig¢
do wysokiej SmiertelnoSci tej choroby. Ponadto, depresja stanowi czynnik ryzy-
ka rozwoju innych choréb, w szczegdlnosci choréb uktadu krazenia, cukrzycy i
uzaleznien [Organization et al., 2019]. Uwzgledniajac fakt, ze zaburzenia depre-
syjne dotycza niemal 300 mln ludzi na Swiecie, wszystko to sprawia, ze depresja
generuje ogromne koszty ekonomiczne i spoleczne [Collaborators et al., 2022].
W tym miejscu warto nadmienié, iz w momencie pisania niniejszej pracy wciaz
trwa pandemia COVID-19, a jej wptyw na zdrowie psychiczne ludzi w ujeciu
globalnym nie zostal jeszcze w petni poznany. Cho¢ konsekwencje gospodarcze
1 spoleczne pandemii maja charakter dtugoterminowy, pierwsze analizy wskazuja,
ze w 2020 roku doszto do zwigkszenia czgstoSci wystgpowania zaburzen depresyj-
nych az o 27,6% w poréwnaniu do roku poprzedniego, w szczegdlnosci u kobiet i

w mtodszych grupach wiekowych [Santomauro et al., 2021].

Gtéwna metoda leczenia depresji, obok psychoterapii, jest terapia farmakolo-
giczna. Jej historia jest stosunkowo krétka, gdyz pierwszy lek przeciwdepresyjny
(LPD), imipramina, zostat zatwierdzony przez Amerykanska Agencje ds. Zyw-
nosci 1 Lekow (FDA, ang. Food and Drug Administration) w 1957 roku, czyli
jedyne 65 lat temu. Byt to przetomowy moment, ktéry doprowadzit do opracowania
innych zwiazkéw o dzialtaniu przeciwdepresyjnym i tréjpierScieniowej budowie
(TLPD), podobnej do imipraminy, bedacych lekami pierwszego rzutu w leczeniu
depresji przez trzy kolejne dekady. Niemal réwnolegle odkryto przeciwdepresyjne
dziatanie leku przeciwgruzliczego, iproniazydu, co dato poczatek innej grupie LPD

— inhibitoréw monoaminooksydaz (IMAQO). Lata 80. XX wieku stanowia nastgp-
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ny milowy krok w farmakoterapii depresji. Wowczas zatwierdzenie przez FDA
otrzymata fluoksetyna (znana pod nazwa handlowa jako Prozac), ktéra w krétkim
czasie zaczela by¢ szeroko naduzywana w Stanach Zjednoczonych i potocznie
nazywano ja ,,piguika szczgscia”. Dato to poczatek rozwojowi nowej grupy LPD,
selektywnym inhibitorom wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRIs, ang. selective
serotonin reuptake inhibitors), ktére charakteryzuja si¢ innym mechanizmem dzia-
fania niz TLPD oraz mniej dotkliwymi dziataniami niepozadanymi i wigkszym
bezpieczenstwem terapii [Stolerman and Price, 2015, Pereira and Hiroaki-Sato,
2018]. Niestety, leki te nie przyczynily si¢ do zwigkszenia skutecznosci leczenia
farmakologicznego depresji, podobnie jak opracowane p6zniej inhibitory wychwy-
tu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRIs, ang. serotonin—norepinephrine
reuptake inhibitors) [ Anderson, 2000, Machado and Einarson, 2010].

1952 r. 1957 r. 1976-1989 r. 1995r.
—— jproniazyd =————  jmipraming =—— fluwoksamina = \enlafaksyna —’
(IMAQ) (TLPD) (SSRI) (SNRI)

Rycina 1.3: Rys historyczny zwiazkéw, ktére daty poczatek czterem gtéwnym grupom
lekéw przeciwdepresyjnych (na podstawie Lanni et al., 2009).

Obecnie, mimo dostgpnosci kilku klas LPD, na ktére sktada si¢ tacznie kilka-
dziesiat zwiazkow chemicznych, skutecznos$¢ farmakoterapii depresji wynosi oko-
to 70%. Oznacza to, ze u co trzeciego pacjenta nie udaje si¢ osiagnaé remisji
choroby po zastosowaniu nawet czterech r6znych LPD, a odsetek pacjentow cier-
piacych na depresj¢ oporng na leczenie (TRD, ang. treatment-resistant depression)
stanowi az 30% [Voineskos et al., 2020, Gatecki and BliZzniewska-Kowalska, 2021].
Ponadto, osiagnigcie odczuwalnych efektow dziatania LPD wymaga stosowania
ich przez kilka tygodni, nierzadko miesigcy, co stanowi powazny problem psychia-
trii kliniczne;.

Wysoki wskaznik niepowodzenia terapii farmakologicznej depresji (takze w
badaniach klinicznych) czgsciowo wiaze si¢ z wysoka heterogenicznoscia tej cho-
roby, bowiem na jej rozwdj ma wptyw ztozone wspdétoddziatywania czynnikow
biologicznych, genetycznych, psychosocjalnych i Srodowiskowych. Sam termin
,depresja” stanowi pewnego rodzaju uproszczenie, gdyz sposrdd zaburzen depre-
syjnych wyrdznia si¢ m.in. chorobg afektywng jednobiegunowa, depresje w prze-

biegu choroby afektywnej dwubiegunowej, depresj¢ lgkowa, depresj¢ urojeniowa,
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depresje sezonowa, depresj¢ poporodowa i dystymig, ktére charakteryzuja si¢ zroz-
nicowanym przebiegiem i nasileniem objawdéw. Jednak niedoskonalo$¢ obecnie
stosowanych LPD niewatpliwie wynika réwniez z braku dostatecznej wiedzy na
temat mechanizméw lezacych u podstaw tej choroby, jak i mechanizméw dziatania
samych LPD. Poniewaz, cho¢ ich bezposrednie biochemiczne efekty sa znane i
dos¢ dobrze opisane, nie ttumacza w petni efektu klinicznego uzyskanego w wyni-
ku ich dlugotrwalego stosowania. Zatem z wielu powodéw poszukiwanie nowych
strategii farmakologicznych i punktéw uchwytu jest niezbgdne dla podwyzszenia

skutecznosci, szybkosci i bezpieczenstwa dziatania LPD.

1.2.1 Podzial i mechanizmy dzialania

Leki przeciwdepresyjne powszechnie dzieli si¢ w oparciu o ich budowg che-
miczng i mechanizm bezposSredniego dziatania farmakologicznego zwiazanego z
punktem uchwytu. Zgodnie z tymi kryteriami wyrdznia si¢ cztery podstawowe

grupy LPD:

TLPD - trjpierscieniowe leki przeciwdepresyjne, bedace nieselektywnymi

inhibitorami wychwytu zwrotnego NA 1 serotoniny (5-HT),

SSRIs - selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego 5-HT,

SNRIs - selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego NA i 5-HT,

IMAO - inhibitory monoaminooksydaz (MAO).

Pozostale, mniej liczne, grupy LPD obejmuja zwiazki o innej budowie i/lub

mechanizmie dzialania niz powyzsze. Zalicza si¢ do nich m.in.:
* NRIs (ang. norepinephrine reuptake inhibitors) - selektywne inhibitory wy-
chwytu zwrotnego NA,

» TeCAs (ang. tetracyclic antidepressants) - tetracykliczne leki przeciwdepre-

syjne,

* NDRIs (ang. norepinephrine—dopamine reuptake inhibitors) - selektywne

inhibitory wychwytu zwrotnego NA i dopaminy (DA),

* SARIs (ang. serotonin antagonists and reuptake inhibitors) - antagoniSci

receptoréw serotoninowych i inhibitory wychwytu zwrotnego 5-HT,
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a takze pojedyncze zwiazki, ktére w ostatnich latach zostaty zatwierdzone przez
FDA jak:

 esketamina - niekompetycyjny antagonista receptora NMDA stosowany w
leczeniu TRD,

* breksanolon - pozytywny modulator receptora GABA-A stosowany w lecze-

niu depresji poporodowe;.

T LP D imipramina dezipramina S S R I s citalopram paroksetyna

amitryptylina nortryptylina fluoksetyna sertralina
| M A izokarboksazyd moklobemid S N R I milnacipran duloksetyna
S
0 tranylcypromina selegilina wenlafaksyna deswenlafaksyna
. reboksetyna (NRI) bupropion (NDRI) esketamina
inne A
mianseryna (TeCA) trazodon (SARI) breksanolon

Rycina 1.4: Podstawowe grupy lekéw przeciwdepresyjnych z przyktadowymi
zwiazkami.

Dostgpnos¢ tak wielu ré6znych grup LPD moze, pozornie, sugerowac istnienie
szerokiego wachlarza strategii farmakologicznych w leczeniu depresji. W rzeczy-
wistoSci jednak, mechanizm dziatania wigkszosci LPD sprowadza si¢ do zwigksze-
nia stg¢zenia monoamin w szczelinie synaptycznej na skutek hamowania ich wy-
chwytu zwrotnego lub rozktadu oraz poprzez dzialanie na réznego typu receptory
(Rycina 1.5).

TLPD, jak imipramina i amitryptylina, hamuja wychwyt zwrotny NA i 5-HT,
zwigkszajac tym samym ich stgzenie w szczelinie synaptycznej 1 prowadzac do
nasilenia aktywacji receptoréw adrenergicznych i serotoninowych. Leki z tej grupy
wykazuja réwniez dzialanie antagonistyczne wzgledem a;-AR oraz receptoréw
muskarynowych i histaminowych H1, co jest przyczyna szeregu uciazliwych dzia-
tan niepozadanych stosowania TLPD. Zalicza si¢ do nich m.in. sedacje, hipotensjeg,
wzrost taknienia i masy ciala, a takze suchos¢ Sluzéwek, zaparcia i retencje moczu.
Z kolei SNRIs, jak milnacipran i wenlafaksyna, podobnie jak TLPD hamuja wy-

chwyt zwrotny NA i 5-HT, jednak wykazuja bardzo stabe dziatanie receptorowe.
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Dzigki temu leki z grupy SNRIs nie wywoluja wspomnianych dziatan niepozada-
nych lub czynia to w znacznie mniejszym stopniu. Wciaz jednak pod tym wzgle-
dem najwigksza przewage maja leki z grupy SSRIs, jak citalopram i fluoksetyna,
ktére hamuja wychwyt zwrotny tylko 5-HT i wykazuja bardzo stabe lub brak dzia-
tania receptorowego wobec innych uktadéw. Niestety, mimo ograniczonych dziatan
niepozadanych, bywaja Zle tolerowane przez pacjentoéw z powodu wywotywania
zaburzen funkcji seksualnych, dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego, bolow
glowy i sennosci [Maj, 2000, Hillhouse and Porter, 2015].

Odrebna grupe LPD stanowig IMAO, ktére podobnie jak TLPD, SNRIs 1 SSRIs
zwigkszaja stezenie monoamin w szczelinie synaptycznej, jednak odbywa sig to na
drodze hamowania aktywnoSci enzyméw je metabolizujacych — MAO-A
i MAO-B. Leki te mozna podzieli¢ ze wzglgdu na selektywnos¢ i odwracalnos¢
dziatania, przy czym w leczeniu depresji zastosowanie maja gtdwnie zwiazki od-
wracalne, selektywne wzgledem MAO-A (np. moklobemid). Przeszkoda w szero-
kim stosowaniu IMAO, szczeg6lnie nieselektywnych, w terapii depresji sa rozle-
gle dziatania niepozadane, niebezpieczne interakcje ze sktadnikami pokarmowymi
(tyraming zawarta w nabiale) 1 niektérymi lekami oraz cigzkie zatrucia przy przedaw-
kowaniu ([Maj, 2000, Hillhouse and Porter, 2015].

Sposréd mniej licznych grup LPD mozna wyr6zni¢ NRIs, ktérych pierwszym
przedstawicielem byta reboksetyna. Jej mechanizm dzialania opiera si¢ na selek-
tywnym hamowaniu wychwytu zwrotnego NA i osiaga skuteczno$¢ dziatania prze-
ciwdepresyjnego porownywalna do dezipraminy i fluoksetyny. Przy czym, w od-
roznieniu od dezipraminy wykazuje stabe powinowactwo do a;-AR oraz recep-
toréw muskarynowych i histaminowych H1, a w odréznieniu od fluoksetyny nie

wywoluje dysfunkcji seksualnych i dolegliwosci ze strony ukladu pokarmowego
[Hajos et al., 2004].

Jeszcze inng grupe LPD stanowig TeCAs, ktéra obejmuje zwiazki o budowie
tetracyklicznej. Jednym z nich jest mianseryna, ktéra nasila przekaZnictwo nora-
drenergiczne w sposéb posredni - poprzez dziatanie antagonistyczne wzgledem
autoreceptoréw, a@s-AR, do ktérych ma  wysokie = powinowactwo
[Nalepa and Vetulani, 1994]. Prowadzi to do zahamowania ujemnego sprzg¢zenia
zwrotnego i w konsekwencji do zwigkszenia stgzenia NA w szczelinie synaptycz-

nej. Zwiazek ten wykazuje dziatanie antagonistyczne réwniez wobec receptoréw
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histaminowych H1, jednak wynikajacy z tego efekt nasenny mozna ostabic sto-
sujac mianserynge w politerapii z lekiem z grupy SSRIs, jednoczes$nie zmniejsza-
jac nasilenie zaburzen funkcji seksualnych wywotywanych przez leki z tej grupy
[Ferreri et al., 2001, Loza et al., 2007].

1.2.2 Rola pierwiastkéw w farmakoterapii depresji

Faczenie LPD o r6znym mechanizmie dziatania (np. serotoninowym i nora-
drenergicznym) jest czgstym podejSciem w farmakoterapii depresji, szczegdlnie
w przypadkach, gdy zastosowanie leku pierwszego rzutu nie przyniosto zadowa-
lajacych rezultatow. Politerapia ma uzasadnienie rowniez w sytuacjach, gdy ze
wzgledu na ztozone potrzeby pacjenta stosowanie LPD musi zosta¢ uzupetnione o
leki nasenne, przeciwpsychotyczne lub przeciwlgkowe. Jednym ze Srodkéw reko-
mendowanych do augmentacji w terapii zaburzen depresyjnych jest lit. Pierwiastek
ten, podobnie do mianseryny, charakteryzuje si¢ wysokim stosunkiem korzysci
klinicznych do dziatan niepozadanych, a skutecznos$¢ leczenia przeciwdepresyj-
nego po polaczeniu z jego przyjmowaniem moze wzrosnaé nawet ponad 3-krotnie
[Loza et al., 2007]. Istnieja doniesienia wskazujace, ze przeciwdepresyjny efekt te-
rapii moze poprawiaé suplementacja réwniez innych pierwiastkéw. Na szczeg6lng
uwage w tym obszarze zastuguja cynk (Zn), miedz (Cu), magnez (Mg) 1 wapn (Ca)
[Poleszak et al., 2005, Siwek et al., 2005, Galeotti et al., 2006, Siwek et al., 2009].

Cynk wystgpuje w organizmie niemal wytacznie wewnatrzkomérkowo, w for-
mie zwigzanej m. in. z metaloproteinazami. Uznawany jest za neuroprzekaznik
pierwszego rzedu i regulator transmisji synaptycznej, a jego obecnosS¢ jest szcze-
go6lnie istotna dla prawidtowej aktywnosci dehydrogenazy glutaminianu i polime-
razy RNA [Nowak et al., 2005, Sensi et al., 2009, Té6th, 2011]. W testach na
zwierzgtach wykazano przeciwdepresyjne dziatanie cynku, co przypuszczalnie wy-
nika z hamujacego dziatania tego pierwiastka na receptor NMDA [Poleszak et al.,
2008, Szewczyk et al., 2010]. Zaobserwowano réwniez, ze niedobdr cynku zaburza
skuteczno$¢ dziatania LPD réznego typu [Miyniec and Nowak, 2012, Mtyniec
et al., 2013].

Miedz, podobnie do cynku, reguluje w organizmie wiele istotnych proceséw
biochemicznych, w tym syntez¢ hemoglobiny, metabolizm glukozy, formowanie

mieliny 1 syntez¢ tryptofanu [Schlegel-Zawadzka and Nowak, 2000, Collins and
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Klevay, 2011]. Co szczeg6lnie istotne w kontekscie depresji, obecno$¢ miedzi jest
niezbedna do prawidtowego funkcjonowania enzymoéw Sciezki syntezy i1 rozkla-
du katecholamin — hydroksylazy tyrozynowej, 3-hydroksylazy dopaminy i MAO
[Schlegel-Zawadzka and Nowak, 2000]. Ponadto, miedZ wykazuje dzialanie anta-
gonistyczne wobec receptorow NMDA, AMPA i1 GABA-A [Opazo et al., 2014].
W badaniach na zwierzgtach zaobserwowano, ze niedob6r miedzi skutkuje obni-
zeniem poziomu NA w mézgu. Prawdopodobnie wynika to ze zmniejszenia ak-
tywnosci (3-hydroksylazy dopaminy, co odnotowuje si¢ réwniez w surowicy pa-
cjentéw chorujacych na depresje [Prohaska and Smith, 1982, Siwek et al., 2005].
Rola cynku 1 miedzi w etiopatogenezie depresji wydaje si¢ by¢ SciSle zwiazana
ze zjawiskiem stresu oksydacyjnego. W szczegd6lnosci z dziataniem zaleznych od
tych pierwiastkéw dwoéch izoform dysmutazy ponadtlenkowej — SOD-1 i SOD-3,
ktore katalizuja reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego [Russo, 2010,
Moylan et al., 2014]. Co wigcej, u pacjentéw cierpiacych na depresje odnotowuje
si¢ wyrazne obnizenie stgzenia cynku i zwigkszenie stgzenia miedzi w surowicy
w poréwnaniu do oséb zdrowych, dlatego poziomy tych pierwiastkéw w surowi-
cy proponowane s3 jako potencjalne obwodowe markery zaburzen depresyjnych
[Russo, 2011, Siwek et al., 2013, Ni et al., 2018]. Istnieje rowniez potencjalna
korelacja pomigdzy nasileniem zaburzen afektywnych a stgzeniami réznych pier-
wiastkéw w surowicy, np. stosunku stezen Zn/Cu i Mg/Cu [Zieba et al., 2000,
Russo, 2011].

Magnez jest kofaktorem ponad 300 enzymdéw 1 zaangazowany jest
m.in. w reakcje syntezy ATP i1 kwaséw nukleinowych [Swaminathan, 2003].
W formie jonowej blokuje receptor NMDA w spos6b zalezny od napigcia, dla-
tego w warunkach niedoboru magnezu w mézgu dochodzi do niekontrolowanego
naplywu jonéw wapniowych do komoérek 1 uwalniania glutaminianu, co skutkuje
nadmierng depolaryzacja neuronéw 1 dysfunkcja ich dzialania [Nowak et al., 1984,
Mayer et al., 1984]. W rezultacie, przy niedoborze magnezu moze dochodzi¢ do
rozwoju nadpobudliwo$ci nerwowo-mig$niowej, arytmii serca, a takze zaburzen
afektywnych [Swaminathan, 2003]. Podobnie jak w przypadku cynku, u pacjentow
z depresja obserwuje si¢ obnizenie poziomu magnezu w surowicy i jego normali-
zacje po leczeniu np. litem [Zieba et al., 2000, Eby and Eby, 2006]. Wykazano

réwniez, ze suplementacja magnezem zwigksza efektywnos¢ farmakoterapii depre-

32



ROZDZIAL 1. WSTEP

sji, a nawet sama w sobie wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne [Poleszak et al.,
2004, Eby III and Eby, 2010].

Wapn bierze udziat w regulacji takich zjawisk jak krzepnigcie krwi i skurcz
migsni, a takze uwalnianie neurotransmiteréw i transmisja synaptyczna (w tym diu-
gotrwale wzmocnienie i ostabienie synaptyczne — LTP 1 LTD). Jak opisano powy-
zej, jony wapniowe poSrednicza w procesie ekscytotoksycznosci, a ich niekontrolo-
wany naptyw moze prowadzi¢ do dysfunkcji 1 degeneracji neuronéw
[Yamawaki et al., 1998, Arundine and Tymianski, 2003, Deutschenbaur et al.,
2016]. Wykazano réwniez, ze zwiazki blokujace kanaty wapniowe moga redu-
kowaé objawy depresyjne zaréwno w badaniach na zwierzgtach, jak i u ludzi w
politerapii z SSRIs [Galeotti et al., 2006, Tully et al., 2018].

1.2.3 Zmiany adaptacyjne w wyniku wielokrotnego stosowania

Poczynajac od odkrycia pierwszych LPD, historia farmakoterapii depresji 1
przyjety podziat LPD wspieraty hipoteze, w mysl ktérej depresja wynika z obnizo-
nego stezenia monoamin (gléwnie NA i 5-HT) w strukturach mézgowych odpowie-
dzialnych za procesy poznawcze i emocje, a terapeutyczne dziatanie LPD wynika
z normalizacji poziomu tych neuroprzekaznikow [Schildkraut, 1965, Stahl, 2013].
Jednak niektore aspekty monoaminergicznej teorii depresji od zawsze budzity pew-
ne watpliwosci. Pierwszym z nich jest fakt, ze osiagnigcie efektu terapeutycznego u
pacjentéw wymaga wielokrotnego i kilkutygodniowego stosowania LPD, podczas
gdy do nasilenia transmisji monoaminergicznej dochodzi w stosunkowo krétkim
czasie juz po pojedynczym podaniu leku [Krishnan and Nestler, 2008, Pereira and
Hiroaki-Sato, 2018]. Drugim jest brak udowodnionego dzialania przeciwdepresyj-
nego zwiazkow, ktore nasilaja uwalnianie monoamin do szczeliny synaptycznej
(np. amfetamina) lub hamuja ich wychwyt (np. kokaina) [Pilc et al., 2000, Lanni
et al., 2009]. Co wigcej, istnieja LPD, ktére ostabiaja transmisj¢ monoaminer-
giczng. Przyktadowo, tianeptyna dziata jako allosteryczny modulator transportera
5-HT (SERT) nasilajac wychwyt zwrotny 5-HT, a mimo tego wykazuje dziata-
nie przeciwdepresyjne. Zatem jezeli zaréwno inhibitory (SSRIs) jak i aktywato-
ry (tianeptyna) wychwytu 5-HT dziataja przeciwdepresyjnie, to jest wysoce wat-
pliwe by efekt ten wynikat bezpoSrednio 1 wylacznie ze zmiany nasilenia trans-

misji serotoninowej [Pilc et al., 2000]. W sprzecznosci z pierwotnie sformuto-
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wang teorig monoaminergiczng pozostaja rowniez wyniki badan, w ktérych wy-
kazano, ze u oséb zdrowych obnizenie poziomu monoamin nie wywotuje obja-
woOw depresji. Moze jednak prowadzi¢ do nawrotu choroby u pacjentéw w remisji
[Ruhé et al., 2007, Pereira and Hiroaki-Sato, 2018].

Wobec powyzszych, obnizenie transmisji monoaminergicznej w mozgu nie jest
wystarczajacym czynnikiem do wywotania depresji, cho¢ nie zmienia to faktu, ze
terapeutyczne dziatanie LPD jest posrednio zwiazane z regulacja poziomu mono-
amin. Przeniosto to uwage badaczy w strong zmian farmakologicznych i bioche-
micznych, do ktérych dochodzi w wyniku wielokrotnych podan LPD i ktérych
nie obserwuje si¢ po podaniu jednorazowym. Pierwsza tego typu obserwacja byla
down-regulacja 5-AR, polegajaca na zmniejszeniu gestosSci tych receptoréw i aku-
mulacji wtérnego przekaznika, cAMP, w odpowiedzi na dziatanie NA [Vetulani
and Sulser, 1975]. Efekt ten wykazano w efekcie wielokrotnych podan zaréwno
TLPD jak i IMAO, jednak w przypadku lekow z grupy SSRIs otrzymywane wy-
niki byty niejednoznaczne [Sugrue, 1983, Nalepa and Vetulani, 1993, Maj, 2000].
Ponadto, stosowanie lekéw [3-adrenolitycznych (tzw. (3-blokeréw) nie wywotuje
efektu przeciwdepresyjnego, a dalsze badania wykazaty, ze down-regulacja 5-AR
bedaca wynikiem wielokrotnych podan niektérych LPD ma przypuszczalnie cha-
rakter kompensacyjny 1 wigze si¢ z utrzymaniem homeostazy w odpowiedzi na lek

nasilajacy transmisj¢ noradrenergiczng [Cowen et al., 1985].

Rozwdéj LPD z grupy SSRIs przyczynit si¢ do zwigkszenia liczby badan po-
Swigconych receptorom serotoninowym. Wykazano, ze przy wielokrotnym stoso-
waniu wigkszo$¢ LPD, szczeg6lnie TLPD 1 IMAQ, nasila transmisj¢ serotoninowa.
Z kolei SSRIs i niektére SNRIs (np. wenlafaksyna) nasilajg transmisj¢ serotonino-
wa po podaniu jednorazowym, a przy wielokrotnym stosowaniu moga ja ostabiac.
W toku dalszych badan zaobserwowano, ze zaréwno u zwierzat jak i u ludzi wielo-
krotne podania SSRIs skutkuja zmniejszeniem wrazliwosci receptorow 5-HT1A na
dziatanie 5-HT. Receptory te dziataja jako autoreceptory, a ich aktywacja prowadzi
do zmniejszenia uwalniania 5-HT do szczeliny synaptycznej. Zatem wynik ten
mogt sugerowad, ze opdznienie efektu terapeutycznego lekéw z grupy SSRIs wiaze
si¢ z czasem, ktory jest potrzebny do zmiany wrazliwosci receptoréw na skutek
zwigkszonego poziomu 5-HT w poczatkowym okresie stosowania leku. Idac tym

tropem, politerapia taczaca SSRIs z lekami selektywnie blokujacymi receptory
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5-HT1A mogta by dawac szybszy efekt terapeutyczny, jednak niestety nie znalazto
to odzwierciedlenia w psychiatrii klinicznej [Maj, 2000, Harmer et al., 2017].

Istnieja réwniez doniesienia, ktére w konteks$cie zmian adaptacyjnych w wy-
niku wielokrotnych podan LPD podkreslaly rolg receptoréw as-AR. Receptory
te moga dziata¢ zaréwno jako autoreceptory na zakoniczeniach neuronéw nora-
drenergicznych (hamujac uwalnianie NA) jak i heteroreceptory na zakonczeniach
neuronéw serotoninowych (hamujac uwalnianie 5-HT). Proponowano, ze wzrost
poziomu NA w poczatkowym okresie stosowania LPD prowadzi do zmniejszenia
wrazliwosci as-AR w niektérych rejonach mézgu, a w konsekwencji do nasilenia
transmisji noradrenergicznej i serotoninowej [Maj et al., 1984, Elhwuegi, 2004].

Inng zmiana, w przeciwienstwie do down-regulacji 5-AR, jaka zaobserwowano
w ukladzie noradrenergicznym po  wielokrotnych podaniach LPD,
jest up-regulacja a;-AR. Efekt ten potwierdzono w badaniach behawioralnych,
biochemicznych i elektrofizjologicznych, dla szeregu LPD z r6znych grup: TLPD,
citalopramu (SSRI) i mianseryny (TeCA) [Vetulani et al., 1984, Nowak and Przega-
liiski, 1988], a takze milnacipranu (SNRI) [Maj et al., 2000] i reboksetyny (NRI)
[Rogoz and Kolasiewicz, 2001]. Wykazano, ze zar6wno imipramina 1 dezipramina
(TLPD), jak 1 wenlafaksyna 1 milnacipran (SNRIs), a takze citalopram (SSRI) i
mianseryna (TeCA) stosowane wielokrotnie nasilaja wypieranie [*H]-prazosyny
przez fenylefryng z a;-AR w korze mézgowej, wzgorzu i hipokampie. Wskazuje
to na wzrost powinowactwa tych receptoréw do ich agonistéw i stanowi spdjna
obserwacje, ze LPD o r6znym dzialaniu farmakologicznym po podaniu jednora-
zowym daja podobne zmiany adaptacyjne w wyniku wielokrotnego stosowania
[Menkes et al., 1983, Klimek et al., 1991, Maj et al., 2000].

1.2.4 Kierunki poszukiwan nowych strategii farmakologicznych

Odkrycie zmian wrazliwoSci 1 gestoSci receptorow po wielokrotnych podaniach
LPD, szczegélnie w uktadach neuroprzekaznikéw, na ktére dany lek nie wplywa
po podaniu jednorazowym, sktonito badaczy do poszerzenia pola poszukiwan me-
chanizméw odpowiadajacych za efekt terapeutyczny LPD. Do wyznaczenia nowe-
go kierunku badan przyczynit si¢ rowniez rozwdj nauki i zwigkszenie wiedzy na
temat szlakow molekularnych i komérkowych, ktére reguluja funkcje neuronéw.

Dzigki temu uwaga badaczy zostata skupiona na wewnatrzkomérkowych szlakach
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przekazywania sygnalu oraz mechanizmach regulacji ekspresji genéw i transla-
cji biatlek. W badaniach podejmowano préby okreslenia wptywu LPD na wiele
elementéw wewnatrzkomoérkowych, w tym biatka G 1 ich podjednostki, wtérne
przekazniki gtéwnych szlakéw sygnalowych (cAMP, IP3;, DAG), kinazy biatko-
we (PKC, CaMKII, ERK1/2, GSK-3/3), czynniki transkrypcyjne (CREB) i inne
[Nalepa and Sulser, 2004, Duric and Duman, 2013].

Przetomowa obserwacj¢ stanowity wyniki §wiadczace o tym, ze zdecydowana
wigkszo§¢ LPD podnosi poziom neurotroficznego czynnika pochodzenia
moézgowego (BDNEF, ang. brain derived neurotrophic factor) [Nibuya et al., 1996].
Czynnik ten odgrywa szczeg6lna role na etapie rozwoju uktadu nerwowego w two-
rzeniu, réznicowaniu i przezyciu neuronéw, ale réwniez na pdZniejszych etapach
w procesach plastycznosci synaptycznej. Zjawisko to lezy u podstaw uczenia sig,
pamigci i zdolnoSci uktadéw neuronalnych do adaptacji, a posrednicza w nim ta-
kie mechanizmy jak regulacja presynaptycznych mechanizméw uwalniania neuro-
przekaznikéw, postsynaptyczna sygnalizacja Ca®", zmiany w budowie i lokalizacji
receptoréw glutaminianu oraz funkcji i liczby potaczen synaptycznych [Citri and
Malenka, 2008, Castrén and Kojima, 2017]. Do zwigkszenia poziomu BDNF w
wyniku dziatania LPD moze dochodzi¢ na skutek nasilonej transmisji monoami-
nergicznej 1 aktywacji kinaz biatkowych (np. PKC, CaMKII, Akt) fosforylujacych
czynnik transkrypcyjny CREB, ktéry reguluje ekspresj¢ BDNF [Kornhauser et al.,
2002, Wang et al., 2018]. Co wigcej, u pacjentéw chorujacych na depresj¢ odno-
towano zmniejszenie objgto$ci hipokampa, a w badaniach na zwierzgtach odwré-
cenie atrofii dendrytycznej wywotanej stresem dzigki podawaniu LPD, co tacznie
doprowadzito do sformutowania neurotroficznej hipotezy depresji [Duman and Li,
2012]. Wykazano réwniez, ze u zwierzat w wyniku przewleklego stresu fizycz-
nego lub psychicznego dochodzi do zaburzeri sygnalizacji wewnatrzkomérkowej
1 ekspresji gendw oraz funkcji potaczen synaptycznych i ich liczby - szczegdl-
nie w obszarach korowych i limbicznych zwiagzanych z depresja, takich jak kora
przedczotowa i hipokamp [Pittenger and Duman, 2008, McEwen and Morrison,
2013, McEwen et al., 2015]. Ponadto, na skutek przewlektego stresu dochodzi do
obnizenia poziomu BDNF w mézgu zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi [Duman and
Monteggia, 2006, Castrén, 2014]. Z kolei obnizenie poziomu BDNF moze sprzyjac

neurodegeneracji neuronéw na skutek zmniejszenia aktywacji antyapoptotyczne;j
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Sciezki PI3K-Akt i hamowania GSK-34 - kinazy, ktdra jest zaangazowana w wiele
procesOw komodrkowych, takich jak sygnalizacja komdrkowa, proliferacja i pla-
stycznos$¢, a w formie aktywnej wykazuje dziatanie proapoptotyczne [Grimes and
Jope, 2001b, Matczynska et al., 2019].

Odpowiedz organizmu na stres jest Sci§le zwiazana z nasileniem aktywacji osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (o§ HPA, ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis), ktéra reguluje wydzielanie NA, adrenaliny i1 glikokortykosteroidow z nad-
nerczy do krwiobiegu. Do ostatniej grupy zaliczane sa m.in. kortyzol (u ludzi) i
kortykosteron (u zwierzat), ktére potocznie nazywane sa hormonami stresu. Pod-
wyzszony poziom glikokortykosteroidéw moze prowadzi¢ do uszkodzenia neu-
ronéw i stymulowac procesy immunologiczne o charakterze zapalnym (takie jak
synteza i sekrecja bialek ostrej fazy oraz cytokin prozapalnych). Sugeruje sig, ze
moze to wynikac z nasilenia uwalniania glutaminianu do poziomu, w ktérym steg-
zenie tego neuroprzekaznika w przestrzeni migdzykomoérkowej wykazuje dziatanie
ekscytotoksyczne na neurony [Popoli et al., 2012]. Badania uktadu glutaminia-
nergicznego w kontekscie farmakoterapii depresji daja z reszta bardzo obiecujace
wyniki. Zwiazki bedace antagonistami NMDAR wykazuja dziatanie przeciwdepre-
syjne, natomiast wielokrotne podanie LPD obniza powinowactwo tego receptora
do jego agonistow [Nowak et al., 2010]. Ponadto, opisanie przeciwdepresyjnego
dziatania ketaminy (zwiazku powszechnie stosowanego w anestezjologii, bedace-
go niekompetycyjnym antagonista NMDAR) stanowito przetomowe odkrycie w
historii farmakoterapii depresji [Berman et al., 2000], bowiem przeciwdepresyjny
efekt ketaminy uzyskiwany jest w ciagu kilku godzin i utrzymuje si¢ do kilku
dni, na dodatek w wyniku pojedynczego podania. Aktualne doniesienia wskazu-
ja, ze mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania ketaminy mozna podzieli¢ na
dwa etapy. W pierwszym, na skutek antagonizmu NMDAR dochodzi do zwigksze-
nia uwalniania glutaminianu i nasilenia aktywacji receptoréw AMPA (AMPAR).
W drugim, na skutek nasilenia aktywacji AMPAR dochodzi do zmian w zakresie
wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnatowych, ktére prowadza do aktywacji kina-
zy mTOR. Potencjalnie, etap ten moze zachodzi¢ za posrednictwem kilku Sciezek:
(1) poprzez aktywacje zaleznych od napigcia kanatéw wapniowych typu L, co pro-
wadzi do zwigkszonego uwalniania BDNF 1 aktywacji Sciezki TrkB-Akt—-mTOR
[Lepack et al., 2015], (2) poprzez aktywacj¢ szlakéow MEK/ERK i PI3K/AKT
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[Mao et al., 2004, Wang et al., 2004], (3) poprzez hamowanie kinazy syntazy gli-
kogenu (3 (GSK-3/3), ktéra hamuje mTOR [Zoncu et al., 2011, Beurel et al., 2011].
Co ciekawe w kontekscie farmakoterapii depresji, dziatanie hamujace wobec GSK-
3 wykazuje rowniez lit, a jego wysoka dawka moze wywotywac efekt przeciw-
depresyjny w sposob podobny do ketaminy [Grimes and Jope, 2001a, Beurel et al.,
2011].

Podsumowujac, dotychczas w kontekscie patofizjologii depresji i dziatania LPD
sformutowano wiele hipotez, sposréd ktérych mozna wyrézni¢ hipoteze¢ monoami-
nergiczng, neurotroficzna, neuroplastyczna, kortykosteroidowa, immunologiczna,
glutaminianergiczng i inne. Hipotezy te nie wykluczaja si¢ wzajemnie, a wrgcz
przeciwnie, wydaja si¢ przenikac i uzupetnia¢ jak elementy skomplikowanej ukta-
danki, ktérej konicowy obraz niestety nadal pozostaje poza zasiggiem wzroku ba-
daczy. Mimo dekad badan, rozwoju nauki i obiecujacych odkry¢, wciaz zadna
hipoteza nie ttumaczy w petni patofizjologii depresji, a dostgpna farmakoterapia nie
jest zadowalajaca. Analizujac najnowsze doniesienia mozna odnie$¢ wrazenie, ze
badacze postawili sobie za cel zglebi¢ mechanizmy dziatania LPD w jak najdrob-
niejszym szczeg6le. Podejscie to samo w sobie oczywisScie nie jest zle, aczkolwiek
wymaga uwaznej analizy na kazdym poziomie szczegétowosci, gdyz wiaze sig¢
z ryzykiem otrzymania niejednoznacznych lub niespdjnych wynikéw w sytuacji
pominigcia jakiego$ elementu na wczesniejszym etapie. Wiele wskazuje na to, ze
w przypadku patofizjologii depresji i dzialania LPD tym brakujacym elementem

uktadanki moga by¢ a;-AR, a doktadniej ich funkcjonalne zréznicowanie.

Pozostaje bez watpliwosci, ze LPD wpltywaja w spos6b bezposredni lub posred-
ni na uktad noradrenergiczny. Stanowi on wspélny mianownik monoaminergicznej
i kortykosteroidowej hipotezy depresji, poprzez zaangazowanie w mechanizmy od-
powiedzi organizmu na stres rowniez hipotez neuroplastycznej i immunologicznej,
a poprzez wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnalowe takze neurotroficznej i glutami-
nianergicznej hipotezy depresji. Podobnie udzial a;-AR w efektach LPD zostat
wielokrotnie wykazany, jednak rosnaca liczba doniesienn wskazuje na to, ze udziat
ten jest zr6znicowany w zaleznoSci od podtypu «;-AR. Przyktadowo, wielokrotne
podania imipraminy zwigkszaja poziom mRNA i gestoS¢ receptorowa podtypu
a1, ale nie oy, w korze przedczotowej szczuréw [Nalepa et al., 2002], szereg

LPD o r6znym mechanizmie dziatania charakteryzuje (po podaniu jednorazowym)
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znacznie wyzsze powinowactwo do podtypu a;4, wykazujac tym samym stab-
sze dziatanie wzgledem podtypéw ayp 1 a;p [Nojimoto et al., 2010, Proudman
et al., 2020], a ponadto w politerapii depresji znajduje zastosowanie brekspipra-
zol, ktérego jednym z dziatan receptorowych jest antagonizm wzgledem «;3-AR
[Ma et al., 2017, Al Shirawi et al., 2017]. W tym miejscu warte przypomnienia
jest, ze u myszy nadekspresja podtypu a5 prowadzi do progresywnej degeneracji
neurondw, podczas gdy nadekspresja podtypu oy 4 pozytywnie wptywa na funkcje
poznawcze 1 procesy neurogenezy, a zwierzeta te w testach behawioralnych wy-
kazuja fenotyp przeciwdepresyjny (Rozdziat 1.1.4). Co wigcej, z a1 4-AR moga
bezposrednio oddziatywac jony cynku i miedzi (z powinowactwem w zakresie ich
stezen fizjologicznych), a poziomy tych pierwiastkOw w surowicy sa zaburzone u
pacjentéw chorujacych na depresje [Ciolek et al., 2011].

W $wietle powyzszych informacji préby funkcjonalnego zréznicowania podty-
pow a1-AR w dziataniu LPD wydaja si¢ by¢ wysoce uzasadnione, a ich wyniki
potencjalnie zapewniaé wiele korzysci. Mozna przypuszczaé, ze efekty danego
LPD sa zalezne od podtypow a;-AR, na ktére wplywa, od charakteru tego od-
dziatywania 1 od zmian wywotanych w wewnatrzkomérkowych szlakach przeka-
zywania sygnatu zwiazanych z o;-AR. Obserwacje 1 wnioski wyciagnigte z takiej
analizy mogty by rozjasni¢ obraz dotychczasowych badan nad efektami przeciw-
depresyjnymi i dziataniami niepozadanymi obecnych LPD, postuzy¢ do przewi-
dywania potencjatu terapeutycznego nowych LPD i by¢ moze opracowania lekéw
o zwigkszonej specyficznoSci wzgledem podtypu a;-AR. Badania te wpisuja si¢
rowniez w aktualne trendy badawcze, ktére podkreslaja znaczenie receptoréw me-
tabotropowych jako celéw nowych strategii farmakologicznych leczenia zaburzen
depresyjnych [Senese et al., 2018, Jaroriczyk and Walory, 2022]. Ponadto, historia
farmakologii obfituje w takie odkrycia jak koncepcja Raymonda Ahlquista, ktory
zaproponowal rozréznienie AR na podtypy « i 5 wykazujace odmienne efekty
aktywacji w wyniku dziatania tego samego liganda. Odkrycia te otworzyty droge
do wielu dalszych badan z r6znych dziedzin nauki, co tym bardziej sktania do roz-
wazenia funkcjonalnego zr6znicowania podtypéw a;-AR w kontekScie dziatania
LPD.
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Cele pracy

Gtéwnym celem rozprawy bylo zbadanie, czy funkcjonalny udzial a;-AR
w efektach indukowanych przez LPD jest zr6znicowany w zaleznosci od podtypu
a1-AR. Cel ten realizowano w oparciu o badania przeprowadzone w genetycznych

modelach in vitro i in vivo, poprzez nastgpujace cele szczegdtowe.

1. Wykorzystujac trzy linie komérkowe ze stabilng ekspresja pojedynczego pod-
typu a1-AR (alA-AR, a1B-AR i a1D-AR), okreslenie czy i w jaki sposob
LPD z réznych grup wptywaja na indukowana przez agoniste aktywacje
poszczegdllnych podtypow a;-AR, z uwzglednieniem krétkotrwatego 1 diu-

gotrwatego oddziatywania LPD na receptor.

2. Wykorzystujac mysia lini¢ transgeniczng typu potréjny knockout z unie-
czynnieniem genéw kodujacych wszystkie trzy podtypy a;-AR (ABD-KO),
ocenienie wplywu mutacji na gestos$¢ receptoréw adrenergicznych o, as i 3

w moézgu na podstawie badan autoradiograficznych.

3. Wykorzystujac trzy mysie linie transgeniczne typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem genu kodujacego pojedynczy podtyp a;-AR (A-KO, B-KO
1 D-KO), ocenienie wptywu mutacji na tkankowe poziomy neurotransmite-

row monoaminergicznych i ekspresj¢ biatek apoptotycznych.

4. Wykorzystujac trzy mysie linie transgeniczne typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem genu kodujacego pojedynczy podtyp o1-AR (A-KO, B-KO
i D-KO), okreslenie czy i w jaki sposéb dana mutacja wptywa na efekty

dlugotrwatego stosowania dezipraminy i milnacipranu w mézgu samcow i
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samic na réznych poziomach molekularnych, na podstawie badan ekspresji
mRNA podtypéw a;-AR, profilowania ekspresji genéw, ekspresji i aktywacji

wybranych bialtek sygnatowych oraz pozioméw wybranych pierwiastkéw.

5. Poglebienie wiedzy na temat roli podtypéw a;-AR w efektach dziatania
LPD, w kontekscie potencjalnego rozwoju nowych strategii farmakoterapii

depresji.
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Rozdziatl 3

Materialy i metody

3.1 Modele in vitro - linie komorkowe

3.1.1 Hodowle komorkowe i transfekcja

Komérki PC12 (DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH, Leibniz Institute, Niemcy), wywodzace si¢ z guza chromochton-
nego nadnerczy szczura, hodowano w medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)
zawierajacym 10% surowice koriska (PAA Laboratories, Niemcy), 5% ptodowa su-
rowicg bydleca (PAA Laboratories, Niemcy), 10 mg/ml streptomycyne
(Sigma-Aldrich, USA) i 100 U/ml penicyling (Sigma-Aldrich, USA). Hodowle
komérkowe prowadzono, zgodnie z zaleceniami repozytorium DSMZ, na szal-
kach hodowlanych pokrytych kolagenem typu I (Corning, USA) w temperaturze
37°C i atmosferze zawierajacej 5% COs. Komérki PC12 poddano transfekceji z
uzyciem lipofektaminy 2000 (Invitrogen, USA) i plazmidu pcDNA3.1(+) zawiera-
jacego gen kodujacy ludzki oy .-AR (AROATAO0001) lub o1 g-AR (AROA1B0000)
(cDNA Resource Center, Missouri S&T, USA) (Rycina 3.1). Komoérki wykazu-
jace stabilng transfekcje wyselekcjonowano na podstawie wzrostu w obecnosci
500 pg/ml antybiotyku G418 (Sigma-Aldrich, USA) oraz oceny funkcjonalnej ak-
tywnosci receptoréw «; 4-AR 1 a1 g-AR opisanej w Rozdziale 3.1.1.1.

W badaniach wykorzystano réwniez lini¢ komérkowa ChemiSCREEN”Y Ready-
to-Assay’™ o p Adrenergic Family Receptor Frozen Cells (Sigma-Aldrich, USA),

ktéra charakteryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji ludzkiego «;p-AR na po-
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&

EcoRlI Xhol
1 1

halphalA-AR BGH pA NeoR | SV40 pA

PEMV PS\."EIO

EcoRlI Xbal

hAlphaiB-AR g BGH pA NeoR | 5V40 pA

P CMV P5V40

Rycina 3.1: Kasety ekspresyjne plazmidéw uzytych do transfekcji, zawierajacych gen
kodujacy ludzki a1 4-AR (A) lub a1 5-AR (B). EcoRI, Xhol, Xbal - miejsca cig¢ enzyméw
restrykcyjnych, Pcoasy, — promotor ludzkiego wirusa cytomegalii, hAlphal A-AR - ludzki
alA-AR, hAlphalB-AR - ludzki a1B-AR, BGH pA - sygnat poliadenylacji z genu
kodujacego bydlgcy hormon wzrostu, Pgy 49 — promotor matpiego wirusa SV40, NeoR
— gen opornoSci na neomycyng, SV40 pA — sygnat poliadenylacji z wirusa SV40.

wierzchni komorek i zostata stworzona ze szczegdlnym przeznaczeniem do ozna-
czen jonéw wapnia uwalnianych w odpowiedzi na stymulacj¢ tego receptora.
Komérki te hodowano w medium DMEM (Gibco, USA) zawierajacym 10% pto-
dowa surowice bydleca (PAA Laboratories, Niemcy).

Hodowla genetycznie zmodyfikowanych linii komérkowych i ich uzycie
w celach badawczych zostaty zatwierdzone przez Ministra Klimatu i Srodowiska
(Decyzja nr 28/2015, Decyzja nr 49/2021).

Tabela 3.1: Linie komérkowe wykorzystane w badaniach in vitro

Nazwa Charakterystyka Zrodio

alA-AR komérki PC12 ze stabilng ekspresja | transfekcja
a14-AR

alB-AR komérki PC12 ze stabilng ekspresja | transfekcja
a15-AR

alD-AR ChemiSCREEN”™  Ready-to-Assay’™ | Sigma-Aldrich,
a1p Adrenergic Family Receptor Frozen | USA
Cells
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3.1.1.1 Ocena funkcjonalnos$ci linii komérkowych ze stabilng ekspresja
alA-AR i alB-AR

Odpowiedz komérek na stymulacje receptoréw o 4-AR 1 a1 3-AR wywotang
dziataniem agonistéw, noradrenaliny (Sigma-Aldrich, USA) i fenylefryny
(Sigma-Aldrich, USA), oceniano na podstawie pomiaru akumulacji fosforanu ino-
zytolu (IP). Pomiar wykonano zgodnie z procedura opisana w Rozdziale 3.1.2.1,az
krzywej zaleznoSci stgzenia IP od stgzen agonisty wyznaczono wartosci ECsg. Po-
dobnie zbadano odpowiedZ komoérek na stymulacjg¢ receptoréw «aj4-AR
i a1 p-AR wywotang dziataniem noradrenaliny po wcze$niejszej ekspozycji na dzia-
fanie antagonistow, prazosyny (Sigma-Aldrich, USA) i WB4101 (Sigma-Aldrich,
USA). Pomiar wykonano zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.1.2.1, jednak
w tym przypadku do buforu stymulujacego dodano prazosyng¢ lub WB4101 w
zakresie stezefi od 4-10719 M do 4-10~* M, a nastepnie po 5 min dodano noradrena-
ling, ktdrej koncowe stezenie odpowiadato wartosci ECqg 1 wynosito 4 M. Wyniki
przedstawiono jako procent maksymalnej odpowiedzi na stymulacje,
a z krzywej zaleznosci od stgzen antagonisty wyznaczono wartosci ICsg.

W celu oceny wptywu transfekcji i uzytecznosci komorek ze stabilng ekspresja
a14-AR 1 a3 5-AR do dalszych eksperymentéw, zbadano ich aktywno$¢ metabo-

liczna zgodnie z procedura opisana w Rozdziale 3.1.3.

3.1.2 Ocena aktywacji a1 -AR na podstawie pomiaru akumula-

cji wtornych przekaznikow
3.1.2.1 Pomiar akumulacji fosforanu inozytolu (IP)

Do pomiaru akumulacji fosforanu inozytolu (IP) wykorzystano zestaw IP-One
HTREF assay kit (Cisbio, USA). Komo6rki ai 4-AR 1 o 5-AR oddzielono od pod-
foza hodowlanego za pomoca roztworu nieenzymatycznego odczynnika Versene
(Gibco, USA) w PBS sporzadzonego w stosunku 1:1. Komoérki odwirowano (5 min,
200 x g) 1 zawieszono w buforze stymulujacym sktadajacym si¢ z 10 mM HEPES,
1 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 4,2 mM KCl, 146 mM NaCl, 5,5 mM glukozy,
50 mM LiCl, pH 7. Nastgpnie komérki wysiano na ptytke 384-dotkowa w ilosci
14 000 komoérek/7 1 buforu stymulujacego/dotek. Kolejne kroki wykonano zgod-
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nie z protokotem producenta zestawu. Komorki stymulowano poprzez ekspozycje
na dziatanie noradrenaliny lub fenylefryny w zakresie stezen 107 M do 1073 M.
Po 75 min inkubacji w temperaturze 37°C do komérek dodano odczynnik detek-
cyjny i inkubowano jeszcze przez 2 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
wykonano pomiar fluorescencji wykorzystujac funkcje odczytu z opdZnieniem cza-
sowym (TREF, fluorescencja czasowo-rozdzielcza). Fluorescencje wzbudzano Swia-
ttem o dilugosci fali 620 nm, a jej emisj¢ rejestrowano przy dlugosci fali

655 nm. Stgzenie IP obliczono zgodnie z protokotem producenta zestawu.

3.1.2.2 Pomiar akumulacji jonéw wapnia (Ca>")

Do pomiaru akumulacji jonéw wapnia (Ca®") wykorzystano zestaw Fluo-4
Direct’™ calcium assay kit (Invitrogen, USA). Komérki ChemiSCREEN”Y
Ready-to-Assay’™ o, p oddzielono od podtoza hodowlanego za pomoca roztwo-
ru trypsyny z EDTA (Gibco, USA), odwirowano (5 min, 200 X g) i zawieszo-
no w buforze sktadajacym si¢ z 30 ml 1 M HEPES w 1,47 1 1x HBSS pH 7,3.
Komoérki wysiano na ptytke 384-dotkowa w ilosci 17 000 komoérek/5 pl buforu
stymulujacego/dotek. Kolejne kroki wykonano zgodnie z protokotem producenta
zestawu. Komorki stymulowano poprzez ekspozycje na dzialanie noradrenaliny,
ktorej koncowe stezenie odpowiadato wartoSci ECyg 1 wynosito 1 gM. Po 5 min in-
kubacji w temperaturze 37°C do komérek dodano odczynnik 2X Fluo-4 Direct’ ™
calcium reagent loading solution (Invitrogen, USA) i inkubowano jeszcze przez
30 min w temperaturze 37°C, a nastgpnie 1 h w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie wykonano pomiar fluorescencji, ktoéra wzbudzano Swiattem o dtugosci fali
494 nm, a jej emisjg¢ rejestrowano przy dtugosci fali 516 nm. Stgzenie jonéw wap-

nia obliczono zgodnie z protokolem producenta zestawu.

3.1.3 Ocena aktywnosSci metabolicznej komoérek - metoda re-
dukcji resazuryny

Aktywnos¢ metaboliczng komérek oceniano na podstawie ich zdolnosci reduk-

cji resazuryny do resorufiny. Do hodowli komérkowych dodano 0,44 mM roztwor

resazuryny (Sigma-Aldrich, USA) w PBS (phosphate buffered saline). Komoérki

inkubowano przez 1h w temperaturze 37°C, a nastgpnie wykonano pomiar fluore-
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scencji resorufiny w spektrofluorymetrze Synergy Mx (BioTek Instruments, USA)
z wykorzystaniem programu Gen 5 (BioTek Instruments, USA). Fluorescencje
wzbudzano Swiattem o dlugosci fali 540 nm, a jej emisj¢ rejestrowano przy diu-

gosci fali 590 nm.

3.1.4 Badanie gestoSci podtypow a1-AR na powierzchni komoé-

rek - analiza saturacyjna wiazania [*H]-prazosyny

W celu zbadania gestoSci receptoréw a;-AR 1 oceny parametréw wiazania
wyznaczono liczbge miejsc wigzacych przypadajacych na komoérke wykorzystujac
metode analizy saturacyjnej przy uzyciu znakowanego antagonisty [*H]-prazosyny
(PerkinElmer, USA). Komérki PC12 ze stabilng funkcjonalng ekspresja a; 4-AR 1
a1 3-AR oraz komérki ChemiSCREENTY Ready-to-Assay’™ o, p zawieszono w
buforze 50 mM Tris-HCI pH 7,4, a nastgpnie poddano homogenizacji w homoge-
nizatorze tkankowym Polytron i wirowaniu (45 min, 35 000 x g, 4°C). Otrzymany
pelet poddano ponownej procedurze homogenizacji i wirowaniu. Nastgpnie tak
uzyskany pelet zawieszono w buforze 50 mM Tris-HC] pH 7,4 i zamrozono w
-80°C. W celu wyznaczenia catkowitego wigzania zastosowano rézne stg¢zenia ra-
dioliganda. Do oznaczen zmieszano: 25 pl buforu skladajacego sie
z 20 mmol/l Tris, 150 mmol/l NaCl, 1 mmol/l MgCl,, ImM EDTA, pH 74,
25 pl [*H]-prazosyna w zakresie stgzeri od 0,125 nM do 16 nM oraz 150 pl rozpusz-
czonego peletu. Oznaczono rowniez wigzanie niespecyficzne, przy stalym steze-
niu nieznakowanego liganda wysycajacego miejsca niespecyficznego taczenia sig¢
radioliganda do receptora. W tym przypadku bufor w mieszaninie zastagpiono
25 pl 10 uM prazosyny. Po 1 h inkubacji z wytrzasaniem w 37°C sondy zebrano
na 96-dotkowe ptytki z filtrami GF/B (PerkinElmer, USA) i 4-krotnie przeptukano.
Nastepnie po catonocnej inkubacji w ciemnosci dodano 35 pl ptynu scyntyla-
cyjnego Ultima Gold LSC Cocktail (Sigma-Aldrich, USA) i wykonano pomiar
luminescencji z wykorzystaniem aparatu MicroBeta TriLux (PerkinElmer, USA).
Stezenie biatka w roztworze peletu oznaczono za pomoca metody Lowry’ego 1
przeliczono na liczbe komoérek z eksperymentalnie wyznaczonej zaleznoSci 1,1
mln komérek - 0,25 mg biatka. Specyficzne wigzanie wyznaczono przez odjecie

sygnatu niespecyficznego (czyli w obecnosSci nieznakowanej prazosyny) od sygna-
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tu catkowitego (czyli przy braku obecnosci nieznakowanej prazosyny) w przelicze-
niu na 1 mg biatka. Z krzywych wiazania specyficznego wyznaczono parametry

stalej dysocjacji (K;) i maksymalna liczbg miejsc wiazacych (B,,4.).

3.1.5 Ocena wplywu lekow przeciwdepresyjnych na aktywacje

podtypow c;1-AR wywolana obecnoscia agonisty

W celu zbadania wptywu LPD na aktywacje a;-AR, komoérki inkubowano
przez 10 min z LPD (Tabela 3.2) w zakresie stezen od 1071© M do 10~% M,
przy czym po 5 min dodawano noradrenaling, ktérej koricowe stezenie odpowiada-
to wartoSci ECyg 1 wynosito 4 uM dla a;4-AR 1 a;g-AR lub 1 uM dla a1 p-AR.
Nastgpnie dodawano witasciwy odczynnik detekcyjny i po uptywie 75 min lub
95 min, odpowiednio dla pomiaru IP i Ca?", zmierzono akumulacje tych wtér-
nych przekaznikéw (zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.1.2). Z krzywych
zaleznoSci stezenia wtornych przekaznikéw od stezenia LPD wyznaczono wartosci
IC5p. Aktywno$¢ metaboliczng komérek po 30 min preinkubacji z LPD oceniono
na podstawie ich zdolnoS$ci redukcji resazuryny do resorufiny (zgodnie z procedura

opisang w Rozdziale 3.1.3).

Tabela 3.2: Leki przeciwdepresyjne wykorzystane w badaniach in vitro

Skrot Nazwa Zrédlo (nr katalogowy)

IMI imipramina Sigma-Aldrich, USA (I7379)
DMI dezipramina Sigma-Aldrich, USA (D3900)
CIT citalopram Sigma-Aldrich, USA (C7861)
FLU fluoksetyna Tocris Bioscience, UK (0927)
REB reboksetyna Tocris Bioscience, UK (1982)
MIA mianseryna Sigma-Aldrich, USA (M2525)
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3.1.6 Ocena wplywu 24 h i 120 h inkubacji z lekami przeciw-
depresyjnymi na aktywacje¢ podtypow a;-AR wywolana
obecnoscia agonisty

W celu zbadania wplywu przedtuzonej ekspozycji na dziatanie LPD na akty-
wacje a1-AR, komoérki inkubowano przez 24 h i 120 h w statym 10 M stezeniu
LPD (Tabela 3.2). Po odptukaniu komérki inkubowano z noradrenaling w zakresie
stezei od 10719 M do 10~* M. Nastgpnie po uptywie 75 min lub 95 min, odpo-
wiednio dla pomiaru IP i Ca®", zmierzono akumulacje tych wtérnych przekaz-
nikéw (zgodnie z procedura opisana w Rozdziale 3.1.2). Z krzywych zaleznosci
stezenia wtérnych przekaznikéw od stezenia agonisty wyznaczono warto$ci ECsy.
Aktywno$¢ metaboliczng komérek po 24 h i 120 h preinkubacji z LPD oceniono
na podstawie ich zdolnoSci redukcji resazuryny do resorufiny (zgodnie z procedura

opisang w Rozdziale 3.1.3).

3.1.7 Analiza danych

Do obliczen i1 wizualizacji danych, jeSli nie napisano inaczej, wykorzystano
programy Microsoft Excel 2016 1 2019 (Microsoft, USA) oraz Prism 5.0 i 9.0
(GraphPad, USA). Analiz¢ statystyczna otrzymanych wynikéw przeprowadzono
stosujac narzedzia programu Statistica 10 (StatSoft, USA). Szczegdtowe informa-
cje dotyczace zastosowanych metod statystycznych zamieszczono pod rycinami i

tabelami.
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Rycina 3.2: Schemat przebiegu eksperymentu oceniajacego wptyw 24 h (A) i 120 h (B)
inkubacji komoérek z lekiem przeciwdepresyjnym (LPD) na poziom aktywacji receptoréw
a1-adrenergicznych wywolany obecnoscia noradrenaliny (NA), oceniany na podstawie

akumulacji fosforanu inozytolu (IP) lub jonéw wapnia (Ca").
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3.2 Modele in vivo - mysie linie transgeniczne

3.2.1 Hodowla zwierzat i genotypowanie

Dos$wiadczenia przeprowadzono na samcach i samicach myszy trzech linii trans-
genicznych typu knockout (KO), z selektywnym unieczynnieniem a4 (A-KO),
a1p (B-KO) lub ayp (D-KO) oraz osobnikach typu dzikiego (WT) szczepu
C57BI16/J (Charles River, Niemcy). Poczatkowo planowano wykonanie badan na
myszach KO z unieczynnieniem wszystkich trzech podtypéw a;-AR (ABD-KO),
ktore sprowadzono w ramach zagranicznej wspélpracy z prof. Ian McGrath
i dr. Craig Daly (Univeristy of Glasgow, UK). Niestety z uwagi na obnizong ptod-
nos¢ charakterystycznag dla tej linii transgenicznej oraz trudno$ci w utrzymaniu
miotéw wynikajacych z adaptacji zwierzat do nowego Srodowiska, nie udato sig¢
wygenerowaé wystarczajaco licznej grupy zwierzat. Zdecydowano przeprowadzi¢
badania na liniach z pojedyncza mutacja (A-KO, B-KO, D-KO), ktére wyprowa-
dzono z linii ABD-KO poprzez krzyzowanie wsteczne (ang. backcross) z osob-
nikami WT szczepu C57B16/J, bedacych oryginalnym ttem genetycznym tej linii
transgenicznej. W wyniku krzyzéwek wstecznych otrzymano heterozygoty linii z
pojedyncza mutacja, ktére nastepnie krzyzowano ze soba dla uzyskania homozygot
z genem kodujacym odpowiedni podtyp a;-AR na obu allelach.

Hodowlg zwierzat prowadzono w standardowych warunkach bytowych,
tj. temperaturze 23-24°C, wilgotnoSci 35-45%, z zachowaniem naturalnego
24-godzinnego cyklu dobowego (jasna faza 6:00-18:00). Przez caty okres trwa-
nia eksperymentu zwierz¢ta mialy nieograniczony dostep do wody i pozywienia.
Zwierzgta dekapitowano w wieku ok. 12 tygodni, podczas jasnej fazy cyklu dobo-
wego. Rodzaj izolowanego materiatu i sposéb jego przechowywania uzalezniono

od zaplanowanych analiz biochemicznych:

* do badan autoradiograficznych wyizolowano mézg w catosci, utrwalono go
w heksanie (Avantor Performance Materials, Polska), a nastgpnie zamrozono

w ciektym azocie i przechowywano w -80°C (Rozdziat 3.2.2),

* do badan chromatograficznych wyizolowano podwzgérze (HY), ktére za-

mrozono w cieklym azocie i przechowywano w -80°C (Rozdziat 3.2.3),
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* do badan na poziomie RNA wyizolowano kor¢ przedczotowa (PFC)
1 hipokamp (HIP) z jednej pétkuli mézgowej, ktére umieszczono w odczyn-
niku stabilizujacym RNAlater (Thermo Scientific, USA) i przechowywano
w -20°C (Rozdziat 3.2.6, Rozdziat 3.2.7),

* do badah na poziomie biatek wyizolowano kor¢ przedczolowa (PFC)
1 hipokamp (HIP) z jednej pétkuli mézgowej, ktoére zamrozono w ciektym

azocie 1 przechowywano w -80°C (Rozdziat 3.2.4, Rozdziat 3.2.8),

* do badan spektrometrycznych wyizolowano wzgorze (TH), ktére zamrozono

w ciektym azocie 1 przechowywano w -80°C (Rozdziat 3.2.9).

Hodowla mysich linii transgenicznych prowadzona byta w oparciu o zgode¢ na
zamknigte uzycie GMO klasy I uzyskana z Ministerstwa Srodowiska (Decyzja
nr 59/2013, Decyzja nr 161/2018), a procedury wykonane na zwierzetach prze-
prowadzono za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej przy Instytucie Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk (Uchwata nr 1233/2015).

3.2.1.1 Genotypowanie

Genotyp myszy okreslano okoto 3-4 tygodnie po urodzeniu i dodatkowo wery-
fikowano w grupach zwierzat eksperymentalnych po ich uSmierceniu. W tym celu
wykonywano biopsj¢ matych fragmentéw ucha lub ogona (do 1 mm), z ktérych
izolowano genomowe DNA przy uzyciu zestawu AccuStart II PCR Genotyping
Kit (Quantabio, USA) zgodnie z protokotem producenta. Probki inkubowano z
odczynnikiem ekstrahujacym w 95°C przez 30 min, a nastgpnie dodawano bufor
stabilizujacy w stosunku objetoSciowym 1:1. Z uzyskanego lizatu pobierano 2ul
stanowiagce matrycg do reakcji PCR, ktora przeprowadzano z wykorzystaniem od-
czynnika ReddyMix PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), przygotowujac
mieszaniny reakcyjne zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tabeli 3.3. Wszyst-
kie startery uzyte do sprawdzenia genotypu myszy zakupiono w Sigma-Aldrich
(USA), a ich sekwencje nukleotydowe przedstawiono w Tabeli 3.4. Mieszaniny
reakcyjne inkubowano w termocyklerze T100 (Bio-Rad, USA) 1 amplifikowano
zgodnie z profilem temperaturowym zamieszczonym w Tabeli 3.5. Produkty reak-
cji poddawano rozdziatowi w 2% zelu agarozowym z dodatkiem znacznika fluore-

scencyjnego Midori Green (Nippon Genetics, Niemcy), stanowiacego alternatywe

51



3.2. MODELE IN VIVO - MYSIE LINIE TRANSGENICZNE

dla tradycyjnie uzywanego w tym celu mutagennego bromku etydyny, a nastgpnie

wizualizowano przy uzyciu czytnika UV E-Box (Vilber, Francja).

Tabela 3.3: Sktad mieszanin PCR w procesie genotypowania myszy.

Odczynnik Objetosc
ReddyMix PCR Master Mix (2x) 10 pl
Starter 1 (5 uM) 0,5 pul
Starter 2 (5 uM) 0,5 pl
DNA 2,0 pl
Woda wolna od nukleaz do 20 pl
lub

ReddyMix PCR Master Mix (2x) 10 pl
Starter 1 (5 uM) 1,5 pl
Starter 2 (5 uM) 1,0 ul
Starter 3 (5 uM) 1,0 pl
DNA 2,0 pl
Woda wolna od nukleaz do 20 ul

Liczba starteréw uzytych w reakcji jest uzalezniona od sposobu ich zaprojektowania.
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Tabela 3.4: Sekwencje starterow uzytych w procesie genotypowania myszy.

Linia Nazwy Sekwencje 5°-3’

transgeniczna starterow

A-KO Al1AS’ AGCTAACCATTTCAGCAAAGAC
ATA3’ 1A CAAGATCACCCCAAGTAGAATG
ATA3’LACZ TAACCGTGCATCTGCCAGTTTG

B-KO NEOI1AI1B ATTTGTCACGTCCTGCACGAC
ADRA1B2022R | CCTGCAGGTATGAGGTCTGTG
ADRAI1B1595F | CCAAAATGCTCCCAACTCTG

D-KO NEO2373F CTTTGTTAAGAAGGGTGAGAA

CAGAG

ADRA1D293R GCTAGGAAGACACCCACTCC
ADRA1DO13F GACATCCTGAGCGTCACTTTC

Tabela 3.5: Parametry reakcji PCR w procesie genotypowania myszy.

Etap reakcji Temperatura | Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94°C 2 min 30 s 1
Denaturacja 94°C 45s
Przylaczanie starteréw | 60°C 45s 35
Elongacja 72°C 45s
Konicowa elongacja 72°C 10 min 1

4°C %9
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3.2.2 Badanie gestoSci receptorow a1-AR, a2-AR i 3-AR w mé-

zgu metoda autoradiografii

W celu zbadania ggstosci receptorow «1-AR, as-AR i (-AR utrwalony
w heksanie 1 zamrozony mézg samca ABD-KO skrojono w plaszczyznie czotowe;j
na kriostacie Jung C 3000 (Leica, Niemcy) w temperaturze -20°C na skrawki gru-
bosci 12 pym. Skrawki mézgu odpowiadajace przekrojom na poziomie +1,70 mm
i -1,34 mm od punktu bregma natozono na szkietka podstawowe pokryte zelatyna
(Sigma, Niemcy) 1 przechowywano w temperaturze -80°C. W dniu eksperymentu
skrawki na szkietkach doprowadzono do temperatury pokojowej i poddano inkuba-
cji z wybranymi radioligandami «;-AR, as-AR i 3-AR zgodnie z opisanymi wcze-
$niej protokotami [Kusmider et al., 2020, Dziedzicka-Wasylewska et al., 2006,
Nalepa et al., 2005, Faron-Gérecka et al., 2004]. W tym celu skrawki na szkietkach
umieszczono w buforze, ktérego sklad i czas inkubacji byly zalezne od rodzaju
badanego receptora (Tabela 3.6). Nastgpnie wysuszono je strumieniem zimnego
powietrza i poddano inkubacji z odpowiednim radioligandem przez 1 h w tempe-
raturze pokojowej. By oznaczy¢ wiazanie niespecyficzne, czg$¢ skrawkow inku-
bowano dodatkowo z nieznakowanym ligandem przez 1 h w temperaturze pokojo-
wej. Po tym czasie skrawki plukano w buforze schtodzonym do 4°C, wysuszono
strumieniem zimnego powietrza i pozostawiano do catkowitego wyschnigcia. Tak
przygotowane preparaty umieszczono w kasetach radiologicznych zawierajacych
ekrany Fujibas TR2024 (Fujifilm, Japonia) i trytowane skale autoradiograficzne
(Amersham, USA) umozliwiajace precyzyjne okreSlenie aktywnoSci zwigzanych
radioligandéw. Po 10 dniach wykonano digitalizacj¢ obrazéw preparatéw z wy-
korzystaniem aparatu BAS-5000 (Fujifilm, Japonia). Ggsto$¢ optyczng sygnatu
analizowano przy uzyciu oprogramowania Multi Gauge V3.0 (Fujifilm, Japonia).
Na podstawie skali autoradiograficznej wyznaczono krzywe kalibracyjne zalezno-
Sci gestosci optycznej od radioaktywnosci danego radioliganda, ktére wraz z ak-
tywnoscia specyficzng danego radioliganda wykorzystano do przeliczenia ggstosci
optycznej otrzymanych autoradiograméw na liczb¢ moli zwigzanego radioliganda
w przeliczeniu na 1 mg tkanki. Identyfikacje struktur mézgowych przeprowadzono

na podstawie atlasu anatomicznego mézgu myszy [Paxinos and Franklin, 2001].
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Tabela 3.6:

Rodzaj

receptora

Odczynniki wykorzystane w badaniach autoradiograficznych

Odczynniki

Oél-AR

Sklad buforu: 10 mM Na,HPO,, 119 mM NaCl, 6mM KCl,
1,2 mM MgSQy, 1,3 mM CaCl, - 2H,0, pH 7,8

(czas inkubacji: 60 min)

Radioligand: 0,9 nM [3H]—prazosyna (Perkin Elmer, USA)
AKktywnos$¢ specyficzna radioliganda: 85 Ci/mmol
Nieznakowany ligand: 10 M WB4101 (Sigma-Aldrich,
USA)

CKQ-AR

Skiad buforu: 50 mM bufor fosforanowy, pH 7,4 (czas
inkubacji: 15 min)

Radioligand: 0,5 nM [?H]-RX821002 (NEN Life Science
Products, USA)

AKktywnos¢ specyficzna radioliganda: 63,8 Ci/mmol
Nieznakowany ligand: 5 M RX 821002 (Sigma-Aldrich,
USA)

3-AR

Skiad buforu: 5S0mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, SmM KCl,
pH 7,4 (czas inkubacji: 15 min)

Radioligand: 4 nM [*H]-CGP12177 (NEN Life Science
Products, USA)

Aktywnos¢ specyficzna radioliganda: 37,7 Ci/mmol
Nieznakowany ligand: 10 M propranolol (Sigma-Aldrich,
USA)
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3.2.3 Oznaczenie pozioméw wybranych neuroprzekaznikow i
ich metabolitow metoda ultrawysokosprawnej chromato-

grafii cieczowej

Poziom tkankowy noradrenaliny (NA), dopaminy (DA), jej metabolitow kwasu
3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) i1 kwasu homowanilinego (HVA)
oraz serotoniny (5-HT) wraz z jej metabolitem kwasu 5-hydroksyindolooctowego
(5-HIAA) w HY myszy zbadano przy uzyciu ultrawysokosprawnej chromatografii
cieczowej (UHPLC, ang. ultra-high performance liquid chromatography) z detek-
cja kulochemiczna, opisanag wczesSniej metoda z drobnymi modyfikacjami
[Haduch et al., 2016, Haduch et al., 2022]. Oznaczenia te wykonano w Zaktadzie
Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk.

Prébki tkanek homogenizowano poprzez sonifikacje w 20 objetosSciach (v/w)
schtodzonego 0,1 M kwasu nadchlorowego (HCIO,) i odwirowano (15 min,
15 000 x g, 4°C). Otrzymane supernatanty przeniesiono do nowych probéwek,
odwirowano (5 min, 15 000 x g, 4°C) i przesaczono przez filtr membranowy
0,2 pm. Tak przygotowane prébki przechowywano w temperaturze -80°C do czasu
wykonywania dalszej analizy. Nastepnie, 10 pl probki wstrzykiwano do systemu
UHPLC Ultimate 3000 Dionex (Thermo Scientific, Niemcy). Zastosowany sys-
tem sktadatl si¢ z detektora elektrochemicznego ECD-3000RS, ultrakulometrycz-
nej celki analitycznej 6011RS, autosamplera WPS-3000RS 1 kolumny analityczne;j
Hypersil Gold 3 ym, 100 x 3 mm (Thermo Scientific, USA). Neuroprzekazniki 1 ich
metabolity eluowano za pomoca fazy ruchomej (0,1 M KH5POy, 0,5 mM EDTA,
80 mg/I 1-oktanosulfonianu sodu, 4% metanolu, pH 4,0) przy szybkosci przeptywu
0,6 ml/min 1 temperaturze kolumny 30°C. Potencjaty ogniwa kulometrycznego wy-
nosity: E1 =-50 mV, E2 = +350 mV [Haduch et al., 2022]. Piki chromatograficzne
identyfikowano i kwantyfikowano poprzez poréwnanie z pikami wzorcowymi: NA,
DA, DOPAC, 5-HT i 5-HIAA, (Sigma-Aldrich, USA) w stezeniu 50 ng/ml oraz
HVA (Sigma-Aldrich, USA) w stezeniu 100 ng/ml [Haduch et al., 2016]. Dane
opracowano przy uzyciu oprogramowania Chromoleon 7 (Thermo Scientific, USA)
[Haduch et al., 2022]. Granica wykrywalnoSci NA, DA, DOPAC, HVA i 5-HIAA
wynosita 0,5 pg/10 ul, a 5-HT 1 pg/10 pl.
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3.2.4 Oznaczenie ekspresji bialek apoptotycznych - macierze bial-

kowe
3.2.4.1 Izolacja i oznaczenie stezenia biatka

Analizg ekspresji biatek apoptotycznych wykonano na prébkach catkowitego
biatka wyizolowanego z HIP samic. Zamrozone tkanki poddano homogenizacji na
lodzie z wykorzystaniem RIPA Lysis Buffer (Sigma-Aldrich, USA) oraz inhibi-
toréw 1:100 v/v cOmplete’ Mini Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich,
USA) i 1:100 v/v Halt”™ Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific, USA).
Do izolacji biatka z PFC stosowano 300 p:1 buforu mieszaniny lizujacej, a w przy-
padku HIP — 200 pl. Prébki homogenizowano za pomoca kulek ze stali nierdzew-
nej i urzadzenia TissueLyser II (Qiagen, USA), dwukrotnie po 3 min przy czg-
stotliwosci 30 Hz. Nastgpnie probki inkubowano przez 1h na lodzie, zwirowano
(20 min, 18 000 x g, 4°C) 1 zebrano supernatant. Catkowite st¢zenie biatka ozna-
czono za pomoca metody kolorymetrycznej wykorzystujac zestaw Bicinchonic Acid
Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich, USA). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci
fali 562 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek Synergy?? Mx Microplate
Reader (BioTek, USA). Prébki wyizolowanego biatka przechowywano w -80°C.

3.2.4.2 Wiazanie z przeciwcialami na membranie i immunodetekcja

Ekspresj¢  biatek apoptotycznych oznaczono za pomoca zestawu
Proteome Profiler Mouse Apoptosis Array Kit (Bio-Techne, USA) zgodnie z proto-
kotem producenta. W skrécie, membrany blokowano w odczynniku Array
Buffer 1 na wytrzasarce laboratoryjnej przez 1h w temperaturze pokojowej. W tym
czasie przygotowano probki poprzez zmieszanie objetosci wyizolowanego biatka
odpowiadajacej 400 pg z odczynnikiem Lysis Buffer 17 do objetosci 170 pl i
dodanie 830 il odczynnika Array Buffer 1 (do koncowej objetosci 1 ml). Probki na-
niesiono na oddzielne membrany w oddzielnych pojemnikach i inkubowano przez
noc na wytrzasarce laboratoryjnej w 4°C. Nastgpnie membrany ptukano w odczyn-
niku Wash Buffer, inkubowano z odczynnikiem Detection Antibody Cocktail na
wytrzasarce laboratoryjnej przez 1 h w temperaturze pokojowej i ponownie ptuka-
no w odczynniku Wash Buffer. Membrany inkubowano z peroksydaza chrzanowa

sprzg¢zong ze streptawidyna na wytrzasarce laboratoryjnej przez 30 min w tempe-
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raturze pokojowej. Po kolejnej serii ptukan w odczynniku Wash Buffer, membrany
inkubowano przez 5 min z odczynnikiem Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad,
USA). Detekcj¢ sygnatu mierzono z wykorzystaniem systemu obrazowania PXi4
i oprogramowania GeneSys (Syngene, UK). Poziom sygnatlu oceniano za pomo-
cq analizy gestoSci optycznej otrzymanych prazkéw z wykorzystaniem programu
Multi Gauge V3.0 (Fujifilm, Japonia).

3.2.5 Podawanie lekéw przeciwdepresyjnych

Zwierzetom podawano lek przeciwdepresyjny, 20 mg/kg chlorowodorek
dezipraminy (DMI) (Sigma-Aldrich, USA) lub 30 mg/kg chlorowodorek milnaci-
pranu (MIL) (Biosynth Carbosynth, USA), w formie iniekcji dootrzewnowej (i.p.)
raz dziennie przez 21 kolejnych dni. Osobnikom kontrolnym podawano iniekcje
rozpuszczalnika, tj. roztworu soli fizjologicznej 0,9% NaCl (sal) (Polpharma,
Polska). Podziat na grupy eksperymentalne i liczebno$¢ zwierzat w poszczegdl-

nych grupach zamieszczono w Tabeli 3.7.

Tabela 3.7: LiczebnoS$¢ grup zwierzat eksperymentalnych z poszczegdlnych linii
transgenicznych.

SAMCE SAMICE
Genotyp sal DMI | MIL | sal DMI | MIL
A-KO 8 8 8 8 8 8
WT 8 8 8 8 8 8
B-KO 8 8 8 8 8 8
WT 8 8 7 8 8 8
D-KO 8 8 8 8 8 8
WT 8 7 8 7 8 8
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3.2.6 Oznaczenie ekspresji mRNA metoda qRT-PCR
3.2.6.1 Izolacja i oznaczenie stezenia RNA

Analizg ekspresji a1 4-AR, a15-AR 1 a;p-AR na poziomie mRNA wykonano
na probkach catkowitego RNA wyizolowanego z PFC samcéw za pomoca zestawu
RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) zgodnie z protokolem producenta. W skrocie,
tkanki poddano homogenizacji w buforze RLT z dodatkiem 2-merkaptoetanolu w
aparacie TissueLyser II (Qiagen, USA) dwukrotnie po 3 min przy czgstotliwosci
30 Hz. Prébki poddano wirowaniu (3 min, 18 000 X g), a otrzymany supernatant
zmieszano w stosunku objetosciowym 1:1 z 70% etanolem i poddano wigzaniu z
membrang RNAeasy w kolumnie do wirowania. Po dwuetapowym ptukaniu RNA
eluowano ze ztoza za pomoca 30 ul wody wolnej od nukleaz. Stgzenie i jako$¢
otrzymanego RNA oceniono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem aparatu

NanoPhotometer (Implen, USA).

3.2.6.2 Reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (RT-PCR)
- synteza cDNA

Wyizolowane catkowite RNA poddano reakcji PCR z odwrotng transkrypcja z
wykorzystaniem zestawu High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, USA) zgodnie z protokotem producenta. Mieszaniny reak-
cyjne przygotowano zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tabeli 3.8, a nastep-
nie inkubowano w termocyklerze T100 (Bio-Rad, USA) i amplifikowano zgodnie

z profilem temperaturowym zamieszczonym w Tabeli 3.9.
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Tabela 3.8: Sktad mieszaniny RT-PCR

Odczynnik Objetosc
RT Buffer (10x) 1,5 ul
dNTP mix (100mM) (25x) 0,6 ul

RT Random Primers (10x) 1,5 ul
RNase Inhibitor 0,75 pl
MultiScribe” Reverse Transcriptase 0,75 pl
RNA =1,5 ug
Woda wolna od nukleaz do 15,0 ul

Tabela 3.9: Parametry reakcji RT-PCR

Etap reakcji Temperatura | Czas

Wydtuzanie starterow 25°C 10 min

Synteza cDNA 37°C 120 min

Deaktywacja odwrotnej transkryptazy 85°C S min
4°C %9

3.2.6.3 Ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-
PCR)

Otrzymane cDNA poddano iloSciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym z
wykorzystaniem odczynnika SYBR Green (A& A Biotechnology, Polska). Miesza-
niny reakcyjne przygotowano zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tabeli 3.10,
a nastepnie natozono, w triplikatach, do dotkéw na ptytkach MicroAmp”™ Fast
Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, USA). Sekwencje nukleoty-
dowe uzytych starterow przedstawiono w Tabeli 3.11. Tak przygotowane prob-
ki inkubowano w aparacie QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems, USA) i
amplifikowano zgodnie z profilem temperaturowym zamieszczonym w Tabeli 3.12.
Warto$¢ progowa sygnatu (Crp, ang. threshold cycle) dla kazdego dotka wyzna-
czono automatycznie za pomocg oprogramowania QuantStudio 12K Flex (Applied
Biosystems, USA), a otrzymane wartosci normalizowano wzgledem genéw refe-
rencyjnych (HPRT i Pgkl) oraz zwierzat kontrolnych (WT sal). Poziom ekspresji

gendw obliczono za pomoca metody krzywej standardowe;.
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Tabela 3.10: Skiad mieszaniny qRT-PCR

Odczynnik Objetosé

RT HS-PCR Mix SYBR 5ul

Starter 1 = koncowemu stezeniu (Tabela 3.11)
Starter 2 = koncowemu stezeniu (Tabela 3.11)
cDNA =20ng

Woda jatowa do 10,0 ul

Tabela 3.11: Sekwencje starteréw uzytych w procesie qRT-PCR.

Gen Sekwencje 5°-3’ Koncowe
stezenie
ADRAIA CTAAGGCCATTCTACTTGGGGT 50 nM
CGAGTGCAGATGCCGATGA 50 nM
ADRAIB ATTGTAGTCGGAATGTTCATCTTA | 200 nM
GAAGTAGCCCAGCCAGAA 200 nM
ADRAID CCACTTGCTCGCCCTGTG 400 nM
AAAGTGACGCTCAGGATGT 100 nM
HPRT TCAGTCAACGGGGGACATAAA 200 nM
GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 200 nM
Pgkl GTTTGGAATGGTCCTGTTGGG 200 nM
AGTGCTCACATGGCTGACTTTA 200 nM
Tabela 3.12: Parametry reakcji qRT-PCR.
Etap reakcji Temperatura | Czas Liczba cykli
Wyréwnanie temperatury | 50°C 2 min 1
Wstepna denaturacja 94°C 5 min 1
Denaturacja 95°C 15s
Przytaczanie starteréw 60°C 30s 40
Elongacja 72°C 30s
4°C 00
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3.2.7 Profilowanie ekspresji gen6w metoda mikromacierzy DNA

Profilowanie ekspresji genéw wykonano na probkach catkowitego RNA wy-
izolowanego z HIP samcéw zgodnie z procedurg opisana w Rozdziale 3.2.6.1. W
tym przypadku stezenie, jakoS¢ i integralno$¢ otrzymanego RNA oceniono spek-
trofotometrycznie z wykorzystaniem aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent Technolo-
gies, USA), a do dalszej analizy wykorzystano wytacznie probki spetniajace kryte-
ria wartoSci wspotczynnika RIN (ang. RNA integrity number) wigkszej niz 8,0.
Wyselekcjonowane prébki RNA poddano reakcji PCR z odwrotng transkrypcja
zgodnie z procedura opisang w Rozdziale 3.2.6.2. Hybrydyzacj¢ otrzymanego
cDNA do mikromacierzy GeneChip Mouse Genome 430A 2.0 (Affymetrix, USA)
wykonano w Molecular Resource Center (University of Tennessee Health Science
Center, USA). Analiz¢ otrzymanych danych macierzowych przeprowadzono jak
w Kreiner et al, 2013 [Kreiner et al., 2013]. W skrdcie, surowe dane poddano
normalizacji 1 przeliczono przy uzyciu pakietow affy 1 gcrma z R/Bioconductor
[Gentleman et al., 2004]. Analiz¢ ontologiczna przeprowadzono przy uzyciu me-
tody Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [Subramanian et al., 2005] i syste-
mu klasyfikacji Panther [Mi et al., 2012]. Do identyfikacji wzorcéw ekspresji ge-
néw 1 wizualizacji danych wykorzystano oprogramowanie MeV MultiExperiment
Viewer ver. 4.81. Surowe dane macierzowe zdeponowano w bazie danych Gene

Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

3.2.8 Oznaczenie ekspresji bialek metoda Western Blot

3.2.8.1 Elektroforetyczny rozdzial biatek w zelu poliakrylamidowym (SDS-
PAGE)

Ekspresje wybranych biatek zaangazowanych w procesy wewnatrzkomérkowe-
go przekazu sygnatu oznaczono w PFC i HIP samcéw i samic. 1zolacjg i oznaczenie
stezenia biatka wykonano zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.2.4.1. Elek-
troforetyczny rozdziat biatek prowadzono w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE) z wykorzystaniem zeli poliakrylamidowych 4-15% Criterion?™
TGX™M Precast Gels (Bio-Rad, USA). Prébki przygotowano przez zmieszanie
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objetosci odpowiadajacej 15 ug catkowitego biatka z buforem obcigzajacym Laem-
mli Sample Buffer (Bio-Rad, USA) i 2-merkaptoetanolem (Sigma-Aldrich, USA),
a nastgpnie poddano je denaturacji w 95°C przez 5 min w termocyklerze T100
(Bio-Rad, USA) i schtodzono na lodzie. Jako drabinke bialkowa zastosowano
Precision Plus Protein’? Dual Color Standards (Bio-Rad, USA). Rozdziat elektro-
foretyczny prowadzono w buforze do elektroforezy (25 mM Tris, 192 mM glicyna,
0,1% SDS, pH 8,3) przy napieciu 90V przez 30 min, a nastgpnie przy napigciu
120V przez 90 min. Po tym czasie zele rownowazono w buforze do transferu
(48mM Tris, 39 mM glicyna, 20% metanol, 1,3 mM SDS, pH 9,2) w 4°C przez

20 min.

3.2.8.2 Elektrotransfer bialek na membrane nitrocelulozowa

Pétsuchy elektrotransfer biatek z zelu poliakrylamidowego na 0,2 ;sm membra-
n¢ nitrocelulozowa (Bio-Rad, USA) przeprowadzono przy uzyciu aparatu
ENDURO?™ Semi-Dry Laboratory Blotter (Labnet International, USA) przy na-
pieciu 20V przez 35 min. By oceni¢ wydajnos¢ transferu membrany wybarwiono
odczynnikiem 1% Ponceau S (Bio-Rad, USA), a nastgpnie przecigto poziomo w
taki spos6b by méc rownolegle oznaczaé biatka o r6znej masie czasteczkowej i
unikngé stripowania membrany (procedury usuwania przeciwciatl z membrany w

celu immunodetekcji innych biatek).

3.2.8.3 Immunodetekcja wybranych biatek

Fragmenty membran wyptukano w buforze TBS-T (20 mM Tris, 500 mM NaCl,
0,1% Tween 20, pH 7,4) do momentu odbarwienia odczynnika Ponceau S, a na-
stepnie poddano blokowaniu w 5% mleku odttuszczonym (S.M. Gostyn, Polska)
rozpuszczonym w buforze TBS-T, na wytrzasarce laboratoryjnej przez 1 h w tem-
peraturze pokojowej. Inkubacje z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedo-
wymi (Tabela 3.13) prowadzono przez noc na wytrzasarce laboratoryjnej w 4°C.
Po tym czasie fragmenty membran plukano 3-krotnie przez 5-10 min w buforze
TBS-T, a nastgpnie inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami drugorzedowymi
(Vector Laboratories, USA) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Fragmenty mem-

bran ponownie ptukano 3-krotnie przez 5-10 min w buforze TBS-T, a nastgpnie
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inkubowano przez 5 min z odczynnikiem Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad,
USA). Detekcje sygnatu mierzono z wykorzystaniem systemu obrazowania PXi4
i oprogramowania GeneSys (Syngene, UK). Poziom sygnatlu oceniano za pomo-
ca analizy gestosci optycznej otrzymanych punktéw z wykorzystaniem programu
Multi Gauge V3.0 (Fujifilm, Japonia).

Tabela 3.13: Przeciwciala pierwszorzgdowe wykorzystane do immunodetekcji
biatek.

Antygen Pochodzenie, | Zastosowane | Zrédto
klonalnos$¢ rozcienczenie | (nr katalogowy)

p(Ser473)Akt rabbit mAb 1:2500 Cell Signaling Techno-
logy, USA (4060)

Akt rabbit pAb 1:3000 Cell Signaling Techno-
logy, USA (9272)

p(Tyr204)ERK1/2 | mouse mAb 1:2000 Santa Cruz Biotechno-
logy, USA (sc-7383)

ERK1/2 rabbit pAb 1:2000 Santa Cruz Biotechno-
logy, USA (sc-93)

p(Ser21/9)GSK- | rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling Techno-

3alB logy, USA (9331)

GSK-3a/p3 rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling Techno-
logy, USA (5676)

calnexin rabbit pAb 1:1000 Enzo Life Sciences,
USA (ADI-SPA-860)

3.2.9 Oznaczenie poziomu pierwiastkow metoda ptomieniowej

absorpcyjnej spektrometrii atomowej

Poziom wapnia, magnezu, miedzi i cynku oznaczono w TH samcéw i samic
za pomoca metody ptomieniowej absorpcyjnej spektrometrii atomowej (FAAS,
ang. flame atomic absorption spectroscopy). Oznaczenia te wykonano w Zakta-
dzie Bromatologii Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellonskiego.
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Tkanki zwazono 1 poddano demineralizacji w 500 pl kwasu azotowego
Suprapur 65% nitric acid solution (Sigma-Aldrich, USA) w tazni wodnej w 80°C
przez 3 dni, a nastgpnie rozcieficzono woda demineralizowana do koficowej obje-
tosci 3 ml. Tkankowa zawarto$¢ pierwiastkow zmierzono z wykorzystaniem spek-
trometru absorpcji atomowej M5100 ZL (PerkinElmer, USA). Przy wykonywa-
niu pomiaréw zastosowano nastgpujace roztwory standardéw: Certipur Calcium
standard solution (Sigma-Aldrich, USA), Certipur Magnesium standard solution
(Sigma-Aldrich, USA), Certipur Copper standard solution (Sigma-Aldrich, USA)
1 Certipur Zinc standard solution (Sigma-Aldrich, USA). Do kalibracji wykorzy-
stano standardowa metod¢ dodatku wzorca. Probki wzorcowe przygotowano z TH
myszy, ktére nie otrzymywaly iniekcji lekow. Wyniki przedstawiono w przelicze-

niu na mas¢ mokrej tkanki mézgowe;j.

3.2.10 Analiza danych

Do obliczeri i wizualizacji danych, jesli nie napisano inaczej, wykorzystano
programy Microsoft Excel 2016 1 2019 (Microsoft, USA) oraz Prism 5.0 1 9.0
(GraphPad, USA). Analiz¢ statystyczna otrzymanych wynikéw przeprowadzono
stosujac narzedzia programu Statistica 10 (StatSoft, USA). Szczegdtowe informa-
cje dotyczace zastosowanych metod statystycznych zamieszczono pod rycinami i

tabelami.
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Rozdzial 4

Wyniki

4.1 Modele in vitro - weryfikacja i charakterystyka

Do badan in vitro zaprojektowano i stworzono linie komérkowe ze stabilng
ekspresja pojedynczego podtypu receptora adrenergicznego - ;4 (linia a1 A-AR)
1 a1 (linia a1B-AR), jak opisano w Rozdziale 3.1.1. W tym celu komérki PC12
transfekowano plazmidem pcDNA3.1(+) zawierajacym gen kodujacy jeden z pod-
typoéw a;1-AR 1 wyselekcjonowano na podstawie wzrostu w obecnos$ci odpowied-
niego antybiotyku. Wykazano, ze stabilna ekspresja a1 4-AR lub o 5-AR nie wply-
wa na aktywnoS$¢ metaboliczng komérek w tescie redukcji resazuryny, w poréwna-
niu do komoérek PC12 niepoddanych transfekcji (Rycina 4.1). Stworzone linie ko-
moérkowe sprawdzono pod katem funkcjonalnosci w oparciu o pomiar akumulacji
wtornego przekaznika, fosforanu inozytolu (IP), w odpowiedzi na obecnos$¢ zwiaz-
kéw o dziataniu agonistycznym 1 antagonistycznym wzgledem «;-AR (Rozdziat
4.1.1).

Podj¢to réwniez préby stworzenia linii komérkowej ze stabilng ekspresja
a1p-AR, jednak ze wzgledu na niepowodzenia, do dalszych badan zdecydowa-
no sie wykorzystaé komercyjnie dostepna linie komérkowa ChemiSCREENT#
Ready-to-Assay’™ «,p Adrenergic Family Receptor Frozen Cells, ktéra charak-
teryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji ludzkiego oy p-AR na powierzchni ko-
morek (linia alinia a«1D-AR).

W celu przeprowadzenia charakterystyki genetycznych modeli in vitro we

wszystkich trzech liniach wykonano analiz¢ saturacyjna wiazania radioliganda,
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[®*H]-prazosyny. Na tej podstawie wyznaczono parametry wiazania dla poszcze-
g6Inych podtypéw a;-AR oraz zbadano ich gestos$¢ na powierzchni komérek (Roz-
dzial 4.1.2).

1504

-

=1

o
1

aktywnosc metaboliczna
[% kontroli]
3

kontrola wlA-AR wi1B-AR

Rycina 4.1: AktywnoS$¢ metaboliczna komoérek ze stabilng ekspresja aa
(alA-AR) 1 a1 (a1B-AR) w poréwnaniu do komoérek niepoddanych transfekcji
(kontrola). Dane odpowiadaja wartoSciom Srednich + SEM z n = 2-4 studzienek.

4.1.1 Ocena funkcjonalnoSci linii komérkowych ze stabilna eks-
presja a1 4-AR i a1 g-AR

Utworzone linie komérkowe a1 A-AR i «1B-AR poddano weryfikacji pod wzgle-
dem funkcjonalno$ci wklonowanych receptoréw. W tym celu wykonano pomiar
akumulacji [P w odpowiedzi na stymulacj¢ «1-AR wywolang dziataniem agoni-
stow - noradrenaliny (NA) i fenylefryny (Rycina 4.2 A, B). Wyznaczone na pod-
stawie tych pomiaréw wartosci EC5y wskazuja na poréwnywalny poziom aktywacji

obu podtypéw a;-AR w wyniku dziatania NA 1 fenylefryny (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: OdpowiedZ komodrek na stymulacje «1-AR wywotana dziataniem
agonistow.

Linia Noradrenalina Fenylefryna
komérkowa EC;, [log M] EC5, [log M]
alA-AR -6,2 -6,1

alB-AR -5,8 5,1

Wartosci EC5p wyznaczono z krzywych zaleznosci stezeii IP od stezen agonisty za
pomoca metody regresji nieliniowe;.
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Rycina 4.2: Akumulacja fosforanu inozytolu przez komérki ze stabilng ekspresja
a14-AR 1 a15-AR w odpowiedzi na obecno$¢ zwiazkéw o dziataniu agonistycznym -
noradrenaling (NA) i fenylefryn¢ (A, B), oraz hamowanie akumulacji fosforanu inozytolu
w odpowiedzi na dzialanie noradrenaliny (zaznaczone jako 100%) w sytuacji obecnoSci
zwiazkéw o dziataniu antagonistycznym - prazosyny i WB4101 (C, D).
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Wykonano takze pomiar akumulacji IP w odpowiedzi na stymulacje a;-AR
wywolang dziataniem NA (w stgzeniu rownym wartosci ECqy) po wczeSniejszej
ekspozycji na dzialanie antagonistow - prazosyny i WB4101 (Rycina 4.2 C, D).
Wyznaczone na podstawie tych pomiaréw wartosci ICsy wskazuja na poréwny-
walny poziom inhibicji oy 4 W wyniku dziatania obu antagonistow oraz silniejsza

inhibicje podtypu ;5 W wyniku dziatania prazosyny niz WB4101 (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Odpowiedz komorek na stymulacje «1-AR poprzedzong dziataniem
antagonistow.

Linia Prazosyna WB4101
komorkowa IC; [log M] IC;, [log M]
alA-AR -8.,5 -8.,6
alB-AR -8.,8 1.5

Wartosci IC5¢ wyznaczono z krzywych zaleznos$ci stgzen IP od stgzen agonisty za
pomoca metody regresji nieliniowe;.

4.1.2 Badanie gestosci podtypow «;1-AR na powierzchni komo-

rek

Na liniach komérkowych a1A-AR, a1B-AR i a1D-AR przeprowadzono ana-
lize saturacyjna wiazania [*H]-prazosyny (tzw. radioligand binding assay). Ozna-
czenie to wykonano z zastosowaniem réznych stgzen radioliganda (wiazanie cat-
kowite) oraz z zastosowaniem réznych stgzen radioliganda przy stalym stgzeniu
nieznakowanego liganda wysycajacego miejsca niespecyficznego taczenia si¢ ra-
dioliganda do receptora (wigzanie niespecyficzne) (Rycina 4.3 D, E, F). Wiazanie
specyficzne wyznaczono przez odjgcie sygnatu niespecyficznego od catkowitego w
przeliczeniu na 1 mg biatka (Rycina 4.3 A, B, C). Wyznaczona na jego podstawie
maksymalna liczba miejsc wiazacych na powierzchni komoérek (B,,,.) jest zbli-
zona dla wszystkich trzech linii komérkowych, a wartosci statych dysocjacji (K;)

wskazuja na wysokie powinowactwo wiazania [*H]-prazosyny (Tabela 4.3).
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Rycina 4.3: Krzywe saturacyjne wiazania [*H]-prazosyny dla komérek a1 A-AR (A, D), «1B-AR (B, E) i «1D-AR (C, F). Dane odpowiadaja
wartoSciom Srednich + SEM z 4 eksperymentéw przeprowadzonych w tetraplikatach.
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Tabela 4.3: Parametry wiazania [*H]prazosyny dla komérek a1A-AR, o1B-AR i
alD-AR.

Linia K, Bz
komorkowa [nM]

alA-AR 0,32 £ 0,08 3622 + 247
alB-AR 0,83 + 0,16 4694 + 294
alD-AR 0,90 + 0,14 4470 + 240

Wartosci stalej dysocjacji (Kg) i maksymalnej liczby miejsc wiazacych (By,az)
wyznaczono z krzywych saturacyjnych wiazania [*H]-prazosyny. Dane odpowiadaja
warto$ciom Srednich + SEM z 4 eksperymentow przeprowadzonych w tetraplikatach.

4.2 Modele in vitro - efekty lekow przeciwdepresyj-
nych

W celu okreslenia efektow lekow przeciwdepresyjnych (LPD) na poszczegdlne
podtypy «a;-AR, zbadano odpowiedZ komérek z linii alA-AR, «lB-AR i
a1D-AR na stymulacje wywotang dziataniem NA i ekspozycja na dziatanie LPD
z réznych grup (Rozdziat 4.2.1). Jak wczesniej, odpowiedZ komérek oceniano w
oparciu o pomiar akumulacji wtérnych przekaznikéw - IP w przypadku komoérek
alA-AR i a1B-AR lub jonéw wapnia (Ca*") w przypadku komérek a1D-AR.
Wybér ten byt podyktowany faktem, ze linia ChemiSCREEN”? Ready-to-Assay’
a1p Adrenergic Family Receptor Frozen Cells zostata stworzona ze szczegdlnym
przeznaczeniem do oznacze Ca*".

Jako ze w wyniku wielokrotnych podafi LPD moze dochodzi¢ do zmian wrazli-
wosci receptoréw, zbadano réwniez odpowiedZ komorek z linii 1 A-AR, a1B-AR
1 a1D-AR na stymulacj¢ wywotlang dziataniem NA po wczeSniejszej ekspozycji
przez 24 h lub 120 h na dziatanie LPD z r6znych grup (Rozdziat 4.2.2).

4.2.1 Ocena wplywu lekow przeciwdepresyjnych na aktywacje

podtypow a;1-AR

Wptyw LPD na aktywacje podtypéw a;-AR oceniono na podstawie pomiaru

akumulacji wtérnych przekaZznikéw w odpowiedzi na stymulacje komérek z li-
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nii alA-AR, a1B-AR i a1D-AR wywotang dziataniem NA (w stezeniu réwnym
wartos$ci ECyg) 1 ekspozycja przez 10 min na dziatanie LPD (w zakresie r6znych

stezen) (Rycina 4.4). Zastosowano LPD z nastg¢pujacych grup:

TLPD - imipramina (IMI), dezipramina (DMI),

SSRIs - citalopram (CIT), fluoksetyna (FLU),

NRIs - reboksetyna (REB),

* TeCAs - mianseryna (MIA).

Uzyskane wyniki wskazuja na zmniejszenie wrazliwo$ci wszystkich podty-
péw a1-AR na stymulacj¢ wywotana dziataniem NA i inkubacja z IMI (Rycina
4.4 A), DMI (Rycina 4.4 B) lub MIA (Rycina 4.4 F). Przy czym dopasowane
krzywe inhibicji 1 wyznaczone na ich podstawie wartosci IC5y Swiadcza o ré6znym
nasileniu tego efektu w zaleznosci od linii komérkowej, szczegdlnie w przypadku
IMI i DMI (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: OdpowiedZ komoérek alA-AR, a1B-AR i a1D-AR na stymulacje
wywolang dzialaniem noradrenaliny i ekspozycja na dziatanie LPD z ré6znych grup.

alA-AR alB-AR alD-AR

LPD IC5, [log M] IC5, [log M] IC5; [log M]
IMI -6,33 £ 0,14 -5,09 £ 0,13 -7,32 £ 0,09
DMI -5,73 £ 0,08 -5,10 £ 0,06 -7,35 £ 0,13
CIT -5,29 + 0,04 > -4 -7,23 £ 0,13
FLU — >4 —

REB -4,25 + 0,09 — —

MIA -5,09 £ 0,12 -5,59 £ 0,11 -5,15£0,15

Wartosci IC5¢ wyznaczono z krzywych zaleznosci stgzei wtérnych przekaznikéw od
stezent LPD za pomoca metody regresji nieliniowej. Dane odpowiadaja wartoSciom
Srednich + SEM z co najmniej 3 eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.
IMI - imipramina, DMI - dezipramina, CIT - citalopram, FLU - fluoksetyna, REB -
reboksetyna, MIA - mianseryna.
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Rycina 4.4: Akumulacja wtérnych przekaznikéw przez komérki al1A-AR, a1B-AR i
alD-AR w odpowiedzi na stymulacje wywotana dziataniem noradrenaliny i ekspozycja
na dziatanie LPD z réznych grup - imipraminy (A), dezipraminy (B), citalopramu (C),
fluoksetyny (D), reboksetyny (E) lub mianseryny (F). Dane odpowiadaja warto$ciom
Srednich = SEM z co najmniej 3 eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.
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Wyraznie wigksze zréznicowanie w zaleznosci od podtypu a;-AR odnotowano
w wyniku dziatania REB, ktéra zmniejszyta poziom aktywacji wytacznie podtypu
a14 (Rycina 4.4 E), oraz w wyniku dziatania CIT, ktéry zmniejszyt poziom ak-
tywacji podtypéw oy 4 1 aqp, a na podtyp ap zadzialal hamujaco wytacznie w

najwyzszym badanym stgzeniu (Rycina 4.4 C).

Ponadto zaobserwowano, ze w zakresie badanych stezen FLU nie wykazata
wplywu na odpowiedZ komédrek a1 A-AR, a1B-AR 1 a1D-AR na stymulacje wy-
wotang dziataniem NA (Rycina 4.4 D).

W oparciu o wartosci IC5y wyznaczone z krzywych zaleznosci stgzenh wtérnych
przekaznikéw od stezei LPD dla poszczegdlnych linii komdrkowych (Tabela 4.4),
uporzadkowano hamujacy wptyw badanych LPD na poziom aktywacji podtypow

a1-AR w zaleznosci od jego nasilenia (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Kolejnos¢ LPD w zaleznoSci od nasilenia ich hamujacego wptywu na
poziom aktywacji poszczegdlnych podtypow a;-AR w odpowiedzi na stymulacje
wywolang dziataniem noradrenaliny.

Linia Kolejnos¢ LPD

komérkowa

alA-AR IMI <*#** DMI <*** CIT <*** MIA <*** REB
alB-AR MIA <*** IMI = DMI

alD-AR IMI = DMI <*** CIT <*** MIA

LPD uporzadkowano w oparciu o wartodci IC5y wyznaczone z krzywych zaleznoSci
stezen wtérnych przekaznikow od stgzeid LPD dla linii komérkowych alA-AR,
alB-AR i alD-AR. Dane analizowano metoda wielokrotnych poréwnan w oparciu
o statystyke t z korekta Sidaka. *** p < 0.0001. IMI - imipramina, DMI - dezipramina,
CIT - citalopram, REB - reboksetyna, MIA - mianseryna.

Wykazano, ze ekspozycja komoérek a1 A-AR, a1B-AR i a1D-AR przez 30 min
na dziatanie badanych LPD nie wptyne¢ta na ich aktywnoS$¢ metaboliczng w te-
Scie redukcji resazuryny, w poréwnaniu do komoérek niepoddanych dziataniu LPD
(Rycina 4.7 A).
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4.2.2 Ocena wplywu 24 h i 120 h inkubacji z lekami przeciwde-
presyjnymi na aktywacje podtypow a1-AR

W celu okreslenia efektéw przedtuzonej ekspozycji na dziatanie LPD na akty-
wacje podtypow a;-AR, oznaczono poziom akumulacji wtérnych przekaznikéw w
odpowiedzi na stymulacje komorek z linii a1 A-AR, a1B-AR 1 a1D-AR wywotang
dziataniem NA (w zakresie réznych stgzen) po wczedniejszej ekspozycji przez
24 h (Rycina 4.5) lub 120 h (Rycina 4.6) na dziatanie LPD (w statym stg¢zeniu).
Zastosowano taki sam panel LPD jak w Rozdziale 4.2.1. Na podstawie analizy

otrzymanych wynikoéw stwierdzono, ze:

 ekspozycja przez 24 h na dziatanie IMI doprowadzita do zwigkszenia mak-
symalnej odpowiedzi na stymulacj¢ wywotang dziataniem NA wylacznie w
przypadku komoérek ar1B-AR, a ekspozycja przez 120 h dodatkowo zwigk-
szyla maksymalna odpowiedZ komérek a1D-AR 1 obnizyta wartoSci ECsg

obu tych receptorow,

» ekspozycja przez 24 h na dziatanie DMI doprowadzita do obnizenia war-
tosci EC5y zaréwno podtypu a4 jak 1 ayp oraz zwigkszenia maksymalne]
odpowiedzi komérek a1B-AR, natomiast ekspozycja przez 120 h obnizyta
warto$¢ ECyy wytacznie podtypu a5 1 zwigkszyta maksymalng odpowiedZ
komorek o1B-AR i a1D-AR,

 ekspozycja przez 24 h na dziatanie CIT doprowadzita do zwigkszenia mak-
symalnej odpowiedzi komérek a1A-AR 1 a1B-AR, a efekt ten nie ulegt

zmianie przy ekspozycji przez 120 h,

* ekspozycja przez 24 h na dzialanie MIA nie wptyneta na wartosci ECsy i
maksymalnej odpowiedzi badanych receptoréw, natomiast ekspozycja przez
120 h obnizyta warto$¢ ECyy podtypu a;p 1 zwigkszyta maksymalna odpo-
wiedz komoérek a1B-AR 1 a1D-AR,

» ekspozycja przez 24 h 1 120 h na dziatanie FLU lub REB nie wptyn¢ta na

wartoSci ECsp 1 maksymalnej odpowiedzi badanych receptoréw.
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Rycina 4.5:

Akumulacja wtérnych przekaznikéw przez komérki

alA-AR,

alB-AR i alD-AR w odpowiedzi na stymulacj¢ wywotana dziataniem noradrenaliny
po wczesniejszej ekspozycji przez 24 h na dziatanie LPD z réznych grup - imipraminy
(A, B, C), dezipraminy (D, E, F), citalopramu (G, H, I), fluoksetyny (J, K, L), reboksetyny
M, N, O) lub mianseryny (P, R, S). Dane odpowiadaja warto§ciom $rednich += SEM
z co najmniej 4 eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.
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Rycina 4.6: Akumulacja wtérnych przekaznikéw przez komorki «alA-AR,
alB-AR i a1D-AR w odpowiedzi na stymulacje wywotang dziataniem noradrenaliny
po wczesniejszej ekspozycji przez 120 h na dzialanie LPD z réznych grup - imipraminy
(A, B, C), dezipraminy (D, E, F), citalopramu (G, H, I), fluoksetyny (J, K, L), reboksetyny
(M, N, O) lub mianseryny (P, R, S). Dane odpowiadaja warto§ciom $rednich += SEM
z co najmniej 4 eksperymentdw przeprowadzonych w duplikatach.
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4.2. MODELE IN VITRO - EFEKTY LEKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH

Wykazano, ze ekspozycja komorek alA-AR, a1B-AR i a1D-AR przez 24 h
lub 120 h na dziatanie badanych LPD nie wptyneta na ich aktywno$¢ metaboliczng
w tescie redukcji resazuryny, w pordwnaniu do komérek niepoddanych dziataniu
LPD (Rycina 4.7 B, C).
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Rycina 4.7: Aktywno$¢ metaboliczna komérek al1A-AR, a1B-AR i alD-AR po
ekspozycji na dziatanie LPD przez 30 min (A), 24 h (B) lub 120 h (C), w poréwnaniu
do komoérek kontrolnych inkubowanych z PBS (linia przerywana). Dane odpowiadaja
wartoSciom S$rednich £ SD z n = 3-4 eksperymentéw. IMI - imipramina, DMI -
dezipramina, CIT - citalopram, FLU - fluoksetyna, REB - reboksetyna, MIA - mianseryna.
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4.3 Modele in vivo - weryfikacja i charakterystyka

Do badan in vivo sprowadzono zwierzeta z mysiej linii transgenicznej typu
knockout, z unieczynnieniem wszystkich trzech podtypéw «;-AR (ABD-KO). W
celu weryfikacji mutacji i oceny jej wptywu na gestos¢ AR w mézgu przeprowa-

dzono odpowiednie badania autoradiograficzne (Rozdziat 4.3.1).

Z uwagi na obnizona ptodno$¢ charakterystyczng dla tej linii transgeniczne]
oraz trudnoSci w utrzymaniu miotéw wynikajacych z adaptacji zwierzat do nowe-
go Srodowiska, z liniit ABD-KO wyprowadzono trzy linie z selektywna mutacja
jednego podtypu «a;-AR. Zwierzeta z linii A-KO, B-KO i D-KO mnozyty si¢ z
efektywnoscia poréwnywalna do osobnikéw typu dzikiego (WT), nie wykazywaty
widocznych oznak upoSledzenia i przybieraly na wadze proporcjonalnie do osob-
nikéw WT (Rycina 4.8).

SAMCE SAMICE

304 244

294 234 WT sal

284 22- WT DMI
2 27+ 2 1. 3 — -. WT MIL
%zﬁ %zu 0 — B-KO sal
® 2 —] E B-KO DM

| 191 = B-KO MIL

244 18

23 . v r : 17 Y . . :

0 1 2 3 1 1 2 3
czas eksperymentu [tyg] czas eksperymentu [tyq]

Rycina 4.8: Wagi samcéw (A) i samic (B) w czasie trwania eksperymentu, na
przykladzie myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem receptora adrenergicznego a;p (B-KO), ktérym podawano sél
fizjologiczna (sal), dezipraming (DMI) lub milnacipran (MIL). Dane odpowiadaja
warto$ciom Srednich z n = 7-8 osobnikéw.

W celu przeprowadzenia charakterystyki genetycznych modeli in vivo zbadano
wplyw mutacji na poziom wybranych neuroprzekaznikéw 1 ich metabolitow w
podwzgoérzu (HY) (Rozdziat 4.3.2) oraz na ekspresje bialek apoptotycznych w
hipokampie (HIP) (Rozdziat 4.3.3).
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4.3.1 Ocena efektywnosSci mutacji linii transgenicznej ABD-KO

Mysia linig transgenicznag ABD-KO zweryfikowano pod katem efektywnosci
mutacji na obecno$¢ a;-AR, ktéra oceniono na podstawie obecnos$ci miejsc wia-
zacych [3H]-prazosyne, oraz pod katem wpltywu mutacji na inne podklasy AR.
W tym celu przeprowadzono badania autoradiograficzne na skrawkach mézgu sam-
ca ABD-KO i samca WT, w ktérych oznaczono rozmieszczenie i ggstos$¢ recepto-
row a1-AR, as-AR oraz 3-AR. Do oznaczeih wybrano skrawki mézgowe odpowia-
dajace przekrojom na poziomie +1,70 mm (Rycina 4.9) i -1,34 mm (Rycina 4.10)
od punktu bregma, co bylo podyktowane dostgpnymi w literaturze danymi na temat
lokalizacji AR w mézgu, a w szczegdlnoSci a;-AR, ktérych wysoka ekspresje
odnotowuje si¢ w korze mozgowej, hipokampie 1 wzgorzu (Rozdziat 1.1.4).

W przypadku oznaczen gestoSci a;-AR u myszy ABD-KO odnotowano sy-
gnal pochodzacy wylacznie od niespecyficznego wiazania tta (Rycina 4.11 A).
Brak sygnalu specyficznego w analizowanych strukturach mézgowych wskazuje na
brak lub §ladowa ilo$¢ miejsc wiazacych [3H]-prazosyne, co potwierdza efektyw-
no$¢ mutacji polegajacej na unieczynnieniu wszystkich trzech podtypéw a;-AR.
Ponadto, na podstawie oznaczen gestosci as-AR 1 -AR wykazano brak wptywu
mutacji na gestos¢ tych receptoréw w badanych strukturach mézgowych (Rycina
4.11 B, C).
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B + ' 2 ' [} l 2 1 4 H

Interaural 550 mm Bregma 1.70 mim

a,-AR |

a,-AR

S i ittt

Rycina 4.9: (A) Schemat struktur mézgowych w przekroju czolowym mézgu myszy
na poziomie +1,70 mm od punktu bregma (z Paxinos and Franklin, 2001). Rozwinigcie
skrotéw zamieszczono pod Rycing 4.11. (B) Przyktadowe obrazy autoradiograficzne
wigzania radioliganda z receptorami adrenergicznymi < (a1-AR), oo (a9-AR) i [
(8-AR) w mézgu myszy typu dzikiego (WT, lewa kolumna) i myszy typu knockout
z unieczynnieniem wszystkich trzech podtypéw a1-AR (ABD-KO, prawa kolumna).
Skrawki odpowiadaja przekrojowi czolowemu na poziomie +1,70 mm od punktu bregma.
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a,-AR

B-AR

Rycina 4.10: (A) Schemat struktur mézgowych w przekroju czotowym mézgu myszy
na poziomie -1,34 mm od punktu bregma (z Paxinos and Franklin, 2001). Rozwinigcie
skrétow zamieszczono pod Rycing 4.11. (B) Przyktadowe obrazy autoradiograficzne
wigzania radioliganda z receptorami adrenergicznymi «; (a1-AR), as (a2-AR) i 3
(B-AR) w modzgu myszy typu dzikiego (WT, lewa kolumna) i myszy typu knockout
z unieczynnieniem wszystkich trzech podtypéw «1-AR (ABD-KO, prawa kolumna).
Skrawki odpowiadaja przekrojowi czolowemu na poziomie -1,34 mm od punktu bregma.
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Rycina 4.11: Gesto$é receptoréw adrenergicznych «; (a1-AR) (A), as (az-AR)
B) i 8 (B-AR) (C) w wybranych strukturach mézgowych myszy typu dzikiego
(WT) i myszy typu knockout z unieczynnieniem wszystkich trzech podtypéw «a;-AR
(ABD-KO). Dane odpowiadaja wartoSciom Srednich sygnatu specyficznego + SEM
z n = 9 skrawkéw, analizowanych metoda jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
i testem post-hoc najmniejszych istotnych réznic (Fisher LSD). IL - kora infralimbiczna,
PrL - kora prelimbiczna, Cg - kora zakretu obreczy, M2 - drugorzgdowa kora ruchowa,
M1 - pierwszorzedowa kora ruchowa, AcbC - rdzeii jadra pétlezacego, AcbSh - powloka
jadra potlezacego, S1 - pierwszorzgdowa kora czuciowa, CPu - prazkowie, HIP - hipokamp,
RSG - pole ziarniste kory retrosplenialnej, RSA - pole dysgranularne kory retrosplenialnej,
CL - jadro Srodkowo-boczne wzgérza, PC - jadro tylno-Srodkowe wzgérza, Hb -
jadra uzdeczki, MDL - jadro przysrodkowo-grzbietowo-boczne wzgérza, MDC - jadro
przysSrodkowo-grzbietowo-§rodkowe wzgérza, MDM - jadro przysSrodkowo-grzbietowo-
przysrodkowe wzgérza, IMD - jadro poSrednio-przysrodkowo-grzbietowe wzgérza, CM
- jadro §rodkowo-przysrodkowe wzgbrza.
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4.3.2 Wplyw delecji podtypéw c;1-AR na poziomy wybranych

neuroprzekaznikow i ich metabolitow

Charakterystyke mysich linii transgenicznych A-KO, B-KO i D-KO rozpoczg-
to od zbadania wpltywu mutacji na poziom noradrenaliny (NA), dopaminy (DA),
jej metabolitéw kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) i kwasu homowa-
nilinowego (HVA) oraz serotoniny (5-HT) wraz z jej metabolitem kwasem
5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w podwzgérzu (HY) samcéw. Do pomiaru
stezen tych neuroprzekaznikéw wykorzystano metode¢ ultrawysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (UHPLC) z detekcja kulochemiczng (Rycina 4.12 A-F).
Wyniki przedstawiono takze w postaci stosunku stgzen metabolitéw i odpowiada-
jacych im analitéw, by méc ocenié¢ wptyw mutacji nie tylko na stgzenie badanych
neuroprzekaznikéw, ale réwniez na ich metabolizm (tzw. obrét) (Rycina 4.12 G,
H, I).

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow odnotowano wplyw delecji
a14-AR, a15-AR lub a1p-AR na poziom NA (efekt genotypu F(3, 26)=4,3404,
p=0,01316), DA (efekt genotypu F(3, 24)=5,3497, p=0,00577) 1 5-HT (efekt geno-
typu F(3, 24)=3,1527, p=0,04335) w HY myszy, w poréwnaniu do grupy kontrolnej
ztozonej z osobnikéw WT z poszczeg6lnych hodowli linii transgenicznych (Rycina
4.12 A, B, C). Przy czym delecja jednego z podtypéw a;-AR nie miata wptywu na
poziom badanych metabolitow w tej strukturze mézgowej (Rycina 4.12 D, E, F).
Wplyw mutacji odnotowano réwniez w przypadku stosunku stezen DOPAC i DA
(efekt genotypu F(3, 24)=4,5336, p=0,01179) oraz 5-HIAA i 5-HT (efekt genotypu
F(3, 23)=5,0017, p=0,00815) (Rycina 4.12 G, I).
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Rycina 4.12: Poziom noradrenaliny (NA) (A), dopaminy (DA) (B), serotoniny
(5-HT) (C), kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) (D), kwasu homowanilino-
wego (HVA) (E) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) (F) oraz obrét DA (G,
H) i 5-HT (I) w podwzgérzu myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z
selektywnym unieczynnieniem receptora adrenergicznego a4 (A-KO), a;p (B-KO) lub
a1p (D-KO). Dane odpowiadaja wartoSciom Srednich = SEM z n = 7-8, analizowanych
metoda jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya w wersji

dla nieréwnolicznych grup (Unequal N HSD). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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4.3.3 Ocena wplywu delecji podtypow «;-AR na ekspresje bia-
tek apoptotycznych

Ze wzgledu na opisywane w literaturze réznice fenotypowe myszy wykazu-
jacych ogdlnoustrojowa nadekspresje podtypu aq 4 1 myszy wykazujacych ogélno-
ustrojowa nadekspresj¢ podtypu «; g (Rozdziat 1.1.4), charakterystyke mysich linii
transgeniczych A-KO, B-KO i D-KO uzupetniono o oceng¢ wptywu delecji poszcze-
g6lnych podtypoéw a;-AR na ekspresje bialek apoptotycznych w HIP. Przeprowa-
dzono ja na podstawie oznaczen wykonanych za pomoca macierzy biatkowych
zestawu Proteome Profiler Mouse Apoptosis Array Kit, w HIP samic (Rycina 4.13).

Nazwy biatek oraz ich koordynaty na macierzach zamieszczono w Tabeli 4.8.

WT A-KO B-KO D-KO

G FEDC BA

e
e
oo

S T
S T ]
LE

S -e

Rycina 4.13: Przyktadowe obrazy biatlkowych macierzy apoptotycznych wykonanych
na prébkach hipokampa myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem receptora adrenergicznego «i4 (A-KO), a;p (B-KO) lub «aip
(D-KO). Z prawej strony ryciny zamieszczono uktad przeciwcial na macierzach, a nazwy
rozpoznawanych przez nie biatek i odpowiadajace im koordynaty zestawiono w Tabeli 4.8.

Wykazano, ze sposréd badanych biatek apoptotycznych delecja aya-AR,
a1-AR lub a;p-AR wplyngta wytacznie na ekspresje biatka HSP70/HSPATA
(efekt genotypu F(3, 8)=4,6907, p=0,03576) (Rycina 4.14 N) i nie miala wplywu
na ekspresje pozostatych badanych biatek apoptotycznych w HIP myszy, w poréw-
naniu do grupy kontrolnej ztozonej z osobnikéw WT z poszczegdlnych hodowli

linii transgenicznych (Rycina 4.14).
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Tabela 4.8:

Lista bialek rozpoznawanych przez przeciwciala na macierzach

apoptotycznych wraz z odpowiadajacymi im koordynatami wzgledem ukladu
zamieszczonego na Rycinie 4.13.

Koordynaty | Biatko Koordynaty | Biatko

Al, A2 punkty referencyjne D7, D8 HSP27

A3, A4 Bad El, E2 HSP60

A5, A6 Bcl-2 E3, E4 HSP70/HSPA1A

A7, A8 punkty referencyjne ES, E6 MCL-1

B3, B4 Bcel-x E7, E8 p27/Kipl

BS, B6 Kaspaza-3 F1, F2 pS3

(forma aktywna)

Cl1,C2 Katalaza F3, F4 SMAC/Diablo

C3,C4 Klaspina F5, F6 TNF RI/TNFRSF1A

C5, C6 Cytochrom ¢ F7, F8 TRAIL
R2/TNFRSF10B

C7,C8 Fas/TNFRSF6/CD95 Gl1, G2 punkty referencyjne

D1, D2 HIF-1a G5, G6 XIAP

D3, D4 HO-1/HMOXI1/HSP32 || G7, G8 kontrola negatywna

D5, D6 HO-2/HMOX?2
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Rycina 4.14: Poziom ekspresji biatek apoptotycznych w hipokampie myszy typu
dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem receptora
adrenergicznego a4 (A-KO), aijp (B-KO) lub a;p (D-KO). Dane odpowiadaja
warto$ciom Srednich £ SEM z n = 6, analizowanych metoda jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya. * p < 0.05.
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4.4 Modele in vivo - efekty lekow przeciwdepresyj-
nych

W celu zbadania wplywu mutacji i wielokrotnego podawania lekéw przeciwde-
presyjnych (LPD) zwierzgta z linii A-KO, B-KO i D-KO oraz odpowiadajace tym
liniom hodowlanym osobniki WT podzielono na grupy eksperymentalne, ktérym
podawano 20 mg/kg chlorowodorek dezipraminy (DMI), 30 mg/kg chlorowodorek
milnacipranu (MIL) lub roztwdr soli fizjologicznej 0,9% NaCl (sal), w formie
iniekcji dootrzewnowej (i.p.) raz dziennie przez 21 kolejnych dni. Podziat na grupy
eksperymentalne i liczebnos$¢ zwierzat w poszczegdlnych grupach zamieszczono w
Tabeli 3.7 w Rozdziale 3.2.5.

Nastgpnie zbadano wplyw mutacji i wielokrotnego podawania DMI lub MIL na
poziom mRNA podtypéw a1-AR w korze przedczotowej (PFC) (Rozdziat 4.4.1),
profil ekspresji genéw w hipokampie (HIP) (Rozdziat 4.4.2), aktywacje 1 ekspresje
wybranych biatek zaangazowanych w procesy wewnatrzkomérkowego przekazu
sygnatu w HIP (Rozdziat 4.4.3) oraz poziomy wapnia (Ca), magnezu (Mg), miedzi
(Cu) 1 cynku (Zn) we wzgorzu (TH) (Rozdziat 4.4.4).

4.4.1 Wplyw delecji podtypow a;-AR i lekow przeciwdepresy;j-
nych na poziom mRNA pozostalych podtypow o;-AR

Badania majace na celu oceng wptywu delecji a; 4-AR, a1 g-AR lub a;p-AR 1
wielokrotnego podawania DMI lub MIL rozpoczeto od oznaczenia ekspresji na po-
ziomie mRNA poszczegdlnych podtypéw a1-AR w PFC samcéw. Poziom mRNA
genéw ADRAIA, ADRAIB i ADRAID oznaczono za pomoca metody iloSciowe;j
reakcji taficuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR).

Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze w przypadku pozioméw mRNA genu
kodujacego a; 4-AR (ADRAIA) i genu kodujacego o g-AR (ADRA1B) delecja jed-
nego z podtypéw a;-AR 1 wielokrotne podawanie LPD wywotuja zblizone efekty
(Rycina 4.15 A, B). Odnotowano, ze na poziom mRNA tych genéw wptyw miato
samo dziatanie LPD (ADRAIA: efekt lekow F(2, 86)=4,258, p=0,0172; ADRAIB:
efekt lekow F(2, 88)=6,212, p=0,0030) oraz mutacja w potaczeniu z wielokrotnym
podawaniem LPD (ADRAIA: efekt interakcji F(4, 86)=4,713, p=0,0017; ADRAIB:
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efekt interakcji F(4, 88)=2,870, p=0,0276). Z kolei w przypadku genu kodujacego
a1p-AR (ADRAID) wykazano brak wptywu mutacji i/lub wielokrotnych podan
LPD na jego ekspresje na poziomie mRNA w PFC myszy, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej ztozonej z osobnikow WT z poszczegdlnych hodowli linii transgenicz-
nych (Rycina 4.15 C).

Dokonujac bardziej szczegétowej analizy mozna zauwazyc, ze delecja podtypu
a14 umyszy A-KO nie wywotuje zmian ekspresji mRNA pozostatych podtypow
a1-AR (a1 1 ayp) w PFC, bez wzgledu na to czy i jaki LPD otrzymywaty zwie-
rzgta. U myszy B-KO podania sal lub MIL nie wplynety na poziom ekspresji
mRNA pozostatych podtypéw a;-AR (a4 1 a1 p), natomiast wielokrotne podania
DMI obnizyly poziom mRNA podtypu a4, nie wykazujac wptywu na poziom
mRNA podtypu a;p. Obserwowana down-regulacja ADRAIA na skutek dziatania
DMI u myszy B-KO jest po czgSci zwigzana z up-regulacja tego genu na skutek
dziatania DMI u zwierzat WT. Efekty te sugeruja, ze delecja a; 5-AR uniemozliwia
osiagnigcie efektu dzialania DMI, ktéry jest widoczny u zwierzat WT. Z kolei u
myszy D-KO juz sama delecja podtypu a;p zwigkszyla ekspresj¢ mRNA genu
ADRAIA. Co wigcej, u tych zwierzat wielokrotne podania LPD obnizaja poziom
mRNA pozostatych podtypéw a;-AR (w tym przypadku a4 1 o). Powyzsze

obserwacje zestawiono w Tabeli 4.9.
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Rycina 4.15: Poziom mRNA genéw ADRAIA (A), ADRAIB (B) i ADRAID (D) w
korze przedczotowej myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem receptora adrenergicznego a4 (A-KO), ayp (B-KO) lub a1p (D-KO),
ktérym podawano sl fizjologiczna (sal), dezipraming (DMI) lub milnacipran (MIL).
Dane odpowiadaja wartoSciom Srednich £ SEM z n = 6-7, analizowanych metoda
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testem post-hoc najmniejszych istotnych
réznic (Fisher LSD). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Tabela 4.9: Zmiany ekspresji genéw ADRAIA, ADRAIB i ADRAID w korze
przedczotowej myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem receptora
adrenergicznego a4 (A-KO), a1 (B-KO) lub a;p (D-KO), ktérym podawano
sol fizjologiczna (sal), dezipraming (DMI) lub milnacipran (MIL), w poréwnaniu
do grupy kontrolnej ztozonej z osobnikéw typu dzikiego (WT) z poszczegdlnych
hodowli linii transgenicznych.

sal DMI MIL
A-KO | —ADRAIB — ADRAIB — ADRAIB
— ADRAID — ADRAID — ADRAID
B-KO | — ADRAIA | ADRAIA # — ADRAIA
—_ ADRAID — ADRAID — ADRAID
D-KO | T ADRAIA = | | ADRAIA® | ADRAIA 55
— ADRAIB | ADRAIB ## 5% | | ADRAIB %

#4% p < 0.001 vs. WT sal, # p < 0.05 vs. WT DMI, ## p < 0.01 vs. WT DMI,
$ p<0.05 vs. D-KO sal, % p < 0.01 vs. D-KO sal, %% p <0.001 vs. D-KO sal.

4.4.2 Ocena wplywu delecji podtypow a1-AR i lekéw przeciw-
depresyjnych na profil ekspresji genow

Wplyw mutacji i wielokrotnego podawania DMI lub MIL na profil ekspresji
genéw w HIP myszy A-KO, B-KO 1 D-KO zbadano wykorzystujac metode mikro-
macierzy DNA. Probki catkowitego RNA wyizolowanego z HIP samcéw poddano
selekcji pod wzgledem jakosci i integralnoSci materiatu, a nastgpnie uzyto jako
matrycy do syntezy cDNA w reakcji PCR z odwrotng transkrypcja. Otrzymane
cDNA poddano hybrydyzacji do mikromacierzy GeneChip Mouse Genome 430A
2.0 (Affymetrix, USA). Macierze te zawieraja ponad 45 000 sond oligonukle-
otydowych umozliwiajacych rozpoznanie ponad 39 000 transkryptéw, a tym sa-
mym wykonanie profilowania ekspresji calego mysiego genomu. Otrzymane wy-
niki poddano analizie bioinformatycznej i przedstawiono w postaci map cieplnych

(ang. heatmaps) wzorcéw ekspresji genéw (Rycina 4.16).
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Rycina 4.16: Mapy cieplne wzorc6w ekspresji genéw w hipokampie myszy typu
dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem receptora
adrenergicznego a14 (A-KO), a1p (B-KO) Iub a;p (D-KO) (A) oraz myszy WT,
ktérym podawano sél fizjologiczng (sal), dezipraming (DMI) lub milnacipran (MIL) (B).
Na diagramach Venna umieszczono liczbe transkryptéw, ktérych ekspresja ulegta zmianie
w sposOb znamienny statystycznie, w zaleznosci od genotypu myszy (C) lub podawanego
leku przeciwdepresyjnego (D). Jako poziom istotnoSci przyjeto kryteria p < 0.05 i
fold > 1.5 (loga).
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Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw profilowania ekspresji genéw od-
notowano lacznie 151 transkryptow, ktérych poziom ulegt zmianie w sposéb zna-
mienny statystycznie, w wyniku delecji jednego z podtypéw «a;-AR. Na skutek
delecji a1 4-AR lub a1 p-AR zmianom ulegta poré6wnywalna liczba transkryptow
(52 u A-KO, 45 u D-KO), natomiast w przypadku delecji a1 g-AR transkryptow
takich odnotowano niemal dwukrotnie wigcej (83 u B-KO). Niektére ze znamien-
nie regulowanych transkryptéw powtérzyty si¢ u dwoch z trzech linii transgenicz-
nych, przy czym nie odnotowano ani jednego transkryptu, ktéry bylby znamiennie
regulowany zaréwno u myszy A-KO, jak i B-KO oraz D-KO (Rycina 4.16 C).
Co wigcej, analiza wzorcow ekspresji gendw, ktére przedstawiono w postaci map
cieplnych dzigki wykorzystaniu metod klasteryzacji, rowniez wskazuje na odmien-
ny profil ekspresji genéw w HIP myszy B-KO w poréwnaniu do myszy A-KO i
D-KO (Rycina 4.16 A).

Wptyw wielokrotnych podan LPD na profil ekspresji genéw w HIP myszy WT
wykazano dla obu badanych LPD, przy czym efekt ten byl wyraznie wigkszy w
przypadku MIL (99 znamiennie regulowanych transkryptéw) niz DMI (36 zna-
miennie regulowanych transkryptéw). Podobnie jak w przypadku wptywu mutacji,
odnotowano niewielka liczbe transkryptéw, ktorych poziom byt regulowany przez
oba LPD (Rycina 4.16 D). Analiza wzorcéw ekspresji genéw réwniez wskazuje
na odmienny wptyw wielokrotnych podan DMI i MIL na profil ekspresji genéw w
HIP myszy WT (Rycina 4.16 B). Ponadto, dla transkryptéw znamiennie regulowa-
nych w wyniku wielokrotnych podan MIL mozliwe byto wykonanie ontologiczne;]

analizy genow, ktérej wyniki przedstawiono na Rycinie 4.17.
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Mus musculus (REF) upload 1 (V Hierarchy NEW! (Z))

50 biological process complete # eipected Fold Enrichment +/- rawPvaue  FDR
ceramide biosynthetic process A5 a 1.08 744 + 2095E-05 3.85E-02
Lmetabolic process | 7166 227 171N 1.33 + B6.30E-07 4.94E-03
Leellular metabolic process 6280 210 15013 1.40 + 3.49E-08 5.48E-04
Ymembrane lipid biosynthetic process 106 12 2.53 4.74 + 210E-05 AME-02
oligodendrocyte differentiation 63 10 1.51 6.64 + 7.35E-06 2.31E-02
alyeolipid metabolic procese | a0 10 1.91 5.23 + A.7BE-06 4.97E-D2
collular protein metaboelic process 2850 102 68.36 1.51 + 2.78E-05 3.B4E-02
positive regulation of metabolic process 3419 119 81.73 1.46 + 2,70E-05 4.23E-02
bpositive regulation of biological process | 5847 187 14217 1.32 + 2.51E-05 4.37E-02
Yregulation of metabolic process 5688 181 13598 1.33 + 1.9CE-05 4.26e-02
negative requlation of cellular process 4482 151 10715 1.4 + 1L.27E-06 2.85E-02
Lnegative regulation of biclogical process 5005 187 11965 1.40 + 203E-08 153E-02
regulation of primary metabolic process | 5098 166 121.87 1.36 + 1.47E-06 3.B4E-02
regulation of nitrogen compound metabolic process 4952 160 M8.38 1.35 + 3.BBE-05 4.34E-02
reguiation of cellular metabolic process 5288 168 12641 1.34 + 3.7ZE-05 4.49E-02

Rycina 4.17: Wynik analizy ontologicznej transkryptéw, ktérych poziom w hipokampie
myszy typu wild-type ulegt zmianie w sposéb znamienny statystycznie, w wyniku
wielokrotnych podai milnacipranu. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu metody Gene
Set Enrichment Analysis (GSEA) [Subramanian et al., 2005] i systemu klasyfikacji Panther
[Mi et al., 2012].

Ze wzgledu na wyraznie wigkszy efekt na poziomie transkryptomicznym wie-
lokrotnych podan MIL w poréwnaniu do wielokrotnych podann DMI, wptyw dele-
cji poszczegbdlnych podtypéw «-AR 1 dziatania LPD na profil ekspresji genéw
w HIP myszy zdecydowano przedstawi¢ w niniejszej rozprawie na przyktadzie
wynikow uzyskanych dla MIL (Rycina 4.18). Analiza wzorcéw ekspresji genow
odpowiadajacych transkryptom znamiennie regulowanym w wyniku dziatania MIL
u myszy WT oraz myszy WT, A-KO, B-KO i1 D-KO otrzymujacych podania MIL
wskazuje na zniesienie efektow dzialania leku na skutek delecji a;p-AR, przy
czym zmiany te nie sa obserwowane w przypadku delecji a;4-AR lub a;5-AR.
Ponadto, profil ekspresji genéw w przypadku osobnikéw B-KO MIL jest wyraznie
zblizony do profilu ekspresji genéw osobnikow WT MIL, co sugeruje, ze na po-
ziomie transkryptomicznym podtyp a5 (W przeciwienstwie do podtypu o p), nie
ma znaczenia dla efektow dziatania MIL, ktére sa obserwowane u myszy WT MIL
w poréwnaniu do myszy WT. Z kolei delecja o 4-AR wydaje si¢ skutkowac nasi-
leniem efektéw dziatania MIL obserwowanych u zwierzat WT MIL w poréwnaniu

do zwierzat WT sal, jednak zmiany te nie sa jednoznaczne.
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Rycina 4.18: Mapa cieplna wzorcéw ekspresji genéw w hipokampie myszy typu
dzikiego (WT) oraz myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem receptora
adrenergicznego a1 (A-KO), a1 (B-KO) Iub a1p (D-KO), ktérym podawano sél
fizjologiczna (sal) lub milnacipran (MIL).
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4.4.3 Ocena wplywu delecji podtypow a1-AR i lekéw przeciw-
depresyjnych na ekspresje¢ wybranych biatek sygnatowych

W celu okreslenia wptywu mutacji i wielokrotnego podawania DMI lub MIL na
wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalowe, oznaczono poziom fosforylacji 1 ekspresji
szeregu biatek zaangazowanych w przekaz sygnatu pochodzacy od a;-AR i/lub
rozwazanych w literaturze jako wewnatrzkomoérkowe punkty uchwytu dziatania
LPD (Rozdziat 1.2.4) - w tym PKC, CaMKII, CREB, BDNF, TrkB, ERK1/2, Akt
i GSK-3/3. Oznaczenia te wykonano za pomoca metody Western blot, zaréwno w
PFC, jak 1 HIP samcéw 1 samic myszy A-KO, B-KO 1 D-KO oraz osobnikéw WT z
poszczegblnych hodowli linii transgenicznych. Z uwagi na obszerno$¢ wygenero-
wanych danych, w niniejszej pracy zdecydowano si¢ zamie$ci¢ wyniki wytacznie
dla biatek ERK1, ERK2, Akt i GSK-35 z HIP samcéw i samic.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw u SAMCOW stwierdzono, ze:

* selektywne unieczynnienie oy 4-AR nie wptyngto na poziom ekspresji i fos-
forylacji bialek ERK1, ERK2, Akt i GSK-3 w poréwnaniu do zwierzat WT,
co pozostalo niezmienne réwniez po wielokrotnym podawaniu DMI lub MIL
(Rycina 4.19 A, D, G, J, Rycina 4.20 A, D, G, J),

* podobnie, selektywne unieczynnienie c; g-AR nie wptyngto na poziom eks-
presji bialek ERK1, ERK2, Akt i GSK-3/3, natomiast w tym przypadku wie-
lokrotne podawanie MIL nasilito ekspresj¢ ERK1 u myszy B-KO w po-
rownaniu do osobnikéw WT (efekt interakcji F(1, 25)=6,4607, p=0,01760)
(Rycina 4.19 E, K, Rycina 4.20 E, K),

* przy czym selektywne unieczynnienie o;p-AR nie wptyngto réwniez na
fosforylacje biatek ERK1, ERK2 i GSK-33 w poréwnaniu do zwierzat WT,
co pozostato niezmienne po wielokrotnym podawaniu DMI lub MIL (Rycina
4.19 B, H, Rycina 4.20 H),

* natomiast w przypadku biatka Akt odnotowano, ze wielokrotne podawanie
MIL zwigkszylto stosunek formy ufosforylowanej do totalnej (p/t) u myszy
B-KO w poréwnaniu do osobnikéw WT (efekt interakcji F(1, 25)=4,5793,
p=0,04231) (Rycina 4.20 B),
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* selektywne unieczynnienie cx; p-AR nie wptyngto na poziom ekspresji bia-
tek ERK1, ERK2, Akt i GSK-33 w poréwnaniu do zwierzat WT, co pozosta-
o niezmienne réwniez po wielokrotnym podawaniu DMI lub MIL (Rycina
4.19F L, Rycina4.20F, L),

* selektywne unieczynnienie a;p-AR wptynelo jednak na fosforylacje bia-
tek Akt i GSK-33 zwigkszajac stosunek formy ufosforylowanej do totalne;j
(p/t) w poréwnaniu do zwierzat WT, przy czym dla obu biatek wielokrot-
ne podawanie MIL obnizylo p/t w poréwnaniu do zwierzat WT (p/tAkt:
efekt interakcji F(1, 24)=11,309, p=0,00258; p/tGSK-33: efekt interakcji
F(1, 22)=18,292, p=0,00031), a wielokrotne podawanie DMI obnizylo p/t
w poréwnaniu do zwierzat WT tylko dla biatka Akt (efekt interakcji F(1,
26)=12,740, p=0,00142) (Rycina 4.20 C, I),

* podobny efekt zaobserwowano w przypadku fosforylacji biatek ERK1 i ERK?2,
gdzie rowniez odnotowano obnizenie p/t u myszy D-KO w wyniku wielo-
krotnego podawania MIL (p/tERKI1: efekt interakcji F(1, 24)=4,6700,
p=0,04089; p/tERK2: efekt interakcji F(1, 24)=6,6086, p=0,01678), choé
w tym przypadku odnotowano réwniez nasilenie efektu samej mutacji, w
postaci zwigkszenia p/t, u myszy D-KO w wyniku wielokrotnego podawania
DMI (p/tERK1: efekt genotypu F(1, 27)=12,000, p=0,00179; p/tERK?2: efekt
genotypu F(1, 26)=10,780, p=0,00293) (Rycina 4.19 C, I).
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Rycina 4.19: Poziom fosforylacji i ekspresji biatek ERK1 i ERK2 w hipokampie
SAMCOW myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem receptora adrenergicznego ai4 (A-KO), a1p (B-KO) Iub ai1p
(D-KO). Dane odpowiadaja warto$ciom §rednich += SEM z n = 4-8, analizowanych metoda
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya w wersji dla
nieréwnolicznych grup (Unequal N HSD). * p < 0.05 vs. WT sal, *** p < 0.001 vs. WT
sal, # p < 0.05 vs. KO sal, ## p < 0.01 vs. KO sal, ® p < 0.05 vs. WT lek.
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Rycina 4.20: Poziom fosforylacji i ekspresji biatek Akt i GSK-35 w hipokampie
SAMCOW myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym
unieczynnieniem receptora adrenergicznego «i4 (A-KO), a;jp (B-KO) lub «aip
(D-KO). Dane odpowiadaja warto$ciom §rednich == SEM z n = 4-8, analizowanych metoda
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya w wersji dla
nieréwnolicznych grup (Unequal N HSD). * p < 0.05 vs. WT sal, ** p < 0.01 vs. WT
sal, *#* p < 0.001 vs. WT sal, # p < 0.05 vs. KO sal, ## p < 0.01 vs. KO sal, ¥ p < 0.05
vs. WT lek.
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Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw u SAMIC stwierdzono, ze:

* selektywne unieczynnienie o1 4-AR nie wptyneto na poziom ekspresji i fos-
forylacji biatek ERK1, ERK2 i GSK-33 w poréwnaniu do zwierzat WT, co
pozostato niezmienne réwniez po wielokrotnym podawaniu DMI lub MIL
(Rycina4.21 A, D, G, J, Rycina 4.22 G, J),

* natomiast w przypadku biatka Akt odnotowano ostabienie efektu samej mu-
tacji 1 obnizenie jego ekspresji u myszy A-KO w wyniku wielokrotnego
podawania MIL (efekt interakcji F(1, 28)=6,9259, p=0,01366) (Rycina 4.22
D),

* selektywne unieczynnienie c; g-AR nie wptyngto na poziom ekspres;ji bia-
tek Akt i GSK-3/3 ani na fosforylacje biatkka GSK-35 w poréwnaniu do
zwierzat W'T, co pozostato niezmienne réwniez po wielokrotnym podawaniu
DMI Iub MIL (Rycina 4.22 E, K),

* przy czym w przypadku biatka Akt odnotowano, ze wielokrotne podawanie
DMI zwigkszyto stosunek formy ufosforylowanej do totalnej (p/t) u myszy
B-KO w poréwnaniu do osobnikéw WT (efekt interakcji F(1, 25)=6,2888,
p=0,01901) (Rycina 4.22 B),

* 7z kolei dla bialek ERK1 i ERK?2 selektywne unieczynnienie c;p-AR nie
wptyneto na ich fosforylacjg, ale na poziom ekspresji formy totalnej - w
wyniku mutacji odnotowano obnizenie ekspresji ERK2 w poréwnaniu do
zwierzat WT, a efekt ten jest niwelowany na skutek wielokrotnych podan
DMI i odwracany na skutek wielokrotnego podawania MIL (efekt interakcji
F(1, 25)=58,117, p=0,00000) (Rycina 4.21 K),

* podobny efekt zaobserwowano w przypadku poziomu ekspresji formy total-
nej biatka ERK1, gdzie réwniez odnotowano jej zwigkszenie u myszy D-KO
w wyniku wielokrotnego podawania MIL (efekt interakcji F(1, 27)=7,9829,
p=0,00877) (Rycina 4.21 E),

* podobnie, selektywne unieczynnienie a; p-AR nie wplyngto na poziom eks-
presji biatek Akt i GSK-33 ani na fosforylacje biatka GSK-33 w poréwnaniu
do zwierzat WT, co pozostato niezmienne réwniez po wielokrotnym poda-
waniu DMI lub MIL (Rycina 4.22 F, L),
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* i podobnie, w przypadku biatka Akt odnotowano, ze wielokrotne podawanie
DMI zwigkszylto stosunek formy ufosforylowanej do totalnej (p/t) u myszy
D-KO w poréwnaniu do osobnikéw WT (efekt interakcji F(1, 26)=4,3157,
p=0,04778) (Rycina 4.22 C),

* i podobnie, w wyniku mutacji odnotowano obnizenie ekspresji ERK2 w po-
rownaniu do zwierzat WT, a efekt ten jest odwracany na skutek wielokrotne-
go podawania DMI lub MIL (DMI: efekt interakcji F(1, 26)=9,6884,
p=0,00447; MIL.: efekt interakcji F(1, 26)=7,6880, p=0,01014) (Rycina 4.21
L),

* natomiast selektywne unieczynnienie cx; p-AR wptyneto na fosforylacje bia-
tek ERK1 1 ERK2, gdzie odnotowano obnizenie p/t u myszy D-KO w wyniku
wielokrotnego podawania DMI (p/tERK1: efekt genotypu F(1, 27)=6,4779,
p=0,01695; p/tERK2: efekt genotypu F(1, 27)=7,1601, p=0,01273) (Rycina
4.21C,I).
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Rycina 4.21: Poziom fosforylacji i ekspresji biatek ERK1 i ERK2 w hipokampie SAMIC
myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem
receptora adrenergicznego a4 (A-KO), a5 (B-KO) lub o1 p (D-KO). Dane odpowiadaja
wartoSciom Srednich + SEM z n = 4-8, analizowanych metoda jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya w wersji dla nieréwnolicznych grup
(Unequal N HSD). * p < 0.05 vs. WT sal, # p < 0.05 vs. KO sal, ## p < 0.01 vs. KO
sal, ### p < 0.001 vs. KO sal, %% p < 0.01 vs. WT lek, *%% p < 0.001 vs. WT lek.
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Rycina 4.22: Poziom fosforylacji i ekspresji biatek Akt i GSK-33 w hipokampie SAMIC
myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z selektywnym unieczynnieniem
receptora adrenergicznego a4 (A-KO), a1 5 (B-KO) lub a1 p (D-KO). Dane odpowiadaja
warto$ciom Srednich + SEM z n = 4-8, analizowanych metoda jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) i testem post-hoc Tukeya w wersji dla nieréwnolicznych grup
(Unequal N HSD). * p < 0.05 vs. WT sal, ** p < 0.01 vs. WT sal, *** p < 0.001 vs.
WT sal, # p < 0.05 vs. KO sal, ## p < 0.01 vs. KO sal, #HH#t p < 0.001 vs. KO sal,
$ p<0.05 vs. WT lek.
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4.44 Wplyw delecji podtypow a1-AR i lekéw przeciwdepresyj-

nych na poziomy wybranych pierwiastkow

Ze wzgledu na rosnaca liczbe doniesien na temat roli pierwiastkéw w farma-
koterapii depresji (Rozdziat 1.2.2) i ich bezposredniego oddzialywania z o1-AR
[Ciolek et al., 2011], badania wptywu delecji poszczegdlnych podtypéw a;-AR 1
LPD uzupetniono o oznaczenia poziomu wapnia (Ca), magnezu (Mg), miedzi (Cu)
1 cynku (Zn) w TH samcéw (Rycina 4.23) i samic (Rycina 4.24), ktére wykona-
no z wykorzystaniem metody ptomieniowej absorpcyjnej spektrometrii atomowe;j

(FAAS, ang. Flame Atomic Absorption Spectroscopy).

Wykazano, ze na poziom Ca w TH samcéw wptyw miala zar6wno sama muta-
cja (efekt genotypu: F(3, 96)=2,74, p=0,0476), jak i mutacja w polaczeniu z wielo-
krotnym podawaniem LPD (efekt interakcji F(6, 95)=2,70, p=0,0182). U zwierzat
tych zaobserwowano, ze wielokrotne podania DMI zwigkszyty tkankowy poziom
Ca, a efekt ten byt znoszony w wyniku delecji ktéregokolwiek z podtypow a;-AR
(Rycina 4.23 A). Podobnie u samic, na poziom Ca w TH wptyw miata sama mu-
tacja (efekt genotypu F(3, 93)=3,77, p=0,0133), ale takze wielokrotne podawanie
LPD (efekt lekow F(2, 93)=7,97, p=0,0006). W tym przypadku delecja o; g-AR lub
a1p-AR zmniejsza tkankowy poziom Ca 1 podobny efekt odnotowano w wyniku
wielokrotnych podan MIL u zwierzat WT (Rycina 4.24 A).

Z kolei na poziom Mg w TH samcéw wplyw miala zaréwno sama mutacja
(efekt genotypu: F(3,95)=5,03, p=0,0028), jak 1 wielokrotne podawanie LPD (efekt
lekéw F(2, 96)=8,94, p=0,0003) oraz mutacja w potaczeniu z wielokrotnym po-
dawaniem LPD (efekt interakcji F(6, 96)=2,90, p=0,0122). U zwierzat tych za-
obserwowano, ze wielokrotne podania MIL zmniejszyly tkankowy poziom Mg,
a efekt ten byt znoszony w wyniku delecji ktéregokolwiek z podtypéw a;-AR
(Rycina 4.23 B). U samic, podobnie jak w przypadku Ca, na poziom Mg w TH
wplyw miata sama mutacja (efekt genotypu F(3, 95)=18,88, p=0,0000), ale takze
wielokrotne podawanie LPD (efekt lekéw F(2, 95)=3,60, p=0,0312). Natomiast
w tym przypadku delecja a; 3-AR lub a1 p-AR zwigksza (przeciwnie niz przy Ca)
tkankowy poziom Mg i podobny efekt odnotowano w wyniku wielokrotnych podan
DMI lub MIL, przy czym na skutek dziatania MIL efekt ten byt silniejszy, gdyz lek
ten zmniejszyt poziom Mg u myszy WT (Rycina 4.24 B).
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Wykazano, ze na poziom Cu w TH samcéw wptyw miata wylacznie sama mu-
tacja (efekt genotypu F(3, 96)=9,53, p=0,0000). U zwierzat tych zaobserwowano,
ze delecja ktéregokolwiek z podtypéw a;-AR zwigkszyta poziom Cu i podob-
ny efekt odnotowano w wyniku wielokrotnych podan DMI lub MIL u zwierzat
WT (Rycina 4.23 C). U samic, podobnie jak w przypadku Ca i Mg, na poziom
Cu w TH wptyw miata sama mutacja (efekt genotypu F(3, 95)=8,67, p=0,0000),
ale takze wielokrotne podawanie LPD (efekt lekéw F(2, 95)=5,09, p=0,0079).
W tym przypadku delecja ktéregokolwiek z podtypow a;-AR zmniejszyta poziom
Cu wylacznie u zwierzat otrzymujacych wielokrotne podania DMI, cho¢ podobny
efekt odnotowano w wyniku dziatania MIL u myszy D-KO (Rycina 4.24 C).

Z kolei na poziom Zn w TH samcéw wptyw miata wylacznie mutacja w pota-
czeniu z wielokrotnym podawaniem LPD (efekt interakcji F(6, 96)=2,58, p=0,0231).
U zwierzat tych zaobserwowano podobne zmiany jak w przypadku Mg, jednak
dla Zn miaty one przeciwny kierunek. Odnotowano, ze wielokrotne podania MIL
zwigkszyty (przeciwnie niz przy Mg) tkankowy poziom Zn, a efekt ten byt znoszo-
ny w wyniku delecji ktéregokolwiek z podtypéw a;-AR (Rycina 4.23 D).
U samic wykazano brak wptywu mutacji i/lub wielokrotnych podan LPD na po-
ziom Zn w TH, w poréwnaniu do grupy kontrolnej ztozonej z osobnikéw WT z

poszczegblnych hodowli linii transgenicznych.

108



ROZDZIAL 4. WYNIKI

3
Ca Mg -
200 200 ——
355 55%
. 1 1
= 55 E bk
E 150 P = 150
= — =
2 " 2
o 100 & 100
E E
L] o
a =
3 2
1
JHNNN SUNE SSN JHENNE § ,
o 0O O O O O 0 © © 0 O © o © © o 0 ©
“fv*ef'l'o* “’ér*e*o* Qév*e*o* 4{\?*‘@*0* “‘(\v*e*o* ”‘év*@*o’t'
sal oMmi MIL sal oMi MIL
C D ”
Cu Zn |$—|
15 15 T $
$ L
3 o —
g 107 £ 10
= 3
2 2
E 6 e B . - E N
= =
(&) N
L ——— ——— o — ———
S 0O 0 O 4O O o L0 © & 0 o e O O O Lo JLe B
SOOI & 0P £ PP FlF 000 & 00
sal oMi MIL sal DM MIL

Rycina 4.23: Poziom wapnia (Ca) (A), magnezu (Mg) (B), miedzi (Cu) (C) i cynku
(Zn) (D) we wzgérzu SAMCOW myszy typu dzikiego (WT) i myszy typu knockout z
selektywnym unieczynnieniem receptora adrenergicznego a1 4 (A-KO), a1 (B-KO) lub
a1p (D-KO). Dane odpowiadaja warto$ciom Srednich + SEM z n = 7-8, analizowanych
metoda dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i analizy kontrastéw. * p < 0.05
vs. WT sal, ** p < 0.01 vs. WT sal, *** p < 0.001 vs. WT sal, ® p < 0.05 vs. WT lek,
3 p<0.01 vs. WT lek, %3% p < 0.001 vs. WT lek.
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Rycina 4.24: Poziom wapnia (Ca) (A), magnezu (Mg) (B), miedzi (Cu) (C) i cynku
(Zn) (D) we wzgérzu SAMIC myszy typu dzikiego (WT) i1 myszy typu knockout z
selektywnym unieczynnieniem receptora adrenergicznego a4 (A-KO), a;p (B-KO) lub
a1p (D-KO). Dane odpowiadaja warto$ciom Srednich + SEM z n = 7-8, analizowanych
metoda dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i analizy kontrastéw. * p < 0.05
vs. WT sal, ** p < 0.01 vs. WT sal, *** p < 0.001 vs. WT sal, # p < 0.05 vs. KO sal,
$p<0.05vs. WT lek, 3% p < 0.01 vs. WT lek, %3% p < 0.001 vs. WT lek.
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Rozdzial 5
Dyskusja 1 wnioski

Nie ulega watpliwosci, ze od poczatku historii farmakoterapii depresji dzia-
tanie lekéw przeciwdepresyjnych (LPD) bylo i jest mediowane przez ich wptyw,
bezposredni lub poSredni, na elementy uktadu noradrenergicznego. Juz w latach
90. XX wieku wykazano, ze klinicznie istotne LPD moga oddzialywac na recep-
tory «q-adrenergiczne (a;-AR) w sposéb antagonistyczny lub wpltywac na sitg
przekazywanego za ich posrednictwem sygnatu [Nalepa and Vetulani, 1991, Na-
lepa and Vetulani, 1993, Nalepa and Vetulani, 1994, Vetulani and Nalepa, 1996].
Woéweczas jednak dostgpne metody i narzedzia badawcze nie umozliwiaty zdefinio-
wania tych efektow dla poszczegdlnych podtypéw a-AR. Dopiero rozwdj technik
klonowania molekularnego i wykorzystanie modeli zwierzgcych otrzymanych na
drodze inzynierii genetycznej pozwolilo na zbadanie zré6znicowanego zaangazo-
wania podtypow a;-AR w regulacje behawioru [Nalepa et al., 2013]. Wyniki tych
badan sugerowaly, ze a;-AR moga mie¢ znaczenie nie tylko w kontekscie skutkow
ubocznych dziatania LPD, ale réwniez w modulowaniu ich efektu terapeutyczne-
go. Jako ze wspolczesna farmakoterapia depresji charakteryzuje si¢ niedostateczng
skutecznoS$cig 1 szybkoScig dziatania oraz obarczona jest ucigzliwymi skutkami
ubocznymi, niezbedne jest poszukiwanie nowych strategii farmakologicznych i
punktéw uchwytu LPD. Przyczyni¢ si¢ do tego moze zdefiniowanie funkcjonalne-
go zréznicowania podtypow a;-AR w efektach dziatania LPD, jednak ich badanie
w OUN jest wciaz utrudnione z uwagi na brak wysoce specyficznych ligandéw
przenikajacych przez barier¢ krew-moézg. Z tego wzgledu, w niniejszej rozprawie

wykorzystano genetyczne modele in vitro i in vivo.

111



5.1. MODELE IN VITRO - WERYFIKACJA I CHARAKTERYSTYKA

5.1 Modele in vitro - weryfikacja i charakterystyka

Do badari in vitro zaprojektowano i stworzono linie komérkowe ze stabilng
ekspresja pojedynczego podtypu receptora adrenergicznego — oy 4 (linia a1 A-AR)
i ayp (linia «1B-AR). Na podstawie wynikow testu redukcji resazuryny wykazano,
ze aktywno$¢ metaboliczna komoérek z linii 1 A-AR i a1B-AR nie odbiega od
aktywnos$ci metabolicznej komdrek kontrolnych. Oznacza to, ze stabilna ekspresja
a14-AR lub 1 g-AR nie zmienia aktywnosci metabolicznej komoérek i nie powinna
wptywacé na wyniki oznaczen zaplanowanych w kolejnych etapach eksperymentu.
Ponadto, wartosci EC5y wyznaczone na podstawie poziomu akumulacji fosfora-
nu inozytolu (IP) wskazuja na poréwnywalny poziom aktywacji wklonowanych
receptorow w odpowiedzi na dziatanie znanych agonistoéw — noradrenaliny (NA)
i fenylefryny. Podobnie, wartoSci IC5y wyznaczone na podstawie hamowania aku-
mulacji IP wskazuja na poréwnywalny poziom inhibicji podtypu a;; 4 w odpowiedzi
na dzialanie NA przy obecnosci znanych antagonistéw — prazosyny i WB4101.
Natomiast dla podtypu «; p odnotowano silniejsza inhibicje przy obecnosci prazo-
syny niz WB4101, co réwniez byto zgodne z przewidywaniami [Kenny et al., 1996,
Nalepa et al., 2002, Kreiner et al., 2011, Coccurello et al., 2014]. L.acznie powyzsze
informacje pozwalaja na uznanie wklonowanych receptoréw jako funkcjonalne,

a linie a1 A-AR 1 a1B-AR jako przydatne do dalszych badan farmakologicznych.

W planie eksperymentu przewidziano réwniez stworzenie linii komérkowe;j
ze stabilng ekspresja a;p-AR (linia a1D-AR), jednak ze wzgledu na niepowo-
dzenia kolejnych podejmowanych préb, do dalszych badan zdecydowano si¢ wy-
korzysta¢ komercyjnie dostgpna lini¢ komérkowa ChemiSCREENY Ready-to-
Assay™ o, Adrenergic Family Receptor Frozen Cells. Linia ta charakteryzuje
si¢ wysokim poziomem ekspresji ludzkiego a;p-AR na powierzchni komorek 1
zostata stworzona ze szczegllnym przeznaczeniem do oznaczeh wtérnych prze-
kaznikéw uwalnianych w odpowiedzi na stymulacjg¢ tego receptora, co przesadzito
przy jej wyborze jako linii najlepiej dopasowanej do zaplanowanego eksperymentu.
Niestety, linia ChemiSCREEN?™ Ready-to-Assay’™ «;p zostala wyprowadzo-
na z komérek Chem-1 (a nie PC12 jak linie a1 A-AR 1 a1B-AR), ktéra charak-
teryzuje si¢ zwigkszonym sprzezeniem receptorow metabotropowych ze Sciezka

sygnalizacji wapniowej, co wymusito oznaczanie poziomu jonéw wapnia (Ca?*")
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jako wtérnego przekaznika aktywacji a;p-AR. Inne tto genetyczne linii a1D-AR
1 rodzaj oznaczanego wtdrnego przekaznika sprawia, ze wyniki dla tej linii nalezy
poréwnywacé z wynikami dla linii alfal A-AR i alfalB-AR z zachowaniem nalezyte]

ostroznoSci.

Pomimo niepowodzen przy tworzeniu linii komérkowej ze stabilng ekspresja
funkcjonalnego o p-AR, nie zarzucono kolejnych préob wyeliminowania powyz-
szego ograniczenia metodycznego. Mozliwym powodem braku funkcjonalnos$ci
tego podtypu a;-AR po wklonowaniu do komoérek PC12 moze by¢ jego niewta-
Sciwa lokalizacja. W literaturze istnieja doniesienia, ze w warunkach nadekspres;ji
a1p-AR nie dociera prawidtowo do btony komérkowej, a jego umiejscowienie w
niej jest zalezne od procesu skrdcenia N-korica (ktéry jest prawdopodobnie
fizjologicznym sposobem regulacji ekspresji «1p-AR) 1 heterodimeryzacji z
a1p-AR [Hague et al., 2004a, Hague et al., 2004b, Kountz et al., 2016]. Co prawda
w obszernej pracy Proudman et al. [Proudman et al., 2020] dotyczacej wigzania
LPD 1 lekéw przeciwpsychotycznych z «;-AR autorzy wykorzystali
a1p-AR o pelnej dlugosci, jednak jego ekspresja na powierzchni komoérki byta na-
wet 10-krotnie nizsza niz ekspresja pozostatych podtypow. W przypadku niniejsze;j
pracy i badan funkcjonalnych zdecydowano si¢ wykorzysta¢ komercyjnie dostgpna
lini¢ komdrkowa, by uniknad takiej sytuacji. Natomiast w celu weryfikacji hipotezy
zaktadajacej nieprawidtowq lokalizacje podtypu a;p po wklonowaniu do komé-
rek PC12, w ramach stazu naukowego i wspdtpracy z Instytutem Biotechnologii
Uniwersytetu Helsinskiego stworzono pigtnascie konstruktéw, ktére postuza do
kolejnych préb stworzenia linii komérkowej ze stabilng ekspresja funkcjonalnego
a1p-AR.

W kolejnym kroku przeprowadzono charakterystyke linii a1A-AR, a1B-AR 1
alD-AR. Na podstawie analizy saturacyjnej wigzania radioliganda wykazano, ze
maksymalna liczba miejsc wiazacych na powierzchni komoérki (B,,,,.) jest zblizona
dla wszystkich trzech linii komérkowych. Ponadto, wartosci statej dysocjacji (K;)
wskazuja na wysokie powinowactwo wigzania radioliganda. Tym samym, powyz-
sze informacje pozwalaja na uznanie opisywanych modeli in vitro jako przydatne

do dalszych badan farmakologicznych.

113



5.2. MODELE IN VITRO - EFEKTY LEKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH

PODSUMOWANIE: Modele in vitro zweryfikowano pod katem aktywnosci
metabolicznej komorek 1 funkcjonalnosci podtypéw «;-AR, a ich charakterystyka

W postaci parametrow wigzania i gestoSci na powierzchni komoérki kwalifikuje je

do kolejnego etapu eksperymentu.

5.2 Modele in vitro - efekty lekow przeciwdepresyj-
nych

Nastepnie zbadano wptyw lekéw przeciwdepresyjnych (LPD) z ré6znych grup
na podtypy a;-AR. W pierwszej kolejnosci komoérki z linii a1 A-AR, a1B-AR i
a1D-AR inkubowano przez 10 min z jednym LPD w zakresie r6znych stgzen i w
polowie tego czasu dodano NA w stezeniu dajacym submaksymalng stymulacje
receptorow. Wartosci IC5y, wyznaczone na podstawie hamowania akumulacji wtor-
nych przekaznikéw (IP dla linii «1A-AR i a1B-AR lub Ca?* dla linii a1D-AR)
wskazuja, ze imipramina (IMI), dezipramina (DMI) i mianseryna (MIA) hamowaty
aktywacje wywotana dziataniem NA wszystkich trzech podtypéw a;-AR. Przy
czym dla IMI i DMI nasilenie tego efektu byto zréznicowane w zaleznoSci od
podtypu a;-AR — IMI silniej hamowata aktywacj¢ podtypdw a4 1 a1p niz o g,
a DMI silniej hamowata aktywacje podtypu aqp niz a4 1 a1 p. W przypadku IMI
efekty te sa spdjne z wynikami Nojimoto et. al. [Nojimoto et al., 2010], ktérzy wy-
kazali podobny profil dziatania réwniez dla amitryptyliny i nortryptyliny. Wyniki
zamieszczone w niniejszej pracy uzupetniaja t¢ wiedze o kolejny lek z grupy TLPD
- DML, co sugeruje, ze wigcej lekow z tej grupy moze silnie hamowac aktywacje
podtypdw a4 1 avp p 1 stosunkowo stabo hamowac aktywacje podtypu a4 g. Istotnie,
w badaniach przesiewowych Proudman et al. [Proudman et al., 2020] wykazano, ze
z 11 lekéw z grupy TLPD, ktére uwzgledniono w badaniu, wszystkie charakteryzo-
waly si¢ najsilniejszym powinowactwem do podtypu a1 4. Co wigcej, odnotowano,
ze IMI silniej wiaze si¢ z a; 4-AR niz DMI, co koresponduje z warto$ciami ICs
przedstawionymi w niniejszej pracy.

Wykazano réwniez, ze reboksetyna (REB) zmniejszyta aktywacje wywotana
dziataniem NA wylacznie podtypu a4 4, a fluoksetyna (FLU) nie wptyneta na po-
ziom aktywacji zadnego z nich. Natomiast najciekawszy wynik otrzymano dla

citalopramu (CIT), ktéry wplynal na aktywacje wywotang dziataniem NA kazdego

114



ROZDZIAL 5. DYSKUSJA I WNIOSKI

z podtypow «a;-AR nieco inaczej — najsilniej hamowat aktywacje podtypu a;p,
stabiej hamowal aktywacj¢ podtypu a4, a aktywacje podtypu a5 hamowat wy-
facznie w najwyzszym badanym st¢zeniu. Efekty dziatania CIT na podtypy a;4 i
a1 sa spojne z wynikami Proudman et al. [Proudman et al., 2020], niemniej jednak
autorzy odnotowali stabsze hamowanie podtypu o p niz a1 4. Rozbieznos$¢ ta moze
wynika¢ z faktu, ze w niniejszej pracy badano «;p-AR o skréconym N-koncu,
podczas gdy Proudman et al. wykorzystali do badan «;p-AR o pelnej dlugosci i

stosunkowo niskim poziomie ekspresji.

W kolejnym kroku komorki z linii a1 A-AR, a1B-AR i al1D-AR preinkubo-
wano przez 24 h lub 120 h z jednym LPD w staltym stgzeniu, po tym czasie go
odptukano i dodano NA w zakresie réznych stezen. Wartosci ECs5g 1 maksymal-
nej odpowiedzi (MAX) na dziatanie NA wyznaczone na podstawie poziomu aku-
mulacji wtérnych przekaznikéw (IP dla linii a1A-AR i a1B-AR lub Ca?" dla
linii a1D-AR) wskazuja, ze ekspozycja przez 24 h na dziatanie IMI zwigkszyta
MAX wytacznie podtypu «y g, a przez 120 h zwigkszyta dodatkowo MAX podty-
pu a1p 1 obnizyta EC;y obu tych podtypow; ekspozycja przez 24 h na dziatanie
DMI zwigkszyta MAX podtypu a4 1 obnizyta ECs5q podtypéw a4 1 1 g, a przez
120 h zwigkszyta dodatkowo MAX «;p 1 obnizyta ECyy wylacznie podtypu a;;
ekspozycja przez 24 h na dziatanie MIA nie wptyn¢ta na MAX lub EC5, zadnego
z podtypow, a przez 120 h zwigkszyla MAX podtypéw a5 1 a1p oraz obnizyta
EC5p podtypu aqp; ekspozycja przez 24 h lub 120 h na dziatanie CIT zwigkszyta
MAX podtypdw a4 1 o g, natomiast ekspozycja przez 24 h lub 120 h na dziatanie
REB lub FLU nie wptyneta na MAX lub EC5( zadnego z podtypdow.

Wszystkie powyzej opisane obserwacje zestawiono w Tabeli 5.1, by podkreslié
jak wyniki tych dwoéch eksperymentéw o ré6znym schemacie postgpowania wza-
jemnie si¢ uzupelniaja, dajac petniejszy obraz efektow LPD na podtypy a;-AR.
Przyktadowo, w pierwszym eksperymencie wykazano, ze IMI silniej hamowata
aktywacje wywotana dziataniem NA podtypdw ay4 1 aip niz ayp, co sugeruje
nasilenie przekazu sygnatu noradrenergicznego za posSrednictwem podtypu o pg.
Z kolei w drugim eksperymencie wykazano, ze przy przedtuzonej ekspozycji przez
24 h na dziatanie IMI dochodzi do zwigkszenia maksymalnej odpowiedzi na dziata-
nie NA wylacznie podtypu o 5, co wskazuje na jeszcze wigksze nasilenie przekazu

noradrenergicznego za posrednictwem tego podtypu. Ponadto, efekty te nie byty
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Tabela 5.1: Zmiany obserwowane w eksperymentach oceniajacych efekty LPD
na poszczeg6lne podtypy a;1-AR w modelach in vitro (w poréwnaniu do komérek

kontrolnych).

alA-AR alB-AR alD-AR
LPD IG5 I1C; IC;
IMI 1 l 1l
DMI | 1
CIT 1
FLU
REB !
MIA l l !
24h alA-AR alB-AR alD-AR
LPD EC; MAX EC; MAX EC; MAX
IMI T
DMI l l T
CIT [N T
FLU
REB
MIA
120 h alA-AR alB-AR alD-AR
LPD EC; MAX EC;, MAX EC; MAX
IMI | T !
DMI ! [
CIT [N T
FLU
REB
MIA T ! T

IMI - imipramina, DMI - dezipramina, CIT - citalopram, REB - reboksetyna,
MIA - mianseryna.
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zalezne od zmian w metabolizmie komérkowym, poniewaz nie odnotowano by kt6-
rykolwiek z badanych LPD, bez wzgledu na czas inkubacji, modulowat aktywnos¢

metaboliczng komorek.

Analizujac kolejno$¢ badanych LPD w zaleznoSci od nasilenia ich hamuja-
cego wptywu na poziom aktywacji wywotanej dzialaniem NA podtypéw a;-AR
stwierdzono, ze najwigkszy efekt uzyskano w przypadku IMI, DMI 1 CIT. Zatem,
zarbwno w pierwszym, jak i drugim eksperymencie odnotowano zblizone efekty
dla IMI i DMI - leki te hamowaty aktywacj¢ wywotang dziataniem NA wszystkich
podtypéw a;-AR, a przy przedtuzonej ekspozycji przez 120 h zwigkszaty mak-
symalna odpowiedz na dzialanie NA podtypdéw aip5 1 ayp. Sugeruje to, ze przy
chronicznym stosowaniu IMI lub DMI dochodzi do nasilenia przekazu sygnatu
noradrenergicznego za posSrednictwem podtypow a;p 1 czgsciowo réwniez a;p
(przy czym przy tak dtugiej preinkubacji ich wrazliwos$¢ na dzialanie NA nieco
si¢ obniza). Nasilenie przekazu sygnatu noradrenergicznego, w szczegélnosci za
posrednictwem podtypu o g, w wyniku dziatania IMI zostato wykazane juz przez
Nojimoto et al. [Nojimoto et al., 2010]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
potwierdzaja to spostrzezenie, uzupetniaja je o kolejny lek z grupy TLPD - DMI i
sugeruja, ze efekt ten moze by¢ jeszcze silniejszy niz sadzono, z uwagi na zwigk-

szenie maksymalnej odpowiedzi o g-AR na dziatanie NA.

Z kolei w przypadku CIT przedtuzona ekspozycja przez 24 h i 120 h spowo-
dowata nasilenie przekazu noradrenergicznego za poSrednictwem podtypow a4 1
czgsSciowo réwniez oy (przy braku wplywu na ich wrazliwo$¢ na dziatanie NA).
Jest to spojne z poprzednimi badaniami przeprowadzonymi na probkach tkanki
moézgowej szczuréw, w ktérych obserwowano wzrost maksymalnej odpowiedzi
a1-AR na dziatanie NA na skutek wielokrotnych podan CIT [Nalepa and Vetulani,
1993]. Ponadto, silniejszy efekt wzgledem podtypu 14 niz oy przy przedtuzo-
nej ekspozycji na dziatanie CIT koresponduje z wyznaczonymi warto$ciami ICs,
co sugeruje, ze efekt ten jest zalezny od bezposredniego wptywu CIT na podtypy
a1-AR.
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PODSUMOWANIE: Modele in vitro poddano dziataniu LPD z réznych grup i
wykazano, ze leki te moga modulowac funkcje a1-AR w sposéb ztozony 1 zalezny
od podtypu. Uzyskane wyniki wskazuja na istotng rol¢ podtypu a5 w dzialaniu

IMI i DMI oraz podtypoéw a4 1 a3 W dziataniu CIT.

5.3 Modele in vivo - weryfikacja i charakterystyka

Do badan in vivo wykorzystano trzy mysie linie transgeniczne typu knocko-
ut z selektywnym unieczynnieniem jednego podtypu a;-AR - o34 (A-KO), ayp
(B-KO) lub a;1p (D-KO). Wyprowadzono je z linii z mutacja wszystkich trzech
podtypéw a;-AR (ABD-KO), ktéra zweryfikowano pod katem efektywnoSci mu-
tacji na podstawie badarn autoradiograficznych skrawkéw mézgowych. W analizo-
wanych strukturach nie odnotowano sygnatu specyficznego wigzania radioliganda
przez a;-AR, co potwierdza efektywnoS¢ mutacji linii ABD-KO. Co wigcej, nie
wplyngta ona na gestos¢ pozostatych typéw AR - as-AR i 3-AR, co mogto by
rzutowaé na wyniki oznaczen zaplanowanych w kolejnych etapach eksperymentu.

Nastepnie zbadano wplyw mutacji A-KO, B-KO i D-KO na poziom wybranych
neuroprzekaznikéw 1 ich metabolitéw w moézgu. Wykazano, ze unieczynnienie
podtypu a;p zmniejszyto stgzenie NA w pordwnaniu do podtypu a;p, ktérego
mutacja, podobnie jak mutacja o 4, nie wptyneta na poziom NA w badanej struk-
turze mézgowej. Efekt ten nie byt znamienny statystycznie wzgledem zwierzat
kontrolnych, niemniej jednak wskazuje na potencjalnie wazna role podtypu a;p
w transmisji noradrenergicznej] w HY. Co wigcej, moze sugerowac niewydolnos¢
mechanizméw adaptacyjnych w sytuacji braku funkcjonalnego o p-AR, co mogto
by si¢ wiazaé z tym, ze jako jedyny podtyp a;-AR wykazuje aktywnos¢ konstytu-
tywna [Garcia-Sdinz et al., 2010, Nalepa et al., 2013]. Idac dalej, w pracy Konstandi
et al. [Konstandi et al., 2000] wykazano wzrost stezenia NA w HY myszy w modelu
stresu fizycznego, dlatego mutacja D-KO mogtaby wptywac nawet na funkcje osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) i zmniejsza¢ podatno$¢ zwierzat na stres.
Na tym etapie sa to jednak daleko idace przypuszczenia, ktérych potwierdzenie
lub wykluczenie wymagatoby odpowiednio zaprojektowanych do tego celu badan.
Odnotowano réwniez wplyw unieczynnienia podtypu o p na stg¢zenie i metabolizm

DA i 5-HT w poréwnaniu do mutacji pozostatych podtypéw a;-AR, jednak jak sig¢
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spodziewano w porownaniu do NA, ktorej stgzenie w HY byto 3-5 razy wigksze

niz DA lub 5-HT, efekt ten byt marginalny.

Z uwagi na doniesienia literaturowe na temat skutkéw nadekspresji a1 5-AR u
myszy w postaci wielonarzadowej S$mierci neuronéw na drodze apoptozy
[Zuscik et al., 2000] i hamowania procesow apoptozy w kardiomiocytach w wy-
niku aktywacji a;-AR [Zhu et al., 2000], a w szczegdlnosci za posrednictwem
a14-AR [Cotecchia et al., 2015, Yeh et al., 2017, Perez, 2021, Zhang et al., 2021],
przy charakterystyce mysich linii A-KO, B-KO i D-KO uwzgledniono réwniez
ocen¢ wpltywu mutacji na ekspresj¢ bialek apoptotycznych w mézgu. Wykaza-
no, ze u myszy D-KO doszto do istotnego statystycznie wzrostu poziomu biatka
HSP70/HSPA1A w hipokampie (HIP), w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
Biatko to jest kluczowym elementem proceséw regulujacych odpowiedZ komorki
na czynniki stresujace, takie jak niedotlenienie, hiperglikemia, stres oksydacyjny,
ekscytotoksyczno$¢ wywotana nadmiarem glutaminianu, stres psychofizjologiczny
1 inne [Daugaard et al., 2007]. Zmniejszenie aktywnosci biatka HSP70/HSPA1A
obserwowane jest wraz z wiekiem, a takze w wielu chorobach neurodegenera-
cyjnych i nowotworowych, z kolei jego nadekspresja dziata neuroprotekcyjnie i
przeciwzapalnie w réznych modelach uszkodzehn mézgu [Turturici et al., 2011].
Co wigcej, w badaniach na zwierzetach podawanie egzogennego biatka HSP70
dziala korzystnie zaréwno w leczeniu urazéw niedokrwiennych médzgu
[Shevtsov et al., 2014a, Shevtsov et al., 2014b], guzéw mézgu [Shevtsov et al.,
2014b], jak 1 w mysim modelu choroby Alzheimera [Bobkova et al., 2014], a
nawet spowalnia procesy starzenia si¢ komorek i poprawia funkcje poznawcze u
starych myszy [Bobkova et al., 2015]. Wykazano réwniez, ze w HIP HSP70 petni
krytyczna role w mechanizmach konsolidacji pamigci [Porto et al., 2018]. Zatem
mozna przypuszczaé, ze unieczynnienie o p-AR bgdzie miato korzystny wptyw na
procesy regulujace odpowiedZ neuronéw na czynniki stresujace, co byto by spdjne
z potencjalng mniejsza podatnoscia myszy D-KO na stres. Idac dalej i uwzgled-
niajac fakt wysokiej ekspresji a1 4-AR w HIP [Perez, 2021] mozna domniemywac,
ze efekt ten wynika z kompensacji funkcji podtypu a;p przez podtyp oy 4. Acz-
kolwiek ponownie, sa to jedynie potencjalne hipotezy, ktérych potwierdzenie lub
wykluczenie wymagatoby oddzielnych badan. Natomiast wyniki przedstawione w

niniejszej pracy wskazuja na to, ze unieczynnienie ktéregokolwiek podtypu ai;-AR
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nie spowodowato zmian w procesach apoptozy w HIP myszy, ktére mogtly by silnie
wptywac na wyniki oznaczen zaplanowanych w kolejnych etapach eksperymentu.

W planie eksperymentu przewidziano réwniez zbadanie wplywu mutacji na
ekspresje cytokin w korze przedczotowej (PFC) myszy A-KO, B-KO i D-KO.
W tym celu wykonano wstgpne oznaczenia z wykorzystaniem zestawu Proteome
Profiler Mouse Cytokine Array Kit (Bio-Techne, USA), jednak uzyskany sygnat
byt bliski sygnatowi tla, co uniemozliwiato jego zliczenie, dlatego wynikéw tych
nie uwzgledniono w niniejszej pracy. Warto jednak podkresli¢, ze dla kontroli po-
zytywnych uzyskano wyrazny, policzalny sygnal, co Swiadczy o poprawnosci wy-
konania oznaczenia 1 sugeruje, ze unieczynnienie ktéregokolwiek podtypu

a1-AR nie spowodowalo aktywacji proceséw zapalnych w PFC myszy.

PODSUMOWANIE: Modele in vivo zweryfikowano pod katem efektywnosci
mutacji, a ich charakterystyka kwalifikuje je do kolejnego etapu eksperymentu.
Uzyskane wyniki wskazuja na istotng role podtypu a;p w transmisji noradrener-

gicznej w HY 1 procesach regulujacych odpowiedZ komdrek na czynniki stresujace
w HIP.

5.4 Modele in vivo - efekty lekow przeciwdepresyj-
nych

Nastepnie, podobnie jak w przypadku modeli in vitro, zbadano efekty na pozio-
mie wewnatrzkomérkowym wielokrotnego podawania LPD z r6znych grup zwie-
rzgtom z linii A-KO, B-KO i D-KO. W oparciu o wyniki z czgsci in vitro, w ktérych
najwigksze zréznicowanie wzgledem podtypéw «;-AR odnotowano w przypad-
ku IMI, DMI i CIT, oraz wyniki wczesniejszych badai, w ktérych mutacja w
uktadzie noradrenergicznym spowodowata zmiany w uktadzie serotoninowym w
moézgu myszy [Chmielarz et al., 2015], w tej czgSci eksperymentu zdecydowano
si¢ zastosowac LPD z dwoch grup. Sposréd TLPD wybrano DMI, ktéra jako amina
drugorzgedowa i metabolit ustrojowy IMI duzo silniej niz IMI hamuje wychwyt
zwrotny NA w poréwnaniu do 5-HT, do tego stopnia, ze pod tym wzgledem mozna
by ja byto kwalifikowa¢ do grupy NRIs [Gillman, 2007]. Jako drugi lek wybra-
no milnacipran (MIL) nalezacy do grupy SNRIs, ktéry réwniez hamuje wychwyt
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zwrotny NA i 5-HT, jednak w przeciwienistwie do TLPD, wykazuje bardzo stabe
dziatanie receptorowe [Maj et al., 2000, Puozzo et al., 2002].

Badania majace na celu oceng wptywu mutacji i wielokrotnego podawania LPD
rozpoczgto od oznaczenia ekspresji poszczegdlnych podtypow «1-AR w PFC my-
szy. Niestety proby zbadania ich ekspresji na poziomie biatka skonficzyty si¢ niepo-
wodzeniem ze wzgledu na niespecyficzno$¢ komercyjnie dostgpnych przeciwciat.
Co prawda problem ten byl juz wielokrotnie poruszany w literaturze
[Jensen et al., 2009, Bohmer et al., 2014], jednak na rynku pojawiaja si¢ coraz
to nowsze oferty firm produkujacych przeciwciata, zapewniajacych o wyjatkowe;j
specyficznos$ci swoich produktow. Niestety, przetestowano kilka takich przeciwciat
i przy ich uzyciu obserwowano sygnat nawet w probkach pochodzacych od zwie-
rzat ABD-KO, zatem ich wyjatkowa specyficzno$¢ wzgledem podtypéw «;-AR

uznano za wyjatkowo watpliwa.

Wobec tego, ekspresje poszczegllnych podtypéw a;-AR w PFC myszy
A-KO, B-KO i D-KO oznaczono na poziomie mRNA. Na tej podstawie wykazano,
ze unieczynnienie podtypu a4 lub a;p nie wywolalo zmian ekspresji mRNA
pozostatych podtypéw «a;-AR. Natomiast unieczynnienie podtypu «;p spowodo-
walo istotny statystycznie wzrost ekspresji mRNA genu kodujacego podtyp aq 4.
Ponownie, efekt ten sugeruje kompensacj¢ funkcji podtypu oy p przez podtyp a4,
w kolejnej strukturze mézgowej. Co ciekawe, u myszy D-KO odnotowano réwniez
wyrazny spadek ekspresji mRNA gendw kodujacych podtypy a4 1 g g na skutek
wielokrotnego podawania LPD. Jednocze$nie, u myszy A-KO i B-KO wielokrot-
ne podawanie LPD nie wplyn¢to na ekspresjg mRNA genu kodujacego podtyp
a1p. Lacznie pozwala to sadzi¢, ze w efektach dziatania badanych LPD na a;-AR
szczegblng rolg odgrywa a;p-AR. Ponadto odnotowano, ze unieczynnienie o;pg
uniemozliwia osiagni¢cie efektu dziatania DMI, ktéry jest widoczny u zwierzat
WT, co koresponduje z wynikami z czesSci in vitro, ktore wskazywaty na istotng role
podtypu a5 w dziataniu tego leku. Wyniki uzyskane w tej czesci eksperymentu

stanowia rowniez dodatkowe potwierdzenie efektywnos$ci mutacji modeli in vivo.

W kolejnym kroku, pozostajac na poziomie transkryptomicznym, przeprowa-
dzono profilowanie ekspresji genow w HIP myszy A-KO, B-KO i D-KO. Oce-
niono, ze zaréwno mutacja jak i wielokrotne podawanie LPD w bardzo umiar-

kowanym stopniu wptynety na profil ekspresji genéw, gdyz istotne statystycznie
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zmiany odnotowano w stosunkowo niewielkiej liczbie transkryptéw. Co wigcej,
zaden z nich nie byt regulowany u wszystkich trzech linii transgenicznych i tylko
pojedyncze transkrypty byly regulowane u dwoéch z nich. Wraz z faktem, ze u
myszy B-KO zaobserwowano odmienny profil ekspresji genéw w poréwnaniu do
myszy A-KO i1 D-KO, w pewien sposéb potwierdza to zré6znicowanie podtypow
a1-AR. Szczegdlnie interesujacy wynik otrzymano natomiast analizujac efekty wie-
lokrotnego podawania MIL u zwierzat D-KO. Ontologiczna analiza transkryptow
znamiennie regulowanych w HIP w wyniku dziatania MIL wykazata ich zaan-
gazowanie w procesy biosyntezy ceramidow, réznicowania oligodendrocytow i
metabolizmu glikolipidéw. Procesy te sa ze soba Scisle powiazane, gdyz ceramidy
posrednicza w organizacji tratw lipidowych w blonie komdrkowej, ktérych sktad-
nikiem sg m.in. glikolipidy, sposréd ktérych glukolipidy petnig krytyczna rolg w
réznicowaniu oligodendrocytéw. Z kolei dojrzate oligodendrocyty w oSrodkowym
uktadzie nerwowym wytwarzaja ostonke mielinowa woko6t aksonéw neuronéw, a
tratwy lipidowe poSrednicza w interakcji migdzy glikoproteing zwiazang z mieling
(MAG) z jej receptorem na neuronach. W neuronach natomiast, tratwy lipidowe
odgrywaja istotng rol¢ w modulowaniu kanatéw jonowych i receptoréw neuroprze-
kaznikéw oraz w procesie uwalniania neuroprzekaznikéw na drodze egzocytozy
[Jana et al., 2009]. Zaangazowanie sfingomielinowego szlaku przekazywania sy-
gnatu, w ktérym diacyloglicerol (DAG) stymuluje hydroliz¢ sfingomieliny do ce-
ramidu, zostato juz niejednokrotnie wykazane w dziataniu LPD [Kornhuber et al.,
2009, Gulbins et al., 2013, Kornhuber et al., 2014, Gulbins et al., 2015, Dinoff
et al., 2017, Chen et al., 2021, Schumacher et al., 2022], jednak uzyskane wyniki
uzupetniaja t¢ wiedzg o kolejny lek - MIL. Ponadto, na podstawie analizy wzorcow
ekspresji gendw odpowiadajacych transkryptom znamiennie regulowanym w HIP
myszy A-KO, B-KO i D-KO na skutek wielokrotnych podan MIL wykazano, ze
unieczynnienie o;p-AR znosi efekty dzialania tego leku, co ponownie wskazuje

na istotna rolg tego podtypu a;;-AR w dziataniu MIL.

Oznaczenia wykonane w tej samej strukturze mézgowej u tych samych osob-
nikow, ale na poziomie ekspresji biatek i ich fosforylacji réwniez wykazaly zaan-
gazowanie podtypu «;p w dziataniu MIL. Na szczeg6lna uwage zastuguja wyniki
dotyczace biatka GSK-33, ktdre jest szeroko badane w kontekscie depresji, a naj-

nowsze doniesienia sugeruja, ze petni kluczowa rolg w etiologii i farmakoterapii tej
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choroby [Duda et al., 2020]. Przez ostatnie lata wielokrotnie wykazano, ze zar6wno
chroniczny stres jak i LPD wplywaja na aktywnos¢ GSK-33 w HIP [Silva et al.,
2008, Okamoto et al., 2010, Beurel et al., 2011, Pardo et al., 2016, Inkster et al.,
2018]. Co wigcej, wyciszenie ekspresji GSK-3/3 wytacznie w HIP jest wystarczaja-
ce do wywotania efektu przeciwdepresyjnego w testach behawioralnych u myszy,
ktére poddano chronicznemu stresowi [Omata et al., 2011]. Biatko GSK-37 jest
elementem wielu szlakéw komérkowych, a jego aktywnos$¢ moze by¢ regulowana
przez wiele kinaz, m.in. Akt i ERK1/2, ktére poprzez fosforylowanie reszty seryno-
wej (Ser9) biatka GSK-33 wywotuja jego inhibicje. W niniejszej pracy wykazano,
ze unieczynnienie a;p-AR spowodowato wzrost fosforylacji GSK-303, a zatem
jego inhibicje, oraz wzrost fosforylacji Akt, czyli jego aktywacje. Odnotowano
rowniez wzrost fosforylacji ERK1 i ERK2, a zatem ich aktywacjg, jednak byt
on wyraZnie stabszy. Analogiczne zmiany aktywnosci biatek GSK-3/3, Akt i ERK
odnotowano juz wczesniej w badaniach na zwierzgtach - w modelach chronicznego
stresu obserwowano aktywacje¢ GSK-3/3 oraz inhibicj¢ Akt i ERK, natomiast na
skutek dziatania LPD z r6znych grup obserwowano inhibicj¢ GSK-3( oraz akty-
wacje¢ Akt i ERK [Marsden, 2013]. Jako, Ze inhibicja GSK-33 wiaze si¢ z efektem
przeciwdepresyjnym, uzyskane wyniki ponownie skianiaja ku przypuszczeniu, ze
efekt ten wynika z kompensacji funkcji podtypu o p przez podtyp aia. Zweryfi-
kowanie tej hipotezy, np. z wykorzystaniem linii transgenicznej z unieczynnieniem
dwoéch podtypow a;-AR - a1 1 agp (BD-KO), bylo by szczegdlnie ciekawym
kierunkiem badan w kontekscie najnowszych doniesienn wskazujacych na zaanga-
zowanie biatka GSK-33 w regulacj¢ a1 4-AR [Alcantara-Herndndez et al., 2020].
Ponadto wykazano, ze unieczynnienie a;p-AR znosi hamujacy efekt dziatania
MIL na GSK-3/3 w HIP, co jest spdjne z wynikami profilowania ekspresji gendw.
W tym przypadku jednak spadkowi fosforylacji GSK-33 towarzyszyl wyrazny spa-
dek fosforylacji ERK?2 i staby spadek fosforylacji Akt, jak gdyby wielokrotne po-
dawanie MIL spowodowato przetaczenie udziatu tych dwéch sciezek sygnatowych.
Co wigcej, podobne zmiany aktywnoSci biatek GSK-3/3, Akt i ERK obserwowane
sa w wyniku akumulacji ceramidéw i wiaza si¢ ze Smierciag neurondw na drodze
apoptozy [Arboleda et al., 2010, Jazvin§¢ak Jembrek et al., 2015, Wang et al.,
2021].

Wyniki uzyskane na tym etapie uwydatniaja réwniez zréznicowanie migdzy
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podtypami a;-AR, gdyz unieczynnienie o, 4-AR lub a;5-AR, w przeciwienstwie
do a;p-AR, nie spowodowato zmian aktywnoSci powyzszych biatek oraz wptyw
mutacji na efekty dziatania MIL obserwowano takze u zwierzat B-KO, ale inny
niz u D-KO, w postaci wzrostu aktywacji Akt i ekspresji ERK1. Ponadto, niniej-
sze wyniki podkreslaja wage pewnego aspektu metodologicznego, ktéry jest coraz
czgSciej poruszany w literaturze w kontekscie etiologii 1 farmakoterapii choréb
psychicznych, a sa nim réznice migdzypiciowe [LeGates et al., 2019, Kokras et al.,
2019, Pavlidi et al., 2021, Bangasser and Cuarenta, 2021, Sramek et al., 2022,
Pavlidi et al., 2022]. Okazuje si¢ bowiem, ze podczas gdy u samcéw myszy D-KO
w przewazajacej czeSci wynikow obserwowano wplyw mutacji na efekty dziatania
MIL, u samic myszy D-KO wptyw mutacji odnotowano gtéwnie w przypadku
DMI. Co wigcej, profil zmian aktywnoSci badanych biatek u samic takze byt inny,
gdyz u nich unieczynnienie a;p-AR nie spowodowalo zmian aktywacji GSK-3(
1 Akt, za to zmniejszylo aktywacje ERK1 1 ERK2. Zatem w HIP samic D-KO
wielokrotne podawanie DMI wywotato wrgcz odwrotny efekt niz wielokrotne po-
dawanie MIL w tej samej strukturze u samcéw D-KO. Stanowi to zupelnie nowa
obserwacje na tle dotychczas opublikowanych badan na temat r6znic migdzyplcio-
wych w dziataniu DMI, ktére ograniczaja si¢ wylacznie do jednej pici lub efektow
jednorazowego podania leku [Filip et al., 1989, Simpson et al., 2012, Shah and
Frazer, 2014]. W literaturze pod tym wzgledem wyrdznia si¢ jedynie najnowsze
badanie przeprowadzone w HIP szczuréw, ktore sugeruje, ze za efekt terapeutycz-
ny DMI u samcéw i1 samic moga odpowiadaé r6zne mechanizmy molekularne
[Ledesma-Corvi and Garcia-Fuster, 2022]. W przypadku MIL liczba doniesien
poruszajacych temat réznic migdzyptciowych w jego dzialaniu jest jeszcze mniej-
sza [Morishita and Arita, 2003, Naito et al., 2007], aczkolwiek wykazano je dla
innych lekéw z grupy SNRIs [Xing et al., 2013, Gray and Hughes, 2015, Xu et al.,
2017]. W tym miejscu pojawia si¢ tez kolejny potencjalny kierunek badar, jak
np. badania behawioralne myszy A-KO, B-KO i D-KO obu pici, gdyz najnowsze
badanie z wykorzystaniem zwiazkéw wptywajacych na transmisj¢ noradrenergicz-
ng sugeruja, ze za réznice migdzyplciowe w noradrenergicznej modulacji uwagi i

impulsywnosci odpowiadaja a;-AR [Mei et al., 2021].

W ostatnim etapie badania efektow unieczynnienie jednego z podtypéw a;-AR

i wielokrotnego podawania DMI lub MIL uzupelniono o oznaczenie w mézgu po-
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ziomu pierwiastkow, ktorych zaangazowanie w etiologi¢ 1 farmakoterapi¢ depresji
wykazano w literaturze [Poleszak et al., 2005, Siwek et al., 2005, Galeotti et al.,
2006, Siwek et al., 2009]. Na podstawie tych oznaczeri odnotowano, ze unieczyn-
nienie ktéregokolwiek z podtypéw «1-AR spowodowato wzrost poziomu Cu w TH,
przy jednoczesnym braku wptywu na poziom Zn w tej strukturze mézgowej. Takie
zaburzenie rownowagi miedzy Cu i Zn jest obserwowane w surowicy pacjentow
chorujacych na depresj¢ [Russo, 2011], wraz ze zwigkszeniem stezenia Cu/Zn SOD
(SOD-1) w surowicy [Russo, 2010] oraz nasileniem efektéw farmakoterapii przy
suplementacji Zn [da Silva et al., 2021]. Co wigcej, zwigkszony stosunek stgzen
Cu/Zn w surowicy wydaje si¢ negatywnie korelowaé z poziomem metabolizmu
neuronéw w moézgu pacjentéw [Liu et al., 2020]. Zatem unieczynnienie ktdre-
gokolwiek z podtypéw a;-AR zwigksza stosunek stezen Cu/Zn w TH, co moze
wplywac na procesy metaboliczne 1 antyoksydacyjne w tej strukturze mozgowe;.
Jednak potwierdzenie lub odrzucenie tej hipotezy wymagaloby przeprowadzenia
odpowiednio zaprojektowanych do tego celu badan, ktére pozwoliltyby ocenié¢ na
ile obserwowane réznice stgzen pierwiastkéw moga wptywac na powyzsze procesy
wewnatrzkomoérkowe. Ponadto, wyniki przedstawione w niniejszej pracy wska-
zuja, ze unieczynnienie ktoregokolwiek z podtypéw «;-AR znosi efekt dziatania
MIL na poziom Zn i Mg oraz efekt dziatania DMI na poziom Ca w TH myszy,
co podkresla rolg a;-AR w dziataniu tych LPD, jednak w sposéb niezalezny od

podtypu.

Uzyskane wyniki podkreslaja tez, ponownie, wage uwzgledniania w badaniach
obu pici, gdyz w tej samej strukturze mézgowej u samic nie odnotowano wpltywu
genotypu na efekty dziatania LPD na poziom zadnego z badanych pierwiastkow.
Co wigcej, podczas gdy u samcéw najbardziej interesujace wyniki obserwowano
w przypadku Cu 1 Zn, u samic wyniki te dotyczyty Ca i Mg. Okazalo si¢ bowiem,
ze u samic unieczynnienie o;5-AR lub a;p-AR obnizyto poziom Ca w TH, przy
jednoczesnym zwigkszeniu poziomu Mg w tej strukturze mézgowej. Takie zabu-
rzenie rownowagi migdzy Ca i Mg jest obserwowane u pacjentéw chorujacych na
depresj¢ [Levine et al., 1999], u kobiet o stwierdzonej zwigkszonej podatnoSci na
stres 1 rozw0j depresji [Jung et al., 2010], a takze w modelu depresji indukowa-
nym diugotrwatym stresem u szczuréw [Guan et al., 2021]. Zatem unieczynnienie

a13-AR lub o p-AR zwigksza stosunek Ca/Mg w TH, co potencjalnie moze mieé
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dziatanie prodepresyjne, a efekt ten nie jest obserwowany przy unieczynnieniu
(03] A-AR.

PODSUMOWANIE: Modele in vivo poddano dziataniu LPD z réznych grup i
wykazano, ze unieczynnienie or;-AR moze modulowaé efekty dziatania tych lekow
w sposob ztozony 1 zalezny od podtypu oraz pici. Uzyskane wyniki wskazuja na
istotng rolg podtypu a;p w dziataniu MIL u samcéw i w dziataniu DMI u samic

oraz sugeruja, ze efekt ten moze wynika¢ z kompensacji funkcji podtypu o p przez

podtyp aq 4.

5.5 Wnhnioski koncowe

Wyniki niniejszej rozprawy potwierdzity, ze LPD dziatajace antagonistycznie
wzgledem a1-AR wykazuja najstabszy efekt na podtyp «; g i uzupetnity t¢ wiedze
o kolejne zwiazki - DMI i CIT. Dostarczyly réwniez nowych danych w kontekscie
dlugotrwatego oddziatywania LPD na «;-AR wskazujac, ze prowadzi ono do wy-
raznego nasilenia przekazu sygnatu noradrenergicznego za posrednictwem podtypu
a1 W wyniku dziatania IMI lub DMI oraz za posrednictwem o 4 1 oy g W wyniku
dziatania CIT, na skutek zwigkszenia ich reaktywnosSci na NA.
Co ciekawe, w bezposrednim dziataniu na o;-AR leki te wykazywaly najsilniejszy
efekt antagonistyczny wzgledem podtypu «; p, co koreluje z wynikami uzyskanymi
w modelach in vivo. Badania te wykazaly bowiem na r6znych poziomach moleku-
larnych, ze unieczynnienie podtypu a;p u myszy moduluje efekty dlugotrwatego
stosowania DMI lub MIL, w spos6b zalezny od pici. Ponadto sugeruja, ze moze
by¢ to zwiazane z kompensacja funkcji podtypu a;p przez podtyp a4. Réznice
mig¢dzyptciowe odnotowano réwniez w poziomie pierwiastkow w moézgu, jednak
tutaj efekty dzialania badanych LPD nie byty zalezne od podtypéw a;-AR.

Podsumowujac, funkcjonalne zréznicowanie podtypow a;-AR w efektach LPD
wykazano zar6wno w genetycznych modelach in vitro, jak 1 w modelach in vivo.
Wyniki niniejszej rozprawy pozwolity na bardziej precyzyjne zdefiniowanie funk-
cji wszystkich trzech podtypéw a;-AR w efektach krétkotrwatego i dtugotrwate-
go stosowania klinicznie istotnych LPD oraz wyznaczyty liczne $ciezki, ktérych
zbadanie moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych strategii farmakologicznych

leczenia depresji.
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